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Resumo 

 

MADRUGA, Nathalia de Avila Madruga. Aspectos bioquímicos e moleculares de 
brócolis submetidos ao aporte hídrico reduzido e à radiação UV-C. 2017. 87f. 
Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) – Programa de Pós-
Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos. Faculdade de Agronomia Eliseu 
Maciel. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017. 
 

O brócolis (Brassica oleracea L. var. Italica) é uma planta pertencente à família 
Brassicaceae. Esta hortaliça é mundialmente consumida e tem se destacado não só 
pelo valor nutricional como também pelas propriedades antioxidantes e efeitos 
quimiopreventivos. Frequentemente as plantas são submetidas à condições 
estressoras, podendo comprometer seu metabolismo. Contudo, quando o fator 
estressor ocorre de forma moderada ele pode gerar alterações fisiológicas, 
moleculares e bioquímicas benéficas, entre elas o acúmulo de compostos derivados 
do metabolismo especializado. Assim, teve-se como objetivo caracterizar os efeitos 
isolados e combinados do aporte hídrico reduzido na pré-colheita e da radiação UV-
C na pós-colheita de brócolis através da análise de parâmetros bioquímicos e 
moleculares. Foram avaliados o perfil de metabólitos utilizando a cromatografia 
líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), a atividade de enzimas 
antioxidantes (ascorbato peroxidases, catalase, superóxido dismutase, peroxidase e 
polifenoloxidase) por métodos espectrofotométricos e o acúmulo de transcritos de 
genes relacionados ao metabolismo de glicosinolatos através de RT-qPCR. A partir 
dos resultados obtidos foi possível verificar que o aporte reduzido de água e a 
radiação UV-C induziram respostas no perfil metabólico; glicosinolatos indólicos e 
flavonoides glicosídicos foram os compostos que mais contribuíram para a distinção 
entre os tratamentos. A atividade das enzimas APX, CAT e PPO foi maior nos 
tratamentos 15 kPa/7 kJ m-2 e 75 kPa/10 kJ m-2 e a redução no aporte hídrico inibiu 
a atividade da SOD e da POD, no ano de 2014. No experimento de 2015, o aporte 
reduzido de água não alterou a atividade da APX e inibiu a atividade das enzimas 
CAT e POD; já a SOD foi ativada somente pela radiação UV-C, independentemente 
do tipo de cultivo. Além disso, a radiação de 10 kJ m-2 de UV-C influenciou no 
acúmulo de transcritos de genes relacionados com a biossíntese de glicosinolatos e 
a combinação do aporte hídrico reduzido com a radiação UV-C regulou a expressão 
do gene PEN2 relacionado com a degradação de glicosinolatos. 
 

Palavras-Chave: Brassica oleracea L. var. Italica; seca; metabolômica 
 



 
 

Abstract 

 

MADRUGA, Nathalia de Avila Madruga. Biochemical and molecular aspects of 
broccoli submitted to reduced water supply and UV-C radiation. 2012. 87f. 
Dissertation (Master Degree em Ciência e Tecnologia de Alimentos) – Programa de 
Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos. Faculdade de Agronomia 
Eliseu Maciel. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2017. 
 
Broccoli (Brassica oleracea L. var. Italica) is a plant belonging to the Brassicaceae 
family. This vegetable is consumed worldwide and has been standing out not only 
due to its nutritional value, but also due to its antioxidant properties and 
chemopreventive effects. Plants are often subjected to abiotic stressors, which can 
compromise their metabolism. However, moderate stresses can generate useful 
physiological, molecular and biochemical changes, such as the accumulation of 
compounds derived from specialized metabolism. Thus, the objective of this study 
was to characterize the isolated and combined effects of pre-harvest reduced water 
supply and post-harvest UV-C radiation through the analysis of biochemical and 
molecular parameters. Metabolite profiling of these plants was evaluated through 
liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS), the activity of 
antioxidant enzymes (ascorbate peroxidase, catalase, superoxide dismutase, 
peroxidase and polyphenoloxidase) through spectrophotometric methods and the 
transcript accumulation of genes related to glucosinolate biosynthesis through RT-
qPCR. From the results obtained, it was possible to verify that reduced water supply 
and UV-C radiation induced responses in the metabolic profile of these plants; 
glucosinolates and glycosidic flavonoids were the compounds that contributed the 
most to the differentiate treatments. APX, CAT, and PPO enzyme activities were 
higher at 15 kPa/7 kJ m-2 and 75 kPa/10 kJ m-2 and reduced water supply inhibited 
SOD and POD enzyme activity in 2014. In the 2015 experiment, reduced water 
supply did not change APX activity and inhibited CAT and POD enzyme activity, 
whereas SOD was activated only by UV-C radiation, regardless of the type of culture. 
In addition, 10 kJ m-2 UV-C radiation influenced the accumulation of gene transcripts 
related to glucosinolate biosynthesis and the combination of reduced water supply 
and UV-C radiation regulated the expression of glucosinolate degradation-related 
PEN2. 
 
Key words: Brassica oleracea L. var. Italica; drought; metabolomics. 
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1 Introdução geral 

 

O brócolis (Brassica oleracea L. var. Italica) é uma planta pertencente à 

família Brassicaceae, mesma da couve, repolho, mostarda e couve-flor. Esta 

hortaliça possui importância econômica e sua produção mundial dobrou nos últimos 

anos (FAOSTAT, 2014). Tal fato se deve, em parte, aos níveis consideráveis de 

compostos benéficos à saúde, tais como vitaminas, glicosinolatos e seus produtos 

de degradação, bem como compostos fenólicos, carotenoides, tocoferois e ácido 

ascórbico (LATTÉ et al., 2011; ARES et al., 2014). 

As plantas, sob condições naturais, frequentemente são expostas a diferentes 

estresses abióticos, comuns em função da intensidade das variações climáticas 

(HOLOPAINEN; GERSHENZON, 2010). Ainda que em resposta aos diferentes 

estresses, as plantas apresentem alterações fisiológicas, moleculares e bioquímicas 

para manter a homeostase celular e não comprometer seu crescimento, 

desenvolvimento e reprodução (ATKINSON; URWIN, 2012; TARIQ et al., 2013; 

COPOLOVICI et al., 2014), fatores abióticos como temperaturas extremas (calor ou 

frio), seca, salinidade e excesso de radiação ultravioleta estão entre os maiores 

causadores de perdas na agricultura (FRAIRE-VELÁZQUEZ; BALDERAS-

HERNÁNDEZ, 2013).  

O déficit hídrico tem especial destaque limitando o desenvolvimento das 

plantas e resultando normalmente em menor produtividade (SPREER et al., 2009; 

ZINGARETTI et al., 2013). No entanto, para manter os níveis de água nas células e 

continuar se desenvolvendo, como resposta adaptativa, as plantas buscam 

aumentar a capacidade de absorção de água pelas raízes e reduzir a 

evapotranspiração foliar e consequentemente diminuindo a eficiência fotossintética 

(FAROOQ et al., 2009; ASHRAF et al., 2011). Contudo, dependendo das condições 

ambientais e da intensidade do estresse sofrido pelas plantas, as alterações 

metabólicas podem favorecer a síntese e o acúmulo de compostos gerados pelo 

metabolismo especializado com potenciais efeitos benéficos a saúde (WEI et al., 

2013; ZINGARETTI et al., 2013). 

Objetivando explorar potenciais vantagens ocasionadas pelos fatores 

estressores, alguns são aplicados não só na pré-colheita, mas também na pós-

colheita, visando gerar modificações metabólicas que implicam em maior vida de 
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prateleira de frutas e hortaliças. A radiação UV-C é um destes tratamentos, 

mostrando-se eficaz na redução de micro-organismos, além de reduzir as taxas 

respiratórias e retardar o amadurecimento e a senescência de diferentes produtos 

de origem vegetal (JIANG et al., 2010; PARK; KIM, 2015). A radiação UV-C gera 

uma resposta nos tecidos vegetais, promovendo a ativação dos mecanismos de 

defesa e consequentemente induzindo a ativação das enzimas antioxidantes, bem 

como a síntese de compostos do metabolismo especializado, principalmente os 

fenólicos, que atuam na proteção ao estresse oxidativo (PARK; KIM, 2015). 

Ainda que se saiba da existência de um potencial uso da aplicação controlada 

de agentes estressores abióticos sobre o brócolis, as informações disponíveis sobre 

o efeito do tratamento por redução do aporte hídrico no seu cultivo e da radiação 

UV-C na pós-colheita ainda são limitadas. 
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1.1 Hipótese 

 

A redução do aporte hídrico na pré-colheita e a radiação UV-C na pós-colheita 

de brócolis modificam o perfil de metabólitos, a atividade de enzimas antioxidantes e 

o acúmulo de transcritos da rota dos glicosinolatos 
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1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar os efeitos isolados e combinados da redução do aporte hídrico 

na pré-colheita e da radiação UV-C na pós-colheita de brócolis através da análise de 

parâmetros bioquímicos e moleculares. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar o perfil de metabólitos gerais e especializados; 

- Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes: ascorbato peroxidase, 

catalase, superóxido dismutase, peroxidase e polifenoloxidase; 

- Avaliar o acúmulo de transcritos de genes envolvidos no metabolismo de 

glicosinolatos. 
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2 Revisão bibliográfica 

 

2.1 Brócolis 

 

O gênero Brassica abrange uma ampla variedade de vegetais pertencentes à 

família Brassicaceae, incluindo couve-flor, couve, couve-de-bruxelas, mostarda, 

repolho, brócolis entre outros. Os vegetais desta família têm se destacado por suas 

propriedades antioxidantes e efeitos quimiopreventivos (LATTÉ et al., 2011; 

MEDINA et al., 2015). Estudos epidemiológicos têm encontrado relação positiva 

entre diminuição nos riscos câncer e a ingestão frequente destas plantas (WU et al., 

2013; ZHAO; ZHAO, 2013). 

Originário da região oriental do Mediterrâneo e do Oriente Médio, o brócolis 

(Brassica oleracea L. var. Itálica) foi introduzido na Europa ainda na Idade Média 

(AUGUSTINE et al., 2014). O habitat original das diferentes variedades de 

B. oleracea é junto a penhascos rochosos ao longo da costa mediterrânea, a qual 

possui grande variabilidade geográfica e climática, contribuindo para a ampla 

diversificação morfológica dentro desta espécie. Os cruzamentos naturais entre 

vegetais da família Brassicaceae também contribuíram para esta diversificação, mas 

foi somente a partir da disseminação do seu cultivo e da domesticação que as 

variedades comestíveis atuais foram obtidas (LUKENS et al., 2003). 

O brócolis é hoje uma hortaliça mundialmente consumida e valorizada, 

principalmente pelo seu alto potencial nutricional. Ele tem baixo valor calórico e alto 

conteúdo de fibras, além disso possui níveis consideráveis de compostos benéficos 

à saúde, tais como vitaminas, compostos fenólicos, carotenoides, tocoferois, ácido 

ascórbico, bem como glicosinolatos e seus produtos de degradação, os 

isotiocianatos (LATTÉ et al., 2011; ARES et al., 2013). 

Os compostos fenólicos, em geral, são os principais responsáveis pela sua 

capacidade antioxidante (BACHIEGA et al., 2016). Entre eles, os ácidos 

hidroxicinâmicos e os flavonoides quercetina, kaempeferol e isoramnetina são os 

compostos encontrados em maior abundância, geralmente estando na forma de O-

glicosídeos e acilados com os ácidos p-coumárico, cafeico, ferúlico e sinápico 

(VALLEJO et al., 2004). 
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Os flavonois glicosídicos encontrados por Price et al. (1998) nos floretes de 

brócolis foram a quercetina e o kaempferol 3-O-soforosídeo-7-O-glicosídeo, 

enquanto outros glicosídeos encontrados em menor quantidade foram isoquercitina, 

kaempferol 3-O-glicosídeo e kaempferol 3-O-diglicosídeo. Chiu (2015), avaliou a 

composição das inflorescências de brócolis e detectou compostos derivados do 

ácido hidroxicinâmico e flavonoides glicosídeos, dentre eles quercetina-3-O-(cafeoil)-

soforotriosídeo-7-O-glicosídeo, quercetina-3-O-(p-coumaroil)-soforotriosídeo-7-O-

glicosídeo, kaempferol-3-O-(cafeoil)-soforotriosídeo-7-O-soforosídeo e 1-sinapoil-2-

feruloilgentiobiose. 

Os glicosinolatos e os compostos fenólicos estão constitutivamente presentes 

no brócolis, mas podem ter seus teores aumentados por inúmeros fatores, variando 

de acordo com genótipo, órgão e estádio de desenvolvimento da planta. Além disso, 

a presença de fatores abióticos e bióticos é percebida pelas plantas, modificando o 

perfil e o acúmulo destes compostos (MARTÍNEZ-VILLALUENGA et al., 2008; 

BHANDARI; KWAK, 2014).  

Assim os glicosinolatos agem como compostos de defesa, induzidos após o 

ataque de patógenos ou herbívoros, da aplicação de fitohormônios e/ou da 

ocorrência de estresses abióticos (CLAY et al., 2009; MEWIS et al., 2012b). Seus 

representantes de maior abundância no brócolis são os indólicos e alifáticos, entre 

eles a glicorafanina, a glicobrassicina e a neoglicobrassicina (ALVAREZ-JUBETE et 

al., 2014; BHANDARI; KWAK, 2015). 

 

2.2 Estressores abióticos 

 

As plantas, por serem organismos sésseis, frequentemente são expostas às 

condições ambientais desfavoráveis que prejudicam seu desenvolvimento. 

Perturbações abióticas como calor, frio, seca, salinidade, alcalinidade, deficiência de 

nutrientes ou presença de metais tóxicos como alumínio, cádmio e arsênio no solo 

alteram as condições de homeostase destes organismos, assim mecanismos 

moleculares, bioquímicos, fisiológicos e morfológicos são ativados, permitindo o 

estabelecimento de um novo estado fisiológico dirigido para reintegração de sua 

condição equilíbrio. Contudo, dependendo do tempo de exposição, do tipo e da 

intensidade do estressor abiótico, podem ocorrer danos irreversíveis nas plantas, 
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desde alterações no metabolismo, crescimento e desenvolvimento até a 

senescência (ATKINSON; URWIN, 2012; JOGAIAH et al., 2013). 

Cada fator abiótico é capaz de gerar uma resposta diferente na planta, 

dependendo do tecido ou órgão afetado. Além disso a intensidade e a duração da 

ação estressora podem ter efeito significativo sobre a complexidade de cada 

resposta (CRAMER et al., 2011; PINHEIRO; CHAVES, 2011). As plantas podem 

resistir a estas perturbações através de mecanismos que evitem seus efeitos, mas 

para a anulação destes, precisam de mecanismos que isolem as células das 

condições estressoras, minimizando seus impactos (SHA VALLI KHAN et al., 2014). 

Muitas das vezes, quando as plantas têm a capacidade de suportar tais 

condições desfavoráveis sem que haja grandes impactos na produtividade, elas 

passam a ser chamadas de tolerantes. Plantas tolerantes estabelecem uma nova 

condição de homeostase em resposta às condições estressoras, ajustando o 

crescimento, o desenvolvimento, bem como as atividades celulares e moleculares. 

