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RESUMO

Neste estudo pretendeu-se avaliar a aclimatacao de plantas de milho (Zea mays) a
salinidade, apos serem pré-tratadas com nitroprussiato de sddio (NPS, composto capaz de
liberar 6xido nitrico). A concentragdo de NPS utilizada foi definida em um primeiro
experimento, no qual plantas de milho (variedade BR 5011) foram cultivadas por dois dias em
solucao nutritiva de Hoagland acrescida de NPS nas concentragdes de O (plantas ndo pré-
tratadas), 50, 75, 100 ou 200 uM, e submetidas depois a salinidade (NaCl a 0 ou 80 mM).
Decorridos sete dias, as plantas pré-tratadas com NPS a 75 uM foram as que apresentaram
melhor desempenho em condi¢des salinas, tendo em vista que elas apresentaram um
crescimento maior, uma menor peroxidagdo de lipidios nas folhas, um teor de K™ aumentado
na planta e um menor teor de Na' na parte aérea, em comparacdo as demais plantas nas
condi¢gdes salinas. Com base nisso, foi realizado um segundo experimento, no qual a
aclimatacdo de plantas de milho, mediada pelo pré-tratamento com NPS a 75 uM, foi avaliada
apos 7 e 14 dias de estresse (NaCl a 80 mM). O pré-tratamento das plantas com NPS resultou
em uma area foliar aumentada e em maior crescimento em condigdes salinas, em comparagao
as plantas ndo pré-tratadas, mas isso foi observado apenas aos 7 dias de estresse. Apesar de o
estresse salino ter reduzido a condutancia estomatica das plantas nos dois tempos avaliados,
houve aumento da fotossintese liquida e da transpiracdo quando se pré-tratou as plantas com
NPS. De modo geral, o estresse salino reduziu os teores de macronutrientes nas plantas de
milho, em ambos os tempos de estresse, mas isso foi menos evidente naquelas que haviam
sido pré-tratadas com NPS, especialmente aos 7 dias de estresse. Os danos oxidativos nas
folhas e nas raizes das plantas de milho foram parcialmente atenuados pelo pré-tratamento
com NPS. Nas condi¢des salinas, os teores de ascorbato e glutationa foram geralmente
maiores nas plantas pré-tratadas com NPS do que nas ndo pré-tratadas. De modo geral, a
atividade das enzimas dismutase do superoxido, catalase e peroxidase do ascorbato nas folhas
e nas raizes de milho foi reduzida pelo pré-tratamento com NPS, e isso também dependeu do
tempo de estresse a que as plantas foram submetidas. No entanto, houve pouca correlagao
entre o pré-tratamento com NPS e a indugdo do sistema antioxidativo. A espectrometria de
massas acoplada a cromatografia liquida permitiu a identificacdo de diversas proteinas nos
tecidos foliares e radiculares, entre as quais, proteinas envolvidas com a fotossintese e com o
metabolismo oxidativo, e, de maneira geral, a expressao delas foi influenciada pelas

condigdes a que as plantas estiveram sujeitas. O pré-tratamento com NPS induz alteracdes



importantes nas plantas de milho, mais relacionadas a homeostase idnica que a defesa

oxidativa, que ndo perduram ao longo do desenvolvimento da planta.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, estresse salino, expressao proteica, nutricdo mineral,

oxido nitrico, Zea mays.



ABSTRACT

This study was intended to evaluate the acclimation of maize (Zea mays) plants to salt
stress, after pretreatment with sodium nitroprusside (SNP, a NO donor compound). The SNP
concentration used was defined in an initial experiment, in which maize plants (variety BR
5011) were cultivated for two days in Hoagland solution plus NPS at 0 (not pretreated plants),
50, 75, 100 or 200 mM and then subjected to salt stress (NaCl at 0 or 80 mM). After seven
days, the plants pretreated with NPS at 75 pM showed the best performance in saline
conditions, considering that they had a higher growth, a lower lipid peroxidation in leaves, an
increased K content and a lower Na' content in shoots compared to other plants in saline
conditions. Based on this, it was performed a second experiment, in which the maize
acclimation mediated by the pretreatment with 75 uM SNP was evaluated after 7 and 14 days
of stress salt (80 mM NaCl). The SNP-pretreatment resulted in an increased leaf area and a
fastest growing in saline conditions as compared to non-pretreated plants, but this difference
was observed only after 7 days of stress. Although salt stress have reduced stomatal
conductance in both time periods, there was an increase in the net photosynthesis and
transpiration when plants were pretreated with NPS. In general, the salt stress reduced the
macronutrient content in plants, in both times of stress, but this was less evident in those who
had been pretreated with NPS, especially after 7 days of stress. Oxidative damages in leaves
and roots of maize plants have been partially mitigated by pretreatment with SNP. In saline
conditions, the contents of ascorbate and glutathione were generally highest in plants
pretreated with NPS than in non-pretreated. In general, the activity of superoxide dismutase,
catalase and ascorbate peroxidase in leaves and roots of maize was reduced by pretreatment
with SNP, and it also depended on the time of stress to which the plants were subjected.
However, there was little correlation between pretreatment with SNP and induction of
antioxidant system. The mass spectrometry-coupled liquid chromatography allowed the
identification of several proteins in leaf and root tissues, including proteins involved in
photosynthesis and oxidative metabolism and, in general, their expression was influenced by
the conditions that plants were subjected. The pretreatment with SNP induced important
changes in corn plants more closely related to the oxidative homeostasis that protection,

which does not persist throughout plant development.

Keywords: Oxidative stress, salt stress, protein expression, mineral nutrition, nitric oxide,

Zea mays.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

A salinidade ¢ um dos estresses abidticos que mais limitam a produtividade
agricola (MUNNS, 2002; FLOWERS, 2004), em razdo de seus efeitos no crescimento € no
desenvolvimento vegetal, os quais podem ser de natureza idnica ou osmotica (GREENWAY;
MUNNS, 1980; HASEGAWA et al., 2000). Em 2000, estimava-se que 19,5% das areas
irrigadas em todo o mundo — correspondente a 45 milhdes de hectares — enfrentavam
problemas de salinidade, e no Brasil este percentual encontrava-se entre 20 e 25%,
concentrado principalmente na regido Nordeste (FAO, 2000).

O grau com que a salinidade afeta as plantas depende de fatores intrinsecos a elas
(espécie, cultivar e estddio de desenvolvimento), fatores relacionados ao estresse (tipo de sal,
concentragdo salina, duracdo e modo da exposicdo aos sais) e fatores ambientais (luz,
temperatura e umidade relativa do ar, composicao idnica e granulometria do solo), bem como
da interacdo entre eles (GREENWAY; MUNNS, 1980; MUNNS; TERMAAT, 1986;
SHANNON; GRIEVE, 1999; BRAY; BAILEY-SERRES; WERETILNYK, 2000). Enquanto
algumas espécies apresentam elevada tolerancia a salinidade (haléfitas), outras sdo altamente
susceptiveis (glicofitas), e convém salientar que a maioria das espécies cultivadas tem seu
crescimento inibido ou retardado pela salinidade, mesmo em baixas concentragdes de sais
(GREENWAY; MUNNS, 1980; CHINNUSAMY; JAGENDORF; ZHU, 2005).

Um dos eventos bioquimicos que ocorrem nas plantas e em outros seres aerobicos
¢ a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo geradas durante o metabolismo
celular normal, principalmente em cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, a partir da
redug¢do monovalente do oxigénio molecular (O;). As ROS mais comumente encontradas sao
o peroxido de hidrogénio (H,O;) e os radicais superdxido (*O,) e hidroxil (HO®)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; APEL; HIRT, 2004; AZEVEDO-NETO; GOMES-
FILHO; PRISCO, 2008).

As ROS sao empregadas como moléculas sinalizadoras em diferentes processos
celulares, com efeitos no crescimento € no desenvolvimento, no ciclo celular, na apoptose, na
senescéncia e nas respostas aos estresses bidticos e abidticos (FINKEL, 2003). Em condigdes
adversas, porém, a producdo de ROS pode ser aumentada, podendo acarretar prejuizos ao
metabolismo, em decorréncia de danos oxidativos a proteinas, acidos nucleicos e lipidios de

membrana (MITTOVA et al., 2002; MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007).
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Ao longo da evolugdo, as plantas desenvolveram mecanismos de remocao (de
natureza enzimadtica ¢ ndo enzimdtica) de ROS, sobrepujando, assim, seus efeitos toxicos
(MILLER; SHULAEV; MITTLER, 2008). Dentre o sistema enzimatico, destaca-se uma
grande variedade de enzimas, tais como a dismutase do superdxido (SOD), a catalase (CAT) e
a peroxidase do ascorbato (APX). Por outro lado, o sistema ndo enzimatico ¢ formado por
antioxidantes de baixo peso molecular, tais como ascorbato, tocoferol e glutationa reduzida
(ASADA 1999; FOYER; NOCTOR, 2005). Dessa forma, ¢ de fundamental importancia
entender a regulacdo desses sistemas de remocdo de ROS na mediacdo da tolerancia de
plantas aos estresses ambientais (SHI et al., 2007).

A sobrevivéncia de uma planta sob estresse depende da sua capacidade de se
aclimatar a esse estresse, que envolve mudancas fisiologicas, bioquimicas e morfoldgicas que
ndo sdo transmitidas para as geracoes futuras (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010). Quando a
aclimatacdo a um determinado estresse ¢ intensificada pela exposi¢do a um estresse anterior
(de mesmo tipo ou diferente), tem-se a tolerancia cruzada. Entre os exemplos de estudos sobre
a aclimatagdo ao estresse salino mediada por tolerancia cruzada, podem-se citar o pré-
tratamento de plantas com H,0O, (UCHIDA et al., 2002; AZEVEDO NETO et al., 2005;
WAHID et al., 2007; GONDIM et al., 2010), acido salicilico (GUNES et al, 2007) e
compostos que liberam 6xido nitrico (HU et al., 2007; LI et al., 2008; SUNG; HONG, 2010).

O oxido nitrico (NO) ¢é um composto gasoso ¢ altamente reativo
(ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007). Nos ultimos anos, tém-se
demonstrado o envolvimento do NO em diversos processos fisiologicos das plantas, tais como
a regulacdo da germinacdo e da dorméncia de sementes, da maturacdo, da senescéncia e da
floracdo, a mediagdo da abertura estomatica (juntamente ao acido abcisico), o gravitropismo e
as respostas aos estresses bioticos e abioticos (BESSON-BARD; PUGIN; WENDEHENNE,
2008; QIAO; FAN, 2008; SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011). O NO esta
diretamente relacionado ao metabolismo oxidativo em plantas (ARASIMOWICZ;
FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007), pois contribui para a manutencdo de niveis baixos de
ROS e aumenta a atividade das enzimas do sistema antioxidativo, através de mudancas na
transcricdo dos genes relacionados a elas (SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011).

A aplicagdo exdgena de NO (ou de compostos que liberam NO) pode conferir as
plantas tolerancia aos estresses salino (UCHIDA et al., 2002), hidrico (GARCIA-MATA;
LAMATTINA, 2001) ¢ ao causado por metais pesados (KOPYRA; GWOZDZ, 2003; HU et
al., 2007). Nessas abordagens, o NO funciona tanto como uma molécula sinalizadora, quanto

como um agente indutor de tolerancia cruzada.
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O milho, espécie cultivada em todo o Brasil, servindo tanto para a alimentagdo
humana como animal, ¢ considerado moderadamente sensivel a salinidade; seu crescimento €
afetado a partir de 1,6 dS m'l, embora esse efeito varie entre os diferentes cultivares existentes
(MASS; HOFFMAN, 1977). Portanto, dada a importancia economica do milho e sua relativa
sensibilidade aos sais, o estudo dos efeitos do NO na indugdo de aclimatacdo a salinidade em

plantas de milho torna-se relevante.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Pretendeu-se avaliar aspectos fisiologicos e bioquimicos envolvidos na
aclimatacdo de plantas de milho a salinidade ap6s pré-tratamento com nitroprussiato de sodio

(NPS), um composto capaz de liberar NO em solugdo.

1.2.2 Objetivos especificos

Utilizando-se como material vegetal a variedade de milho BR 5011, foram
avaliados os efeitos do pré-tratamento com NPS:

= na area foliar e no acumulo de massa seca das plantas, em condigcdes
controle e de estresse salino;

" nas trocas gasosas (condutancia estomatica, fotossintese liquida,
transpiracdo e concentracdo interna de CO,) das plantas, em condi¢des
controle e de estresse salino;

= nos teores dos fons Na', CI" e NO; na parte aérea e nas raizes das plantas,
em condic¢des controle e de estresse salino;

* nos teores de macronutrientes (K, Ca, Mg, N, S e P) na parte aérea e nas
raizes das plantas, em condig¢des controle e de estresse salino;

= nos teores de perdxido de hidrogénio e superdxido nas folhas e nas raizes
das plantas, em condic¢des controle e de estresse salino;

* no vazamento de eletrolitos, na peroxidacdo de lipidios e na oxidagdo de
proteinas de folhas e raizes das plantas, em condi¢des controle e de

estresse salino;
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* nos teores de ascorbato e glutationa de folhas e raizes, bem como nos seus
respectivos status redox, em condi¢des controle e de estresse salino;

= na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX de folhas e
raizes, em condi¢des controle e de estresse salino;

* na expressdo proteica diferencial de folhas e raizes das plantas, em

condigdes controle e de estresse salino.

1.3 Revisao de literatura

1.3.1 Estresse salino

No contexto biologico, define-se o termo estresse como sendo qualquer alteragao
nas condi¢des 6timas de um ser vivo, a qual modifica todos os seus niveis funcionais, limita o
seu desenvolvimento e reduz as suas possibilidades de sobrevivéncia (LARCHER, 2000;
TAIZ; ZEIGER, 2009). As plantas estdo sempre sujeitas a condigdes de estresses multiplos,
0os quais podem ter origem biotica ou abidtica (LARCHER, 2000). Entre os inumeros
estresses abiodticos aos quais as plantas estdo constantemente expostas, destaca-se o estresse
salino, um dos que mais comprometem a produtividade agricola mundial (WANG;
VINOCUR; ALTMAN, 2003; FLOWERS, 2004; MAHAJAN; TUTEJA, 2005; CONDE;
CHAVES; GEROS, 2011), chegando a afetar mais de 800 milhdes de hectares no mundo
(MUNNS; TESTER, 2008; TURKAN; DEMIRAL, 2009; HASEGAWA, 2013).

Um solo ¢ considerado salino quando a condutividade elétrica de seu extrato de
saturacdo ¢ maior que 4,0 dS m” (RICHARDS, 1954). Os principais ions encontrados nos
solos salinos sdo os cations Na', Ca’" ¢ Mg®" e os 4nions CI" e SO4>; em menor quantidade,
encontram-se os ions K, HCOy5’, CO;* e NOy (DAKER, 1988; CORDEIRO, 2001; YADAV
et al. 2011; BUI, 2013). Todos os solos contém sais, porém isso se torna preocupante quando
determinadas condi¢des favorecem o acumulo deles nas suas camadas mais superficiais,
impactando negativamente a producdo agricola, o meio ambiente e a economia
(RENGASAMY, 2006).

A origem natural dos sais no solo decorre: a) do intemperismo de rochas e
minerais da crosta terrestre, os quais t€ém seus constituintes gradualmente liberados, tornando-
se soluveis; b) do avanco da agua do mar, que além de contribuir para a salinizagao em areas

costeiras, também pode afetar rios e aquiferos; e ¢) da deposicdo de materiais oceanicos
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trazidos pelo vento ou dissolvidos na dgua da chuva (DAKER, 1988; RENGASAMY, 2006;
YADAYV et al. 2011; PLAUT; EDELSTEIN; BEN-HUR, 2013).

A salinizagdo dos solos também resulta da agdo antropica, a qual estd relacionada
fortemente a certas praticas agricolas, tais como o uso de agua de irrigagdo de baixa
qualidade, associado a uma drenagem e a um manejo do solo inadequados (CORDEIRO,
2001; RENGASAMY, 2006; YADAV et al. 2011; PLAUT; EDELSTEIN; BEN-HUR, 2013).
Esses problemas na agricultura, oriundos da salinidade, existem ha bastante tempo e foram
relatados ja na antiga civilizagdo suméria, que povoou a regido sudeste da Mesopotamia
durante os anos 4.100 a.C. a 2.000 a.C., cuja producdo agricola dependia da 4agua dos rios
Eufrates e Tigre (JACBOSEN; ADAMS, 1958; RENGASAMY, 2006; PLAUT;
EDELSTEIN; BEN-HUR, 2013).

Os solos salinos podem ser encontrados em todos os continentes (exceto a
Antartida) e em qualquer zona climdtica, mas se concentram em regides de clima arido e
semiarido, onde a evaporacdo intensa e a lixiviagdo incompleta concorrem para a
concentracdo dos sais no solo e nas aguas superficiais (DAKER, 1988; RENGASAMY, 2006,
2010; BUI, 2013). Nessas regides, a salinizagdo do solo ¢ praticamente irreversivel, pois a
lixiviagdo dos sais acumulados ¢ limitada, em razdo da escassez de agua doce, seja pluvial,

seja subterranea (ROZEMA; FLOWERS, 2008).

1.3.2 Estresse salino e as plantas

As consequéncias da salinidade as plantas devem-se principalmente aos efeitos
desse estresse no crescimento e no desenvolvimento vegetal, os quais podem ser de natureza
10nica, osmotica ou de ambas (GREENWAY; MUNNS, 1980; HASEGAWA et al., 2000;
MUNNS; TESTER, 2008; HASEGAWA, 2013). Os efeitos ionicos resultam da elevada
absor¢do de ions, especialmente Na™ e CI’, que alteram a homeostase i6nica da célula quando
em altas concentracdes, a qual ¢ de importancia fundamental para a atividade de muitas
enzimas citosoélicas e para a manutengao do potencial de membrana celular (NIU et al., 1995;
HASEGAWA et al., 2000; ZHU, 2003; YU; WANG; WANG, 2012). Os efeitos osmoticos,
por sua vez, sdo decorrentes da redu¢do do potencial hidrico do ambiente radicular, que
acarreta a diminui¢cdo da disponibilidade de agua para a planta (GREENWAY; MUNNS,
1980; MUNNS, 2002; MUNNS; TESTER, 2008). Secundariamente, a salinidade também
induz o estresse oxidativo, ao provocar o acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do

inglés, reactive oxygen species), que sao prejudiciais a célula quando em altas concentragdes,
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causando danos oxidativos as biomoléculas (MITTLER, 2002; AZEVEDO NETO; GOMES-
FILHO; PRISCO, 2008). Durante o estresse salino, todos os principais processos da planta,
tais como a fotossintese, a respiracdo, a sintese proteica, as relagdes hidricas e as reagdes
enzimaticas, sdo afetados (MUNNS, 2002; PARIDA; DAS, 2005); os sais em excesso,
portanto, podem conduzir a planta a morte (MANSOUR; SALAMA, 2004).

