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Resumo — O ozénio troposféerico e a chuva acida sdo poluentes capazes de induzir a formacéo de
espécies reativas (ERs) no meio celular, principalmente nas folhas, levando a senescéncia prematura
e perda de produtividade no caso das espécies agricolas. No Brasil, a soja Glycine max “Sambaiba”
é uma espécie de grande importancia econémica, porém plantada em regides impactadas por estes
poluentes. Por isso, acredita-se que esta espécie vegetal esteja sob estresse oxidativo causados pela
poluigdo atmosférica dessas regides. A remocdo do excesso de ERs é realizada por diversos antio-
xidantes moleculares e enzimaticos, os quais podem atuar em conjunto, num ciclo conhecido como
ascorbato-glutationa. Este ciclo é iniciado pela remocéo da ER anion superéxido (O, ") pela classe
de isoenzimas superoxido dismutase (SOD) antes que o radical livre cause danos severos as estrutu-
ras celulares. A SOD é uma familia de metaloproteinas que, em vegetais, estdo inseridas em diver-
sas organelas e compartimentos celulares: manganés SOD (MnSOD), ferroSOD (FeSOD) e co-
bre/zincoSOD (Cu/ZnSOD). Por sua acédo e abrangéncia é considerada um importante fator de tole-
rancia ao estresse oxidativo. Testes in vitro mostraram que o complexo metélico Mn(lll)-
desferrioxaminaB (MnDFB) exerce sobre 0 O, a mesma acdo da SOD, sendo assim considerado
um mimético. Por isso, a hipotese desse estudo é que plantas de soja Glycine max “Sambaiba” tra-
tadas com MnDFB poderiam ser mais tolerantes ao estresse causado pela poluicdo atmosférica.
Para tal, determinou-se a dose de MnDFB capaz de promover respostas de tolerancia em plantas
sadias e verificou-se se a dose do complexo aplicada poderia aumentar a resisténcia de soja manti-
das em condigdes controladas de ozonio (60ppb.h™*/6h) ou chuva 4cida (pH3,0) e, ainda se uma
solucdo de MnSQ, teria efeito semelhante. Cada experimento teve duracdo de trés dias e ao final
foram avaliados a taxa de crescimento relativo (TCR) de caule e folhas, indice de injuria foliar, (I-
IF) concentracdo de malondialdedido (MDA), atividade total de SOD e ascorbato peroxidase
(APX), atividade de isoenzimas SOD por eletroforese, concentracdo de metais (ferro, manganés e
cobre) em folhas e raizes, anatomia foliar e eficiéncia quéntica da fotossintese (Fv/Fm). Eviden-
ciou-se que as diferentes doses de MnDFB (2, 4, e 8 uM) foram capazes de promover aumento da
atividade de Cu/ZnSOD, MnSOD e FeSOD de plantas de soja e foi observado alteracdo na con-
centracdo de Fe, Mn e Cu em folhas e raizes tratadas com 8 uM, de forma que pode-se concluir que
0 MnDFB apresenta potencial para aumentar a tolerancia ao estresse oxidativo, ativando as isoen-
zimas de SOD e alterando a disponibilidade de metais co-fatores dessas isoenzimas. Sob 0z6nio e
chuva &cida, os resultados das respostas de defesa antioxidativas mostraram que plantas tratadas
com MnDFB foram mais tolerantes que aquelas tratadas com MnSO4 e controle. O 0z6nio ocasio-
nou peroxidacdo lipidica em plantas tratadas com MnSQ, e controle, sendo 0 contrario observado
com MnDFB. A chuva éacida ndo promoveu alteracdo no mesofilo nas plantas tratadas com
MnDFB como observado em MnSO, e controle. O aumento na atividade das isoenzimas

Cu/ZnSOD e MnSOD nas plantas tratadas com MnDFB, sob estresse oxidativo, indicam que 0
i



MnDFB atua sobre as isoenzimas de SOD. Por meio desse estudo, conclui-se que o MnDFB tem
potencial para aumentar a tolerancia de plantas expostas a 60ppb de 0z6énio e chuva &cida a pH 3,
no periodo de exposicdo estudado. Nessas mesmas condi¢es, a adicdo de MnSO,4 ndo ¢é efetiva co-

mo o complexo, indicando que n&o basta adicionar Mn?* para 0 aumento da tolerancia.



Abstract — Tropospheric ozone and acid rain are pollutants capable of generate reactive species
(RS) in cells, mainly in leaves, leading to early senescence and agriculture productivity loss. In Bra-
zil, soybean Glycine max “Sambaiba” is of great economic importance, however planted in areas
impacted by those pollutants. Therefore, soybean might be under oxidative stress caused by air
pollution of these areas. Removal of RS is carried out by various antioxidants and enzymes, which
act together in ascorbate-glutathione cycle. This cycle is initiated with removal of the RS anion su-
peroxide (O,") by superoxide dismutase (SOD) isoenzyme class before cell structures damage
caused by the free radical. SOD are metalloproteins within various organelles and plant cell com-
partments: manganese SOD (MnSOD), iron SOD (FeSOD) and copper/zincSOD (Cu/ZnSOD).
SOD is considered an important tolerance factor against oxidative stress due to its role and extent in
plant cell. In vitro assay showed that the metal complex Mn(l11)-desferrioxamine B (MnDFB) plays
SOD role and therefore it is considered a SOD mimetic. Hence, the hypothesis of this study is that
soybean plants treated with MnDFB could be more tolerant to stress induced by air pollutants. So, it
has been proposed to determine MnDFB dose (2, 4 and 8uM) capable of promote tolerance re-
sponse in healthy plants and to verify whether the MnDFB dose selected increase the tolerance
of soybean plants under ozone (60ppb.h™/6h) and acid rain (pH 3.0) simulated conditions and if
MnSQ, solution would have a similar effect. Each experiment lasted three days and at the end day
were evaluated the relative growth rate of stems and leaves (TCR), leaf injury index (IIF),
malondialdehyde concentration (MDA), total SOD and peroxidase (APX) activity, SOD
isoenzymes activity by electrophoresis, metals concentration (Fe, Mn and Cu) in leaves and roots,
leaf anatomy and photosynthesis quantum efficiency (Fv/Fm). It was observed that the different
doses of MnDFB (2, 4 and 8 uM) were able to promote increase of the activity of Cu/ ZnSOD,
MnSOD and FeSOD of soybean plants. Also, changes in the concentration of Fe, Mn and Cu in
leaves and roots treated with 8 uM were observed. These results suggest that the MnDFB has a
potential to increase the tolerance to oxidative stress, activating isoenzymes SOD and altering the
availability of metal cofactors of these enzymes. Under ozone and acid rain, the results of the
antioxidative defense responses showed that plants treated with MnDFB were more tolerant than
those treated with MnSO, and control. Ozone caused lipid peroxidation in plants treated with
MnSO, and control, while the oppossite was observed to MnDFB. Acid rain does not promote
changes in the mesophyll in plants treated with MnDFB as observed in control and MnSQO,. The
increased activity of the isoenzymes Cu/ZnSOD and MnSOD in plants treated with MnDFB, under
oxidative stress, indicates a MnDFB action on SOD isoenzymes. Hence, the potential of MNnDFB to
increase the tolerance of plants exposed to 60 ppb of ozone and acid rain at pH 3.0, in the period of
exposure studied, is support by this work. Also, under these conditions, the addition of MnSQy, is

2 +

not effective as the complex, indicating that Mn alone is not a tolerance enhancer.



CAPITULO 1

INTRODUCAO




1.1. INTRODUCAO GERAL

As atividades humanas muitas vezes acrescentam matéria ao ambiente em intensidade ou
quantidade que alteram as caracteristicas fisico-quimicas ¢ biologicas da atmosfera, corpos d’agua e
solo (vanLoon & Duffy 2005). A esta matéria d&-se o nome de poluente, o qual pode causar prejui-
zos a salde e sobrevivéncia dos seres vivos (Braga et al. 2006, CETESB 2010).

Em se tratando de poluicdo atmosférica, especialmente dos poluentes liberados para tropos-
fera, camada da atmosfera onde os processos biogeoquimicos ocorrem e se estende até 15 Km da
superficie terrestre, destacam-se 0s gases e aerossois liberados por fontes naturais ou antropicas
(Nebel & Wright 2000, vanLoon & Duffy 2005).

Os poluentes sdo classificados quanto a fonte de poluigdo, natural ou antrdpica, e sua ori-
gem, priméria ou secundaria (CETESB 2010). As emiss@es vulcanicas, queimadas naturais, emis-
sOes de gases pela vegetacdo séo as fontes naturais predominantes (Brasseur & Chatfield 1991, Ne-
bel & Wright 2000). J4, as fontes antropicas englobam as industrias e meios de transporte que utili-
zam combustiveis fosseis para gerar energia, bem como as queimadas em florestas ou campos de
cultivo (Braga et al. 2006, Lehndorff & Schwark 2009). Os primarios sdo aqueles emitidos direta-
mente das fontes como 6xido nitrico (NO), diéxido de carbono (CO,), compostos organicos volateis
(COVs), didxido de enxofre (SO,), material particulado, gas sulfidrico (HS) etc., e os secundarios
sdo resultantes de reacdes entre os poluentes primarios ou outros compostos da atmosfera, como
0zonio (Ogs), nitrato de peroxiacetila (PAN) e acidos nitrico e sulfarico, precursores da deposicao
acida.

Dentre os poluentes secundarios, 0 O3 formado na troposfera se destaca por ser altamente
oxidante e encontrado em altas concentragfes no mundo todo (Vingarzan 2004, Ashmore 2005). O
O3 e formado na atmosfera no processo conhecido como smog fotoquimico, que ocorre tipicamente
em dias ensolarados e/ou quando ha inversdo térmica, fendmeno que impede a dispersdo de poluen-
tes (Krupa & Manning 1988, CETESB 2010, Wallace et al. 2010).

O padréo de qualidade do ar estabelecido para o0 0zénio (Resolugdo CONAMA N°003/1990), regu-
2



lamenta que o poluente ndo deverd ultrapassar 80 ppb no periodo de 1 hora. As concentra¢fes me-
dias anuais de 0zonio em varias regides do planeta chegam a 40 ppb, mas as concentra¢cbes maxi-
mas anuais frequentemente ultrapassam o valor regulamentado de 80 ppb (Vingarzan 2004, Cho et
al., 2011).

Estudos dos efeitos de altas concentragcdes de 0z6nio em plantas de interesse econémico séo
frequentes e sabe-se que devido as altas concentracbes de 0z6nio globais 3% de todas as culturas
plantadas na Europa foram perdidas no ano 2000, devido a diminui¢do da biomassa causada pela
alteracdo da fotossintese e bioquimica celular (Mulchi et al. 1988, Morgan et al. 2003, Booker et al.
2009, Van Dingenen et al. 2009).

Além do ozénio, a chuva &cida também é considerada um dos grandes fatores de perturba-
¢do no equilibrio natural dos ecossistemas. Gases como 0 SO, e 6xidos de nitrogénio (NOX) alteram
drasticamente o pH da chuva devido a formacdo de &cidos que aumentam a concentracdo de ions
hidronio (Hz0") no meio e consequentemente diminuem o pH da agua da chuva (vanLoon & Duffy
2005).

O oz6nio e a chuva 4cida sdo extremamente nocivos para 0s organismos Vvivos e seus efeitos
podem ser sentidos até em comunidades (Larcher 2000, Schulze et al. 2005). Nos vegetais, 0 0zonio
causa diminuicdo da fotossintese, senescéncia prematura, perda de biomassa e reducdo do cresci-
mento. Os efeitos do 0zdnio nas plantas variam com a concentracdo do poluente, tempo de exposi-
cao e frequéncia de picos de alta concentracdo. A chuva acida causa necrose nos 6rgéaos de fixacgéo,
degeneracéo da parede celular, ruptura do tecido (Silva et al. 2005), anomalias cromossémicas nas
raizes, modificacdo da disponibilidade de micronutrientes e desequilibrio i6nico do solo (Larcher
2000).

Tanto o 0zonio (Esposito et al. 2009, Cho et al. 2011) quanto a chuva &cida (Velikova 2000,
Liu & Liu 2011) conduzem a alteraces fisiologicas, muitas vezes causadas por um desequilibrio de
espécies reativas (ERs) de oxigénio, enxofre e nitrogénio no meio celular, conduzindo ao efeito

denominado de estresse oxidativo. As ERs sdo moléculas altamente oxidantes como peroxido de



hidrogénio (H,0.), anion superéxido (O,"), oxigénio singlete (*0,), radical hidoxila (OH"), radical
trioxido de enxofre (SO3 ), peroxinitrito (ONOQO’) entre outras (Bray et al. 2000, Halliwell & Gut-
teridge 2007). No transporte de elétrons durante a fotossintese e a respiracdo também ha formacéo
de ERs e as células possuem mecanismos para retira-las por meio de antioxidantes ndo-enzimaticos
e enzimaticos, sendo o ciclo ascorbato-glutationa um destes mecanismos (Gill & Tuteja et al. 2010).

Quando a célula vegetal ndo é capaz de recuperar os antioxidantes e as ERs permanecem em
niveis elevados, ha danos oxidativos irreversiveis levando a degradacdo dos plastideos e membranas
culminando na morte celular.

Todo o processo de detoxificacdo das ERs é iniciado com a enzima antioxidante superoxido
dismutase (SOD) considerada por isso a primeira linha de defesa a nivel celular. SOD é uma familia
de metaloenzimas, classificada em trés isoformas em vegetais, de acordo com o cofator metalico
presente no sitio ativo catalitico, sendo elas manganés SOD (MnSOD), ferro SOD (FeSOD) e co-
bre/zinco SOD (Cu/ZnSOD) (Culotta 2001, Alscher et al. 2002).

Visto a importancia das SODs na detoxificacdo das ERs, estudos mostram que substancias
capazes de compensar € mimetizar a funcdo desta enzima podem ajudar organismos a combater o
estresse oxidativo (Batinic—Haberle et al. 2010, Horn et al. 2010).

O fon Mn?* é capaz de compensar a perda da SOD e por si s6 prover protecdo contra danos
oxidativo, além de ser um cofator da SOD (Sanchez 2005, Halliwell & Gutteridge 2007). Experi-
mentos em células eucariontes transgénicas, que ndo expressam SOD, mostram que a aplicacdo de
manganés em pequenas concentragdes tem efeito antioxidante (Reddi et al 2009). Por outro lado,
quando adicionado em concentracdes maiores, 0 Mn?* promove aumento de ERs (Dugi¢ & Polle
2005, Lei et al. 2007).

Investigacdes tem indicado o complexo Mn(ll1)-desferrioxamina B (MnDFB) como um ex-
celente mimético da SOD, por apresentar atividade catalitica sobre ERs quando comparados ao ion
metalico (Faulkner et al. 1994). Em experimento ex vivo, o complexo foi capaz de tornar células
sob estresse oxidativo mais tolerantes (Hahn et al. 1991).. Devido a sua capacidade de se ligar a
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diversos metais, a desferrioxamina (DFB) estd também sendo estudada para remediacéo de locais
contaminados (Hernlem et al. 1996, Neubauer et al. 2002).