Resistência a um determinado estresse requer que o organismo exiba a capacidade 

de se adaptar ou de se aclimatar completamente ao estresse, sem que haja 

qualquer tipo de dano (SHAVALLI KHAN et al., 2014). 

 

2.3 Seca 

 

A seca é um dos estressores abióticos mais relevantes por frequentemente 

limitar a produtividade vegetal em grande parte da área agrícola mundial. O estresse 

é gerado quando a disponibilidade de água no solo é reduzida a níveis críticos ou 

por condições atmosféricas capazes de aumentar a perda contínua de água 

(RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011; SHA VALLI KHAN et al., 2014). 

A seca é o estressor abiótico que mais prejudica o desenvolvimento das 

plantas, pois o crescimento celular é extremamente sensível a esta condição 

(ANJUM et al., 2011), resultando na diminuição da altura da planta e da área foliar, 

bem como da longevidade e número de folhas (FAROOQ et al., 2009; AVRAMOVA 

et al., 2015).  

Diante de condições limitadas de água no solo, as plantas fecham seus 

estômatos para evitar perdas. Isto, entretanto, diminui a captação de CO2, limitando 

a fotossíntese. Na sequência, os demais componentes da fotossíntese são inibidos, 
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resultando em menor captação de luz, causando senescência precoce das folhas e 

diminuição da produtividade (FAROOQ et al., 2009). 

Outra maneira de evitar a seca é o encurtamento do ciclo de vida, o qual 

possibilita que períodos de crescimento e reprodução não sobreponham períodos de 

falta de água, assim o florescimento precoce é um exemplo de característica 

adaptativa (ARAUS, 2002). Outro mecanismo capaz de auxiliar as plantas na sua 

adaptação é a prevenção da perda de água de modo a manter a tensão hídrica 

anterior ao estresse. Além disso, sob condições limitadas de água no solo, 

geralmente as raízes aumentam em número, comprimento e profundidade para 

maior captação de água (TUBEROSA, 2012). Estes órgãos também atuam 

induzindo uma cascata de sinais para a parte aérea, causando alterações 

fisiológicas, sendo o ácido abscísico (ABA) apontado como o principal responsável 

pela sinalização raiz-parte aérea, induzindo o fechamento dos estômatos (ANJUM et 

al., 2011; TUBEROSA, 2012). Além disso, a cera cuticular presente em todos os 

órgãos aéreos pode diminuir a transpiração, contribuindo para evitar problemas de 

desidratação (KOSMA et al., 2009).  

O ajustamento osmótico já consiste em outra estratégia de tolerância à seca, 

implicando no aumento de solutos intracelulares, como carboidratos, álcoois e 

aminoácidos com o intuito de proteger as funções celulares da planta e manter a 

turgência. Os benefícios do ajustamento osmótico, entretanto, variam conforme a 

cultura e a gravidade do estresse (VERSLUES; JUENGER, 2011; TUBEROSA, 

2012).  

Além dos mecanismos já citados, as plantas modificam suas vias metabólicas 

para sobreviver ao estresse pela síntese de compostos do metabolismo 

especializado, sobretudo os compostos antioxidantes, pois minimizam os efeitos das 

EROs. Estes compostos, geralmente, estão presentes em todas as partes das 

plantas, mas quando um estímulo externo é percebido pelo vegetal, a síntese destes 

pode ser intensificada (TEXTOR; GERSHENZON, 2009). 

 

2.4 Radiação UV-C 

 

A luz ultravioleta pode ser dividida em três faixas de comprimento de onda: 

UV-A de 315 a 400 nm, UV-B de 280 a 315 nm e a UV-C de 100 a 280 nm, visto que 
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cada faixa tem potencial energético distinto, podendo induzir diferentes efeitos 

biológicos nos organismos sobre os quais age (SHAMA, 2007; KOWALSKI, 2009). A 

faixa de comprimento de onda da luz UV-C é altamente energética, resultando em 

danos severos a diferentes sistemas biológicos (AHMED et al., 2015). Porém esta 

radiação não está presente na superfície da terra já que é absorvida pelo ozônio e 

gases atmosféricos (KOWALSKI, 2009). 

A radiação com comprimento de onda menor que 320 nm pode ter efeito 

destrutivo por gerar algumas reações fotoquímicas que não são de nosso interesse. 

A absorção direta de fótons pelo DNA, mecanismos indiretos abrangendo a 

excitação de fotossensibilizadores e a geração de espécies reativas de oxigênio 

estão entre os principais eventos causadores de danos às células. Moléculas com 

duplas ligações conjugadas, como ácidos nucleicos, proteínas e lipídios são 

importantes para as funções e estruturas das células, porém, por absorverem 

energia da luz UV, podem desencadear alterações fisiológicas nas plantas, as quais 

muitas vezes são indesejáveis (KOWALSKI, 2009; MAHARAJ, 2015).  

Na pós-colheita, a radiação UV-C pode ocasionar diversos danos como 

escurecimento, amadurecimento anormal, rugosidade, amolecimento dos tecidos e 

perda de nutrientes, diminuindo sua vida útil. Apesar de doses elevadas de radiação 

UV-C terem efeitos deletérios nos tecidos vegetais, doses baixas podem estimular 

respostas benéficas, melhorando sua qualidade (SHAMA, 2007). 

A ação da radiação UV-C é superficial penetrando somente de 5 a 30 mícrons 

nos tecidos, sendo amplamente utilizada na desinfecção de equipamentos e nos 

alimentos (TURTOI, 2013). Além de ação bactericida, estudos têm apontado que a 

utilização desta no tratamento pós-colheita retarda a maturação, a senescência, a 

decomposição, diminui a incidência de doenças e as taxas respiratórias de frutas e 

hortaliças (PERKINS-VEAZIE et al., 2008). 

A aplicação de UV-C na pós-colheita gera um estresse capaz de causar a 

ativação dos mecanismos de defesa vegetal, de enzimas antioxidantes e de síntese 

de compostos atuantes na proteção contra espécies reativas de oxigênio 

(SCHREINER et al., 2009; RAI et al., 2011).  

Os ácidos fenólicos e flavonoides desempenham funções importantes nas 

plantas, pois atuam como filtros que protegem de radiações excessivamente 

energéticas. Wang et al. (2009) ao avaliarem o efeito pós-colheita da radiação UV-C 

nas doses de 0,43 a 6,45 kJ m-2 em mirtilo, observaram um aumento relevante no 
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conteúdo de flavonois glicosilados, antocianinas e na capacidade antioxidante total. 

A aplicação de 4,1 kJ m-2 de radiação UV-C pós-colheita em morangos induziu o 

acúmulo de antocianinas e flavonois (LI et al., 2014). Já em brócolis, foi observado 

que o teor de compostos fenólicos e flavonoides totais aumentaram imediatamente 

após a aplicação de radiação UV-C (COSTA et al., 2006).  

Contudo, tais efeitos dependem de vários fatores, como diferenças na 

sensibilidade das culturas, níveis de maturidade e condições ambientais. Além disso, 

a duração e dosagem da radiação UV-C são cruciais na indução de alterações no 

metabolismo dos compostos de defesa (EICHHOLZ et al., 2012; MAHARAJ, 2015). 

 

2.5 Espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

As EROs compõem um grupo de radicais livres, moléculas reativas e íons 

derivados de oxigênio, cujos principais representantes são o ânion superóxido (O2•-), 

oxigênio singleto (1O2), íon peróxido (O2
-2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical 

hidroxila (OH•). Estes radicais são gerados durante funções metabólicas normais, 

como na respiração e fotossíntese ou são induzidos por estímulos ambientais, 

atuando no equilíbrio redox, ativando cascatas de sinalização e exercendo diferentes 

funções sobre a atividade proteica (WORMUTH et al., 2007; D’AUTRÉAUX; 

TOLEDANO, 2007). 

Em condições de homeostase há um equilíbrio entre a produção e a 

eliminação de EROs. Porém, quando afetados por fatores estressores, os níveis 

intracelulares de produção de EROs ultrapassam os níveis de eliminação destas, 

ocasionando o estresse oxidativo. A produção de altas concentrações de EROs em 

compartimentos celulares tem efeito altamente tóxicos, sendo um dos estresses 

abióticos mais deletérios. Em plantas sob estresse hídrico estas moléculas são 

produzidas devido à diminuição do conteúdo de CO2 intracelular, que resulta na 

transferência de elétrons da cadeia transportadora de elétrons para o oxigênio do 

fotossistema II (PANDA; KHAN, 2009). As EROs reagem com lipídios, ácidos 

nucleicos, proteínas e açúcares causando diversos tipos de dano oxidativo. Ao 

danificar macromoléculas as funções fisiológicas normais são afetadas, provocando 

disfunções metabólicas irreversíveis e podendo levar a morte celular (FOYER; 

FLETCHER, 2001). 
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Contra os danos oxidativos, mecanismos de defesa são ativados para reduzir 

os níveis tóxicos de EROs (SHARMA et al., 2012). Os antioxidantes naturais 

protegem os componentes celulares da planta mantendo o equilíbrio redox por 

ligação ou inativação dos radicais livres (MOST; PAPENBROCK, 2015). A 

desintoxicação das EROs envolve a ação de antioxidantes enzimáticos (CAT, SOD, 

APX) e não enzimáticos (ácido ascórbico, glutationa, tocoferois) que possuem papel 

fundamental na eliminação destes compostos (MITTLER, 2002). 

 

2.6 Enzimas do sistema redox 

 

Diversas enzimas atuam como antioxidantes impedindo que altas 

concentrações de EROs se acumulem no interior das células. Dentre as enzimas 

antioxidantes temos a superóxido dismutase (SOD) que atua na linha de frente da 

defesa antioxidante nas células vegetais. A SOD catalisa a dismutação do íon 

superóxido, produzindo peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio molecular (Figura 

1) (GILL; TUTEJA, 2010; LI et al., 2010). A remoção do íon superóxido diminui a 

formação do radical hidroxila, o qual é extremamente reativo e prejudicial à célula 

através da reação de Haber-Weiss (MITTLER, 2002). 

 

 

Figura 1 - Reação de dismutação do superóxido catalisada pela SOD. 

As enzimas superóxido dismutase são encontradas em todos compartimentos 

celulares em que as EROs são produzidas e são divididas em três grupos conforme 

o cofator metálico, que pode ser cobre/zinco (Cu/Zn-SOD) localizado no citosol e 

cloroplastos, manganês (Mn-SOD), presente nas mitocôndrias e peroxissomos ou 

ferro (Fe-SOD), encontradas nos cloroplastos (MITTLER, 2002; ASADA, 2006).  

O H2O2 produzido pela ação da SOD é um oxidante forte e tóxico às plantas, 

sendo convertido em oxigênio e água pelas enzimas CAT e APX (FARHOUDI et al., 

2012). A catalase (CAT) está localizada nos peroxissomos e glioxissomos, sendo 

responsável por catalisar a conversão do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio 

molecular (Figura 2). Esta enzima é um tetrâmero e apresenta um grupo heme em 
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cada subunidade. As suas três principais isoformas são CAT1, CAT2 e CAT3 

(WILLEKENS et al., 1994). 

 

 

Figura 2 - Reação catalisada pela CAT. 

Como a catalase não está presente nos cloroplastos, é a enzima ascorbato 

peroxidase (APX) que converte o peróxido de hidrogênio em água nesta organela 

(TEIXEIRA et al., 2004). Esta enzima é classificada como heme peroxidase, pois 

necessita da ligação do cofator heme para desempenhar sua atividade enzimática. A 

degradação do H2O2 é realizada via oxidação do ascorbato, sendo o primeiro 

produto da reação o radical monodehidroascorbato (MDA). Esta molécula pode ser 

convertida em ascorbato, de forma espontânea ou pela enzima 

monodehidroascorbato redutase (MDAR). Além disso, o MDA pode ser convertido a 

dehidroascorbato, podendo este produto ser regenerado a ascorbato pela 

dehidroascorbato redutase (KARYOTOU; DONALDSON, 2005).  

A peroxidase ou guaicol-peroxidase reage com compostos que contém 

grupos hidroxila ligados a anéis aromáticos, atuando na lignificação e suberização, 

além de exercer outras funções no metabolismo da parede celular vegetal. Esta 

enzima oxida, preferencialmente, uma molécula de guaiacol para cada molécula de 

H2O2 que é reduzida, de modo que quatro moléculas de guaicol se tetramerizam, 

reduzindo quatro moléculas de H2O2 (Figura 3) (HIRAGA, 2001). 

 

 

Figura 3 - Reação de redução do peróxido de hidrogênio e tetramerização do guaicol catalisada pela 
enzima peroxidase. 
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As polifenoloxidases (PPO) catalisam a oxidação de monofenois e/ou difenois 

em o-quinonas. Estas enzimas são subdivididas em: monofenol mono-oxigenase 

(EC 1.14.18.1), que catalisa a oxidação de monofenois em o-difenois e a o-difenol: 

oxigênio oxidoredutase (EC 1.10.3.2), que catalisa a oxidação dos o-difenois em o-

quinonas. Os produtos da reação, as o-quinonas são altamente reativas e se ligam a 

proteínas formando pigmentos escuros de melanina (STEFFENS et al., 1994; 

KROLL; RAWEL, 2001). 

 

2.7 Compostos fenólicos 

 

Provenientes do metabolismo especializado, os compostos fenólicos 

consistem um amplo e complexo grupo. Estes compostos desempenham diversas 

funções nas plantas e sua síntese é induzida em condições estressoras bióticas e 

abióticas, como infecções, ferimentos, radiações UV, ozônio, salinidade, estresse 

hídrico, térmico, entre outros (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011). 

Os compostos fenólicos são uma classe de metabólitos amplamente 

dispersos no reino vegetal e caracterizados por terem, ao menos, um anel aromático 

com um ou mais grupos hidroxila (CARTEA et al., 2011). São oriundos do 

metabolismo especializado das plantas através da via do chiquimato, onde a 

fenilalanina amoniliase (PAL) é a enzima responsável pela conversão de 

aminoácidos aromáticos em compostos fenólicos (CARTEA et al., 2011).  

Devido à presença de grupos hidroxila, os compostos fenólicos apresentam 

capacidade antioxidante, reduzindo moléculas tóxicas como as EROs. Os 

antioxidantes fenólicos podem atuar através de diferentes mecanismos, mas o 

sequestro de radicais livres é o mais importante. Os efeitos deletérios das EROs são 

neutralizados, pois são formados produtos intermediários relativamente estáveis 

devido a ressonância do anel aromático (HEIMLER et al., 2006).  

Os compostos fenólicos podem variar de estruturas simples, de baixo peso 

molecular, com somente um anel aromático, até compostos complexos, como 

taninos e ligninas (CROZIER et al., 2006; PEREIRA et al., 2009). Os fenólicos 

podem ser classificados em flavonoides e não-flavonoides. A classe dos flavonoides 

compreende os flavonois, flavonas, flavan-3-ols, antocianidinas, flavanonas, 

isoflavonas, entre outros. Os compostos não flavonoides englobam os ácidos 
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fenólicos, ácidos hidroxicinâmicos, estilbenos e normalmente são armazenados na 

forma de glicosídeos ou em ésteres de ácidos orgânicos (CROZIER et al., 2006). 