O grau com que a salinidade afeta as plantas dependera de fatores intrinsecos ao
individuo (espécie, cultivar e estddio de desenvolvimento), fatores relacionados ao estresse
(tipo de sal, concentracao salina, tempo de exposicdo aos sais € seu modo de aplicagdo) e
fatores ambientais (luz, temperatura e umidade relativa do ar, composicdo i0nica e
granulometria do solo), bem como da intera¢do entre eles (GREENWAY; MUNNS, 1980;
MUNNS; TERMAAT, 1986; SHANNON; GRIEVE, 1999; BRAY; BAILEY-SERRES;
WERETILNYK, 2000). Enquanto algumas espécies apresentam elevada tolerancia a
salinidade (halofitas), requerendo inclusive um ambiente salino para que seu ciclo de vida seja
completado, outras sdo altamente susceptiveis aos sais (glicofitas). A maioria das culturas ¢
afetada quando a condutividade elétrica do extrato de saturagdo do solo ¢ superior a 3,0 dS m’
! (CHINNUSAMY; JAGENDORF; ZHU, 2005). Convém salientar que a maioria das
espécies cultivadas tem seu crescimento inibido ou retardado pelos sais, mesmo em baixas
concentracoes (GREENWAY; MUNNS, 1980).

As plantas respondem primariamente ao estresse salino através da ativagdo de um
ou mais mecanismos de sobrevivéncia, adquiridos durante o seu processo evolutivo. Entre
eles, podem-se citar: a) o controle da absorcao de ions pela raiz e do seu transporte para as
folhas; b) a compartimentagdo de ions, no nivel celular ou na planta inteira; c¢) o acumulo de
solutos organicos compativeis no citoplasma; d) as alteragdes na estrutura da membrana
plasmatica; e) a inducao da expressdo e da atividade de enzimas antioxidantes; e f) a alteracao
no balanco hormonal. Isoladamente ou em conjunto, esses mecanismos t€ém por finalidade
minimizar os danos causados pelo estresse salino as plantas, culminando no restabelecimento
da homeostase celular e, finalmente, na retomada do crescimento vegetal, mesmo que a uma
velocidade reduzida (GREENWAY; MUNNS, 1980; HASEGAWA et al., 2000; ZHU, 2001,
MANSOUR; SALAMA, 2004; BOTELLA et al., 2005; PARIDA; DAS, 2005; MUNNS;
TESTER, 2008). Espécies incapazes de restaurarem sua homeostase e de crescerem nessas
condigdes estressantes, devido a auséncia ou a ineficiéncia dos mecanismos citados, sofrerdo

invariavelmente mais danos.
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1.3.3 Estresse oxidativo e as plantas

1.3.3.1 Espécies reativas de oxigénio

Um dos eventos bioquimicos que ocorrem nas plantas e em outros seres aerobicos
¢ a produgdo de ROS, que sdo subprodutos inevitdveis do metabolismo celular aerdbico e dos
processos fotoxidativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985; NOCTOR; FOYER, 1998).
Sob condig¢des 6timas, a produgdo de ROS nas plantas ¢ mantida em niveis compativeis com o
metabolismo normal, entretanto, em condi¢des adversas, ela pode ser drasticamente
aumentada, gerando um estresse secundario, o estresse oxidativo (VAIDYANATHAN et al.,
2003), o qual ¢ definido pelo desequilibrio na relacdo entre compostos oxidantes e
antioxidantes, em favor dos primeiros (GILL; TUTEJA, 2010). Nessa condi¢cdo, as ROS
podem causar danos aos diversos componentes da célula, como acidos nucleicos, lipidios e
proteinas (MITTOVA et al., 2002; APEL; HIRT, 2004; MOLLER; JENSEN; HANSSON,
2007).

O O, ¢ uma molécula relativamente estavel, que ndo causa danos diretos aos
constituintes celulares, entretanto, quando ele absorve energia radiante ou € reduzido por meio
da acepcdo de elétrons, ha a formacdo de ROS; o oxigénio singleto (‘O,), o peréxido de
hidrogénio (H,O,) e os radicais superdxido (O;) e hidroxil (HO®) sdo as ROS mais
comumente encontradas (APEL; HIRT, 2004; AZEVEDO-NETO; GOMES-FILHO;
PRISCO, 2008; ABOGADALLAH, 2010).

No seu estado fundamental, o O, possui dois elétrons desemparelhados, situados
em orbitais diferentes e com spins paralelos, mas essa configuracdo ¢ alterada quando a
energia de uma molécula excitada proxima ¢ captada. Nesse caso, um dos seus elétrons
desemparelhados sofre reversao do spin, tornando-se antiparalelo, o que aumenta
drasticamente a capacidade reativa da molécula resultante (KRIEGER-LISZKAY, 2005).
Essa ¢ a origem do 'O, que é produzido principalmente no fotossistema II e no complexo
antena adjacente, a partir da energia de excitagdo de suas clorofilas constituintes
(ABOGADALLAH, 2010; GILL; TUTEJA, 2010). Embora o 'O, possua meia-vida curta (1
us), ele ¢ capaz de se difundir a distancias consideraveis no interior da célula (centenas de
nanometros), podendo causar danos oxidativos extensos ao aparato fotossintético,
especialmente a proteina D1 do centro de reacdo do fotossistema II e aos acidos graxos poli-
insaturados presentes nas membranas dos tilacoides (KRIEGER-LISZKAY, 2005; MOLLER;
JENSEN; HANSSON, 2007).



21

Nos organismos que realizam fotossintese oxigénica e respiracdo aerobica, ha a
transferéncia de quatro elétrons durante a reacdo redox em que o par O/H,0O esta envolvido,
nao havendo, contudo, liberacdo de intermediarios reativos parcialmente reduzidos durante
essa reagdo. Entretanto, a redu¢do monovalente do O, também pode ocorrer em alguns
compartimentos celulares, levando a produgio sequencial de *O,", H,O, e HO®, a medida que
o O, aceita um, dois ou trés elétrons, respectivamente (FOYER; NOCTOR, 2003;
HALLIWELL, 2006).

A produgio de *O; pode ocorrer em qualquer sitio celular que possua uma cadeia
transportadora de elétrons (CTE), como cloroplastos e mitocondrias, € em outros locais que
possuem atividade metabolica altamente oxidante (MITTLER et al. 2004; FOYER;
NOCTOR, 2005). Nos cloroplastos, o O, é formado no fotossistema I por meio da reagdo de
Mehler, na qual os elétrons sao transferidos da ferredoxina diretamente para moléculas de O,,
em detrimento da redugdo do NADP"; nas mitocondrias, os complexos I e III sdo os principais
sitios responsaveis pela produc¢do dessa ROS (GILL; TUTEJA, 2010). Em ambas as
organelas, a produ¢do de *O," ¢é favorecida quando a CTE esta super-reduzida (fluxo em
excesso de elétrons e baixa concentragdo de aceptores finais). Outros locais onde pode haver
formagédo de O, sdo o peroxissomo (a cargo da enzima oxidase da xantina e de proteinas de
membrana dependentes de NAD(P)H), o reticulo endoplasmdatico (em reagdes de
desintoxica¢do em que a enzima citocromo Py4sg esta envolvida) e a membrana plasmatica (sob
acdo da enzima oxidase do NADPH) (del RIO e al., 2006; GILL; TUTEJA, 2010). A
reatividade do *O,” com proteinas € elevada, especialmente com as possuidoras de centro Fe-
S, mas ¢ baixa ou nula com lipidios, carboidratos e 4cidos nucleicos (M@LLER; JENSEN;
HANSSON, 2007). A forma protonada desse radical (HO,"; radical peridroxil), porém, pode
ocasionar a peroxida¢do de lipidios e a inibi¢do de diversas enzimas (JALLEL et al., 2009;
GILL; TUTEJA, 2010).

O H,0; possui meia-vida longa (1 ms) e percorre distancias de até 1 um; ¢é
moderadamente reativo, tendo afinidade principalmente a grupos sulfidrila de proteinas
(MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). Ele é continuamente formado nos mesmos sitios
em que o ‘O, ¢é produzido, apds a dismutacdo desse radical, seja espontaneamente, seja
mediada pela enzima dismutase do superdxido (SOD), a qual aumenta a velocidade dessa
reagdo em 10.000 vezes (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; PERL-TREVES; PERL,
2002; QUAN et al., 2008; GILL; TUTEJA, 2010). Adicionalmente, a formac¢ao do H,O, nos

peroxissomos da-se pela atividade das enzimas oxidase do glicolato (envolvida na
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fotorrespiracdo) e oxidase dependente de flavina, ou como subproduto da B-oxidacdo de
acidos graxos (GILL; TUTEJA, 2010).

O radical HO® destaca-se como o mais reativo entre as ROS conhecidas, podendo
ocasionar danos a todos os tipos de componentes celulares (MOLLER; JENSEN; HANSSON,
2007). Ele ¢ formado através de uma reacao catalisada por metais de transi¢cdo, especialmente
ferro (Fe) e cobre (Cu), na qual O, e H,O, encontram-se envolvidos. No primeiro passo,
conhecido como reacdo de Fenton, o fon ferroso (Fe*") é oxidado pelo H,O, a ion férrico
(Fe’™), produzindo o radical HO® ¢ o anion hidroxila (OH). Em seguida, hé a regeneracio do
Fez+, tendo o °O,” como agente redutor, produzindo Fe*' e O,, garantindo-se assim a
continuidade do primeiro passo da reacdo (PERL-TREVES; PERL, 2002; GILL; TUTEIJA,
2010). Uma importante estratégia para evitar a formacdo inadvertida de HO® na célula é a
manuten¢ao da concentra¢do de ions metalicos de transi¢do em niveis extremamente baixos,
limitando assim a rea¢dao de Fenton (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007).

Embora sejam consideradas subprodutos do metabolismo celular, ao longo da
evolugdo, as ROS passaram a ser empregadas pelas plantas como moléculas sinalizadoras em
diferentes processos celulares, tais como no crescimento e desenvolvimento, no ciclo celular,
na apoptose, na senescéncia e nas respostas aos estresses bidticos e abidticos (FINKEL, 2003;
MILLER; SHULAEV; MITTLER, 2008). Uma vez que as ROS possuem esse duplo papel, ¢
necessario que as células possuam pelo menos dois processos de regulacao das concentragdes
dessas espécies: um que as tornem capazes de modular as ROS em niveis baixos, para
propositos de sinalizagdo, e outro que permita a eliminacdo de ROS em excesso,
especialmente em condi¢des de estresse (MITTLER, 2002). Em fungdo disso, as plantas
desenvolveram mecanismos para manter a relacao produgdo/eliminacdo de ROS constante no
interior das células (APEL; HIRT, 2004), utilizando, para esse fim, os sistemas de defesa
enzimatico e ndo enzimatico (ASADA, 1999). A importancia da coordenacao entre esses dois
sistemas no processo de remoc¢ao de ROS estd cada vez mais evidente e isso esta relacionado
com a tolerancia das plantas a salinidade (MITTOVA et al., 2002; MELONI et al., 2003;
AZEVEDO NETO et al., 2005).

1.3.3.2 Mecanismos enzimadticos de eliminagdo de ROS

As principais enzimas do sistema antioxidativo sao a SOD (E.C. 1.15.1.1), a

catalase (CAT; E.C. 1.11.1.6), a peroxidase do ascorbato (APX; E.C. 1.11.1.11), a peroxidase
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da glutationa (GPX; E.C. 1.11.1.9) e a peroxirredoxina (PrxR; E.C. 1.11.1.15) (MITTLER et
al., 2004), mas outras enzimas, tal como a peroxidase do guaiacol (G-POD; E.C. 1.11.1.7),
também podem contribuir para a eliminacdo de ROS. Embora ndo sejam responsaveis pela
eliminacdo direta de ROS, certas enzimas sdao extremamente necessdrias para o bom
funcionamento do sistema antioxidativo enzimatico, entre as quais se destacam a redutase do
monodesidroascorbato (MDHAR; E.C. 1.6.5.4), a redutase do desidroascorbato (DHAR; E.C.
1.8.5.1) e a redutase da glutationa (GR; E.C. 1.8.1.7), que juntamente com a APX, compdem
o ciclo ascorbato-glutationa (ASC-GSH) (FOYER; NOCTOR, 2003; GILL; TUTEJA, 2010).

A SOD ¢ uma metalo-proteina responsavel pela dismutacdo enzimatica do radical
*0,” em H,0; e O,, sendo considerada a primeira linha de defesa das plantas contra o estresse
oxidativo, e é encontrada em todos os sitios de produ¢do de *O,” (ALSCHER; ERTURK;
HEATH, 2002). Em plantas superiores, a SOD apresenta-se na forma de trés isoenzimas, que
sdo classificadas de acordo com o ion metalico no grupo prostético, a saber, Cu/Zn-SOD
(presente nos cloroplastos e no citosol), Mn-SOD (presente nas mitocondrias € peroxissomos)
e Fe-SOD (presente nos cloroplastos) (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; GILL;
TUTEJA, 2010). Estudos com varias espécies vegetais mostram que a SOD atua na protecao
contra danos oxidativos ocasionados por estresses abidticos. Quando se superexpressou um
dos genes da isoenzima Cu/Zn-SOD simultaneamente a um dos genes da CAT ou APX,
houve uma maior tolerancia das plantas a diferentes tipos de estresse, indicando a importancia
da acdo conjunta da SOD e de outras enzimas eliminadoras de H,O, na tolerancia a estresses
ambientais (LEE et al., 2007; XU et al., 2013)

Nas plantas, a CAT ¢ a principal reguladora dos niveis intracelulares de H,O,
(FOYER; NOCTOR, 2003). Ela ¢ uma enzima tetramera, contendo um grupo heme em cada
subunidade (HORVATH et al., 2002), e ¢ responsavel pela conversao do HO, em H,O e O,
(MO@LLER, 2001). Est4 localizada predominantemente nos peroxissomos (e glioxissomos) e
atua na remocao do H,O, gerado durante a fotorrespiracdo e a -oxidacdo dos acidos graxos
(XIONG; ZHU, 2002), nas quais sua atuagdo ¢ fundamental, por evitar o acimulo excessivo
de H,O, nessas organelas e impedir seu vazamento para outros compartimentos celulares
(FOYER; NOCTOR, 2000). Costa et al. (2005), estudando dois genotipos de sorgo com
tolerancia diferencial ao estresse salino, observaram que a atividade da CAT no genétipo
tolerante foi significativamente maior do que no gendtipo sensivel, levando a inferir sua
importancia na tolerancia ao estresse salino em sorgo. Em contraste, a atividade da CAT em

folhas de Bruguiera parviflora foi intensamente diminuida pelo estresse salino (PARIDA;
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DAS; MOHANTY, 2004). Isso indica que a atividade dessa enzima ¢ modulada
diferentemente entre as espécies, em condi¢des de salinidade.

A APX, uma peroxidase da classe I que utiliza especificamente o ascorbato (ASC)
como doador de elétrons, ¢ um dos principais antioxidantes celulares envolvidos na
eliminagdo do H,O,, protegendo as células contra os efeitos nocivos dessa ROS (FOYER;
NOCTOR, 2005; JALEEL et al., 2009). Ela estd presente em diversos compartimentos
celulares, tais como citosol, cloroplastos, glioxissomos, mitocondrias € peroxissomos
(SHIGEOKA et al., 2002). Ha diferentes isoenzimas de APX nas plantas, podendo ser
soluveis, como as encontradas no citosol e estroma, ou associadas as membranas, como
aquelas presentes nos microcorpos, tilacoides e mitocondrias (ASADA, 1992; GILL;
TUTEJA, 2010). A atividade da APX estd interligada a atividade da CAT e de outras
peroxidases. Em plantas de arroz cujos genes das isoformas citosdlicas da APX foram
silenciados, houve um aumento na expressdao génica e na atividade da CAT, da GPX e da G-
POD em condigdes de estresse abidtico, compensando assim a auséncia da APX e mantendo o
H,0, em concentragdes adequadas (BONIFACIO et al., 2011).

As enzimas GPX e PrxR sdo proteinas relacionadas entre si, que sao classificadas
como peroxidases dependentes de tiol e amplamente encontradas em todos os reinos
(BECANA et al., 2010). Tais peroxidases sdo definidas como enzimas que dismutam o H,O,
a O, e H;0, utilizando compostos tidis como agentes redutores (doadores de elétrons), e a
especificidade delas por um dado substrato ¢ o que as diferencia: enquanto a GPX utiliza a
glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons, na PrxR, esse papel ¢ exercido pela
tiorredoxina (BECANA et al., 2010). Elas sdo codificadas por uma familia multigénica e as
isoenzimas correspondentes encontram-se distribuidas em varios compartimentos celulares,
tais como citosol, cloroplastos e mitocondrias (BECANA et al. 2010). Tanto a GPX quanto a
PrxR nao contém qualquer grupo prostético, e sua atividade ¢ mediada por um ou dois
residuos de cisteina (Cys) presentes no sitio ativo. Durante a catalise, o grupo sulfidrila da
Cys ¢ oxidado pelo hidroperoxido, produzindo dacido sulfénico (Cys—S—OH), com
consequente liberagdo de H,O. Em seguida um composto tiol ataca o acido sulfénico ligado,
produzindo uma segunda molécula de H,O e formando uma ponte dissulfeto com o residuo de
Cys, a qual sofre entdo ataque de um segundo composto tiol, regenerando o residuo de Cys
reduzido (DIETZ, 2003; TRIPATHI; BHATI; DIETZ, 2009). Embora a participacdo da GPX
e da PrxR na eliminagdo de H,O, em plantas ndo estressadas seja evidente, ainda sdo
necessarios mais estudos esclarecedores do papel delas em condigdes de estresse. Em um

estudo com plantas transgénicas de fumo, foi observado que a superexpressdo de um ou mais
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genes da GPX aumentou a capacidade antioxidante das plantas e, consequentemente, conferiu
uma maior tolerancia a diferentes estresses abioticos (YOSHIMURA et al., 2004). J4 em
Tamarix hispida, a expressao da PrxR variou com o orgdo analisado e foi modulada
diferencialmente por varios estresses abidticos, denotando que a regulacdo da expressao dos
genes dessa enzima ¢ complexa (GAO et al., 2012).

Como mencionado, a elimina¢do do H,O, pela APX, a custa do ASC como agente
redutor, produz monodesidroascorbato (MDHA) e, dada a importancia do ASC em diversos
processos celulares, ¢ preciso que ele seja regenerado, a fim de que seu pool seja mantido
constante. E nesse contexto que as enzimas MDHAR, DHAR e GR, pertencentes ao ciclo
ASC-GSH, encontram-se inseridas.