Embora haja evidéncia que o MnDFB diminua o estresse oxidativo em organismos Vivos
(Hahn et al. 1991), ndo ha estudos comprovando sua eficiéncia em plantas. Dentre varias espécies
vegetais que poderiam ser utilizadas para verificar a eficacia do complexo no aumento da resistén-
cia ao estresse oxidativo, destaca-se a soja por ja ter sido usada em estudos de estresse oxidativo
(Chernikova et al. 2000, Bulbovas et al. 2007), por ser uma espécie de alto poder econémico e por
ser cultivada em regides que historicamente vem sendo afetada por altas concentracdes de 0zonio
(Artaxo et al. 2005, Van Dingenen et al. 2009) e chuvas mais acidas (Rummel et al.2007, Hondrio
et al. 2010).

Neste trabalho, buscou-se avaliar a influéncia do complexo MnDFB na atividade da SOD e
no aumento da tolerancia ao estresse oxidativo em Glycine max cv ‘Sambaiba’. Assim, formulou-se
a hipétese de que o estresse oxidativo gerado pelo ozonio e chuva &cida em condicbes controladas
seria minimizado pelo incremento das atividades antioxidantes da SOD promovido pela agdo do

complexo de manganés (MnDFB).



1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Soja e sua importéancia
A soja (Glycine max (L.) Merr.) é uma herbéacea pertencente a familia Fabacea, género Gly-

cine e subgénero Soja (Figura 1) (Wang et al. 2012).
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o1 Foliolos /
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crescimento
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unifoliada
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axilares A Superficie do solo
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Nodulos

Raizes o r . Raizpivotante
laterais

Figura 1. Plantula de soja e principais estruturas (International Plant Nutrition Institute — IPNI Bra-
sil).

De acordo com a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (Food
and Agriculture Organization - FAO), a soja representa 60% de todo alimento produzido no mundo,
seja de origem animal ou vegetal. Aléem do consumo do grdo, o qual contém em média 40% de pro-
teina e 20% de 6leo (Chuang & Singh 2008), seus principais produtos sdo o 0leo refinado e 6leo
combustivel, compondo 35% do total de oleaginosas colhidas no mundo. Também é utilizada na
alimentacdo animal como forrageira e na rotagcdo de cultura para aumentar a fertilidade do solo, ja

que € simbionte com bactérias fixadoras de nitrogénio.



O cultivo de soja tem se expandindo muito na América do Sul (Martins & Ramos et al.
2009). Durante os anos 1960, houve expansdo da cultura da soja nas regides Sul e Sudeste do pais.
Na década de 1990, a cultura avangou para o Centro-Oeste e, recentemente, o desenvolvimento de
cultivares adaptadas para regides de menor latitude permitiu o avango da soja para o Norte e Nor-
deste (Sinclair et al. 2005, Martins & Ramos et al. 2009).

A soja ‘Sambaiba’ é uma destas cultivares adaptadas e recomendadas para o plantio na regi-
4o Norte e Nordeste. E uma das principais cultivares plantadas em diversos estados como Para, Ro-
raima, Tocantins, Maranh&o, Piaui, Bahia entre outros de acordo com a Empresa Brasileira de Pes-
quisa Agropecuéria (Embrapa 2006, Embrapa 2011). E resistente a infecgio por fungos que causam
cancro da haste e mancha “olho de ra” nas folhas, mas susceptivel aos virus causadores da necrose
da haste e mosaico comum da soja e & nematoides que infestam os gréos.

Ressalta-se que ha anos o Brasil € 0 2° maior produtor de soja, responsavel por 26,8% da sa-
fra mundial (Embrapa 2012) e de acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB),
a producdo do grdo continua em alta, tendo arrecadado onze bilhdes de ddlares na exportagdo da
safra 2009/2010.

Apesar da alta producdo da soja, estima-se que devido a acdo do ozdnio atmosférico houve
perda entre 6 a 16% na produtividade mundial do gréo, e no Brasil também hé registro de perdas
devido ao ozobnio, inclusive em regides remotas da Amazonia (VanDingenen et al. 2009). Ha indi-
cios que 0 0zobnio nesta regido provocou perda de produtividade do grao variando entre 0,1-1 tone-

lada por Km? (VanDingenen et al. 2009).

1.2.2. Ocorréncia de ozonio e chuva acida nas regioes de cultivo de soja “Sambaiba”

A poluicéo atmosférica no Brasil deixou de ser um problema apenas das metropoles e tem si-
do reportada até mesmo em areas remotas (Artaxo 2004).

O monitoramento do 0zonio (O3) indica que 0 aumento de seus niveis pode ser devido a in-

tensa emissao dos precursores originados na pratica das queimadas (Kirchhoff 1996). Na Amaz6-



nia, por exemplo, a concentracdo de O3 ndo ultrapassava 40 ppb até a década de 1990 (Emberson
2003), contudo, atualmente Artaxo et al. (2005) e Rummel et al. (2007) avaliando a concentragéo
de O3 em regiéo florestal na estacdo de seca observaram concentragdes entre 50 e 100 ppb, tdo altas
que sdo comparaveis as da regido metropolitana de Séo Paulo (CETESB 2010).

Estudos que acompanharam a variacdo na dgua de chuva na Amazonia reportaram, na época
de seca, pH da chuva entre 4,0 e 4,7 (Williams et al. 1997, Germer et al. 2007, Hondrio et al. 2010).
A fim de comparacdo, em regides urbanas, como Sdo Paulo, valores de pH menores que 5,0 séo
atribuidos aos altos valores de gases nitrogenados e sulfonados que reagem com vapor de agua na
atmosfera, produzindo &cidos nitrico e sulfarico (Forti et al. 2001, Fornaro & Gutz 2006). Os baixos
valores do pH da agua da chuva na regido amazonica sdo influenciados pela emissdo biogénica de
acidos organicos, mas as queimadas e transporte de poluentes de cidades proximas sdo também res-

ponsaveis pelo aumento da poluicdo (Hondrio et al. 2010).

1.2.3. Fatores de estresse oxidativo em plantas: ozénio e chuva &cida

Levitt (1980) definiu estresse como “qualquer fator ambiental potencialmente desfavoravel
para os organismos vivos” e adicionou consideragdes sobre o tempo de exposi¢do e a capacidade de
regeneracdo das plantas. Autores mais recentes, como Larcher (2000) e Lichtenthaler (2006), altera-
ram a defini¢do do termo no sentido do estresse ser uma condigédo da planta e as alteracdes no ambi-
ente que levam a esta condicéo serem descritas como fatores de estresse. Larcher (2000) propde que
o estresse ¢ um “desvio significativo das condi¢des Otimas para a vida, e induz mudancas e respos-
tas em todos os niveis funcionais do organismo, as quais sdo reversiveis no principio, mas podem se
tornar permanentes’.

A resisténcia ao fator de estresse pode ser categorizada em duas estratégias: tolerar o fator
de estresse ou evita-lo (Levitt 1980, Bray et al. 2000). A toleréncia implica que o fator de estresse

agiu sobre o organismo, mas houve condi¢6es de prevenir ou reduzir os danos. Ao evitar o estresse,



a planta utiliza uma barreira (quimica, fisica ou metabolica) parcial ou completa a sua entrada. Am-
bas as estratégias sdo utilizadas pelas plantas para minimizar os efeitos dos agentes estressores.

Dentre 0s agentes estressores abidticos, destacam-se 0 0z6nio (O3) e chuva &cida pela gera-
cao de espécies reativas (ERs) que causam danos oxidativos a vegetacdo. O estresse oxidativo induz
extravazamento de liquido celular, diminuicdo da fotossintese e alteragdes hormonais que em con-
junto levam a morte celular, colapso do mesofilo (necrose) e senescéncia foliar (Baier et al. 2005).
A pressdo continua do fator de estresse sobre a vegetacdo a torna mais susceptivel, de forma que os
danos iniciados pelo estresse oxidativo podem ser evidentes até no nivel de ecossistema (Bussotti &
Ferretti 1998).

A absorcdo dos poluentes pela vegetacdo é dependente de suas caracteristicas fisicas e qui-
micas. O Os, devido a sua natureza gasosa, alcanca o interior da folha através dos estdmatos e no
ambiente Umido da cAmara subestomatica ou no mesofilo reage com a dgua e ha formacao de espé-
cies reativas de oxigénio (EROs) como anion superéxido (O,"), radical hidroxila (OH") e perdxido
de hidrogénio (H,0,) (Bray et al. 2000, Halliwell & Gutteridge 2007, Dizengremel et al. 2008). Ja a

S ~ e - 2 -
chuva 4cida, por ser composta de altas concentragdes de ions, tais como H* | SO,”, NO,, adere

facilmente no limbo foliar e destroi a cuticula, podendo alcangar até o mesofilo (Santa’ Anna-Santos
et al. 2006, Liu & Liu 2011), levando a formacdo de espécies reativas (ERs) de oxigénio e também
a espécies de enxofre e nitrogénio (Halliwell & Gutteridge 2007).

As ERs, no geral, levam a & formacéo de OH’, o qual reage rapidamente com &cidos graxos
insaturados das membranas tornando-os especies radicalares (Halliwell & Gutteridge, 2007, Gill &
Tuteja 2010). Os radicais lipidicos resultantes reagem com moléculas préximas e assim sucessiva-
mente, criando um evento em cadeia. A reagdo s6 termina quando radicais lipidicos se encontram e
geram dimeros estaveis (Gill & Tuteja 2010). Denomina-se este processo como peroxidacao lipidi-
ca. A célula ndo possui mecanismos para retirada do OH", por isso até que as reacdes da peroxida-
cao lipidica cessem ha danos extensos nas membranas celulares, alterando sua permeabilidade e
causando extravazamento de liquido citoplasmatico. Das rea¢des sdo formados subprodutos como
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alcanos, alcodis, aldeidos (malondialdeido) os quais podem ser quantificados em ensaios enzimati-
cos e empregados como indicadores de peroxidacéo lipidica.

As ERs ndo sdo apenas geradas pela presenca de poluentes no meio celular, sdéo formadas
nos processos fisioldgicos normais da célula vegetal; como na fotossintese e respiracdo nas cadeias
de transporte de elétrons de cloroplastos e mitocondria (Mittler et al. 2004). Baixas concentragdes
de algumas ERs sdo sinalizadoras para regulagdo génica, fechamento estomatico, crescimento da
raiz, controle da mitose entre outros (Foyer & Noctor 2005). Em condigdes normais, sem fatores
externos de estresse, a célula consegue reduzir a quantidade de ERs gerados internamente e regene-
rar o pool antioxidativo, had um equilibrio pré-oxidante/antioxidante. Por outro lado, o aumento re-

pentino e prolongado de ERs pode causar déficit na regeneracéo e sintese de espécies antioxidantes.

1.2.4. Antioxidantes

Segundo Halliwell & Gutteridge (2007), antioxidantes sdo quaisquer substancias que atra-
sam, removam ou previnam os danos oxidativos, ou seja, um fator de tolerancia. Os antioxidantes
moleculares principais em vegetais sdo ascorbato (AA), tocoferol, carotenoides, glutationa (GSH);
0s enzimaticos sdo superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), monodehidroascor-
bato redutadase (MDAR), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR) entre ou-
tros.(Mittler et al. 2004, Gill & Tuteja 2010).

A detoxificacdo das ERs no citosol e organelas ocorre pela atuagdo conjunta de varias destas
moléculas e enzimas, num ciclo conhecido como ascorbato-glutationa (Figura 2) (Asada 1999, Mit-

tler et al. 2004; Gill & Tuteja, 2010). A classe de enzimas SOD atua como primeira linha de defesa,

onde 0 O, é desproporcionado & O, e H,O; , 0 qual é menos reativo que O, .
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Figura 2. Ciclo ascorbato-glutationa. Adaptado de Gill & Tuteja (2010).

Uma maior gama de antioxidantes estdo envolvidos na retirada do H,O, . A catalase (CAT)
possui alta taxa de conversdo do H,O, que chega a seis milhes de moléculas desproporcionadas
por minuto (Gill & Tuteja 2010). A GPX utiliza a GSH como doadora de elétrons na detoxificacéo
do H,0,. A APX é um dos principais antioxidantes celulares por ter alta afinidade com o H,0; e
estar presente em diversas organelas (Mittler et al. 2004, Gill & Tuteja 2010). A reagéo de detoxifi-
cacdo resulta em H,0 e exige AA como doador de elétrons.

O ascorbato na forma oxidada (monodehidroascorbato — MDHA) perde sua funcéo antioxi-
dante, mas pode ser regenerado pela dehidroascorbato redutase (DHAR), a qual utiliza a GSH como
doadora de elétrons. Por sua vez, a glutationa oxidada (GSSG) é regenerada pela GR utilizando
NADPH como redutor (Smirnoff 1996).

O ciclo ascorbato-glutationa ¢é essencial para manter o equilibrio pro/antioxidante no meio
celular. Sob condic¢des adversas, ha aumento de ERs em relacdo a quantidade ou atividade de antio-
xidantes pre-existente, exigindo um gasto energético maior que o normal para manter o ciclo ascor-
bato-glutationa em equilibrio (Dizengremel et al. 2008). Se os danos excedem a capacidade fisiol6-
gica ocorre 0 estresse oxidativo e a producdo das espécies antioxidantes é estimulada para combater
esse estresse. Dentre todas as enzimas antioxidantes ja mencionadas, as isoenzimas de SOD séo as

principais em atuar nas defesas antioxidantes e tem-se relato de que a resisténcia de muitas espécies
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vegetais esteja relacionada com sua atividade (Tsang et al. 1991, Chernikova et al. 2000, Hwang et

al. 2003).

Enzimas superdxido dismutase (SOD)
Por meio das reacdes de Haber-Weiss e Fenton, o anion superéxido (O, ) pode ser precur-

sor do radical hidroxila (OH"), uma espécie reativa (ER) capaz de danificar biomoléculas e induzir a

formacdo de outros radicais, além de ndo haver mecanismos celulares para sua detoxificacdo (Blo-
khina et al. 2003). Portanto, é imprescindivel impedir que o 02*' permanega muito tempo na regido
inter ou intracelular.

A classe de enzimas superoxido dismutase (SOD) é capaz de desproporcionar o 02*_ em pe-

roxido de hidrogénio (H20,), uma molécula menos reativa, e oxigénio. Esta reacdo ocorre em velo-
cidade dez vezes maior que em situacdo nao catalisada pela SOD (Gill & Tuteja 2010).

Sdo enzimas bastante conservadas evolutivamente, de modo que sdo ubiquas entre os seres
aerobicos (Alscher et al. 2002). Cada isoenzima possui um cofator metalico no sitio ativo responsa-
vel por receber e fornecer elétrons nas reacdes de desproporcionamento (Whittaker 2010) e sdo de-
nominadas: ferro-SOD (FeSOD), manganés-SOD (MnSOD) e cobre/zincoSOD (Cu/ZnSOD). Ob-
serva-se que a na Cu/ZnSQOD, o Cu ¢ o cofator e 0 Zn tem funcdo estrutural.