Nas espécies de Brássicas, os flavonoides e os ácidos hidroxicinâmicos são os 

fenólicos em maior abundância (CARTEA et al., 2011). 

Os flavonoides têm uma estrutura básica de 15 carbonos com dois anéis 

aromáticos ligados por uma ponte de três carbonos (C6-C3-C6). Estão presentes em 

todo reino vegetal, principalmente na epiderme de folhas e frutos, exercendo 

diversas funções de defesa nas plantas. Os flavonoides protegem contra a radiação 

UV, micro-organismos e herbívoros, além disso, alguns compostos estão envolvidos 

na coloração de folhas e frutos (CROZIER et al., 2006; PEREIRA et al., 2009). 

Dentro do gênero Brassica a quercetina, o kaempferol e a isoramnetina são os 

compostos em maior abundância (Figura 4). A conjugação na posição 3 do anel-C é 

encontrada com maior frequência, contudo podem ocorrer substituições nas 

posições 5, 7, 4’, 3’ e 5’ (CROZIER et al., 2006). 

 

 

Figura 4 - Flavonoides agliconas encontrados em vegetais Brassica 

Os principais compostos não-flavonoides são os ácidos fenólicos, 

caracterizados por possuir um anel benzênico, um grupamento carboxílico e um ou 

mais grupos hidroxila e/ou metoxila (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011). Os 

derivados do ácido hidroxibenzoico possuem estrutura C6-C1 e os derivados do 
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ácido hidroxicinâmico possuem estrutura C6-C3. Os principais hidroxicimatos são os 

ácidos p-cumárico, cafeico, ferúlico e sinápico. Em geral, são encontrados ligados a 

uma porção glicosídica ou a outros ácidos hidroxicinâmico (VALLEJO et al., 2004; 

OLSEN et al., 2009). 

 

2.8 Glicosinolatos 

 

Os glicosinolatos são metabólitos especializados relacionados com o 

mecanismo de defesa das plantas do gênero Brassica. A biossíntese destes 

compostos é induzida após a ocorrência de ferimentos e/ou ataque de patógenos, 

de herbívoros, da aplicação de fitohormônios, e da ocorrência de fatores estressores 

abióticos (TEXTOR; GERSHENZON, 2009; MEWIS et al., 2012a). Além disso, seus 

produtos de degradação são responsáveis por sabores e odores característicos, 

além de serem capazes de promover efeitos benéficos à saúde humana 

(AGERBIRK; OLSEN, 2012).  

Os glicosinolatos são ésteres de (Z)-N-hidroximinosulfato ligados pelo átomo 

de enxofre à β-D-glicopiranose com cadeia lateral derivada de aminoácidos (Figura 

5). A biossíntese dos glicosinolatos é realizada a partir dos aminoácidos e estes 

conferem diferentes substituintes para a cadeia lateral R. Os glicosinolatos alifáticos 

são sintetizados a partir dos aminoácidos alanina, metionina, isoleucina, leucina e 

valina. Já a biossíntese dos aromáticos ocorre a partir da fenilalanina ou da tirosina, 

enquanto que os indólicos são derivados do triptofano (SØNDERBY et al., 2010). 

 

 

Figura 5 - Estrutura geral dos glicosinolatos. R representa a cadeia lateral derivada de aminoácidos. 

A biossíntese destes compostos ocorre em três etapas: (1) alongamento da 

cadeia lateral de aminoácidos por inserção de grupos metilenos, (2) 

desenvolvimento da estrutura central do glicosinolato e (3) modificações secundárias 
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na cadeia lateral. A partir do alongamento da cadeia lateral, antes da formação da 

estrutura do núcleo do glicosinolato e pelas modificações complementares, incluindo 

oxidação, dessaturação, hidroxilação, metoxilação, sulfatação e glicosilação, 

observa-se uma diversidade de glicosinolatos na natureza, sendo que mais de 120 

estruturas já foram identificadas (HALKIER; GERSHENZON, 2006; SØNDERBY et 

al., 2010).  

Os produtos de degradação dos glicosinolatos estão relacionados com a 

atividade biológica contra agentes cancerígenos. Entretanto, estes produtos estão 

em menor proporção que os glicosinolatos nos vegetais. A produção de derivados 

dos glicosinolatos ocorre a partir de lesões nos tecidos vegetais, que podem ocorrer 

ao longo do cultivo, na colheita, no processamento mecânico, congelamento e 

descongelamento ou até mesmo pela mastigação das partes comestíveis destas 

plantas (VERMEULEN et al., 2009). Quando o tecido vegetal é danificado, os 

glicosinolatos são hidrolisados por tioglicosidases (mirosinases) gerando 

isotiocianatos, tiocianatos e nitrilos (MARTÍNEZ-HERNÁNDEZ et al., 2013).  

Os glicosinolatos e as mirosinases estão presentes em todas as células, 

porém em compartimentos distintos. Os glicosinolatos ficam armazenados no 

vacúolo, já as mirosinases no citoplasma (VARIYAR et al., 2014). Ao ocorrer uma 

lesão no tecido celular as mirosinases entram em contato com os glicosinolatos 

hidrolisando suas ligações enxofre-glicose. A aglicona instável formada sofre 

rearranjo dependendo do pH do meio, da presença de proteínas e da estrutura da 

cadeia lateral, originando diferentes produtos (Figura 6) (KOROLEVA et al., 2010).  
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Figura 6 - Esquema dos produtos de degradação dos glicosinolatos. Colchetes indicam intermediários 
instáveis. R: cadeia lateral variável; ESP: proteína epitioespecífica (Adaptado de HALKIER; 
GERSHENZON, 2006; REDOVNIKOVIC et al., 2008) 

O perfil e o acúmulo de glicosinolatos podem ser modificados por diversos 

fatores abióticos. A redução do aporte hídrico em plantas brássicas influencia na 

biossíntese e no acúmulo de glicosinolatos (ZHANG et al., 2008; KHAN et al., 2010). 

Resultados diversos são encontrados na literatura em relação a síntese de 

glicosinolatos, possivelmente porque a intensidade, a duração da ação estressora, 

assim como o estádio de desenvolvimento em que a planta se encontra quando 

aplicado o agente estressor, influenciam o acúmulo de glicosinolatos específicos 

(MARTÍNEZ-BALLESTA et al., 2013). 

 

2.9 Brócolis e os agentes estressores abióticos 

 

O brócolis é uma cultura de alto valor biológico, contendo diferentes 

compostos benéficos a saúde (BHATTACHARJEE; SINGHAL, 2010). Entretanto, o 

cultivo desta hortaliça deve ser realizado sob condições adequadas de umidade no 



30 

 

solo para se obter o máximo de rendimento e de qualidade. Assim, o fornecimento 

adequado de água é de extrema importância para seu cultivo (TANGUNE et al., 

2016).  

Apesar da maioria das culturas exigirem altas tensões de água no solo para 

seu desenvolvimento máximo, estudos tem observado que condições moderadas de 

redução de aporte hídrico geram alterações metabólicas que podem intensificar a 

síntese e o acúmulo de compostos do metabolismo especializado das plantas, como 

compostos fenólicos e glicosinolatos que possuem potenciais efeitos benéficos à 

saúde (WEI et al., 2013; ZINGARETTI et al., 2013). Khan et al. (2011) verificaram 

que a redução do aporte hídrico em brócolis aumentou o conteúdo de kaempferol. 

Também foi verificado que baixas tensões de água aumentaram o conteúdo total de 

compostos fenólicos e de alguns ácidos fenólicos e flavonoides individuais (PÉK et 

al., 2013). 

As altas taxas de respiração do brócolis o tornam um produto altamente 

perecível, de modo que após a colheita ocorre rapidamente o amarelecimento dos 

floretes, diminuição de peso, além de perdas nutricionais e no conteúdo de 

fitoquímicos (SERRANO et al., 2006). Estratégias como a aplicação de doses 

moderadas de estressores abióticos têm sido utilizadas a fim de induzir respostas 

relacionadas a melhoria da defesa, da qualidade e do conteúdo de compostos do 

metabolismo especializado. Costa et al. (2006) observaram que a radiação UV 

retardou o amarelecimento dos brócolis, reduziu o dano tecidual e manteve a 

atividade antioxidante deste durante o armazenamento. Também foi observado que 

a aplicação de UV-C em brócolis diminuiu a degradação da clorofila e aumentou o 

teor de compostos fenólicos totais (BÜCHERT et al., 2011; SIERRA, 2015). 

Apesar de haver um interesse na utilização dos chamados “estressores 

abióticos” como tratamentos para aumentar os níveis de compostos do metabolismo 

especializado, informações sobre o efeito individual e combinado da restrição hídrica 

na pré-colheita e da radiação UV-C na pós-colheita no perfil metabólico, no sistema 

enzimático antioxidante e no acúmulo de transcritos de genes relacionados com a 

rota de síntese e de degradação de glicosinolatos em brócolis são limitadas. 
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3 Material e métodos 

 

3.1 Material vegetal 

 

Sementes de brócolis (Brassica oleracea - var Italica cultivar Legacy) foram 

dispostas em bandejas de isopor de 72 células preenchidas com substrato comercial 

(Carolina Padrão) em casa de vegetação.  

As mudas foram transplantadas após 100 dias (experimento 2014) e 72 dias 

(experimento de 2015), com tamanho médio de 10 cm, para canteiros em solo 

constituído de 123 g kg-1 de argila, 205 g kg-1 de silte, 672 g kg-1 de areia, 28 g kg-1 

de matéria-orgânica, 47,3 mg L-1 de fósforo; 32 mg L-1 de potássio; 3,54 cmolc L-1 de 

cálcio, 0,884 cmolc L-1 de magnésio, pH de 5,5 e CTC 4,5 cmolc kg-1. Em 2015, as 

características do solo foram 27 g kg-1 de matéria-orgânica, 94,8 mg L-1 de fósforo, 

40 mg L-1 de potássio; 5,4 cmolc L-1 de cálcio, 1,3 cmolc L-1 de magnésio, pH de 5.5 

e CTC 7,0 cmolc kg-1. O experimento foi conduzido em canteiros de 2,0 x 1,2 m, com 

espaçamento de 60 cm entre plantas e de 60 cm entre linhas, para cada repetição 

dos tratamentos, no município do Capão do Leão (31º 52’ 00" S; 52º 21’ 24" O e 

altitude 13,24 m). 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 

três repetições por tratamento durante os anos de 2014 e 2015, tendo sido avaliados 

individualmente a redução do aporte hídrico na pré-colheita e a radiação UV-C na 

pós-colheita, bem como a interação simultânea entre os estresses. 

 

3.2 Aplicação de estressor na pré-colheita 

 

A irrigação foi realizada por gotejamento até a formação da inflorescência, 

mantendo a tensão de água no solo inferior a 15 kPa. Após a formação da 

inflorescência, até o momento da colheita, as irrigações foram feitas de acordo com 

o tratamento, tendo sido realizados dois tratamentos pré-colheita: 

Tratamento 1: controle (C), aporte hídrico normal, com tensão de água no 

solo de até 15 kPa;  
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Tratamento 2: aporte hídrico reduzido, com tensão de água no solo de até 

75 kPa. 

Os valores de tensão de água no solo médios obtidos foram de 16±6 kPa e 

51±14 kPa em 2014 e 12±5 kPa e 50±10 kPa em 2015. Para o cálculo da média 

foram considerados os valores de uma semana anterior à colheita, ocorrida em 27 

de outubro de 2014 e 12 de outubro de 2015. 

Após a colheita, as plantas foram higienizadas durante 10 min em solução de 

hipoclorito de sódio (150 ppm; pH a 5,5) e floretes foram cortados com 

aproximadamente 6 cm de altura. 

 

3.3 Aplicação de estressor na pós-colheita 

 

Para a aplicação da radiação UV-C na pós-colheita foram utilizados floretes 

de brócolis do tratamento 1 (controle) submetidos ao aporte hídrico normal (15 kPa). 

Os floretes de brócolis higienizados foram dispostos em bandejas para 

aplicação de radiação UV-C na superfície. A radiação UV-C foi realizada em câmara 

com quatro lâmpadas germicidas (Phillips®) de 30 W, com comprimento de onda de 

254 nm, em seu interior. A intensidade de fluxo de radiação emitida foi mensurada 

com medidor de luz ultravioleta digital (RS-232 Modelo MRUR-203, Instrutherm®). As 

bandejas foram dispostas no interior da câmara e expostas a doses de:  

Tratamento 3: 7 kJ m-2 (15 kPa/7 kJ m-2); 

Tratamento 4: 10 kJ m-2 (15 kPa/10 kJ m-2). 

Tais condições são consideradas adequadas para a cultura segundo a 

literatura (COSTA et al., 2006; LEMOINE et al., 2008; BÜCHERT et al., 2011; 

GOMEZ-LOBATO et al., 2012). 

 

3.4 Aplicação combinada de estressores em pré-colheita e pós-colheita 

 

Para avaliar o efeito combinado dos estressores aplicados em pré e pós-

colheita foram realizados mais dois tratamentos: 

Tratamento 5: tensão de água no solo de até 75 kPa com dose UV-C 7 kJ m-2 

(75 kPa/7 kJ m-2);  
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Tratamento 6: tensão de água no solo de até 75 kPa com dose UV-C 

10 kJ m-2 (75 kPa/10 kJ m-2). 

Posteriormente, as plantas submetidas aos diferentes tratamentos foram 

acondicionadas em embalagens de polietileno e armazenadas a -80 °C até o 

momento das análises. 

 

3.5 Perfil metabólico 

 

3.5.1 Preparo das amostras e extração 

 

Os brócolis foram liofilizados e pesados (500 mg) em microtubos de 2 mL, em 

triplicata. A cada tubo foi adicionada uma quantidade de 2 mL de metanol 75 % 

acidificado com 0,1 % de ácido fórmico contendo 10 μg mL-1 de reserpina (padrão 

interno). As amostras foram sonicadas por 15 min e centrifugadas a 15.777 x g por 

10 min a temperatura ambiente e o sobrenadante foi recolhido. Os sobrenadantes 

foram filtrados em membrana de nylon 0,2 μm e armazenados a -80°C até o 

momento das análises (DE VOS, et al., 2007). 

 

3.5.2 Instrumentação e condições analíticas 

 

Para as análises do perfil metabólico foi utilizado um cromatógrafo líquido 

(Shimadzu™, Kyoto, Japan) acoplado a espectrômetro de massas de alta resolução 

do tipo quadrupolo-tempo de voo (Impact HD, Bruker Daltonics™, Bremen, 

Germany). Para a separação cromatográfica foi utilizada a coluna Bidentate 

C18 (100 mm × 2.1 mm) (MicroSolv Technology Corporation™, Leland, NC, EUA). As 

fases móveis foram água com 0,1 % de ácido fórmico (solvente A) e acetonitrila com 

0,1 % de ácido fórmico (solvente B). 