A MDHAR ¢ uma enzima que contém FAD em sua estrutura (flavoenzima),
apresentando-se sob formas soliveis, como as encontradas em cloroplastos (estroma),
mitocondrias e citosol, ou ligadas & membrana, como em peroxissomos (GILL; TUTEJA,
2010; GALLIE, 2013). Ela ¢ a responsavel pela redug¢do do MDHA a ASC, a partir de
elétrons doados pelo NADH ou pelo NADPH, embora sua afinidade pelo primeiro seja maior
(GALLIE, 2013). Adicionalmente, o MDHA pode ser reduzido diretamente por elétrons
oriundos da ferredoxina reduzida, sendo esse o principal modo como o ASC ¢ regenerado nos
cloroplastos; de fato, a acdo da MDHAR nessa organela estd limitada a reduzir qualquer
molécula de MDHA que tenha escapado a ferredoxina (ASADA, 1999). Apesar de os elétrons
da ferredoxina serem disputados também pelo NADP', a proporgdo com que essa reacgio
ocorre ¢ 34 vezes menor do que com o MDHA (ASADA, 1999; GALLIE, 2013). Se o
MDHA ndo for reduzido por quaisquer dos modos citados, ele sofrera dismutagdo,
produzindo, a cada duas moléculas de MDHA, uma molécula de ASC e outra de
desidroascorbato (DHA) (ASADA, 1999). Convém salientar que 0o MDHA também pode ser
formado no limen do tilacoide, porém nesse caso ele invariavelmente sofrera dismutagdo,
pois, além de essa reacdo ser favorecida pelo baixo pH do limen no periodo diurno, ndo ha
MDHAR ou ferredoxina reduzida nesse ambiente; o DHA formado, portanto, difundir-se-4
para o estroma, a fim de ser regenerado a ASC (ASADA, 1999; GALLIE, 2013).

A regeneragao do ASC a partir do DHA pode ocorrer através da reducao nao
enzimatica do DHA pela GSH, embora a uma velocidade bastante lenta, ou através da enzima
DHAR (NOCTOR; FOYER, 1998; ASADA, 1999). Nesse ultimo caso, a DHAR catalisa a
reacdo de duas moléculas de GSH com o DHA, produzindo ASC e glutationa oxidada
(GSSG) — duas moléculas de GSH ligadas entre si por meio de uma ligacao dissulfeto

(GALLIE, 2013). A DHAR ¢ uma enzima monomérica, presente em cloroplastos (estroma) e
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citosol, que pertence a superfamilia de transferases da glutationa, a qual compreende diversas
proteinas com estruturas tridimensionais semelhantes e que possuem um dominio de ligacdo a
GSH no seu sitio ativo; uma das caracteristicas que distinguem a DHAR ¢ o fato de o dominio
de ligacdo nessa enzima ser mediado por um residuo de Cys, ao invés de serina, como nas
outras enzimas dessa classe (DIXON; DAVIS; EDWARDS, 2002; OZTETIK, 2008;
GALLIE, 2013). Se eventualmente o DHA ndo for oxidado a ASC, ele sofrerda hidrolise
irreversivel, produzindo acido 2,3-dicetogulonico, acarretando diminui¢do do pool de
ascorbato e alteragdes no status redox celular desse antioxidante (GALLIE, 2013).

A GSSG formada durante a reacdo da DHAR precisa ser convertida em GSH
novamente, e isso ¢ feito pela enzima GR, a partir de elétrons provenientes do NADPH. A GR
¢ uma enzima homodimérica, que possui uma molécula de FAD como grupo prostético, sendo
pertencente, portanto, a familia das oxidorredutases flavo-proteicas (GILL; TUTEJA, 2010;
YOUSUF et al, 2012). Ela ¢ constituida por subunidades de 55 kDa e localizada
predominantemente nos cloroplastos, mas pode ser encontrada nas mitocondrias e no citosol
(GILL; TUTEIJA, 2010). O mecanismo cinético da GR ¢ o de pingue-pongue, composto por
duas etapas. Na primeira delas, o NADPH transfere dois elétrons para o FAD, produzindo
NADP"; isso modifica a estrutura da enzima, tornando-a apta a reagir com o segundo
substrato. J4 na segunda etapa, ha a producdo de duas moléculas de GSH a partir da
transferéncia dos elétrons para a GSSG, no sitio ativo da enzima (YOUSUF et al., 2012). O
papel da GR no sistema antioxidativo de defesa contra ROS ¢ essencial, pois ela € responsavel
por manter o status reduzido do pool de glutationa na célula; uma relagdo GSH/GSSG
adequada, além de manter o funcionamento do ciclo ASC-GSH, também contribui para a
eliminagdo de ROS pela acdo direta da GSH. Em adi¢do a esses papéis, a reacdo catalisada
pela GR, que ¢ o passo limitante do ciclo ASC-GSH, também aumenta a razdo
NADP/NADPH, garantindo maior disponibilidade de NADP" nos cloroplastos para aceitar

elétrons oriundos da CTE, minimizando assim a formagio de *O,” (AHMAD et al., 2010).

1.3.3.3 Mecanismos ndo enzimadticos de eliminagdo de ROS

Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem a GSH e o ASC, bem como o tocoferol,
os flavonoides, os alcaldides e os carotenoides. Essas moléculas desempenham um papel-
chave na eliminacdo de ROS nas plantas, doando-lhes elétrons e levando-as a um estado

menos nocivo (ASADA, 1999). Segundo Noctor e Foyer (1998), ASC e GSH sao os dois
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mais importantes antioxidantes ndo enzimaticos celulares, que, como j4 mencionado, também
atuam como doadores de elétrons no sistema enzimatico de eliminagao de ROS.

A glutationa ¢ um tripeptideo (y-glutamil-cisteinil-glicina) existente sob as formas
reduzida e oxidada, que ¢ encontrado em diversos compartimentos celulares, tais como
cloroplastos, citosol, mitocondrias, reticulo endoplasmatico e vactiolo (AHMAD et al., 2010).
Certas espécies vegetais possuem compostos homoélogos a GSH, em que o residuo de glicina
na extremidade C-terminal ¢ substituido por outros aminoacidos, por exemplo, alanina e
serina, produzindo respectivamente homoglutationa e hidroximetilglutationa (NOCTOR;
FOYER, 1998).

A sintese de glutationa ocorre no citosol ou nos cloroplastos, em duas etapas
dependentes de ATP. Primeiramente, a enzima ligase do glutamato-cisteina (GCL; E.C.
6.3.2.2) catalisa a formagao de y-glutamil-cisteina, a partir dos aminoacidos glutamato (Glu) e
Cys; nesse caso a ligagcdo peptidica ocorre entre os grupos y-carboxil do Glu e a-amino da
Cys. Em seguida, a enzima sintetase da glutationa (E.C. 6.3.2.3) adiciona o aminoacido
glicina (Gly) ao dipeptidio y-glutamil-cisteina, completando o tripeptidio. A biossintese de
glutationa ¢ regulada principalmente pela disponibilidade de Cys como substrato para a GCL,
bem como pela atividade dessa enzima, que corresponde ao passo limitante da via (NOCTOR;
FOYER, 1998; NOCTOR et al., 2002).

A glutationa e seus derivados sdo a principal fonte ndo proteica de grupos tiois, e
a alta reatividade deles com diferentes compostos eletrofilicos torna esses compostos capazes
de exercer funcdes distintas na célula. Nas plantas, as fun¢des da glutationa sao classificadas
em duas categorias: aquelas relacionadas ao metabolismo do enxofre e aquelas relacionadas a
defesa vegetal. Entre os processos em que a GSH estd envolvida, destacam-se: a) absorcdo e
assimilagcdo de enxofre na raiz, em que ela age como molécula reguladora; b) desintoxicagao
celular, através de sua conjugacdo a compostos xenobiodticos, mediada pelas enzimas
transferases da glutationa; c) sintese de fitoquelatinas, oligdbmeros de glutationa responsaveis
pela quelacdo de metais pesados; d) eliminacdo de ROS, de forma direta ou indireta (como
substratos de enzimas antioxidantes e atuando no ciclo ASC-GSH); e) controle do status
redox celular, em conjunto com ascorbato (NOCTOR; FOYER, 1998; NOCTOR et al., 2002;
OZTETIK, 2008; FOYER; NOCTOR, 2009; AHMAD et al., 2010; FOYER; NOCTOR,
2011).

O ascorbato ¢ o mais abundante antioxidante celular, estando presente em todas as
partes da planta, embora sua concentragao seja bastante elevada nos tecidos em que ocorre a

fotossintese, nos meristemas e em certos frutos (GILL; TUTEJA, 2010). Ele ¢ encontrado
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principalmente nos cloroplastos, sob a forma reduzida (ASC), alcangando concentragdes de
até 50 mM no estroma.

Nas plantas, o ascorbato ¢ sintetizado a partir de quatro precursores possiveis,
cada um deles representando uma via biossintética distinta: 1) D-manose/L-galactose; ii1) L-
gulose; iii) D-galacturonato; e iv) myo-inositol (SMIRNOFF, 2011). Entre essas vias, a da D-
manose/L-galactose ¢ a que mais contribui para a sintese do ASC, através de uma série de
reacoes que compreendem a conversao de D-manose-6-fosfato a L-galactose (seis passos
enzimaticos envolvidos), a oxida¢do da L-galactose a L-galactono-1,4-lactona (precursor
imediato do ascorbato), e a oxida¢do da L-galactono-1,4-lactona a ascorbato (SMIRNOFF,
2011; GALLIE, 2013). Todos os passos enzimaticos dessa via ocorrem no citosol, a excecao
do ultimo, que ocorre nas mitocondrias (MILLAR et al., 2003; NOCTOR, 2006; SMIRNOFF,
2011).

O ASC possui diversas fungdes nas células, entre as quais se destacam: a)
antioxidante, seja atuando diretamente na remoc¢do de ROS, seja indiretamente, através do
ciclo ASC-GSH; b) doador de elétrons, por exemplo, nas reagdes do ciclo das xantofilas, bem
como a CTE de mitocondrias e cloroplastos; c¢) regulador dos processos de divisdo e expansao
celulares; d) controle do status redox celular, em conjunto com glutationa (SMIRNOFF,

2011; GALLIE, 2013).

1.3.4 Aclimatacdo ao estresse salino

A sobrevivéncia de uma planta sob estresse depende da sua capacidade de se
aclimatar a essa condi¢do adversa. A aclimatacdo € um processo que envolve mudancas
fisiologicas, bioquimicas e morfologicas, inclusive na expressao génica, que nao sao
transmitidas para as geragoes futuras (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010), permitindo que um
individuo adquira maior resisténcia ao estresse, em comparagao aqueles que ndo se encontram
aclimatados. Quando a aclimatacdo a um determinado estresse ¢ intensificada pela exposicao
a um estresse anterior (de mesmo tipo ou diferente), tém-se a tolerancia cruzada.

Embora seja possivel conseguir plantas transgénicas tolerantes a salinidade, isso
ndo vem sendo utilizado em larga escala (MUNNS, 2005; COMINELLI et al., 2013). A
complexidade dos mecanismos de tolerancia, que por vezes ¢ uma caracteristica multigénica,
e a diversidade das respostas das plantas aos estresses t€ém contribuido para esse insucesso
(ASHRATF et al., 2008). Nas condigdes de campo, as plantas estdo submetidas frequentemente

a estresses multiplos, os quais variam em intensidade e duracdo, afetando diferencialmente o
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desempenho delas, o qual dependera ainda do estddio de desenvolvimento em que elas se
encontrem (COMINELLI et al., 2013). E nesse contexto que a tolerdncia cruzada torna-se
importante, principalmente para a agricultura, pois, através desse processo, as plantas podem
ser selecionadas por tolerarem mais de um tipo de estresse (AZEVEDO-NETO; GOMES-
FILHO; PRISCO, 2008).

Uma das técnicas utilizadas para aumentar a aclimatagdo a estresses abidticos ¢ a
aplicacdo de compostos organicos, inorganicos ou reguladores do crescimento no meio de
cultivo das plantas, sendo as raizes, nesse caso, o 6rgdo que entra em contato com a
substancia, ou por aspersdo desses compostos nas folhas (ASHRAF et al., 2008). Pode-se
citar também o uso de substancias que, dependendo da sua concentragdo, ora atuam como
indutores de estresse, ora como moléculas sinalizadoras; o H,O, e o 6xido nitrico (NO) sdo
exemplos disso (FILIPPOU et al, 2013). Em todos esses casos, as plantas podem ser
mantidas na presenca dessas substancias exogenas durante todo o desenvolvimento delas, ou
apenas em um periodo que antecede a exposi¢do ao estresse (pré-tratamento). Uma alternativa
para induzir aclimatacdo ¢ o uso desses compostos ja mencionados no tratamento das
sementes, antes da semeadura (ASHRAF et al., 2008), visando obter uma germinacao rapida e
um estande de plantulas uniforme; se os efeitos nocivos do estresse puderem ser atenuados
nos estadios iniciais do desenvolvimento, as chances da planta estabelecer-se com sucesso sao
consideravelmente aumentadas (ASHRAF; FOOLAD, 2005).

As evidéncias de que essa abordagem condiciona as plantas a responderem mais
rapida e eficientemente a estresses multiplos sdo cada vez mais concretas. A aplicagdo foliar
de glicinabetaina, por exemplo, elevou os teores desse soluto compativel nas folhas de plantas
de trigo submetidas a estresse salino, contribuindo, assim, para um melhor ajustamento
osmotico nesses tecidos (RAZA et al., 2007). Além disso, nesse mesmo estudo, a aplicagdo
desse composto organico aumentou a atividade das enzimas do sistema antioxidativo no
cultivar sensivel a salinidade, capacitando-o a sobreviver melhor nessa condi¢do de estresse.
Tuna et al. (2008) observaram que a reducao dos teores de macro e micronutrientes de plantas
de milho, causada pela salinidade, foi atenuada em razdo da aplicacdo prévia de acido
giberélico. O pré-tratamento de sementes de trigo (WAHID et al., 2007) e milho (GONDIM
et al., 2010) com H,0, aumentou a tolerancia das plantas a salinidade através da reducao dos
teores de fons Na" e Cl" na planta e do aumento na atividade das enzimas do sistema
antioxidativo.

A aclimatagdo a um dado estresse ¢ mediada por mudangas intensas na expressao

génica, modificando o transcriptoma, o proteoma e o metaboloma das plantas (KOSOVA et
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al., 2011). Sabe-se que mudangas na transcrigdo génica nem sempre correspondem a
mudangas no proteoma; sendo assim, estudar as alteragdes no proteoma durante a aclimatacao
¢ significante, uma vez que as proteinas sao os efetores diretos das respostas das plantas a
estresses. Tais alteracdes podem envolver enzimas, componentes da maquinaria de transcrigao
e tradugio, bem como proteinas da membrana plasmatica e do citoesqueleto (KOSOVA et al.,

2011).

1.3.5 Oxido nitrico

Em seu estado puro, sob condi¢des normais de temperatura e pressdo, o 6xido
nitrico (NO) ¢ um gas, apresentando solubilidade moderada em agua (BARRETO;
CORREIA; MUSCARA, 2005). Por apresentar um elétron desemparelhado, ¢ também um
radical livre bastante reativo, com uma meia-vida relativamente longa (3 a 5 segundos), em
compara¢do a outros radicais; devido a seu alto coeficiente de difusdo e a seu tamanho
pequeno, consegue alcangar facilmente tanto regides hidrofilicas (citosol), quanto regides
hidrofobicas (bicamada lipidica das membranas) da célula (ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-
WIECZOREK, 2007).

Na presenca de O, o0 NO pode formar outros 6xidos de nitrogénio (NO,, N,O3 e
N,O4), 0s quais reagem diretamente com grupos amina na célula ou sdo hidrolisados a nitrito
(NOy) e nitrato (NO3’). Além disso, o NO reage rapidamente com o radical *O,’, formando
peroxinitrito (ONOQO"), o qual, em pH neutro, rapidamente sofre protonagdo, formando o
acido peroxinitroso (HONQO,). Este, por sua vez, ¢ instavel e se decompde rapidamente por
duas maneiras distintas, produzindo NO, e HO® ou ions NOj3". Fica evidente, portanto, que a
producdo de peroxinitrito, acido peroxinitroso e seus produtos de decomposi¢do ¢
extremamente danosa as células (BARRETO; CORREIA; MUSCARA, 2005). Tais espécies
podem reagir com grupos tiois de proteinas ou com radicais poli-insaturados de acidos graxos
de lipidios de membrana, danificando essas biomoléculas (ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-
WIECZOREK, 2007).

Nas plantas, o NO pode ser sintetizado de trés formas diferentes: i) a partir da
atividade da enzima redutase do nitrato, que pode catalisar a conversdo de NO, a NO, a custa
de NADPH; ii) pela acdo da enzima sintase do NO, que converte arginina a citrulina ¢ NO; e
1i1) espontaneamente, através da conversao de NO, a NO, em meio acidificado ou da reagdo

entre 6xidos de nitrogénio e metabolitos da planta (CRAWFORD, 2006; ARASIMOWICZ;
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FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007; BETHKE; LIBOUREL; JONES, 2007; QIAO; FAN,
2008).

Devido a suas propriedades quimicas, o NO pode interagir prontamente com
metais de transicdo (Fe, Cu e Zn, por exemplo), especialmente aqueles que compdem as
metaloproteinas. Um segundo modo de interacdo do NO ¢ através da nitragdo de residuos de
tirosina, resultando, portanto, na adicdo de um grupo nitro (NO,) a proteina. Por fim, o modo
mais estudado ¢ a S-nitrosilagdao, em que o NO liga-se covalentemente a um grupo tiol de um
residuo de Cys de uma proteina-alvo. De modo geral, tais interagdes induzem mudancas
conformacionais que influenciam a reatividade e a funcionalidade dessas proteinas-alvo
(ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007; ASTIER; LINDERMAYR, 2012).

O NPS e outros compostos relacionados, tais como o S-nitrosoglutationa (GSNO)
e o S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP), vém sendo amplamente utilizados em
experimentos que visam estudar o papel fisiologico do NO nas plantas, em especial, naqueles
em que se avalia a indugdo de aclimatacdo e tolerancia a estresses abidticos (QIAO; FAN,
2008; SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011). Tais compostos sdo considerados
liberadores de NO, quando solubilizados, sendo capazes de induzir respostas semelhantes
aquelas mediadas pelo NO endogeno (FLORYSZAK-WIECZOREK et al., 2006). Os efeitos
do NO nas plantas sao dependentes de sua concentracdo e do tecido onde ele esta localizado
(SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011). Por exemplo, o NO, quando em baixas
concentragdes, ¢ capaz de agir como molécula sinalizadora, além de eliminar o *O,’, como ja
mencionado, mas em altas concentracdes pode causar danos a célula, seja de modo direto,
devido a sua reatividade, seja por contribuir para a acdo desenfreada de agentes oxidantes
(SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011).

