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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a atividade antioxidante enzimatica em variedade de
cana-de-agucar tratada com maturador, foi instalado experimento em campo na
fazenda pertencente a usina Cosan S/A Raizen, (ano 2011). O delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados com trés repeticbes. A
variedade utilizada foi a SP80-3280 e os tratamentos constataram de:
testemunha, 2-chloroethylphosphonic acid, 2-chloroethylphosphonic acid +
glifosato, sulfometuron metil + glifosato, sulfometuron metil, glifosato, MTD,
MTD + glifosato e trinexapac-etil. As amostragens foram feitas aos 30 e 45 dias
apos a aplicacdo (DAA). Foi determinada a atividade antioxidante das enzimas:
peroxidase (PO), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e superdxido
dismutase (SOD). Conclui-se que maturadores quimicos influenciam no
acumulo de sacarose na planta causando estresse, mas o aparato antioxidante
foi eficiente na eliminac@o das espécies reativas.

Palavras-chave : cana-de-acUcar, maturador, estresse oxidativo, metabolismo
antioxidante.

SUMARY

In order to evaluate the antioxidant enzyme activity in a variety of sugar cane
treated with maturing, field experiment was installed on the farm belonging to
the plant Cosan S/A Raizen (2011). The experimental design was randomized
in blocks with three replications. The variety was SP80-3280 and the treatments
were: control, 2-chloroethylphosphonic acid, 2-chloroethylphosphonic acid +
glyphosate, glyposate + sulfometuron methyl, sulfometuron methyl, glyphosate,
MTD, MTD + trinexapac-ethyl and glyphosate. The samples were taken at 30
and 45 days after application (DAA). Was determined the activity of enzymes:
peroxidade (PO), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and superoxide
dismutase (SOD). It is concluded that chemical ripeners influence the
accumulation of sucrose in the plant causing stress, but the antioxidant
apparatus was efficient in the elimination of reactive species.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve uma grande expansdo na area cultivada com
cana-de-acucar no Brasil, sendo 0 montante que sera colhido e destinado a
atividade sucroalcooleira na safra 2012, esta estimada em 8.567,2 mil hectares,
distribuidos em todos estados produtores (CONAB, 2012). Esta cultura ¢é
eficiente por utilizar os recursos disponiveis para seu desenvolvimento e
produtividade e também por possuir mecanismo fotossintético do tipo C4
(PROCOPIO et al., 2004).

A crescente industrializacdo agricola, em um cenario onde ha a
necessidade de se adaptar os produtos agricolas aos padrdes internacionais
de qualidade, viabilizando sua ampla comercializacdo, forca o produtor a
aplicar uma grande quantidade de insumos para obtencédo de alta produtividade
e que seja economicamente viavel (CENA, 1996). Dentro do complexo sistema
de producao da industria agucareira, a maturagdo da cana-de-aglcar € um dos
aspectos mais importantes, pois é dele que depende o fornecimento de matéria
prima para o funcionamento continuo da usina durante a safra. Portanto, com
a utilizacdo de técnicas para aumentar a qualidade tecnolégica da matéria
prima, por exemplo, a aplicacdo de maturadores vegetais (ALMEIDA et al,
2005), é possivel se obter dois resultados positivos: a antecipacéo de corte e 0
aumento do percentual de sacarose, quando consideramos a cana em fase de
desenvolvimento vegetativo. Os maturadores agem alterando a morfologia e a
fisiologia da planta podendo levar a modificagbes qualitativas e quantitativas na
producdo. Podem atuar promovendo a diminuicdo do crescimento da planta,
precocidade de maturacdo e aumento na produtividade (SBCPD, 2007), pois
aumentam o teor de sacarose (POL%), melhoram o periodo util de
industrializacao (PUI), inibindo o florescimento e reduzindo a isoporizagéo, sem
afetar a brotagcdo da soqueira (CASAGRANDE, 1991). Porém, tais substancias
podem levar a uma perturbacdo da homeostase celular, podendo gerar
estresse oxidativo e este ocasionar uma cascata de eventos danosos em
relacdo a integridade e manutencdo da célula. Portanto, o presente trabalho
teve por objetivo avaliar a atividade antioxidante enzimatica em variedade de
cana-de-agucar em resposta a aplicagdo de maturadores.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado na fazenda Santo Anténio Ubasa,
pertencente a usina Cosan S/A Raizen, unidade da Barra, localizada no
municipio de Igaracu do Tieté, Estado de Sdo Paulo. A area apresentava um
ambiente de producdo A, topografia semiplana e um Latossolo Vermelho
Férrico Estrofico. O clima predominante da regido € o Aw (Kdppen), seco
definido, com temperatura média anual de 21,6° C, umidade relativa média de
70 %. A média pluvial anual é préxima de 1.344 mm

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
trés repeticdes, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Cada parcela foi composta de sete linhas espacadas de 1,40 m
entre si, por 10 m de comprimento. As linhas laterais foram utilizadas como
bordadura, sendo as amostras colhidas das cinco linhas centrais com area util
de 70 m% Os tratamentos foram constituidos pela variedade SP80-3280 que



recebeu aplicacdo dos tratamentos com maturadores: testemunha sem
aplicacdo, 2-chloroethylphosphonic acid (0,67 L ha! de ia), 2-
chloroethylphosphonic acid (0,67 L ha™ de i.a.) + glifosato (0,15 L ha™ de i.a),
sulfometuron metil (0,02 L ha®* de ia) + glifosato (0,15 L ha™ de i.a),
sulfometuron metil (0,35 L ha™ de i.a), glifosato (0,35 L ha™* de i.a), MTD (1 L
ha'dei.a), MTD (1 L ha’ de i.a) + glifosato (0,15 L ha™ de i.a) e trinexapac-etil
(0,8 L ha’dei.a).