FeSOD sdo encontradas em procariotos e eucariotos e é o grupo mais antigo destas isoen-
zimas, sendo encontradas predominantemente nos cloroplastos. Mudancas na atmosfera diminui-
ram a disponibilidade de Fe *? e os seres vivos passaram a usar também um metal mais disponivel
para o sitio ativo: 0 Mn (Drazkiewics et al. 2007, Alscher et al. 2002).

As MnSOD provavelmente surgiram de SODs cambialisticas, ou seja, que aceitam Fe ou
Mn no sitio ativo, que sdo encontradas ainda em bactérias. Sdo encontradas em mitocéndrias e
peroxissomos (Halliwell & Gutteridge 2007, Alscher et al. 2002).

As isoenzimas Cu/ZnSOD sdo mais recentes evolutivamente, pois apenas com abundancia

de oxigénio na atmosfera aumentou a concentra¢do de Cu disponivel. Sdo encontradas em pero-
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xissomos, cloroplastos, citosol e ha evidéncias da presenca na parede celular em Pinus (Schinkel
et al. 1998).

Todas as SOD tem sua parte protéica codificada pelo material genético nuclear, apés a sinte-
se migram até as organelas de destino com o auxilio de moléculas chaperones, as quais garantem a
correta reestruturacdo da proteina. Os metais cofatores sdo sequestrados por agentes quelantes e
transportados até as organelas e entdo combinados a apo-proteina (Whittaker 2010). Apesar de al-
gumas semelhangas entre as moléculas de SOD, a incorporacao do metal errado no sitio ativo inibe
a funcdo antioxidante da molécula, por exemplo, a presenca de Fe em uma apo-MnSOD impede que
o radical livre chegue até o sitio ativo devido a mudanga na coordenagdo do metal (Whittaker
2010). Alteragdes nutricionais como deficiéncia de Mn podem aumentar a permeabilidade da mito-
cobndria ao Fe, e este competir pelo sitio ativo enzimatico, causando estresse oxidativo (Naranunta-
rat et al. 2009)

Uma relacdo entre a atividade da SOD e a exposi¢do ao 0zoénio tem sido reportada em varios
trabalhos (Chernikova et al. 2000, Calatayud et al. 2004, Bulbovas et al. 2007). Chernikova et al.
(2000) mostraram que a cultivar de soja ‘Essex’ tolerante ao 0zOnio apresentou maior atividade de
Cu/ZnSOD que a cultivar ‘Forrest’ sensivel. Nota-se também que sob estresse, 0 incremento ou
diminuicdo da atividade de cada isoenzima ndo é equivalente, ou seja, dependendo do fator de es-
tresse uma organela é mais afetada que a outra e acaba por influenciar a isoenzima presente. Pitcher
& Zilinkas (1996) mostraram que plantas de tabaco trangénicas para maior expresséo de Cu/ZnSOD
citosdlica quando expostas ao 0z6nio aumentaram a atividade desta isoforma e diminuiram a inci-
déncia de danos foliares. Ja, VanCamp et al. (1994) estudando plantas que expressam mais Mn-
SOD ou Cu/ZnSOD e expostas ao 0z6nio mostraram que independente do tipo da isoenzima, a tole-
rancia ao estresse é aumentada quando a atividade enzimatica & maior no cloroplasto.

Poucos sdo os relatos sobre atividade das SOD em plantas sob chuva acida. Neves et al.
(2009) mostraram que plantas de Eugenia uniflora expostas a chuva acida simulada diminuiram a

atividade de SOD total e aumentaram peroxidases totais (POD). Contudo, aumento da atividade da
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SOD em plantas Cucumis sativus foi reportado por Yu et al. 2002. Ambos os trabalhos mostraram
que alteracOes na atividade da SOD nédo foram determinantes para a diminui¢do no surgimento de

danos fisioldgicos e anatbmicos.

Miméticos da SOD

Dada a importancia das superoxido dismutase (SOD) na resisténcia celular, buscou-se for-
mas de utiliza-las no traamento clinico (Doctrow et al. 2005). Porém, dificuldades em sua producao
limitaram seu uso, levando as pesquisas para desenvolvimento de substancias que mimetizam sua
acao (Doctrow et al. 2005).

Devido ao manganés (Mn®*) fazer parte da estrutura da MnSOD foi usado como uma das
substancias que mimetizam a acdo da SOD (reagdes 1 a 3). Seu potencial mimético foi testado e
comprovado em leveduras sob estresse oxidativo e que ndo expressavam Cu/ZnSOD (Sanchez et al.
2005). Este mesmo estudo mostrou que a suplementacdo com cobre ou ferro ndo levou a mesma
resposta satisfatéria do manganés.

Mn* +0,” — Mn(0y)" (1)

Mn(0z)" +0,” +2H —> Mn*"+H,0,+0; (2)
Mn(02)* + 2H* — H,0, + Mn*" (3)

Além do Mn?* h4 relatos de varias moléculas com funcdo mimética da SOD, tais como por-
firina (MnTE-2-PyP>"), Mn(Ill) salen (EUK-8), fulereno Cgo, nitroxide tempol, metaphore
(M40403), hidroxamato (MnDFB), entre outros (Benite et al. 2002, Munroe et al. 2007, Batini¢ —
Haberle et al. 2010). Por exemplo, porfirina MnTM-PyP mostrou eficiéncia em recuperar Escheri-
chia coli com apenas 3 pM, mas causou toxicidade quando adicionado 30 uM (Munroe et al. 2007),
as bactérias E. coli foram recuperadas com EUK-8 e EUK-134 em concentragdes acima de 100 uM,
enquanto o crescimento da cultura de Saccharomyces cerevisae foi interrompido com 10 uM destes

compostos (Munroe et al. 2007), ja as leveduras Schizosaccharomyces pombe foram recuperadas

14



com EUK-8 e MnTE-2-PyP°*, mas ndo com cloreto de manganés (Stoica et al. 2011) e células de

hamster sob estresse oxidativo foram totalmente recuperada com MnDFB (Hanh et al. 1991).
Entre todos os miméticos testados in vivo, apenas o MnDFB tem o complexante, a desferri-

oxamina-B, encontrado na natureza. Por este fato, espera-se que o MnDFB tenha uma melhor ab-

sor¢do e um menor grau de toxicidade em organismos Vivos.

1.3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A producdo da soja é concentrada no Cerrado e tem avancado rapidamente para regides da
floresta Amazodnica impactadas pela poluicdo atmosférica. Nestas regifes, tem-se observado perdas
agricolas, e consequentemente mais desmatamento para compensar tais perdas podem surgir.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou testar o potencial do complexo manganés(Il1l)-
desferrioxamina B (MnDFB) como meio de aumentar a tolerancia de Glycine max cv ‘Sambaiba’ a0
estresse causado por poluicdo atmosférica em condi¢des controladas. Para tal, dividiu-se o trabalho
em duas etapas distintas; a) determinar a dose de MnDFB mais atuante nas defesa antioxidativas;
b) verificar a acdo da dose de MnDFB selecionada em plantas sob estresse oxidativo causado por
0z0Onio e chuva acida e comparar com a agdo do Mn?*, o qual também apresenta efeito antioxidativo

comprovado.
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CAPITULO 2

Avaliacao do efeito de diferentes doses de MnDFB na

superoxido dismutase de Glycine max ‘Sambaiba’
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2.1. INTRODUCAO

A desferrioxamina B (DFB) é uma substancia natural que estd presente no solo, secretada
naturalmente por microoganismos como Micromonospora, Nocardia e Streptomyces, (Benite &
Machado 2002) e tem a finalidade de capturar metais da rizosfera, facilitando a absorc¢ao de nutrien-
tes para microorganismos e/ou para as raizes de plantas por meio da disponibilizacdo de metais na
foma insoltvel em formas sollveis, tais como ions livres e complexos metélicos (Boulkhalfa &
Crumbliss et al. 2002, Benite & Machado 2002; Rajkumar et al. 2010). Caracteriza-se por ser um
hidroxamato hexadentado e é considerado um poderoso agente complexante (Figura 3). Devido a

sua alta afinidade por ferro, € denominado como sideroforo (Benite & Machado. 2002).
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Figura 3. Molécula da desferrioxamina B composta por trés hidroxamatos (O=C-NOH). Cada hi-
droxamato é capaz de formar duas ligacGes com o metal.

A DFB também tem alta afinidade por Mn, formando o complexo metalico (MnDFB) (Figu-
ra 4). O metal é ligado & molécula por trés grupos hidroxamatos e é muito estavel em solu¢fes com

pH variando entre 7 e 11,3 (Duckworth & Sposito 2005).
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Figura 4. Estrutura do complexo Mn desferrioxamina-B (Faulkner et al. 1994).

Em meio 4cido, o complexo se dissocia e tanto o0 Mn?* quanto o DFB podem interferir, posi-
tiva ou negativamente, nos processos bioldgicos envolvidos no sistema pro-oxidante/antioxidante

(Hanh et al. 1991, Hoyes & Porter 1993,Yoon et al. 2006, Lei et al. 2007).
O Mn?* pode dismutar o &nion superéxido (O, ) assim como as enzimas de defesa, atuando

como antioxidante (Halliwell & Gutteridge 2007). Em excesso é capaz de alterar a estrutura de clo-
roplastos (Lavres Junior et al. 2010), acarretar aumento de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
levando a um estresse oxidativo (Srivastava & Dubey 2011). Ja o DFB, em condicdes naturais, pode
se tornar um agente oxidante, aumentando as EROs e dificultando a divisdo mitocondrial (Yoon et
al. 2006). O DFB também impede que EROs sejam formados ao sequestrar metais livres em exces-
so (Souza-Santos et al. 2001).

Ao contrario do Mn”** e DFB, ndo ha estudos em seres vivos sobre efeito oxidante do
MnDFB. Sua agéo antioxidante foi comprovada em células de mamifero ex vivo submetidas a es-
tresse oxidativo, em que a taxa de sobrevivéncia das células aumentou na presenga de 500 uM do

complexo (Hahn et al. 1991). Seu efeito antioxidante foi também observado in vitro devido ao con-

sumo de O, (Faulkner et al. 1994).
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Em organismos vivos, 0 mecanismo pelo qual o MnDFB age como antioxidante ainda nao é
bem conhecido. Porém, sua acéo pode ser devida a captagdo ou reoxidagcao dos metais atuantes nos
processos redox ou agindo como facilitador de transporte/absor¢do de Mn. Contudo, acredita-se que
sua principal agéo seja por via direta no ciclo ascorbato-glutationa, o qual regula as EROs por meio
de substancias ndo-enzimaticas e enziméticas (SOD, GR, APX; maiores detalhes no item 1.2.4).
Neste ciclo, 0 MnDFB atuaria como mimético da SOD (Hahn et al. 1991) e poderia ativar as meta-
loenzimas SOD, as quais estdo em organelas especificas: FeSOD nos cloroplastos, MnSOD nas
mitocondria e peroxissomos e Cu/ZnSOD no citosol, mitocondria, cloroplastos, peroxissomos e
parede celular (Gill & Tuteja 2010).

O efeito benéfico do MnDFB tem sido reportado em mamiferos sob estresse oxidativo, po-
rém ndo ha relatos de sua agdo em espécies vegetais, tornando-se relevante investigar o seu potenci-
al nestas espécies. Assim, nesse estudo o objetivo foi avaliar se 0 MnDFB influencia na atividade da
SOD em plantas de Glycine max cv. ‘Sambaiba’ e verificar se dentre as doses de MnDFB aplicadas
ha alguma com maior potencial para aumentar a tolerancia de soja, a qual sera utilizada para testar a

eficacia do complexo em plantas sob estresse.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Sintese do complexo MnDFB

O complexo MnDFB foi obtido através da reacdo entre MnCl, com o oxigénio atmosférico
por 1h30min na presenca de mesilato de desferrioxamina (DFB) (Novartis) em quantidades equimo-
lares em &gua destilada. O pH da solucédo foi ajustado até 7,0-8,0 com hidroxido de sédio (NaOH)
(constantes de dissociacdo do DFB a 25°C: pK1 = 8,30, pK2 = 9,00 e pK3 = 9,46) (Faulkner et al.
1994; Farkas et al. 1997).

A sintese do complexo foi realizada pelo aluno de mestrado Thiago Andrade, o qual é orien-
tado pelo Prof. Dr. Breno Pannia Esposito, chefe do Laboratorio de Quimica Bioinorganica Ambi-

ental e Metalofarmacos no Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (USP).

2.2.2. Cultivo e exposicédo da soja

Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacdo situada no Instituto de Botanica de Sao
Paulo (IBt-SP/SMA) (23°3828.8” S; 46°3715.8” W; 805 m acima do nivel do mar), durante o
verdo de 2010/2011. A casa de vegetacdo possui ar filtrado (filtros de carvao ativado, |a de vidro e
papel) e temperatura controlada por meio de ar condicionado (Figura 5A).

As sementes de Glycine max cv. ‘Sambaiba’, doadas pela Embrapa (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria), foram germinadas em casa de vegetacdo. As plantulas foram transplanta-
das para vasos plasticos de 3L contendo substrato vegetal Tropstrato HT Hortali(;as® (Viva Verde) e
vermiculita média (Brasil Minérios), na propor¢édo 3:1, umedecido com agua destilada.

Os vasos foram apoiados em telas revestidas com plastico, sob as quais foram inseridos re-
servatorios de agua de torneira (Figura 5B). Cord@es de nailon comunicando o substrato ao reserva-
torio garantiram irrigacdo constante (Arndt & Schweiger 1991). Apds uma semana do transplante, a

cada vaso foi adicionado 50 mL de solugéo de Hoagland.
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Figura 5.. Cultivo das plantas de Glycine max ‘Sambaiba’. A: Casa de vegetacdo no Instituto de
Boténica; B: Plantas de soja cultivadas dentro da casa de vegetacdo, apoiadas sobre tela e reservato-
rio de agua.

Durante todo o periodo de crescimento, foram medidas a temperatura, umidade relativa e radia-
cao fotossinteticamente ativa (PAR) (Tabela 1). As medidas foram realizadas pela manha, meio-dia e
fim da tarde.

Tabela 1. Condigdes climéticas na casa de vegetacdo do Instituto de Botanica. Média e desvio-padrdo dos
dados em cada periodo.

Temperatura (°C) UR (%) PAR (pmol.s™.m?)