Nos ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que o NO ¢ uma molécula
importante nos processos de sinalizacdo celular, atuando de modo sinérgico com outros
sinalizadores, tais como H,O,, acido salicilico, Ca’" e GMP ciclico (QIAO; FAN, 2008).
Entre os processos fisiologicos vegetais nos quais o NO esta envolvido, destacam-se a
promogdo da germinacdo, a quebra da dorméncia de sementes, a regulagdo da maturagdo, da
senescéncia e da regulacao floral, a mediacdo da abertura estomatica (juntamente ao acido
abcisico), o gravitropismo e as respostas aos estresses bidticos e abioticos (BESSON-BARD;
PUGIN; WENDEHENNE, 2008; QIAO; FAN, 2008; SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH,
2011).
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1.3.5.1 Aclimatacdo a estresses mediada pelo éxido nitrico

A aplicagdo de NO (ou, mais precisamente, de compostos que liberam NO)
induziu a aclimatacdo das plantas aos estresses salino (UCHIDA et al, 2002), hidrico
(GARCIA-MATA; LAMATTINA, 2001) e o causado por metais pesados (HU et al., 2007) e
isso esteve relacionado com a capacidade de o NO manter os niveis de ROS baixos e de
aumentar a atividade das enzimas do sistema antioxidativo, através de mudangas na
transcricdo dos genes relacionados a elas (SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011).
Efeitos similares foram observados quando os compostos liberadores de NO foram
empregados nas sementes, resultando na melhora da germinagdo em condi¢des de estresse
abiotico (KOPYRA; GWOZDZ, 2003; HU et al., 2007). Nessas abordagens, o NO funciona

tanto como molécula sinalizadora, quanto como um agente indutor de tolerancia cruzada.

1.3.6 O milho

O milho (Zea mays L.) ¢ uma planta anual, herbacea, pertencente a familia
Poaceae e adaptada as mais diversas condigdes ecoldgicas (DUARTE, 2000). E originalmente
tropical, sendo provavelmente a mais importante planta cultivada com origem nas Américas e
um dos mais importantes produtos do setor agricola no Brasil (DUARTE, 2000). Sua
importancia ¢ justificada tanto por sua intensa utilizacao na alimentagdo animal (diretamente
ou na fabricacdo de racgdes), quanto na industria de alta tecnologia (producao de filmes e
embalagens biodegradaveis), bem como por seu valor nutricional. Cerca de 70% da producao
mundial de milho destina-se a alimentacdo animal, podendo esse percentual chegar a 85% em
paises desenvolvidos, enquanto apenas 15% de toda a produ¢do mundial sdo destinados ao
consumo humano, de forma direta ou indireta (PAES ef al., 2006). No entanto, em muitas
areas do mundo, a sua produtividade ¢ limitada, devido a certas condi¢des estressantes, como
a salinizac¢do do solo e da 4gua de irrigagdo (HICHEM et al., 2009). O milho ¢ uma cultura
considerada moderadamente sensivel a salinidade, que comeca a ser afetada a partir de 1,6 dS
m'l, embora esse efeito varie entre os diferentes cultivares existentes (MASS; HOFFMAN,
1977). Portanto, dada a importancia economica do milho e sua relativa sensibilidade aos sais,

o estudo dos efeitos do NO na indugdo de sua aclimatagdo a salinidade torna-se relevante.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Experimento I — Escolha da concentracio de NPS adequada para o pré-tratamento

das plantas de milho

2.1.1 Semeadura, condicoes de cultivo e tratamentos

Sementes de milho (Zea mays L.), variedade BR 5011, foram inicialmente
desinfestadas com solugdo de NaClO a 1%, por 10 min. Apds esse tempo, elas foram lavadas
com agua destilada e, em seguida, semeadas em copos plasticos contendo vermiculita
umedecida com 4agua destilada. Aos sete dias apds a semeadura, as plantulas foram
transferidas para bandejas de plastico contendo 10 L de solucao nutritiva de Hoagland a 50%
(HOAGLAND; ARNON, 1950), onde permaneceram por cinco dias, para se aclimatarem.
Decorrido esse tempo, iniciou-se o pré-tratamento com NPS, o qual constou do cultivo das
plantas em solu¢do nutritiva de Hoagland a 25% acrescida de NPS a 0, 50, 75, 100 ou 200
uM.

Ao término de 48 h, as plantas pré-tratadas foram transferidas para baldes
plasticos contendo 6 L de solucdo nutritiva de Hoagland a 50% (duas plantas por balde),
ocasido na qual se iniciou a adi¢do de NaCl, que foi feita em parcelas de 40 mM por dia, até
atingir a concentracdo de 80 mM. Em cada grupo de plantas pré-tratadas, metade delas
permaneceu na auséncia de NaCl, constituindo assim o tratamento controle (NaCl a 0 mM).

Todas as etapas de cultivo das plantas foram realizadas em casa de vegetacdo,
onde os valores médios da temperatura diurna e noturna e da umidade relativa do ar foram
respectivamente 31,1 = 0,9 °C, 25,4 + 1,1 °C e 65,5%. Durante o pré-tratamento, as solugdes
nutritivas foram trocadas a cada 12 h, a fim de minimizar a reducao da concentragao de NPS
decorrente da sua decomposi¢do; a troca das solu¢des nutritivas durante o tratamento salino,
por sua vez, ocorreu a cada quatro dias, e o volume perdido por evapotranspiragdo foi reposto
diariamente pela adicao de agua destilada. Em todos os casos, o pH das solug¢des foi mantido

proximo de 5,5.

2.1.2 Coleta das plantas e andlise do crescimento

As plantas foram coletadas apds sete dias sob estresse salino, sendo divididas em

folhas, colmos e raizes. Nessa ocasido, foi determinada a area foliar (AF), por meio de um
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medidor de area foliar (LI-COR, Inc., modelo LI-3000). A primeira folha completamente
expandida, a contar do &pice, e parte do ter¢o distal das raizes foram reservadas para a
determinagdo do vazamento de eletrolitos. Em seguida, determinou-se a massa fresca das
folhas e raizes restantes, as quais foram juntadas aos colmos e mantidas em estufa com
circulagdo forgada de ar, a 60 °C, por 72 h. Apds a secagem, determinou-se a massa seca da
parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e a total (MST), levando-se em consideracdo a massa
retirada inicialmente. O material vegetal foi entdo macerado em almofariz, com auxilio de
nitrogénio liquido, até a obtencdo de um pd, o qual foi utilizado para a determinagdo dos ions

Na'eK".

2.1.3 Teores de Na' e K*

Os teores de Na' e K' foram determinados por fotometria de chama. O extrato
empregado nessas determinacgdes foi preparado segundo Cataldo et al. (1975), com pequenas
modificagdes. Apos a adi¢do de dgua desionizada a 50 mg do p6 seco da parte aérea (folhas +
colmo) e raizes, seguiu-se a incubacao em banho-maria a 45 °C, por 1 h, com agitagdes a cada
15 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g, por 15 min, ¢ o

sobrenadante resultante foi coletado e filtrado em papel de filtro.

2.1.4 Vazamento de eletrdlitos e peroxidacdo de lipidios

O vazamento de eletrolitos (VE) nas folhas e nas raizes de milho foi avaliado apds
a respectiva incubagdo de 10 discos foliares (1 cm de diametro), retirados da primeira folha
completamente expandida, e de cerca de 100 mg do tergo distal da raiz em agua desionizada,
a 25 °C, por 6 h. Decorrido esse tempo, a condutividade elétrica inicial (CE;) do meio foi
medida, com auxilio de um condutivimetro (Micronal, modelo AJX-515), e, logo apds, as
amostras foram incubadas em banho-maria a 95 °C, por 30 min. Apods alcangarem a
temperatura ambiente novamente, a condutividade elétrica final (CE,) foi medida. O VE foi
estimado através da seguinte equacdo: VE = (CE;/CE;) x 100 (SINGH et al., 2007).

A peroxidagdo dos lipidios de membrana foi mensurada através do teste para
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS, do inglés Thiobarbituric Acid Reactive
Substances), proposto por Heath e Packer (1968). O extrato utilizado nessa determinagao foi
obtido apos pulverizacao de cerca de 250 mg do tecido fresco da F1 e do tergo distal da raiz

com nitrogénio liquido, seguida por maceragdo, a 4 °C, com acido tricloroacético (TCA, do
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inglés Trichloroacetic acid) a 5%. Logo apo6s, o homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x
g, por 20 min, a 4 °C, e o sobrenadante, imediatamente utilizado nas analises referidas
(HEATH; PACKER, 1968). Os teores de TBARS foram estimados apds a subtracdo entre
leituras de absorbancia em 532 nm e 600 nm e utilizando-se seu coeficiente de extingao molar

£=0,155M" cm'l).
(

2.1.5 Analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com arranjo fatorial:
[2 (niveis de estresse salino) x 5 (concentracdes de NPS)]. Cada tratamento foi formado por
cinco repeti¢des, que, por sua vez, foram constituidas por duas plantas. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (teste F' de Snedecor; P<0,05) e as médias, comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05). A fim de se analisar o efeito global do pré-tratamento com NPS
sobre as plantas de milho, seja nas condigdes controle, seja nas condi¢des salinas, todos os
valores observados para cada varidvel foram plotados em um grafico de radar, tomando-se

como referéncia os valores obtidos na auséncia de pré-tratamento (NPS a 0 uM).

2.2 Experimento II — Aclimatac¢do a salinidade mediada pelo pré-tratamento com NPS a

75 pM

2.2.1 Semeadura, condicoes de cultivo e tratamentos

Os procedimentos relacionados a semeadura e ao cultivo inicial das plantas foram
realizados conforme descrito no item 2.1.1. Apds o periodo de aclimatagdo em solugdo
nutritiva, deu-se inicio ao pré-tratamento das plantas com NPS a 75 uM, o qual foi aplicado
no meio de cultivo (solugdo nutritiva de Hoagland a 25%). Ao término de 48 h, as plantas pré-
tratadas foram transferidas para baldes plasticos contendo 3 L de solucdo nutritiva de
Hoagland a 50% (uma planta por balde), e entdo se iniciou o tratamento salino, conforme
descrito no item 2.1.1. As condi¢des de cultivo das plantas durante o periodo experimental
restante, assim como o manejo das solugdes nutritivas, também se deram como descrito

anteriormente.
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2.2.2 Trocas gasosas, coleta das plantas e andlise do crescimento

As plantas foram coletadas ap6s 7 e 14 dias do inicio da aplicacdo de NaCl. Antes
de cada coleta, foram determinados os parametros de trocas gasosas [condutancia estomatica
(gs), fotossintese liquida (4), transpiracdo (E) e concentracdo interna de CO, (C;)] na primeira
folha completamente expandida, a contar do apice, bem como o déficit de pressdo de vapor
(DPV) entre a folha e o ar adjacente a ela, utilizando-se um analisador de gas no
infravermelho (IRGA, mod. LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, USA). Com base nos valores de 4
e Ci, determinou-se ainda a eficiéncia de carboxilagdo das plantas (4/C)).

Na ocasido das coletas, as plantas foram divididas em folhas, colmo e raiz, e se
determinou a AF das plantas, por meio de um medidor de area foliar (modelo LI-3000, LI-
COR, Lincoln, USA). A primeira e a segunda folhas completamente expandidas, a contar do
apice, e o ter¢o distal da raiz foram reservados para as andlises bioquimicas e,
sequencialmente, congelados com nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. O restante das
folhas e da raiz, juntamente com os colmos, foi liofilizado; apds esse processo, determinou-se
a MSPA, a MSR ¢ a MST, levando-se em consideracdo a massa retirada inicialmente. O
material vegetal seco foi entdo macerado até a obten¢do de um po, o qual foi armazenado até

sua utilizagdo.

2.2.3 Anadlises minerais

A extracdo dos elementos Na, K, Ca, Mg, P e S foi realizada segundo Malavolta,
Vitti e Oliveira (1997). Em tubos de digestao, foram adicionados 0,5 g do p¢ liofilizado de
folhas, colmo ou raiz e 6,0 mL da mistura entre acido nitrico (HNO;) e acido perclorico
(HCIO4), na propor¢ao 2:1 (v/v). Os tubos foram entdo colocados em um bloco digestor
[modelo MA 4025, Marconi® (Piracicaba, SP, Brasil)], cuja temperatura foi gradativamente
elevada at¢ 160 °C, ocasido na qual permaneceram até o volume ser reduzido a metade.
Alcancada essa situagdo, a temperatura foi entdo aumentada para 250 °C, na qual os tubos
foram mantidos até o extrato tornar-se incolor e sem resquicios de material nao digerido.
ApOs os tubos retornarem a temperatura ambiente, o volume dos extratos foi aferido para 50
mL com 4gua desionizada, em baldo volumétrico.

Os teores de Na e K foram determinados por fotometria de chama, ao passo que
os de Ca e Mg foram determinados por espectrofotometria de absor¢ao atomica. Ja os teores

de P foram determinados segundo Braga e Defelipo (1974), com pequenas modificacdes,
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através de leituras de absorbancia em 660 nm, e tendo como base uma curva padrao ajustada a
partir de solugdes com concentragdes crescentes de KH,PO4. Os teores de S, por sua vez,
foram estimados por turbidimetria com cloreto de bario (BaCl,), através de leituras de
absorbancia em 440 nm e tendo como padrdo uma curva obtida a partir de solugdes com
concentragoes crescentes de K,SO4 (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

A extragdo e a determinagdo dos teores de N foram realizadas segundo Baethgen e
Alley (1989). Cerca de 50 mg do p6 liofilizado de folhas, colmo ou raiz foi colocado em tubos
de digestdo contendo 1,11 g da mistura catalisadora [sulfato de potassio (K,SO,), sulfato de
zinco (CuS04.5H,0) e selénio em po (Se), na propor¢ao de 1:0,1:0,01 (p/p)], juntamente com
2,0 mL de acido sulfurico (H,SO4) concentrado. Em seguida, os tubos foram colocados em
um bloco digestor [Marconi®, modelo MA 4025 (Piracicaba, Sio Paulo, Brasil)], no qual a
temperatura foi elevada gradualmente até 350°C, a fim de que se processasse a mineraliza¢ao
das amostras. Ao final desse processo, quando os extratos ja se apresentavam como uma
solucdo de cor verde e sem residuos de material ndo digerido, cada tubo teve volume aferido
com agua desionizada para 25 mL, em baldo volumétrico. Os teores de N foram estimados
através de leituras de absorbancia em 650 nm e tendo como padrdo uma curva obtida a partir
de solugdes com concentragdes crescentes de (NH4),SO4 (BAETHGEN; ALLEY, 1989).

O extrato empregado para a determinacao dos teores de Cl" e NOj3™ foi preparado
segundo Cataldo et al. (1975), com pequenas modificagdes. Apos a adi¢do de agua
desionizada a 50 mg do po liofilizado de folhas, colmo ou raiz, seguiu-se a incubacdo em
banho-maria a 45 °C, por 1 h, com agitagdes a cada 15 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 5.000 x g, por 15 min, e o sobrenadante resultante foi coletado e filtrado em
papel de filtro. Os teores de Cl" foram determinados conforme Gaines, Parker e Gascho
(1984), através de leituras de absorbancia em 460 nm e tendo como padrdao uma curva obtida
a partir de solugdes com concentragdes crescentes de NaCl. Ja os teores de NO; foram
determinados conforme Cataldo et al. (1975), através de leituras de absorbancia em 410 nm ¢
tendo como padrdo uma curva obtida a partir de solugcdes com concentragdes crescentes de
KNO:s.

De posse dos teores de cada elemento mineral, foram calculadas as eficiéncias de
absorcao (EA) e de transporte (ET), de acordo com as seguintes formulas: a) EA = (conteudo
do nutriente na planta)/(massa seca das raizes) (SWIADER; CHYAN; FREIJI, 1994); b) ET =
(contetido do nutriente na parte aérea)/(contetido do nutriente na planta) (LI; McKEAND;

ALLEN, 1991).
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2.2.4 Vazamento de eletrélitos, peroxidagdo de lipidios e oxidagdo de proteinas

O VE e a peroxidagao de lipidios foram determinados semelhantemente ao
descrito no item 2.1.4. Os teores de proteinas oxidadas foram mensurados através da reagdo
de grupos carbonila com o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH), como descrito por Reznick e
Packer (1994). O extrato utilizado nesta determinagao foi obtido ap6s pulverizagdo de 250 mg
do tecido fresco de folhas (primeira completamente expandida) ou raiz com nitrogénio
liquido, seguida por homogeneizagao a 4 °C com solugdo-tampao fosfato de potassio a 50
mM, pH 7,4, contendo PMSF a 2 mM e EDTA a 1 mM. Os homogeneizados foram
centrifugados a 6.000 x g, por 10 min, e o sobrenadante foi utilizado nas analises. Os teores
de proteinas oxidadas foram calculados usando o coeficiente de extingdo molar do DNFH (g =

2,2x 10* M ecm™), ap6s leituras de absorbancia em 390 nm (REZNICK; PACKER, 1994).

2.2.5 Teores de H>0, e ‘O

O extrato utilizado para a determinacdo dos teores de H,O, foi obtido apds
pulverizacao de 200 mg do tecido fresco de folhas (segunda completamente expandida) ou
raiz com nitrogénio liquido, seguida por homogeneizacao a 4 °C com solucao-tampao fosfato
de potassio a 100 mM, pH 6,4, contendo KCN a 5 mM (CHEESEMAN et al., 2006). Em
seguida os homogeneizados foram centrifugados a 12.000 x g, por 15 min, e o sobrenadante,
utilizado na andlise. Os teores de H,O, foram estimados como descrito por Gay, Collins e
Gebicki (1999), através de leituras de absorbancia em 560 nm, em decorréncia da reagdao do
H,0, com o alaranjado de xilenol, e tendo como padrao uma curva obtida a partir de solugcdes
com concentragoes crescentes de H,O,.

A obtencgdo dos extratos para a determinag¢do dos teores de ‘O,  foi de modo
idéntico aquela para a determinagdo dos teores de H,O,, a excecdo da solugdo extratora, que
foi tampdo fosfato de potassio a 50 mM, pH 7,8 (XU et al., 2010). Os teores de "0, foram
determinados conforme Elstner e Heupel (1976), através de leituras de absorbancia em 530
nm, decorrentes da formacdo de um composto azo ao final da reacdo (estequiometricamente
equivalente ao "0Oy), e tendo como padrio uma curva obtida a partir de solugdes com

concentragoes crescentes de NaNO,.
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2.2.6 Teores de ascorbato e glutationa

O ascorbato e a glutationa foram extraidos mediante a pulverizacao de 250 mg de
folhas (segunda completamente expandida) ou raiz com nitrogénio liquido, seguida pela
homogeneizag¢do com solugdo de acido tricloroacético (TCA) a 5% (m/v), a 4 °C. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 12.000 X g, por 15 min, e o sobrenadante, coletado.