O gradiente de eluição começou com 5 % de solvente B e aumentando para 

75 % de B em 20 min, sendo mantido a 75 % de B durante 5 min em seguida foram 

reestabelecidas as condições iniciais em 1 min e mantendo-se a 5 % de B durante 
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4 min. O fluxo foi de 0,2 mL min-1, a temperatura da coluna foi mantida em 40 ºC e o 

volume de injeção foi de 10 μL (DE VOS et al., 2007). 

O espectrômetro de massas foi operado no modo de ionização negativo, com 

espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os 

parâmetros de aquisição foram: voltagem do capilar em 4 kV, pressão do gás de 

nebulização (N2) de 2 bar, fluxo do gás de secagem 8 L min-1, temperatura da fonte 

de 180°C, colisão de RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento pré-pulso de 

5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de sódio (10 mM) cobrindo toda a 

faixa de aquisição. Além disso, experimentos automáticos de MS/MS foram 

realizados ajustando os valores de energia de colisão como se segue: m/z 100, 

15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV, usando nitrogênio como gás de colisão. Os 

compostos discriminantes foram quantificados em relação ao padrão interno 

(reserpina). 

 

3.5.3 Processamento de dados e análise estatística 

 

Os dados do MS e MS/MS foram processados no programa computacional 

DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics™, Bremen, Germany). Já o ProfileAnalysis™ 

(version 2.0, Bruker Daltonics™, Bermen, Germany) foi utilizado para processamento 

dos registros do LC-MS através da mineração dos dados e alinhamento.  

Para cada amostra foi realizada a normalização pela soma total da área do 

pico e escalonamento de Pareto. A análise de componentes principais (PCA, do 

inglês Principal Component Analysis) e análise discriminante por quadrados mínimos 

parciais (PLS-DA, do inglês Partial Least Squares Discriminant Analysis) foi 

realizada no MetaboAnalyst 3.0 (www.metaboanalyst.ca – McGill University). A 

importância das variáveis na projeção (VIP, do inglês Variable Importance in 

Projection) superior a 1,5 foi escolhida para selecionar os metabólitos 

discriminantes. A identificação dos metabólitos foi realizada a partir dos valores de 

m/z exatos e do padrão de fragmentação comparado com os dados dos bancos 

Metlin, Mass Bank, FooDB e ReSpect, assim como com diversas referências 

disponíveis na literatura. 
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3.6 Atividade enzimática 

 

3.6.1 Extrato enzimático bruto 

 

O preparo do extrato enzimático bruto foi realizado de acordo com 

Giannopolitis e Ries (1977) e Lemoine et al. (2010). Os floretes de brócolis (700 mg) 

congelados foram moídos e homogeneizados em 5 mL de tampão de extração 

(100 mM de tampão fosfato de potássio pH 7,8, 10 mM de EDTA, 10 g L-1 de 

polivinilpirrolidona). A suspensão obtida foi agitada 4 vezes em intervalos de 15 min 

e centrifugada a 7.200 x g durante 20 min. O sobrenadante foi recolhido e utilizado 

para o ensaio da atividade enzimática. Foram preparados quatro extratos para cada 

tratamento. Cada extrato foi avaliado em triplicata. 

 

3.6.2 Ascorbato peroxidase (APX) 

 

A atividade da ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) foi determinada através 

do decréscimo da absorbância a 290 nm durante 3 min, com leituras a cada 15 s. A 

atividade enzimática foi determinada pela mistura de 50 mM de tampão fosfato de 

potássio (pH 7), 0,5 mM de ácido ascórbico, 0,1 mM de peróxido de hidrogênio e 

200 μL de extrato enzimático bruto em um volume total de 2 mL (NAKANO; ASADA, 

1981). 

 

3.6.3 Catalase (CAT) 

 

A avaliação de atividade da catalase (EC 1.11.1.6) foi realizada através do 

método de Chance e Maehly (1955). Misturou-se 50 mM de tampão de fosfato de 

potássio (pH 7), 12,5 mM de peróxido de hidrogênio e 200 μL de extrato enzimático 

bruto em um volume total de 2 mL. O decréscimo da absorbância foi observado a 

240 nm com leituras a cada 15 s durante 3 min. A unidade de atividade da catalase 

foi definida como a quantidade de enzima necessária para decompor 1 μmol de 

peróxido de hidrogênio por min por mg de proteína. 
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3.6.4 Superóxido dismutase (SOD) 

 

Para o ensaio da atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foram misturados 50 mM de 

tampão fosfato de potássio (pH 7,8), 15 mM L-metionina, 10 μM de EDTA, 60 mM de 

nitro azul de nitro-tetrazólio (NBT), 2 μM riboflavina e 14 μL de extrato de enzima em 

um volume total de 280 μL. A mistura foi colocada sob duas lâmpadas fluorescentes 

(20 W) à temperatura ambiente durante 15 min. A reação foi terminada desligando-

se a luz e em seguida, a absorbância foi medida a 560 nm. Uma unidade de 

atividade enzimática (UAE) foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para inibir em 50% a foto-redução de NBT por mg proteína (GIANNOPOLITIS; RIES, 

1975). 

 

3.6.5 Peroxidase (POD) 

 

A análise da atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) foi medida segundo o 

método de Morales-Blancas et al. (2002), através da mistura de 270 μL de 

guaiacol/peróxido de hidrogênio (30%)/100 mM de tampão de fosfato de potássio 

(pH 7) (0,1:0,1:99,8 v/v/v) e 10 μL de extrato bruto. O aumento da absorbância foi 

observado a 470 nm com leituras a cada 15 s durante 20 min. 

 

3.6.6 Polifenoloxidase (PPO) 

 

A atividade da enzima polifenoloxidase (EC 1.10.3.1) foi determinada através 

da mistura de solução de catecol 93 mM e de tampão de fosfato de potássio 100 mM 

pH 7 e 20 μL de extrato de enzima a 40 ºC. O aumento da absorbância foi 

observado a 420 nm com leituras a cada 15 s durante 20 min (KUMAR et al., 2008). 

 

3.6.7 Determinação de proteínas 

 

A determinação da atividade de enzimas antioxidantes foi realizada com base 

no teor de proteínas presentes nos extratos. Para esta determinação foi utilizado 



37 

 

0,1 mL de extrato vegetal, em mistura com 5 mL de reagente de Bradford. As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 595 nm, 1 min após a reação. A 

quantificação de proteínas foi realizada a partir de curva padrão ajustada de acordo 

com as concentrações de proteínas na forma de caseína (0 a 100 μg em 100 mL) 

(BRADFORD, 1976). 

 

3.7 Expressão gênica 

 

3.7.1 Meta-análise da expressão transcricional de genes das rotas de síntese 

e degradação de glicosinolatos em arabidopsis sob estresse 

 

Para obtenção de dados sobre genes das rotas de síntese e degradação de 

glicosinolatos 20 genes foram selecionados a partir do trabalho de Gao et al. (2014). 

Seus números de identificação foram inseridos na ferramenta de análise “Condition 

Search Tools - Perturbations” do Genevestigator (HRUZ et al., 2008) utilizando as 

condições padrão (log2) e dados de plantas de arabidopsis submetidas à condições 

estressoras por seca e por radiação UV-B (Experiment ID/Link to repository: AT-

00743 e AT-00616) (FAVORY et al., 2009; CLAUW et al., 2015).  

Para o estresse causado por seca as sementes de Arabidopsis Columbia 

(Col-0) foram estratificadas durante 4 dias a 4 °C no escuro e germinaram durante 4 

dias em solo sem limitação de água. As plântulas foram então transplantadas para 

vasos com conteúdo de água do solo (SWC, do inglês Soil Water Content) ajustado 

para 2,2 g de H2O g-1 de solo seco (condição controle, sem promoção de estresse 

por seca), ou 1,2 g de H2O g-1 de solo seco (condição de seca). As plantas foram 

mantidas nestas condições durante 6 dias em câmara de crescimento, com 16 h de 

luz (110-120 μmol fótons m-2 s-1)/8 h escuro, 21 °C, 55 % de umidade relativa. A 

terceira folha de roseta foi colhida no início da transição da proliferação celular para 

expansão celular (CLAUW et al., 2015).  

Já para o estresse causado por radiação UV-B mudas de Col-0 foram 

cultivadas durante 4 dias em meio sólido Murashige e Skoog a 18-23 °C sob luz 

contínua (luz branca de 3,6 μmol de fótons m-2 s-1 (tubos Osram L18W/30) + luz 

ultravioleta de 1,5 Μmol fótons m-2 s-1 (tubos Philips TL20W/01RS). As lâmpadas 
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foram filtradas através do filtro de corte WG345 (comprimento de onda 

transmitido > 345 nm, para a condição sem UVB), ou do filtro de corte WG305 

(comprimento de onda transmitido > 305 nm, para a condição de baixo UV-B) 

(FAVORY et al., 2009). 

Dados da expressão transcricional destes genes podem ser encontrados no 

Anexo A. 

 

3.7.2 Extração de RNA total e síntese de cDNA 

 

Para extração do RNA total foram utilizados aproximadamente 100 mg de 

floretes de brócolis pulverizados em nitrogênio líquido (N2) e adicionados 500 μL 

reagente Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA). A mistura 

foi homogeneizada em vórtex durante 1 min e mantida à temperatura de 25 ºC 

durante 5 min e centrifugada por 15 min a 15.777 x g à temperatura de 4 °C. O 

sobrenadante (400 μL) foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga e 

adicionado de 100 μL de solução de NaCl (5 M) e homogeneizou-se por inversão 

durante 1 min. Foram então adicionados 30 μL de clorofórmio e homogeneizou-se, 

novamente, invertendo o tubo durante 1 min. As amostras foram centrifugadas à 

15.777 x g durante 10 min a 4 °C. A fase superior aquosa (200 μL) foi transferida 

para um novo tubo de microcentrifuga onde se adicionou 200 μL de álcool 

isopropílico. Homogeneizou-se por inversão durante 1 min e a mistura foi mantida à -

20ºC por 30 min antes das amostras serem centrifugadas a 12.000 x g por 10 min à 

4 °C. Logo o precipitado foi lavado com 1 mL de álcool etílico 75 % e centrifugado à 

12.000 x g por 3 min à 4 °C, sendo o sobrenadante descartado na sequência. Após 

a secagem do álcool etílico 75 % as amostras foram ressuspensas em 30 μL de 

água ultra-pura tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A qualidade e a quantidade 

do material extraído foram verificadas através de eletroforese em gel de agarose e 

por espectrofotômetro.  

As amostras foram digeridas com DNAse I (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA) 

seguindo as instruções do fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 0,1 μg μL-1 

de RNA usando High Capacity cDNA Reverse Trancription Kit (Applied Biosystems™, 

Foster City, CA, EUA) de acordo com as recomendações do manual do fabricante. 
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3.7.3 Análise de expressão gênica por RT-qPCR 

 

As reações de PCR em tempo real (RT-qPCR, do inglês Real-Time 

Quantitative Reverse Transcription PCR) foram conduzidas em equipamento 7500 

Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems™, Foster City, CA, EUA), a partir 

de 1 μL do cDNA e 2,5 mM de oligonucleotídeos forward e reverse, usando GoTaq® 

qPCR Master Mix (Promega™, Madison, WI, EUA) em um volume total de 12 μL. As 

condições de amplificação foram: desnaturação inicial 95 °C por 2 min, seguido de 

40 ciclos de duas etapas (95 °C por 15 s e 60 °C durante 1 min) e extensão final a 

72 °C por 5 min. A lista de genes alvo e referência contendo as sequências de seus 

respectivos pares de oligonucleotídeos encontra-se disponível na Tabela 1 

 

Tabela 1 - Oligonucleotídeos usados para análise de expressão gênica. 

Gene  Sequencia (5’3’) 

Actina 
Senso CCAGAGGTCTTGTTCCAGCCATC 

Antisenso GTTCCACCACTGAGCACAATGTTAC 

FMOGS-OX2 
Senso GGGACGACGATGATCTCATAAAA 

Antisenso TCATCTTCCTGATTTTGGGAAATAAG 

PEN2 
Senso CACCTTCAAAGAACATATCCTACATCG 

Antisenso CCTTCAGTGACTGCTCCTTCATACTG 

 

As sequências de oligonucleotídeos para brócolis foram obtidas utilizando o 

programa computacional Vector NTI™ (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA) com 

sequências obtidas do National Center for Biotechnology Information (NCBI; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov). O critério de seleção dos iniciadores consistiu em 

tamanho de amplicon variando de 50 a 150 pb, temperatura de anelamento entre 60 

e 65 °C e conteúdo de CG entre 40 e 60 % de acordo com as recomendações da 

Applied Biosystems™. A expressão relativa foi calculada usando a ER = 2-ΔΔCt. 
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4 Resultados e discussão 

 

4.1 Perfil metabólico 

 

A variação dentro do conjunto de dados foi avaliada usando a PCA. Nela foi 

possível perceber que o componente principal 1 (PC1) foi responsável por 55 % da 

variação total, enquanto o PC2 justificou 21,6 % desta no experimento do ano de 

2014 (Figura 7 A). A partir da PCA se pode observar a diferenciação entre os 

tratamentos cultivados sob aporte reduzido de água e sob condições hídricas 

adequadas. Além da distinção entre os tipos de cultivo, observa-se que a aplicação 

de doses de 7 e 10 kJ m-2 de UV-C contribuiu para a separação dos grupos.  

 

 

Figura 7 – Análise do perfil de metabólitos dos brócolis do experimento de 2014. A. valores para 
análise de componentes principais; B. análise discriminante por quadrados mínimos parciais (PLS-
DA). 

O conjunto de dados da análise por LC-MS foi avaliado por análise de 

discriminação de mínimos quadrados parciais (PLS-DA) e auxiliou na confirmação 

da diferenciação entre tratamentos (Figura 7 B) e indicou quais metabolitos que mais 

influenciaram os agrupamentos. A qualidade do modelo e a validação de 

desempenho foram avaliadas pelos parâmetros R2 e Q2. R2 que indica a qualidade 

do ajuste foi de 0,91 e Q2 que indica a qualidade da previsão foi de 0,89. 
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No experimento de 2015 se pode observar que o PC1 foi responsável por 

40,2 % e o PC2 por 26,1 % da variação total (Figura 8 A). Igualmente ao observado 

no ano de 2014, houve diferenciação entre o cultivo normal e em regime de aporte 

hídrico reduzido. Nos brócolis cultivados sob baixas tensões de água observa-se 

maior distinção dos grupos pelo tratamento UV-C. A discriminação entre os 

tratamentos pré e pós-colheita foi confirmada pela análise de PLS-DA (Figura 8 B). A 

partir da validação do modelo obteve-se valores de R2 igual a 0,99 e Q2 igual a 0,95. 

 

 

Figura 8 - Análise do perfil de metabólitos dos brócolis do experimento de 2015. A - valores para 
análise de componentes principais; B - análise discriminante por quadrados mínimos parciais (PLS-
DA). 

