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FERREIRA, L.C. AÇÃO PROTETORA DO ÓXIDO NÍTRICO EM PLANTAS DE 

SOJA (Glycine max L. Merril) SUBMETIDAS AO LACTOFEN. 2007. 155P. TESE 

(DOUTORADO) � INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS, UNESP � UNIVERSIDADE 

ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU. 

 

RESUMO - O lactofen é um herbicida do grupo dos difenil-éteres utilizado na cultura 
da soja para o controle de plantas daninhas de folhas largas e possui como mecanismo 
de ação a inibição da enzima protoporfirinogênio oxidase (Protox), que catalisa a etapa 
de oxidação do protoporfirinogênio-IX a protoporfirina-IX (proto-IX) na via de 
biossíntese das clorofilas e citocromos. A inibição é seguida de um acúmulo de proto-
IX, que leva à formação de espécies reativas do metabolismo do oxigênio (ERMO), 
peroxidação de lipídios das membranas e diminuição dos teores de pigmentos 
fotossintéticos, caracterizando-se assim o estresse oxidativo. Como conseqüência, 
podem ocorrer manchas, enrugamento e queima das folhas, levando à paralisação 
temporária do crescimento da cultura. Em contrapartida, o óxido nítrico (NO) é uma 
molécula capaz de eliminar diretamente as ERMO e assim finalizar reações propagadas 
em cadeia, podendo atuar como um antioxidante. Desta forma, o presente estudo teve 
como objetivo avaliar se o pré-tratamento de plantas de soja com solução de 
nitroprussiato de sódio (SNP), substância doadora de NO, promove proteção contra o 
estresse oxidativo gerado pelo lactofen. Assim, plantas de soja no estádio fenológico 
V3, após pré-tratamento com as diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1) por 
dois dias consecutivos, foram pulverizadas com lactofen na dose recomendada para esta 
cultura, equivalente a 0,7 L.ha-1. Às 24, 48, 72, 96 e 120 h após a aplicação de lactofen 
(HAAL), folíolos foram coletados para a quantificação dos teores de lipoperóxidos, 
clorofilas totais e suas frações �a� e �b� e carotenóides totais, bem como para a 
determinação da atividade das enzimas antioxidantes glutationa S-transferase (GST), 
superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD). Além disso, aos dois, 
quatro e sete dias após a aplicação de lactofen (DAAL) foram realizadas avaliações 
visuais de injúria e aos 7 e 14 DAAL, as plantas foram avaliadas quanto à altura, 
comprimento de raiz e contagem do número de folíolos. Em seguida, foram separadas 
em lâminas foliares, caules mais pecíolos e raízes, dos quais a matéria seca e os teores 
de açúcares solúveis totais e redutores foram quantificados. Foi constatado que o NO 
reduziu os sintomas de injúria causados pelo lactofen nos folíolos jovens, além de 
manter baixos teores de açúcares solúveis totais e redutores. Além disso, apesar da 
peroxidação lipídica não ter sido totalmente interrompida, o NO apresentou capacidade 
de eliminação das ERMO geradas pela ação do herbicida lactofen, impedindo a 
degradação de pigmentos fotossintéticos. Conseqüentemente, a eliminação das ERMO 
pelo NO acarretou tanto diminuição de substrato disponível para as enzimas 
antioxidantes SOD, CAT e POD, essenciais na proteção das plantas em situações 
indutoras de estresse oxidativo, como a ausência de indução da GST pelo H2O2. Porém, 
o NO proporcionou crescimento mais lento das plantas. Diante destes resultados, 
sugerem-se posteriores estudos que busquem uma maior elucidação dos mecanismos 
pelos quais o NO pode atuar na sinalização do estresse promovido pelo lactofen na 
cultura da soja.  
 

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes, estresse oxidativo, Glycine max L. Merril, 
lactofen, óxido nítrico. 
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FERREIRA, L.C. PROTECTIVE ACTION OF NITRIC OXIDE ON SOYBEAN 

(Glycine max L. Merril) PLANTS SUBMITTED TO LACTOFEN. 2007. 155P. 

TESE (DOUTORADO) � INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS, UNESP � 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU. 

 

ABSTRACT � Lactofen is a diphenylether herbicide applied in soybean fields to 
control broadleaf weeds whose mechanism of action is the inhibition of 
protoporphyrinogen oxidase (Protox) enzyme, which catalyses oxidation of 
protoporphyrinogen-IX to protoporphyrin-IX (proto-IX) in the chlorophyll and 
cytochrome biosynthesis pathway. This inhibition is followed by accumulation of proto-
IX, which leads to generation of reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation of 
membranes and decrease of photosynthetic pigment levels, which characterizes 
oxidative stress. Consequently, spots, wrinkles and leaf burn can occur, which results in 
transitory cessation of crop growth. However, nitric oxide (NO) is a molecule able to 
scavenge ROS directly and to end chain reactions, acting as an antioxidant. Thus, the 
present research aimed to evaluate if the pre-treatment of soybean plants with sodium 
nitroprusside (SNP) solution, a NO donor substance, promotes protection against 
oxidative stress generated by lactofen. Thus, soybean plants at V3 phenologic stage 
were pre-treated with different SNP levels (0, 50, 100 and 200 µmol.L-1) for two 
consecutive days and on the third day were sprayed with lactofen at recommended rate 
for this crop, equivalent to 0.7 L.ha-1. At 24, 48, 72, 96 and 120 h after application of 
lactofen (HAAL), leaflets were collected in order to quantify the levels of lipoperoxides, 
total chlorophylls and their �a� and �b� fractions, total carotenoids, as well as the 
activity assay of glutathione S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD), catalase 
(CAT) and peroxidase (POD) antioxidant enzymes. In addition, at two, four and seven 
days after application of lactofen (DAAL), visual injury evaluations were performed, 
and at 7 and 14 DAAL, the plants were evaluated for height, root length and leaflets 
number count. Afterwards, the plants were separated into leaf blades, stems plus 
petioles and roots, from which dry matter and total and reducing soluble sugar levels 
were quantified. It was verified that NO decreased the injury symptoms caused by 
lactofen on young leaflets, and kept low the total and reducing soluble sugar levels. 
Although lipid peroxidation was not completely prevented, NO was able to scavenge 
ERMO generated by lactofen herbicide action and obstructed photosynthetic pigment 
breakdown. Consequently, ERMO scavenging by NO leads to a decrease in the 
available substrate for antioxidant enzymes SOD, CAT and POD, which are essential in 
protecting plants under oxidative stress situations, as well as the absence of GST 
induction by H2O2. However, NO caused slower growth of the plants. From these 
results, further researches are suggested in order to elucidate the NO action mechanisms 
on signaling the stress caused by lactofen at soybean crop. 
 
Key-words: Antioxidant enzymes, Glycine max L. Merril, lactofen, nitric oxide, 
oxidative stress. 
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INTRODUÇÃO 

 

A soja produzida no Brasil tornou-se um carro-chefe dos negócios na agricultura 

nacional. Pela sua atual facilidade de adaptação ao clima e à topografia, tanto das 

regiões subtropicais como dos cerrados, essa cultura se difundiu por quase todos os 

estados brasileiros. A cada ano, a lavoura também incorpora tecnologias que permitem, 

a curto e médio prazos, ampliar a produtividade e proporcionar novos aproveitamentos 

ao grão (Vencato et al., 2005). 

Porém, a busca por produtividade e economicidade na produção de grandes 

culturas esbarra na interferência das plantas daninhas, as quais tendem a aumentar o 

custo de produção, reduzir as margens de lucro e diminuir a qualidade do produto 

(Rodrigues & Pitelli, 1994).  

Deuber (1992) afirma que a descoberta dos herbicidas, como uma nova 

ferramenta para o controle das plantas daninhas, trouxe um progresso incalculável, 

abrindo novas possibilidades agrícolas, reduzindo custos, aumentando rendimentos e, 

sobretudo, possibilitando ao homem do campo realizar com maior facilidade essa tarefa 

que tem sido penosa por milênios. Assim, o uso de herbicidas em pós-emergência é 

comum no controle de plantas daninhas em soja e dentre os mais utilizados para o 

controle de plantas daninhas de folhas largas, encontra-se o lactofen (Constantin et al., 

2000).  

Em contrapartida, alguns herbicidas, além de outros estímulos ambientais como 

luz ultravioleta, ataque de patógenos, hiperoxia, ozônio e flutuações de temperatura 

podem induzir a formação de espécies reativas do metabolismo do oxigênio (ERMO) na 

maioria dos organismos aeróbicos (Scandalios, 1992, 1993).  

As ERMO são produzidas em quantidades significativas em vários 

compartimentos celulares, tais como cloroplastos, mitocôndrias, glioxissomos e 

peroxissomos, bem como no citosol. Conseqüentemente, podem promover danos em 

biomoléculas, tais como ácidos graxos, aminoácidos, proteínas, pigmentos e ácidos 

nucléicos, o que acarreta em danificações das membranas, perda de função dos 

compartimentos, redução da eficiência metabólica e da fixação do carbono, 

extravasamento eletrolítico e mutação das cromátides. Todos esses efeitos podem 

culminar com a morte celular (Scandalios, 1993). Curiosamente, a primeira evidência de 

indução de morte celular devido a níveis fitotóxicos de ERMO foi verificada em 

experimentos utilizando-se culturas de células de soja (Van Breusegem et al., 2001).  
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Nesse sentido, as células vegetais são equipadas com diversas enzimas que 

desintoxicam as ERMO e assim proporcionam proteção celular contra os danos 

oxidativos. Dentre essas enzimas antioxidantes, incluem-se as superóxido dismutases 

(SODs), catalase (CAT), peroxidases (PODs) (Foyer et al., 1997; Hung & Kao, 2003) e 

glutationa S-transferases (GSTs) (Flury et al., 1998; Polidoros & Scandalios, 1999; 

Davis & Swanson, 2001). 

Nas plantas, a atuação do óxido nítrico (NO) como molécula sinalizadora tem 

atraído muita atenção nos últimos anos (Stöhr & Stremlau, 2006). Tem sido relatado 

que o NO atua como antioxidante nas plantas, devido a sua capacidade de eliminação 

das ERMO (Beligni & Lamattina 1999 a, b, 2002; Cheng et al., 2002; Hung et al., 2002; 

Hung & Kao, 2003). Além disso, o NO está envolvido em outros processos, tais como 

crescimento vegetativo da parte aérea (Zhang et al., 2003; An et al., 2005), divisão 

celular (Ötvös et al., 2005), diferenciação do xilema (Gabaldon et al., 2005), 

desenvolvimento do sistema radicular (Pagnussat et al., 2002, 2003; Guo et al., 2003; 

Correa-Aragunde et al., 2004), interação planta-rizobactérias (Creus et al., 2005), 

curvatura gravitrópica (Hu et al., 2005), entre outros.  

Com base nestas considerações, o presente estudo foi realizado para investigar a 

ação do NO em plantas de soja submetidas ao tratamento com o herbicida lactofen, 

comumente utilizado para o controle de plantas daninhas nesta cultura. 

 Desta forma, o Capítulo I, �Óxido nítrico em plantas: uma breve abordagem 

dessa molécula multifuncional�, objetivou apresentar uma revisão de diversos 

aspectos referentes ao NO, tais como propriedades químicas, vias de síntese, efeitos 

bioquímicos e fisiológicos, interação com os hormônios vegetais, ação na sinalização a 

patogêneses, na expressão gênica, em processos reguladores, seu controle endógeno e o 

uso de substâncias doadoras dessa molécula.  

O Capítulo II, �A injúria foliar causada pelo lactofen em soja é reduzida pelo 

óxido nítrico�, objetivou verificar o efeito do NO em plantas de soja tratadas com o 

herbicida lactofen, por meio de avaliações fitométricas e bioquímicas, bem como 

avaliações visuais de injúria. As avaliações fitométricas executadas corresponderam às 

medidas de altura, comprimento de raiz, número de folíolos, matéria seca total e de 

lâminas foliares, caules mais pecíolos e raízes das plantas. Em relação às avaliações 

bioquímicas, quantificaram-se os teores de açúcares solúveis totais e redutores na 

matéria seca dos diferentes órgãos.  
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O Capítulo III, �Óxido nítrico minimiza o estresse oxidativo gerado pelo 

lactofen em plantas de soja�, objetivou avaliar o efeito do NO em plantas de soja na 

presença do herbicida lactofen, por meio da determinação da atividade das enzimas 

antioxidantes GST, SOD, CAT e POD, além da quantificação de indicadores de estresse 

oxidativo, tais como teores de lipoperóxidos, clorofilas totais e suas frações �a� e �b� e 

carotenóides totais.  
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1. Produção brasileira de soja: histórico e atualidades 

 

 Introduzida na segunda metade do século XIX, na Bahia, a exploração da cultura 

da soja no Brasil só começou quando ela foi levada para o extremo sul do País, no Rio 

Grande do Sul, no início do século XX, onde na época encontrou condições climáticas 

semelhantes às vigentes nas regiões produtoras do mundo. Sua produção comercial no 

Brasil começou timidamente nos anos 40 e 50, utilizando-se exclusivamente de 

tecnologias desenvolvidas nos Estados Unidos, local de origem dos materiais genéticos 

utilizados no início do processo produtivo de soja no Brasil. A produção intensificou-se 

na Região Sul a partir dos anos 60, mesclando tecnologias importadas com os primeiros 

desenvolvimentos tecnológicos nacionais (Dall�Agnol, 2006). 

 A partir dos anos 80, a produção de soja encontrou o caminho do meio oeste 

brasileiro, nos Cerrados, graças aos avanços tecnológicos conseguidos pelos cientistas 

brasileiros, destacadamente o desenvolvimento de variedades adaptadas a regiões de 

baixas latitudes e outras tecnologias vinculadas à correção de deficiências nutricionais 

dos solos tropicais. Esses avanços permitiram que o principal núcleo de produção dessa 

oleaginosa se transferisse da Região Sul para a Região Centro Oeste do País. Convém 

destacar que o cultivo da soja estava restrito anteriormente a latitudes próximas ou 

superiores a 30°. Hoje, a maior parte da produção nacional se concentra em latitudes 

inferiores a 30°. É relevante salientar que as inovações geradas pela pesquisa brasileira 

buscam ampliar a produtividade, minimizar o impacto negativo ao meio ambiente e 

reduzir os custos de produção. O resultado desse enfoque na pesquisa é o 

desenvolvimento de alimentos seguros e de qualidade, com sustentabilidade nas 

dimensões social, ambiental e econômica (Dall�Agnol, 2006). 

A cultura da soja representa quase 50% da safra brasileira de grãos, o que coloca 

o País na condição de segundo maior produtor mundial e principal fornecedor do cereal 

para o mercado externo. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), 

foram colhidos 53,4 milhões de toneladas do grão na safra 2005/06, o que representa 

incremento de 5,4% em relação às 51,4 milhões de toneladas do período anterior (Reetz 

et al., 2006).  

Fonte de proteína, a soja é um grão muito versátil, que dá origem a produtos e a 

subprodutos muito usados pela agroindústria, indústria química e de alimentos, podendo 
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substituir a carne na alimentação humana. O farelo de soja é usado intensivamente na 

produção de proteínas animais, na avicultura, suinocultura e pecuária, proporcionando 

um crescimento saudável. É a partir do farelo que se produz carne, não apenas no Brasil 

mas em todo o mundo. Seu uso mais conhecido, no entanto, é como óleo refinado, 

obtido a partir do óleo bruto. Nesse processo também é produzida a lecitina, que possui 

ação emulsificante e é muito usada na fabricação de salsichas, maioneses e 

achocolatados, entre outros produtos (Reetz et al., 2006). 

Recentemente, a soja vem crescendo também como fonte alternativa de 

combustível. Mesmo apresentando um dos menores teores de óleo, juntamente com o 

algodão (19% e 15%, respectivamente), ainda assim essas duas culturas serão as 

principais fornecedoras do óleo necessário para a produção do biodiesel e do H-bio 

(Reetz et al., 2006). 

 

2. Uso do lactofen no manejo de plantas daninhas da cultura da soja 

  

 A cultura da soja está sujeita a vários tipos de danos e sua produtividade pode 

variar em função do ataque de pragas, ocorrência de doenças e convivência com plantas 

daninhas, sob determinadas condições edafoclimáticas (Carvalho et al., 2000). 

 Segundo Lorenzi (2000) as plantas daninhas afetam diretamente a produção das 

culturas, pela competição por luz, umidade e nutrientes minerais, ou indiretamente, pelo 

aumento de inóculo ou pela manutenção de organismos patogênicos. As plantas 

daninhas, além da competição pela umidade do solo e por nutrientes essenciais, 

interferem em práticas culturais, como controle de pragas, fertilização e colheita. 

 Existem diferentes métodos para o controle das plantas daninhas. Na cultura da 

soja, devido às extensas áreas cultivadas, o controle químico é o que tem sido mais 

utilizado, em função de sua eficácia e do alto rendimento operacional que se consegue 

nas aplicações (Carvalho et al., 2000). Neste aspecto, devido à grande extensão de áreas 

cultivadas atualmente, considera-se que o uso de herbicidas na cultura de soja é 

imprescindível. 

 Os herbicidas são substâncias químicas orgânicas ou inorgânicas capazes de 

matar ou suprimir o crescimento de espécies específicas (Roman et al., 2007). São 

ativos em um ou mais locais, como enzimas e proteínas, entre outros, onde se ligam e 

dificultam alguma função normal da planta (Kissmann, 2003; Carvalho, 2003). Para 

serem considerados eficazes quando aplicados às folhas de plantas daninhas, eles devem 
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ser retidos pela folhagem, penetrar e ultrapassar a cutícula, mover-se nos espaços com 

água ao redor da célula, entrar na célula através da membrana celular, atingir o local de 

ação, que geralmente é uma enzima, ligar-se à enzima alvo e inibi-la. Para ser 

considerado seletivo, o herbicida deve afetar o local de ação na planta daninha, mas não 

na cultura, ser metabolizado ou degradado pela cultura, não pela planta daninha, e 

atingir somente a planta-alvo (Roman et al., 2007). 

 Porém, deve ser mencionado que, paralelamente, os herbicidas também podem 

provocar danos nas plantas cultivadas, geralmente devido ao emprego de doses 

excessivas, uso de herbicidas não adequados, sobreposição de faixas de aplicação, 

aplicações não uniformes ou uso de equipamentos mal regulados. Além disso, a cultura 

pode ser afetada por resíduos de herbicidas aplicados na cultura anterior, cujos efeitos 

são mais freqüentes em solos leves, com baixo teor de matéria orgânica, e quando as 

condições climáticas anteriores foram de períodos secos prolongados (Roman, 2000). 

 O uso de herbicidas em pós-emergência é comum no controle de plantas 

daninhas em soja. Dentre os mais utilizados para o controle de folhas largas, encontram-

se o bentazon, fomesafen, chlorimuron-ethyl, flumiclorac-pentil, acifluorfen-sódico, 

imazamox, imazethapyr e o lactofen (Constantin et al., 2000). 

O lactofen [1�(carboetoxi)etil 5-(2-cloro-4-(trifluoro-metil)fenoxi)-2-

nitrobenzoato] é um herbicida do grupo químico dos difenil-éteres (Rodrigues & 

Almeida, 1998). Apresenta modo de ação seletivo e não sistêmico, sua formulação 

química corresponde a do tipo emulsão e pode ser aplicado de forma terrestre ou aérea. 

Enquadra-se na classe toxicológica I, considerado extremamente tóxico e muito 

perigoso e de acordo com a classificação ambiental, pertence neste caso ao tipo II. Sua 

dose recomendada para a cultura de soja varia de 0,625 a 0,750 L.ha-1, e seu intervalo de 

segurança corresponde à 84 dias (Giagro, 2007). Na soja é aplicado em pós-emergência 

para o controle de um amplo número de plantas daninhas, conforme apresentado na 

Tabela 1.  
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 O lactofen possui como mecanismo de ação a inibição da enzima 

protoporfirinogênio oxidase (Protox), que se encontra presente na rota de síntese das 

clorofilas e de citocromos (Figura 1). Esta rota metabólica também é chamada rota de 

síntese de porfirinas ou de tetrapirroles (Merotto Junior & Vidal, 2001). A enzima 

Protox é chave na rota de síntese de porfirinas que acontece no cloroplasto e origina-se 

a partir de glutamato. O glutamato, após sete reações intermediárias, produz 

protoporfirinogênio IX, que é oxidado pela enzima Protox produzindo protoporfirina IX 

(Matringe et al., 1989; Devine et al., 1993).  

A protoporfirina IX produz clorofila e citocromos a partir de reações com Mg e 

Fe, respectivamente. A ação do herbicida acontece por sua competição com o 

protoporfirinogênio IX pelo sítio ativo da enzima Protox, impedindo a produção de 

protoporfirina IX e resultando em acúmulo de protoporfirinogênio IX no cloroplasto. A 

partir deste acúmulo, o protoporfirinogênio IX se difunde do cloroplasto para o 

citoplasma, onde é transformado em protoporfirina IX, que é um composto altamente 

fotodinâmico e após oxidação resulta em oxigênio singleto (1O2), cuja elevada produção 

tem como efeito final a peroxidação de lipídios, levando à destruição das membranas 

celulares, acarretando estresse oxidativo (Foote et al., 1984; Tripathy, 1994; Gupta & 

Tripathy, 1999; Moreland, 1999; Tripathy & Singhal, 1999; Merotto Junior & Vidal, 

2001; Scott et al., 2001; Watanabe et al., 2001; Carvalho, 2003; Tripathy et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema conceitual do mecanismo de ação dos herbicidas inibidores da 

Protox (Carvalho, 2003). 

1O2 
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 Assim, diante do mecanismo de ação do lactofen, torna-se relevante a 

abordagem de alguns aspectos relativos à produção de ERMO, inclusive de 1O2, que 

leva ao estresse oxidativo. 