Pe”’Od_O de EXpOSiQéO ) Me.io- i Me.io- i Me-io-

cultivo Manha dia Tarde Manha dia Tarde Manha dia Tarde
15/11/2010- 1 22,9 97 26,3 71,7 61,1 57,7 148,1 4432 3156
17/01/2011 +1,1 138  *40 87 120  #121 77,2 £3408  £259.7
23/12/2010 - 2 22,7 26,6 34,0 80,8 58,9 47,3 106,3 494,3 531,3
04/02/2011 1,7 *2,9 +6,4 11,7  £10,9 2,7 167,9 +340,6 +479,3
30/12/2010 - 3 22,6 28,4 34,3 80,1 55,1 459 114,8 495,1 481,8
14/02/2011 +1,6 +3,6 +6,0 +11,9 +9,2 +3,7 76,1 +306,5 +411,6

A faixa de concentracdo de MnDFB a ser testada foi definida baseado em estudos de toxici-
dade e deficiéncia devido ao manganés. Ao observar a morfologia da folha, anatomia, crescimento e
biomassa foi visto que adigdo de concentraces de solugdo de manganés abaixo de 2 uM levam a
deficiéncia, acima de 8 pM a leve toxicidade e acima de 200 uM sintomas severos na planta (Lavres
Junior et al. 2007, Lavres Junior et al. 2008, Lavres Junior et al 2010). Portanto, a dose de MnDFB

adicionada néo pode exceder os limites de toxicidade para o metal.
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Plantas foram tratadas com 2, 4 ou 8 uM de MnDFB. e receberam uma unica dose de 50 mL
de MnDFB (numero amostral de 4 por tratamento). As plantas controle receberam 50 mL de agua
deionizada. As solugdes foram aplicadas no estadio vegetativo da soja (V7-V9), baseado na escala
de Fehr et al. 1971, onde considera a fase vegetativa (V) seguida pela indicagdo numérica do ultimo
no, contados a partir da folha unifoliada (maiores detalhes no item 1.2.1).

Desde o acréscimo da solugdo de MnDFB, foi monitorado diariamente o aparecimento de
clorose, necrose, senescéncia etc. Apds trés dias, foram realizadas medidas biométricas, coleta de
folhas para anélise de peroxidacéo lipidica e antioxidantes. Também foram coletadas folhas e raizes
para quantificacdo de metais e medidas de biomassa.

O experimento foi repetido trés vezes no periodo entre o novembro/2011 e fevereiro/2012.

2.2.3. Procedimentos e Analises

Biometria

Foram medidos a altura do caule considerando desde o solo até a gema apical e o didmetro
na regido do primeiro entre-no, e contados o numero de foliolos expandidos antes da aplicacdo do
MnDFB. Terminado o periodo de exposi¢do, estes parametros foram novamente avaliados.

A diferenca destes pardmetros entre o inicio e término do experimento foi calculada pela ta-
xa de crescimento relativo (TCR), assim as plantas poderiam ser comparadas independentemente do
tamanho inicial.

A taxa de crescimento relativo foi calculada pela formula (Benincasa 2003):

TCR = [Ln(Tf) — Ln(Ti)]/ AT
Onde, Tf representa a medida final, Ti a medida inicial e AT representa o intervalo de tempo

em horas.
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Ensaios bioguimicos

Extracdo da ascorbato peroxidase (APX) e superdxido dismutase (SOD) total

APX e SOD foram extraidas na mesma solucéo de extracdo de acordo com o0 método descri-
to em Dias et al. 2011. Partes de folhas de toda a planta (0,3 g) foram homogeneizadas com o tam-
pdo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0), Triton (0,05%), polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) e &ci-
do ascérbico (1 mM). Apods a centrifugacdo, a amostra foi dividida em duas aliquotas para determi-

nacao de atividade de SOD e APX em espectrofotémetro.

Atividade da APX

A atividade da APX foi analisada por espectrofotometria em 290nm seguindo um decrésci-
mo da absorbancia, de acordo com método de Reddy et al.(2004) com modificacdes.

A oxidacéo do acido ascorbico foi medida por 120s, a cada 5s, e sua taxa de consumo foi de-
terminada durante a fase linear da reacéo.

A mistura de reacdo foi composta por tampéo fosfato de potassio (100 mM pH 7,0), EDTA
(1 mM), 4cido ascorbico (5 mM), peroxido de hidrogénio (2 mM) e 300 pL de extrato foliar. A mis-
tura do tampédo com o EDTA foi mantida em 30 °C e apenas no momento da leitura foram adiciona-

dos os outros reagentes.

Atividade da SOD total

A solucdo para o ensaio enzimatico foi preparada com tampéo fosfato de potéssio (100 mM
pH 7,0), EDTA (0,4 mM), metionina (1 mM), extrato foliar (100 pL), nitroblue tetrazolium (NBT)
(5 mM), e riboflavina (1 mM). A reacdo ocorreu sob fonte luminosa fluorescente de 80 W por
30min. Concomitantemente a reagdo sob fonte luminosa, um conjunto de tubos contendo toda a
solugéo de reacdo e amostra foi mantida no escuro. A atividade da enzima foi lida em espectrofo-
tometro a 560 nm (Shimadzu UV-1800), por meio de comparacgdo da mudanga de cor da mistura de

reacao entre as amostras iluminadas e ndo iluminadas.
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A riboflavina utilizada nesta reacdo é rapidamente reduzida quando iluminada na presenca
de metionina, reage com o oxigénio (O-) para gerar anion superéxido (O, ). O O, reduz o NBT, 0
qual é amarelo, originando o formazan, que possui coloracdo azul, resultando em uma solugédo de
coloragao esverdeada. Por outro lado, a SOD proveniente da amostra vegetal interrompe a formagao
do formazan quando reage com O, (Fridovich 1972, Halliwell & Gutteridge 2007) mantendo a
coloracdo da solucdo inicial.

Ainda, misturas preparadas sem o extrato foliar, expostas e ndo expostas a luz, serviram co-
mo branco. Foi considerada 1 unidade de SOD a quantidade de enzima necessaria para inibir 50%

da reducdo do NBT.

Atividade das isoenzimas da SOD

Para quantificacdo de proteina e atividade de SOD em gel, a extracdo foi realizada em tam-
pdo fosfato de potassio 100 mM na proporc¢do de 1 g de material vegetal para 3 mL de tamp&o, mais
aproximadamente 0,3 g de polivinilpirrolidona (PVPP). O homogeneizado é centrifugado & 10000
rpm por 30min a 4°C.

A concentracdo de proteina foi determinada segundo método de Bradford (1976), utilizando
kit da BioRad, e soro de albumina bovina como padrdo, em espectrofotdmetro (595 nm).

A atividade da SOD foi analisada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida néo-
desnaturante (PAGE) 12%, utilizando sistema de mini-gel (BioRad). A concentracdo de proteina em
cada poco foi de 0,045 mg. Como controle positivo do teste foi adicionado ao gel 1 unidade de SOD
hepética bovina. A eletroforese foi conduzida a 4°C e foi aplicada uma corrente constante de 20
mAJ/gel . Apds a saida completa do tamp&o de amostra do sistema, a eletroforese foi conduzida por
mais 40 min. O principio da reacdo para determinacédo da atividade em gel € o mesmo descrito para
atividade em espectrofotdometro. O tetrametil diaminoetileno (TEMED) adicionado a mistura de

reacao do gel catalisa a reducdo da riboflavina (Brune et al. 2006).
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Todo o gel foi exposto a luz e na presenca de SOD, ocorre menor formacdo de formazan e o
gel fica claro. Na auséncia de SOD, ou menor atividade, ha reducdo do NBT a formazan e o gel fica
escuro. A variagdo de cores gera bandas claras onde hd SOD, e é possivel avaliar diferenca na ativi-
dade em decorréncia de maior ou menor brilho de cada banda.

O gel foi lavado em &gua deionizada e incubado na mistura de reacdo por 30 min, contendo
0,1 mM NBT, 1 mM EDTA, 3% TEMED, 70 ml tampéo fosfato de potassio pH 7,8 e 0,05 mM ri-
boflavina. Apds lavagem, o gel mergulhado em &gua foi exposto a luz até que as bandas de SOD
ficassem evidentes por revelacdo negativa. A reacdo foi interrompida com uma solucéo 6% de &cido
acético.

Para determinacgdo das isoenzimas de SOD, utilizou-se 0 método de inibi¢do com KCN e
H,O,. MnSOD é resistente a ambos inibidores, FeSOD ¢ resistente ao KCN e inibida por H,0,, e
Cu/ZnSOD ¢ inibida por ambos. Assim, através de exclusdo de bandas foi possivel diferenciar as
isoenzimas de SOD (Ferreira et al. 2002).

O gel contendo apenas uma amostra foi dividido em trés partes, onde a primeira foi revelada
com a mistura de reagdo contendo riboflavina e NBT. Cada uma das partes restantes foi incubada
em solugdo de KCN ou H,0; por 20 min, depois lavadas, incubadas na mistura de reagdo por 30
min e expostas a luz.

Os experimentos para averiguar a atividade das isoenzimas em gel foram realizados no La-
boratorio de Genética e Bioquimica de Plantas, chefiado pelo Dr. Ricardo Antunes de Azevedo, no

Departamento de Genética da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz (ESALQ-USP).

Peroxidacao lipidica

A determinacéo da peroxidacéo lipidica foi realizada atraves da concentra¢do do malondial-
deido (MDA) complexado com o acido tiobarbiturico. O material vegetal (300 g) foi macerado em
1,3 mL de &cido tricloroacético (0,1%), contendo aproximadamente 20% de PVPP. O homogenei-

zado foi centrifugado, digerido com uma mistura de acido tiobarbiturico e tricloroacético a 95°C
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por 30 min, apds foi colocado em banho de gelo, a fim de clarear a amostra, e o sobrenadante foi
novamente centrifugado (Heath & Packer 1968, com modificagdes).
As leituras foram realizadas em espectrofotometro a 532 e 600 nm (Hodges et al. 1998) e a

concentragdo de MDA estimada segundo Heath & Packer (1968):

MDA={ [(A532 — A600)/ 155000]10° }/ Massa Fresca

Quantificacdo de metais nas folhas e raizes

Apos secagem em estufa (70°C) e pesagem, as raizes e folhas foram triturados e digeridos
em acido nitrico e perclérico (4:1) até 210°C (Malavolta et al. 1997). A digestdo foi considerada
completa quando surgiu uma fumaga densa e branca proveniente do acido perclorico e com a obten-
¢do de um liquido translticido e homogéneo, quando aquecido. O liquido restante foi avolumado
para 20 mL com &gua deionizada (Filtro Sartorius/ Arium®61316 e Ultrapurificador Gehaka), apos
foi filtrado em Millex GV com membrana em PVDF (0,22 um de poro, 33 mm de didmetro) para
retirada de silicatos.

Concomitantemente, foram adicionados dois tubos de ensaio apenas com os &cidos, como
controle do método para contaminacao.

Foi determinada a concentracéo dos metais ferro (Fe), manganés (Mn) e cobre (Cu) utilizan-
do espectrofotdmetro de absorcdo atbmica em chama (Shimadzu AA-6300), nos comprimentos de

onda 248,3 nm, 279,5 nm e 324,7 nm , respectivamente para cada metal.

Andlise estatistica

Diferencas entre os tratamentos foram determinadas pela anélise de variancia One-way A-
nova para verificar diferencas significativas entre as médias. Quando os dados ndo passaram na

normalidade, foi aplicado o teste Kruskal-Wallis Anova on Ranks. Quando houve necessidade, 0s
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dados foram transformados (log10 ou rank). Foram considerados significativos os valores de P <

0,05. Para estas anélises foi utilizado o software SigmaPlot 11.0 ( Systat Software, Inc.).
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2.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de soja tratadas com as diferentes concentracfes de MnDFB ndo apresentaram
sintomas visiveis caracteristicos de toxicidade de Mn. Este fato ja era esperado uma vez que as con-
centracOes aplicadas nesse estudo foram inferiores as comprovadamente toxicas. De acordo com
Lavres Junior et al. (2008) apenas concentragdes superiores a 200 uM de Mn sdo capazes de provo-
car alteracdes visiveis no limbo foliar de cultivares de soja.

A taxa de crescimento relativo (TCR) em altura e diametro do caule ndo mostrou diferenca
significativa entre o tratamento com MnDFB e o controle (Figura 6A e 6B). Por outro lado, a TCR
em numero de foliolos aumentou nas plantas submetidas ao tratamento com MnDFB em relacdo ao
controle (P< 0,001) (Figura 6C), indicando que o MnDFB poderia atuar de alguma forma nos pro-
cessos destinados ao crescimento. Enquanto o nimero de foliolos aumentou, os valores de massa
foliar fresca e seca ndo mostraram diferenca significativa (P >0,05) na comparacdo entre todos 0s
tratamentos, portanto, pode-se concluir que as folhas ficaram mais leves. Este resultado pode inferir
que houve uma acdo do MnDFB no estagio de desenvolvimento foliar. Além do papel catalitico na
SOD e outras enzimas, 0 Mn é requerido no processo de quebra de moléculas de dgua durante a
fotossintese (Hansh & Mendel 2009), por isso é possivel que o aporte extra de manganés pelo
MnDFB interfira no nimero de folhas devido a prépria funcéo fotossintética destes 6rgaos.

Embora seja de conhecimento que tanto Mn®* (Shi et al. 2005, Srivastava & Dubey 2011)
quanto o DFB (Yoon et al. 2006) livre podem causar estresse oxidativo e, consequentemente, au-
mentar as taxas de malondialdeido (MDA), ndo ha relatos da acdo oxidante do MnDFB. Assim co-
mo o MDA (Figura 7), nenhuma alteracdo da atividade da APX (Figura 8) e da SOD total (Figura
9) foi observada entre os tratamentos e o controle, demonstrando que as plantas tratadas com
MnDFB nas concentracdes avaliadas ndo elevaram os niveis das ERs de forma a causar estresse

oxidativo.
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Figura 6. Comparacdo da taxa de crescimento relativo dos 6rgaos aéreos de Glycine max entre tra-
tamentos com MnDFB e controle . A: TCR em altura do caule (cm.cm?h™). B: TCR em diametro
do caule (cm.cm?h™). C: TCR em ndmero de foliolos (n°foliolos.h™). Letras maitsculas distintas
indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (P< 0,05).
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Figura 7. Concentracdo de malondialdeido (MDA) (nmol.mI™*.MF?) nas folhas. As letras maidscu-

las distintas representam diferenca estatistica dentre os tratamentos e com o controle (P <0,05).
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Figura 8. Atividade da ascorbato peroxidase (APX) (dA.min™.MS™) nas folhas. As letras maitiscu-
las distintas representam diferengas dentre os tratamentos ¢ com o controle (P <0,05).

8000 - e
_|_

6000 -

Unid (SOD).

4000 -

2000 -+

- -

2uM 4uM 8uM controle

Tratamentos

Figura 9. Atividade total das superdxido dismutase (SOD) (Unid [SOD]. MS™) nas folhas. As le-
tras mailsculas distintas representam diferenca estatistica dentre os tratamentos e com o controle (P
<0,05).

Estudos sobre a atividade de complexos de manganés em organismos simples como levedu-

ras e bactérias revelaram que alguns complexos induzem ao estresse, reduzindo o crescimento, en-
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guanto outros protegem e recuperam 0 organismo do estresse a que foi submetido (Sanchez et al.
2005, Munroe et al. 2007, Stoica et al. 2011).