A determinacao dos teores de ascorbato total [(ASC + DHA; O DHA foi reduzido
a ASC devido a presenca de ditiotreitol (DTT)] foi feita através de leituras de absorbancia em
525 nm, em decorréncia da formacio de um complexo entre bipiridil e o ion Fe*', sendo este
Gltimo resultante da reducdo do Fe’* pelo ascorbato presente no meio de reagio (LAW;
CHARLES; HALLIWELL, 1983). Adotou-se esse mesmo procedimento para a determinagao
de ASC, diferindo apenas quanto ao DTT, que esteve ausente nesse caso. Nas duas
determinagoes, teve-se como padrao uma curva obtida a partir de solugdes com concentragdes
crescentes de acido ascorbico (LAW et al., 1983). Os teores de DHA foram obtidos pela
diferenca entre os de ascorbato total ¢ os de ASC. O status redox do ascorbato foi
determinado pela razao entre ASC e o ascorbato total (ASC + DHA).

Os teores de glutationa total (GSH + GSSG; a GSSG presente no extrato foi
inicialmente reduzida a GSH pela a¢do da enzima GR) foram determinados através de leituras
de absorbancia em 412 nm, resultantes da reacdo da GSH com o DTNB [4cido 5,5-ditiobis-(2-
nitrobenzoico)], e usando-se o coeficiente de extingdo molar para o TNB (¢ = 0,1415 M cm’
1, que ¢ produto desta reacio (GRIFFITH, 1980). Esse mesmo procedimento foi adotado para
a determinacdo de GSH, diferindo apenas pela auséncia de GR (GRIFFITH, 1980).
Finalmente, os teores de GSSG foram determinados pela diferenga entre os de glutationa total
e GSSG, e o status redox da glutationa foi expresso pela razdo entre GSH e a glutationa total

(GSH + GSSG).

2.2.7 Enzimas antioxidantes

O extrato para a determinacao da atividade das enzimas SOD, CAT e APX foi
obtido a partir da homogeneiza¢do em almofariz, a 4 °C, de 100 mg do po6 liofilizado de
folhas e raiz com solugdo-tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA a
0,1 mM. Para a extragao da APX, a solucdo-tampao conteve, adicionalmente, ascorbato a 2
mM. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g, a 4 °C, durante 15 min, € o

sobrenadante resultante foi coletado e utilizado nas atividades.
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A atividade da SOD foi mensurada por leituras de absorbancia em 560 nm, devido
a producdo de azul de formazana, resultante da fotorreducdo do NBT (BEAUCHAMP;
FRICOVICH, 1971); considerou-se 1 unidade de atividade (UA) a quantidade de SOD
necessaria para inibir 50% da fotorredu¢do do NBT. A atividade da CAT foi determinada de
acordo com Havir e McHale (1987), através do decréscimo da absorbancia em 240 nm,
devido ao consumo de H,0,, ¢ usando seu coeficiente de extingdo molar (e = 36 M cm™).
Por fim, determinou-se a atividade da APX conforme Nakano e Asada (1981), mediante o
acompanhamento da oxidacdao do ascorbato, através da redugdo da absorbancia em 290 nm,
levando-se em consideragdo seu coeficiente de extingdo molar (¢ = 0,0028 M cm™) ¢ a

estequiometria da reagdo (dois moles de ascorbato para um de H,0,).

2.2.8 Analises proteomicas

2.2.8.1 Extracdo das proteinas

A extracao das proteinas foi realizada como descrito por Sarma, Oerle ¢ Emerich
(2008), com algumas modificagdes. Cerca de 250 mg do po6 liofilizado de folhas e raiz foram
homogeneizados em almofariz com 8 mL de solucdo-tampao Tris-HCl a 100 mM, pH 8,0,
contendo EDTA a 10 mM, DTT a 50 mM e PMSF a 1 mM. Apds a homogeneizagao, as
amostras foram centrifugadas a 8.000 x g, durante 20 min, a 4 °C, e o sobrenadante foi
coletado. Em seguida, foram adicionados 5 mL de fenol tamponado (pH 8,0) ao precipitado
resultante nos tubos, os quais foram mantidos sob agitacdo constante por 1 h, a 4 °C.
Decorrido esse tempo, procedeu-se a uma nova centrifugacdo, sob as mesmas condi¢des de
antes, e a fracdo aquosa resultante (superior) foi transferida para um novo tubo, ao qual foi
adicionado 5 mL de fenol tamponado, sendo mantidos sob agitagdo a temperatura ambiente,
por 20 min, a fim de se reextrair quaisquer proteinas que tivessem restado na fracdo aquosa.
Apos isso, as amostras foram centrifugadas a 8.000 X g, durante 20 min, a 4 °C, ¢ a fase
fenolica (inferior) resultante foi unida a primeira.

Em cada amostra oriunda da uniao das fragdes fenodlicas, foram adicionados 7 mL
de solug¢do-tampao Tris HCl a 100 mM, pH 8,0, contendo DTT a 10 mM, sendo em seguida
mantida sob agitacdo constante a 4 °C, por 10 min, e ao final, centrifugadas durante 20 min a
8.000 x g, a 4 °C. Apds a centrifugacdo, a fase aquosa (superior) foi descartada e, a fase
fenolica (inferior), foram adicionados 25 mL de solugdo gelada de acetato de amédnio a 0,1 M,

preparada em metanol absoluto, contendo DTT a 10 mM, sendo entdo mantido overnight a -
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80 °C, para que as proteinas extraidas precipitassem. Decorrido esse tempo, as amostras
foram centrifugadas a 8.000 x g, por 15 min, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado
lavado sequencialmente com 10 mL de solugdo de acetato de amédnio a 0,1 M (duas vezes), 10
mL de acetona a 80% (duas vezes) e com 10 mL de etanol a 90% (duas vezes). Cada etapa de
lavagem do precipitado foi compreendida pela ressuspensdo com agitagdo vigorosa em vortex
e centrifugacdo a 8.000 x g, por 15 min. O precipitado final foi transferido para um microtubo
de ensaio e deixado secar a temperatura ambiente, € apds isso as proteinas extraidas foram

finalmente solubilizadas em solucao de acido formico a 0,1%.

2.2.8.2 Preparacdao das amostras e digestdo triptica

Antes de se proceder a digestdo triptica, a concentragio proteica das amostras foi
dosada em espectrofotometro de microvolumes (NanoVue™ Plus, GE Healthcare, UK),
através de leituras de absorbancia em 280 nm. De cada amostra, foi transferido um volume
correspondente a 50 pg de proteina para microtubos de ensaio, o qual em seguida foi secado
em concentrador de amostras a vacuo (mod. 5301, Eppendorf, Germany), por cerca de 3 h.
Decorrido esse tempo, as proteinas de cada microtubo de ensaio foram tratadas seguidamente
com o surfactante RapiGest SF (Waters Corporation, USA), DTT e iodoacetamida, conforme
instrucdes do fabricante do RapiGest SF, que em conjunto visaram aumentar a solubilidade
das proteinas e prepara-las para a digestao pela tripsina.

As amostras proteicas foram entdo digeridas pela tripsina [(7Trypsin Gold, Mass
Spectrometry Grade, Promega, USA), concentracdo de 25 ng/uL, preparada em solucdo de
bicarbonato de aménio (NH4HCO3) a 50 mM], sendo, para isso, mantidas a 37 °C por cerca
de 20 h. Apos esse tempo, procedeu-se a hidrolise do RapiGest SF pela adicao de acido
trifluoroacético (TFA) a 5 %, seguido de incubagdo das amostras a 37 °C, por 90 min. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g, por 30 min, a 6 °C; os sobrenadantes
obtidos foram transferidos para frascos especificos para LC-MS (Waters Total Recovery
Vials, Waters Corporation, USA), aos quais foram adicionados acetronitrila a 3%, contendo
acido formico a 0,1%, e uma solugdo-padrao oriunda da digestdo triptica da enzima éalcool
desidrogenase (ADH; MassPREP ADH Digestion Standard, Waters Corporation, USA). A
concentracdo final das proteinas e da ADH em cada amostra foram, respectivamente, 500

ng/uL e 50 fmol/puL.
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2.2.8.3 Espectrometria de massa e identificacdo das proteinas

Os peptidios resultantes da digestdo triptica foram analisados por espectrometria
de massa sequencial, com ionizagdo por eletrospray, acoplada a cromatografia liquida (LC-
ESI-MS/MS). O sistema de cromatografia liquida (Nano High Performance, UPLC) era
acoplado a um espectrometro de massas hibrido de alta resolu¢do (Q-TOF), com dois
analisadores de massa (Q) e um analisador de tempo de voo (TOF; time-of-flight) (Waters
Corporation, USA). Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

Os dados de espectrometria de massa obtidos foram processados utilizando o
servidor ProteinLynx Global Server (PLGS), versao 2.0 (Waters Corp., USA). A identificagdo
das proteinas foi obtida através do algoritmo interno de determinagdo de ions e por procura
em um banco de dados de Zea mays no UniProt Knowledgebase (UniProtKB). As vias
metabolicas e as fungdes biologicas das proteinas identificadas foram pesquisadas no

UniProtKB.

2.2.9 Analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com arranjo fatorial:
[2 (niveis de estresse salino) x 2 (concentracdes de NPS)]. Cada tratamento foi formado por
cinco repeti¢des, que, por sua vez, foram constituidas por uma planta. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (teste F' de Snedecor; P<0,05) e as médias, comparadas pelo

teste de Tukey (P<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento I — Escolha da concentraciao de NPS adequada para o pré-tratamento

das plantas de milho

Neste experimento, avaliaram-se alguns parametros fisiologicos e bioquimicos de
plantas de milho submetidas a salinidade e previamente tratadas com NPS a diferentes
concentracgoes, a fim de definir qual delas seria a mais adequada na indu¢ao da aclimatacao a
esse estresse.

O crescimento das plantas de milho foi significativamente afetado pelo estresse

salino, e esse efeito dependeu da concentragdo de NPS utilizada no pré-tratamento das plantas

(Figura 1).
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Figura 1. Area foliar (AF, a) e massa seca da parte aérea (MSPA, b), das raizes (MSR, c) e total (MST, d) de
plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com nitroprussiato de sédio (NPS) e cultivadas na auséncia (colunas
brancas) ou na presenca (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em
uma mesma concentracdo de NPS, ou por letras mintisculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo

diferem significativamente entre si (p>0,05). As barras representam o erro padrao.
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A AF das plantas foi reduzida pela salinidade em todas as concentragdes de NPS
testadas, porém esse efeito foi menos evidente nas plantas pré-tratadas com NPS a 75 uM, as
quais apresentaram os maiores valores de AF entre as plantas sob estresse salino (Figura 1a).
Quanto a MSPA, houve uma resposta semelhante aquela ocorrida com a AF, exceto que neste
caso o pré-tratamento com NPS a 75 uM conseguiu reverter a reducdo do crescimento da
parte aérea, causada pela salinidade, mantendo-o semelhante aquele das plantas controle
(Figura 1b). Em relacdo a MSR, apenas na auséncia de pré-tratamento (NPS a 0 uM) € que a
salinidade reduziu o crescimento radicular; nas concentragoes de NPS a 50, 75 ¢ 100 uM, a
MSR nao foi afetada pelos sais, e, a 200 uM, a MSR das plantas sob estresse foi maior que a
das plantas controle (Figura 1c¢). Concordantemente, nas condic¢des salinas, a MST das plantas
pré-tratadas com NPS a 75 uM foi maior que a dos demais pré-tratamentos, € o crescimento
dessas plantas nado diferiu daquele das plantas controle (Figura 1d).

Ao estudar o efeito do NPS no desenvolvimento de plantulas de repolho, Sung e
Hong (2010) observaram que concentragdes iguais a ou maiores que 50 uM reduziram o
alongamento da raiz nessa espécie, o qual foi fortemente afetado na maior concentragdo
testada (500 pM; redugdo de 90%, aproximadamente). A aclimatacdo de plantas de azevém
(Lolium perenne), uma graminea forrageira, ao estresse por caddmio, induzida pelo pré-
tratamento com NPS, também dependeu da concentragdo desse composto no meio de cultivo;
o crescimento das plantas foi aumentado em todas as concentragdes testadas, quando
comparado ao das plantas ndo pré-tratadas, e foi maximo na concentracio de 100 pM
(WANG et al., 2013). Neste experimento, o pré-tratamento com NPS também afetou o
crescimento das plantas de milho de maneira dependente da concentragdo, especialmente nas
condi¢des salinas, em que as plantas pré-tratadas com NPS a 75 pM foram as que mais
cresceram (Figura 1). Assim, fica evidente que as respostas induzidas pelo NPS variam de
acordo com a espécie e com a concentracdo empregada, tornando-se premente a execugdo de
experimentos preliminares, que definam a concentragdo adequada para o pré-tratamento das
plantas.

O pré-tratamento com NPS a 50, 75 ¢ 100 uM reduziu o VE nas folhas das plantas
de milho cultivadas nas condig¢des controle, e isso foi mais evidente nas plantas pré-tratadas
com NPS a 75 uM; nas condi¢des de salinidade, o pré-tratamento com NPS causou poucas
variagdes no VE das folhas, cujos valores em geral permaneceram maiores que aqueles
encontrados nas condi¢des controle (Figura 2a). Nas raizes, o VE foi significativamente
aumentado nas condi¢des de salinidade, e o pré-tratamento com NPS a 75 uM, embora nao

tenha revertido os efeitos da salinidade, foi o Unico capaz de reduzir os valores dessa variavel
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nesses Orgdos, resposta que também foi observada nas condig¢des controle (Figura 2b). Os
teores foliares e radiculares de TBARS, por sua vez, foram aumentados pela salinidade na
auséncia de pré-tratamento (NPS a 0 puM), porém, nas demais concentragdes de NPS, a
salinidade nao afetou significativamente esses teores, independentemente do 6rgao analisado
(Figuras 2c¢ e 2d). Ademais, nas plantas controle, houve um aumento gradual nos teores

radiculares de TBARS, em fun¢ao da concentragdo de NPS (Figura 2d).
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Figura 2. Vazamento de eletrolitos (VE) e teores de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) de
folhas (a, c) e raizes (b, d) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com nitroprussiato de sodio (NPS) e
cultivadas na auséncia (colunas brancas) ou na presenga (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por
letras maiusculas iguais, em uma mesma concentracado de NPS, ou por letras minusculas iguais, em um mesmo

nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). As barras representam o erro padrao.

O vazamento de eletrdlitos e da peroxidagao de lipidios (através da determinacao
dos teores de TBARS) sdo dois pardmetros rotineiramente utilizados para avaliar a
intensidade do estresse oxidativo em plantas. Neste experimento, os valores do VE e dos
teores de TBARS variaram pouco entre as diferentes concentragdes de NPS, mas se pdde

inferir que, de modo geral, o pré-tratamento das plantas com NPS a 75 uM foi o que resultou
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no menor VE, tanto nas condi¢des controle, quanto nas condi¢des salinas, € que as plantas
pré-tratadas que estiveram sob estresse foram capazes de manter os teores de TBARS em
niveis similares aos do controle (Figura 2). Os efeitos protetores do NO contra danos
oxidativos podem ocorrer por varias razoes, que incluem desde a reducao nos teores de ROS
(por exemplo, a reagdo do NO com °O,” diminui os teores desse radical na célula) até a
inducdo da expressdo de genes relacionados a defesa oxidativa (os genes que codificam as
enzimas antioxidantes, por exemplo). Li et al. (2008) observaram um aumento significativo
no VE e na peroxidagdo de lipidios nas folhas de plantas de cevada submetidas a salinidade
(NaCl a 50 mM), mas quando se aplicou NPS a 50 uM no meio de cultivo, tais aumentos
foram menores, e isso foi acompanhado por uma maior atividade das enzimas SOD, APX e
CAT.

Os teores de Na' na parte aérea e nas raizes de milho foram significativamente
aumentados em razao do estresse salino (Figura 3). Apesar disso, houve menor acimulo desse
ion na parte aérea das plantas pré-tratadas com NPS a 75 e 100 uM (Figura 3a). Nas raizes, o
pré-tratamento com NPS reduziu o acimulo de Na™ apenas nas condi¢des controle (Figura
3b). Coerentemente, os teores de K na parte aérea e nas raizes de milho foram reduzidos pela
salinidade em todos os pré-tratamentos empregados. Em adi¢do, nas condigdes de estresse
salino, o pré-tratamento das plantas com NPS a 75 puM resultou nos maiores teores de K, em
ambos os 0rgdos analisados (Figura 3c e 3d).

Os teores de Na" ¢ K' foram determinados neste experimento com o propésito de
se avaliar a influéncia do pré-tratamento com NPS a diferentes concentragdes na homeostase
10nica, em condigdes de salinidade. Mais uma vez, o pré-tratamento com NPS a 75 uM foi o
que proporcionou os melhores resultados, acarretando os menores teores de Na', na parte
aérea, e os maiores teores de K', na parte aérea e na raiz (Figura 3). Essas alteragdes
resultaram, por consequéncia, em uma maior razio K'/Na', aumentando a tolerincia das
plantas nas condigdes salinas. Varios estudos tém demonstrado que os efeitos do componente
ionico da salinidade devem-se ndo apenas a um aumento nos teores de Na', mas também a
reducio nos teores de K, decorrente possivelmente do fato de o Na* competir com o K" pelos
mesmos sitios de transporte (TUTEJA et al., 2012). Em folhas de plantas de mostarda
submetidas a salinidade (NaCl a 150 mM), o tratamento com NPS a 200 uM também
proporcionou menor acimulo de Na' e maiores teores de K'; ao se tratar essas folhas com um
composto removedor de NO, tais beneficios as plantas foram revertidos, mostrando que de
fato o NO liberado pelo NPS esteve envolvido na inducdao dessas respostas (KHAN et al.,
2012).
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Figura 3. Teores de Na* e K" na parte aérea (a, ¢) e nas raizes (b, d) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas
com nitroprussiato de sédio (NPS) e cultivadas na auséncia (colunas brancas) ou na presenca (colunas cinza) de
NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitisculas iguais, em uma mesma concentracdo de NPS, ou por
letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). As

barras representam o erro padréo.

Pela andlise conjunta dos dados, verificou-se que, nas plantas cultivadas na
auséncia de NaCl, o pré-tratamento com NPS induziu poucas variagdes no crescimento das
plantas e nos teores de ions, ao passo que as alteragdes relacionadas ao estresse oxidativo (VE
e teores de TBARS) se destacaram (Figura 4a). Nas condi¢des salinas, o efeito do pré-
tratamento sobre as plantas foi mais conclusivo, com destaque para a concentracdo de NPS a
75 uM, tendo havido, nesse caso, melhora do crescimento, reducao ou inalterabilidade dos
danos relacionados ao estresse oxidativo, manutencdo de teores elevados de K e redugio do
acumulo de Na'" na parte aérea das plantas (Figura 4b). Isso, portanto, levou a escolha da
concentragdo de 75 pM como a adequada para testar os efeitos do pré-tratamento das plantas
com NPS, sob estresse salino. Essa etapa inicial foi necessaria, tendo em vista que o NPS ora
pode ser indutor de aclimatagdo, ora causar efeitos toxicos as plantas; a preponderancia de um

desses efeitos, em detrimento do outro, ¢ dependente da concentragdo de NPS empregada,



48

bem como da propor¢do com que esse composto ¢ degradado (FLORYSZAK-WIECZOREK
et al., 2006).Vale salientar ainda que o proprio NO pode causar estresse, caso presente em
altas concentracdes, pois ele causa a formagao de espécies reativas de nitrogénio, as quais sao

responsaveis pelo denominado estresse nitrosativo (CORPAS et al., 2011).
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Figura 4. Andlise conjunta das altera¢des induzidas pelo pré-tratamento com nitroprussiato de sédio (NPS) em
plantas de milho (Zea mays) cultivadas na auséncia (a) ou na presenga (b) de NaCl a 80 mM. Em cada variavel,

foram tomados como referéncia os valores apresentados pelas plantas ndo pré-tratadas (NPS a 0 uM).