 

3. Produção de espécies reativas do metabolismo do oxigênio (ERMO) e estresse 

oxidativo 

 

Um amplo âmbito de estresses ambientais como elevadas ou baixas 

temperaturas, seca, salinidade, radiação ultravioleta, ozônio e infecções patogênicas, são 

potencialmente prejudiciais às plantas (Van Breusegem et al., 2001). Um aspecto 

comum de todas essas condições adversas é a produção aumentada das ERMO no 

interior de diversos compartimentos subcelulares da célula vegetal (Foyer & 

Mullineaux, 1994; Lamb & Dixon, 1997; Apel & Hirt, 2004; Mittler et al., 2004; Foyer 

& Noctor, 2005; Gechev et al., 2006). As ERMO também podem ser produzidas devido 

à ação antrópica pelo uso de diversos xenobióticos, dentre os quais destacam-se o 

elevado emprego de herbicidas (Devine et al., 1993; Sunohara & Matsumoto, 1997; 

Grossman et al., 2001; Merotto Junior & Vidal, 2001; Carvalho, 2003; Sunohara et al., 

2003; Sunohara & Matsumoto, 2004; Couée et al., 2006). 

O estresse oxidativo em sistemas biológicos, incluindo os vegetais, é resultante 

de uma superprodução das ERMO, tais como radicais superóxido (O2
-*), radicais 

hidroxila (OH*), peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (1O2) (Scandalios, 

1993; Smirnoff, 1993; Foyer et al., 1994b; Thérond et al., 2000). Como conseqüência, 

as ERMO causam peroxidação de lipídios, modificações protéicas, rompimento das 

cadeias de DNA, destruição de clorofilas e extravasamento iônico, entre outros, de 

modo que tais eventos podem culminar com a morte celular (Halliwell & Gutteridge, 

1984; Baker & Orlandi, 1995; Giardi et al., 1997; Beligni & Lamattina, 1999b; Moller 

et al., 2007).  

 Além da produção induzida por fatores externos, as ERMO também podem ser 

geradas por reações in-vivo (Beligni & Lamattina, 1999b). Assim, o acúmulo de ERMO 

nas plantas é geralmente atribuído à diversas fontes possíveis: peroxidases ligadas à 

parede celular, NADPH oxidases localizadas nas membranas, amina oxidases, xantina 

oxidase, glicolato oxidase, acil-CoA oxidase e cadeia de transporte de elétrons do 

cloroplasto e da mitocôndria (Klessig & Malamy, 1994; Corpas et al., 2001, Desikan et 

al., 2001; Blokhina et al., 2003; Couée et al., 2006). Além disso, as ERMO são 
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continuamente produzidas sob condições normais, como na respiração mitocondrial 

(Moller, 2001; Doudican et al., 2005) e nos processos ocorrentes nos cloroplastos 

(Asada, 1999). 

 Especificamente, nos cloroplastos o principal local de origem de radicais 

superóxido (O2
-*) é no fotossistema I, na ferredoxina-NADP+ redutase, mas a forma 

reduzida do monodeidroascorbato (MDHAR) também produz O2
-* (Asada, 1999; 

Corpas et al., 2001). Entretanto, tem sido relatada a geração de radicais O2
-* e OH* pelo 

fotossistema II, e propõe-se que o P680, a feofitina e a proteína QA também sejam 

responsáveis pela produção de O2
-* (Navari-Izzo et al., 1999). Nas mitocôndrias, os 

radicais O2
-* são produzidos em dois segmentos da cadeia de transporte de elétrons, na 

flavoproteína NADH desidrogenase (complexo I) e na região da ubiquinona (Turrens, 

1997; Halliwell & Gutteridge, 2000; Corpas et al., 2001). 

De acordo com Van Breusegem et al. (2001), as ERMO também podem ser 

usadas de maneira benéfica pelas plantas, pois desempenham um importante papel na 

indução de mecanismos de proteção durante estresses bióticos e abióticos. O exemplo 

mais conhecido está na ativação de respostas de resistência durante interações planta-

patógeno incompatíveis. Sob infecção, uma NADPH oxidase da membrana plasmática é 

ativada, produzindo radicais O2
-* (Desikan et al., 1996) que são convertidos em H2O2 

via dismutação espontânea ou via atividade da superóxido dismutase (SOD). O H2O2 

formado apresenta propriedades defensivas situadas em diversas etapas: a) elevados 

níveis de H2O2 são tóxicos tanto para o patógeno quanto para a célula vegetal. Com a 

morte das células vegetais localizadas ao redor do local da infecção, ocorre a inibição da 

disseminação do patógeno (Levine et al., 1996); b) o H2O2 pode servir como um 

substrato em reações de peroxidação de precursores de lignina e induzir ligações de 

proteínas da parede celular. Assim, a parede celular vegetal reforçada diminui a 

disseminação do patógeno e faz com que dificilmente novas infecções ocorram; c) como 

o H2O2 é relativamente estável e difusível por meio de membranas, em contraste com o 

O2
-*, pode atuar como uma molécula sinalizadora nas respostas a estresses (Lamb & 

Dixon, 1997; Foyer et al., 1997). 
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4. Enzimas antioxidantes 

 

 As plantas possuem diferentes sistemas de defesa contra os estresses ambientais 

(Bor et al., 2003), o que lhes permitem adaptar-se para minimizar os danos que podem 

ocorrer pela ação das ERMO (Radetski et al., 2000).  

Nesse contexto, o sistema natural de defesa antioxidante nos vegetais inclui três 

classes gerais: (a) antioxidantes lipossolúveis associados à membranas, como α-

tocoferol e β-caroteno; (b) redutores hidrossolúveis, como o tripeptídeo glutationa 

(GSH) e o ascorbato; e (c) enzimas antioxidantes, tais como superóxido dismutases 

(SODs, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidases (PODs, EC 1.11.1.7), 

ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9) e 

glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2) (Elstner, 1982; Winston, 1990; Smirnoff, 1993; 

Sies, 1997; Rao & Davis, 1999; Davis & Swanson, 2001; Mittler, 2002; Misra & Gupta, 

2006; Sun et al., 2007). As glutationa S-transferases (GSTs, EC 2.5.1.18) atuam na 

proteção das plantas submetidas a estresses (Droog et al., 1995; Gronwald & Plaisance, 

1998), podendo também ser consideradas como enzimas antioxidantes (Flury et al., 

1998; Polidoros & Scandalios, 1999; Davis & Swanson, 2001). 

Esse sistema encontra-se presente tanto nos compartimentos intra quanto nos 

extracelulares. Como o estresse oxidativo compreende uma complexa série de 

fenômenos, um aumento simultâneo em diversos componentes do sistema de defesa 

antioxidante seria necessário a fim de se obter um aumento substancial na tolerância ao 

estresse (Foyer et al., 1994a; Radetski et al., 2000). 

 

4.1. Glutationa S-transferases  

 

As glutationa S-transferases (GSTs, EC 2.5.1.18) são enzimas citosólicas 

encontradas em todos os eucariontes, que catalisam a conjugação de compostos 

eletrofílicos sintéticos com o tripeptídeo glutationa (γ-glutamil-cisteinil-glicina, GSH). 

Os produtos S-glutationilados polares são então ativamente removidos do citosol por 

transportadores ligados ao ATP, sendo exportados das células, no caso dos animais, ou 

importados para os vacúolos das plantas, antes de serem metabolizados (Sanchez-

Fernandez et al., 2001). As GST podem então ser consideradas como sendo parte de 

uma rota coordenada de desintoxicação de compostos exógenos e nas plantas são 
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responsáveis pelo metabolismo de um amplo número de herbicidas comercialmente 

importantes (Edwards & Dixon, 2000).  

Enquanto a conjugação de herbicidas com a GSH está comumente associada 

com o milho e o sorgo (Edwards & Dixon, 2000), estudos sobre o metabolismo têm 

mostrado que reações similares de desintoxicação ocorrem em culturas de folhas largas, 

tais como a soja. Na soja, a GSH é substituída pela homoglutationa (γ-glutamil-cisteinil-

β-alanina, HGSH), com diversos herbicidas metabolizados para os respectivos 

derivados de S-homoglutationilação nessa espécie (Breaux et al., 1987). Assim como no 

caso dos cereais, a rápida conjugação de herbicidas à HGSH protege as plantas de soja 

da toxidez irreversível e permite que esses compostos sejam usados no controle seletivo 

de plantas daninhas nessa cultura (Owen, 2000). Os herbicidas aplicados na soja que 

sofrem a conjugação com a HGSH incluem o chlorimuron-ethyl, do grupo químico 

sulfoniluréias (Brown e Neighbors, 1987), diversos cloroacetanilidas (Breaux et al., 

1987; Lamoureux & Rusness, 1989), o sulfoxida derivado do s-triazinone metribuzin 

(Frear et al., 1985) e os difenil-éteres acifluorfen e fomesafen (Frear et al., 1983; 

Andrews et al., 1997). 

Em soja, tem sido determinado que a S-homoglutationilação de herbicidas das 

classes dos cloroacetanilidas, difenil-éteres e sulfoniluréias é catalisada pelas GSTs e 

que atividades relativamente menores dessas enzimas em plantas daninhas competidoras 

são importantes na determinação da seletividade (Andrews et al., 1997). Apesar de sua 

importância no metabolismo de herbicidas, relativamente pouco tem-se investigado 

sobre as GSTs atuantes no metabolismo de xenobióticos em plantas de soja (Andrews et 

al., 2005). Nesse sentido, torna-se relevante mencionar o estudo de Remaeh (2004), que 

observou ação da GST em plantas de soja na metabolização do herbicida lactofen. 

Além disso, há diversos relatos que mencionam ação protetora da GST em 

diferentes culturas tratadas com herbicidas. Tal fato foi observado por Cataneo et al. 

(2002) em plantas de milho e trigo tratadas com atrazine, acetochlor e oxyfluorfen, bem 

como por Cataneo et al. (2003) e Nemat Alla & Hassan (2006) em plantas de milho 

mantidas sob tratamento com glifosato e atrazine, respectivamente, e também por 

Knörzer et al. (1996) em células de soja expostas à presença de oxyfluorfen. A GST 

também pode sofrer um aumento de sua expressão gênica na presença de H2O2, fato 

observado por Desikan et al. (1998) em células de Arabidopsis, e por Levine et al. 

(1994) em plantas de soja. 
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É válido mencionar que, além de atuar como substrato das GSTs, a GSH 

também protege as células vegetais contra injúrias induzidas pelas ERMO, por 

intermédio direto da remoção das espécies químicas reativas ou por bloqueio das 

reações oxidativas em cadeia por elas iniciadas (De Gara et al., 2003).  

 

4.2. Superóxido dismutases 

 

 As superóxido dismutases (SOD, EC 1.15.1.1) são ubíqüas nos organismos 

aeróbicos, onde desempenham importante função na defesa contra a toxicidade causada 

pelas ERMO, sendo desta forma consideradas importantes no mecanismo de tolerância 

ao estresse. O papel biológico das SODs é a desintoxicação dos radicais O2
-* por 

convertê-los a H2O2 e O2 (Bartosz, 1997; Kim & Han, 2000; Scandalios, 2001).  

Há três classes de SODs, diferenciadas de acordo com o metal presente em seu 

sítio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn SODs), ferro (Fe-SODs) e manganês (Mn-SODs). As 

enzimas Fe-SODs estão presentes nos cloroplastos, enquanto que as Mn-SODs situam-

se na matriz mitocondrial. As Cu/Zn SODs são normalmente encontradas no citosol, 

sendo que algumas plantas contêm uma isoforma nos cloroplastos (Tsang et al., 1991). 

Pesquisas mencionam aumentos de atividade dessas enzimas em plantas, 

promovendo proteção e tolerância das mesmas aos herbicidas. Como exemplos, Iannelli 

et al. (1999) constataram que um aumento de atividade da SOD promoveu resistência de 

plantas de milho ao paraquat. Além disso, Cataneo et al. (2005) observaram que a SOD 

protegeu plantas de soja contra o estresse oxidativo promovido pelo oxyfluorfen, ao 

passo que Nemat Alla & Hassan (2006) observaram aumentos de atividade da SOD em 

plantas de milho tratadas com atrazine, fato também relatado por Remaeh (2004) em 

plantas de soja tratadas com lactofen. 

  

4.3. Catalase 

 

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é considerada juntamente com as SODs como as 

mais eficientes enzimas antioxidantes. Ambas as enzimas apresentam uma função 

combinada, de modo que a CAT converte o H2O2, originado em função da atividade da 

SOD, em H2O e O2 (Scandalios, 1993).  

Desta forma, nos peroxissomos, a produção de H2O2 e O2
-* deveriam ser 

adequadamente controladas pela CAT e APX, e pela SOD, respectivamente, sob 
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condições fisiológicas normais (Corpas et al., 2001). Porém, tem-se conhecimento de 

que a CAT é sensível à luz (Hertwig et al., 1992; Davis & Swanson, 2001), podendo 

neste caso ser inativada (Schäfer & Feierabend, 2000). Além disso, esta fotoinibição da 

CAT pode ocorrer em situações de estresse promovidas por baixas ou elevadas 

temperaturas (Feierabend et al., 1992). Não obstante, diferentes condições de estresse 

que suprimem a síntese protéica também podem promover inativação da CAT (Schäfer 

& Feierabend, 2000).  

Tais fatos justificam-se, pois nessas condições de estresse pode ocorrer aumento 

da geração peroxissomal de H2O2 e O2
-* (Del Río et al., 1992, 1996), que podem 

influenciar a atividade ou a expressão gênica da CAT. Nesse contexto, sabe-se que os 

radicais O2
-* podem inibir a atividade da CAT (Kono & Fridovich, 1982). Por outro 

lado, a expressão da CAT em milho pode ser inibida por baixas concentrações de H2O2 

ou induzida por elevadas concentrações dessa ERMO (Polidoros & Scandalios, 1999). 

Em folhas de arroz tratadas com ácido abscísico (ABA), Hung & Kao (2003) 

observaram aumentos concomitantes dos níveis de H2O2 e da atividade da CAT.  

Em contrapartida, há estudos que mostram inibição da atividade da CAT em 

plantas na presença de herbicidas, como o de Kraus & Fletcher (1994) em plântulas de 

trigo expostas ao paraquat, e de Nemat Alla & Hassan (2006) em plantas de milho 

tratadas com atrazine.  

 

4.4. Peroxidases 

 

 As peroxidases (PODs, EC 1.11.1.7) desempenham um importante papel na 

biossíntese da parede celular, mas também estão envolvidas nas respostas ao estresse. 

São encontradas em diversas isoformas, que usam diferentes redutores e estão 

localizadas em diversos compartimentos celulares (Campa, 1991). 

 Bolwell et al. (1995) mencionam que as PODs da parede celular estão 

envolvidas na geração de ERMO em decorrência do ataque de patógenos. Por exemplo, 

em feijão (Phaseolus vulgaris) a produção de ERMO em resposta a um eliciador de 

parede celular oriundo do patógeno Colletotrichum lindemuthianum foi dependente de 

uma peroxidase exocelular (Bolwell, 1999).  

 Além disso, pode haver uma atuação em conjunto entre o H2O2 e as PODs na 

proteção das células vegetais ao ataque de patógenos. Assim, o H2O2 facilita reações das 

PODs na catálise de ligações intra e intermoleculares entre componentes estruturais das 
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paredes celulares e a polimerização da lignina. Conseqüentemente, ocorre enrijecimento 

da parede celular, o que dificulta a penetração de microrganismos nos tecidos vegetais 

(Ros Barceló, 1997). Esse aumento nas barreiras mecânicas torna mais lenta a 

penetração do patógeno, o que permite às células vegetais organizar defesas que 

necessitam de mais tempo para serem ativadas (De Gara et al., 2003). 

As PODs também apresentam função antioxidante em células vegetais expostas 

a condições de estresse, conforme observado por Knörzer et al. (1996) em células de 

soja tratadas com o herbicida oxyfluorfen. Isto se deve ao fato dessas enzimas, assim 

como a CAT, decomporem o H2O2 que foi produzido pela SOD (Bor et al., 2003).  

 

5. Indicadores de estresse oxidativo  

 

 A presente abordagem sobre indicadores de estresse oxidativo torna-se relevante 

por permitir maior elucidação do nível de injúria presente nas plantas submetidas a 

diferentes xenobióticos. Existem diversos indicadores bioquímicos de estresse 

oxidativo, dentre os quais, teores de lipoperóxidos, pigmentos fotossintéticos e açúcares 

solúveis, além de aspectos fitométricos e fisiológicos, como medidas de altura e 

avaliações de fitotoxicidade. 

 

5.1. Lipoperóxidos 

 

As ERMO podem promover o início do processo de peroxidação dos lipídios das 

membranas (Kellogg & Fridovich, 1975; Hung & Kao, 2003). Como conseqüência, 

pode ocorrer desintegração das membranas, degradação das proteínas, inativação 

enzimática, degradação dos pigmentos e rompimento das cadeias de DNA (Anderson & 

Padhye, 2004). Assim, elevações nos teores de lipoperóxidos, como indicativo de 

estresse oxidativo, têm sido relatadas em plantas submetidas a diversas condições de 

estresse, tais como estresse hídrico, altas temperaturas, radiação ultravioleta, presença 

de metais pesados e aplicação de herbicidas. 

Desta forma, elevações dos teores de lipoperóxidos foram evidenciados sob 

condições de estresse hídrico em Triticum aestivum L. (Baisak et al., 1994), altas 

temperaturas em nódulos de leguminosas (Becana et al., 2000) e radiação ultravioleta 

em Chlorella vulgaris (Malanga & Puntarulo, 1995). Também, elevados níveis de 

metais pesados disponíveis às plantas causam aumento na peroxidação lipídica, como 
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observado na presença de cádmio em Oryza sativa L. (Shah et al., 2001), zinco em 

Brassica juncea (Prasad et al., 1999), ferro em Hydrilla verticillata (Sinha et al., 1997), 

cobre em Silene cucubalus (De Vos et al., 1989) e em Lycopersicon esculentum Mill. 

(Ouariti et al., 1997), níquel em Triticum aestivum L. (Pandolfini et al., 1992), alumínio 

em Glycine max L. Merril (Cakmak & Horst, 1991) e cádmio em Phaseolus vulgaris L. 

(Somashekariah et al., 1992).  

A peroxidação de lipídios como conseqüência da ação de alguns herbicidas tem 

sido comumente detectada, como por exemplo pela ação do lactofen em soja (Remaeh, 

2004), oxyfluorfen em trigo e cevada (Choi et al., 1999) e atrazine em milho (Nemat 

Alla & Hassan, 2006). 

 A reação de formação de lipoperóxidos (Figura 2) inicia-se com o seqüestro do 

hidrogênio do ácido graxo polinsaturado (LH) da membrana celular. Tal seqüestro pode 

ser realizado pelo OH* ou pelo radical alcoxila (LO*), com conseqüente formação do 

radical lipídico (L*). Na primeira equação de propagação, o L* reage rapidamente com 

o O2, resultando em radical peroxila (LOO*) que, por sua vez, seqüestra novo 

hidrogênio do ácido graxo polinsaturado, formando novamente o L* na segunda 

equação de propagação. O término da lipoperoxidação ocorre quando os radicais L* e 

LOO*, produzidos nas etapas anteriores, propagam-se até destruírem a si próprios 

(Ferreira & Matsubara, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema conceitual da seqüência de reações ocorrentes durante a 

peroxidação lipídica. 
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5.2. Pigmentos fotossintéticos  

 

 Os carotenóides encontram-se entre os mais abundantes de todos os pigmentos 

naturais, sendo importantes na fotossíntese por realizarem três importantes funções: a) 

absorvem a luz em comprimentos de onda compreendidos entre 400 e 550 nm e 

transferem-na às clorofilas, desempenhando papel acessório na captação luminosa; b) 

protegem o aparato fotossintético por extinguirem radicais livres prejudiciais que são 

naturalmente formados durante a fotossíntese, apresentando assim função antioxidante; 

c) são importantes para a estruturação do fotossistema I e para a estabilidade das 

proteínas que constituem os complexos coletores de luz, bem como para a estabilização 

das membranas dos tilacóides, tendo desta forma uma função estrutural (Mayfield & 

Taylor, 1984; Siefermann-Harms, 1987; Humbeck et al., 1989; Markgraf & Oelmüller, 

1991; Trebst & Depka, 1997; Depka et al., 1998; Havaux, 1998; Wrischer et al., 1998; 

Sujak et al., 1999; Niyogi et al., 2001; Kim et al., 2004). 

Portanto, a via de síntese dos carotenóides é considerada como um bom alvo 

para o desenvolvimento de formulação de herbicidas e muitos diferentes compostos, tais 

como clomazone, fluridone, norflurazon, diflufenican e flurtamone (Böger, 1996; Kana 

et al., 2004; Kim et al., 2004). Assim, quando o nível de carotenóides é reduzido por 

estes herbicidas (Böger, 1996; Jung et al., 1999; Kim et al., 2004), suas funções de 

proteção exercidas não podem ser mantidas. Conseqüentemente, ocorre degradação 

oxidativa das clorofilas e rápida destruição das membranas fotossintéticas pelo excesso 

de ERMO geradas. Isso resulta em descoloração, necrose, dessecação e morte dos 

tecidos (Böger, 1996; Foyer et al., 1994b; Bartosz, 1997; Hess, 2000; Kim et al., 2004). 

Esse processo, que caracteriza o estresse oxidativo, explica a morte dos tecidos verdes 

diferenciados causada pelos inibidores da biossíntese de carotenóides (Kim et al., 2004). 

Desta forma, os pigmentos fotossintéticos têm sido freqüentemente usados como 

biomarcadores em relação à exposição das plantas a herbicidas (Blaise, 1993; Geoffroy 

et al., 2001). Isto é válido com a utilização de herbicidas que promovem a inibição das 

enzimas protoporfirinogênio oxidase, participante da rota de síntese das clorofilas, e da 

fitoeno dessaturase, componente da via sintética dos carotenóides, o que diretamente 

afeta a biossíntese desses pigmentos (Sandmann, 1993) ou induzem estresse oxidativo 

como conseqüência de seu mecanismo de ação (Couderchet & Vernet, 2003). 