No presente estudo, as plantas de soja tratadas com MnDFB apresentaram elevada TCR de
foliolos e principalmente os indicadores de estresse oxidativo ndo se alteraram, de forma que pode-
se supor que as concentragdes investigadas de MnDFB n&o acarretaram efeitos oxidativos danosos
ao meio celular. Sua acdo foi testada nesse trabalho também por meio da avaliacdo das isoenzimas
de SOD (Figura 10), em que os resultados indicaram que todas as concentracdes testadas apresen-
tam acdo do MnDFB em plantas de soja.

A andlise de SOD em gel revelou doze bandas de isoformas e todas as isoenzimas — Mn-
SOD, FeSOD e Cu/zZznSOD - foram identificadas nesta cultivar (Anexo 1). A andlise visual do gel
mostrou alta atividade de MnSOD, FeSOD e Cu/ZnSOD nos tratamentos com MnDFB em relacéo
ao controle (Figura 10).

Os complexos miméticos da SOD para serem efetivos precisam agir ou sequestrando 0 O,
em organelas especificas sem alterar a atividade SOD ou aumentando a atividade da SOD, que por
consequéncia impediria o excesso de O,  (Keaney et al. 2004). Ha indicios que o efeito antioxida-
tivo de alguns complexos de manganés nem sempre esta ligado a agdo mimética da SOD (Munroe
et al. 2007, Batini¢—Haberle et al. 2010). Neste trabalho houve maior atividade das isoenzimas SOD
na presenca do MnDFB, indicando que o complexo pode ter atuado como mimético. Ainda, o com-
plexo ndo desencadeia um processo oxidativo, ja que ndo houve diferenca significativa no MDA e
APX entre as plantas tratadas com MnDFB e controle.

O MnDFB pode ser facilitador do transporte do metal, e este atue ndo apenas como miméti-
co da SOD, mas também como agente antioxidante sequestrador de metais (Hahn et al. 1991) ou
aumente a disponibilidade de cofator para as SOD. A codificacdo das apoenzimas SOD sdo regula-
das pelo metal cofator correspondente e sabe-se que ha competicdo pela absorcéo e sitio ativo entre
os fons Fe?* e Mn*", tanto que o aumento de Fe diminui a formacéo da MnSOD e o contrario tam-

bém poderia ocorrer (Culotta et al. 2005). Neste sentido, 0 aumento na atividade da FeSOD e
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Cu/ZnSOD foi inesperado nas plantas tratadas com MnDFB (Figura 10), j& que estas receberam
tratamento onde apenas o fon Mn®* é disponibilizado. Estes resultados sugerem que houve dissocia-
¢do parcial do MnDFB no meio, disponibilizando Mn** para formacéo de MnSOD e DFB como
facilitador de transporte de Fe** e Cu®*, os quais sdo cofatores de FeSOD e Cu/ZnSOD, respectiva-
mente. H& que se ressaltar que ao complexar fons os Fe”* e Cu?*, a DFB impede que estes metais
participem de reacdes redox que podem levar & formacéo de OH” e desencadear peroxidacao lipidi-
ca. A dissociagdo parcial do MnDFB em Mn*" e DFB, também poderia alterar a homeostase entre
0s micronutrientes absorvidos pelas raizes e disponibilizados entre os compartimentos celulares.
Portanto, conhecer a variacdo de metais nos diferentes érgdos da planta é fundamental para se avali-

ar o mecanismo de acdo antioxidante do MnDFB em espécies vegetais.
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Figura 10. Atividade de isoenzimas de superdxido dismutase (SOD) em gel de poliacrilamida.As
bandas numeradas I, 11, VIII e IX indicam isoformas de MnSOD; 111 a VII, FeSOD; X a XIlI as,
Cu/ZnSOD.
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Neste estudo, ndo houve alteragcdo na concentracdo de Cu ou Fe nas folhas (Figura 11A) en-
tre os tratamentos com MnDFB e o controle. Porém, nas raizes a concentragdo de Cu e Fe diminuiu
em plantas tratadas com 8 uM de MnDFB relacéo ao controle (Figura 11B). Comparando os resul-
tados de Cu e Fe nas folhas e na raiz, sugere-se que houve sequestro dos metais na raiz por DFB
dissociado do MnDFB no meio radicular, corroborando com os resultados de aumento na atividade
das isoenzimas Cu/ZnSOD e FeSOD. Ainda, a variagdo na concentracdo de Fe e Cu na raiz em fun-
¢ao do tratamento pode ter sido influenciada pelo Mn livre disponibilizado pelo complexo, j& que a
mobilizacdo dos metais é também regulada pelos niveis de metais livres em solugdo (lzaguirre-
Mayoral & Sinclair 2005, Haydon & Cobbett 2007). O aumento da concentragdo destes metais nas
folhas pode ndo ter sido observado devido ao método ndo apresentar limite de detecgdo suficiente
para registrar baixas variagdes de concentragéo.

Com relagdo ao Mn nas folhas (Figura 11A, foi observado alteracédo significativa de sua
concentragdo nos tratamentos com 2, 4 ¢ 8 uM em relagdo ao controle. A concentragdo de Mn na
raiz ndo mostrou diferenca significativa entre os tratamentos e o controle. Portanto, 0 aumento na
concentracdo de Mn nas folhas e a auséncia de alteracdo de seus niveis na raiz indica que o aporte

de manganés nas folhas deve ser oriundo do complexo MnDFB.
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Figurall. Concentracdo de micronutrientes nas folhas em cada tratamento (mg.kg*.MS™). A: Cu,
Fe e Mn nas folhas; B: Cu, Fe e Mn nas raizes. As letras maiusculas diferentes representam diferen-

ca significativa (P< 0,05) entre os tratamentos para cada metal.
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2.2.5. CONCLUSAO

O complexo MnDFB em baixas concentragdes é capaz de alterar a bioquimica celular au-
mentando a atividade das isoenzimas MnSOD, FeSOD, CuzZnSOD que pode ser indicio de que
houve aumento nas defesas antioxidativas. Muitos estudos correlacionam o aumento da atividade de
isoenzimas especificas com a tolerancia a fatores de estresse, assim o presente estudo sugere que 0
MnDFB ao aumentar a atividade de isoenzimas SOD possa aumentar a tolerancia ao estresse oxida-
tivo. Ainda, a concentracdo de 8 uM de MnDFB parece ser a mais eficiente no aumento da ativida-

de das isoenzimas SOD, por facilitar o transporte de todos os metais cofatores da raiz para as folhas
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CAPITULO 3

Investigacao do potencial do MnDFB no aumento da

tolerancia de plantas de soja sob estresse abiotico:

0z6nio e chuva acida
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3.1. INTRODUCAO

O ozbnio (O3) troposférico € um gés deletério para a vegetacdo devido sua acdo oxidante
(Cho et al. 2011) e também é um dos principais gases contribuintes para o efeito estufa (IPCC
2007).

Em regibes pouco poluidas, na presenca de luz solar, o didxido de nitrogénio (NO,) é con-
vertido a NO e oxigénio atdmico (O). O oxigénio atdbmico, na presenca de particulas, origina Os.
Este por sua vez consome o0 NO revertendo a producdo do NO,, impedindo o acimulo excessivo do
O3 (Pinto et al. 2010).

Na presenca de luz solar, a reacdo do O, com NO, na atmosfera leva a formagéo de NO e O
(reacdo 1), a reacdo entre estes leva novamente a formagéo de O, e NO,, alcancando um equilibrio
foto-estacionario (vanLoon & Duffy, 2005). Desta forma, a concentracdo de O3 na troposfera per-
manece em niveis baixos.

NO + O3 : NO,; + O, (1)

Em atmosfera poluida, especialmente por acréscimo de oxidos de nitrogénio e COVs, esta
reacdo é alterada (Orlando et al. 2010). Radicais peroxila (ROO¥*) sdo formados em atmosfera rica
em COVs e mondxido de carbono (CO) e reagem facilmente com NO, os produtos desta reacdo sao
radicais organicos (RO*) e NO, (reacdo 2) (Fowler et al. 1999). O NO; volta a reagir com O, que,
por sua vez, formam NO e O3 (reacdo 3). Entretanto, a cinética da reacdo € mais favoravel com ra-
dicais organicos na atmosfera do que com O3, 0 qual acaba sendo acumulado e alcancando altos
niveis.

ROO" + NO—» RO* + NO, (2)
NO,+0O, — NO +0O3— O3 (3)

Estas reacdes entre poluentes e gases atmosféricos, na presenca de luz solar, constitui o fe-

ndmeno denominado smog fotoquimico. O smog pode ser observado principalmente em areas urba-
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nas como uma espessa neblina marrom-avermelhada no horizonte em dias ensolarados e ap6s inver-
sdo térmica.

Ao tratar de danos aos vegetais, a deposi¢do acida € um outro importante fator de perturba-
cdo. A deposicao &cida pode ocorrer por meio de chuva, orvalho, neblina ou neve (Nebel & Wright,
2000, vanLoon & Duffy 2005).

O CO; constituinte da atmosfera leva a formacéo de acido carbonico (H,COg3) o qual ao en-
trar em contato com a agua é dissociado em fons hidrogénio (H") e carbonato (HCO3), a presenca
de H" leva a formacio de ions hidrénio (HsO"), responsaveis pela acidificacdo da agua. Portanto,
em temperatura ambiente, a 4gua da chuva é naturalmente &cida com pH em torno de 5,5.

O fendbmeno conhecido por chuva &cida refere-se a diminuicdo do pH em valores abaixo de
5,5, geralmente devido a presenca acidos nitrico (HNO3) e sulfarico (H,SO,), 0s quais sao resultan-
tes de reacdes dos poluentes atmosféricos dxidos de nitrogénio (NOX) e dioxido de enxofre (SO,).

Considerando as fontes antropogénicas, 0s NOx sdo emitidos na queima de 6leo combustivel
em termoelétricas, queima de combustiveis fésseis por veiculos automotores e em incineracdes. O
SO, é liberado em processos de queima de 6leo combustivel, veiculos a diesel, refinaria de petroleo,
indUstria de papel e producéo de fertilizantes (Nebel & Wright 2000, CETESB 2010).

Durante o dia, o 6xido nitrico € oxidado por O,, O e radicais organicos levando a formacao
do radical di6xido de nitrogénio (NO,). No periodo noturno, este radical leva & formagao do radi-
cal nitrato (NO3 "), este toma parte em uma série de reacdes com aldeidos e alcanos, resultando em
HNOs. Outra via de reagdes cineticamente favoravel € a sintese do HNO3 pela formacéo de dinitro-

génio pentdxido (N,Os) (5) (6) (vanLoon & Duffy 2005).

NO; + NO,” &= NOs (5)
N,Os + H,O —» 2HNO; (6)

A oxidacdo do SO, para formacao de acido sulfarico ocorre em dois processos (vanLoon &

Duffy, 2005, Klopper et al. 2008). No primeiro, hé reacéo do SO, com radical hidroxila (OH"), na
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presenca de uma terceira molécula “M” (em geral N, ou O,) gerando o radical hidroxisulfonil
(HOSOy) (7).

SO, + OH" + M— HOSO, + M (7)

O segundo processo € a reagdo do HOSO, com O, e outros compostos resultando em tridxi-
do de enxofre (SO3) (8), o precursor do acido sulfarico (9).

HOSO, + 0, +M —» HOO" + SOz + M (8)
SOz + H,0 —»  H,S0s (9)

Os ions dissociados na &gua da chuva responsaveis por sua acidez excessiva sao depositados
sobre o solo, rios, lagos, florestas e plantag®es, pois 0s precursores podem ser transportados das
areas urbanas e/ou industriais para &reas remotas (Nebel & Wright, 2000, Ito et al. 2011).

A chuva &cida pode levar a danos diretos ou indiretos nos vegetais, ao alterar a permeabili-
dade de membranas, dissolucdo da parede celular, inibicdo da nitrificacdo, diminuicdo da fotossin-
tese, alteracdo da disponibilidade de nutrientes no solo (Larcher 2000, Schulze et al. 2002). A alte-
racdo do pH do solo pode levar muitos anos para ocorrer, mas ja tem sido indicada como uma das
principais razoes do declinio de florestas na Europa (Schulze et al. 2002, Savva & Berninger 2010,
Sebesta et al. 2011).

A deposicédo de nitrogénio (N) e enxofre (S) nos primeiros anos pode ser benéfica para a ve-
getacdo, pois ambos sdo nutrientes, mas o excesso no solo e a acidificagdo podem gerar desequili-
brios na disponibilidade dos elementos (Jonard et al. 2012). A variacdo de pH no solo pode causar
prejuizos aos vegetais, pois ha desequilibrio de macro e micronutrientes, aumento na disponibiliza-
cao de aluminio (Al) e diminuicdo da atividade bioldgica e ciclagem de nutrientes.

Norby et al. (1985) e Smith et al. (1991) estudaram os efeitos da chuva acida simulada em
cultivares de soja e ndo encontraram evidéncias de alteracédo fisiologica, por outro lado Wang et al.

(2000) mostrou que o baixo pH do solo altera a absor¢do de nutrientes em soja. O aumento de H”
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levam ao aumento da permeabilidade da membrana plasmaética, destruicdo desta e dissolugdo da
parede celular (Shvestova et al. 2002, Schulze et al. 2005).

Tanto o 0zbnio quanto a chuva acida sdo nocivos aos vegetais, porém hé variagdo do meca-
nismo de entrada na planta e ac¢do tdxica, o que determina as respostas de defesa. Como j& descrito
no Capitulo 1 (item 1.2.3), a entrada de 0z6nio ocorre predominantemente pela abertura estomatica
e dissolve-se no apoplasto e leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como
anion superoxido (02*'), radical hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H-0,) (Cho et al. 2011).
A chuva &cida ao depositar sobre o limbo foliar oxida e dissolve a cuticula. A recorréncia de even-
tos de chuva 4cida sobre este tecido leva a morte das células epidérmicas e do mesofilo (Sant’Anna-
Santos et al. 2006). E possivel também que radicais livres provenientes da solugo da chuva adicio-
nem radicais sulfito e radicais didxido de nitrogénio no meio, 0s quais podem gerar também as es-

pécies reativas de oxigénio (Halliwell & Gutteridge 2007), por exemplo, a oxidacao de radicais sul-
fito a sulfato no cloroplasto leva a formacéo de 02*' (Arora et al. 2002) .

O estresse oxidativo causado pelo ozonio leva a diminuicdo da taxa de assimilacdo de car-
bono devido a danos nos fotossistemas, diminuicdo na sintese da rubisco e na quantidade de clorofi-
la (Calatayud et al. 2003, Moraes et al. 2004, Whittmann et al., 2007, Heath 2008). Logo, enquanto
ha& maior gasto de energia para manter os o balanco antioxidante na célula, ha prejuizo na sintese de
carboidratos.