3.2 Experimento Il — Aclimatacao a salinidade mediada pelo pré-tratamento com NPS a

75 uM

Este experimento teve como objetivo avaliar a aclimatacdo de plantas de milho a
salinidade, mediada pelo pré-tratamento com NPS a 75 puM, bem como o padrdo dessas

respostas apos 7 e 14 dias de estresse.

3.2.1 Anadlise do crescimento e trocas gasosas

A AF das plantas de milho foi reduzida pela salinidade em ambos os tempos de
coleta, no entanto, aos 7 dias de estresse, o pré-tratamento com NPS diminuiu tal efeito
deletério nas plantas, pois, nas condi¢des salinas, a AF das plantas pré-tratadas foi 61% maior
que aquela das plantas ndo pré-tratadas (Figura 5a). Nas condigdes controle, o pré-tratamento

com NPS nao influenciou significativamente a AF das plantas de milho (Figura 5a).
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O estresse salino reduziu o crescimento das plantas de milho, e esse efeito foi
observado principalmente na parte aérea (Figura 5). Aos 7 dias de estresse, a reducdo média
da MSPA, em funcdo da salinidade, foi de 31%, enquanto que, aos 14 dias, essa reducao foi
de 44% (Figura 5b). Assim como na AF, o pré-tratamento com NPS resultou em um aumento
significativo na MSPA das plantas sob estresse (53%), em comparagdo aquelas ndo pré-
tratadas, que foi observado apenas aos 7 dias de estresse (Figura 5b). Ja4 a MSR nao foi
afetada pela salinidade aos 7 dias de estresse, mas, aos 14 dias, essa variavel foi reduzida em
32%, em média (Figura 5c). Aos 7 dias, o pré-tratamento com NPS induziu um aumento
significativo da MSR em ambas as condigdes de salinidade, mas ndo surtiu efeito algum na
MSR das plantas, aos 14 dias de estresse (Figura 5¢). A MST das plantas de milho seguiu a
mesma tendéncia apresentada pela MSPA: houve redugdes significativas em ambos os tempos

de coleta, mas somente aos 7 dias de estresse ¢ que o pré-tratamento com NPS resultou em

uma maior MST das plantas (Figura 5d).
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Figura 5. Area foliar (AF, a) e massa seca da parte aérea (MSPA, b), das raizes (MSR, c) e total (MST, d) de
plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 uM (com hachura) e cultivadas
durante 7 ou 14 dias na auséncia (colunas brancas) ou na presenga (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias
seguidas por letras maitsculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por letras minusculas iguais, em um

mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). As barras representam o erro

padrdo.
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Sabe-se que o crescimento do milho é severamente afetado pelo estresse salino, e
isso esta bem documentado na literatura cientifica (AZEVEDO NETO; TABOSA, 2000;
AZEVEDO NETO et al., 2005; AZEVEDO NETO et al., 2006; GONDIM et al., 2012). Uma
das razoes pelas quais as plantas crescem menos em condi¢des de salinidade ¢ o fato de a
expansao celular ser reduzida por esse estresse (PARIDA; DAS, 2005), devido a alteracdes na
pressdo de turgescéncia ou nas propriedades da parede celular. Geilfus, Zérb e Miihling
(2010), estudando duas variedades de milho com tolerancia diferencial a salinidade,
observaram uma forte correlagdo entre a resposta do crescimento e a abundancia da proteina
-expansina — uma das enzimas responsaveis pelo relaxamento e extensdo da parede celular
— bem como de seus transcritos; as plantas da variedade sensivel cresceram menos sob
estresse salino (NaCl a 100 mM, por 8 dias), ¢ houve uma menor expressao da B-expansina,
ao passo que o crescimento das plantas da variedade tolerante ndo foi afetado pela salinidade,
e isso foi acompanhado por um aumento nos niveis de seus transcritos, denotando o
envolvimento da B-expansina na tolerancia dessa variedade a salinidade (GEILFUS; ZORB;
MUHLING, 2010).

Em diversas espécies, a tolerancia a salinidade ¢ aumentada ao se aplicar NPS no
meio de cultivo ou através da pulverizagdo foliar, por exemplo, no algodoeiro (DONG et al.,
2014), na soja (EGBICHI; KEYSTER; LUDIDI, 2014) e no tomateiro (WU et al., 2010), e
em todos esses casos, houve indu¢do do crescimento das plantas, nas condigdes salinas. Um
estudo anterior ja havia demonstrado esse mesmo efeito benéfico no milho: a MSPA e a MSR
de plantas pré-tratadas com NPS a 100 uM e submetidas a salinidade (NaCl a 100 mM) foi
27,8% e 57,7% maior, respectivamente, que aquela de plantas ndo pré-tratadas, nas mesmas
condi¢des, porém, nesse caso, tais efeitos foram avaliados apenas aos 8 dias de estresse salino
(ZHANG et al., 2006). Por outro lado, no presente experimento, avaliou-se o crescimento do
milho aos 7 e 14 dias de estresse, € isso permitiu constatar que aparentemente os efeitos
benéficos do NPS as plantas de milho ndo perduram, ao menos nas condigdes experimentais
empregadas. E provavel que os genes induzidos pelo NO (liberado do NPS) que contribuiram
para o aumento da tolerancia a salinidade tenham sido expressos transientemente, uma vez
que, aos 14 dias de estresse, essa resposta ja nao foi mais observada.

Como observado na Figura 6a, o estresse salino reduziu a g das plantas de milho,
em ambos os tempos de coleta, e o pré-tratamento com NPS resultou em diferencas
significativas nessa varidvel aos 14 dias de estresse. Nesse tempo de coleta, as plantas
controle que foram pré-tratadas com NPS tiveram menor g, que as ndo pré-tratadas, ao passo

que, sob estresse, a g, foi significativamente maior nas plantas pré-tratadas (Figura 6a).



51

0,5 50
(a) (b)
04 1 an 1 T4~
w
& aA aAaA aA a_éaA aA «
‘» aA bA WL - g
N 03 T _L% % + bB ? bB 130 .
=] m. T o
o aBaB aB Q
E 02 b 20 2
N’
A £
85 3
N’
0,1 1 1 +10 T
0,0 " 0
a
r© @
~ 3 aB | 1 0,60
Y aA aA aA
~ % bA L T
E 6 bA i W Ex bA 0,45
S, " i Z 2 t ¢
== aB &)
g 4y T bB aB 10,30
bB
g
Ro2 4 1 10,15
0 0,00
() ®
41 aA T 108
aB 7_ '-u'm
_
g 3¢ 24 s + 06 “g
> b bB aA 3 g
& 21 104 =
a b &)
b ~
aB aBaB =
| Aﬁ FB% F@ N
0 0,0
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

Figura 6. Condutincia estomatica (g,, a), fotossintese liquida (4, b), transpiracdo (E, c), relagdo entre as
concentragdes interna e externa de CO, (C/C,), déficit de pressdo de vapor (DPV) entre a folha e o ar adjacente
(e) e eficiéncia de carboxilagdo (4/C;) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 (sem hachura)
ou 75 uM (com hachura) e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia (colunas brancas) ou na presenga
(colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitisculas iguais, em um mesmo nivel de NPS,
ou por letras mintisculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si

(»=0,05). As barras representam o erro padrao.

Apesar das intensas reducdes observadas na g;, a 4 das plantas de milho foi pouco
afetada pela salinidade (Figura 6b). Nas condicdes controle, ndo houve alteracdes
significativas na 4 em razdo do pré-tratamento das plantas, mas, nas condi¢des salinas, o pré-
tratamento com NPS resultou em um aumento significativo da 4, em ambos os tempos de

coleta, tendo revertido, portanto, o efeito deletério da salinidade sobre essa variavel (Figura
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6b). De modo geral, a E foi reduzida pela salinidade e aumentada quando se empregou o pré-
tratamento com NPS (Figura 6c). A C/C,, por sua vez, foi reduzida em condigdes de
salinidade, e esse efeito foi exacerbado quando as plantas sofreram pré-tratamento com NPS a
75 uM (Figura 6d). Em ambos os tempos de coleta, o DPV entre a folha e o ar adjacente foi
aumentado pela salinidade, e, além disso, o pré-tratamento das plantas induziu maior DPV,
tanto nas condi¢des controle, quanto nas condigdes de estresse salino (Figura 6e). Por fim, a
eficiéncia de carboxilagdo (4/C;) das plantas sob estresse salino foi significativamente maior
que a das plantas controle, nos dois tempos de coleta, e, de modo geral, o pré-tratamento com
NPS tornou essas plantas ainda mais eficientes na fixacdo do CO, (aumento médio de 55%)
(Figura 6f).

Uma das respostas imediatas ao estresse salino ¢ o fechamento estomatico, que
impacta negativamente a difusdo de CO, através dos estdmatos e¢ do mesofilo e, por
conseguinte, a fotossintese (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009; ASHRAF; HARRIS,
2013). A regulagdo da g, (e da condutancia mesofilica), em funcdo do grau de abertura dos
estomatos, ¢ mediada principalmente pelo acido abscisico (ABA), mas requer também outras
moléculas, tais como o H,O, e o NO (NEILL et al., 2008; WANG; SONG, 2008; SONG et
al., 2014). Contudo, os efeitos do estresse salino na fotossintese ndo se devem apenas a
questdes estomaticas, mas também a limitagdes ndo estomdticas, em consequéncia, por
exemplo, de danos aos pigmentos fotossintéticos e aos fotossistemas, bem como as enzimas
envolvidas no processo de fixagdo do CO, (OMOTO; TANIGUCHI; MIYAKE, 2012;
ASHRAF; HARRIS, 2013).

A reducdo na g das plantas de milho sob estresse salino correlacionou-se
fortemente com a redugdo da £ e da C/C,, e ainda com a redugdo da 4, porém em menor
propor¢ao; apesar de a salinidade ter reduzido a relacdo C/C, nas plantas de milho, a
concentracdo interna de CO, nas folhas ainda foi suficiente para manter a 4 em niveis
elevados (Figura 6). Sabe-se ha algum tempo que o NO, tanto de origem enddgena, quanto
exdgena, induz o fechamento estomdtico, e esse efeito ¢ inibido quando compostos
removedores de NO ou inibidores da sintese dessa molécula estdo presentes no meio
(GARCIA-MATA; LAMATTINA, 2001; NEILL et al., 2008). No entanto, ha a0 menos um
relato indicando resposta contréria a essa; em Vicia faba, a abertura estomatica foi induzida
pelo emprego de SNAP a 5 mM (SAKIHAMA; MURAKAMI; YAMASAKI, 2003). Neste
experimento, contudo, as variacdes na g das plantas de milho, em fungdo do pré-tratamento
com NPS, foram pouco conclusivas. Além disso, o DPV entre a folha e o ar adjacente nas

plantas pré-tratadas nao influenciou a g;; quanto maior o DPV entre a folha e o ar adjacente,
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maior a tendéncia de a planta perder agua através da transpiracdo, e geralmente essa condigdo
induz fechamento estomatico (LARCHER, 2000), que ndo ocorreu nas plantas de milho pré-
tratadas com NPS, as quais ainda apresentaram valores elevados de E.

Ao se avaliar o efeito benéfico do pré-tratamento com NPS sobre a 4, pode-se
inferir que ele ndo se relacionou a fatores estomaticos, nem a difusdo do CO,, pois além de a
gs ndo ter variado significativamente, as plantas pré-tratadas e sob estresse salino foram as que
apresentaram os menores valores de C/C,. Portanto, tal efeito do NPS nas plantas de milho
envolveu outros aspectos do processo fotossintético. Em plantas de tomate, a aplicacdo de
NPS a 100 puM também resultou no aumento da 4 em condi¢des de salinidade, que foi
acompanhado por um aumento no guenching fotoquimico; assim, houve maior proporc¢ao de
centros de reacdo do fotossistema II abertos, a despeito da condigdo estressante em que as
plantas se encontravam (WU et al., 2010). Um estudo com plantas de arroz (uma graminea
Cs) transgénicas, superexpressando a carboxilase do fosfoenolpiruvato (oriunda do milho,
uma graminea C4), mostrou que a aplicagdo de diferentes compostos liberadores de NO, entre
eles, o NPS, induziu aumento na atividade e na expressao dessa enzima, que foi revertido na
presenca de compostos removedores de NO (PINGBO et al., 2014). Pode ter havido uma
resposta similar a essa neste experimento, dada a alta eficiéncia de carboxilacdo das plantas

sob estresse e pré-tratadas com NPS a 75 uM.

3.2.2 Anadlises minerais

Os teores de K e Na na parte aérea e nas raizes das plantas de milho estdo
apresentados na Figura 7. De modo geral, as plantas sob estresse acumularam menos K que
aquelas nas condigdes controle, independentemente do tempo de coleta e da parte da planta
analisada (Figura 7a e 7b). Aos 7 dias, o pré-tratamento com NPS resultou em um maior
acumulo de K na parte aérea das plantas sob estresse salino, que foi acompanhado por uma
reducdo nos teores radiculares desse elemento, em compara¢do com as plantas ndo pré-
tratadas e sob as mesmas condig¢des de salinidade (Figura 7a e 7b). Como esperado, houve um
maior acimulo de Na nas plantas que estiveram sob estresse salino, nos dois tempos de coleta
e em ambas as partes da planta analisadas (Figura 7c e 7d). Aos 7 dias, as plantas sob estresse
e que foram pré-tratadas com NPS acumularam menos Na na parte aérea, enquanto que, aos
14 dias, os teores de Na nas plantas sob estresse nao diferiram significativamente daqueles das
plantas controle (Figura 7c). Nas raizes, por sua vez, as plantas pré-tratadas e sob estresse

acumularam mais Na que aquelas ndo pré-tratadas (Figura 7d).
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Figura 7. Teores de K e Na na parte aérea (a, c) e nas raizes (b, d) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas
com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 pM (com hachura) e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia (colunas
brancas) ou na presenga (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em um
mesmo nivel de NPS, ou por letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem

significativamente entre si (p=>0,05). As barras representam o erro padrao.

Em ambos os tempos de coleta, a eficiéncia de absor¢ao de K (EAg) foi reduzida
significativamente nas plantas sob estresse salino, em comparagao aquela das plantas controle,
porém, aos 7 dias, o pré-tratamento com NPS a 75 pM foi capaz de diminuir tal efeito, uma
vez que, nas condi¢des salinas, a EAx de plantas pré-tratadas foi 40% maior que a de plantas
nao pré-tratadas (Tabela 1). Além disso, de maneira concordante, a eficiéncia de transporte de
K (ETk) foi também maior nas plantas pré-tratadas com NPS e sob 7 dias de estresse
(aumento médio de 23%); a ETk das plantas aos 14 dias ndo variou significativamente em
funcdo do estresse salino, nem em fun¢do do pré-tratamento com NPS (Tabela 1). Em
quaisquer tempos de coleta, as plantas sob estresse salino apresentaram maior eficiéncia de
absor¢ao de Na (EAn,) que as plantas controle, sem haver efeito significativo do pré-
tratamento com NPS (Tabela 1). Aos 7 dias, a ETy, foi aumentada pela salinidade na auséncia
de pré-tratamento, mas isso foi revertido quando se pré-trataram as plantas com NPS,

mantendo o valor de ETx,, nesse caso, comparavel ao do controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Eficiéncias de absor¢do (EA) e de transporte (ET) de K (EAy; ETk) e Na (EAy,; ETy,) em plantas de
milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia ou na
presenca de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por

letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

EAg EAna
NaCl NPS (mg nutriente g'1 massa seca de raiz)
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
0uM 362,12aA 330,66 aA 28,24aB 23,66 aB
omM 75 uM 340,28 aA 373,41 aA 2495aB 27,34 aB
OuM 9299bB 158,31 aB 101,04 aA 158,47 aA

80 mM
75 uM 130,21 aB 142,50 aB 99,19 aA 160,47 aA
ETK ETNa
NaCl NPS  (mg nutriente parte aérea mg'1 nutriente planta)
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
OopuM 1,02 aA 1,02 aA 0,85 aB 0,94 aA
0 mM
75 uM 1,05 aA 1,04 aA 0,86 aA 0,93 aA
OuM 0,86 bB 1,03 aA 0,95 aA 0,99 aA
80 mM
75uM 1,06 aA 0,99 aA 0,88 bA 0,95 aA

Na maioria das espécies submetidas a salinidade, o ion mais toxico ¢ o Na', e
frequentemente nessa condigdo as plantas apresentam reducio de seus teores de K" e da razdo
K'/Na’, tanto em funcdo da competicio entre esses dois ions pelos mesmos sitios de
absor¢do, quanto do efluxo aumentado de K causado pelo Na" em excesso (WAKEEL, 2013;
MAATHUIS, 2013). A manutencdo de uma razdio K'/Na' elevada ¢ vital para o
funcionamento das células, especialmente na parte aérea, onde predomina os tecidos
fotossintetizantes, dessa maneira, o controle do transporte de ions toxicos para a parte aérea e
o actimulo deles nas raizes compreendem um importante mecanismo de tolerancia das plantas
a salinidade (PARIDA; DAS, 2005; HASEGAWA, 2013). O maior acimulo de K na parte
aérea das plantas de milho pré-tratadas com NPS e sob estresse, aos 7 dias, foi decorrente da
absor¢ao aumentada de K e do maior transporte desse nutriente para a parte aérea das plantas,
mas essas respostas nao se estenderam até 14 dias de estresse (Figura 7 e Tabela 1). Apesar de
a EAn, nas condicdes salinas ter sido equivalente em ambos os pré-tratamentos, aos 7 dias, as

plantas pré-tratadas com NPS acumularam Na preferencialmente na raiz, evitando o acimulo



56

desse ion toxico na parte aérea (Figura 7 e Tabela 1). Alguns autores mostraram que a
aplicagdo de NO melhora a homeostase K'/Na' em plantas submetidas a salinidade (ZHANG
et al.,2006; GUO et al., 2009). Em um desses estudos, o pré-tratamento de milho com NPS a
100 pM aumentou a atividade da H'-ATPase ¢ da H'-PPiase do tonoplasto, em condi¢des
salinas, e isso resultou em uma maior atividade do transportador antiporte Na'/H' do
tonoplasto, contribuindo para a homeostase i0nica dessas plantas (ZHANG et al., 2006).