Assim, diversos estudos relatam a ação de herbicidas na degradação de 

pigmentos fotossintéticos em plantas. Em clorofilas, tal fato foi observado nos trabalhos 
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de Beligni & Lamattina (1999c) em plantas de batata tratadas com diquat e paraquat, 

Choi et al. (1999) em plantas de trigo e cevada tratadas com oxyfluorfen, Remaeh 

(2004) em plantas de soja tratadas com lactofen, Geoffroy et al. (2004) em algas 

tratadas com flumioxazin e por Bigot et al. (2007) em uva também na presença de 

flumioxazin. Além disso, a degradação tanto de clorofilas quanto de carotenóides foi 

observada por Couderchet & Vernet (2003) na alga verde Scenedesmus obliquus tratada 

com flazasulfuron e por Kana et al. (2004) em plantas de cevada tratadas com 

clomazone. 

 

5.3. Açúcares solúveis 

 

 Os açúcares solúveis, que são comumente definidos como mono e dissacarídeos, 

desempenham um papel central na estrutura e função de todas as células vivas. Sua 

origem parece ser estreitamente ligada à evolução pré-biótica e ao início da evolução 

biótica (Hirabayashi, 1996). Assim, a glicose e a frutose são fontes ubíquas de carbono 

e energia para as células eucarióticas (Salerno & Curiatti, 2003). 

 Numa condição de elevada atividade fotossintética, que consiste em importante 

situação de produção de ERMO, ocorre um acúmulo de açúcares solúveis, o que regula 

negativamente a expressão gênica relacionada à fotossíntese (Koch, 1996; Pego et al., 

2000; Rolland et al., 2002), inclusive a expressão de genes do ciclo de Calvin. Isso pode 

causar, pelo menos temporariamente, uma baixa reciclagem de NADP+ e uma excessiva 

transferência de elétrons, o que pode levar à produção de ERMO, mesmo sob condições 

normais de iluminação (Couée et al., 2006). 

 Há relatos descritos na literatura que mencionam o fato de aplicações exógenas 

de açúcares solúveis protegerem plantas contra o estresse promovido pelo herbicida 

atrazine. Assim, tratamentos exógenos com sacarose e, em menor grau, com glicose, 

promoveram em plântulas de Arabidopsis uma tolerância muito maior ao atrazine 

(Sulmon et al., 2004, 2005). Tal proteção pelos açúcares solúveis é dependente de sua 

concentração. É válido mencionar que tratamentos com manitol não conferem qualquer 

proteção em relação ao atrazine, assim mostrando que o efeito protetor não pode ser 

atribuído a efeitos osmóticos. As plantas tratadas com açúcares são capazes de manter a 

atividade do fotossistema II e o crescimento fototrópico na presença de atrazine, ao 

passo que na ausência do açúcar ocorre total destruição por branqueamento de 

cotilédones emergentes e de folhas (Couée et al., 2006). 
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 Em células de cianobactérias, Ryu et al. (2004) mostraram que, no escuro, a 

glicose induziu a expressão de genes de síntese de carotenóides, tendo o mesmo efeito 

da alta luminosidade sobre os genes de síntese de carotenóides. 

 No tabaco transgênico, Shen et al. (1997) verificaram que o acúmulo de manitol 

nos cloroplastos promove aumento da resistência dessas plantas ao estresse oxidativo, 

possivelmente pelo fato de ter capacidade de remover os radicais OH*, evitando que 

estes reajam com componentes celulares vitais. 

 Também existem relatos de que os açúcares solúveis podem interagir com os 

hormônios vegetais. Assim, podem participar de sinalizações promovidas pelas 

giberelinas (Moalem-Beno et al., 1997), auxinas e citocininas (Rolland et al., 2002), 

salicilatos (Thibaud et al., 2004) e jasmonato (Berger et al., 1995). Além disso, a 

indução promovida pela glicose de genes de resposta a estresses abióticos tem sido 

interpretada como uma ligação com as respostas ao estresse dos hormônios ABA e 

etileno (Price et al., 2004). 

 

5.4. Aspectos fitométricos e fisiológicos 

 

Os herbicidas do grupo dos difenil-éteres, como o lactofen, podem causar na 

cultura da soja sintomas de injúria correspondentes a enrugamento e manchas nas 

folhas, as quais apresentam coloração vermelho-alaranjada. O coalescimento das 

manchas e a desidratação levam à necrose dos tecidos. O sintoma final é de queima da 

folhagem, ocorrendo paralisação temporária do crescimento da cultura. Condições de 

elevada temperatura e umidade relativa do ar, com luminosidade intensa durante o 

período de aplicação, potencializam os danos. A cultura, geralmente, retoma o 

crescimento dentro de três a quatro semanas (Roman, 2000). 

Esses sintomas podem ser observados em poucas horas após a aplicação do 

herbicida. Condições de elevada umidade no solo, temperatura e umidade relativa do ar 

fazem com que a cutícula foliar torne-se fina, possibilitando maior absorção do 

herbicida pelas plantas, causando maiores efeitos fitotóxicos tanto na cultura quanto nas 

plantas daninhas. A fitotoxicidade pode também ser aumentada por aditivos, como 

surfactantes, espalhantes e pela aplicação em horários com luminosidade solar intensa 

(Roman, 2000). 

Além dos sintomas previamente citados, Damião Filho et al. (1992) mencionam 

que o lactofen também pode causar nas plantas de soja o enrugamento dos folíolos que 



 22

se encontram em desenvolvimento na época da aplicação, além de redução na altura das 

plantas.  

 

6. Efeito protetor do óxido nítrico contra o estresse oxidativo 

 

Desde sua descoberta como radical livre endógeno, o óxido nítrico (NO) tem 

sido considerado tanto citotóxico quanto citoprotetor (Stamler, 1994; Beligni e 

Lammatina, 1999a). Tal citoproteção é baseada na capacidade do NO em regular o nível 

e a toxicidade das ERMO (Halliwell & Gutteridge, 1984). Assim, o NO pode exercer 

um efeito protetor contra o estresse oxidativo promovido por uma elevação dos níveis 

de O2
-*, H2O2 e peróxidos alquilas (Wink et al., 1995). Além disso, diversos estudos 

também demonstram que o NO pode ter ação antioxidante por interromper as reações 

em cadeia que promovem a peroxidação lipídica (Hogg et al., 1993; Rubbo et al., 1994). 

Sob condições oxidativas induzidas tanto por estresses bióticos quanto abióticos, 

os efeitos citoprotetores do NO nas plantas foram observados em culturas celulares, 

tecidos e órgãos e em diferentes moléculas, tais como DNA, RNA, proteínas, clorofilas 

e lipídios (Beligni & Lamattina, 1999b, c, 2002). Como exemplos, tem-se a citoproteção 

contra danos fotooxidativos em folhas de batata (Beligni & Lamattina, 2002) e contra o 

aumento de ERMO promovido pelo ácido giberélico na camada de aleurona de cevada 

durante a germinação (Beligni et al., 2002). Apesar da existência de pesquisas que 

mostram que o NO pode promover a ativação de enzimas antioxidantes (Rotzinger et 

al., 1995; Dobashi et al., 1997), bem como sua expressão gênica (Nunoshiba et al., 

1993; White et al., 1995), há relatos de que o efeito protetor do NO ocorre não por 

ativação de enzimas antioxidantes e expressão de genes que codificam agentes 

oxidantes (Beligni et al., 2002; Beligni & Lamattina, 2002). 

Embora o NO exerça efeito citoprotetor durante o estresse oxidativo, sua reação 

com o radical O2
-* pode levar à formação de peroxinitrito (ONOO-), que pode promover 

efeitos tóxicos tais como oxidação de DNA, lipídios, tióis protéicos e grupos férricos, 

resultando em diminuição da atividade de enzimas, além de danos celulares (Beligni & 

Lamattina, 1999a; Van Breusegem et al., 2001; Lamattina et al., 2003).  

Uma abordagem mais ampla de alguns aspectos relativos ao NO será 

apresentada no Capítulo 1, como artigo de revisão. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I 
 

 

 

 

 



 23

ÓXIDO NÍTRICO EM PLANTAS: UMA BREVE ABORDAGEM DESSA 

MOLÉCULA MULTIFUNCIONAL 

 

RESUMO - Recentemente, diversos estudos vêm sendo realizados com a finalidade de 

aumentar o conhecimento sobre a ocorrência e a atividade do óxido nítrico (NO) nas 

plantas. Nesse sentido, a presente revisão objetivou abordar alguns aspectos referentes 

ao NO nos vegetais, como propriedades químicas, vias de síntese, efeitos bioquímicos e 

fisiológicos, interação com os hormônios vegetais, ação na sinalização a patogêneses, na 

expressão gênica, em processos reguladores, seu controle endógeno e o uso de 

substâncias doadoras dessa molécula. Assim, sua síntese pode se dar por ação da óxido 

nítrico sintase (NOS), tão bem como por reações que utilizam NO2
-, pela desnitrificação 

e assimilação de NO2
- e pela nitrificação do NH4

+. Além disso, é de conhecimento o 

efeito protetor do NO em plantas submetidas a estresses bióticos e abióticos, tais como 

seca, aquecimento, estresse salino, metais pesados, herbicidas e ataque de patógenos. O 

NO também participa de processos como germinação e superação de dormência de 

sementes, senescência celular, crescimento, organogênese radicular e apoptose / morte 

celular programada. Na sua interação com os hormônios vegetais, o NO participa da 

emissão de etileno, do fechamento estomático induzido pelo ácido abscísico e da ação 

da citocinina, além de exercer o mesmo efeito da giberelina sobre a germinação de 

sementes. Seu controle endógeno ocorre por ação das hemoglobinas, por eliminação não 

enzimática pelo O2
-* ou por grupos tiol, ou por ação das enzimas xantina oxidase, 

glutationa peroxidase e S-nitrosoglutationa redutase. Dentre as substâncias exógenas 

doadoras de NO comumente utilizadas, encontram-se o nitroprussiato de sódio (SNP), a 

S-nitrosoglutationa (GSNO) e o S-nitroso-N-acetil-D-penicilamina (SNAP), entre 

outros. Mediante todos esses aspectos, um amplo leque se abre para que estudos mais 

avançados, especialmente vinculados à área de expressão gênica, sejam realizados 

visando maior elucidação dos mecanismos pelos quais a síntese do NO é modulada nos 

diferentes órgãos e compartimentos vegetais, bem como maior detalhamento dos alvos 

moleculares das sinalizações promovidas pelo NO. 

 

Palavras-chave: Espécies reativas do metabolismo do oxigênio, nitrato redutase, óxido 

nítrico, óxido nítrico sintase.  
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ABSTRACT - Recently, several researches have been done in order to improve the 

knowledge about the occurrence and activity of nitric oxide (NO) in plants. Thus, this 

review aimed to discuss some aspects related to NO in plants such as chemical 

properties, synthesis pathways, biochemical and physiological effects, interaction with 

plant hormones, action in pathogenesis signaling, gene expression, regulator processes, 

endogenous control and use of NO donor substances. So, NO synthesis can occur by 

action of nitric oxide synthase (NOS), as well as reactions using NO2
-, by denitrification 

and NO2
- assimilation, and by nitrification of NH4

+. Besides, the protective effect of NO 

in plants submitted to biotic and abiotic stresses, as well as drought, warming, salt 

stress, heavy metals, herbicides, and pathogen attack is known. NO also participates in 

processes such as seed germination and dormancy breaking, cellular senescence, 

growth, root organogenesis and apoptosis / programmed cellular death. In its interaction 

with plant hormones, NO participates in ethylene emission, stomatal closure induced by 

abscisic acid and cytokinin action, and plays the same role as gibberelin on seed 

germination. Its endogenous control occurs by action of hemoglobin, through non-

enzymatic elimination by O2
-* or thiol groups, and by xanthine oxidase, glutathione 

peroxidase and S-nitrosoglutathione reductase enzymatic action. There are exogenous 

substances which are commonly used as NO donor, such as sodium nitroprusside 

(SNP), S-nitrosoglutathione (GSNO) and S-nitroso-N-acetyl-D-penicillamine (SNAP), 

etc. Due to all these aspects, there is a wide-scenario in order to develop more advanced 

studies, mainly those related to gene expression, which will clarify the mechanisms of 

NO synthesis modulation in several plant organs and organelles, as well as a better 

understanding of molecular targets of signaling performed by NO. 

 

Key-words: Reactive oxygen species, nitrate reductase, nitric oxide, nitric oxide 

synthase. 

 

1. Introdução 

 

Por mais de 50 anos, a única molécula de sinalização conhecida pela ciência era 

o hormônio vegetal etileno. Em 1998, o Prêmio Nobel de Medicina anunciou o 

estabelecimento de outra molécula, até mesmo menor, desempenhando essa função em 

células de mamíferos � o óxido nítrico (NO). Esse radical livre relativamente estável foi 

inicialmente denominado como �fator de relaxamento derivado do endotélio�, e 
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posteriormente envolvido nas vias de transdução de sinal que controlam a 

neurotransmissão, a proliferação celular, a morte celular programada e nas respostas à 

infecções (Wink & Mitchell, 1998; Wojtaszek, 2000). 

Extensivas pesquisas sobre o papel do NO nos animais têm demonstrado seu 

papel chave na sinalização, participando de uma ampla variedade de processos 

fisiológicos (Schmidt & Walter, 1994; Kopyra & Gwózdz, 2003). Assim, devido ao fato 

de o NO ser um potente agente de processos biológicos, uma renovada atenção tem sido 

dada aos mecanismos de síntese do NO nas plantas (Bethke et al., 2004a). Porém, é 

válido mencionar que a emissão de NO a partir das plantas foi observada primeiramente 

por Klepper em 1975 em plantas de soja tratadas com herbicidas, antes mesmo do que 

em animais (Klepper, 1979). 

Mesmo assim, a história dos estudos sobre o NO em animais é 

consideravelmente muito mais avançada do que nas plantas (Arasimowicz & Floryszak-

Wieczorek, 2007). Os reinos animal e vegetal, por serem sistematicamente distantes, 

têm de exibir uma certa diferenciação funcional. Assim, os sistemas vegetais são mais 

abertos ao ambiente e ao NO do que os vertebrados (Yamasaki, 2005). 

Conseqüentemente, a rede de sinalização do NO nas plantas é mais sensível à emissão 

exógena do NO, promovida por bactérias do solo (nitrificação / desnitrificação), 

fertilização do solo ou poluentes atmosféricos, ao passo que os sistemas animais são 

fechados e localizados em tecidos específicos (Arasimowicz & Floryzak-Wieczorek, 

2007). 

Nesse sentido, a presente revisão objetivou abordar alguns aspectos referentes ao 

NO nas plantas, tais como propriedades químicas, vias de síntese, efeitos bioquímicos e 

fisiológicos, interação com os hormônios vegetais, ação na sinalização a patogêneses, na 

expressão gênica, em processos reguladores, seu controle endógeno e o uso de 

substâncias doadoras dessa molécula. 

 

2. Propriedades químicas 

 

 O NO é uma das menores moléculas diatômicas com elevada difusibilidade   

(4,8 x 10-5.cm2.s-1 em H2O), exibindo propriedades hidrofóbicas, assim pode não 

somente migrar facilmente nas regiões hidrofílicas da célula, tal como o citoplasma, 

mas também difundir-se livremente pela fase lipídica das membranas (Arasimowicz & 

Floryszak-Wieczorek, 2007).  
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Estima-se que a meia-vida do NO em tecidos biológicos seja menor que seis 

segundos (Thomas et al., 2001; Bethke et al., 2004a), o que reflete a natureza altamente 

reativa do NO. Esta molécula reage diretamente com complexos metálicos e outros 

radicais e indiretamente como uma espécie reativa de óxido nitrogenado com DNA, 

proteínas e lipídios (Wink & Mitchell, 1998; Bethke et al., 2004a). 

O NO reage prontamente com o radical superóxido (O2
-*), formando 

peroxinitrito (ONOO-), que em pH fisiológico é instável. Porém, devido à sua meia-vida 

relativamente longa, de aproximadamente um segundo, o ONOO- pode difundir-se a 

consideráveis distâncias na célula, reagindo com grupos tiol das proteínas e com 

radicais polinsaturados dos ácidos graxos dos lipídios de membrana, causando sérios 

danos às estruturas celulares. Além disso, os ânions ONOO- podem protonar-se, 

formando o ácido peroxo-dioxonítrico, uma fonte de dióxido de nitrogênio (NO2*-) e 

um radical hidroxila (HO*) (Wendehenne et al., 2001; Arasimowicz & Floryszak-

Wieczorek, 2007).  

Sob condições fisiológicas, a forma de radical livre do NO pode ser 

transformada em outras formas redox. Assim, a oxidação de um elétron do NO leva à 

formação do cátion nitrosônio (NO+), enquanto que o produto da redução de um elétron 

do NO forma o radical nitroxila (NO-) (Garcia-Mata & Lamattina, 2003; Arasimowicz 

& Floryszak-Wieczorek, 2007).  

 

3. Síntese 

 

Nas plantas, o NO pode ser sintetizado de diferentes maneiras (Figura 1): (i) a 

partir da ação da óxido nítrico sintase (NOS); (ii) a partir de reações que utilizam nitrito 

(NO2
-) por reduções não-enzimáticas, em pH ácido ou na presença de luz por ação dos 

carotenóides, ou por ação enzimática da nitrato redutase (NR) ou da nitrito redutase 

(NiR); (iii) como subproduto da desnitrificação e da assimilação de nitrato (NO3
-); (iv) 

como conseqüência da nitrificação do íon amônio (NH4
+), que é a maior fonte de óxido 

nitroso (N2O) emitido para a atmosfera onde posteriormente é oxidado a NO e NO2 

(Wojtaszek, 2000). 
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3.1. Ação da óxido nítrico sintase (NOS, EC 1.14.13.39) 

 

O NO é um radical livre gasoso lábil produzido a partir da L-arginina por ação 

da enzima NO sintase (NOS) em várias células de mamíferos (Schmidt & Walter, 1994; 

Kopyra & Gwózdz, 2003) e também nas células vegetais (Delledonne et al., 1998; 

Durner et al., 1998; Van Camp et al., 1998; Yamasaki et al., 1999).  

A NOS cataliza a oxidação da L-arginina, na presença de oxigênio e NADPH, a 

NO e citrulina, numa reação complexa que necessita de FAD, FMN, 

tetrahidrobiopterina (BH4), cálcio e calmodulina (Knowles & Moncada, 1994; 

Wojtaszek, 2000; Alderton et al., 2001; Del Río et al., 2004). 

Há diversas fontes potenciais de NO nas plantas, provavelmente dependendo do 

órgão vegetal e da situação fisiológica do organismo (Tischner et al., 2004). Desta 

forma, o NO é sintetizado principalmente em tecidos em crescimento, tais como eixos 

embrionários e cotilédones, de modo que seus níveis diminuem em órgãos maduros e 

em senescência (Cueto et al., 1996; Leshem et al., 1998; Caro & Puntarulo, 1999; 

Beligni & Lamattina, 2001). 

A existência da NOS em plantas foi inferida a partir de ensaios de 

imunoreatividade de extratos protéicos (Sen & Cheema, 1995), bem como em tecidos 

(Cueto et al., 1996; Ninnemann & Maier, 1996). Subseqüentemente, foram 

demonstradas a indução da NOS durante interações planta-patógeno (Delledonne et al., 

1998; Durner et al., 1998), sendo que a localização da enzima é dependente da fase de 

crescimento (Ribeiro et al., 1999). Porém, a similaridade entre a NOS de origem vegetal 

e a presente nos mamíferos ainda não foi comprovada. Embora tanto a proteína quanto 

os genes codificadores da enzima ainda não tenham sido identificados nas plantas, um 

mutante de Arabidopsis, identificado como AtNOS1, foi identificado por ter prejudicado 

a produção de NO, o crescimento e os movimentos estomáticos induzidos pelo ABA 

(Guo et al., 2003; Simontacchi et al., 2004). Assim, desde que a expressão do AtNOS1 

nas plantas mutantes com um promotor viral resultou numa superprodução de NO, foi 

sugerido que o AtNOS1 codifica uma NOS distinta, que regula o crescimento e a 

sinalização hormonal em plantas (Guo et al., 2003; Wendehenne et al., 2003; 

Simontacchi et al., 2004). 
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3.2. Ação da nitrato redutase (NR, EC 1.6.6.1) 

 

Nas plantas, o NO também pode ser produzido a partir do NO2
- por ação da 

enzima nitrato redutase (NR), na presença de um redutor, como o ascorbato (Yamasaki 

et al., 1999). Como essa reação direta requer a forma ácida não dissociada do NO2
- 

(HNO2, pK = 3,2), a produção química de NO é virtualmente insignificante acima de 

pH igual a 4. Assim, normalmente o NO não pode ser produzido não-enzimaticamente a 

partir de NO2
- em pH fisiológico, mas essa síntese pode ocorrer sob condições ácidas 

em tecidos e compartimentos (Weitzberg & Lundberg, 1998). Como exemplo, Beligni 

et al. (2002) observaram que o NO pode ser sintetizado pela redução do NO2
- pelo 

ascorbato em pH ácido em células de aleurona em cevada. É válido mencionar que nas 

plantas a nitrato redutase catalisa a redução do NO2
- até mesmo acima do pH fisiológico 

(Yamasaki et al., 1999). 