Os efeitos da chuva acida sobre a fisiologia vegetal é dubio. Alguns trabalhos mostram que a
assimilacdo de carbono néo é afetada pela acidez da chuva (Norby et al. 1985, Chapelka et al. 1985;
Smith et al. 1991), outros indicam reducdo na quantidade de clorofila e crescimento em condigdes
de pH muito baixo e exposi¢do prolongada (Silva et al. 2005, Liu & Liu 2011). O que se verifica
com frequéncia é o surgimento de necroses foliares e alteracdo na atividade antioxidante (Yu et al.
2002, Silva et al. 2005, Liu & Liu 2011).

Ainda, o excesso de espécies radicalares pode alterar a fotossintese seja por danos nos fotos-

sistemas (PSI ou PSII) (Baker 2008), decréscimo da rubisco (Heath 2008) ou diminuicdo na con-
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centracao de CO;, acarretado pelo fechamento estomatico causado pelo influxo de Ca* e sintese do
hormonio &cido abscisico (Mittler et al. 2004, Fiscus et al. 2005). Ainda, ha ativacdo de genes para
aumento da sintese dos antioxidantes do ciclo ascorbato-glutationa (Mittler et al. 2004). Todas estas
respostas dependem do tipo de exposicao, aguda ou cronica, da sensibilidade da espécie e estagio de
desenvolvimento (Fiscus et al. 2005).

Como descrito nos capitulos 1 e 2, antioxidantes enziméticos e ndo-enzimaticos estdo pre-
sentes em diversos compartimentos celulares e entre a membrana plasmatica e a parede celular co-
mo € o caso do &cido ascorbico e de uma das isoformas de Cu/ZnSOD (cobre/zinco superéxido
dismutase) (Schinkel et al. 1998) os quais removem H,0, e anion superéxido do meio (Arora et al.
2002).

Fatores abidticos diferentes levam a ativacdo de determinadas isoenzimas SOD e suas iso-
formas, geralmente relacionado a organela onde atua (Tsang et al. 1991, Mittler et al. 2004). A
regulacéo da sintese e atividade de cada isoenzima ou isoforma sob estresse varia, portanto, com a
localizagéo celular (Mittler et al. 2004) , se estiverem no mesmo gene (splicing alternativo) (Murgia
et al. 2004) ou genes proximos, e presenca de cofatores no caso da SOD.

Os cofatores da SOD — Fe, Mn e Cu — sdo micronutrientes essenciais para o desenvolvimen-
to da planta, especialmente na fotossintese na cadeia de transporte de elétrons e fot6lise da &gua.
Todavia é necessario haver um equilibrio da concentracdo nas células de folhas e raizes para ndo
acarretar toxicidade ou deficiéncia. Estudos revelam que as isoenzimas sdo reguladas pela concen-
tracdo do metal especifico, embora em Escherichia coli tenha-se obervado o aumento na concentra-
cao de Fe regular também a expressdo de genes para MnSOD (Culotta 2001).

No Capitulo 2 foi discutido que o complexo MnDFB aumenta a atividade de todas as isoen-
zimas SOD e que poderia haver uma relagdo positiva com a maior disponibilizacdo de cofatores.
Dessa forma, este complexo aumenta um dos principais mecanismos de defesa contra o estresse
oxidativo, e por isso é possivel supor um potencial do MnDFB em aumentar a toleréncia das plantas

ao estresse oxidativo. Assim, objetivou-se verificar se a adi¢cdo de 8 uM de MnDFB aumenta a tole-
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rancia de Glycine max ‘Sambaiba’ ao estresse oxidativo causado pelo 0zénio e chuva &cida simula-
da e investigar o mecanismo de a¢cdo do complexo comparando sua a¢do a do Mn livre (MnSQO,) nas

defesas antioxidativas, na fisiologia e morfologia das plantas.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Exposicao a atmosfera controlada: fumigacéo com ar filtrado e ozonio

Cultivo e exposicio da soja

As sementes de Glycine max cultivar ‘Sambaiba’ foram adquiridas pela Embrapa e germina-
das e cultivadas na casa de vegetacao situada no Instituto de Botanica de Sdo Paulo (IBt-SP/SMA)
(23°3828.8” S; 46°37°15.8” W; 805 m acima do nivel do mar), durante a primavera e verao de
2011/2012. O procedimento de transplante e cultivo foi idéntico ao descrito no capitulo 2 (item
2.2.2)

Desde o cultivo até a exposicdo, as plantas permaneceram na casa de vegetacdo com ar fil-
trado e condi¢cbes favoraveis de temperatura (estabilizada por ar condicionado) e radiacdo solar.
Durante todo o periodo de crescimento, foram medidas a temperatura e umidade relativa durante o

dia (Tabela 2).

Tabela 2. Condi¢Ges ambientais na casa de vegetacdo do Instituto de Botanica.

Temperatura (°C) UR (%)
Periodo de Exposicdo  Manha Meio-dia Tarde Manhé Meio-dia Tarde
cultivo
12/09 - 1*
31/10/2011 30376 42 57 385150 60+235 485%21 42,535
05/12/2011 - 2*
09/01/2012 26454 33784 255207 63%102 44526 405148
21/12/2011 - 3*
23/01/2012 231+4,7 246+7,1 21,3432 70+17 426499 65+151
03/01 - 4*
06/02/2012 20925  21%24 21631 682%21 434208 70,6245

= 3 individuos por tratamento.
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Foram utilizadas duas cAmaras de Teflon com armacéo de inox, uma para o poluente, aqui
no caso 0 0zonio (O3), e a outra com ar filtrado (AF). O interior da cdmara possui pequenos espacos
para a acomodacao dos vasos e na sua parte inferior hd compartimento para a agua (Figura 12A).

O sistema de fumigacéo, no qual as plantas foram submetidas as condi¢6es controladas, esta
alocado no laboratdrio de interacdo atmosfera-planta da Se¢do de Ecologia do Instituto de Botéanica
(Souza & Pagliuso 2009) O sistema consiste em aparelho para purificar e umedecer o ar; mistura-
dor; dispositivo gerador de ozonio; camaras fechadas de fumigacdo; controlador e instrumentos de
monitoramento dos gases (Figura 12B e 12C). O ar externo é recolhido por um compressor e em
seguida é filtrado. Este filtro consiste em um tubo de inox para eliminar os contaminantes e a umi-
dade através de carvao ativado, permanganato e de silica. O compartimento seguinte é o misturador
que promove a homogeneidade da mistura. Quando o ar purificado passa através do misturador,
uma vélvula de controle pode ser aberta fornecendo ar para um ozonizador. Quando néo for neces-
séria a geracao deste gas, esta valvula é mantida fechada. As vélvulas de controle apresentadas an-
tes da entrada da cdmara tém a finalidade de manter o fluxo de vazéo do gas constante e igual no
interior das camaras. A concentracdo de 0z6nio € medida continuamente por um monitor Ecote-
chTM 9810B.

Quando atingiram o estadio de desenvolvimento entre V7-V9 (Fehr et al., 1971), em cada
lote 6 individuos receberam uma dose tinica de 50 ml de cada tratamento, 8uM de MnDFB, 8§ uM
de MnSQ, e controle.

No dia de aplicacdo das doses, no inicio da manha, as plantas foram removidas da casa de
vegetacao e alocadas na base das camaras e mantidas sob luminosidade artificial, a fim de aclimata-
rem por 1 dia.

De cada tratamento, metade das plantas foi exposta ao ar filtrado e a outra metade ao ar
enriquecido com 0z6nio concomitantemente. Totalizando um numero amostral total de 12 plantas

para cada tratamento de cada exposicao.
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Figura 12. Sistema de fumigacdo ou atmosfera controlada. A: Plantas de soja acomodadas nos espagos do
reservatorio de agua na base da cAmara; B: Painel com filtro e misturador de ar; C: Camara fechada e conec-
tada a tubulagdo com ar filtrado enriquecido com ozbdnio. Abreviaturas: PAR: lampadas que emitem PAR;
Res: reservatério de 4gua; Mist: misturador de ar; O3: ozonizador.

Por trés dias seguidos as plantas na cdmara com O3 foram expostas & uma concentracdo mé-
dia de 60 ppb do gas por hora , durante seis horas. A escolha desta concentracdo deveu-se aos limi-
tes estabelecidos para concentracdo de oz6nio, os quais ndo podem ultrapassar 80 ppb.h™, e tam-
bém aos indicios que a soja é sensivel ao 0zdnio com concentragdes até abaixo de 60 ppb (Britz &
Robinson 2001, Bulbovas et al. 2007).

As plantas foram iluminadas artificialmente por 10 horas diarias com lampadas de vapor
metalico 400W e lampadas de fluorescéncia 30W TLO5, que emitem radiacdo fotossinteticamente
ativa (PAR) (em média 120 umol.m?2.s™). A temperatura média dentro das camaras foi de 24° C

(£2,0) e no ambiente com as luzes ligadas a temperatura média foi de 23 ° C (+2,0).
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Ao final das trés exposicoes eram avaliados os danos visiveis, crescimento, fluorescéncia da

clorofila a e coletado material para analises bioquimicas e de concentragdo de metais.

3.2.2. Exposicdo a chuva simulada

Cultivo e exposicio da soja

As plantas de soja cresceram em casa de vegetacdo (Figura 13) situada na Unidade de Cres-

cimento de Plantas pertencente ao Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Vico-

sa (UFV) (20°45°20” S; 42°52°40” W; 648 m acima do nivel do mar). Durante todo o0 periodo de

crescimento, foram medidas a temperatura, umidade relativa e radiacdo fotossinteticamente ativa

(PAR) durante o dia (Tabela 3).

O cultivo das plantas foi igual ao descrito no capitulo 2 (iten 2.2.2) e as quatro exposicdes

ocorreram entre abril e junho de 2011.

Tabela 3. CondicGes ambientais na casa de vegetacdo da UFV. Média e desvio-padrdo em cada

periodo.
Temperatura (°C) UR (%) PAR (umol.s*.m?)
Periodo de Exposicdo Manhd Meio- Tarde Manhd Meio- Tarde Manhd@ Meio- Tarde
cultivo dia dia dia
189(6)?/)30_11 1 23 286 25 718 608 6545 2033 2991 2107
+52  +40  #31 157 11,9 496 #1603 #2315 4122
25%530'11 2 219 287 25 73 578 638 224 426 1846
+55 +38  #30  +145 12,8 10,7 +1455 +3689 +3825
02%530_11 3 215 28 25 75 551 646 216 4262 1846
+51 +29  #30  +146 104 +10,6  +140 43689 3825
_ *k
1538{33011 4 19,5 27 24 76,4 56 625 1879 4009 1532
+4.9 +36  +34 +14  +11,7 +126 +1559 3952 +410,1

= 3 individuos por tratamento.
*x 4 individuos por tratamento.
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Figura 13. Casa de vegetacdo na Universidade Federal de Vicosa onde as plantas foram cultivadas
e mantidas apds cada evento de chuva simulada.

O sistema de simulacdo de chuva é composto por dois recipientes (Figura 14A) indepen-
dentes e acoplados a bombas de vacuo que transportam a agua acidificada ou pH neutro pelo enca-
namento até os quatro sprinklers situados no topo das camaras (Figura 14A e 14B). Sobre cada ca-
mara ha quatro lampadas que estimulam a fotossintese (Figura 14 A e 14 B). O sistema foi constru-
ido a partir do modelo proposto por Alves et al. (1990).

As camaras possuem area de 87x115 cm? e a partir dos sprinklers até o meio do caule das
plantas havia uma distancia de 120 cm. S&o vedadas no teto e laterais para evitar contaminagéo.

A deposicdo Umida tem a intensidade de uma garoa fina. A vantagem deste tipo de chuva
para 0 experimento estd no aumento da area de contato das goticulas, 0 que promove maior intera-
¢do com o tecido vegetal (Figura 14C). Além disso, um fluxo maior de chuva diminuiria o tempo de
permanéncia da agua nas folhas, e provavelmente o estresse causado pela acidez também seria me-
nos intenso.

O fluxo da chuva nas camaras foi calculado utilizando oito provetas de 250 mL com funis
de mesmo diametro dispostas em locais variados, para obter uma média do volume depositado den-

tro da cdmara (Figura 15A). Durante 20 min foi simulada uma chuva e ap6s vérios ajustes, o fluxo
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para a camara controle (chuva pH neutro) ficou em 10,5 ml.min™ e para a cdmara de chuva &cida

em 9,5 ml.min™.

-

Figura 14. Sistema de chuva simulada A: Parte do sistema de simulagdo de chuva; B: Detalhe dos
sprinklers e lampadas que emitem PAR; C: Detalhe das goticulas presas a folha, aumentando o
tempo de acdo dos ions sobre o tecido. Abreviaturas: Rec: Recipiente para solucdo; Fl. : Vidraria
utilizada para o experimento de fluxo de chuva; CC: Camara controle (chuva pH neutro); Sp: Sprin-
kler; PAR: Localizagdo das lampadas que emitem PAR

Os tratamentos aplicados as plantas foram uma Unica dose de 50 ml da solugdo aquosa de
manganés- desferrioxamina B (MnDFB, 8uM) e sulfato de manganés (MnSQO, ,8uM de manganés).
Como controle do tratamento (controle) adicionou-se 50 mL de agua deionizada.

Para cada exposicdo foram selecionados entre 18 e 24 individuos, totalizando um nimero
amostral de 3 ou 4 plantas para cada tratamento (Tabela 3). Este conjunto amostral foi selecionado
considerando o0 nimero maximo de individuos por camara, no estadio de desenvolvimento V7-V9

(Fehr et al. 1971), onde as folhas de cada individuo ndo encobrisse as demais (Figura 15).
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Metade das plantas de cada tratamento foram expostas a chuva &cida com pH 3,0 e a outra
metade foi exposta a chuva com pH 6,5 (chuva neutra), considerada controle da exposic¢éo a chuva
acida. Para a correcdo do pH foram utilizadas solug¢Ges de de acido sulfurico ( H,SO,4 ) e hidroxido
de sédio (NaOH). A escolha desses valores de pH é baseada nos valores encontrados na regido a-
mazodnica, descrito por Santos & Souza (1988) e utilizado no trabalho de Sant’Anna-Santos et

al.(2006).

Figura 15. Plantas de soja na camara de chuva acida apds evento de chuva.

A exposicdo a chuva foi iniciada no dia seguinte apos a aplicagdo das solucbes, sempre en-
tre 9-10h da manha. Houve um evento de chuva por dia com duragdo de 20 min, em trés dias conse-
cutivos.

As plantas foram retiradas todos os dias da casa de vegetacdo e transportadas até as cama-
ras de simulagdo de chuva, por isso antes de iniciar o experimento, as plantas tiveram 15 min de
aclimatacdo dentro das camaras. Terminado 0 experimento, as plantas permaneciam nas camaras

por mais 15 min.
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Durante o tempo de aclimatacéo e evento de chuva a temperatura foi de 18,6°C. A PAR
medida no mesmo periodo na cémara de chuva acida e camara controle foi de
25,7 (+2,7) umol.s™.m? e 24,6 (+2,9) umol.s*.m™, respectivamente.

Para minimizar efeitos de possivel distribuigdo irregular da chuva, os vasos foram trocados
de posicdo na camara a cada dia de exposicao.