Os teores de NO3™ na parte aérea das plantas foram drasticamente reduzidos nas
condigdes salinas, em ambos os tempos analisados, porém, aos 7 dias, o pré-tratamento com
NPS amenizou essa redugdo (Figura 8a). Nas raizes, os teores de NOs™ aos 7 dias variaram
apenas em fung¢do da salinidade, sendo reduzidos em tais condi¢des, enquanto que, aos 14
dias, os teores desse ion, além de terem sido reduzidos pela salinidade, aumentaram em

decorréncia do pré-tratamento com NPS, tanto nas condi¢des controle, quanto nas condig¢des

salinas (Figura 8b).
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Figura 8. Teores de NO;™ ¢ Cl na parte aérea (a, c¢) e nas raizes (b, d) de plantas de milho (Zea mays) pré-
tratadas com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 pM (com hachura) e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia
(colunas brancas) ou na presenca (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maiusculas
iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo

diferem significativamente entre si (p>0,05). As barras representam o erro padrao.
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Como esperado, os teores de Cl foram substancialmente aumentados pela
salinidade, em todos os tempos estudados e nas duas partes da planta (Figura 8c e 8d). Na
parte aérea, houve menor acimulo de Cl" nas plantas pré-tratadas com NPS, que se
manifestou apenas aos 7 dias, enquanto que, nas raizes, ndo houve qualquer efeito do pré-
tratamento com NPS nas plantas sob condigdes salinas (Figura 8c e 8d).

A eficiéncia de absorcdo de NO3 (EAno;) em ambos os tempos de coleta foi
reduzida pela salinidade, mas, aos 7 dias, o pré-tratamento com NPS amenizou isso (Tabela
2). Houve um aumento na eficiéncia de absor¢dao de Cl" (EA¢j), em razdo do estresse salino,
em ambos os tempos de coleta, sem haver qualquer efeito significativo do pré-tratamento com
NPS (Tabela 2). Concordantemente, a eficiéncia de transporte de NO3;™ (ETxo;) aumentou nas
plantas pré-tratadas com NPS e sob estresse salino, aos 7 dias, quando comparadas as nao pré-
tratadas, ao passo que a eficiéncia de transporte de Cl° (EA¢;) manteve-se praticamente

inalterada, em ambos os tempos de coleta (Tabela 2).

Tabela 2. Eficiéncias de absor¢do (EA) e de transporte (ET) de NO;” (EAnos; ETnos) € CI (EAc;; ET¢) em
plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia
ou na presenca de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitisculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou

por letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

EAN03 EAC]
NaCl NPS (mg nutriente parte aérea mg'1 nutriente total)
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
0 mM O0uM 173,82aA 235,36 bA 37,47bB 39,58 bB
m
75 uM 164,08 aA 283,09 aA 45,83aB 51,37 aB
OuM  38,22bB 124,72 aB 131,26 aA 179,16 aA
80 mM
75uM 66,73 aB 121,80 aB 123,98 bA 187,12 aA
ETnos ETq
NaCl NPS  (mg nutriente parte aérea mg'1 nutriente planta)
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
OuM 1,03 aA 0,89 aA 1,00 bA 1,04 aA
0 mM
75uM 1,04 aA 0,89 aA 1,08 aA 1,00 aA
OuM 0,80bB 0,85 aA 1,00 aA 1,02 aA
80 mM

75 1M 1,00 aA 0,79 bB 0,96 aB 0,99 aA
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O NOs;™ ¢ uma das formas inorganicas sob as quais o nitrogénio ¢ absorvido pelas
plantas, e, de maneira geral, ¢ a que prepondera nos solos agricultaveis, pois, além de estar
presente em maiores concentragdes que o NH,', pode mover-se livremente, ja que a maioria
dos solos possui carga liquida negativa (MILLER; CRAMER, 2004). Somente parte do NOs”
absorvido pelas raizes ¢ assimilada nesse 6rgdo; o restante ¢ transportado através do xilema
para a parte aérea, onde ¢ assimilado nas folhas (MILLER; CRAMER, 2004; TAIZ; ZEIGER,
2009). Sob estresse salino, especialmente quando induzido por NaCl, os teores de NOs™ das
plantas tendem a ser reduzidos, devido a menor absor¢ao desse ion, que compete diretamente
com o Cl" pelo mesmo transportador, a um menor carregamento de NO;™ através do xilema
radicular ou a alteragdes na integridade da membrana, causada pelos sais em excesso
(MANSOUR; SALAMA, 2004; ARAGAO et al., 2010; BARHOUMI et al., 2010; FEIJAO et
al., 2013). Apesar de muitos estudos responsabilizarem o Na pelos efeitos deletérios da
salinidade nas plantas, deve-se ter em mente que o CI', ao se acumular em altas concentragdes
no citosol, torna-se igualmente toxico as células vegetais, e em certas espécies, como as dos
géneros Citrus e Vitis, a toxicidade causada pelo CI” ¢ mais significante que a causada pelo
Na' (TEAKLE; TYERMAN, 2010).

Neste experimento, coerentemente, o acimulo elevado de Cl nas plantas de milho
afetou a absor¢ao de NOs', reduzindo, assim, os teores desse ion em ambas as partes da planta
(Figura 8 e Tabela 2). O efeito benéfico do NPS sobre os teores de NOj3', aos 7 dias, deveu-se
a maior absor¢do desse nutriente pela planta. Além disso, nesse mesmo tempo, as plantas pré-
tratadas com NPS foram mais eficientes em transportar o NO;™ para a parte aérea, onde ele se
acumulou, e absorveram menos CI". Aos 14 dias, os teores aumentados de NOj™ nas raizes, em
razdo do pré-tratamento com NPS, ocorreram por motivos distintos: nas condi¢des controle,
as plantas pré-tratadas absorveram mais NO3;  que as nao pré-tratadas, e como a ETyo3 em
ambos os casos foi semelhante, o NO3 absorvido a mais se acumulou nas raizes; ja nas
condi¢des salinas, as plantas ndo pré-tratadas e pré-tratadas absorveram NO;” em uma mesma
propor¢do, mas essas ultimas foram menos eficientes em transportd-lo para a parte aérea
(Figura 8 e Tabela 2). Ainda nesse tempo, os beneficios decorrentes do pré-tratamento com
NPS, observados anteriormente, nao perduraram, uma vez que, nas condi¢des salinas, a
absor¢do de CI e o seu transporte para a parte aérea ndo dependeram do NPS.

De modo geral, os teores de Ca na parte aérea e nas raizes das plantas de milho
foram fortemente reduzidos pelo estresse salino (Figura 9a e 9b). Aos 7 dias, no entanto, o
pré-tratamento com NPS aumentou em 61% os teores de Ca da parte aérea das plantas sob

estresse, em comparacdo aqueles das plantas ndo pré-tratadas; aos 14 dias, ndo houve
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qualquer influéncia significativa desse pré-tratamento sobre os teores de Ca (Figura 9a). Nas
raizes, o pré-tratamento com NPS surtiu efeito significativo apenas aos 14 dias, nas plantas
sob condic¢des controle, em que houve redugao dos teores de Ca (Figura 9b). Os teores de Mg
na parte aérea das plantas de milho, aos 7 dias, ndo foram alterados significativamente pelo
estresse salino, nem pelo pré-tratamento com NPS, mas eles foram reduzidos aos 14 dias, em
funcdo da salinidade (Figura 9c). Por outro lado, nas raizes, as alteragdes decorrentes da
salinidade dependeram do tempo durante o qual as plantas estiveram sob estresse; a salinidade
reduziu os teores radiculares de Mg aos 7 dias, sendo esse efeito ainda maior nas plantas pré-
tratadas com NPS, ao passo que, aos 14 dias, houve um maior acimulo de Mg nas raizes das

plantas sob estresse salino, independentemente do pré-tratamento das plantas (Figura 9d).
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Figura 9. Teores de Ca e Mg na parte aérea (a, c) e nas raizes (b, d) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas
com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 uM (com hachura) e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia (colunas
brancas) ou na presenca (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em um
mesmo nivel de NPS, ou por letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem

significativamente entre si (p=>0,05). As barras representam o erro padrao.

A eficiéncia de absor¢do de Ca (EAc,) e Mg (EAyg) das plantas aos 7 dias foi

reduzida pelo estresse salino; nesse mesmo tempo de coleta, a EAc, das plantas pré-tratadas
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com NPS, nas condicdes salinas, aumentou 42%, em comparagdo com a EAc, das plantas nao
pré-tratadas (Tabela 3). Aos 14 dias, tanto a EAc,, quanto a EAy, foram reduzidas pela

salinidade, sem, no entanto, ter havido qualquer efeito do pré-tratamento com NPS (Tabela 3).

Tabela 3. Eficiéncias de absor¢do (EA) e de transporte (ET) de Ca (EAc,; ET¢,) € Mg (EAp,; ETye) em plantas
de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia ou na
presenca de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por

letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

EAca EAwg
NaCl NPS (mg nutriente g'1 massa seca de raiz)
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
0 OpM 49,41 aA  38,25aA 8,62 aA 9,02 aA
mM
75uM 4232 aA 41,74 aA 7,74 aA 9,09 aA
OuM 11,49bB 17,21 aB 6,15 aB 7,33 aB
80 mM
75uM 16,42 aB 15,81 aB 5,62 bB 8,52 aB
ETca ETwvg
NaCl NPS  (mg nutriente parte aérea mg'1 nutriente planta)
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
OuM 1,04 aA 1,07 aA 0,74 aA 1,00 aA
0 mM
75 uM 1,05 aA 1,09 aA 0,76 aB 0,97 aA
OuM 0,900bB 1,07 aA 0,73 bA 0,83 aB
80 mM
75uM 1,07 aA 1,06 aA 0,83 aA 0,79 aB

Na auséncia de pré-tratamento, a eficiéncia de transporte de Ca (ET¢,) aos 7 dias
foi reduzida pelo estresse salino, mas, quando as plantas foram pré-tratadas com NPS a 75
UM, essa variavel manteve-se em valores equivalentes aos da condi¢ao controle (Tabela 3).
Aos 14 dias, nem o pré-tratamento com NPS, nem a salinidade afetaram a ETc, das plantas,
em ambas as condi¢des de salinidade (Tabela 3). Aos 7 dias, o pré-tratamento com NPS nao
afetou a ETy, nas condigdes controle, porém, nas condigdes salinas, ele aumentou em 14% a
ETwg das plantas (Tabela 3). Ja aos 14 dias, a ETy variou apenas em funcdo da salinidade,
sendo reduzida em 18%, em média (Tabela 3).

O Ca possui papel vital na regulacdo de varios processos fisiologicos da planta, os

quais influenciam tanto o crescimento, quanto as respostas a estresses ambientais (HU;
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SCHMIDHALTER, 2005). Além disso, esse nutriente também ¢ requerido durante a sintese
de novas paredes celulares e na estabilizacio da membrana plasmatica (TAIZ; ZEIGER,
2009; MAATHUIS; DIATLOFF, 2013). O Mg, por sua vez, ¢ componente da molécula de
clorofila e cofator de quase todas as enzimas do metabolismo energético (MAATHUIS;
DIATLOFF, 2013; TAIZ; ZEIGER, 2013). Varios estudos tém demonstrado que a salinidade
acarreta reducdo dos teores de Ca em plantas de milho (CRAMER et al., 1994; AZEVEDO
NETO; TABOSA, 2000), bem como em outras espécies (MENEGUZZO; NAVARI-I1ZZO;
1ZZ0, 2000; TUNA et al., 2007; LIU et al., 2013) e isso parece decorrer da concentragao
elevada de Na no meio de cultivo e, consequentemente, na planta. O Na em excesso ¢ capaz
de deslocar o Ca da membrana plasmatica, causando perda da integridade celular e vazamento
de eletrolitos, e inibe a absor¢do de Ca, uma vez que ambos compartilham sitios de absorcao
na raiz (GRATTAN; GRIEVE, 1992; DUMAN, 2012). Poucos estudos tratam dos efeitos da
salinidade sobre os teores de Mg nas plantas, apesar da importancia desse nutriente para o
metabolismo vegetal, e nesses casos houve respostas controversas, em que eles tanto
aumentaram, quanto reduziram nas condigdes salinas (AZEVEDO NETO; TABOSA, 2000;
LIU et al., 2013).

Neste experimento, o pré-tratamento das plantas de milho com NPS a 75 uM
aumentou a absorc¢do de Ca nas condigdes salinas, o qual se acumulou preferencialmente na
parte aérea, mas esse efeito foi restrito apenas aos 7 primeiros dias de estresse (Figura 9 e
Tabela 3). Liu ef al. (2013) observaram que a aplicagao foliar de NPS a 90 uM também foi
capaz de elevar os teores de Ca em algodoeiro sob estresse salino, contudo a razao pelo qual
isso ocorreu nao foi apresentada por eles. Uma vez que o NO induz a atividade das H'-
ATPases de membrana plasmatica (ZHANG et al., 2006; CUI et al., 2010), e que essas
bombas sdo essenciais para o transporte de multiplos ions (PALMGREN; HARPER, 1999),
pode-se sugerir que um aumento similar contribuiu para a maior absor¢ao de Ca nas plantas
de milho sob estresse salino.

Sabe-se que hd uma forte competicdo entre o Ca e o Mg pelos sitios de ligacdo a
membrana plasmatica e que plantas crescendo em meios com concentracao elevada de Ca
tendem a apresentar teores reduzidos de Mg (MARSCHNER, 1995; DUMAN, 2012). E
provavel que essa tenha sido a razdo pela qual, aos 7 dias, as plantas pré-tratadas com NPS e
sob estresse absorveram menos Mg e o acumularam nas raizes, onde os teores de Ca foram
baixos, em comparacao aos da parte aérea das plantas (Figura 9 e Tabela 3). Ademais, aos 14
dias, as plantas sob estresse absorveram menos Mg que aquelas nas condi¢des controle, e elas

o mantiveram preferencialmente nas raizes.
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Os teores de S na parte aérea das plantas de milho ndo variaram
significativamente em funcdo do estresse salino, em ambos os tempos analisados, e foram
afetados pelo pré-tratamento com NPS apenas aos 7 dias, ocasido em que aumentaram,
independentemente do nivel de salinidade (Figura 10a). Os teores de S nas raizes variaram
significativamente apenas aos 7 dias, quando entdo sofreram redug¢do, nas condi¢des controle,
ou ndo variaram significativamente, nas condi¢des salinas, em razdo do pré-tratamento com
NPS (Figura 10b). Aos 7 dias, os teores de P na parte aérea e nas raizes das plantas de milho
foram reduzidos pelo pré-tratamento com NPS, seja nas condigdes controle, seja nas
condigdes salinas. J& aos 14 dias, o pré-tratamento com NPS induziu aumento dos teores de P
nas plantas sob estresse salino, que foi observado tanto na parte aérea, quanto nas raizes

(Figura 10c e 10d).
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Figura 10. Teores de S e P na parte aérea (a, c¢) e nas raizes (b, d) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas
com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 uM (com hachura) e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia (colunas
brancas) ou na presenga (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em um
mesmo nivel de NPS, ou por letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem

significativamente entre si (p=>0,05). As barras representam o erro padrao.
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A eficiéncia de absor¢do de S foi reduzida pela salinidade, em ambos os tempos
analisados, ndo tendo havido, contudo, altera¢des significativas nessa varidvel em resultado
do pré-tratamento com NPS (Tabela 4). Aos 7 dias, as plantas sob estresse salino
apresentaram reducao na eficiéncia de absor¢ao de P (EAp), em relagdo as plantas controle, e
o pré-tratamento com NPS nao resultou em qualquer efeito de melhora nessa variavel (Tabela
4). Ja aos 14 dias, o pré-tratamento com NPS reverteu a reducdo na EAp decorrente do
estresse salino, igualando-a aquela das plantas controle (Tabela 4). A eficiéncia de transporte
de S (ETs) foi aumentada nas plantas pré-tratadas com NPS, aos 7 dias, nas condi¢des
controle, e ndo se observaram quaisquer alteracdes significativas na ETg das plantas aos 14
dias (Tabela 4). A eficiéncia de transporte de P (ETp) ndo foi afetada por quaisquer dos

tratamentos empregados (Tabela 4).

Tabela 4. Eficiéncias de absor¢do (EA) e de transporte (ET) de S (EAg; ETs) e P (EAp; ETp) em plantas de
milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia ou na
presenca de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por

letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

EAS EAP
NaCl NPS (mg nutriente g'1 massa seca de raiz)
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
0 mM OpM 19,25aA 1547 aA 69,42 aA 53,43 aA
m
75uM  17,84aA 16,52 aA 54,80 bA 55,82 aA
OpuM 13,71 aB 11,56 aB 37,58aB 44,18 bB
80 mM
75 uM 13,77 aB 12,74 aB 43,86 aB 55,80 aA
ETS ETP
NaCl NPS  (mg nutriente parte aérea mg'1 nutriente planta)
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
0uM 0,66 bA 0,89 aA 0,94 aA 0,95 aA
0 mM
75 uM 0,82 aA 0,92 aA 0,93 aA 0,98 aA
0OuM 0,64 bA 0,91 aA 0,91 aA 0,96 aA
80 mM
75uM 0,67 aB 0,89 aA 0,91 aA 0,98 aA

O S ¢ encontrado em dois aminoacidos proteicos, a cisteina e a metionina, e ¢

constituinte de varias vitaminas € coenzimas essenciais ao metabolismo celular (TAIZ;
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ZEIGER, 2013). Além disso, ¢ constituinte de sulfolipidios, uma classe de lipidios de
membrana encontrada principalmente nos tilacoides, e da glutationa, um composto
antioxidante envolvido na homeostase redox da célula (MAATHUIS; DIATLOFF, 2012). Ja
o P ¢ componente de varios compostos celulares, como os acucares-fosfato, que sao
intermediarios do metabolismo fotossintético e respiratorio, os fosfolipidios, que compdem as
membranas biologicas, ¢ do ATP e de outros nucleotideos, envolvidos no metabolismo
energético (MAATHUIS; DIATLOFF, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2009). Pouca atencao tem sido
dada aos efeitos da salinidade sobre o metabolismo do S em plantas, mas se sabe que um
fornecimento adequado de S protege as plantas contra os efeitos adversos da salinidade
(ASTOLFI; ZUCHI, 2013). Em relacdo a interacdo entre P e salinidade, os estudos
desenvolvidos at¢ o0 momento frequentemente mostram resultados controversos, variando em
funcgdo da espécie e das condigdes experimentais empregadas.