A NR é uma flavoproteína formada por duas subunidades idênticas, com três 

grupos � FAD, heme e um complexo constituído entre o molibdênio (Mo) e uma 

molécula orgânica, a pterina (Campbell, 1999). Dean & Harper (1988) relataram que em 

soja uma outra forma da NR, chamada NR constituinte (cNR, EC 1.6.6.2) converte NO2
- 

a NO provavelmente no centro Mo-pterina. As raízes também podem apresentar outra 

forma especial de NR ligada à membrana plasmática e associada ao NO2
- (Tischner et 

al., 2004). 

Em homogeneizados de folhas de Arabidopsis thaliana com carência de dois 

genes estruturais (nia1 e nia2) para a enzima NR, há a produção de 15NO quando 15NO2
- 

é fornecido, de maneira similar ao observado nas plantas não-transformadas (Modolo et 

al., 2005). Além disso, a produção endógena de NO detectada em homogeneizados 

foliares das plantas não-transformadas contrastaram-se com os níveis detectáveis nos 

homogeneizados das plantas deficientes em NR. Esses resultados indicam que embora a 

NR não tenha sido essencial para a síntese de NO a partir de NO2
-, a enzima foi uma 

fonte importante de NO2
- para a subseqüente produção de NO nos homogeneizados 

foliares de A. thaliana (Modolo et al., 2006).  

Estudos prévios mencionam que a produção de NO é exclusiva de leguminosas 

da tribo Phaseolus, que possuem NR (Dean & Harper, 1988). Porém, sugere-se que 

outras espécies vegetais além das leguminosas potencialmente produzam NO em reação 

catalisada pela NR (Yamasaki et al., 1999). Nas células vegetais, o NO2
-, o NO3

-, a NR 

e o NADH encontram-se presentes no mesmo compartimento, isto é, no citosol. Sob 
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condições ótimas, o NO2
- é translocado aos cloroplastos e reduzido a NH4

+ pela nitrito 

redutase. Porém, o NO2
- poderia estar presente no citosol em uma significativa 

concentração quando o transporte de elétrons fotossintéticos não está operacional 

(Shingles et al., 1996). De fato, elevadas emissões de NO foram observadas em plantas 

tratadas com herbicida (Klepper, 1979) ou quando uma solução nutritiva rica em NO3
- 

foi aplicada na ausência de luz em plantas de diversas espécies como girassol, cana de 

açúcar, milho, espinafre e tabaco (Wildt et al., 1997). Essas observações sugerem que as 

plantas são capazes de produzir NO como um subproduto do metabolismo do nitrogênio 

(Yamasaki et al., 1999). 

A NR gera NO sob condições aeróbicas (Yamasaki & Sakihama, 2000), 

enquanto que a xantina oxidase também tem sido considerada como uma fonte de NO, 

pelo menos em condições isoladas ou sob condições anaeróbicas (Millar et al., 1997). 

Porém, ainda faltam evidências da atividade desta última na produção de NO nos 

tecidos vegetais (Hancock et al., 2002). 

 

3.3. Ação da desnitrificação e nitrificação 

 

O NO e o óxido nitroso (N2O) são formados no solo durante os processos 

biológicos de desnitrificação e nitrificação (Firestone & Davidson, 1989). As bactérias 

desnitrificantes produzem ambos os gases durante a redução de NO3
- e NO2

- a 

nitrogênio molecular (N2), enquanto que as nitrificantes produzem-nos durante a 

oxidação do NH4
+ a NO3

-. Além disso, o NO e o N2O podem ser formados durante a 

quimiodesnitrificação do NO2
- (Haynes & Sherlock, 1986). Uma vez formados no solo, 

pequenas quantidades desses gases podem escapar para a atmosfera (Williams et al., 

1998). 

 

4. Efeitos bioquímicos e fisiológicos 

 

O NO parece exercer função protetora durante estresses abióticos, devido ao 

aumento da tolerância de algumas espécies à seca por indução do fechamento 

estomático (Garcia-Mata & Lamattina, 2001; Neill et al., 2002), ao estresse salino e por 

aquecimento em arroz (Uchida et al., 2002), estresse salino em Lupinus lutenus (Zhao et 

al., 2004), estresse por cádmio em arroz (Hsu & Kao, 2004) e Lupinus lutenus (Kopyra 

& Gwózdz, 2003).  
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Além disso, o NO neutraliza a toxidez das espécies reativas do metabolismo do 

oxigênio (ERMO) geradas pelos herbicidas diquat e paraquat em batata e arroz (Beligni 

& Lamattina, 1999c, Hung et al., 2002). Publicações recentes demonstram que o NO 

também neutraliza o estresse oxidativo induzido pelo ácido abscísico (ABA) (Hung & 

Kao, 2003), metil jasmonato (Hung & Kao, 2004), excesso de cádmio (Hung & Kao, 

2004) e estresse salino (Zhao et al., 2007). Orozco-Cárdenas & Ryan (2002) 

demonstraram que o NO bloqueia a produção de H2O2 induzida pelo ácido jasmônico 

em folhas de tomate.  

O NO também neutraliza outros fenômenos como morte celular, extravasamento 

iônico e a fragmentação do DNA, que ocorrem nas plantas devido à geração de ERMO 

durante a interação planta-patógeno. Deve-se mencionar que o efeito do NO sobre os 

diferentes tipos de células pode ser tanto citoprotetores quanto citotóxicos, dependendo 

de sua concentração e condição experimental (Beligni & Lamattina, 1999b).  

Por ser um radical livre altamente reativo, o NO pode eliminar outros 

intermediários reativos e finalizar reações propagadas em cadeia. A rápida reação entre 

o radical superóxido (O2
-*) e o NO para formar um dos mais poderosos oxidantes, o 

peroxinitrito (ONOO-), tem sido sugerido como um mecanismo deletério (Leshem, 

2000). Isto torna-se evidente pelo fato do ONOO- oxidar DNA, lipídios, tióis protéicos e 

grupos férricos, resultando em deterioração da atividade de enzimas e danos celulares 

(Beligni & Lamattina, 1999a; Van Breusegem et al., 2001).  

Porém, em sistemas onde a toxidez é decorrente predominantemente dos 

peróxidos, esses compostos são muito mais tóxicos que o NO e o ONOO-, fazendo do 

NO um agente protetor contra eles (Wink et al., 1993). Assim, a interação do NO com 

radicais lipídicos alcoxila ou peroxila interrompe a reação em cadeia que ocorre durante 

a peroxidação de lipídios (Beligni & Lamattina, 1999a; Van Breusegem et al., 2001). 

Por outro lado, a inibição de algumas enzimas pelo NO pode ser benéfica. Por 

exemplo, a inibição da aconitase promovida pelo NO pode reduzir o fluxo de elétrons 

pela cadeia de transporte de elétrons da mitocôndria, assim diminuindo o estresse 

oxidativo mitocondrial (Van Breusegem et al., 2001). 

O NO pode atuar na indução da apoptose em espécies vegetais (Magalhães et al., 

1999) e durante a morte celular programada induzida por patógenos em Arabidopsis 

(Neill et al., 2003). Assim, propõe-se que a indução da morte celular programada é 

determinada pela interação entre NO e as ERMO O2
-* e H2O2 (Delledonne et al., 2001). 

Na mitocôndria vegetal o NO inibe a atividade da citocromo oxidase e a concomitante 
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síntese de ATP, de modo que a atividade mitocondrial alterada estimula a morte celular 

programada nas células vegetais (Yamasaki et al., 2001). É suposto que a morte celular 

programada induzida pelo NO ocorre por inibição da respiração e liberação de 

citocromo c mitocondrial (Zottini et al., 2002; Neill et al., 2003; Del Río et al., 2004). 

Também tem sido constatado que o NO pode reagir rapidamente com proteínas 

contendo grupos tiol ou metais de transição, incluindo um amplo espectro funcional de 

proteínas, tais como receptores, fatores de transcrição e mensageiros celulares (Stamler 

et al., 2001), como é o caso da ativação da guanilato ciclase promovida pelo NO por 

ligação ao ferro heme, o que permite sua atuação na transdução do sinal (Murad, 1986). 

O NO pode reagir com a glutationa para formar S-nitrosoglutationa (GSNO), que pode 

funcionar como um reservatório móvel de NO (Feechan et al., 2005) ou um agente de S-

nitrosilação, que é representada pela ligação de um grupo NO à cadeia lateral tiol de um 

resíduo de cisteína (Hess et al., 2005).  

Muito pouco se conhece sobre a S-nitrosilação em plantas, embora numerosas 

proteínas tenham sido obtidas a partir do proteoma de Arabidopsis, que tem uma forma 

degenerada de S-nitrosilação (Huber & Hardin, 2004). Recentemente, foram 

identificadas 63 proteínas a partir de extratos de culturas celulares de Arabidopsis 

tratados com GSNO e 52 proteínas a partir de folhas de Arabidopsis tratadas com NO 

como alvos reconhecidos para a S-nitrosilação em plantas (Lindermayr et al., 2005).  

De acordo com Perazzolli et al. (2006), a caracterização dos mecanismos que 

regulam a S-nitrosilação / desnitrosilação auxiliarão indiscutivelmente para melhorar o 

conhecimento das conseqüências funcionais e a relevância da S-nitrosilação em plantas, 

e seria possível a identificação de possíveis mecanismos para controlar os níveis de NO 

e as espécies a ele relacionadas.  

Embora as funções fisiológicas do NO nas plantas sejam bem menos 

documentadas, tem sido relatado seu envolvimento na inibição da expansão foliar, no 

acúmulo de fitoalexinas e na ativação de respostas de defesa contra o ataque de 

patógenos (Pfeiffer et al., 1995; Sen & Cheema, 1995; Leshem & Haramaty, 1996; 

Noritake et al., 1996; Beligni et al., 1997; Laxalt et al., 1997; Delledonne et al., 1998; 

Durner et al., 1998; Beligni & Lamattina, 1999c; Klessig et al., 2000). Dentre outros 

processos fisiológicos, o NO também está envolvido na germinação (Beligni & 

Lamattina, 2000; Neill et al., 2003) e superação de dormência (Bethke et al., 2006) de 

sementes, senescência celular (Neill et al., 2003), crescimento (Leshem & Haramaty, 
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1996), organogênese radicular (Pagnussat et al., 2002), e apoptose / morte celular 

programada (Pedroso et al., 2000a, Beligni et al., 2002). 

A ação do NO em diferentes vias do processo de reprodução sexuada também 

tem sido detectada. A primeira evidência para o envolvimento do NO na reprodução 

vegetal sexuada foi demonstrada por análise de plantas de Arabidopsis deficientes em 

AtNOS1, que florescem anteriormente às plantas não transformadas, porém apresentam 

redução na inflorescência e baixa fertilidade (Guo et al., 2003). Comparando-se com 

essa linhagem mutante de Arabidopsis, plantas que produzem NO em excesso (nox1) 

floresceram posteriormente às plantas não transformadas (He et al., 2004). Essa 

superprodução é resultante do acúmulo de L-arginina, substrato da ATNOS1 (Grün et 

al., 2006). O NO está também envolvido na regulação do crescimento dos tubos 

polínicos (Prado et al., 2004). 

 

5. Interação entre NO e hormônios vegetais 

 

Há muitos processos nos quais os hormônios vegetais e os fitocromos interagem 

ou atuam separadamente para dar as mesmas respostas, de modo que diversas dessas 

respostas podem ser iniciadas por ação do NO. Essa sobreposição de papéis aumenta a 

questão se a luz e os hormônios compartilham de componentes comuns nas vias de 

transdução de sinal para resultar na mesma resposta ou se o NO desempenha um papel 

nessa cascata de sinalização (Lamattina et al., 2003).  

O NO pode participar da emissão de etileno (Leshen, 2000; Neill et al., 2003), 

do fechamento estomático induzido pelo ácido abscísico (ABA) (Garcia-Mata & 

Lamattina, 2002; Neill et al., 2002, 2003), e da ação da citocinina (CK) (Scherer & 

Holk, 2000). Além disso, o NO apresenta o mesmo efeito da giberelina (GA) sobre a 

germinação de sementes (Beligni & Lamattina, 2000; Lamattina et al., 2003). 

O NO pode influenciar a biossíntese de etileno e, conseqüentemente, na 

maturação e na senescência do tecido vegetal (Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek, 

2007). A aplicação de NO exógeno às plantas modula a geração de etileno (Zhu & 

Zhou, 2007), sugerindo-se que ambos os gases atuem antagonisticamente. Um recente 

trabalho mostrou que o NO atua diretamente na inibição da síntese de etileno pela S-

nitrosilação da metionina adenosiltransferase (MAT1) em plantas de Arabidopsis, em 

virtude da redução do precursor do etileno, o S-adenosilmetionina (SAM) (Lindermayr 

et al., 2006). 
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Por ser uma molécula com importantes funções nas plantas, o NO compartilha 

muitos componentes de sinalização com o ABA, principalmente aqueles das cascatas de 

sinalização acoplados à proteína G, que inclui cGMP, Ca2+, cADP-ribose e a própria 

proteína G (Wu et al., 1997; Durner et al., 1998; Durner & Klessig, 1999; Wang et al., 

2001). Assim, supõe-se um intercâmbio entre o NO e o ABA (Xing et al., 2004). Como 

evidências desta afirmativa, verificou-se em Vicia faba que o NO atua como um 

componente das vias de sinalização do fechamento estomático induzido pelo ABA 

(Garcia-Mata & Lamattina, 2001, 2002).  

 As CKs podem estimular respostas fotomorfogênicas, principalmente aquelas 

relacionadas com processos de destiolação e síntese de pigmentos (Thomas et al., 1997). 

Em plântulas cultivadas na ausência de luz, a aplicação exógena de CKs inibe a 

elongação do hipocótilo de maneira similar ao tratamento sob iluminação (Chory et al., 

1994; Su e Howell, 1995). Da mesma forma, o NO significativamente reduz a 

elongação do hipocótilo em plântulas de Arabidopsis e de alface cultivadas na ausência 

de luz (Beligni & Lamattina, 2000). 

 Foi demonstrado que doadores de NO são capazes de promover a germinação, 

na ausência de luz, de alface cv. Grand Rapids, cujas sementes são consideradas 

fotoblásticas, na mesma proporção que o tratamento com GA ou um pulso de cinco 

minutos de luz branca (Beligni & Lamattina, 2000). Entretanto, ainda não está 

esclarecido se o GA e o NO promovem a germinação pelas mesmas vias ou por vias 

diferentes (Lamattina et al., 2003). 

 

6. Sinalização em patogêneses 

 

Diversos relatos na literatura indicam que as ERMO e o NO atuam como 

moléculas chave de sinalização nas plantas (Foyer et al., 1997; Durner & Klessig, 1999; 

Dat et al., 2000). A primeira descrição deste fato ocorreu na patogênese, onde a resposta 

de defesa inicial é freqüentemente manifestada como resposta hipersensível, cujos 

primeiros eventos são o rápido acúmulo de ERMO � chamado de �burst� oxidativo � e 

de NO (Baker & Orlandi, 1995; Lamb & Dixon, 1997; Delledonne et al., 1998; Durner 

et al., 1998; Van Camp et al., 1998). Essas espécies ativadas estão envolvidas na 

regulação da expressão gênica durante a resposta hipersensível e desempenham um 

papel chave na coordenação das respostas das plantas ao ataque de patógenos (Durner & 

Klessig, 1999; Delledonne et al., 2002; Hérouart et al., 2002; Huang et al., 2002a).  
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O NO também pode participar do início da resistência sistêmica adquirida 

(Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek, 2007). Em tabaco, tal processo pode ocorrer 

devido ao acúmulo de ácido salicílico induzido pelo NO exógeno. A ativação da 

proteína PR-1, obtida via NO, ocorre com a participação do ácido salicílico, porém, um 

efeito similar não foi observado em plantas transgênicas (NahG) incapazes de acumulá-

lo (Durner et al., 1998). 

Song & Goodman (2001) relatam que a doença causada pelo vírus do mosaico 

do tabaco foi consideravelmente mais reduzida em folhas pré-tratadas com NO, em 

comparação àquelas das plantas transgênicas e que a aplicação de inibidores específicos 

para a NOS animal ou de eliminadores de NO reduziram a resistência sistêmica 

adquirida. Assim, é sugerido um importante papel do NO na indução de uma rede de 

sinalização à distância levando ao aumento da resistência sistêmica adquirida em tabaco 

(Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek, 2007). 

 

7. Expressão gênica 

 

Assim como as ERMO, o NO também modula a expressão de genes quando 

adicionado às células vegetais (Hancock et al., 2002). Por exemplo, o NO aumenta a 

expressão de genes relacionados a respostas de defesa ao ataque de patógenos, tais 

como da proteína relacionada à patogênese (PR-1), e das enzimas fenilalanina amônia-

liase (PAL) e glutationa S-transferase (GST) em soja e tabaco (Delledonne et al., 1998; 

Durner et al., 1998).  

Em Arabidopsis thaliana, o NO pode ativar a expressão dos genes da chalcona 

sintase (CHS), glutationa peroxidase (GPX), GST, oxidase alternativa (AOX1a), e inibir 

a expressão gênica da ascorbato peroxidase tilacoidal (tAPX) (Mackerness et al., 2001; 

Huang et al., 2002b; Murgia et al., 2004). Além disso, diversas pesquisas mencionam a 

participação do NO na indução da expressão de genes como CHS, AtNOS1, além 

daqueles referentes às peroxidases, ferritina e enzimas-chave da biossíntese de ácido 

jasmônico (Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998; Murgia et al., 2002; Huang et 

al., 2002b, 2004; Guo et al., 2003; Neill et al., 2003; Del Río et al., 2004). 
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8. Função reguladora 

 

Embora possua multiplicidade de potenciais alvos, apenas poucas proteínas têm 

sido descritas como sendo reguladas devido a interações com o NO (Wojtaszek, 2000). 

Como exemplo, tem-se a guanilato ciclase e a resultante ativação da via de sinalização 

dependente do cGMP, relação demonstrada no tabaco infectado com o vírus do mosaico 

do tabaco, e também a cADP-ribose (Durner et al., 1998). Além disso, como o NO 

facilmente forma complexos ferro-nitrosil com o ferro heme, Ferrer & Ros Barcelo 

(1999) mencionam que o NO exerce efeito no funcionamento de peroxidases vegetais 

que participam da lignificação da parede celular. 

O NO também pode participar da regulação de respostas de defesa das plantas à 

infecção por patógenos (Noritake et al., 1996; Delledonne et al., 1998; Durner et al., 

1998; Wojtaszek, 2000), aparentemente por um intercâmbio regulatório entre o NO, as 

ERMO e o ácido salicílico. Assim, reações diretas ou indiretas do NO e das ERMO 

poderiam estar envolvidas por meio de ativação / repressão das respectivas vias de 

sinalização levando a mudanças na expressão gênica e nos níveis de atividade das 

proteínas (Bolwell, 1999; Durner & Klessig, 1999; Wojtaszek, 2000). 

 Em células de tabaco, o NO contribui para um aumento no nível de cálcio (Ca2+) 

citosólico como uma conseqüência da aplicação de estresse hiperosmótico e do 

tratamento com um eliciador fúngico, a criptogeína (Gould et al., 2003; Lamotte et al., 

2004). De maneira similar, durante o fechamento estomático induzido pelo ABA nas 

células-guarda, a participação do NO correlacionou-se com um aumento da 

concentração de Ca2+ citosólico (Neill et al., 2002; Garcia-Mata & Lamattina, 2003). 

Uma importante evidência de que o NO regula a homeostase citosólica do Ca2+ nas 

células vegetais foi recentemente constatada por Lamotte et al. (2006). Em células de 

Nicotiana plumbaginifolia, os autores verificaram que o NO foi capaz de ativar canais 

permeáveis ao Ca2+, tanto intracelulares quanto da membrana plasmática, via cascatas 

de sinalização envolvendo despolarização da membrana plasmática, cADPR e proteínas 

quinases. Eles caracterizaram primeiramente o alvo do NO, que aparentemente foi uma 

proteína quinase de 42 kDa pertencente às famílias SnRK2, ativadas em resposta ao 

NO. 

 O tratamento com NO pode causar aumentos temporários nos níveis de cGMP 

em Picea (Pfeiffer et al., 1994). Em sementes de Paulownia tomentosa, o NO participa 



 37

do controle da germinação, como conseqüência de seu efeito estimulador da produção 

de cGMP (Giba, 1998).  

 

9. Controle endógeno 

 

Níveis elevados de NO podem exercer efeitos benéficos, como por exemplo 

participar de respostas de defesa, mas também podem ser nocivos à célula vegetal. Isto 

se deve ao fato de o NO ter elevada reatividade com o oxigênio, as ERMO e metais 

(Beligni & Lamattina, 1999a; Stöhr & Stremlau, 2006). Entre os efeitos deletérios, estão 

a peroxidação de lipídios, a oxidação da tirosina, assim como a S-nitrosilação (Millar & 

Day, 1997; Yamasaki et al., 2001; Stöhr & Stremlau, 2006).  

A interação do NO com proteínas que contêm ferro pode levar à inibição de 

enzimas, tais como a citocromo c oxidase da respiração mitocondrial (Millar & Day, 

1997; Yamasaki et al., 2001; Stöhr & Stremlau, 2006). 

Perazzolli et al. (2006) mencionam que as hemoglobinas regulam os níveis 

endógenos de NO. Sob condições aeróbicas, as hemoglobinas vegetais reagem com o 

NO formando NO3, assim modificando o nível de NO nas plantas (Perazzolli et al., 

2004).  

 Além da desintoxicação de NO pelas hemoglobinas e a eliminação não 

enzimática do NO pelo O2
-* ou por grupos tiol, as plantas podem possuir mecanismos 

adicionais para a metabolização e controle dos níveis de NO sob diferentes condições 

(Perazzolli et al., 2006). Nesse sentido, algumas enzimas tais como a xantina oxidase, 

glutationa peroxidase e GSNO redutase (GSNOR) podem romper espécies relacionadas 

ao NO (Sies et al., 1997; Trujillo et al., 1998; Díaz et al., 2003). 