Apos os trés dias, procederam-se as coletas para analises enziméticas, peroxidacéo lipidi-

ca, quantificacdo de metais em folhas e raiz e também amostragem para anatomia foliar.

3.2.3. Procedimentos e Analises

O complexo MnDFB utilizado nos experimentos descritos a seguir foi sintetizado conforme

os procedimentos descritos no Capitulo 2 (item 2.3.1.).

Avaliacdo dos danos visiveis e indice de injuria foliar (11F)

O surgimento de injarias foliares visiveis (necroses) foram vistoriados diariamente e mensu-
rados visualmente em porcentagem de foliolo afetado. Para cada individuo foi aplicado o indice de
injuria foliar (11F), onde a porcentagem de sintomas é dividida em classes e depois calculada de

acordo com a férmula descrita em Furlan et al. (2008):

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5
1-5% 6-25% 26-50% 51-75% 76-100%

IF (%) = (N1x 1)+ (N2x2)+ (N3x3)+(N4x4)+ (N5x5)x 100
(NO+N1+N2+N3+N4+N5)x5

Onde N1, N2, N3, N4 e N5 representam a quantidade de foliolos com sintomas em cada

classe e NO é o numero de foliolos que ndo apresentaram sintomas.
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Biometria, ensaios enzimaticos, peroxidacao lipidica e quantificacdo de metais

As analises de biometria, ensaios enziméaticos em espectrofotdbmetro e em gel de SOD e
APX, ensaio para quantificacdo de peroxidagdo lipidica em folhas e a andlise de concentracdo de
metais em folhas e raizes foram realizados seguindo os mesmos protocolos descritos no Capitulo 2

(item 2.3.4).

Rendimento quantico do fotossistema Il (Fv/Fm)

A determinacdo do rendimento quantico do fotossistema Il (PSII) permite inferéncias sobre
sua inativacdo devido a fatores de estresse. Foi realizada nas plantas expostas ao ar filtrado e 0zénio
apos os trés dias de fumigacdo. Foram escolhidas sempre as folhas do ramo principal no 5° né em
regido sem danos visiveis. Foi utilizado um fluorémetro (PAM 2500, Walz, Germany) capaz que
mediz o sinal de fluorescéncia emitido pelas folhas e enviar os dados para o computador.

A parte da folha onde seria realizada a medida permaneceu por 30min no escuro utilizando
clipe metalicos foliares fabricados pela Walz com a finalidade de cessar o fluxo de elétrons no fo-
tossistema para manter as moléculas transportadoras de elétrons livres (oxidadas) para aproveitar o
méaximo de luz . Ao final deste periodo o tecido recebeu pulso de luz e foram medidas a fluorescén-
cia minima (Fy), a fluorescéncia maxima (Fm) e o rendimento quantico do fotossistema Il (Fv/Fm),
ou seja, a relacao entre o numero de fétons emitidos e absorvidos, onde Fv=Fm-Fo. Esta relacédo
permite avaliar a eficiéncia da absor¢édo da luz pelo PSII para reducdo do aceptor primario de elé-

trons. O declinio da relagdo Fv/Fm indica algum tipo de dano (Baker 2008, Bussotti et al. 2011).

Andlise anatdbmica das plantas

Para a analise anatdmica de plantas expostas a chuva &cida foram coletados 10 fragmentos
do limbo foliar com medida de 1cm? em cada planta. O tecido foi retirado de folhas do 3° né total-

mente expandidas e sem danos visiveis, ao longo da nervura central.
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As amostras foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e tampéo
fosfato 0,2M; pH 7,0 (Karnovsky 1965, modificado) e armazenadas em etanol 70%. Posteriormen-
te, foram desidratadas em série alcodlica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments
Heidelberg, Alemanha). Cortes transversais com espessura de 5um foram obtidos em micrétomo de
avanco automético (modelo RM 2155, Leica Microsystems Inc.). Os cortes foram corados com A-
zul de Toluidina pH 4,0 (O’ Brien & McCully 1981) e as laminas, montadas em resina sintética
(Permount, Fisher Scientific, Bridgewater, NJ, USA). A andlise e registro fotogréfico foram reali-
zadas em microscépio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japdao) com sistema
U-Photo com camara digital acoplada (modelo Zeiss AxioCam HRc, Gottinger, Alemanha) situados
Laboratdrio de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa. Os cortes e fotografia foram
realizados pelo aluno de Iniciacdo Cientifica Talles Oliveira dos Anjos, sob orientagdo da pesqui-

sadora Dra. Luzimar Campos da Silva.

Andlise estatistica

Diferencas entre os tratamentos foram determinadas pela analise de variancia One-way A-
nova para Vverificar diferencas significativas entre as médias. Quando os dados ndo passaram no
teste de normalidade, foi aplicado o teste Kruskal-Wallis Anova on Ranks. Quando houve necessi-
dade, os dados foram transformados (log10 ou rank). Foram considerados significativos os valores

de P <0,05. Para estas anélises foi utilizado o software SigmaStat 3.5
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a atmosfera controlada, o surgimento dos danos visiveis foram detectados em
todos os tratamentos (Figura 162 e Tabela 5) e foram relativamente baixos comparados aqueles ob-
servado em herbaceas (alcangando 45% danos visiveis), sob a mesma concentracdo de ozénio utili-
zada nesse estudo (Esposito et al. 2009, Ferreira et al. 2012). Avaliando apenas esses resultados
seria suposto afirmar que MnDFB ndo tem potencial para aumentar a tolerancia das plantas ao 0z6-
nio. Contudo, esse fato pode ndo ser verdadeiro, pois os danos visiveis podem ser retardados em
plantas mais tolerantes (Esposito et al. 2009), mas ndo impedidos de aparecerem e, por isso, ava-
liar os danos como o Unico parametro de tolerancia ao estresse ndo é adequado.

A variacdo da taxa de crescimento relativo (TCR) (Figura 17), do rendimento quantico do
fotossitema Il (Fv/Fm) (Tabela 4) e da atividade de ascorbato peroxidase (APX) (Figura 16 B; Ta-
bela 5) e da superdxido desmutase total (SOD) (Figura 16C; Tabela 5) ndo apresentou diferenca
entre os tratamentos e entre a exposicdo ao 0zonio e ar filtrado. Estudos mostram diminui¢do na
relacdo Fv/Fm e alteracdo da atividade da APX e SOD em plantas expostas ao 0zénio (Sant’Anna et
al. 2008, Chernikova et al. 2000, Scebba et al. 2003, Castagna & Ranieri 2009). Porém, nem sem-
pre esses parametros sdo afetados pela presencade ozonio. Bussotti et al. (2011) mostraram que
plantas sob elevado 0z6nio ndo alteram a relacdo Fv/Fm, ja Calatayud et al. (2004) e Esposito et al.
(2009) nao detectaram alteragéo significativa na atividades de APX e SOD. No presente estudo, a
analise dessas respostas ndo permitiu inferir sobre o aumento da tolerancia ao estresse oxidativo
causado pelo oz6nio.

Entretanto, comparando os valores de MDA, como indicio de peroxidacéo lipidica, entre 0s
diferentes tratamentos e entre a exposicdo de O3 e do AF (Figura 16D), observa-se que as plantas
tratadas com MnDFB néo foram afetadas pelo 0zonio, enquanto a agdo oxidativa desse poluente foi
detectada no tratamento MnSO, . E relevante destacar que apesar do MDA das plantas controle nio

apresentar diferenca estatistica entre AF e O3 ha maior variagdo nas medidas detectadas nas plan-
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tas sob ozénio. Portanto, é possivel que plantas tratadas com MnDFB sejam menos susceptiveis a

acdo do ozonio.
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Figura 16. Variaveis dos indicadores de tolerancia em folhas de soja tratadas com MnDFB ou Mn-
SO, e ndo tratadas (controle), sob exposicao ao ar filtrado (AF) e ozénio (Os). A: indice de injlria
foliar (11IF) (%); B: Atividade de APX (dA.min".MS™); C:Atividade da SOD total (Unid[SOD].MS
1); D: Concentracdo de MDA (nmol™*.MF-1). Letras minGsculas diferentes indicam diferenca signi-
ficativa entre tratamentos na exposic¢doao ar filtrado. As letras mailsculas diferentes indicam dife-
renca significativa (P < 0,05) entre tratamentos na exposi¢do ao ozonio (O3). O asterisco indica di-
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ferenca entre exposicdo ao AF e Os . Injdrias foliares visiveis (A) ndo se manifestaram nas plantas
submetidas ao AF.
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Figura 17. Taxa de crescimento relativo (TCR) dos 6rgdos aéreos de Glycine max. A: TCR em al-
tura do caule (cm.cm®.h™); B: TCR em diametro do caule (cm.cm®h™); C: TCR em nimero de foli-
olos (n°foliolos.h™). Letras mindsculas iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica (P<0,05)
entre os tratamentos (MnDFB, MnSQ, e controle) para plantas expostas ao ar filtrado (AF). As le-
tras maiusculas iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica entre os tratamentos para plantas
expostas ao 0z6nio (O3). Nao houve diferenca entre plantas sob 0 mesmo tratamento e expostas ao
AF e Og.

Tabela 4. Valores médios e desvio padrdo (£) dos parametros Fv/Fm, Fo e Fm medidos nas folhas
de Glycine max nas exposic¢des ao ar filtrado e ozonio.

MnDFB AF  MnDFB O; MnSO,AF MnSO, 03 Controle AF Controle O;

Fv/Fm 0,82 0,81 0,81 0,80 0,81 0,80
(0,01)a  (20,02)A  (¥0,02)a  (*0,000A  (+0,01)a (£0,01)A

Fo 351,67 361,67 358,50 355,00 357,11 363,44
(£17,0)a (£195)A  (¢13,1)a (£5,4)A (13,3)a (£9,5)A

Fm 1900,89 1868,44 1930,13 1825,78 1906,44 1849,44

(£70,93)a  (£22856)A  (+13623)a  (£34,64)A  (£147,32)a  (57,40)A

Letras maiusculas diferentes destacam diferenca significativa (P < 0,05) nos parametros analisados
na exposicdo ao ozonio (O3), enquanto as minusculas indicam diferenca entre a exposicdo ao ar
filtrado (AF). N&o houve diferenca significativa entre AF e O3 em nenhum dos parametros.
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A avaliagdo da atividade das isoenzimas da SOD também mostrou que plantas tratadas com
MnDFB podem ser mais tolerante ao ozonio, pois observou-se elevada atividade das isoenzimas
(Figura 18) das plantas tratadas com MnDFB sob ar filtrado, as quais foram mantidas sob ac&o do
ozOnio. A atividade das isoenzimas das plantas tratadas com MnSO, e controle do tratamento foi
maior na presenga de 0zonio em comparagdo ao ar filtrado, corroborando com os resultados de
MDA ( Figura 16D), onde nesses tratamentos houve estresse oxidativo.

A atividade das isoenzimas pode ser alterada como resposta de defesa, porém nem todas sdo
ativadas, pois pertencem a compartimentos celulares que ndo sdo igualmente afetados por fatores
distintos de estresse (Kliebenstein et al. 1998). A MnSOD mitocondrial minimiza ndo apenas as
espécies reativas geradas por estresse oxidativo exdgeno (Wang et al. 2004) como também aquelas
provenientes dos fatores endogenos (Culotta 2001). A FeSOD que estdo presentes apenas no cloro-
plasto (Tsang et al. 1991) sdo mais ativadas pelo excesso de luz. J4, a atividade de Cu/ZnSOD
citoplasmatica é aumentada pela presenca do ozonio, o qual promove excesso de EROs que se di-
funde facilmente no citoplasma, e é responsavel por retardar o surgimento de sintomas visiveis
(Pitcher & Zilinskas 1996, Kliebenstein et al. 1998). No presente estudo, obervou-se maior ativida-
de de MnSOD e Cu/ZnSOD em plantas ndo tratadas com MnDFB e sob 0z6nio, o que indica que
plantas na presencga ou auséncia de Mn livre estiveram sob estresse oxidativo, ja que ativaram estas
isoenzimas como estratégia de defesa. Ao contrario, tanto no AF como no Os, a atividade das isoen-
zimas em plantas sob a¢cdo do MnDFB foram similares (Figura 18), sugerindo uma elevada eficién-
cia do complexo na detoxificacdo das EROs oriundas da dose de ozonio aplicada. A acéo do com-
plexo pode ter sido por meio de mimetismo da SOD e/ou gerando e mantendo uma reserva de SOD
pela disponibilizacio dos cofatores metalicos, conforme sugerido no capitulo 2. Seu mecanismo de
acdo em plantas sob ozonio poderia ter sido melhor elucidado se variagdo dos metais nas folhas e

nas raizes tivessem sido detectadas (Figura 19A e B).
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Figura 18. Atividade de isoenzimas superoxido dismutase (SOD) em gel de poliacrilamida de plan-
tas sob diferentes tratamentos (MnDFB, MnSQO, e controle) e expostas a atmosfera controlada (Ar
filtrado e 0z6nio). Cada flecha indica uma banda, onde I, 11, IX, X e XI séo MnSOD; 111 a VIII,

sdo FeSOD; XI1 a X1V sdo Cu/ZnSOD.
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Figura 19. Concentracdo média e desvio padrdo de metais em folhas (A) e raizes (B) de plantas de
soja sob diferentes tratamentos e expostas a atmosfera controlada. As letras mindsculas e maiuscu-
las indicam diferenca significativa (P < 0,05) na exposi¢ao ao ar filtrado (AF) e ao 0zonio (Os),
respectivamente, entre diferentes tratamentos. N&o houve diferenca entre plantas sob o mesmo tra-

tamento e expostas ao AF e Os.
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Assim como na exposi¢ao ao 0zonio, 0s danos visiveis surgidos nas plantas expostas a chu-
va &cida foram independentes do tratamento e nenhuma acéo benéfica ou deletéria do MNnDFB  pd-
de ser indicada por meio desse pardmetro (Figura 20A; Tabela 5). E conhecido que os danos visi-
veis oriundos da chuva &cida sdo decorrentes ndo apenas devido a elevacdo de ERs, mas também
diretamente pela acdo de seus componentes oxidantes (Shvetsova et al. 2002, Neves et al. 2009).
Como observado nesse estudo (Figura 21) e reportado por Sant’Anna-Santos et al. 2006, a acdo
direta da chuva acida provoca danos no sentido da epiderme para o mesofilo, ou seja, ha desgaste
da cuticula seguido de morte das células epidérmicas e desestruturacdo do mesofilo, deste modo as
defesas antioxidantes ndo podem impedir o surgimento das necroses. Ressalta-se que o surgimento
desses danos visiveis ndo é consequéncia do aumento das ERs, as quais podem ser formadas inde-
pendentemente do surgimento dos danos. Dessa forma, apenas os danos secundarios decorrentes
das ERs no tecido ndo necrosado do mesofilo poderiam ser minimizados pela agdo do MnDFB.