A aplicacdo dos maturadores quimicos foi realizada utilizando-se
pulverizador com CO; pressurizado, com uma barra de 6 m de comprimento,
em forma de T, com seis pontas AXI 11002 jato plano espacados em 0,5 m,
possibilitando a aplicagdo simultdnea em duas linhas e sendo a pressao
utilizada foi de 40 libras/pol®. A aplicacao iniciou-se as 08h0Omin e terminou &s
11h00min, observando-se pouca ocorréncia de ventos, com a temperatura ao
redor de 25 a 30°C e a umidade relativa entre 60-80%.

Foram realizadas duas amostragens das folhas +3 das plantas de forma
aleatéria, aos 30 e 45 dias apos a aplicacdo (DAA). As amostras foram
processadas uma a uma, com o auxilio de almofariz e pistilo, e a adicdo de
nitrogénio liquido liquido a amostra. Depois de triturado, o extrato vegetal foi
transferido para tubos eppendorf com tampa e armazenados em nitrogénio
liquido para posterior obtencdo do extrato bruto (EB), sendo este, através da
ressuspensao do material vegetal (300 mg), adicionando-se 2,0 mL de tampéo
fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, suplementado com 1mM de ascorbato. Apés
centrifugacédo por 20 min. a 10.000 x g em centrifuga refrigerada (+/- 5°C), o
sobrenadante foi coletado e realizado quatro aliquotas em tubos eppendorf e
armazenado em nitrogénio liquido para determinacbes das atividades
enzimaticas especificas de: PO, CAT, APX e SOD (Peixoto et al., 1999).

A atividade de PO foi determinada através da diluicdo (1:25) de 100 pL
de EB, adicionando-se 4,9 mL de solucdo tampéao fosfato de potassio 25 mM
pH 6,8 contendo 20 mM de pyrogallol e 20 mM de H,O, (Perdoxido de
Hidrogénio). Apds a incubacéo por 1 mim., paralisou-se a reacdo com 0,5 mL
de H,SO, e a leitura de absorbéancia feita a 420 nm. A atividade especifica da
enzima foi calculada usando-se o coeficiente extingdo molar: 2,47 mM/cm.

A CAT foi determinada espectrofotometricamente a 25°C, contendo no
meio de reacdo 1mL de tampédo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5 e
adicionando-se 3,0 pL de H,O; a 30%, preparado imediatamente antes do uso.
A reacao foi iniciada pela adicdo de 12,5 pL de EB e seguindo-se a
decomposicdo de H,O, por 1 min., fazendo-se a leitura em 30" e 60", por
alteracdes na absorbancia a 240 nm. A atividade especifica da enzima foi
calculada usando-se o coeficiente extingdo molar: 39,4 M*cm™,

Para determinacdo da APX, a mistura de reacao consistiu de 50 pL de
ascorbato (cinco mM), 50 uL de H,O, (1 mM) e 1.340 pL de tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0. A reacéao foi iniciada pela adicdo de 60 uL EB e a
atividade da enzima foi determinada observando-se a decomposi¢cédo do H,O,
por 1min., seguindo a leitura em 30” e 60”, por alteracbes na absorbancia a
290 nm. A atividade especifica da enzima foi calculada usando-se o coeficiente
extingédo molar: 39,4 M*cm™.

Na avaliagdo de atividade de SOD, considerou-se a capacidade da
enzima em inibir a foto reducdo do NBT (azul de nitrotetrazélio cloreto). A
determinacao ocorreu pela adigédo de 50 pL de EB a uma solucao contendo: 13
mM de metionina, 75 uM de NBT, 100 mM de EDTA e 2 uM de riboflavina em



3,0 mL de tampéo fosfato de potassio 5 mM, pH 7,8. A reacéo foi iniciada pela
iluminacédo dos tubos, em camara composta por tubos fluorescentes (15 W), a
25°C. Apo6s 15 min. de incubacdo, o final da catalise foi estabelecido pela
interrupcdo da luz. O composto azul formado (formazana) pela foto reducéao do
NBT foi determinado pela leitura em espectrofotdmetro a 560 nm.