 

10. Substâncias doadoras de NO 

 

Doadores de óxidos nitrogenados são compostos que produzem NO quando 

aplicados a sistemas biológicos e são capazes ou de imitar uma resposta relacionada ao 

NO endógeno ou substituir o NO endógeno quando deficiente. As vias que levam à 

formação de NO diferem-se amplamente entre os vários grupos de compostos, alguns 

dos quais requerem catálise enzimática, enquanto outros o produzem não-

enzimaticamente (Floryszak-Wieczorek et al., 2006).  
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Os complexos NO - metais de transição representam uma importante classe de 

doadores de NO. O mais comumente usado é o nitroprussiato de sódio (SNP). Ele atua 

como um poderoso ligante, em que o nitrogênio liga-se ao metal em maior proporção do 

que o oxigênio. O mecanismo de liberação do NO a partir do SNP não é claro, embora 

seja conhecido e usado na terapia clínica por mais de 70 anos. A solução de SNP é 

extremamente fotossensível e sua degradação pode ser promovida pelo oxigênio e por 

elevada temperatura (Wang et al., 2002; Floryszak-Wieczorek et al., 2006).  

A liberação de NO do doador requer iluminação ou uma redução eletrônica 

simples, que sob condições fisiológicas pode depender de muitos agentes redutores 

presentes nos sistemas biológicos, tais como ascorbato, tióis, hemeproteínas, assim 

como NADH e NADPH (Wang et al., 2002; Floryszak-Wieczorek et al., 2006). 

De acordo com Modolo et al. (2002) é necessário o conhecimento do mecanismo 

e da cinética de liberação de NO do doador, o que depende de fatores externos e da 

toxidez de produtos acumulados.  

Assim como os hormônios vegetais, o efeito do NO é dependente de sua 

concentração. Desse modo, concentrações muito elevadas do doador podem promover 

inibição de um determinado processo, ao contrário de estímulo, de modo que os 

resultados obtidos não refletirão a ação do NO endógeno na célula. As concentrações de 

doador comumente aplicadas variam de 10 a 500 µmol.L-1, embora existam relatos de 

concentrações muito maiores, no máximo iguais a 10 mmol.L-1 (Modolo et al., 2002; 

Floryszak-Wieczorek et al., 2006). 

A aplicação de NO exógeno às plantas ou culturas celulares permite a obtenção 

de informações valiosas de como essa molécula afeta alguns processos fisiológicos e 

bioquímicos (Del Río et al., 2004).  

Em folhas de arroz foi demonstrado que doadores de NO reduziram a toxidez do 

paraquat por meio da diminuição da peroxidação de lipídios (Hung et al., 2002). Mais 

recentemente, Cheng et al. (2002) relataram que a promoção da senescência foliar 

causada pelo polietileno glicol e pela desidratação, que induzem peroxidação de 

lipídios, pode ser neutralizada por doadores de NO.  

Além disso, a aplicação de NO às plantas tem proporcionado evidências de seu 

papel mediador na inibição das atividades da catalase, ascorbato peroxidase e da 

aconitase (Clark et al., 2000; Navarre et al., 2000), lignificação da parede celular (Ferrer 

& Ros Barcelo, 1999), regulação de canais iônicos das células-guarda (Garcia-Mata et 

al., 2003), funcionalidade do cloroplasto e da mitocôndria (Yamasaki et al., 2001; 
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Takahashi & Yamasaki, 2002; Zottini et al., 2002); morte celular (Pedroso et al., 2000b; 

Saviani et al., 2002; Pinto et al., 2002), senescência (Leshem, 1996; Hung & Kao, 

2003), acúmulo de ferritina (Murgia et al., 2002) e sinalização de ferimentos (Orozco-

Cárdenas & Ryan, 2002). 

 Em relação às sementes, pesquisas relatam a capacidade do SNP em reduzir a 

dormência em diversas espécies, tais como Arabidopsis (Batak et al., 2002; Bethke et 

al., 2004b), cevada (Bethke et al., 2004b), alface (Beligni & Lamattina, 2000) e 

Paulownia tomentosa (Giba et al., 1998). Assim, propõe-se que o NO atue na superação 

de dormência ou na germinação das sementes dessas espécies (Bethke et al., 2006). 

Além do SNP, os S-nitrosotióis (RSNOs) pertencem a um importante grupo de 

doadores de NO. Os doadores mais freqüentemente aplicados desse grupo são a 

nitrosoglutationa (GSNO) e o S-nitroso-N-acetil-D-penicilamina (SNAP) (Floryszak-

Wieczorek et al., 2006). 

 

11. Perspectivas  

 

 Embora pesquisas relacionadas aos efeitos do NO sob diferentes aspectos nos 

vegetais sejam relativamente recentes, constata-se que esta molécula, mesmo 

apresentando estrutura molecular bastante simples, encontra-se envolvida em diversos 

mecanismos bioquímicos e fisiológicos em plantas submetidas a múltiplas condições de 

estresses bióticos e abióticos.  

Assim, um amplo espectro se abre para que estudos mais avançados, 

especialmente vinculados à área de expressão gênica, sejam realizados, visando maior 

elucidação dos mecanismos pelos quais a síntese do NO é modulada nos diferentes 

órgãos e compartimentos vegetais, bem como maior detalhamento dos alvos 

moleculares das sinalizações promovidas pelo NO.  
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A INJÚRIA FOLIAR CAUSADA PELO LACTOFEN EM SOJA É REDUZIDA 

PELO ÓXIDO NÍTRICO 

 

RESUMO - O lactofen é um herbicida do grupo dos difenil-éteres recomendado para 

o controle de plantas daninhas de folhas largas na cultura da soja e possui como 

mecanismo de ação a inibição da enzima protoporfirinogênio-IX oxidase (Protox), 

que catalisa a etapa de oxidação do protoporfirinogênio-IX a protoporfirina-IX 

(proto-IX) na via de biossíntese das clorofilas e citocromos. Essa inibição é 

acompanhada por um acúmulo de proto-IX, que leva à formação de espécies reativas 

do metabolismo do oxigênio (ERMO), gerando estresse oxidativo. Como 

conseqüência, podem ocorrer manchas, enrugamento e queima das folhas, o que leva 

à paralisação temporária do crescimento da cultura. Em contrapartida, o óxido nítrico 

(NO) é uma molécula capaz de eliminar intermediários reativos e assim finalizar 

reações propagadas em cadeia, podendo atuar como um antioxidante, por eliminar 

diretamente as ERMO. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar se 

o pré-tratamento de plantas de soja com solução de nitroprussiato de sódio (SNP), 

substância doadora de NO, promove proteção contra o estresse oxidativo gerado pelo 

lactofen. Assim, plantas de soja no estádio fenológico V3, após pré-tratamento com 

as diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1) por dois dias consecutivos, 

foram pulverizadas com lactofen na dose recomendada para esta cultura, equivalente 

a 0,7 L.ha-1. Aos dois, quatro e sete dias após a aplicação de lactofen (DAAL) foram 

realizadas avaliações visuais de injúria, e aos 7 e 14 DAAL as plantas foram 

avaliadas quanto à altura, comprimento de raiz e contagem do número de folíolos. 

Em seguida, foram separadas em lâminas foliares, caules mais pecíolos e raízes, dos 

quais se quantificou a matéria seca. O material seco foi utilizado para a quantificação 

dos teores de açúcares solúveis totais e redutores, indicadores bioquímicos de 

estresse oxidativo. O pré-tratamento com SNP foi benéfico para as plantas de soja, 

pelo fato de o NO ter reduzido os sintomas de injúria causados pelo lactofen nos 

folíolos jovens, além de manter baixos teores de açúcares solúveis totais e redutores. 

Porém, o NO proporcionou crescimento mais lento das plantas. Diante destes 

resultados, sugerem-se posteriores estudos que busquem uma maior elucidação dos 

mecanismos pelos quais o NO pode atuar na sinalização do estresse promovido pelo 

lactofen na cultura da soja. 
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Palavras-chave: Açúcares solúveis, crescimento vegetal, estresse oxidativo, Glycine 

max L. Merril, lactofen, óxido nítrico. 

 

ABSTRACT - Lactofen is a diphenylether herbicide recommended for control of 

broadleaf weeds in soybean fields and its mechanism of action is the inhibition of 

protoporphyrinogen-IX oxidase (Protox), which catalyses oxidation of 

protoporphyrinogen-IX to protoporphyrin-IX (proto-IX) in the chlorophyll and 

cytochrome biosynthesis pathway. This inhibition is followed by an accumulation of 

proto-IX, which leads to production of reactive oxygen species (ROS) and generates 

oxidative stress. Consequently, spots, wrinkles and leaf burn can occur, which results in 

transitory cessation of crop growth. However, nitric oxide (NO) is a molecule able to 

scavenge reactive intermediaries and to end chain reactions, thus acting as an 

antioxidant in the direct ROS scavenging. So, this research aimed to evaluate if the pre-

treatment of soybean plants with sodium nitroprusside (SNP) solution, a NO donor 

substance, promotes protection against oxidative stress generated by lactofen. Thus, 

soybean plants at V3 phenologic stage were pre-treated with different SNP levels (0, 50, 

100 and 200 µmol.L-1) for two consecutive days and on third day they were sprayed 

with lactofen at recommended rate for this crop, equivalent to 0.7 L.ha-1. At two, four 

and seven days after application of lactofen (DAAL), visual injury evaluations were 

performed and at 7 and 14 DAAL the plants were evaluated for height, root length and 

leaflets number count. Afterwards, the plants were separated into leaf blades, stems plus 

petioles and roots, from which dry matter was determined. Dry matter was used for 

quantification of total and reducing soluble sugar levels, which are oxidative stress 

biochemical indicators. Pre-treatment with SNP was beneficial to soybean plants, 

because NO decreased the injury symptoms caused by lactofen on young leaflets, and 

kept low the total and reducing soluble sugar levels. However, NO caused slower 

growth of the plants. From these results, further researches are suggested in order to 

elucidate the NO action mechanisms on signaling the stress caused by lactofen at 

soybean crop. 

 

Key-words: Glycine max L. Merril, lactofen, nitric oxide, oxidative stress, plant 

growth, soluble sugars. 
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INTRODUÇÃO 

 

Intermediários químicos reativos derivados de várias substâncias têm sido 

considerados como agentes causadores de muitos mecanismos toxicológicos (Halliwell 

& Gutteridge, 1984). Dentre tais compostos, as espécies reativas do metabolismo do 

oxigênio (ERMO), representadas pelos radicais superóxido (O2
-*), radicais hidroxila 

(OH*), peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (1O2), são as mais 

importantes dos sistemas biológicos, devido sua abundância e interconvertibilidade 

(Scandalios, 1993; Beligni & Lamattina, 1999b).  

Níveis excessivos de ERMO resultam em danos ao aparato fotossintético através 

da fotoinibição, levando a severos danos celulares e à clorose nas folhas (Van 

Breusegem et al., 2001). Assim, o controle dos níveis endógenos de ERMO tem aberto 

ampla possibilidade de serem usadas como moléculas sinalizadoras no crescimento, 

desenvolvimento, respostas a estresses e interações bióticas (Ryter & Tyrrel, 1998; 

Mittler et al., 2004). A formação de ERMO pode ser induzida por diversos 

xenobióticos, tais como irradiação, poluição atmosférica, ozônio ou patógenos 

(Scandalios, 1993; Beligni & Lamattina, 1999b). 

 Alguns herbicidas apresentam como mecanismo de ação a geração de ERMO, 

tendo como conseqüência o estresse oxidativo nas plantas, como é o caso do lactofen, 

herbicida do grupo dos difenil éteres que é recomendado para a cultura de soja no 

controle de plantas daninhas (Rodrigues & Almeida, 1998). Os herbicidas deste grupo 

são conhecidos por inibirem a enzima protoporfirinogênio-IX oxidase (Protox, EC 

1.3.3.4), que catalisa a etapa de oxidação do protoporfirinogênio-IX a protoporfirina-IX 

(proto-IX) na via de biossíntese das clorofilas (Matringe et al., 1989). Essa inibição é 

acompanhada por um acúmulo anormal de proto-IX e finalmente leva à formação de 

hidrocarbonetos de cadeia curta, como o etano, e como resultado dessas reações, as 

plantas perdem a coloração e morrem. A formação de hidrocarbonetos ocorre devido à 

ação das ERMO, que são originadas a partir do oxigênio molecular pelo acúmulo de 

proto-IX na presença de luz, levando à destruição fotooxidativa das membranas vegetais 

(Watanabe et al., 2001). 

Entretanto, o lactofen pode causar na cultura da soja redução de altura das 

plantas, bem como sintomas de injúria correspondentes a enrugamento dos folíolos em 

desenvolvimento e manchas nas folhas, as quais apresentam coloração vermelho-

alaranjada. O coalescimento das manchas e a desidratação levam à necrose dos tecidos. 
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O sintoma final é de queima da folhagem, ocorrendo paralisação temporária do 

crescimento da cultura, que geralmente retoma o crescimento dentro de três a quatro 

semanas (Damião Filho et al., 1992; Roman, 2000).  

Por outro lado, tem sido detectado que o óxido nítrico (NO), produzido 

enzimaticamente em células vegetais, protege as plantas das ERMO geradas por alguns 

herbicidas. Assim, foi verificado que o NO neutralizou a toxidez das ERMO quando 

plantas de batata (Beligni & Lamattina, 1999c) e arroz (Hung et al., 2002) foram 

tratadas com os herbicidas diquat e paraquat. 

É considerado que o NO, por ser um radical livre altamente reativo, pode 

eliminar outros intermediários reativos e finalizar reações propagadas em cadeia 

(Beligni & Lamattina, 1999a; Leshem, 2000; Van Breusegem et al., 2001). Há também 

evidências de que o NO esteja envolvido no crescimento e desenvolvimento vegetal 

(Durner & Klessig, 1999; Wojtaszek, 2000; Beligni & Lamattina, 2001; Lamattina et 

al., 2003). É relatado que tal controle exercido pelo NO nas plantas possa ocorrer por 

todo o ciclo, iniciando-se com a germinação (Beligni & Lamattina, 2000) e concluindo-

se com o florescimento, amadurecimento de seus frutos e senescência de seus órgãos 

(Leshem et al., 1998; Floryszak-Wieczorek et al., 2006). Além disso, Del Río et al. 

(2004) mencionam que o NO pode atuar em processos como organogênese radicular, 

movimentos estomáticos, senescência, morte celular programada, lignificação da parede 

celular e no metabolismo nodular.  

Beligni & Lamattina (2001) mencionam diversos efeitos fisiológicos 

promovidos pelo NO de acordo com o órgão vegetal, em diferentes espécies. Assim, em 

ervilha o NO promoveu atraso da senescência e expansão foliar. Em caules de batata, o 

NO promoveu inibição da elongação internodal sob baixa luminosidade e também 

indução da destiolação em trigo e cevada. Os autores também mencionam que o NO 

atuou na elongação de raízes de milho e induziu a formação de raízes laterais e 

adventícias em pepino e lavanda. 

Existem diversos indicadores bioquímicos para a detecção de estresse oxidativo 

nas plantas, dentre os quais, a quantificação de açúcares solúveis. Estas moléculas 

podem exercer sinais e respostas de defesa que são úteis para as plantas, não somente 

por controlar a atividade fotossintética, mas também por controlar o nível das ERMO. 

Conseqüentemente, os açúcares solúveis podem regular a defesa contra vários estresses 

produtores de ERMO, como os xenobióticos (Couée et al., 2006). Além disso, a glicose, 
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um açúcar solúvel redutor, é o principal precursor carbônico inicial para a síntese de 

carotenóides (Pallet & Young, 1993) e de ascorbato (Foyer, 1993; Smirnoff et al., 2001) 

e para os esqueletos carbônicos dos aminoácidos, incluindo cisteína, glutamato e 

glicina, que são componentes da glutationa (Noctor & Foyer, 1998). Todos esses 

compostos estão envolvidos nas defesas contra o estresse oxidativo, por meio dos ciclos 

ascorbato-glutationa, na homeostase das reações de óxido-redução ou na desintoxicação 

de peróxidos (Couée et al., 2006). Além disso, aminoácidos específicos como histidina, 

metionina e triptofano podem ser oxidados pelo O2
-* (Knox & Dodge, 1985; Van 

Breusegem et al., 2001). 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo verificar o efeito protetor do 

NO em plantas de soja tratadas com o herbicida lactofen, por meio de avaliações 

fitométricas e bioquímicas. As avaliações fitométricas executadas foram: medidas de 

altura, comprimento de raiz, número de folíolos, matéria seca de lâminas foliares, caules 

mais pecíolos, raízes e total das plantas. Em relação aos indicadores bioquímicos de 

estresse oxidativo, quantificaram-se os teores de açúcares solúveis totais e redutores na 

matéria seca dos diferentes órgãos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local 

 O experimento foi conduzido entre janeiro e março de 2006 em casa de 

vegetação pertencente ao Departamento de Ciências Biológicas, situado na Faculdade 

de Ciências da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Câmpus de Bauru-SP, até a 

realização das coletas e das medidas de altura, comprimento de raiz e contagem do 

número de folíolos das plantas de soja. Posteriormente, as medidas de matéria seca bem 

como as avaliações bioquímicas foram realizadas no Laboratório de Xenobióticos, 

pertencente ao Departamento de Química e Bioquímica, no Instituto de Biociências da 

UNESP, Câmpus de Botucatu-SP. 

 

Material vegetal 

No presente experimento foram utilizadas sementes de soja (Glycine max L. 

Merril) cv. Pintado. Quinze sementes foram colocadas para germinar em vasos de 8 L 
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de capacidade preenchidos com substrato da marca Rendimax Floreiras®, de seguinte 

composição: a) em porcentagem na matéria seca: 1,08 de N; 0,40 de P2O5; 0,21 de K2O; 

14,00 de umidade; 58,00 de matéria orgânica; 32,23 de C; 0,59 de Ca; 1,04 de Mg; 0,25 

de S; b) em mg.kg-1 de matéria seca: 240 de Na; 54 de Cu; 8150 de Fe; 88 de Mn e 112 

de Zn. A relação C/N correspondeu a 29/1, enquanto que o pH (CaCl2) foi de 4,94. Os 

vasos foram mantidos em casa de vegetação a temperatura entre 31 - 35°C e com 

umidade relativa igual a 52,8%. Antes do início dos tratamentos, realizou-se um 

desbaste, de modo que cada vaso passou a conter dez plantas de soja.  

 

Delineamento experimental 

 Os vasos foram distribuídos inteiramente ao acaso, em esquema fatorial quatro x 

dois, isto é, quatro doses de nitroprussiato de sódio (SNP) x duas épocas de coleta, com 

quatro repetições, num total de 32 vasos. As doses de SNP, utilizado como doador de 

NO, foram equivalentes a 0, 50, 100 e 200 µmol.L-1. As épocas de coleta 

corresponderam aos 7 e 14 dias após a aplicação de lactofen (DAAL). 

 

Aplicações das doses de SNP e lactofen 

 Os tratamentos das plantas de soja foram realizados quando estas encontravam-

se no estádio fenológico V3. As plantas foram pulverizadas com as doses de SNP acima 

mencionadas por dois dias consecutivos, a um intervalo de 24 h. Aquelas não tratadas 

com SNP (0 µmol.L-1) receberam aplicação de água destilada. No terceiro dia, após 24 h 

da última aplicação de SNP, todas as plantas receberam a aplicação de lactofen na dose 

recomendada para a cultura de soja, equivalente a 0,7 L.ha-1. Para tais procedimentos, 

utilizou-se um pulverizador manual com capacidade de 250 mL, cuja vazão 

correspondeu a 6,3 mL.s-1. 

 

Coletas 

 Aos 7 e 14 dias após a aplicação de lactofen (DAAL), as plantas de soja de cada 

vaso dos respectivos tratamentos foram coletadas, lavadas para a remoção do substrato, 

e avaliadas quanto à altura, comprimento de raiz e contagem do número de folíolos. Em 

seguida, foram separadas em lâminas foliares, caules mais pecíolos e raízes, com 
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posterior acondicionamento em sacos de papel e mantidos em estufa com circulação 

forçada de ar a uma temperatura de 60°C durante sete dias. Após a quantificação da 

matéria seca, o material foi finamente moído e armazenado para as posteriores 

avaliações dos indicadores bioquímicos de estresse oxidativo.  

 

Altura de plantas, comprimento de raiz e número de folíolos 

 A altura das plantas de soja foi definida como a distância, expressa em 

centímetros, do colo até o ápice caulinar. O comprimento de raiz foi definido como a 

distância, expressa em centímetros, do colo até a extremidade inferior das raízes. Os 

resultados destes parâmetros correspondeu aos valores médios de dez plantas. Por sua 

vez, o número de folíolos foi definido como a somatória de todas as unidades. 

 

Matéria seca 

 A matéria seca, expressa em gramas, de lâminas foliares foi definida como a 

somatória de todas as unidades, secas em conjunto, das dez plantas de cada vaso. O 

mesmo procedimento foi adotado para a quantificação da matéria seca de caules mais 

pecíolos e de raízes. A matéria seca total correspondeu à soma das matérias secas dos 

diferentes órgãos, para cada vaso.  

 

Extração e quantificação de açúcares solúveis totais e redutores 

 Para a extração dos açúcares solúveis, foi utilizado 100 mg de matéria seca de 

cada amostra. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de 

água fervente, os quais foram mantidos em banho-maria a 35°C por 30 minutos. Após 

filtração em algodão esterilizado, o volume do extrato foi completado para 25 mL com 

água destilada e utilizado para a quantificação dos teores de açúcares solúveis totais e 

redutores (Crepaldi et al., 2001). A quantificação de açúcares solúveis totais foi feita 

pelo método do fenol-sulfúrico (Dubois et al., 1956), ao passo que a quantificação dos 

açúcares solúveis redutores foi realizada pelo método do Somogy-Nelson (1945), com 

leituras de absorbância realizadas em espectrofotômetro UV-visível a 490 e 500 nm, 

respectivamente. Em ambos os casos, utilizou-se glicose para a construção da curva de 

referência, e os resultados foram expressos em percentagem de açúcares solúveis totais 

ou redutores na matéria seca. 
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Avaliações visuais de injúria 

 Aos dois, quatro e sete DAAL, fotografaram-se vasos de modo que as repetições 

escolhidas foram as que visualmente melhor representaram o comportamento observado 

nos respectivos tratamentos. Por terem sido observadas diferenças visuais em relação às 

folhas trifolioladas jovens, estas também foram fotografadas, com base nos mesmos 

critérios utilizados anteriormente.  