A partir destas análises se pode constatar que independentemente do fator 

ano há alterações no metabolismo dos brócolis cultivados sob aporte hídrico normal 

e sob aporte hídrico reduzido. Contudo é evidente que outros fatores estão 

envolvidos nas alterações promovidas pela radiação UV-C. 

A redução do aporte de água além de afetar a relação planta-água, pode 

causar estresse oxidativo nas plantas. Este estresse pode induzir a síntese de 

compostos que absorvem a radiação UV, diminuindo danos nas proteínas, lipídios e 

DNA e aumentando a resistência ao UV-C (ALEXIEVA et al., 2001; APEL; HIRT, 

2004). 
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4.2 Componentes chave 

 

4.2.1 Experimento de 2014 

 

Através da análise PLS-DA foi possível enumerar os metabólitos que 

influenciaram na separação dos tratamentos, baseado na projeção de importância 

das variáveis (VIP score), de modo que quanto maiores os valores de VIP score, 

maior a contribuição na discriminação dos grupos. Em geral, valor de VIP maior que 

um é utilizado como limiar para a seleção de variáveis, uma vez que a média dos 

quadrados de VIP de todos os valores de variáveis é igual a um 

(AKARACHANTACHOTE et al., 2014). 

Os metabólitos e a influência de cada composto (valores VIP > 1.5) na 

discriminação das amostras cultivadas sob aporte hídrico normal e sob baixas 

tensões de água e submetidas as diferentes doses de radiação UV-C na pós-

colheita no experimento de 2014 estão apresentados na Figura 9.  

 

Figura 9 - Projeção de importância das variáveis (VIP scores), derivados do PLS-DA, a partir da 
análise do perfil de metabólitos dos brócolis tratados do experimento de 2014; Eixo Y (esquerdo) - 
são apresentados o nome de cada composto; Eixo Y (direito) - está representando a intensidade de 
cada composto nos diferentes tratamentos; Eixo X - pontuações do VIP. 
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Na Tabela 2 são apresentadas informações de identificação dos metabólitos 

que contribuíram para a diferenciação entre os tratamentos. 

Os brócolis cultivados sob condições normais (15 kPa/SUV-C) apresentaram 

maior intensidade para o composto 1-O-sinapoil-β-D-glicose, enquanto os cultivados 

sob condições hídricas normais e com aplicação de 7 kJ m-2 de radiação UV-C 

(15 kPa/7 kJ m-2) os compostos neoglicobrassicina, glicobrassicina, 4-

metoxiglicobrassicina e o ácido glucônico apresentaram maiores intensidades. Os 

brócolis submetidos ao aporte hídrico reduzido e que receberam 10 kJ m-2 de 

radiação UV-C (75 kPa/10 kJ m-2) apresentaram maior intensidade para o 

kaempferol-3-O-soforosídeo, ácido málico, ácido cítrico/isocítrico e L-gulose.  

O composto de íon molecular [M-H]- m/z 477,0645 com fragmentos de 

m/z 95,9525, ânion de radical sulfato [SO4]- e m/z 96,9605, fragmento decorrente da 

perda do sultafo de hidrogênio [HSO4]- (Figura 10 A) foi identificado como 

neoglicobrassicina. Este glicosinolato indólico foi o principal composto responsável 

pela distinção dos tratamentos pré e pós-colheita nos brócolis. O acúmulo de 

neoglicobrassicina foi maior nos brócolis cultivados em condições hídricas normais, 

sendo que a concentração foi reduzida em mais de 50 % em brócolis cultivado sob 

baixas tensões de água, independente da aplicação de UV-C. O tratamento 3 

(15 kPa/7 kJ m-2) obteve a maior concentração, com média de 3,09 mg g-1 (Tabela 

3). 

A glicobrassicina apresentou íon molecular [M-H]- m/z 447,0533 e íons 

fragmentos de m/z 79,9572 [SO3H]- (radical ácido sulfônico), m/z 95,9521 [SO4]- 

(ânion de radical sulfato) e m/z 96,9602 [HSO4]- (sultafo de hidrogênio) 

(Figura 10 B). A glicobrassicina foi reduzida nos brócolis cultivado sob aporte hídrico 

reduzido, sendo que a menor concentração foi encontrada no tratamento 

75 kPa/10 kJ m-2 (0,53 mg g-1) e a maior no tratamento 15 kPa/7 kJ m-2 (1,88 mg g-1) 

(Tabela 3). 

A 4-metoxiglicobrassicina foi identificada pelo íon molecular [M-H]- 

m/z 477,0645 com fragmentos de m/z 95,9523, ânion de radical sulfato [SO4]- e 

m/z 96,9601, fragmento decorrente da perda do sultafo de hidrogênio [HSO4]- 

(Figura 10 F). A redução do aporte hídrico influenciou negativamente no acúmulo de 

4-metoxiglicobrassicina, de modo que a concentração foi maior no tratamento 

15 kPa/7 kJ m-2 (0,53 mg g-1) e menor 75 kPa/10 kJ m-2 (0,22 mg g-1) (Tabela 3). 
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Tabela 2 - Identificação dos metabólitos responsáveis pela diferenciação entre os tratamentos pré e pós-colheita nos brócolis cultivados no ano de 2014 

# 
TR 

(min) 

Massa 
experimental 

(m/z) 

Massa 
teórica 
(m/z) 

Erro 
(ppm) 

Fórmula 
molecular 

[M-H]- 
mSigma 

Identidade do 
composto 

Fragmentos MS2 
VIP 

score 

1 7,4 477,0645 477,0645 -0,3 C17H21N2O10S2 10,9 Neoglicobrassicina 95,9525(38), 96,9605(100) 6,1 

2 5,5 447,0536 447,0533 1,0 C16H19N2O9S2 14,8 Glicobrassicina 79,9572(10), 95,9521(50), 
96,9602(100) 

4,4 

3 8,2 609,1459 609,1461 0,4 C27H29O16 2,9 
Kaempferol-3-O-

soforosídeo 
284,0319(100), 285,0384(48) 2,7 

4 1,9 133,0144 133,0142 2,2 C4H5O5 6,5 Ácido málico 71,0158(10), 115,0037 (100) 2,5 

5 2,7 191,0199 191,0197 0,1 C6H7O7 5,6 Ácido cítrico/isocítrico 85,0296(25), 87,0092(55), 
111,0089(100) 

2,4 

6 6,5 477,0640 477,0643 0,1 C17H21N2O10S2 16,1 4-metoxiglicobrassicina 95,9523(79), 96,9601(100), 
259,0128(4) 

2,3 

7 1,9 191,0199 191,0197 0,6 C6H7O7 2,4 Ácido cítrico/isocítrico 85,0299(29), 87,0091(55), 
111,0088(100) 

2,3 

8 1,7 195,0511 195,0510 0,3 C6H11O7 2,9 Ácido glucônico 75,0089(100), 87,0073(23), 
129,0202(39) 

1,7 

9 7,0 385,1138 385,1140 0,2 C17H21O10 3,3 
1-O-sinapoil-β-D-

glicose 

190,0270(48), 205,0506(100), 
223,0610(4) 

1,5 

10 1,7 179,0556 179,0561 2,7 C6H11O6 0,7 L-Gulose 78,9609(30), 96,9600(100), 
101,0233 (17) 

1,5 

TR: tempo de retenção; mSigma: similaridade entre o padrão isotópico teórico e o experimental. Quanto menor o valor de mSigma maior a similaridade entre 
o resultado experimental e o teórico esperado. 

http://spectra.psc.riken.jp/menta.cgi/respect/datail/datail?accession=PT211810
http://spectra.psc.riken.jp/menta.cgi/respect/datail/datail?accession=PT211810
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Os glicosinolatos identificados neste estudo foram encontrados em menor 

concentração em plantas cultivadas sob aporte reduzido de água. Porém, 

independente do tratamento pré-colheita, a aplicação de 7 kJ m-2 de radiação UV-C 

promoveu o acúmulo de glicosinolatos enquanto que a dose de 10 kJ m-2 promoveu 

o catabolismo destes compostos. Khan et al. (2010) observaram que em brócolis 

cultivados sob deficiência de água houve uma diminuição significativa no conteúdo 

de glicosinolatos indólicos, semelhante a este estudo. Segundo Nadeau et al. (2012) 

o teor de 4-metoxiglicobrassicina aumentou em brócolis tratados com 1,2 kJ m-2 de 

radiação UV-C, além disso o UV-C contribuiu para a manutenção dos glicosinolatos 

totais. 

Os glicosinolatos são compostos sensíveis aos estressores abióticos, de 

modo que a salinidade, a seca, as temperaturas extremas, a radiação UV e privação 

de nutrientes podem alterar o perfil destes metabólitos nas plantas (MARTÍNEZ-

BALLESTA et al., 2013). 

O íon precursor [M-H]- m/z 609,1461 com fragmento m/z 285,0384 referente 

ao kaempeferol aglicona (Figura 10 C) foi identificado como kaempferol-3-O-

soforosídeo. Os brócolis cultivados sob aporte reduzido de água apresentaram maior 

conteúdo deste flavonoide. Além disso, a radiação UV-C contribuiu para um maior 

acúmulo do composto, independentemente do tipo de cultivo. O tratamento 

75 kPa/10 kJ m-2 (0,55 mg g-1) apresentou o maior teor de kaempferol-3-O-

soforosídeo, enquanto que o tratamento cultivado sob aporte adequado de água e 

sem aplicação de UV-C (15 kPa) apresentou o menor teor 0,06 mg g-1 (Tabela 3). Os 

flavonoides presentes no gênero Brassica geralmente encontrados na forma 

glicosídica ou acilados por derivados do ácido cinâmico, desempenham vários 

papeis na tolerância aos estressores abióticos e bióticos (CARTEA et al., 2011; 

KOVINICH et al., 2015). Os kaempferois são os flavonoides mais prevalentes na 

família Brassicaceae, atuando como fotoprotetores com alta capacidade antioxidante 

(PODSEDEK, 2007; AGATI; TATTINI, 2010).  

Dentre os compostos que influenciaram na separação dos grupos foram 

identificados três ácidos orgânicos. O ácido málico apresenta íon precursor [M-H]- 

m/z 133,0146 e fragmento de m/z 115,0035 [M-H2O]- (Figura 10 D). A concentração 

de ácido málico variou de 1,98 (15 kPa/7 kJ m-2) a 3,05 mg g-1 (75 kPa/10 kJ m-2), 

além disso, o cultivo sob aporte hídrico reduzido influenciou no acúmulo de ácido 

málico, como também a aplicação da dose de 10 kJ m-2 de UV-C (Tabela 3). 
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O íon precursor de [M-H]- m/z 191,0201 foi encontrado nos tempos de 

retenção 1,9 e 2,7 e identificados como ácido cítrico ou isocítrico, com íon fragmento 

de m/z 111,0089 devido à perda [M-H-CO2-2H2O]- (Figura 10 E e 10 G). O cultivo 

sob baixas tensões de água promoveu um maior acúmulo de ácido cítrico e isocítrico 

nos brócolis independentemente da aplicação de UV-C (Tabela 3). 

 

Figura 10 - Espectros de massas (MS/MS) dos 10 compostos discriminantes (derivados PLS-DA) a 
partir da análise do perfil de metabólitos dos brócolis tratados do experimento de 2014 



47 

 

O ácido cítrico e o málico são produzidos principalmente nas mitocôndrias 

através do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA). Os ácidos orgânicos são compostos 

importantes para o metabolismo das plantas, pois atuam na manutenção do 

equilíbrio redox, na produção e consumo de ATP, acidificação de espaços 

extracelulares, entre outras funções (AKHATOU et al., 2016; IGAMBERDIEV; 

EPRINTSEV, 2016). 

 
Tabela 3 – Quantificação (mg g-1) dos 10 compostos discriminantes (PLS-DA VIP>1,5) do 
experimento de 2014. 

  SUV-C 7 kJ m-2 10 kJ m-2 

Neoglicobrassicina 
15 kPa 1,97±0,01Ab 3,09±0,01Aa 1,25±0,01Ac 

75 KPA 0,75±0,01Bb 0,84±0,01Ba 0,57±0,01Bc 

Glicobrassicina 
15 kPa 1,49±0,01Ab 1,88±0,01Aa 0,92±0,00Ac 

75 KPA 0,75±0,01Ba 0,73±0,02Ba 0,53±0,01Bb 

Kaempferol-3-O-soforosídeo 
15 kPa 0,06±0,01Bc 0,14±0,00Ba 0,08±0,00Bb 

75 KPA 0,19±0,00Ac 0,20±0,00Ab 0,55±0,00Aa 

Ácido málico 
15 kPa 2,01±0,01Bb 1,99±0,017Bb 2,55±0,01Ba 

75 KPA 2,44±0,02Ab 2,31±0,02Ac 3,06±0,03Aa 

Ácido cítrico/isocítrico 

(TR 2,74) 

15 kPa 0,91±0,01Bb 0,97±0,01Aa 0,93±0,01Bb 

75 KPA 1,18±0,00Ab 1,07±0,05Ac 1,45±0,01Aa 

L-gulose 
15 kPa 0,50±0,00Bb 0,49±0,00Bb 0,64±0,01Ba 

75 KPA 0,59±0,01Ab 0,53±0,02Ac 0,70±0,01Aa 

4-metoxiglicobrassicina 
15 kPa 0,48±0,01Ab 0,53±0,01Aa 0,35±0,02Ac 

75 KPA 0,29±0,01Ba 0,26±0,01Bb 0,22±0,00Bc 

Ácido glucônico 
15 kPa 0,70±0,01Bc 1,73±0,00Aa 1,34±0,01Ab 

75 KPA 1,44±0,01Aa 1,12±0,03Bb 1,39±0,00Aa 

Ácido cítrico/isocítrico  

(TR 1,9) 

15 kPa 1,07±0,01Bc 1,18±0,01Aa 1,13±0,01Bb 

75 KPA 1,29±0,00Ab 1,23±0,04Ab 1,60±0,01Aa 

1-O-sinapoil-β-D-glicose 
15 kPa 0,87±0,00Aa 0,71±0,01Ac 0,76±0,00Ab 

75 KPA 0,72±0,00Ba 0,62±0,02Bb 0,76±0,00Aa 

Média±erro padrão (n=4); médias seguidas pela mesma letra maiúscula dentro da mesma coluna e 
letra minúscula dentro da mesma linha não diferiram pelo teste de Fischer (p ≤ 0,05). 15 kPa: aporte 
hídrico normal; 75 kPa: aporte hídrico reduzido; SUV-C: Sem UV-C; 7 kJ m-2: dose de 7 kJ m-2 de UV-
C; 10 kJ m-2: dose de 10 kJ m-2 de UV-C. 
 

http://spectra.psc.riken.jp/menta.cgi/respect/datail/datail?accession=PT211810
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Conforme as bases de dados o íon de [M-H]- m/z 195,0513 foi identificado 

como ácido glucônico, com fragmento de m/z 75,0094 (Figura 10 H). Nas amostras 

cultivadas sob aporte normal de água, o UV-C favoreceu o acúmulo, principalmente 

no tratamento 15 kPa/7 kJ m-2 com maior conteúdo (1,73 mg g-1) enquanto no 

tratamento 15 kPa/SUV-C a menor concentração (0,70 mg g-1) (Tabela 3). O ácido 

glucônico é um ácido orgânico presente em plantas, proveniente da oxidação da 

glicose (RAMACHANDRAN et al., 2006). 

