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INTRODUCAO

O cobre (Cu) é um metal de transicdo, redox ativo e essencial para as
plantas, bem como para todos 0s organismos vivos. As plantas necessitam desse
nutriente, predominantemente do solo, para manter o crescimento e o0
desenvolvimento normal, e assegurar o cumprimento dos ciclos de vida. No
entanto, nas ultimas décadas, as atividades agricolas e industriais tem contribuido
para 0 aumento da sua ocorréncia no ecossistema (YRUELA, 2009).

Espécies reativas de oxigénio (EROs), radicais superéxido (O, "), perdxido
de hidrogénio (H20;) e radical hidroxila (OH*), sdo continuamente produzidas em
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos durante o metabolismo normal da
planta. Entretanto, a produgdo e remogao destas EROs sdo extremamente
controladas (SHI-SENG, 2007), sendo esse equilibrio alterado por diversos
fatores estressantes, como por exemplo, o excesso da absorcdo de Cu. Nessa
condigdo, a planta ativa o sistema antioxidante enzimatico, aumentando a
atividade de enzimas como a SOD (superéxidodismutase), CAT (catalase) e APX
(ascorbatoperoxidase) (MITTLER, 2002).

Alternanthera tenella Colla, conhecida popularmente como apaga-fogo, e
pertencente a familia Amaranthaceae e, assim como outras plantas da mesma
familia, apresentam betalainas na sua composi¢cdo quimica (FERREIRA et al.,
2003). As betalainas podem ser divididas em betacianinas e betaxantinas,
utilizadas na medicina popular e na indudstria como corantes e conservantes
antioxidantes (VOLP et al.,, 2009). Pesquisas atuais tem relacionado altas
concentracbes de Cu com o aumento da producdo de metabdlitos secundarios,
como betalainas, e como consequéncia, retardo no crescimento e alteractes
fisioloégicas (PEROTTI et al., 2010).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade das
enzimas antioxidantes em plantas de A. tenella submetidas a diferentes
concentracoes de Cu.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas plantas de A. tenella, estabelecidas e multiplicadas in vitro
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e aclimatizadas durante quinze dias em sala de crescimento, sob densidade de
fluxo de fétons de 120 pmol m?s™e fotoperiodo de 16 h. Posteriormente, as
plantas foram transferidas para um sistema hidropénico e cultivadas em solucdo
nutritiva completa de HOAGLAND; ARNON (1938) por trés dias. No quarto dia, as
plantas foram submetidas aos diferentes concentracbes de Cu, por meio do uso
da solugao nutritiva acima citada contendo as seguintes concentragdes de Cu:
0,041 (controle); 0,082; 0,164; 0,246 e 0,328 mM, na forma de sulfato de cobre
(CuS0,4.5H,0), permanecendo nas mesmas condi¢cdes de densidade de fluxo de
fotons e fotoperiodo por treze dias. As solugcdes foram renovadas a cada trés dias
e, no décimo terceiro dia de exposicdo aos tratamentos, folhas e raizes foram
coletadas e avaliadas quanto a atividade das enzimas antioxidantes.

Para isso, + 200 mg de matéria fresca de folhas e raizes foi macerado em
N2, acrescido de 20% de PVPP (polivinilpolirridona) e homogeneizado com 1,8 mL
de meio de extracdo (tampéao fosfato de potassio 100 mM pH 7,8; EDTA 0,1 mM e
acido ascorbico 20 mM). O homogenato foi centrifugado a 13.000 RPM por 20
minutos (4C) e o sobrenadante utilizado para deter minacdo da atividade das
enzimas e para a quantificacdo das proteinas pelo método de BRADFORD
(1976).

A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade
da enzima em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT)
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) no meio de reacao (fosfato de potassio 100 mM
pH 7,8; metionina 14 mM; EDTA 0,1 uM; NBT 75 uM e riboflavina 2 yM). Uma
unidade da SOD foi considerada a quantidade de enzima capaz de inibir em 50%
a fotorreducdo do NBT nas condi¢bes de ensaio. Os resultados foram expressos
em U.mg proteina™.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada segundo
NAKANO; ASADA (1981), monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato (ASA)
a 290 nm. O meio de reacgdo foi composto de tampéo fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,0), &cido ascorbico 0,5 mM e H,0,0,1 mM e extrato enzimético. O
decréscimo na absorbancia foi monitorado por um minuto e meio e os resultados
foram expressos em pmol ASA minmg proteina™.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme descrito por
AZEVEDO et al. (1998). O extrato enzimatico foi adicionado ao meio de reacao
(tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 e H,0,12, 5 mM) e a atividade da
enzima foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante um
minuto e meio. Os resultados foram expressos em pmol H,O,min"*mg de proteina
1

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
constituido de cinco doses de Cu como niveis do fator tratamento (0,041; 0,082;
0,164; 0,246 e 0,328 mM) e quatro repeticdes (quatro plantas por repeticdo). Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia por meio do programa
Winstat (MACHADO; CONCEICAO, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A enzima SOD (Figura 1A), considerada a primeira linha de defesa
antioxidante, tanto nas folhas quanto nas raizes, ndo apresentou diferenca
estatistica significativa nos diferentes tratamentos com Cu (p>0,05). Essa enzima
tem a funcéo de dismutar O, em H,0,, conferindo protecdo incompleta da célula
e refletindo o funcionamento da mesma (SHI-SENG, 2007).
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A atividade das enzimas APX e CAT (Figura 1B e 1C) aumentou com o
incremento das concentracdes de Cu, porém foram mais marcantes no sistema
radicular das plantas de A. tenella do que na parte aérea. O aumento da atividade
de APX e CAT serve para manter estaveis os niveis de H,0,. O H,O,, precursor
de OH’, é altamente téxico e necessita ser degradado pela CAT e APX. A
atividade da APX justifica a manutencdo dos niveis de H,O, como sinalizadores
do estresse, ja que esta enzima tem maior afinidade pelo H,O, do que a CAT. A
CAT, a segunda enzima a atuar na remocédo do H,O, quando este estd em maior
quantidade na célula, também é responsavel por remover o H,O, gerado na via
fotorrespiratéria dentro dos peroxissomos (MITTLER, 2002).
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Figura 1. Efeito do excesso de cobre (Cu) sobre os parametros bioquimicos em
plantas de Alternanthera tenella: (a) Ascorbatoperoxidase (APX); (b) Catalas e
(CAT); (c) Superodxidodismutase (SOD). Medias seguidas por letras distintas
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) dentro de cada caracteristica avaliada *
SE, n = 20.
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CONCLUSAO

O aumento das concentra¢gdes de Cu ndo compromete a sobrevivéncia das
plantas de A. tenella, devido a ativacdo do sistema antioxidante, mais
pronunciado nas raizes, como forma de prote¢cdo ao estresse.
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