 

Análise estatística dos resultados 

 Todos os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância, pelo teste 

F, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa computacional SAS. Em seguida, 

modelos de regressão polinomial foram construídos, quando verificada interação 

significativa entre doses de SNP (µmol.L-1) + lactofen (0,7 L.ha-1) x DAAL. Nas épocas 

de coleta onde tal interação não foi observada, somente os pontos foram plotados nos 

gráficos. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Estudos mostram a participação do NO em diversos processos durante o 

crescimento e o desenvolvimento vegetal, tais como fotomorfogênese, expansão foliar, 

crescimento radicular, senescência, entre outros (Noritake et al., 1996; Beligni & 

Lamattina, 2000; Huang et al., 2002a). Além disso, pesquisas demonstram a ação 

protetora do NO em plantas submetidas a tratamento com herbicidas, em virtude da sua 

capacidade de neutralizar a toxidez das ERMO geradas nessas condições. Tal fato foi 

observado em plantas de batata e arroz tratadas com os herbicidas diquat e paraquat 

(Beligni & Lamattina, 1999c, Hung et al., 2002). 

No presente estudo, observou-se interação significativa entre doses de SNP + 

lactofen x DAAL em relação à altura, comprimento de raiz e número de folíolos das 

plantas de soja (Tabela 1).  
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Tabela 1. Análise de variância referente à altura, comprimento de raiz e número de 

folíolos de plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP, seguido de 

lactofen (X), em duas épocas de coleta (Y).  

 

variáveis interação F Pr > F CV%
altura X*Y 30,11 <0,0001* 7,85

comprimento de raiz X*Y 3,88 0,0058* 7,46
número de folhas X*Y 7,91 <0,0001* 16,31  

*Significativo a 5% de probabilidade.  

 

No presente estudo, não foi observado efeito do pré-tratamento com SNP sobre a 

altura das plantas de soja tratadas com lactofen (Figura 1). Foi detectado que as plantas 

de todos os tratamentos apresentaram aumento dessa variável aos 14 DAAL. 

Similarmente, Barros et al. (2000) verificaram que a aplicação de lactofen na dose de 

150 g.ha-1, praticamente equivalente à utilizada no presente trabalho, não causou 

redução da altura de plantas de soja cv. Conquista. Entretanto, Damião Filho et al. 

(1992) relatam que o lactofen pode promover redução na altura em plantas de soja. 
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Figura 1. Altura (cm) de plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 

50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de lactofen (0,7 L.ha-1), aos 7 e 14 DAAL. Médias de 

quatro repetições. DAAL: dias após aplicação de lactofen.  
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 Considerando o intervalo de avaliação entre 7 e 14 DAAL, observou-se maior 

crescimento radicular das plantas que não receberam pré-tratamento com SNP (Figura 

2). Aumentos menos pronunciados foram verificados nas plantas pré-tratadas com 50 e 

100 µmol.L-1 de SNP, enquanto que naquelas pré-tratadas com a maior dose             

(200 µmol.L-1) não houve aumento desta variável. Tais resultados permitem sugerir que 

o NO causa retardamento do crescimento do sistema radicular das plantas de soja, de 

maneira dependente da dose de SNP utilizada em pré-tratamento. 

É válido ressaltar que os herbicidas inibidores da Protox, como o lactofen, são 

não sistêmicos. Como conseqüência, a necrose nas plantas por eles promovida é 

observada somente nas áreas que receberam o herbicida (Merotto Junior & Vidal, 

2001). Tais informações justificam o fato de no presente estudo o lactofen não ter sido 

prejudicial ao crescimento radicular das plantas de soja. 

Entretanto, esperava-se maior crescimento radicular como efeito da aplicação de 

SNP, pois na literatura constata-se que o NO está envolvido na indução do alongamento 

celular de maneira similar à auxina, sugerindo sua mediação na resposta à auxina nesse 

processo (Gouvêa et al., 1997). Similarmente, Pagnussat et al. (2002) relatam que o NO 

é necessário para a formação radicular em pepino, de modo que um aumento temporário 

na concentração de NO está envolvido no desenvolvimento de raízes adventícias 

induzido pelo ácido indol acético.  

Outras pesquisas também mencionam a importância do NO para o crescimento 

radicular. Desta forma, Hu et al. (2005) descreveram a participação do NO na curvatura 

gravitrópica em raízes de soja, de modo que houve um acúmulo de NO na raiz primária 

em resposta a estímulos gravitacionais. Kopyra & Gwózdz (2003) constataram que o 

NO diminuiu a influência negativa promovida pela presença dos metais pesados 

chumbo e ferro, da salinidade, do etileno e do herbicida paraquat no crescimento 

radicular em Lupinus luteus. 
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Figura 2. Comprimento de raiz (cm) de plantas de soja pré-tratadas com diferentes 

doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de lactofen (0,7 L.ha-1), aos 7 e 14 

DAAL. No pré-tratamento com 200 µmol.L-1 de SNP, não houve interação significativa entre 

doses de SNP + lactofen x DAAL, a 5% de probabilidade � sem ajuste. Médias de quatro 

repetições. DAAL: dias após aplicação de lactofen. 

 

 Pode ser verificado na Figura 3 que as plantas pré-tratadas com SNP 

apresentaram maior número de folíolos nos períodos avaliados, principalmente aos        

7 DAAL. Deste modo, fica evidenciado que o NO amenizou a abscisão foliar 

promovida pelo lactofen. 

Este herbicida pode causar na cultura da soja enrugamento dos folíolos em 

desenvolvimento (Damião Filho et al., 1992). Roman (2000) afirma que os difenil-

éteres promovem nessa cultura, em poucas horas após a aplicação, enrugamento e 

manchas nas folhas, que podem culminar em necrose dos tecidos e queima da folhagem. 

Além disso, condições de elevada umidade no solo, temperatura e umidade relativa do 

ar fazem com que a cutícula foliar torne-se fina, possibilitando maior absorção do 

herbicida pelas plantas, causando maiores efeitos fitotóxicos tanto na cultura, quanto 

nas plantas daninhas. 
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Figura 3. Número de folíolos de plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses de 

SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de lactofen (0,7 L.ha-1), aos 7 e 14 DAAL. 

Médias de quatro repetições. DAAL: dias após aplicação de lactofen. 

 

No presente estudo, pôde-se visualizar que o lactofen causou alteração nas folhas 

trifolioladas jovens de soja, que apresentaram aspecto enrugado e coloração escura, 

observado aos dois, quatro e sete DAAL (Figura 4). Tais injúrias foram reduzidas 

gradativamente conforme se aumentou a dose de SNP aplicada em pré-tratamento. 

Porém, observando o aspecto geral das plantas, não foram detectadas diferenças visuais 

de fitotoxicidade (Figura 5).  

Assim, pode-se sugerir que o NO teve efeito protetor contra a injúria promovida 

nas folhas pela aplicação do herbicida lactofen. Similarmente, Beligni & Lamattina 

(1999c) observaram que o pré-tratamento de plantas de batata com 100 µmol.L-1 de 

SNP protegeu-as contra clorose, necrose e desfolha produzidas pela aplicação do 

herbicida diquat. 
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A interação significativa entre doses de SNP + lactofen x DAAL foi observada 

em relação aos teores de açúcares solúveis totais nas lâminas foliares e nos caules mais 

pecíolos, e em todos os órgãos avaliados considerando-se os teores de açúcares solúveis 

redutores (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Análise de variância referente aos teores de açúcares solúveis totais e 

redutores de lâminas foliares, caules mais pecíolos e raízes em plantas de soja pré-

tratadas com diferentes doses de SNP, seguido de lactofen (X), em duas épocas de 

coleta (Y). 

 

variáveis interação F Pr > F CV%
açúcares solúveis totais

lâminas foliares X*Y 8,03 <0,0001* 20,05
caules mais pecíolos X*Y 4,50 0,0025* 20,00
raízes X*Y 3,03 0,4306NS 20,05
açúcares solúveis redutores
lâminas foliares X*Y 10,64 <0,0001* 18,38
caules mais pecíolos X*Y 55,49 <0,0001* 23,69
raízes X*Y 8,35 <0,0001* 21,50  

*Significativo a 5% de probabilidade. NS: não significativo. 

 

Nas lâminas foliares ocorreu redução dos teores de açúcares solúveis totais entre 

7 e 14 DAAL nas plantas tratadas somente com lactofen e naquelas pré-tratadas com   

50 µmol.L-1 de SNP (Figura 6A). Quando se aplicou em pré-tratamento as maiores 

doses de SNP (100 e 200 µmol.L-1), não houve alteração desta variável entre os dois 

períodos de avaliação. Nos caules mais pecíolos (Figura 6B), a redução desses teores 

entre os 7 e 14 DAAL foi observada somente nas plantas que não foram pré-tratadas 

com SNP. Entretanto, os teores de açúcares solúveis totais foram menores nas plantas 

na presença do doador de NO aos 7 DAAL e não sofreram alterações entre as duas 

coletas. 

É válido ressaltar que, aos 14 DAAL, as plantas que foram tratadas somente com 

lactofen apresentaram os menores teores de açúcares solúveis totais, tanto nas lâminas 

foliares, quanto nos caules mais pecíolos. De maneira oposta, tais plantas apresentaram 

os maiores teores desta variável nas raízes, no mesmo período mencionado (Figura 6C). 
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Assim, embora a redução dos teores de açúcares solúveis totais tenha sido 

bastante pronunciada nas plantas que não foram pré-tratadas com SNP, pode-se 

constatar que, na presença de NO, baixos teores foram mantidos aos 7 e 14 DAAL. 

Houve similaridade de comportamento entre os teores de açúcares solúveis totais 

e redutores, tanto nas lâminas foliares, como nos caules mais pecíolos. Assim, redução 

dos teores de açúcares solúveis redutores foi observada nas plantas que não foram pré-

tratadas com SNP (Figuras 7A e 7B) e naquelas pré-tratadas com 50 µmol.L-1 (Figura 

7A). Nas raízes (Figura 7C), observou-se como efeito isolado redução dos teores de 

açúcares solúveis redutores nas plantas pré-tratadas com 100 µmol.L-1 de SNP. 

Torna-se relevante mencionar que, de maneira geral, maiores teores de açúcares 

solúveis redutores foram observados nas plantas que não receberam pré-tratamento com 

SNP, nas lâminas foliares, em caules mais pecíolos e em raízes. Tais resultados 

permitem constatar que, na presença de NO, baixos teores de açúcares solúveis 

redutores foram mantidos, assim como observado em relação aos teores de açúcares 

solúveis totais. 

Os açúcares solúveis parecem assumir um papel dúbio em relação às ERMO. 

Primeiramente, podem estar relacionados às vias metabólicas de produção dessas 

espécies tóxicas. Por outro lado, podem alimentar as vias metabólicas de produção de 

NADPH, tais como a via oxidativa das pentoses-fosfato, que podem contribuir para a 

eliminação das ERMO (Couée et al., 2006). Porém, pesquisas mencionam que 

diferentes situações de estresse que causam, direta ou indiretamente, acúmulo de 

ERMO, tais como ataque de patógenos, seca, estresse salino, estresse hídrico, 

tratamento com ácido abscísico, baixas temperaturas ou excesso de excitação 

energética, são também associadas ao acúmulo de açúcares solúveis, o que geralmente 

tem sido considerado como uma resposta adaptativa das plantas à estas condições 

(Roitsch, 1999; Taji et al., 2002; Bartels & Sunkar, 2005; Seki et al., 2007). 

Além disso, como o NO pode eliminar ERMO produzidas em situações 

adversas, bem como finalizar reações propagadas em cadeia (Beligni & Lamattina, 

1999a; Leshem, 2000; Van Breusegem et al., 2001), no presente estudo os baixos teores 

de açúcares solúveis observados em função do pré-tratamento com SNP indica que o 

NO teve efeito protetor nas plantas de soja pela eliminação das ERMO geradas pelo 

lactofen.  
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Figura 6. Teores de açúcares solúveis totais (%) de lâminas foliares (6A), caules mais 

pecíolos (6B) e raízes (6C) de plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP 

(0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de lactofen (0,7 L.ha-1), aos 7 e 14 DAAL. Na 

ausência de SNP (Figura 6C) e no pré-tratamento com 50 (Figuras 6B e 6C), 100 e 200 µmol.L-1 

de SNP (Figuras 6A, 6B e 6C), não houve interação significativa entre doses de SNP + lactofen 

x DAAL, a 5% de probabilidade � sem ajuste. Médias de quatro repetições. DAAL: dias após 

aplicação de lactofen. 
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Figura 7. Teores de açúcares solúveis redutores (%) de lâminas foliares (7A), caules 

mais pecíolos (7B) e raízes (7C) de plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses de 

SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de lactofen (0,7 L.ha-1), aos 7 e 14 DAAL. Na 

ausência de SNP (Figura 7C) e no pré-tratamento com 50 (Figuras 7B e 7C), 100 (Figuras 7A e 

7B), e 200 µmol.L-1 de SNP (Figuras 7A, 7B e 7C), não houve interação significativa entre 

doses de SNP + lactofen x DAAL, a 5% de probabilidade � sem ajuste. Médias de quatro 

repetições. DAAL: dias após aplicação de lactofen. 
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 A interação significativa entre doses de SNP + lactofen x DAAL foi observada 

em relação à matéria seca de lâminas foliares, caules mais pecíolos, raízes e matéria 

seca total das plantas de soja (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Análise de variância referente à matéria seca de lâminas foliares, caules mais 

pecíolos, raízes e matéria seca total em plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses 

de SNP, seguido de lactofen (X), em duas épocas de coleta (Y). 

 

variável interação F Pr > F CV%
matéria seca

lâminas foliares X*Y 9,15 <0,0001* 15,33
caules mais pecíolos X*Y 23,76 <0,0001* 14,10
raízes X*Y 11,59 <0,0001* 16,48
total X*Y 15,91 <0,0001* 14,36  

*Significativo a 5% de probabilidade.  

 

 De maneira geral, aos 7 DAAL maiores valores de matéria seca foram 

observados nas plantas pré-tratadas com SNP (Figura 8). Porém, tais plantas 

apresentaram a menor matéria seca total e dos diferentes órgãos aos 14 DAAL. Tais 

resultados permitem novamente sugerir que o NO promoveu crescimento mais lento das 

plantas de soja, assim como verificado em relação ao comprimento radicular. 

Roman (2000) afirma que os herbicidas difenil-éteres promovem poucas horas 

após a aplicação na cultura da soja paralisação temporária do crescimento devido a 

injúrias, como enrugamento e manchas nas folhas, que podem culminar com a necrose 

dos tecidos e queima da folhagem. Porém, as plantas geralmente retomam o crescimento 

dentro de três a quatro semanas. Similarmente, Ross & Lembi (1999) mencionam que, 

embora a sintomatologia em espécies tolerantes ao lactofen seja caracterizada pelo 

bronzeamento ou clorose, com evolução para necrose em locais das folhas atingidas 

pela aplicação, ocorre posterior recuperação das plantas. 

Tal fato também foi constatado no presente estudo, onde as plantas tratadas 

somente com lactofen apresentaram maior comprimento radicular, número de folíolos e 

matéria seca total e dos diferentes órgãos entre 7 e 14 DAAL. A recuperação das plantas 

de soja na presença do herbicida também foi evidenciada pela redução dos teores de 

açúcares solúveis totais e redutores nas lâminas foliares e nos caules mais pecíolos entre 
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7 e 14 DAAL, o que indica menor grau de estresse nessas plantas no período final da 

avaliação. 

Pode ser constatado que o pré-tratamento com SNP foi benéfico para as plantas 

de soja. Tal afirmativa se evidencia pelo fato de o NO ter reduzido os sintomas visuais 

de injúria causados pelo lactofen nos folíolos jovens pela eliminação das ERMO, 

evidenciado pela manutenção de baixos teores de açúcares solúveis totais e redutores 

proporcionados pelo NO.  

Diante dos resultados de todos os aspectos fitométricos avaliados, pôde-se 

observar que o NO proporcionou crescimento mais lento das plantas de soja. Este fato, 

associado à recuperação das plantas após a aplicação de lactofen, sugere posteriores 

estudos que busquem uma maior elucidação dos mecanismos pelos quais o NO pode 

atuar na sinalização do estresse promovido pelo lactofen na cultura da soja. 
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ÓXIDO NÍTRICO MINIMIZA O ESTRESSE OXIDATIVO GERADO PELO 

LACTOFEN EM PLANTAS DE SOJA 

 

RESUMO - O lactofen é um herbicida utilizado na cultura da soja para o controle de 

plantas daninhas de folhas largas que, apresentando ação na inibição da 

protoporfirinogênio oxidase (Protox), acarreta diminuição da atividade das enzimas da 

rota de síntese de clorofilas e citocromos, bem como o surgimento de gotas lipídicas nos 

cloroplastos provenientes da peroxidação de lipídios das membranas. Devido a estas 

alterações, pode ocorrer uma excessiva produção de espécies reativas do metabolismo 

do oxigênio (ERMO), além de diminuição dos teores de pigmentos fotossintéticos. 

Como consequência, podem ocorrer manchas, enrugamento e queima das folhas, o que 

leva à paralisação temporária do crescimento da cultura. Em contrapartida, o óxido 

nítrico (NO) é uma molécula capaz de eliminar diretamente as ERMO e assim finalizar 

reações propagadas em cadeia, atuando como um antioxidante. Desta forma, o presente 

estudo teve como objetivo avaliar se o pré-tratamento de plantas de soja com solução de 

nitroprussiato de sódio (SNP), substância doadora de NO, promove proteção contra o 

estresse oxidativo gerado pelo lactofen. Assim, plantas de soja no estádio fenológico 

V3, após pré-tratamento com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1) por 

dois dias consecutivos, foram pulverizadas com lactofen na dose recomendada para esta 

cultura, equivalente a 0,7 L.ha-1. Em seguida, folíolos foram coletados às 24, 48, 72, 96 

e 120 h após a aplicação de lactofen (HAAL) para a quantificação dos teores de 

lipoperóxidos, clorofilas totais e suas frações �a� e �b� e carotenóides totais, bem como 

para a determinação da atividade das enzimas antioxidantes glutationa S-transferase 

(GST), superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD). Apesar da 

peroxidação lipídica não ter sido totalmente interrompida, o NO apresentou capacidade 

de eliminação das ERMO geradas pela ação do herbicida lactofen, impedindo a 

degradação de pigmentos fotossintéticos. Conseqüentemente, a eliminação das ERMO 

pelo NO acarretou tanto diminuição de substrato disponível para as enzimas 

antioxidantes SOD, CAT e POD, essenciais na proteção das plantas em situações 

indutoras de estresse oxidativo, como ausência de indução da GST pelo H2O2. 
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Palavras-chave: Enzimas antioxidantes, estresse oxidativo, Glycine max L. Merril, 

lactofen, lipoperóxidos, óxido nítrico, pigmentos fotossintéticos. 

 

ABSTRACT - Lactofen is an herbicide applied in soybean fields to control broadleaf 

weeds due to inhibition of protoporphyrinogen oxidase (Protox) action, which leads to a 

decrease in chlorophyll and cytochrome biosynthetic pathway enzyme activity, besides 

the appearance of lipid drops in chloroplasts from membrane lipid peroxidation. These 

alterations can cause an excessive production of reactive oxygen species (ROS) and 

decrease of photosynthetic pigment levels. Consequently, spots, wrinkles and leaf burn 

can occur, which results in transitory cessation of crop growth. However, nitric oxide 

(NO) is a molecule able to scavenge ROS directly and to end chain reactions, thus 

acting as an antioxidant. So, the present research aimed to evaluate if the pre-treatment 

of soybean plants with sodium nitroprusside (SNP) solution, a NO donor substance, 

promotes protection against oxidative stress generated by lactofen. Thus, soybean plants 

at V3 phenologic stage were pre-treated with different SNP levels (0, 50, 100 and      

200 µmol.L-1) for two consecutive days and on third day they were sprayed with 

lactofen at recommended rate for this crop, equivalent to 0.7 L.ha-1. Afterwards, leaflets 

were harvested at 24, 48, 72, 96 e 120 h after application of lactofen (HAAL) in order to 

quantify the levels of lipoperoxides, total chlorophylls and their �a� and �b� fractions, 

total carotenoids, as well as the activity assay of glutathione S-transferase (GST), 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POD) antioxidant 

enzymes. Although lipid peroxidation was not completely prevented, NO was able to 

scavenge ERMO generated by lactofen herbicide action and avoided photosynthetic 

pigment breakdown. Consequently, ERMO scavenging by NO leads to a decrease in the 

available substrate for antioxidant enzymes SOD, CAT and POD, which are essential in 

protecting plants under oxidative stress situations, as well as the absence of GST 

induction by H2O2.  

 

Key-words: Antioxidant enzymes, Glycine max L. Merril, lactofen, lipoperoxides, 

nitric oxide, oxidative stress, photosynthetic pigments. 
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INTRODUÇÃO 

 

Uma grande variedade de estresses abióticos incluindo seca, salinidade, radiação 

ultravioleta, poluentes atmosféricos e metais pesados causam danos moleculares às 

plantas, direta ou indiretamente pela formação de espécies reativas do metabolismo do 

oxigênio � ERMO (Laspina et al., 2005).  