A concentracdo de proteinas soluveis totais foi realizada de acordo com
Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino como padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados valores das atividade
antioxidantes enziméticas, expressas em mmol/min./mg de proteina.

zimatica em plantas
aplicacao dos

Tabela 1. Resultados para atividade antioxidante en
adultas de cana-de-acucar coletadas apos 30 dias da

tratamentos
Tratamentos CAT APX PO SOD
testemunha 427479 a 2.05041a 10.59291b 4.47889 c
Z'Ch'oroethy'phOSphgg;g 3.65191a  1.35851a 7.95690b  8.02607 abc
2-chloroethylphosphonic 5 2306/ o 1810108 37.57000ab  5.68684 bc
acid + glifosato
sufometuron metil +- 4 917794 297771a 13.20267ab  9.73717 ab
glifosato
sulfometuron metil 2.59418 a 2.50823 a 5.01871 b 9.52541 ab
glifosato 4.43330 a 3.07442a 45.09435a 7.76074 abc
MTD 3.18913 a 2.11622a 6.62048 b 5.25460 bc
MTD + glifosato 7.77600 a 2.63278a 5.96946 b 11.72031 a
trinexapac-etil 7.83471 a 1.63795a 8.72251b 6.27905 bc

Tabela 2. Resultados para atividade antioxidante en
adultas de cana-de-acUcar coletadas apds 45 dias da

zimatica em plantas
aplicacao dos

tratamentos
Tratamentos CAT APX PO SOD
testemunha 3,54929 a 1,13331 bcd 16,99991 a 8,23435 a
Z'Ch'oroethy'phosf’hg&'g 42067760 a  1,34905ab  6,89871b  9,59347 a
2-chloroethylphosphonic 5 25qg) 1,72353a  9,67530ab  9.83231a
acid + glifosato
sulfometuron metil + 4 ya975 4 067208de  2,73789b  12,79559 a
glifosato
sulfometuron metil  1,92904 a 0,77757 cde 8,51269 b 17,58184 a
glifosato  1,78987 a 0,61100 e 6,30569 b 11,02887 a
MTD 2,07911 a 0,74051 cde 8,24263 b 12,92287 a
MTD + glifosato  2,40159 a 1,19926 bc 9,54823 ab 11,43074 a
trinexapac-etil  4,26543 a 0,91358 bcde 7,15187 b 12,96530 a




Para os resultados da primeira amostragem 30 DAA, observa-se que
para as atividades das enzimas CAT e APX nao houve diferenca entre os
tratamentos quando comparados com a testemunha. J& para a enzima PO
houve um aumento consideravel no tratamento com glifosato quando
comparado com o0s outros tratamentos e a testemunha. Entretanto os
resultados da atividade da SOD foram maiores em todos os tratamentos,
guando comparados com o tratamento testemunha.

O aumento observado na atividade de PO, estad de acordo com Marriot
et al. (1978) que constataram que aumentos na atividade peroxidases podem
indicar o aumento na biossintese de lignina, que pode atuar como uma barreira
contra infeccdo microbiana, e também podem promover aumentos na
concentracdo de produtos de oxidacdo de fendlicos. Em experimentos de
Bowler et al. (1992), os autores verificaram ser a SOD uma enzima que pode
interferir na concentracdo de H,O,, sendo representante do mecanismo de
defesa central dos organismos vivos contra fatores exdgenos, portanto a
atividade desta enzima elevada, induz disfuncdes e morte celular. De acordo
com Azevedo (1998), reacdo catalisada por esta enzima é muito importante
para a decomposicdo ou consumo de radicais livres. A enzima SOD é
amplamente distribuida em organismos aerobios e consiste na primeira reacao
do mecanismo antioxidante contra fatores exdgenos em plantas.

Nos resultados das amostragens aos 45 DAA, ndao houve diferenca
significativa nas atividades de SOD e CAT comparando os tratamentos com o
tratamento testemunha. J4 para PO a maior atividade se da no tratamento
testemunha e para APX isto ocorre com o tratamento 2-chloroethylphosphonic
acid + glifosato. A APX e a CAT pertencem a duas diferentes classes de
enzimas de limpeza do H,0,, isto devido as suas diferentes afinidades. Entéo,
enquanto a APX seria responsavel pela modulacdo refinada das espécies
reativas de oxigénio (EROs) para a sinalizacdo, a CAT seria responsavel pela
remocao do excesso de EROs gerado durante o estresse (MITTLER, 2002).
Porém deve-se levar em consideracdo a importancia desta enzima, pois em
situacOes de estresse oxidativo, a APX atua em compartimentos celulares que
nao possuem CAT, e a mesma esta presente nos peroxissomos, portanto isto
justifica sua baixa atividade nos tratamentos.

Na segunda amostragem, aos 45 DAA, observa-se que o aparato
antioxidante enzimatico foi eficiente na eliminagdo das espécies reativas que
sdo inicialmente produzidas, quando planta é submetida a um fator
estressante. A cana-de-agucar € uma planta que possui eficiéncia na
recuperagao contra fatores estressantes (PROCOPIO et al., 2004).

CONCLUSOES

A aplicacéo de maturadores causa estresse na planta em inicio de safra
e nao a longo prazo, pois, a cana-de-acucar possui um aparato antioxidante
eficiente para eliminacdo destas espécies que sdo gerados em funcdo da
aplicacao de maturadores que sédo exodgenos e de origem sintética.
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