Possivelmente o maior acúmulo de ácidos orgânicos nos brócolis cultivados 

sob aporte reduzido de água está relacionado com o ajustamento osmótico, um 

mecanismo de tolerância. A produção elevada de solutos orgânicos permite que as 

atividades celulares não sejam prejudicadas, de modo que o desenvolvimento e o 

crescimento ocorram normalmente (FAROOQ et al., 2009). 

O composto de íon molecular [M-H]- m/z 385,1138 com fragmento 

m/z 164,0483 [M-H-C8H13O7]- resultante da perda do CH3 mais CO2 a partir do ácido 

sinápico (Figura 10 I) foi identificado como 1-O-sinapoil-β-D-glicose. As amostras 

SEH/SUV-C apresentaram maior teor deste composto (0,87 mg g-1). Apesar da 

redução no aporte hídrico interferir negativamente no acúmulo deste metabolito, 

pode-se notar que a dose de 10 kJ m-2 de UV-C contribuiu para a manutenção do 

conteúdo (Tabela 3). Na família Brassicacea os principais produtos finais da via dos 

fenilpropanoides são os ésteres de ácido sinápico (BOUCHEREAU et al., 1991; 

FRASER et al., 2007). Derivado do ácido hidroxicinâmico o 1-O-sinapoil-β-D-glicose 

é um metabólito influenciado pelas condições climáticas e pelo solo onde a planta é 

cultivada (KUMAR; ANDY, 2012). 

A L-gulose apresentou o íon precursor [M-H]- m/z 179,0556 e fragmento 

m/z 96,9600 (Figura 10 J). A seca contribuiu para o acúmulo de gulose, 

independente da aplicação de UV-C. Em ambos tipos de cultivos, os tratamentos 

que receberam 10 kJ m-2 de UV-C obtiveram maior conteúdo deste metabólito 

(Tabela 3). Apesar da gulose ser um monossacarídeo raro em plantas, estudos têm 

relatado que este composto pode ser um intermediário da síntese de ascorbato por 

uma via alternativa (DAVEY et al., 1999; WOLUCKA; MONTAGU, VAN, 2003). Ainda 

que a biossíntese derivada da gulose não esteja bem elucidada, esta via alternativa 

poderia servir para manter a síntese de ácido ascórbico em condições desfavoráveis 

à fotossíntese (WOLUCKA et al., 2005). 
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4.2.2 Experimento de 2015 

 

Os metabólitos e a influência de cada composto (valores VIP > 1.5) na 

discriminação das amostras no experimento de 2015 estão apresentados na Figura 

11, enquanto na Tabela 4 são apresentadas informações de identificação dos 

metabólitos que diferenciaram os tratamentos. 

 

Figura 11 - Projeção de importância das variáveis (VIP scores), derivados do PLS-DA, a partir da 
análise do perfil de metabólitos dos brócolis tratados do experimento de 2015; Eixo Y (esquerdo) - 
são apresentados o nome de cada composto; Eixo Y (direito) - está representando a intensidade de 
cada composto nos diferentes tratamentos; Eixo X - pontuações do VIP. 

O tratamento 15 kPa/7 kJ m-2 apresentou maior intensidade para os 

compostos: kaempferol-3-O-soforosídeo, ácido glucônico, isoramnetina 3,7-

diglicosídeo, quercetina 3,4-O-di-β-glicopiranosideo e um composto desconhecido 

(pico 4). Já no tratamento 15 kPa/10 kJ m-2 o composto em maior proporção não foi 

identificado (pico 12). Os brócolis cultivados com aporte de água reduzido 

(75 kPa/SUV-C) apresentaram maior intensidade para a L-gulose, enquanto nos 

brócolis cultivados sob baixo aporte hídrico com aplicação de 7 kJ m-2 de radiação 

UV-C (75 kPa/7 kJ m-2) a glicobrassicina e o ácido sinápico apresentaram maiores 

intensidades. O teor de ácido málico, ácido cítrico/isocítrico, neoglicobrassicina e 4-
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metoxiglicobrassicina foram maiores nos brócolis cultivados sob aporte hídrico 

reduzido e irradiados com 10 kJ m-2 de UV-C (75 kPa/10 kJ m-2). 

No cultivo de brócolis do ano de 2015, foram identificados três flavonoides 

glicosilados. A biossíntese de kaempferol-3-O-soforosídeo (Figura 12 A) estimulada 

pela radiação UV-C de 7 kJ m-2, de modo que dentre os tratamentos com brócolis 

cultivados em condições hídricas normais o tratamento 15 kPa/7 kJ m-2 obteve o 

maior conteúdo (1,28 mg g-1), o mesmo foi observado dentre os tratamentos com 

brócolis cultivados sob aporte hídrico reduzido (Tabela 5). Outros fatores climáticos 

podem estar envolvidos no acúmulo de flavonoides. No ano de 2014, durante o 

desenvolvimento, os brócolis foram expostos a mais horas de frio e temperaturas 

mais baixas (≤ 7,2 °C) que no ano de 2015 (dados não apresentados). Há relatos na 

literatura que baixas temperaturas influenciam no acúmulo de flavonoides (BILGER 

et al., 2007; BECKER et al., 2014). Possivelmente a ação concomitante da seca, 

baixas temperaturas e a radiação influenciaram na maior concentração de 

kaempferol-3-O-soforosídeo nas plantas cultivadas sob abastecimento de água 

reduzido. 

A isoramnetina 3,7-diglicosideo com íon molecular [M-H]- m/z 639,1565 e 

fragmento m/z 315,0523 (isoramnetina aglicona) (Figura 12 J) foi encontrada em 

quantidades mais elevadas em brócolis cultivados sem restrição hídrica. Contudo, a 

radiação favoreceu o aumento da concentração nos dois tipos de cultivo (Tabela 5). 

O flavonoide de íon [M-H]- m/z 625,1413 e fragmentos m/z 300,0274 

[quercetina-H]- e m/z 301,0344 (quercetina aglicona) foi identificado como quercetina 

3,4-O-di-β-glicopiranosideo (Figura 12 K). Assim como para os demais flavonoides 

detectados neste experimento, o seu acúmulo foi maior para os tratamentos 

15 kPa/7 kJ m-2 (0,22 mg g-1) e 15 kPa/10 kJ m-2 (0,21 mg g-1) (Tabela 5). Hectors et 

al. (2014) destacam que a concentração de flavonoides quercetina e kaempferol 

glicosilados em Arabidopsis aumentou como resultado do estresse provocado pelo 

UV.  
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Tabela 4 - Identificação dos metabólitos responsáveis pela diferenciação entre os tratamentos pré e pós-colheita nos brócolis cultivados no ano de 2015 

# TR 

(min) 

Massa 

experimental 

(m/z) 

Massa 

teórica 

(m/z) 

Erro 

(ppm) 

Fórmula 

molecular 

[M-H]- 

mSigma 
Identidade do 

composto 
Fragmentos MS2 

VIP 

score 

1 8,1 609,1469 609,1461 -1,3 C27H29O16 10,1 
Kaempferol-3-O-

soforosídeo 
284,0330(100), 285,0389(39) 4,6 

2 1,8 133,0140 133,0142 1,8 C4H5O5 7,5 Ácido málico 71,0145(7), 115,0039 (100) 4,3 

3 1,7 195,0508 195,0510 1,1 C6H11O7 3,1 Ácido glucônico 75,0090(100), 87,0090(36), 

129,0187(68) 
3,3 

4 7,6 609,1465 609,1461 -0,6 C27H29O16 17,8 Desconhecido 283,0249(44), 446,0848(56), 

609,1455(100) 
3,1 

5 2,7 191,0199 191,0211 -0,9 C6H7O7 13,8 Ácido cítrico/isocítrico 85,0296(28), 87,0090(52), 

111,0088(100) 
2,6 

6 5,5 447,0534 447,0537 0,7 C16H19N2O9S2 20,7 Glicobrassicina 79,9577(10), 95,9524(65), 

96,9603(100) 
2, 6 

7 6,5 477,0645 477,0655 2,1 C17H22N2O10S2 7,5 4-Metoxiglicobrassicina 95,9524(77), 96,9603(100) 2, 6 

8 7,4 477,0648 477,0643 -1,1 C17H21N2O10S2 10,0 Neoglicobrassicina 95,9526(38), 96,9605(100) 2,3 
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Tabela 4 (continuação) - Identificação dos metabólitos responsáveis pela diferenciação entre os tratamentos pré e pós-colheita nos brócolis cultivados no ano 
de 2015 

# 
TR 

(min) 

Massa 

experimental 

(m/z) 

Massa 

teórica 

(m/z) 

Erro 

(ppm) 

Fórmula 

molecular 
mSigma 

Identidade do 

composto 
Fragmentos MS2 

VIP 

score 

9 1,7 179,0557 179,0561 2,1 C6H11O6 3,3 L-Gulose 78,9588(53), 96,595(100) 2,0 

10 6,9 639,1565 639,1567 0,2 C28H31O17 14,8 
Isoramnetina 3,7-

diglicosídeo 

96,9600(20), 313,0345(42), 

315,0523(100) 
1,7 

11 7,6 625,1413 625,1410 -0,5 C27H29O17 7,1 
Quercetina 3,4-O-di- β-

glicopiranosideo 

300,0274(100), 301,0344(91), 

463,0889(37) 
1,7 

12 8,1 645,1229 645,1228 -0,2 
C27H30O16 

[M+Cl]- 
27,1 Desconhecido 284,0330(100), 285,0389(39), 

429,0818(5), 609,1458(78) 
1,6 

13 9,0 223,0608 223,0612 0,4 C11H11O5 9,0 Ácido sinápico 149,0243(74),164,0476(31) 

193,0142(100), 208,0362(44) 
1,5 

TR: tempo de retenção; mSigma: similaridade entre o padrão isotópico teórico e o experimental. Quanto menor o valor de mSigma maior a similaridade entre 
o resultado experimental e o teórico esperado. 
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O aporte reduzido de água e a radiação UV-C podem gerar EROS que levam 

ao estresse oxidativo. Em geral, a síntese de flavonoides aumenta devido ao 

estresse oxidativo, pois estes compostos conferem atividade de remoção das EROs, 

devido aos diversos grupos hidroxila (KUMAR; PANDEY, 2013). A glicosilação dos 

flavonoides contribui para a estabilização da molécula, através da proteção dos 

grupos nucleofílicos reativos e aumenta a solubilidade em água (JONES; VOGT, 

2001), permitindo o transporte destes metabólitos para diversos compartimentos, 

inclusive nos cloroplastos, onde as EROs são geradas. Nos cloroplastos, os 

flavonoides atuam na eliminação de H2O2, do radical hidroxila e do oxigênio singleto 

(PÉREZ-GREGORIO et al., 2011; BRUNETTI et al., 2013).  

Sob condições severas de seca o estresse oxidativo pode ser agravado em 

virtude da menor difusão do CO2 (FERDINANDO et al., 2012), ocasionando a 

redução ou inativação de enzimas antioxidantes nos cloroplastos, regulando 

positivamente a biossíntese dos flavonoides (MULLINEAUX; KARPINSKI, 2002; 

HATIER; GOULD, 2008; FINI et al., 2012). 

Visto que os tratamentos realizados com brócolis cultivado sob baixo regime 

de água obtiveram menor acúmulo de flavonoides glicosilados, pressupõe-se que a 

redução no aporte de água aplicado neste estudo gerou um estresse nas plantas, 

diminuindo os componentes chaves do sistema antioxidante. De mesmo modo, a 

resposta em relação ao acúmulo dos flavonoides em plantas cultivadas sob estresse 

e submetidas à radiação UV-C, foi menor quando comparada a dos brócolis 

cultivados normalmente e irradiados. Nas plantas cultivadas sob tensões normais de 

água foi observado que ao receberem diferentes doses de radiação houve um 

estímulo no acúmulo de flavonoides, possivelmente porque o estresse foi menos 

agressivo, de modo que a síntese desses metabólitos complementou o papel 

desempenhado pelas enzimas antioxidantes (HATIER; GOULD, 2008; AGATI et al., 

2009). 

No experimento de 2015 os ácidos málico, cítrico e glucônico foram 

identificados como responsáveis pela discriminação dos tratamentos pré e pós-

colheita. O teor de ácido málico (Figura 12 B) foi maior no cultivo sob aporte 

reduzido de água, sendo que o tratamento 75 kPa/10 kJ m-2 apresentou o maior teor 

(2,41 mg g-1) e 15 kPa/SUV-C o menor (1,58 mg g-1). Além disso, a radiação teve 

efeito positivo sobre os diferentes cultivos (Tabela 5).  
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Figura 12 - Espectros de massas (MS/MS) dos 13 compostos discriminantes (derivados PLS-DA) a 
partir da análise do perfil de metabólitos dos brócolis tratados do experimento de 2015.  



55 

 

O ácido glucônico (Figura 12 C) não foi afetado pela redução no aporte 

hídrico, porém a radiação de 7 kJ m-2 de UV-C, favoreceu o aumento da 

concentração em ambos os cultivos (Tabela 5). O ácido cítrico/isocítrico (Figura 

12 E) apresentou maior concentração no tratamento 75 kPa/10 kJ m-2 (1,82 mg g-1). 

Além disso a radiação UV-C teve efeito positivo sobre os diferentes cultivos (Tabela 

5). 

O metabólito glicobrassicina (Figura 12 F) foi encontrado em maior 

concentração nas amostras cultivadas sob aporte hídrico reduzido com aplicação de 

7 kJ m-2 (3,01 mg g-1) e 10 kJ m-2 de UV-C (2,74 mg g-1), e em menor conteúdo no 

tratamento 15 kPa/7 kJ m-2 (2,20 mg g-1) (Tabela 5). 

O teor de neoglicobrassicina (Figura 12 H) apresentou aumento considerável 

com aplicação de 10 kJ m-2 de UV-C, tanto no cultivo normal (4,08 mg g-1) como sob 

aporte reduzido de água (5,61 mg g-1). Porém no tratamento 75 kPa/7 kJ m-2 foi 

observada a menor concentração (2,98 mg g-1) (Tabela 5). 

O composto 4-metoxiglicobrassicina (Figura 12 G) não foi influenciado pelo 

estresse pré colheita. Além disso, a aplicação de 7 kJ m-2 radiação UV-C não 

influenciou na concentração deste glicosinolato, independente do cultivo. Contudo, o 

tratamento 75 kPa/10 kJ m-2 apresentou a maior concentração (0,77 mg g-1) e 

15 kPa/10 kJ m-2 a menor (0,53 mg g-1). 

Neste estudo, se observou que as plantas cultivas sob reduzido aporte hídrico 

e irradiadas com UV-C apresentam maior acúmulo dos glicosinolatos indólicos 

glicobrassicina e 4-metoxiglicobrassicina, este aumento pode estar associado à 

sinalização do ácido jasmônico, pois estes estresses geram o acúmulo de EROs, 

que estão envolvidas na transdução de sinal, sendo esta resposta semelhante ao 

ataque de herbívoros (TEXTOR; GERSHENZON, 2009).  