Gunthardt-Goerg & Vollenweider (2007) relatam que sob chuva acida, em Pinus, ocorre um
processo de rustificacdo no mesofilo, o qual foi também observado nesse estudo em folhas sem sin-
tomas aparentes de controle e tratadas com MnSQO, (Figura 22 D e E). Por outro lado, constatou-se
que, sob chuva éacida, o mesofilo das plantas tratadas com MnDFB (Figura 22F) ndo se alterou
comparado com 0 MnSQ, e o controle do tratamento. Ainda, observou-se que a densidade de célu-
las no mesofilo das plantas submetidas ao MnDFB (Figura 22F) se manteve inalterada, sendo que
essas plantas também ndo apresentaram diferenca na TCR (Figura 23), peroxidacéo lipidica e alte-
racdo da APX (Figura 20 D e B; Tabela 5). O estresse oxidativo é normalmente acompanhado pelo
aumento da peroxidacdo lipidica que pode desencadear o aumento de APX para defesa (Chernikova
et al. 2000, Scebba et al. 2003, Lee et al. 2007, Castagna & Ranieri 2009). Assim, pode-se sugerir
que, no curto tempo de exposi¢do a chuva acida, 0 MnDFB deve ter atuado nas defesas contra o

estresse oxidativo.
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Figura 20. Variaveis dos indicadores de tolerancia em folhas de soja tratadas com MnDFB ou
MnSO, e néo tratadas (controle), sob chuva neutra e chuva acida. A: indice de injdria foliar (11F)
(%); B: Atividade de APX (dA.min2.MS™); C: Atividade da SOD total (Unid[SOD].MS™); D:
Concentragdo de MDA (nmol™®.MF-1). Letras mintsculas diferentes indicam diferenca significativa
entre tratamentos na exposicdo a chuva neutra. As letras maiusculas diferentes indicam diferenca
significativa (P < 0,05) entre tratamentos na exposi¢do a chuva écida. Injurias foliares visiveis (A)
ndo se manifestaram nas plantas submetidas a chuva neutra. As variaveis bioguimicas ndo apresen-
taram diferencas entre as exposi¢des em cada tratamento (B,C e D).
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Tabela 5. Valores médios e desvio-padrdo (z) das varidveis indicadoras de tolerancia em folhas de soja tratadas com MnDFB ou MnSQO, e ndo tratadas
(controle), sob exposicédo ao ar filtrado (AF), 0zénio (Os), chuva neutra ou chuva acida.

MDA (nmol.mI*.MF™)

11F (%) APX (dA.min*.MS™?) SOD total (Unid[SOD].MS™)
Exposicéo
MnDFB MnSO, Controlei MnDFB  MnSO, Controle MnDFB MnSO, Controle MnDFB MnSO, Controle
Ar filtrado 0 0 0 31,76 34,37 27,8 6024,33 7411,33 5647,87 9,97 8,80 10,45
(AF) +9,42 a +16,06 a +6,62 a +2774,18 a +6968,10 a +3263,35 a +1,96 a +1.8a* +2,99 a
Ozonio 16,6 13,5 13,3 33,32 36,27 33,68 4591,09 4437,47 5821,67 13,23 11,83 14,35
(O3) +10,6 A 10,3A +8,3 A +786 A +1706 A +11,30A +1567,35 A +1601,29 A +2450,50 A +396 A +3,77 A* +6,61 A
Chuva 0 0 0 49,97 50,12 45,35 6799,79 5217,88 5586,27 13,95 10,67 14,04
neutra +1485a +10,69 a +9,72 a +5186,82 a +2246,87 a +5647,33 a +7,73 a +5,74 a +6,85 a
Chuva 6,6 7,5 59 46,64 51,3 49,81 3580,83 5227,14 4579,69 11,79 10,02 11,64
acida 24 A +3,3A +25A +10,27 A 1511 A 9,64 A +1022,96 A +3517,85 AB +1344,87 B +5,48 A +4,08 A +4.72 A

I1F: Indice de injaria foliar; APX: atividade de ascorbato peroxidase; SOD total: atividade total de superéxido dismutase; MDA: concentracdo de malondi-
aldeido. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre tratamentos nas camaras com ar filtrado ou chuva neutra (i.e. exposi-
cOes sem estressores). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre tratamentos em cada uma das cdmaras com 0zonio ou chuva acida.
O asterisco indica diferenca entre exposicdo ao AF e Oz em plantas sob 0 mesmo tratamento. Injurias foliares visiveis ndo se manifestaram nas plantas

submetidas ao AF e chuva neutra.
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Figura 21. Cortes transversais do mesofilo de plantas de soja sob tratamento controle e submetidas
a exposicdo em camara de chuva simulada. A: Chuva neutra; B-F: Chuva Acida. Abreviaturas: Epi-
derme (Ep), Parénquima Palicadico (PPA), Parénquima Para venal (PPV), Parénquima Lacunoso
(PL), Feixe Vascular (FV) e Estdmatos (Est). Micrografias realizadas por Talles Oliveira dos Anjos
(Departamento de Biologia Vegetal — UFV).
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Figura 22. Cortes transversais apresentando a espessura do mesofilo de plantas de soja submetidas
a diferentes tratamentos. A, B e C: Chuva neutra; D, E e F: Exposicéo a chuva 4cida. As figuras A
e D: Controle; B e E:Tratamento MnSO,; C e F: Tratamento MnDFB. Micrografias realizadas por
Talles Oliveira dos Anjos (Departamento de Biologia Vegetal — UFV).
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Figura 23 .Taxa de crescimento relativo (TCR) dos 6rgdos aéreos de Glycine max. A: TCR em al-
tura do caule (cm.cm?h™); B: TCR em diametro do caule (cm.cm?.h™); C: TCR em ntmero de foli-
olos (n°foliolos.h™). Letras minGsculas iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica (P<0,05)
entre os tratamentos (MnDFB, MnSQ, e controle) para plantas expostas a chuva neutra. As letras
maiusculas iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica entre os tratamentos para plantas expos-
tas a chuva acida. Nao houve diferenca entre plantas expostas as chuva neutra e acida sob o0 mesmo
tratamento.

Como ja confirmado nos experimentos anteriores, 0 MnDFB é um potencial regulador da
atividade das SOD em plantas de soja saudaveis e sob 0zénio. Em chuva acida, a SOD total ( Figu-
ra 20C; Tabela 5) das plantas tratadas com MnDFB reduziu sua atividade em relacdo ao tratamento
controle, o que poderia indicar que o complexo ou agiu mimetizando a SOD e sequestrando as ERs,
levando a supressdo de geracdo SOD, ou ainda, que a SOD gerada pelo complexo ao longo dos dias
de exposi¢édo foi consumida no processo de defesa. A menor atividade da SOD total ndo indica qual
isoenzima foi ativada no processo. Avaliando as isoenzimas (Figura 24), observou-se maior ativida-
de das MnSOD e Cu/ZnSOD e menor atividade de FeSOD no tratamento MnDFB comparado com
o0 tratamento controle, sob chuva acida, o que pode supor que a atividade da FeSOD é a que mais

contribui para a atividade da SOD total, ja que essa foi reduzida nesse tratamento. Porém, a FeSOD
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pode ndo ser tdo atuante na defesa antioxidativa como a Cu/ZnSOD , que foram mais ativas e que
sdo amplamente distribuidas no meio celular.

As plantas expostas a chuva neutra ndo mostraram grande variacdo na atividade das isoen-
zimas entre os tratamentos e o controle (Figura 24). Este resultado é inesperado, ja que nos experi-
mentos anteriores, em auséncia de fator de estresse (Figura 10 e 18), foi marcante a diferenca na
atividade da isoenzimas SOD entre o tratamento MnDFB e controle. E importante ressaltar, que nos
experimentos anteriores as plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo com ar filtrado e condi-
¢Oes climéticas controladas. Além disto, nestes experimentos as plantas foram cultivadas durante o
verdo, com alta incidéncia de luz solar, ou seja, cultivada na condicdo ideal para o seu desenvolvi-
mento (capitulo 2 item 2.2.2). Entretanto, no experimento de chuva simulada as plantas foram culti-
vadas em casa de vegetacdo sem ar filtrado e em condic¢des de menor incidencia de radiacéo solar e
temperatura (Tabela 3). Esses fatores externos pode ter elevados os niveis basais de SOD , tornan-
do imperceptivel a contribuicdo do MnDFB na atividade das isoenzimas das plantas exposta a chu-

va neutra.
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Figura 24. Atividade de isoenzimas superoxido dismutase (SOD) em gel de poliacrilamida de plan-
tas sob diferentes tratamentos (MnDFB, MnSQ, e controle) e expostas a chuva simulada (chuva
neutra e chuva acida). Cada flecha indica uma banda, onde I, 11, IX e X sdo MnSOD; Il a VIII séo
FeSOD; Xl a XVI sdo Cu/ZnSOD.

A concentragdo de Cu e Fe nas folhas de plantas submetidas aos diferentes tratamentos e ex-
postas a chuva &cida foi maior que na chuva neutra enquanto a concentracdo de Mn néo foi alterada
(Figura 25A). Essa diferenca pode ser devido a acidez da agua da chuva, pois é conhecido que a
diminuicdo do pH no solo acarreta disponibilizacdo de metais (Wang et al. 2000, Schulze et al.,
2002, Jonard 2012). Na chuva &cida, a concentragéo de Cu nas folhas foi maior no tramento con-
trole que nos tratamentos com MnDFB e MnSO,.

Nas raizes, a concentracdo dos metais das plantas sob diferentes tratamentos ndo apresentou

diferenca significativa entre a chuva acida e chuva neutra, exceto o Cu que foi menor nas plantas

tratadas com MnDFB expostas a chuva acida (Figura 25B).
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Figura 25. Concentragdo média e desvio-padrdo de metais em folhas (A) e raizes (B) de plantas de
soja sob diferentes tratamentos e expostas a chuva simulada. As letras minasculas e maidsculas in-
dicam diferenga significativa (P < 0,05) na exposicdo ao chuva neutra e a chuva acida, respectiva-
mente, entre diferentes tratamentos. O asterisco indica diferenca entre plantas sob o mesmo trata-
mento.
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Ha evidéncias claras que a quantidade de metais no meio afeta a sintese de isoenzimas SOD
(Culotta 2001), entretanto, em situacdo de estresse, a atividade das isoenzimas pode ndo estar dire-
tamente relacionada com a concentracdo dos metais cofatores, pois outras vias de indugdo da SOD
sdo desencadeadas simultaneamente. Esse fato foi observado tanto nas exposi¢des com 0zonio
quanto na chuva &cida, nesta Gltima houve incremento de Cu e Fe nas folhas , independetemente
do tratamento, e sem relacdo direta com atividade das Cu/ZnSOD e FeSOD (Figura 23 e 24).
Como j& mencionado, as isoenzima possui diferentes isoformas que podem ou ndo atuar na mesma
organela. Kliebenstein et al. (1998) observou que em Arabdopsis 0 RNAm das Cu/ZnSOD do cito-
sol e peroxissomos foi induzido rapida e positivamente sob estresse oxidativo enquanto a codifica-
¢do do RNAm para a Cu/ZnSOD do cloroplasto foi diminuida, mas houve aumento dramatico da
codificagdo de uma das isoformas de FeSOD. Portanto, sob estresse, a sensibilidade de cada organe-
la e a regulagdo genénica podem influenciar mais que a disponibilizacdo extra de cofatores metali-

co.
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3.4. CONCLUSAO

Nas condic¢es estudadas, o 0zdnio e a chuva acida promoveram estresse oxidativo nas plan-
tas de soja tratadas com MnSO, e controle e o contréario foi observado nas plantas submetidas ao
MnDFB.

A variacdo de pH da agua da chuva influenciou positivamente a absor¢do dos metais para as
folhas, mas estes ndo pareceram regular no aumento da atividade das SOD nas plantas tratadas com
MnDFB.

O complexo MnDFB apresentou potencial para aumentar a tolerancia das plantas sob 60ppb
de ozdnio e chuva acida (pH 3,0) por 3 dias, pérem, 0 mecanismo de a¢do o qual o complexo atua

para ativacdo das defesas antioxidativas nao foi possivel ser elucidado nesse trabalho.
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CONSIDERACOES FINAIS

O complexo MnDFB tem potencial para aumentar a tolerancia de plantas de soja sob estres-
se oxidativo, ja que estimula a sintese/atividade de isoenzimas superdxido dismutase (SOD), as
quais atuam como primeira via de defesa antioxidativa. Este efeito parece variar em funcao da con-
centracdo do complexo aplicada e da natureza do agente estressor, porém resultados que elucidam a
dose/resposta do MnDFB em diferentes niveis dos fatores de estresse precisam ser obtidos para
comprovar sua acao na tolerancia aos danos oxidativos.

O periodo de trés dias entre a adi¢cdo do complexo e a coleta de dados foi suficiente para i-
denficar que o MnDFB atua sobre as SOD, porém nédo foi comprovado se este aumento da atividade
da SOD restringiria 0 avanco dos danos causados pelo estresse oxidativo. Maior periodo de exposi-
cao ao estresse e diferentes intervalos de aplicacdo do MnDFB devem ser estudados para melhor
compreensdo do papel do complexo na ativacdo das SOD e na restri¢do dos sintomas.

Os resultados obtidos no presente estudo reforca a proposta de que o MnDFB pode atuar
como mimético da SOD e/ou disponibilizar o DFB para sequestrar ou realocar metais cofatores da
SOD. Os mecanismos pelos quais 0 MnDFB poderia atuar como antioxidante ainda ndo estdo bem
elucidados. Porém, nesse trabalho foi possivel verificar que sua atuacdo € abrangente para todas as
isoenzimas de SOD na auséncia do estresse oxidativo e que na presenca do estresse as isoenzimas
sdo MnDFB-dependente. Estudos de expressdo génica poderiam contribuir para melhor entendi-
mento da acdo do MnDFB sobre a regulagdo das isoenzimas SOD e trazer a luz a eficacia de sua

acdo na tolerancia ao estresse oxidativo.
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Anexo 1

MnSOD

FeSOD

MnSOD

r Cu/ZnSOD

Revelag¢do normal KCN H,0,

Figura 26. Revelacdo diferencial de isoenzimas. Partes de um Unico gel com mesma amostra reve-
lado normalmente e partes tratadas com cianeto de potassio

(KCN) e peroxido de hidrogénio (H.0O,). KCN inibe a atividade de Cu/znSOD e H,0,
inibe Cu/ZnSOD e FeSOD.
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Anexo 2

Figura 27. Cortes transversais do mesofilo de plantas Glycine max tratadas com o complexo
MnDFB e expostas a chuva acida. A: Tratamento MnDFB chuva neutra, Figuras B-F: Tratamento
MnDFB Chuva Acida. Abreviaturas: Epiderme (Ep), Parénquima Paligcadico (PPA), Parénquima
Para venal (PPV), Parénquima Lacunoso (PL), Feixe Vascular (FV). Os cortes e fotografia foram
realizados pelo aluno de Iniciacdo Cientifica Talles Oliveira dos Anjos sob orientacdo da pesquisa-
dora Dra. Luzimar Campos da Silva.
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