O estresse oxidativo em sistemas biológicos, incluindo os vegetais, é resultante 

de uma superprodução das ERMO, tais como radicais superóxido (O2
-*), radicais 

hidroxila (OH*), peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (1O2). Estas ERMO 

são capazes de alterar quimicamente as principais classes de biomoléculas, causando 

mudanças estruturais e funcionais em lipídios, proteínas, clorofilas e ácidos nucléicos 

(Scandalios, 1993; Smirnoff, 1993; Thérond et al., 2000). Dentre estas alterações 

podem-se destacar quebra das clorofilas, fragmentação do DNA, extravasamento iônico, 

peroxidação de lipídios e, finalmente, morte celular (Dodge, 1994). 

Alguns herbicidas também produzem estresse oxidativo. Desta forma, o lactofen 

[1�(carboetoxi)etil 5-(2-cloro-4-(trifluoro-metil)fenoxi)-2-nitrobenzoato], herbicida do 

grupo químico dos difenil-éteres, atua na inibição da enzima protoporfirinogênio 

oxidase (Protox) (Vidal, 1997; Rodrigues & Almeida, 1998). Como conseqüência, 

ocorre quebra de ligações eletrolíticas, diminuição da produção de ascorbato e 

glutationa, bem como da atividade das enzimas da rota de síntese de clorofila (Merotto 

Junior & Vidal, 2001). Paralelamente a esses processos, ocorre o surgimento de gotas 

lipídicas nos cloroplastos provenientes da peroxidação de lipídios das membranas 

(Devine et al., 1993). Devido a estas alterações moleculares, a evolução dos efeitos tem 

como conseqüência uma excessiva produção de ERMO, além de diminuição dos teores 

de clorofila e carotenóides (Merotto Junior & Vidal, 2001).  

As plantas, porém, apresentam um sistema de defesa antioxidante, responsável 

pela eliminação das ERMO, que confere proteção contra o estresse oxidativo. Tal 

sistema é composto por enzimas como por exemplo peroxidases (POD), glutationa      

S-transferases (GST), glutationa redutase (GR), superóxido dismutases (SOD) e catalase 

(CAT), além de compostos não-enzimáticos, como glutationa (GSH), carotenóides, 

ascorbato, α � tocoferol e flavonóides, entre outros (Foyer et al., 1994a; Laspina et al., 

2005). 



 84

As glutationa S-transferases (GSTs, EC 2.5.1.18) são consideradas como 

enzimas de desintoxicação, por metabolizarem uma ampla variedade de compostos 

exógenos tóxicos, denominados �xenobióticos�. Assim, a GST promove a conjugação 

de tais compostos ao tripeptídeo glutationa (GSH, γ-glutamil-cisteinil-glicina), 

produzindo conjugados solúveis em água destes compostos, com toxicidade reduzida 

(Jepson et al., 1994; Marrs, 1996).  

 As superóxido dismutases (SODs, EC 1.15.1.1) são enzimas que catalisam a 

dismutação do radical superóxido (O2
-*) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio 

molecular (O2) (Chi Yu et al., 2005). São ubíquas nos organismos aeróbicos e divididas 

em três classes, as Cu/Zn-SODs, encontradas no citosol e nos cloroplastos, as Fe-SODs, 

nos cloroplastos, e as Mn-SODs, na matriz mitocondrial (Tsang et al., 1991). 

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é considerada juntamente com as SODs como as 

mais eficientes enzimas antioxidantes. Ambas as enzimas apresentam uma função 

combinada, de modo que a CAT converte o H2O2, originado em função da atividade da 

SOD, em H2O e O2 (Scandalios, 1993).  

 As peroxidases (POD, EC 1.11.1.7) possuem uma variedade de isoformas, que 

usam diferentes redutores e estão localizadas em diferentes compartimentos celulares 

(Campa, 1991). Estas enzimas, além de desempenharem importante papel na biossíntese 

da parede celular, catalisam a reação entre um agente redutor e o H2O2, para produzir 

um composto oxidado e água (IUBMB, 2007). 

 O óxido nítrico (NO) é uma molécula altamente reativa e o fato de ser um 

radical livre permite-lhe eliminar outros intermediários reativos e assim finalizar 

reações propagadas em cadeia (Kopyra & Gwózdz, 2003). Seu efeito protetor em 

combater o estresse oxidativo pode se dar ou por atuar como um antioxidante, 

eliminando diretamente as ERMO (Radi et al., 1991; Laspina et al., 2005), ou por atuar 

como uma molécula sinalizadora, numa cascata de eventos, levando a mudanças de 

expressão gênica (Lamattina et al., 2003; Laspina et al., 2005). Enquanto que alguns 

autores consideram o NO como um agente indutor de estresse (Leshem, 1996), outros 

mencionam seu papel protetor contra o estresse oxidativo (Beligni & Lamattina, 1999a, 

b; Hsu & Kao, 2004), dependendo de sua concentração, tecido vegetal, idade da planta e 

tipo de estresse. 

 Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do NO sobre 

a atividade das enzimas antioxidantes GST, SOD, CAT e POD, bem como nos teores de 
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indicadores de estresse oxidativo, tais como lipoperóxidos, clorofila �a�, clorofila �b�, 

clorofilas totais e carotenóides totais, em plantas de soja tratadas com lactofen. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local 

 O experimento foi conduzido entre janeiro e fevereiro de 2005 em casa de 

vegetação pertencente ao Departamento de Ciências Biológicas, situado na Faculdade 

de Ciências da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Câmpus de Bauru-SP, até a 

realização das coletas das plantas de soja. Posteriormente, as avaliações bioquímicas 

foram realizadas no Laboratório de Xenobióticos, pertencente ao Departamento de 

Química e Bioquímica, no Instituto de Biociências da UNESP, Câmpus de Botucatu-SP. 

 

Material vegetal 

No presente experimento foram utilizadas sementes de soja (Glycine max L. 

Merril) cv. Pintado. Doze sementes foram colocadas para germinar em vasos de 8 L de 

capacidade preenchidos com substrato da marca Rendimax Floreiras®, de seguinte 

composição: a) em porcentagem na matéria seca: 1,08 de N; 0,40 de P2O5; 0,21 de K2O; 

14,00 de umidade; 58,00 de matéria orgânica; 32,23 de C; 0,59 de Ca; 1,04 de Mg; 0,25 

de S; b) em mg.kg-1 de matéria seca: 240 de Na; 54 de Cu; 8150 de Fe; 88 de Mn e 112 

de Zn. A relação C/N correspondeu a 29/1, enquanto que o pH (CaCl2) foi de 4,94. Os 

vasos foram mantidos em casa de vegetação a temperatura entre 31 - 35°C e com 

umidade relativa igual a 52,8%.  

 

Delineamento experimental 

 Os vasos foram distribuídos inteiramente ao acaso, em esquema fatorial quatro x 

cinco, isto é, quatro doses de nitroprussiato de sódio (SNP) x cinco épocas de coleta, 

com quatro repetições, num total de 80 vasos. As doses de SNP, utilizado como doador 

de NO, foram equivalentes a 0, 50, 100 e 200 µmol.L-1. As épocas de coleta 

corresponderam às 24, 48, 72, 96 e 120 h após a aplicação de lactofen (HAAL). 
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Aplicações das doses de SNP e lactofen 

 Os tratamentos das plantas de soja foram realizados quando estas encontravam-

se no estádio fenológico V3. As plantas foram pulverizadas com as doses de SNP acima 

mencionadas por dois dias consecutivos, a um intervalo de 24 h. Aquelas não tratadas 

com SNP (0 µmol.L-1) receberam aplicação de água destilada. No terceiro dia, após 24 h 

da última aplicação de SNP, todas as plantas receberam a aplicação de lactofen na dose 

recomendada para a cultura de soja, equivalente a 0,7 L.ha-1. Para tais procedimentos, 

utilizou-se um pulverizador manual com capacidade de 250 mL, cuja vazão 

correspondeu a 6,3 mL.s-1. 

 

Coletas 

 Padronizou-se como amostragem os folíolos laterais adultos das folhas 

trifolioladas. Cada amostra coletada correspondeu a duas lâminas foliares, de cujo par se 

registrou a matéria fresca. Em seguida, as amostras foram embaladas em sacos plásticos 

e em papel alumínio, sendo posteriormente congeladas em gelo seco e armazenadas em 

freezer a -80°C para as posteriores avaliações bioquímicas. 

 

Quantificação dos teores de lipoperóxidos 

A peroxidação de lipídios foi determinada de acordo com a técnica descrita por 

Heath & Packer (1968), citados por Rama Devi & Prasad (1998). As amostras foram 

homogeneizadas em 5 mL de solução contendo ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,25% e 

ácido ticloroacético (TCA) 10% e incubadas em banho-maria a 90ºC por 1h. Após 

resfriamento, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante coletado de cada amostra foi 

submetido a leituras de absorbância em espectrofotômetro UV-visível a 560 e 600 nm. 

Para os cálculos, utilizou-se o coeficiente de extinção molar do malondialdeído (155 

mmol.L-1.cm1). Os resultados foram expressos em nmol de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS).g-1 de matéria fresca. 
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Quantificação dos teores de pigmentos fotossintéticos 

 Os pigmentos fotossintéticos foram extraídos com acetona 80% (Arnon, 1949). 

O extrato cetônico foi utilizado para as leituras de absorbância a 647, 663 e 470 nm. Os 

teores de clorofila �a�, clorofila �b�, clorofilas totais e de carotenóides totais foram 

calculados através das fórmulas propostas por Lichtenthaler (1987). Os resultados foram 

expressos em mg.g-1 de matéria fresca. 

 

Obtenção dos extratos enzimáticos 

 Os extratos enzimáticos foram obtidos conforme o método descrito por Ekler et 

al. (1993). As amostras foram homogeneizadas com a utilização de almofariz gelado, 

em 5 mL de tampão gelado TRIS-HCl 0,2 mol.L-1 pH 7,8 contendo 1 mmol.L-1 de 

EDTA e 7,5% (peso.volume�1) de polivinilpolipirrolidona e uma pequena quantidade de 

areia previamente lavada e esterilizada. O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 x g 

por 20 minutos a 40C. O sobrenadante obtido de cada amostra foi coletado e 

armazenado em freezer a -200C para posterior determinação da atividade das enzimas 

GST, SOD, CAT e POD, bem como dos teores de proteínas solúveis. 

 

Determinações enzimáticas 

 A atividade da GST foi determinada de acordo com o método descrito por Wu 

et al. (1996). O sistema de reação foi composto de 30 µL de extrato enzimático, tampão 

fosfato de potássio 100 mmol.L-1 pH 6,9, glutationa reduzida (GSH) 3,3 mmol.L-1 e          

1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 30 mmol.L-1, num volume final de 3,03 mL. A 

reação foi conduzida a 25ºC durante 30 minutos. A utilização de CDNB simula a 

presença de compostos sintéticos, como herbicidas (Figura 1). A absorbância do 

conjugado GSH-CDNB foi medida em espectrofotômetro UV-visível a 340 nm. Para os 

cálculos, utilizou-se o coeficiente de extinção molar do conjugado, igual a                    

10 mmol.L-1.cm-1 (Mannervik & Guthenberg, 1981). A atividade da enzima foi expressa 

em nmol de GSH-CDNB.min-1.mg-1 de proteína.  

 Para a determinação da atividade da CAT, o sistema de reação, mantido a 20°C 

por 60 segundos, foi composto de 50 µL de extrato enzimático, tampão fosfato de sódio 

0,05 mol.L-1 pH 7,0 contendo 1 mmol.L-1 de EDTA e H2O2 20 mmol.L-1, num volume 

final de 1 mL. Após leituras de absorbância a 240 nm, utilizou-se para os cálculos o 

coeficiente de extinção molar do H2O2 (39,4 mmol.L-1.cm-1). A atividade da enzima foi 

expressa em nmol de H2O2 consumido.min-1.mg-1 proteína (Bor et al., 2003).  
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Figura 1. Esquema conceitual da reação catalisada pela GST. O grupo tiol (SH) situado 

na cadeia lateral da cisteína, um dos aminoácidos componentes do tripeptídeo glutationa 

(GSH), liga-se ao cloro presente no 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), originando o 

complexo GSH-CDNB.  

 

Para a determinação da atividade da SOD, seguiu-se o método de Beauchamp & 

Fridovich (1971), citados por Bor et al. (2003). O sistema de reação foi composto de   

30 µL de extrato enzimático, tampão fosfato de sódio 50 mmol.L-1 pH 7,8, mistura 

�nitroblue tetrazolium� (NBT) 33 µmol.L-1 + EDTA 0,66 mmol.L-1 (5:4) e mistura      

L-metionina 10 mmol.L-1 + riboflavina 3,3 mol.L-1 (1:1), totalizando um volume de   

3,0 mL. Após iluminação dos tubos por dez minutos a 25ºC, a redução do NBT a �blue 

formazan� foi medida por leituras de absorbância em espectrofotômetro UV-visível a 

560 nm. A atividade da SOD foi expressa em U.mg-1 de proteína. Neste caso, uma 

unidade (U) representa a quantidade de enzima necessária para inibir em 50% a razão de 

redução do NBT.  

A atividade da POD foi determinada de acordo com as condições citadas no 

trabalho de Teisseire & Guy (2000). O sistema de reação foi composto de 30 µL de 

extrato enzimático diluído (1:10 em tampão de extração), tampão fosfato de potássio   

50 mmol.L-1 pH 6,5, pirogalol (1,2,3-benzenotriol) 20 mmol.L-1 e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 5 mmol.L-1, totalizando um volume de 1,0 mL. A reação foi 

conduzida a temperatura ambiente por 5 minutos. A formação de purpurogalina foi 
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medida em espectrofotômetro UV-visível a 430 nm e seu coeficiente de extinção molar 

(2,5 mmol.L-1.cm-1) foi usado para calcular a atividade específica da enzima, expressa 

em µmol de purpurogalina.min-1.mg-1 de proteína.  

De acordo com Scandalios (1993), a ação combinada da SOD, da CAT e 

POD permite efetivamente a eliminação das ERMO, conforme exemplificado na 

Figura 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema simplificado da ação conjunta das enzimas SOD, CAT e POD na 

eliminação das ERMO. 

 

Quantificação dos teores de proteínas solúveis 

 Os teores de proteínas solúveis dos extratos enzimáticos, necessários para o 

cálculo da atividade específica das enzimas estudadas, foram quantificados pelo método 

de Bradford (1976). Leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro 

UV-visível a 595 nm, utilizando-se caseína como proteína de referência. 

 

Análise estatística dos resultados 

 Todos os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância, pelo teste 

F, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa computacional SAS. Em seguida, 

modelos de regressão polinomial foram construídos, quando verificada interação 

significativa entre doses de SNP (µmol.L-1) + lactofen (0,7 L.ha-1) x HAAL. Nas épocas 

de coleta onde tal interação não foi observada, somente os pontos foram plotados nos 

gráficos. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Diversas condições de estresse nas plantas, tal como a utilização de herbicidas, 

podem promover nas plantas elevada produção de ERMO, acarretando em estresse 

oxidativo (Scandalios, 1993; Smirnoff, 1993; Thérond et al., 2000; Couée et al., 2006). 

Como conseqüência, as ERMO podem causar peroxidação de lipídios, modificações 

protéicas, rompimento das cadeias de DNA, destruição de clorofilas e extravasamento 

iônico, entre outras alterações, de modo que tais eventos podem culminar com a morte 

celular (Halliwell & Gutteridge, 1984; Baker & Orlandi, 1995; Giardi et al., 1997; 

Beligni & Lamattina, 1999b). Assim, a quantificação de indicadores de estresse 

oxidativo, tais como lipoperóxidos e pigmentos fotossintéticos, tornam-se relevantes na 

obtenção de maiores informações a respeito do nível de estresse oxidativo gerado nas 

plantas.  

Nesse sentido, há estudos que demonstram elevação na produção de 

lipoperóxidos, bem como a degradação de clorofilas em plantas de diferentes espécies 

tratadas com herbicidas, tais como trigo e cevada tratadas com oxyfluorfen (Choi et al., 

1999), soja sob efeito de lactofen (Remaeh, 2004), algas mantidas na presença de 

flumioxazin (Geoffroy et al., 2004) e milho utilizando-se atrazine (Nemat Alla & 

Hassan, 2006). Também tem sido relatado que herbicidas como clomazone, fluridone, 

norflurazon, diflufenican e flurtamone podem causar degradação de carotenóides nas 

plantas (Böger, 1996; Jung et al., 1999; Kana et al., 2004; Kim et al., 2004).  

No presente estudo, observou-se na Tabela 1 interação significativa entre doses 

de SNP + lactofen x HAAL em relação aos indicadores de estresse oxidativo avaliados, 

exceto quanto aos teores de carotenóides totais. 
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Tabela 1. Análise de variância referente aos indicadores de estresse oxidativo: teores de 

lipoperóxidos, clorofilas totais, suas frações �a� e �b� e carotenóides totais em plantas 

de soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP, seguido de lactofen (X), em duas 

épocas de coleta (Y). 

 

variáveis interação F Pr > F CV%
lipoperóxidos X*Y 4,40 <0,0001* 15,23
clorofila "a" X*Y 3,88 <0,0001* 13,11
clorofila "b" X*Y 6,97 <0,0001* 10,40

clorofilas totais X*Y 3,44 0,0001* 12,42
carotenóides totais X*Y 3,08 0,2797NS 18,08  

*Significativo a 5% de probabilidade. NS: não significativo. 

 

Nas plantas que não receberam pré-tratamento com SNP e naquelas pré-tratadas 

com 50 µmol.L-1 houve redução dos teores de lipoperóxidos nos momentos iniciais após 

a aplicação do lactofen, até 72 HAAL, seguido de elevação até 120 HAAL (Figura 3). 

Nas pré-tratadas com as maiores doses de SNP (100 e 200 µmol.L-1), não houve 

alteração significativa dos valores dessa variável ao longo do tempo. Em contrapartida, 

pôde-se constatar principalmente naquelas pré-tratadas com 200 µmol.L-1 baixos teores 

no início e no final da avaliação (24 e 120 HAAL). 

Diversos estudos mencionam efeito protetor do NO contra o estresse oxidativo 

por ocasionar redução dos teores de lipoperóxidos, como relatado em plantas de girassol 

expostas à presença de cádmio (Laspina et al., 2005) e em folhas de arroz submetidas a 

diferentes condições de estresse, tais como exposição ao herbicida paraquat (Hung et 

al., 2002), ao ácido abscísico (Hung & Kao, 2003), à presença de cádmio (Hsu & Kao, 

2004) e cobre (Chi Yu et al., 2005), bem como em condições de estresse hídrico (Cheng 

et al., 2002). Tal proteção se deve ao fato de o NO interromper as reações em cadeia da 

peroxidação de lipídios, por interagir com os radicais lipídicos alcoxila ou peroxila 

formados nesse processo (Beligni & Lamattina, 1999a; Van Breusegem et al., 2001).  

Diante dessas considerações, pôde-se constatar que no presente estudo o NO 

promoveu redução da peroxidação lipídica nas plantas de soja, principalmente logo nas 

primeiras horas após a aplicação de lactofen e no período final de observação           

(120 HAAL). Porém, sua eficácia não foi completa, por não ter promovido a redução 

dos teores de lipoperóxidos durante os demais períodos avaliados. 
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Figura 3. Teores de lipoperóxidos (nmol de TBARS.g-1 matéria fresca) em plantas de 

soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de 

lactofen (0,7 L.ha-1), às 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. No pré-tratamento com 100 e          

200 µmol.L-1 de SNP, não houve interação significativa entre doses de SNP + lactofen x DAAL, 

a 5% de probabilidade � sem ajuste. Médias de quatro repetições. HAAL: horas após aplicação 

de lactofen. TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico.  
 

 De maneira similar ao observado em relação aos teores de lipoperóxidos, as 

plantas tratadas somente com lactofen apresentaram redução dos teores de clorofilas 

totais e suas frações �a� e �b� nas horas iniciais após a aplicação de lactofen, até 72 

HAAL, com posterior elevação nos momentos finais avaliados (Figura 4).  

Por outro lado, naquelas pré-tratadas com 50 µmol.L-1, houve manutenção dos 

teores de clorofila �b� até 72 HAAL, seguido de declínio nos períodos posteriores 

(Figura 4B), comportamento oposto ao verificado em relação aos teores de 

lipoperóxidos nessas plantas. Além disso, deve ser mencionado que nas plantas que 

receberam a maior dose de SNP em pré-tratamento (200 µmol.L-1), os teores mais 

elevados de clorofilas totais e suas frações �a� e �b� foram detectados às 24 e 120 

HAAL, períodos nos quais foram detectados os menores teores de lipoperóxidos. 
Nessas ocasiões, os teores de clorofilas totais e suas frações �a� e �b� não foram 

prejudicados pelo lactofen, enquanto que baixos teores de lipoperóxidos foram 

mantidos. 
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Figura 4. Teores (mg.g-1 matéria fresca) de clorofila �a� (4A), clorofila �b� (4B) e 

clorofilas totais (4C) em plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 

50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de lactofen (0,7 L.ha-1), às 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. 

No pré-tratamento com 50 (Figuras 4A e 4C), 100 e 200 µmol.L-1 de SNP (Figuras 4A, 4B e 

4C), não houve interação significativa entre doses de SNP + lactofen x DAAL, a 5% de 

probabilidade � sem ajuste. Médias de quatro repetições. HAAL: horas após aplicação de 

lactofen. 
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É descrito na literatura que o NO apresenta ação protetora contra a degradação 

de clorofila induzida sob condições geradoras de estresse oxidativo, tais como aplicação 

dos herbicidas diquat e paraquat em segmentos foliares de batata (Beligni & Lamattina, 

1999c), infestação pelo fungo Phytophthora infestans em folhas de batata (Laxalt et al., 

1997) e presença de cádmio em plantas de girassol (Laspina et al., 2005).  