O conteúdo de L-gulose (Figura 12 I) foi maior em brócolis cultivados sob 

aporte hídrico reduzido, independentemente da aplicação de UV-C. O tratamento 

75 kPa/SUV-C apresentou a maior concentração (0,54 mg g-1), enquanto 

15 kPa/SUV-C teve a menor (0,40 mg g-1) (Tabela 5). Os açúcares que acumulam 

em resposta a estressores abióticos podem atuar como osmólitos para manter o 

tugor das células, aumentando a resistência ao estresse hídrico (MEWIS et al., 

2012a).  

O pico com íon precursor [M-H]- m/z 223,0612 e fragmento m/z 208,0362 

decorrente da perda de um grupamento metil, foi identificado como ácido sinápico. 
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Este metabólito influenciou principalmente na distinção do grupo cultivado sob 

reduzido aporte de água, visto que em brócolis cultivados em condições normais o 

teor deste composto foi aproximadamente 65 % menor. Os fenilpropanóides com 

maior capacidade de reduzir as EROs são sintetizados, especialmente, em resposta 

a estressores abióticos aplicados concomitantemente (AGATI; TATTINI, 2010; 

TATTINI et al., 2015). Os ésteres cafeico e sinápico são mencionados como 

moléculas que proporcionam maior proteção contra os danos induzidos por radiação 

UV-B do que os flavonoides (LANDRY et al., 1995; SHEAHAN, 1996). Demkura e 

Ballaré (2012) investigaram o papel de ácido sinápico na resistência induzida por 

UV-B à infecção por Botrytis cinerea e verificaram que, no mutante tt4-1 (relacionado 

a expressão de chalcona sintetase), a radiação teve efeito significativo, 

interrompendo a infecção por B. cinerea. Contudo em mutantes deficientes em ácido 

5-hidroxiferúlico (essencial para síntese de sinapato) o UV-B não teve efeito sobre a 

infecção. Assim, podemos perceber que a radiação UV atua sobre mecanismos de 

defesa relacionados aos derivados do ácido sinápico. 

  



57 

 

Tabela 5 - Quantificação (mg g-1) dos 13 compostos discriminantes (PLS-DA VIP>1,5) do experimento 
de 2015. 

  SUV-C 7 kJ m-2 10 kJ m-2 

Neoglicobrassicina 
15 kPa 3,61±0,10Ab 3,58±0,03Ab 4,08±0,02Ba 

75 kPa 3,27±0,02Bb 2,99±0,028Bc 5,62±0,04Aa 

Glicobrassicina 
15 kPa 2,47±0,07Aa 2,21±0,00Bb 2,53±0,01Ba 

75 kPa 2,21±0,07Bc 3,01±0,03Aa 2,74±0,04Ab 

Kaempferol-3-O-

soforosídeo 

15 kPa 0,75±0,02Ab 1,29±0,01Aa 1,26±0,00Aa 

75 kPa 0,60±0,01Bb 0,89±0,01Ba 0,35±0,02Bc 

Ácido málico 
15 kPa 1,59±0,04Bc 1,99±0,04Ba 1,84±0,024Bb 

75 kPa 1,94±0,03Ac 2,23±0,02Ab 2,41±0,02Aa 

Ácido cítrico/isocítrico 

(TR 2,74) 

15 kPa 1,30±0,04Ac 1,72±0,01Aa 1,48±0,00Bb 

75 kPa 1,29±0,04Ac 1,60±0,02Bb 1,82±0,03Aa 

L-gulose 
15 kPa 0,40±0,01Bb 0,46±0,01Ba 0,46±0,00Ba 

75 kPa 0,54±0,01Aa 0,53±0,01Aa 0,53±0,01Aa 

4-metoxiglicobrassicina 
15 kPa 0,58±0,02Aa 0,59±0,01Aa 0,53±0,00Bb 

75 kPa 0,60±0,02Ab 0,65±0,01Ab 0,77±0,00Aa 

Ácido glucônico 
15 kPa 2,72±0,07Ac 3,44±0,02Aa 3,12±0,02Ab 

75 kPa 2,85±0,04Ab 3,07±0,03Ba 2,68±0,03Bc 

Desconhecido (m/z 609) 
15 kPa 0,28±0,01Ac 0,50±0,00Aa 0,48±0,00Ab 

75 kPa 0,22±0,00Bb 0,36±0,00Ba 0,14±0,00Bc 

Isoramnetina 3,7-

diglicosídeo 

15 kPa 0,15±0,00Ac 0,22±0,00Aa 0,18±0,00Ab 

75 kPa 0,09±0,00Bb 0,11±0,00Ba 0,11±0,00Ba 

Quercetina 3,4-O-di- β-

glicopiranosideo 

15 kPa 0,13±0,00Ac 0,22±0,00Aa 0,21±0,00Ab 

75 kPa 0,09±0,00Bb 0,16±0,00Ba 0,06±0,00Bc 

Desconhecido (m/z 645) 
15 kPa 0,12±0,00Ab 0,18±0,00Aa 0,18±0,00Aa 

75 kPa 0,09±0,00Bb 0,13±0,00Ba 0,05±0,00Bc 

Ácido sinápico 
15 kPa 0,08±0,00Ba 0,08±0,00Ba 0,07±0,00Bb 

75 kPa 0,13±0,00Ab 0,15±0,00Aa 0,13±0,00Ab 

Média±erro padrão (n=4); médias seguidas pela mesma letra maiúscula dentro da mesma coluna e 
letra minúscula dentro da mesma linha não diferiram pelo teste de Fischer (p ≤ 0,05). 15 kPa: aporte 
hídrico normal; 75 kPa: aporte hídrico reduzido; SUV-C: Sem UV-C; 7 kJ m-2: dose de 7 kJ m-2 de UV-
C; 10 kJ m-2: dose de 10 kJ m-2 de UV-C. 
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Os compostos com [M-H]- m/z 609,1461 (C27H29O16) e [M+Cl]- m/z 645,1229 

(C27H29O16) não foram identificados. Contudo os metabólitos de m/z 609,1461 e m/z 

645,1229 contribuíram para a diferenciação dos tratamentos 15 kPa/7 kJ m-2 e 

15 kPa/10 kJ m-2. 

 

4.3 Atividade enzimática 

 

Ao analisar separadamente os experimentos de 2014 e 2015, devido a 

interação significativa entre os fatores ano x estressor em pré-colheita x estressor 

em pós-colheita, todas atividades enzimáticas apresentaram interação significativa 

entre o estressor em pré-colheita x estressor em pós-colheita, exceto a SOD do 

experimento de 2015. 

A tensão de água utilizada para o cultivo de brócolis não influenciou na 

atividade da APX nos tratamentos sem aplicação de UV-C, em ambos os anos. No 

entanto, a atividade de APX em brócolis tratados com UV-C e cultivados sob 

diferentes suprimentos de água variou de um ano para o outro. Em 2014, o brócolis 

cultivado sob condições normais de água e tratado com 7 kJ m-2 UV-C teve a 

atividade da APX mais elevada do que o brócolis cultivado sob reduzido 

abastecimento de água. Os cultivos sob diferentes fornecimentos de água e que 

receberam 10 kJ m-2 de UV-C apresentaram a mesma atividade da APX. Em 2015, a 

atividade da APX foi maior no brócolis cultivado sob aporte de água reduzido e que 

recebeu 10 kJ m-2 de UV-C quando comparado ao tratamento 15 kPa/10 kJ m-2. Os 

brócolis cultivados sob diferentes fornecimentos de água e que receberam 7 kJ m-2 

de UV-C apresentam a mesma atividade (Tabela 6). 

Em brócolis irrigados normalmente, em ambos os anos de experimento, a 

atividade APX foi maior no tratamento que recebeu 7 kJ m-2 quando comparados 

com o controle e com o tratamento irradiado com 10 kJ m-2 de UV-C, que não 

variaram entre si (Tabela 6). No brócolis cultivado com redução no aporte de água a 

resposta da atividade da APX a aplicação de 7 kJ m-2 foi oposta, obtendo menor 

atividade. A exposição à radiação UV-C pode ter induzido a produção de EROs e 

consequentemente aumentado o teor de H2O2, que foi eliminado pela APX e pelo 

sistema antioxidante não enzimático, visto que os tratamentos irradiados com UV-C 

apresentaram maior acúmulo destes metabólitos. 
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O cultivo sob aporte reduzido de água e a aplicação de UV-C influenciaram de 

forma distinta a atividade da CAT nos dois anos de cultivo. Em 2014 o tratamento 

75 kPa/SUV-C teve maior atividade enzimática quando comparado ao controle, 

contudo o brócolis cultivado sob aporte normal de água e irradiado com 7 kJ m-2 de 

UV-C apresentou maior atividade em relação ao tratamento 75 kPa/7 kJ m-2. Já 

entre os tratamentos que receberam 10 kJ m-2 não houve diferença entre os tipos de 

cultivos. Em 2015 a atividade da CAT foi menor para o cultivo sob seca quando 

comparado ao controle, em ambos tratamentos de UV-C. Dentre os tratamentos com 

irrigação normal, o que recebeu 10 kJ m-2 de UV-C apresentou menor atividade. 

Entre os dois anos de cultivo, a atividade da CAT foi maior no tratamento 

15 kPa/7 kJ m-2 quando comparado com o controle e o irradiado com 10 kJ m-2 

(Tabela 6). A CAT tem baixa afinidade pelo H2O2, ou seja, somente em altas 

concentrações ela é ativa, assim, em estresse leve ou moderado o H2O2 é eliminado 

pela APX e por outras enzimas antioxidantes (GECHEV et al., 2006; JALEEL et al., 

2009), isto pode justificar a maior atividade da APX comparado com a CAT. 

Nos dois anos de cultivo a redução no aporte de água influenciou 

negativamente na atividade da enzima POD, além disso, os brócolis irradiados com 

UV-C que receberam diferentes tensões de água, tiveram atividade variável entre os 

anos. No ano de 2014, o brócolis cultivado sob tensão de água normal apresentou 

maior atividade, entretanto a aplicação de diferentes doses de radiação UV-C não 

influenciou na atividade da POD. No cultivo sob aporte reduzido de água o 

tratamento que não recebeu radiação apresentou atividade mais elevada comparado 

aos que receberam doses de 7 e 10 kJ m-2. Em 2015, no tratamento 

15 kPa/10 kJ m-2 a atividade enzimática foi menor que nos tratamentos 

15 kPa/SUV-C e 15 kPa/7 kJ m-2, dentre os tratamentos cultivados sob aporte 

hídrico reduzido a resposta foi contrária, sendo que o tratamento 75 kPa/10 kJ m-2 

apresentou maior atividade (Tabela 6). 

A atividade enzimática da PPO, foi influenciada pelo estresse pré e pós-

colheita de modo distinto entre os anos de cultivo. Em 2014, brócolis cultivados sob 

aporte reduzido de água apresentaram atividade mais elevada que o controle, além 

disso no tratamento 75 kPa/10 kJ m-2 a atividade foi inalterada. Porém os brócolis 

tratados com 15 kPa/7 kJ m-2 apresentaram maior atividade que os tratados com 

75 kPa/7 kJ m-2. No ano de 2015, a atividade da PPO foi maior nos tratamentos 

cultivados sob aporte normal de água, independente da dose de UV. Brócolis do 
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tratamento 75 kPa/10 kJ m-2 apresentaram maior atividade em relação aos dos 

tratamentos 75 kPa/SUV-C e 75 kPa/7 kJ m-2, contudo não diferiram dos brócolis 

cultivado sob aporte hídrico normal irradiados com 10 kJ m-2 (Tabela 6). É relatado 

que o aumento da atividade de PPO em plantas pode estar relacionado a adaptação 

a estressores abiótico, especificamente com o acúmulo de EROs (THIPYAPONG et 

al., 2004; MAYER, 2006; WEBB et al., 2013). 

 

Tabela 6 - Atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), superóxido dismutase 
(SOD), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) nos brócolis cultivados no ano de 2014 e 2015. 

   SUV-C 7 kJ m-2 10 kJ m-2 

APX 

2014 
15 kPa 0,6±0,1Ab 0,9±0,0Aa 0,7±0,0Ab 

75 kPa 0,6±0,0Ab 0,4±0,1Bc 0,7±0,1Aa 

2015 
15 kPa 0,2±0,0Ab 0,3±0,0Aa 0,2±0,0Bb 

75 kPa 0,3±0,0Ab 0,2±0,0Ac 0,4±0,0Aa 

CAT 

2014 
15 kPa 6,6±1,0Bb 31,9±4,7Aa 10,2±0,2Ab 

75 kPa 14,5±0,3Aa 10,2±0,0Bc 13,2±0,0Ab 

2015 
15 kPa 6,9±1,3Aa 6,7±0,8Aa 4,3±0,3Ab 

75 kPa 4,5±0,6Ba 3,9±1,0Ba 4,10±0,73Aa 

POD 

2014 
15 kPa 2100,8±154,9Aa 2208,9±48,8Aa 1912,9±97,8Aa 

75 kPa 820,0±73,3Ba 269,0±22,3Bb 259,5±16,0Bb 

2015 
15 kPa 3801,8±103,8Aa 3690,1±313,5Aa 198,2±3,1Ab 

75 kPa 38,7±5,0Bc 90,4±3,3Bb 469,3±20,2Aa 

PPO 

2014 
15 kPa 157,4±4,6Bab 172,2±2,4Aa 144,2±7,8Bb 

75 kPa 184,2±7,3Aa 119,7±5,9Bb 168,3±5,5Aa 

2015 
15 kPa 453,7±6,3Aa 457,4±18,4Aa 476,6±6,6Aa 

75 kPa 392,1±18,0Bb 338,0±20,7Bb 461,7±16,0Aa 

SOD 2014 
15 kPa 4,1±0,3Aa 3,3±0,2Aab 2,9±0,2Ab 

75 kPa 0,5±0,1Ba 0,2±0,0Bb 0,5±0,1Ba 

Médias seguidas pela mesma letra maiúscula dentro da mesma coluna e letra minúscula dentro da 
mesma linha para cada variável em cada ano de cultivo não diferiram pelo teste de Fischer (p ≤ 0,05). 
15 kPa: aporte hídrico normal; 75 kPa: aporte hídrico reduzido; SUV-C: Sem UV-C; 7 kJ m-2: dose de 
7 kJ m-2 de UV-C; 10 kJ m-2: dose de 10 kJ m-2 de UV-C. 
APX expressa em μmol ascorbato min-1 mg-1 proteína 
CAT expressa em nmol H2O2 min-1 mg-1 proteína 
SOD, PPO, e POD expressa em Unidade de Atividade Enzimática (UAE) min-1 mg-1 proteína. 
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No ano de 2014, a atividade da SOD foi maior nas plantas cultivadas sob 

condições hídricas normais, de modo que a limitação deste recurso influenciou na 

atividade desta enzima. Os tratamentos irradiados com UV-C contribuíram para a 

diminuição da atividade da SOD conforme o aumento das doses de radiação no 

cultivo normal (Tabela 6). Em 2015, foi observado que o cultivo sob aporte hídrico 

reduzido não teve diferença do cultivo sob aporte normal de água para a enzima 

SOD. Assim, verificou-se que a aplicação de 10 kJ m-2 de radiação UV-C influenciou 

na maior atividade da SOD (Tabela 7). Chairat et al. (2013) observaram que a 

atividade da SOD não aumentou após a exposição à radiação UV-C em Brassica 

oleraceae L. var. alboglabra. 

 

Tabela 7 – Atividade da superóxido dismutase (SOD) em brócolis cultivado em 2015. 

 SOD 

15 kPa 0,9±0,1a 

75 kPa 0,9±0,0a 

SUV-C 0,9±0,0b 

7 kJ m-2 1,0±0,0b 

10 kJ m-2 1,2±0,0a 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferiram pelo teste de Fischer (p ≤ 0.05). 
15 kPa: aporte hídrico normal; 75 kPa: aporte hídrico reduzido; SUV-C: Sem UV-C; 7 kJ m-2: dose de 
7 kJ m-2 de UV-C; 10 kJ m-2: dose de 10 kJ m-2 de UV-C. 
SOD expressa em Unidade de Atividade Enzimática (UAE) min-1 mg-1 proteína 

Ao avaliar a interação entre os fatores pré e pós-colheita no ano de 2015, foi 

observado que o cultivo sob baixo aporte hídrico não teve diferença do cultivo sob 

aporte normal de água para a enzima SOD. Assim, verificou-se que a aplicação de 

10 kJ m-2 de radiação UV-C influenciou na maior atividade da SOD. 

 

4.4 Expressão gênica 

 

De acordo com os resultados mostrados na Figura 13 A1, os genes 3-

aminotransferase de aminoácidos de cadeia ramificada (BCAT3), triptofano N-mono-

oxigenase 2 (CYP79B3), glutamato-cisteína ligase (GSH1), glutaniona S-transferase 

F10 (GSTF10) e mirosinase 1 (TGG1), tiveram sua expressão aumentada em 

resposta à aplicação de UV-B em Arabidopsis thaliana. As radiações UV-B e UV-C, 
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apresentam comprimentos de onda curtos e são potencialmente prejudiciais às 

células, ocasionando danos no DNA (NAWKAR et al., 2013). Esta semelhança 

possibilita a prospecção da atuação dos mesmos genes em arabidopsis e, 

possivelmente, em brócolis. 

O gene GSH1 é responsável pela ligação peptídica entre o glutamato e a 

cisteína, formando a γ-glutamilcisteína e posteriormente glutationa. A glutationa atua 

na biossíntese de glicosinolatos como doador de enxofre (BEDNAREK et al., 2009; 

SHU et al., 2011). BCAT3 é responsável pelo elongamento da cadeia de metionina 

na via de biossíntese de glicosinolatos alifáticos. Segundo Schuster et al. (2006), as 

aminotranferases (BCAT), mostram maiores níveis de expressão em plantas 

expostas à luz que as mantidas no escuro. 

Na Figura 13 B, os genes destacados em vermelho apresentam regulação 

diferencial (p ≤ 0,05) em resposta ao estresse hídrico e a radiação UV-B em 

Arabidopsis thaliana. Os genes glutaniona S-transferase F11 (GSTF11), 

sulfotransferase 17 (SOT17) e triptofano N-mono-oxigenase 1 (CYP79B2), 

relacionados a biossíntese do núcleo dos glicosinolatos, tiveram maior expressão 

transcricional em plantas irradiadas. A sulfotransferase SOT17 apresentou maior 

acúmulo transcricional durante período de luz (KLEIN et al., 2006), bem como o 

gene CYP79B2 em arabidopsis (HUSEBY et al. 2013). A conversão do triptofano em 

indol-3-ylacetalcoxima (IAOx) pelo citocromo CYP79B3 em floretes de brócolis foi 

afetada após a exposição à radiação UV-C, sendo que a expressão relativa deste 

gene aumentou com a aplicação de 1,2 e 3 kJ m-2 (SIERRA, 2015). Além dos 

glicosinolatos indólicos, os IAOx são precursores do ácido indol-3-acético e de 

fitoalexinas em arabidopsis. A camalexina é uma fitoalexina presente em vegetais do 

gênero Brassica e são sintetizadas através de IAOx por homólogos de CYP79B. 

Assim como os glicosinolatos, estes compostos são produzidos em resposta a 

infecção por diversos microrganismos (GLAWISCHNIG et al., 2004; NAFISI et al., 

2007). Contudo, foi demonstrado a partir de mutantes (deficientes em fatores de 

transcrição MYB) que o acúmulo destes compostos também é induzido por UV 

(FRERIGMANN et al., 2015). A partir destas evidências podemos inferir que o 

acúmulo de genes CYP79B está relacionado com a defesa contra fatores estresses 

abióticos e bióticos, induzindo tanto a síntese de glicosinolatos indólicos como de 

fitoalexinas. 
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Em Arabidopsis thaliana cultivada sob condições de estresse hídrico, foi 

observado que os níveis de transcritos dos genes IMDH1, BCAT3, TGG1 e TGG2 

foram aumentados (Figura 13 A2). Estudos têm evidenciado que a degradação de 

glicosinolatos está associada à regulação da sinalização celular em resposta ao 

estresse abiótico, pois a mirosinase TGG1 está presente em células de guarda 

estomática em altas concentrações, regulando a abertura e fechamento dos 

estômatos (ZHAO et al., 2008; ISLAM et al., 2009). Urano et al. (2009) verificaram 

que o gene BCAT2 é induzido em resposta à desidratação em arabidopsis. Em 

resposta a seca, foi observado que o gene CYP79B3, envolvido na síntese do 

núcleo dos glicosinolatos, e flavina monooxigenase GS-OX2 (FMOGS-OX2), 

relacionado com a modificação da cadeia lateral destes compostos, apresentaram 

regulação diferencial (p-value < 0,05) (Figura 13 B). O ácido jasmônico é um 

fitohormônio que desempenha funções relevantes em respostas à tolerância 

aumentada ao ataque de insetos e agentes patogênicos (WASTERNACK; HAUSE, 

2013). Mas tem sido relatado o envolvimento deste hormônio na tolerância aos 

estressores abióticos como a seca (RIEMANN et al., 2015), regulando a biossíntese 

de glicosinolatos (DOUGHTY et al., 1995; BRADER et al., 2001; MIKKELSEN et al., 

2003; DOMBRECHT et al., 2007). A aplicação exógena de ácido jasmônico 

influenciou no acúmulo de glicosinolatos indólicos (GUO et al., 2013) e a expressão 

dos genes CYP79B2/3 foi positivamente regulada em vegetais do gênero Brassica 

(MIKKELSEN et al., 2003; WIESNER et al., 2013). Assim tem-se como hipótese que 

a seca é sinalizada pelo ácido jasmônico, regulando a via de biossíntese dos 

glicosinolatos indólicos. 

Como mencionado anteriormente, os dados de expressão apresentados na 

Figura 13 (A e B), foram avaliados em arabidopsis. A partir destas evidências 

presume-se que os estresses por seca e UV interferem na expressão de genes de 

síntese de glicosinolatos e consequentemente no seu acúmulo, pois os brócolis 

cultivados sob estresse hídrico e irradiados apresentaram maior teor de 

glicosinolatos indólicos (BEDNAREK et al., 2011).  

Com a finalidade de estudar o perfil transcricional dos genes envolvidos na 

biossíntese e na degradação de glicosinolatos em brócolis, foi realizado um estudo 

da expressão mediante RT-qPCR para os genes PEN2 e FMO-OX2. 
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Figura 13 - Análise da expressão transcricional de genes da rota de síntese e degradação de glicosinolatos. A. Visão detalhada dos dados de expressão 
destes genes independente dos valores de p-value (valores de expressão absoluta); B. Rota de síntese e degradação dos glicosinolatos com valores 
expressão diferencial (log2-ratio), obtidos a partir da meta-análise, de genes com p-value<0,05 (destacados em vermelho); C. Dados de RT-qPCR dos genes 
PEN2 e FMO-OX2 para os tratamentos 15 kPa/SUV-C (aporte hídrico normal), 15 kPa/7 kJ m-2 (aporte hídrico normal irradiado com 7 kJ m-2 UV-C), 
15 kPa/10 kJ m-2 (aporte hídrico normal irradiado com 10 kJ m-2 UV-C), 75 kPa/SUV-C (aporte hídrico reduzido), 75 kPa/7 kJ m-2 (aporte hídrico reduzido 
irradiado com 7 kJ m-2 UV-C), 75 kPa/10 kJ m-2 (aporte hídrico reduzido irradiado com 10 kJ m-2 UV-C); as barras de erro representam desvios em termos de 
Erro Padrão - EP.  
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 13 C as plantas cultivadas 

sob aporte hídrico reduzido e tratadas com radiação UV-C, apresentaram um 

estímulo da expressão transcricional do gene PEN2. No cultivo sob condições 

normais de irrigação a radiação de 7 kJ m-2 estimulou a expressão da mirosinase 

PEN2, contudo a dose de 10 kJ m-2 restringiu a expressão. Possivelmente, as 

plantas cultivadas sob baixas tensões de água se aclimataram ao estresse, de modo 

que ao serem tratadas com UV-C a expressão da PEN2 foi ativada. Já as plantas 

com aporte hídrico normal, não expressando genes relacionados com aclimatação, 

ao receberem doses elevadas de radiação, podem ter sofrido peroxidação lipídica, 

ruptura das membranas celulares, além de danos no DNA e proteínas (CIVELLO et 

al., 2006). PEN2 é uma mirosinase atípica envolvida na degradação de 

glicosinolatos indólicos. Estudos têm estabelecido que o sistema glicosinolatos 

indólicos/mirosinase-PEN2 constitui um importante mecanismo de defesa que 

restringe a invasão de patógenos em arabidopsis, pois a maior concentração de 

produtos de hidrolises dos glicosinolatos poderia levar à inibição da entrada dos íons 

K para dentro das células guardas, impedindo a perda de água pelo fechamento 

estomático (ZHAO et al., 2008). Isto é evidenciado pelo estudo Khokon et al. (2011) 

que observaram que a aplicação exógena de alil-isotiocianato em folhas de 

Arabidopsis thaliana induz o fechamento dos estômatos. Além disso, a defesa frente 

a agentes estressores bióticos pode ser regulada pelo ácido jasmônico, o qual ativa 

os fatores de transcrição e expressão dos genes responsáveis pela síntese de 

glicosinolatos indólicos (HALKIER; GERSHENZON, 2006). Contudo, a partir dos 

dados de quantificação relativa de transcritos envolvidos na rota dos glicosinolatos 

em floretes de brócolis cultivados sob aporte hídrico reduzido e irradiados com UV-

C, se pode notar que a degradação dos glicosinolatos indólicos foi induzida, 

indicando semelhanças entre as respostas a estressores bióticos e abióticos 

(SIERRA, 2015). 

Se pode notar na Figura 13 C que a expressão do gene FMOGS-OX2 no 

tratamento 15 kPa/10 kJ m-2 aumentou quase 10 vezes em relação ao tratamento 

15 kPa/SUV-C. Os genes FMOGS-OX são importantes na síntese de glicosinolatos 

alifáticos, pois catalisam a S-oxigenação na conversão de metiltioalquil-glicosinolato 

em metilsulfinilaquil-glicosinolato. Estes genes além de atuar na modificação da 

cadeia lateral dos glicosinolatos, influenciam na atividade dos seus produtos de 

hidrólise (HANSEN et al., 2007; LI et al., 2008). A radiação UV ativa uma variedade 
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de respostas de defesa que podem ser mediadas por moléculas como EROs, 

etileno, jasmonatos, ácido salicílico, entre outros. Estes compostos podem induzir 

respostas protetoras como a síntese de glicosinolatos (WANG et al., 2011). Assim 

como a síntese de glicosinolatos indólicos parece ser induzida pelo ácido jasmônico, 

possivelmente este hormônio induza genes relacionados aos glicosinolatos 

alifáticos, pois estudos realizados em Brassica oleracea L. var. capitata, mostraram 

que a aplicação exógena de metil jasmonato regulou positivamente os genes 

FMOGS-OX (YI et al., 2016). 
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5 Considerações finais 

 

A partir deste estudo foi possível verificar que o metabolismo do brócolis é 

afetado pelo cultivo sob aporte hídrico reduzido e pela aplicação de radiação UV-C. 

A redução do aporte hídrico promoveu um aumento no teor de ácidos orgânicos. Já 

a aplicação de radiação UV-C não só incrementou o teor de glicosinolatos e 

flavonoides glicosilados, como também ativou o sistema enzimático antioxidante e 

regulou positivamente a expressão do gene FMOGS-OX2 relacionado a via de 

biossíntese dos glicosinolatos alifáticos. A redução do aporte hídrico combinada a 

radiação UV-C teve efeito positivo no acúmulo de transcritos relacionados com a 

degradação de glicosinolatos (PEN2). 

Estes resultados mostram que a aplicação de radiação UV-C pode ser uma 

estratégia para aumentar o conteúdo de compostos do metabolismo especializado. 
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Anexo A – Genes utilizados na meta-análise, obtidos a partir do estudo de GAO et 

al. (2014). 

 

Nome do gene (Abreviatura) ID em Arabidopsis 

Elongação da Cadeia Lateral de Aminoácidos 

3 - Aminotransferase de aminoácidos de 

cadeia ramificada (BCAT3) 

AT3g49680 

3- Isopropilmalato desidrogenases (IPMDH3) AT1g31180 

Biossíntese do Núcleo dos Glicosinolatos  

Citocromo P450 83A1 (CYP83A1) AT4g13770 

Glutaniona S-transferase F11 (GSTF11) AT3g03190 

Gamaglutamilpeptidase 1 (GGP1) AT4g30530 

Sulfotransferase 17 (SOT17) AT1g18590 

Sulfotransferase 18 (SOT18) AT1g74090 

Glutamato-cisteína ligase (GSH1) AT4g23100 

Β-triptofano-sintase 1 (TSB1) AT5g54810 

Triptofano N-mono-oxigenase 1 (CYP79B2) AT4g39950 

Triptofano N-mono-oxigenase 2 (CYP79B3) AT2g22330 

Citocromo P450 83B1 (CYP83B1) AT4g31500 

Glutaniona S-transferase F10 (GSTF10) AT2g30870 

Gama glutamil peptidase 1 (GGP1) AT4g30530 

S-alquil-tiohidroximato liase  (SUR1) AT2g20610 

Modificação da Cadeia Lateral 

Flavina monooxigenase GS-OX2 (FMOGS-OX2) AT1g62540 

Flavina monooxigenase GS-OX5 (FMOGS-OX5) AT1g12140 

Degradação 

Mirosinase 1 (TGG1) AT5g26000 

Mirosinase 2 (TGG2) AT5g25980 

Subunidade gama-secretase (PEN2) AT2g44490 

 