No presente estudo, também se observou que, de maneira geral, nos períodos 

intermediários de avaliação (48, 72 e 96 HAAL), maiores teores de lipoperóxidos, bem 

como de clorofilas totais e suas frações �a� e �b� foram apresentados pelas plantas pré-

tratadas com SNP. 

Uma possível explicação para esse fato seria que o tratamento de plantas com 

herbicidas difenil-éteres leva à inibição da enzima protoporfirinogênio oxidase (Protox), 

o que promove redução na síntese de clorofilas, bem como acúmulo de 

protoporfirinogênio IX (Gupta & Tripathy, 1999; Merotto Junior & Vidal, 2001; 

Tripathy et al., 2007). Conseqüentemente, o acúmulo de porfirinas gera estresse 

oxidativo, por levar à produção de oxigênio singleto (1O2), capaz de oxidar lipídios e 

proteínas originando peróxidos ou outros produtos oxidados, culminando em sérios 

danos aos tecidos (Gupta & Tripathy, 1999; Tripathy & Singhal, 1999; Tripathy et al., 

2007). 

Por sua vez, a molécula heme atua como reguladora da rota de síntese das 

porfirinas. Entretanto, a ação dos herbicidas inibidores da Protox acontece antes da 

produção de heme e, assim, a sinalização de interrupção da rota não acontece. Por isso, 

a planta continua produzindo protoporfirinogênio IX mesmo na presença desses 

herbicidas. A continuidade do funcionamento da rota e a ausência de produção de 

clorofila determina o aumento do fluxo de carbono para este metabolismo, objetivando 

o suprimento de clorofila. A contínua alimentação da rota aumenta a produção de 

protoporfirinogênio IX e, assim, os danos causados pela inibição da enzima Protox são 

continuamente incrementados (Merotto Junior & Vidal, 2001). Por outro lado, a meia 

vida dos herbicidas difenil-éteres no interior celular é de apenas duas horas (Duke et al., 

1991).  

Desta forma, sugere-se que após esse período a planta retome a síntese de 

clorofilas, uma vez que a enzima Protox não se encontra mais sob inibição. Porém, tal 

fato não impediria que os teores de lipoperóxidos continuassem aumentando, em 

decorrência do acúmulo de protoporfirinogênio IX promovido pelos herbicidas.  
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Tais considerações poderiam justificar o fato de, no presente estudo, os teores de 

clorofilas totais e suas frações �a� e �b� terem se mantido estáveis, embora as plantas 

pré-tratadas com SNP apresentassem elevados teores de lipoperóxidos, nos períodos 

intermediários de avaliação (48, 72 e 96 HAAL). Tem sido descrito que o NO é capaz 

de interromper as reações em cadeia responsáveis pela peroxidação lipídica (Beligni & 

Lamattina, 1999a; Van Breusegem et al., 2001). Porém, tal efeito não foi verificado no 

presente estudo nos períodos acima mencionados, provavelmente em função do 

acúmulo de protoporfirinogênio IX promovido pelo lactofen. 

Pode ser observado que maiores teores de carotenóides totais foram detectados 

nas plantas pré-tratadas com SNP (Figura 5), exceto na avaliação realizada às 24 

HAAL. 

É de conhecimento que, além de sua ação na fotossíntese, os carotenóides 

exercem função antioxidante nos cloroplastos devido sua capacidade de extinguir as 

ERMO que são naturalmente formadas durante este processo (Oelmüller, 1989; Thiele 

et al., 1996; Havaux et al., 2000; Kim et al., 2004). A redução dos teores de 

carotenóides pode acarretar em estresse oxidativo, em virtude da degradação oxidativa 

das clorofilas e da rápida destruição das membranas dos tilacóides pelo excesso de 

ERMO geradas, resultando em descoloração, necrose, dessecação e morte dos tecidos 

(Foyer et al., 1994b; Böger, 1996; Bartosz, 1997; Hess, 2000; Kim et al., 2004). 

Sabe-se que o NO, a exemplo dos carotenóides, também pode atuar como um 

antioxidante, pela sua capacidade de eliminar diretamente as ERMO, amenizando o 

estresse oxidativo (Radi et al., 1991; Laspina et al., 2005). Além disso, na presença de 

luz, os carotenóides podem promover a síntese de NO endógeno nas plantas (Cooney et 

al., 1994). 

Desta forma, pode-se sugerir que no presente estudo o NO e os carotenóides 

atuem em conjunto na proteção das plantas de soja contra o estresse oxidativo gerado 

pelo lactofen, evidenciado pela manutenção dos teores de clorofilas totais e suas frações 

�a� e �b�, embora a peroxidação lipídica não tenha sido impedida e nem totalmente 

interrompida. 
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Figura 5. Teores (mg.g-1 matéria fresca) de carotenóides totais em plantas de soja pré-

tratadas com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de lactofen            

(0,7 L.ha-1), às 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Em todas as doses, não houve interação 

significativa entre doses de SNP + lactofen x DAAL, a 5% de probabilidade � sem ajuste. 

Médias de quatro repetições. HAAL: horas após aplicação de lactofen.  

 

Além da atuação de antioxidantes pertencentes ao sistema natural de defesa das 

plantas, destacam-se enzimas, tais como SOD, CAT e POD (Elstner, 1982; Winston, 

1990; Smirnoff, 1993; Sies, 1997; Radetski et al., 2000). Além destas, as GSTs 

catalisam a conjugação de compostos eletrofílicos sintéticos com o tripeptídeo 

glutationa (γ-glutamil-cisteinil-glicina, GSH) e os produtos S-glutationilados polares 

formados são então ativamente removidos do citosol por transportadores ligados ao 

ATP, sendo exportados das células, no caso dos animais, ou importados para os 

vacúolos das plantas, antes de serem posteriormente metabolizados (Sanchez-Fernandez 

et al., 2001). 

Por pertencerem ao sistema de defesa de proteção das plantas, as GSTs atuam na 

metabolização dos xenobióticos, como lactofen em soja (Remaeh, 2004), oxyfluorfen 

em células de soja (Knörzer et al., 1996) e plantas de trigo (Cataneo et al., 2002), 

glyphosate (Cataneo et al., 2003) e atrazine (Nemat Alla & Hassan, 2006) em plantas de 

milho. 
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No presente trabalho, observou-se interação significativa entre doses de SNP + 

lactofen x HAAL em relação à atividade da GST e das enzimas antioxidantes SOD, 

CAT e POD (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Análise de variância referente às atividades da GST, SOD, CAT e POD em 

plantas de soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP, seguido de lactofen (X), em 

duas épocas de coleta (Y). 

 

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

*Significativo a 5% de probabilidade.  

 

A atividade da GST foi maior nas plantas de soja tratadas somente com o 

lactofen, em comparação com as que receberam pré-tratamento com SNP, exceto na 

primeira avaliação realizada, às 24 HAAL (Figura 6). As plantas pré-tratadas com       

50 µmol.L-1 de SNP apresentaram aumento linear de atividade da enzima ao longo do 

tempo, enquanto que naquelas pré-tratadas com a maior dose (200 µmol.L-1) houve um 

decréscimo dessa atividade após 24 HAAL. 

Para nosso conhecimento, não existem relatos da ação de NO sobre a atividade 

de GST em plantas submetidas ao tratamento com herbicidas. Porém, estudos 

demonstram que o NO promove a expressão gênica da GST em plantas de soja 

(Delledone et al., 1998) e tabaco (Durner et al., 1998) expostas à presença de patógenos. 

A GST também pode sofrer um aumento de sua expressão gênica na presença de H2O2, 

fato observado por Desikan et al. (1998) em células de Arabidopsis, e por Levine et al. 

(1994) em plantas de soja.  

Assim, no presente estudo, o fato de as plantas pré-tratadas com SNP terem 

apresentado menor atividade da GST, principalmente naquelas que receberam a maior 

dose (200 µmol.L-1), pode ter sido decorrente da ação antioxidante do NO na eliminação 

do H2O2 gerado em conseqüência da ação do lactofen. 
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Figura 6. Atividade da GST (nmol de GSH-CDNB.min-1.mg-1 proteína) em plantas de 

soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de 

lactofen (0,7 L.ha-1), às 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Na ausência de SNP e no pré-

tratamento com 100 µmol.L-1, não houve interação significativa entre doses de SNP + lactofen x 

DAAL, a 5% de probabilidade � sem ajuste. Médias de quatro repetições. HAAL: horas após 

aplicação de lactofen.  

 

 A SOD é uma enzima participante da eliminação de radicais O2
-* formados em 

plantas expostas a agentes oxidantes (Bowler et al., 1992; Scandalios, 1993). Trabalhos 

relatam aumentos de atividade da SOD em plantas promovendo proteção e tolerância à 

herbicidas. Como exemplos, Iannelli et al. (1999) constataram que um aumento de 

atividade da SOD promoveu resistência de plantas de milho ao paraquat, enquanto que 

Nemat Alla & Hassan (2006) observaram aumentos de atividade da SOD em plantas de 

milho híbrido 351 pulverizadas com atrazine. Remaeh (2004) também verificou 

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

No presente estudo, pode ser verificado que na ausência do pré-tratamento das 

plantas com SNP, maior atividade da SOD foi detectada nas avaliações iniciais com 

estabilização a partir das 72 HAAL (Figura 7). Foi detectado que nas primeiras 

avaliações ocorreu maior atividade da SOD em decorrência do aumento da dose de 

SNP. Porém, este comportamento inverteu-se no transcorrer do tempo, onde na última 



 99

avaliação realizada (120 HAAL) a atividade da SOD diminuiu em função do aumento 

da dose de SNP. 

Estudos mostram que, na presença de NO ou de substâncias doadoras, uma baixa 

atividade da SOD, acompanhada de redução dos teores de lipoperóxidos e de aumento 

dos teores de pigmentos fotossintéticos, indicam proteção das plantas contra o estresse 

oxidativo gerado em diferentes situações, como é o caso da presença de cádmio em 

plantas de girassol (Laspina et al., 2005). De maneira similar, Hung & Kao (2003) 

observaram que o ácido abscísico (ABA) promoveu estresse oxidativo e senescência em 

folhas de arroz, caracterizados pelo aumento dos teores de H2O2 e de lipoperóxidos e 

pelo aumento de atividade da SOD. Porém, quando as folhas foram expostas à presença 

de ABA e de N-tert-butil-α-fenilnitrona (PBN), substância doadora de NO, houve uma 

redução na atividade da SOD, dos teores de lipoperóxidos e de H2O2. É válido registrar 

o trabalho de Caro & Puntarulo (1998), que observaram redução na produção de 

radicais O2
-* em eixos embrionários de soja na presença de NO.  

Baseado na literatura, é evidente que a diminuição da atividade da SOD é devido 

à menor disponibilidade de substrato (O2
-*) como efeito da ação do NO. 
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Figura 7. Atividade da SOD (U.mg-1 proteína) em plantas de soja pré-tratadas com 

diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de lactofen (0,7 L.ha-1), às 

24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Médias de quatro repetições. HAAL: horas após aplicação de 

lactofen.  
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No presente estudo, tal fato foi constatado nas plantas pré-tratadas com a maior 

dose de SNP (200 µmol.L-1), que apresentaram elevados teores de clorofilas totais, suas 

frações �a� e �b� e de carotenóides totais, bem como baixos teores de lipoperóxidos às 

120 HAAL, período onde foi observada menor atividade da SOD. Assim, sugere-se que 

na medida em que se aumentou a dose de SNP aplicada em pré-tratamento das plantas 

de soja, o NO tenha promovido gradativamente a eliminação do radical O2
-*, substrato 

da SOD, amenizando-se assim o estresse oxidativo gerado pelo lactofen. 

A CAT também atua como antioxidante, por converter o H2O2 em H2O e O2 

(Scandalios, 1993). No presente trabalho, foi observado que às 24, 72 e 96 HAAL, as 

plantas pré-tratadas com SNP apresentaram menor atividade da CAT (Figura 8). 

Quando se aplicou SNP na dose de 100 µmol.L-1 em pré-tratamento, as plantas 

apresentaram baixa atividade da CAT às 24 e 120 HAAL, períodos nos quais foram 

detectados baixos teores de lipoperóxidos e elevados teores de clorofilas e carotenóides.  
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Figura 8. Atividade da CAT (nmol de H2O2 consumido.min-1.mg-1 proteína) em plantas 

de soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido 

de lactofen (0,7 L.ha-1), às 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Na ausência de SNP e no pré-

tratamento com 50 µmol.L-1, não houve interação significativa entre doses de SNP + lactofen x 

DAAL, a 5% de probabilidade � sem ajuste. Médias de quatro repetições. HAAL: horas após 

aplicação de lactofen.  
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Como efeito isolado, observou-se um pico de atividade da CAT às 48 HAAL nas 

plantas pré-tratadas com 50 µmol.L-1de SNP, período onde a atividade da SOD também 

foi elevada. Concomitantemente, tais plantas apresentaram nesse período elevados 

teores dos pigmentos fotossintéticos, principalmente os referentes à clorofila �b�, além 

de baixos teores de lipoperóxidos. Tais resultados indicam a ação antioxidante conjunta 

da CAT e da SOD no combate ao estresse oxidativo, de modo que a SOD converte o 

radical O2
-* em H2O2, que posteriormente é hidrolisado pela CAT, produzindo H2O e 

O2 (Halliwell & Gutteridge, 1990; Laspina et al., 2005).  

De acordo com Polidoros & Scandalios (1999) a expressão gênica da CAT em 

milho pode ser inibida por baixas concentrações de H2O2 ou induzida por elevadas 

concentrações. Além disso, em folhas de arroz tratadas com ácido abscísico (ABA), 

Hung & Kao (2003) observaram aumentos concomitantes dos níveis de H2O2 e da 

atividade da CAT.  

Estas informações permitem sugerir que no presente estudo a redução de 

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

produção de H2O2, como efeito do NO, o que reitera sua ação protetora nas plantas de 

soja pela eliminação das ERMO geradas pelo lactofen.  

Porém, foi detectado aumento de atividade da CAT nas plantas pré-tratadas com 

a maior dose de SNP (200 µmol.L-1) às 120 HAAL. Tal fato não era esperado, pois 

neste período as plantas apresentaram baixos teores de lipoperóxidos e elevados teores 

de clorofilas e carotenóides, bem como baixas atividades das enzimas GST e SOD. Uma 

possível explicação seria que a CAT estaria removendo parte do H2O2 gerado e ainda 

não eliminado por ação do NO, contribuindo para a defesa antioxidante das plantas 

contra o estresse oxidativo induzido pelo lactofen. 

As PODs apresentam função antioxidante nas células vegetais expostas a 

condições de estresse por decomporem o H2O2 produzido pela SOD, tendo ação 

semelhante à da CAT (Bor et al., 2003). Pesquisas relatam aumentos de atividade da 

POD em resposta a diferentes condições de estresses ambientais, como presença de 

ozônio em folhas de Sedum album (Castillo et al., 1984), dióxido de enxofre em plantas 

de cevada (Navari-Izzo & Izzo, 1994), elevada luminosidade em plântulas de trigo 

(Mishra et al., 1995), baixas temperaturas e presença de H2O2 em plântulas de milho 

(Prasad et al., 1994) e presença do herbicida oxyfluorfen em células de soja (Knörzer et 

al., 1996). Nesses casos, foi considerado que a POD desempenhou importante papel na 

eliminação do H2O2 durante as referidas condições geradoras de estresse oxidativo.  
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Nos momentos iniciais da avaliação, até 72 HAAL, as plantas pré-tratadas com 

50 µmol.L-1 de SNP apresentaram aumento de atividade da POD, seguido de redução 

nos períodos posteriores, semelhante ao observado em relação às atividades da SOD e 

da CAT (Figura 9). 
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Figura 9. Atividade da POD (µmol de purpurogalina.min-1.mg-1 proteína) em plantas de 

soja pré-tratadas com diferentes doses de SNP (0, 50, 100 e 200 µmol.L-1), seguido de 

lactofen (0,7 L.ha-1), às 24, 48, 72, 96 e 120 HAAL. Na ausência de SNP, não houve 

interação significativa entre doses de SNP + lactofen x DAAL, a 5% de probabilidade � sem 

ajuste. Médias de quatro repetições. HAAL: horas após aplicação de lactofen.  

 

Nas plantas pré-tratadas com as maiores doses de SNP (100 e 200 µmol.L-1), 

houve tendência à redução de atividade da POD com o decorrer do tempo. 

Similarmente, Chi Yu et al. (2005) observaram ausência de indução de atividade da 

POD em folhas de arroz pré-tratadas com SNP sob estresse induzido pela presença de 

cobre.  

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, pode ser concluído que em 

plantas de soja, apesar da peroxidação lipídica não ter sido totalmente interrompida pelo 

NO, este apresenta capacidade de eliminação das ERMO geradas pela ação do herbicida 

lactofen impedindo, portanto, a degradação de pigmentos fotossintéticos. 

Conseqüentemente, a eliminação das ERMO pelo NO acarreta tanto diminuição de 
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substrato disponível para as enzimas antioxidantes SOD, CAT e POD, essenciais na 

proteção das plantas em situações indutoras de estresse oxidativo, como ausência de 

indução da GST pelo H2O2. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Na literatura, há diversas pesquisas que buscam investigar respostas 

proporcionadas pelas plantas de culturas agrícolas de importância econômica, como a 

soja, quando submetidas a tratamentos com herbicidas, no caso de inibidores da Protox, 

tais como o lactofen, cuja aplicação nas plantas acarreta estresse oxidativo. Assim, há 

estudos que avaliam o comportamento do sistema de defesa antioxidante responsável 

pela eliminação das ERMO geradas nessa condição, além da quantificação de 

indicadores bioquímicos e fitométricos, entre outros, que contribuem para uma maior 

elucidação dos níveis de injúrias causadas pelos herbicidas. 

Nas últimas décadas, inúmeras revisões vêm sendo elaboradas com o propósito 

de abordar diversos aspectos referentes à ação do NO nas plantas. Assim, a revisão 

apresentada no presente estudo abordou as vias de síntese e algumas propriedades 

químicas do NO, além de mencionar pesquisas que relatam seu efeito protetor em 

plantas submetidas a estresses bióticos e abióticos, tais como seca, aquecimento, 

estresse salino, metais pesados, herbicidas e ataque de patógenos. A participação do NO 

em processos como germinação e superação de dormência de sementes, senescência 

celular, crescimento, organogênese radicular e apoptose / morte celular programada 

também foi abordada. Além disso, foram descritos a interação do NO com os hormônios 

vegetais etileno, ácido abscísico, citocinina e giberelina, bem como seu controle 

endógeno e o uso de substâncias exógenas doadoras.  

Torna-se relevante mencionar que pesquisas relacionadas com a prática de 

aplicação exógena de doadores de NO, como o SNP, em pré-tratamento de plantas 

submetidas a diferentes condições de estresse vêm sendo realizadas com o objetivo de 

se observar o efeito protetor do NO sobre as mesmas. Desta forma, o presente estudo 

objetivou verificar os efeitos proporcionados pelo pré-tratamento de plantas de soja com 

SNP, seguido de tratamento com o herbicida lactofen, relacionando-os com o sistema de 

defesa antioxidante, através das avaliações das atividades das enzimas GST, SOD, CAT 

e POD, além de terem sido realizadas quantificações de indicadores de estresse 

oxidativo, tais como teores de lipoperóxidos, açúcares solúveis e pigmentos 

fotossintéticos, bem como avaliações de aspectos fitométricos como altura, 

comprimento radicular, número de folíolos e matéria seca. 

O pré-tratamento das plantas de soja com SNP foi benéfico, pelo fato de o NO 

ter minimizado sintomas visuais de injúria proporcionados pelo lactofen nos folíolos 
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jovens. A redução da atividade das enzimas antioxidantes GST, SOD, CAT e POD, 

associada à manutenção de baixos teores de açúcares solúveis totais e redutores e 

aumento dos teores de clorofilas totais e suas frações �a� e �b� e carotenóides totais nas 

plantas pré-tratadas com SNP sugerem o efeito protetor do NO contra o estresse 

oxidativo gerado pelo lactofen. Diante desses resultados torna-se evidente que em 

plantas de soja o NO apresenta capacidade de eliminação das ERMO geradas pela ação 

do herbicida lactofen, o que acarreta tanto a ausência de indução da GST pelo H2O2, tão 

bem como diminuição de substrato para as enzimas antioxidantes SOD, CAT e POD. 

As plantas de soja possuem a capacidade de recuperar seu crescimento após a 

aplicação do lactofen. Além disso, o pré-tratamento com SNP proporcionou crescimento 

mais lento das plantas de soja. Assim, estudos mais avançados são necessários, 

especialmente vinculados à área de expressão gênica, visando maior esclarecimento de 

como a síntese do NO é modulada nos diferentes órgãos e compartimentos vegetais, 

bem como maior detalhamento dos alvos moleculares das sinalizações promovidas pelo 

NO, o que permitirá maior elucidação dos mecanismos pelos quais o NO pode atuar na 

sinalização do estresse promovido pelo lactofen na cultura da soja.  
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CONCLUSÕES 

 

 Para as condições em que se desenvolveu a presente pesquisa, pode-se concluir 

que: 

 

• o NO proporciona crescimento mais lento de plantas de soja submetidas ao 

lactofen; 

 

• a injúria promovida pelo lactofen sobre folíolos jovens de plantas de soja é 

reduzida pelo NO; 

 

• o NO protege plantas de soja contra o estresse oxidativo gerado pelo lactofen 

provavelmente por agir diretamente na eliminação das ERMO e não pela 

indução da atividade de enzimas antioxidantes; 

 

• estudos mais avançados são necessários relativos à modulação da síntese do NO 

nos diferentes órgãos e compartimentos vegetais, bem como aos alvos 

moleculares das sinalizações promovidas pelo NO. 
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