Os teores de N na parte aérea das plantas ndo foram afetados pela salinidade, nem
pelo pré-tratamento com NPS, em ambos os tempos avaliados (Figura 11a). Nas raizes, os
teores de N variaram significativamente apenas aos 14 dias, ocasido em que eles foram
reduzidos nas plantas sob estresse salino, sem haver qualquer efeito resultante do pré-
tratamento com NPS (Figura 11b). Nao houve variagdes significativas nas eficiéncias de
absorcao (EAy) e transporte de N (ETy), a excecdo da EAy aos 7 dias, que foi reduzida pela
salinidade (Tabela 5).
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Figura 11. Teores de N na parte aérea (a) e nas raizes (b) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS
a 0 (sem hachura) ou 75 uM (com hachura) e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia (colunas brancas) ou
na presenca (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em um mesmo
nivel de NPS, ou por letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente

entre si (p=>0,05). As barras representam o erro padrao.
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Tabela 5. Eficiéncias de absor¢ao (EA) e de transporte (ET) de N (EAy; ETy) em plantas de milho (Zea mays)
pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia ou na presenga de NaCl a 80
mM. Médias seguidas por letras maitisculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por letras minusculas iguais,

em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

EAxN ETn
NaCl NPS (mgN g'1 massa seca de raiz) (mg N parte aérea mg'1 N planta)

7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
0 mM 0 nM 260,28 aA 209,57 aA 0,99 aA 1,02 aA
m
75 uM 233,07 aA 251,28 aA 0,97 aA 1,02 aA
0 nM 164,78 aB 174,56 aA 0,99 aA 1,04 aA
80 mM
75 uM 172,09 aB 214,97 aA 0,98 aA 1,05 aA

O N ¢ o elemento mineral que as plantas exigem em maior quantidade, servindo
como constituinte de muitos componentes da célula vegetal, incluindo aminoécidos, proteinas
e acidos nucleicos (HU; SCHMIDHALTER, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2009). A despeito das
intensas redugdes que a salinidade causou nos teores de NOs', os teores de N das plantas de
milho permaneceram praticamente inalterados, demonstrando que a inibigdo da absor¢ao

desse nutriente ndo impactou o acimulo de N.

3.2.3 Vazamento de eletrdlitos, peroxidacdo de lipidios, oxidagdo de proteinas e teores de

HzOz e .02-

A salinidade comumente causa danos as membranas celulares, os quais sdo
constatados através de alteragdes na sua permeabilidade, nos seus componentes (lipidios e
proteinas), no seu potencial elétrico ou ainda na atividade de enzimas associadas
(MANSOUR, 2013). Uma das maneiras de se avaliar a permeabilidade da membrana ¢
mensurando-se o VE, como feito neste experimento. Aos 7 dias, na auséncia de pré-
tratamento com NPS, houve um aumento no VE das folhas, em funcdo da salinidade, mas
esse efeito nao foi observado nas plantas pré-tratadas, nas quais o VE foi significativamente
menor, alcangando valores equivalentes aos da condi¢do controle (Figura 12a). Aos 14 dias,
ndo houve quaisquer alteragdes significativas no VE das folhas das plantas de milho. Nas
raizes, aos 7 e 14 dias, o VE foi significativamente aumentado nas condi¢des salinas, mas, no
primeiro tempo de estresse, esse aumento foi menor nas plantas pré-tratadas com NPS (Figura

12b).
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A peroxidacdo de lipidios ¢ um parametro indicador de estresse oxidativo,
mensurado a partir da estimagdo dos teores de TBARS. Nas folhas, os teores de TBARS
foram afetados apenas pelo estresse salino, que os aumentou em ambos os tempos avaliados
(Figura 12c). Aos 7 dias, o pré-tratamento com NPS aumentou os teores radiculares de
TBARS nas condi¢des controle, mas ndo resultou em qualquer alteragcdo significativa nas
plantas sob estresse; aos 14 dias, houve uma redugdo nos teores radiculares de TBARS nas

plantas sob estresse, induzida pelo pré-tratamento com NPS (Figura 12d).
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Figura 12. Vazamento de eletrdlitos (VE), teores de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e
teores de grupos carbonila nas folhas (a, c, e) e nas raizes (b, d, f) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas
com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 uM (com hachura) e cultivadas durante 7 ou 14 dias na auséncia (colunas
brancas) ou na presenga (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitsculas iguais, em um
mesmo nivel de NPS, ou por letras minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem

significativamente entre si (p=>0,05). As barras representam o erro padrao.
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A quantificacdo das proteinas carboniladas também ¢ um indicador importante de
estresse oxidativo. Na auséncia de pré-tratamento, os teores de carbonilas nas folhas
aumentaram significativamente com o estresse salino, mas isso foi amenizado ao se pré-tratar
as plantas com NPS a 75 uM, seja aos 7 dias, seja aos 14 dias de estresse (Figura 12¢). Nas
raizes, aos 7 dias, houve um aumento nos teores de carbonilas nas condi¢des controle, que nao
foi observado nas condic¢des salinas; ja aos 14 dias, o pré-tratamento com NPS acarretou
redugdo nos teores radiculares de carbonilas das plantas sob estresse salino (Figura 12f).

De modo geral, os teores de H,O, nas folhas e nas raizes das plantas de milho nao
foram influenciados pela salinidade, mas o foram pelo pré-tratamento com NPS. Aos 7 dias,
os teores foliares de H,O,, nas condi¢des controle, foram reduzidos pelo pré-tratamento com
NPS, mas nao sofreram qualquer altera¢dao significativa em fun¢do do pré-tratamento, nas
condigdes salinas (Figura 13a). Aos 14 dias, o pré-tratamento com NPS aumentou os teores
foliares de H,O,, nas condic¢des controle, e os reduziu, nas condigdes salinas (Figura 13a).
Nas raizes, aos 7 dias, o pré-tratamento com NPS elevou significativamente os teores de
H,0,, tanto nas condigdes controle, quanto nas de estresse (Figura 13b). Aos 14 dias, os
teores radiculares de H,O, foram afetados pelo pré-tratamento com NPS apenas nas plantas
sob estresse, nas quais eles reduziram (Figura 13b). De modo geral, os teores foliares de ‘O’
aumentaram significativamente nas plantas pré-tratadas com NPS e submetidas a salinidade.
Nas raizes, aos 7 dias, houve uma resposta similar a das folhas; ja aos 14 dias, os teores
radiculares de ‘O, diferiram significativamente apenas em razdo da salinidade, sendo
aumentados quando as plantas estiveram sob estresse (Figura 13c e 13d).

Aumentos do VE em plantas sob estresse salino foram relatados anteriormente no
milho (KAYA et al., 2013) e em outras espécies (TUNA et al., 2007, ALVAREZ-PIZARRO
et al., 2009; GUIMARAES et al., 2011), e isso geralmente é acompanhado por um aumento
da peroxidacdo dos lipidios de membrana. Apesar de o pré-tratamento com NPS ter sido
capaz de reduzir o VE nas folhas e nas raizes das plantas de milho apos 7 dias de estresse
salino, os teores de TBARS nessas plantas ndo variaram significativamente, indicando que
essa melhora esteve associada a outros fatores. Como dito anteriormente, o Ca é essencial
para a manutencdo da integridade da membrana plasmatica, € uma vez que os teores desse
elemento foram aumentados nas plantas pré-tratadas com NPS e submetidas a salinidade,
pode-se sugerir que isso tenha contribuido para o menor VE dessas plantas aos 7 dias (Figuras
9 e 12). A reducao do VE nas plantas pré-tratadas com NPS correlacionou-se bem com os
teores de grupos carbonila nas folhas, aos 7 dias, indicando que houve uma menor oxidacao

das proteinas nessas condic¢des (Figura 12).
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Figura 13. Teores de perdxido de hidrogénio (H,0,) e superdxido ("O,) nas folhas (a, c) e nas raizes (b, d) de
plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 uM (com hachura) e cultivadas
durante 7 ou 14 dias na auséncia (colunas brancas) ou na presenca (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias
seguidas por letras maiusculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por letras mintsculas iguais, em um
mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). As barras representam o erro
padrdo.

No presente experimento, aos 7 dias, a salinidade ndo alterou significativamente
os teores de HyO5 € "0, das plantas de milho, apesar de ter aumentado os teores de TBARS e
carbonilas (Figuras 12 e 13). A peroxidagao de lipidios e a oxidacao de proteinas aumentadas
devem-se geralmente a uma maior quantidade de ROS nas células, mas essa relagdo ndo pode
ser estabelecida a partir dos resultados observados neste experimento. Ainda nesse tempo, o
pré-tratamento com NPS aumentou os teores de TBARS e carbonilas nas raizes, nas
condi¢des controle, € induziu acimulo de *O;™ nas folhas, nas condi¢des salinas. Por outro
lado, aos 14 dias, a oxidagdo de proteinas foi o Gnico parametro afetado pelo pré-tratamento
com NPS, e isso foi acompanhado por uma redu¢do no acimulo de H,O; nas folhas e nas
raizes das plantas pré-tratadas, nas condi¢des salinas (Figuras 12 e 13). Diversos autores
demonstraram a eficacia do NO na redu¢ao dos danos oxidativos e dos teores de ROS em
plantas sob estresse (SHI et al., 2007; LI et al., 2008; SUNG; HONG, 2010; XU et al., 2010;

WU et al., 2011). Neste experimento, a avaliagdo desses indicadores de estresse oxidativo nas
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plantas de milho pré-tratadas com NPS rendeu resultados controversos, e isso provavelmente

esta relacionado a presenga de um sistema antioxidativo pouco eficiente nessas plantas.

3.2.4 Ascorbato e glutationa

Nas condigdes controle, os teores foliares de ASC aos 7 dias aumentaram com o
pré-tratamento das plantas; por outro lado, nas condigdes salinas, os teores foliares desse
composto nao diferiram significativamente, ao se comparar as plantas pré-tratadas com as nao
pré-tratadas (Figura 14a). Além disso, na auséncia de pré-tratamento, as plantas sob estresse
salino mantiveram teores de ASC maiores que aqueles das plantas controle, mas essa resposta
nao foi observada nas plantas pré-tratadas com NPS (Figura 14a). Aos 14 dias, o estresse
salino aumentou os teores foliares de ASC, os quais foram afetados pelo pré-tratamento com
NPS apenas nas condi¢gdes controle, em que reduziram, quando comparados aos das plantas
ndo pré-tratadas (Figura 14a). Na raiz, aos 7 dias, houve um aumento nos teores de ASC nas
condig¢des controle, quando as plantas foram pré-tratadas com NPS, uma resposta semelhante,
portanto, aquela observada para as folhas (Figura 14b). Os teores radiculares de ASC pouco
variaram, seja em funcdo do estresse salino, seja em funcdo do pré-tratamento com NPS
(Figura 14b).

Os teores foliares de DHA, aos 7 dias, foram significativamente aumentados pelo
pré-tratamento com NPS, tanto nas condigdes controle, quanto nas condic¢des salinas (Figura
14c). Aos 14 dias, os teores foliares de DHA variaram apenas em decorréncia da salinidade,
os quais foram aumentados nessa condi¢dao (Figura 14c). Na raiz, aos 7 dias, a salinidade
aumentou os teores de DHA nas plantas sob estresse, contudo o pré-tratamento com NPS
reduziu esses teores para niveis comparaveis aos das plantas controle (Figura 14d). Aos 14
dias, o pré-tratamento com NPS afetou os teores radiculares de DHA apenas nas condi¢des
controle, aumentando-os (Figura 14d).

A razdo ASC/(ASC + DHA), que representa o status redox do ascorbato, foi
reduzida nas folhas, aos 7 dias, em fun¢do do pré-tratamento das plantas, tanto nas condi¢des
controle, quanto nas condigdes salinas, ndo havendo nesse caso qualquer efeito do estresse
salino (Figura 14e). Ja aos 14 dias, a razdo ASC/(ASC + DHA) nas folhas foi afetada apenas
pela salinidade, sendo aumentada nessa condicao (Figura 14e). A razdo ASC/(ASC + DHA)
na raiz, aos 7 dias, foi aumentada pelo pré-tratamento com NPS, tanto nas condi¢des controle,
quanto nas condigdes salinas; aos 14 dias, o pré-tratamento reduziu essa razao apenas nas

plantas controle, e ndo houve qualquer efeito do estresse salino nesse tempo (Figura 14f).
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presenca (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras maitisculas iguais, em um mesmo nivel

de NPS, ou por letras mintsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre

si (p=0,05). As barras representam o erro padrio.
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Ao analisar as alteragdes ocorridas nos teores de ASC e DHA nas folhas, aos 7
dias, pdde-se constatar que o estresse salino afetou essas variaveis apenas na auséncia do pré-
tratamento com NPS (Figura 14), o qual elevou os teores de ascorbato total (dados ndo
apresentados). Nesse tempo, a reducao do status redox do ascorbato nas folhas foi acarretada
por um aumento nos teores de DHA, que implica ter havido maior agdo antioxidante do ASC
nessas condi¢des ou ainda sua maior utilizagdo pela APX. Aos 14 dias, os teores aumentados
de ascorbato nas folhas decorreram principalmente do estresse salino, e isso foi mais evidente
nos teores de ASC, acarretando um status redox aumentado, em comparacao as condi¢des
controle.

Na raiz, o status redox do ascorbato nas plantas pré-tratadas com NPS nao diferiu
em funcdo do estresse salino, aos 7 dias, mas isso se deveu a razodes distintas, pois, nas
condigdes controle, houve um maior acimulo de ASC que de DHA, enquanto que, nas
condi¢des salinas, houve reducdo apenas nos teores de DHA. Aos 14 dias, a redugdo causada
pelo estresse salino no status redox do ascorbato foi resultante de teores aumentados de DHA.

Alguns estudos tém demonstrado que o estresse salino acarreta diminuicao dos
teores de ascorbato em espécies ou cultivares sensiveis a salinidade (HERNANDEZ et al.,
2001; SHALATA et al., 2001; MITTOVA et al.; 2003, 2004). Tais redugdes ndo ocorreram
neste experimento, apesar de o BR 5011 ser considerado uma variedade de milho sensivel a
salinidade; de fato, os teores de ascorbato aumentaram nas condi¢des salinas, mas o papel do
pré-tratamento das plantas com NPS foi pouco evidente nesse processo. Christou, Manganaris
e Fotopoulos (2014) observaram inducao da expressdao de genes associados a biossintese de
ascorbato em plantas de morango pré-tratadas com NPS a 100 uM e submetidas a salinidade
(NaCl a 100 mM); baseando-se nisso, ¢ possivel sugerir que algo semelhante ocorreu nas
plantas de milho, neste experimento, uma vez que os teores foliares de ascorbato total aos 7
dias foram significativamente elevados com o pré-tratamento com NPS.

Com excegdo das plantas ndo pré-tratadas, a salinidade aumentou os teores
foliares de GSH aos 7 dias. Além disso, o pré-tratamento com NPS reduziu os teores foliares
de GSH, nas condig¢des controle, e ndo acarretou qualquer efeito significativo sobre eles, nas
condigdes salinas (Figura 15a). Aos 14 dias, os teores foliares de GSH aumentaram
significativamente em razdo da salinidade, ndo havendo, nesse tempo, qualquer efeito
significativo do pré-tratamento sobre essa variavel (Figura 15a). Nas raizes, os teores de GSH,
aos 7 dias, foram aumentados pelo estresse salino apenas nas plantas nao pré-tratadas; nesse
mesmo tempo, o pré-tratamento com NPS elevou os teores de GSH nas condigdes controle,

mas ndo alterou significativamente essa variavel nas condi¢des salinas (Figura 15b). Aos 14
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dias, os teores radiculares de GSH aumentaram apenas nas condig¢des controle, em razdo do

pré-tratamento com NPS, mas a salinidade reduziu-os significativamente, nas plantas pré-

tratadas (Figura 15b).
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Figura 15. Teores de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e status redox da glutationa [GSH/(GSH +
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de NPS, ou por letras mintsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre

si (p=0,05). As barras representam o erro padrio.
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Os teores foliares de GSSG foram reduzidos pela salinidade aos 7 e 14 dias, com
excegdo das plantas ndo pré-tratadas aos 7 dias, nas quais eles aumentaram com a salinidade
(Figura 15c). Aos 7 dias, os teores foliares de GSSG, nas condigdes controle, foram
significativamente aumentados pelo pré-tratamento com NPS, mas isso ndo ocorreu nas
condi¢des salinas, nas quais houve uma reducdo desses teores, nas plantas pré-tratadas com
NPS (Figura 15c). Aos 14 dias, o pré-tratamento com NPS aumentou os teores foliares de
GSSG, independentemente da condi¢cdo de salinidade a que as plantas estiveram submetidas
(Figura 15c¢). Nas raizes, de modo geral, os teores de GSSG aumentaram com o estresse
salino, e eles foram afetados pelo pré-tratamento com NPS apenas nas condi¢des controle, em
que aumentaram significativamente, em relagdo as plantas nao pré-tratadas (Figura 15d).

A razao GSH/(GSH + GSSG) nas folhas, aos 7 dias, foi drasticamente reduzida
pelo pré-tratamento com NPS, nas condi¢des controle, porém, quando as plantas estiveram
sob estresse salino, ndo houve qualquer alteragdo significativa nessa variavel, em decorréncia
do pré-tratamento (Figura 15¢). Aos 14 dias, a salinidade aumentou a razdo GSH/(GSH +
GSSG), independentemente de as plantas terem sido pré-tratadas ou nao (Figura 15e). De
modo geral, a razdo GSH/(GSH + GSSG) nas raizes foi reduzida pela salinidade, e o pré-
tratamento resultou em pouco ou nenhum efeito sobre essa razao nas plantas de milho (Figura
15%).

A redugdo do status redox da glutationa nas folhas, aos 7 dias, nas plantas sob
estresse, foi ditada principalmente pelo aumento dos teores de GSSG, e uma resposta similar a
essa ocorreu nas raizes dessas plantas, nesse mesmo tempo (Figura 15). Aos 14 dias, o status
redox da glutationa aumentado nas folhas, nas condi¢des salinas, derivou de aumentos nos
teores de GSH e redu¢do nos teores de GSSG, enquanto que, nas raizes, as alteragdes no
status redox da glutationa, nas condig¢oes salinas, foram ditadas principalmente pelos teores de
GSSG. Assim como com o ascorbato, o papel do pré-tratamento das plantas com NPS no

metabolismo da glutationa foi pouco evidente.

3.2.6 Enzimas antioxidantes

A atividade da SOD nas folhas ndo foi afetada pelo estresse salino, mas reduziu
significativamente em razdo do pré-tratamento com NPS, tanto nas condi¢des controle, quanto
nas condigdes salinas, e em quaisquer tempos analisados (Figura 16a). Uma resposta
semelhante a essa também foi observada nas raizes das plantas apds 7 dias de estresse; ja aos

14 dias, a atividade da SOD nas raizes foi reduzida nas condigdes salinas, mas o pré-
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tratamento com NPS reverteu esse quadro, elevando-a a valores significativamente maiores

que nas plantas controle e pré-tratadas (Figura 16b).
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Figura 16. Atividade da enzima dismutase do superdxido (SOD) nas folhas (a) e nas raizes (b) de plantas de
milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 uM (com hachura) e cultivadas durante 7 ou 14
dias na auséncia (colunas brancas) ou na presenga (colunas cinza) de NaCl a 80 mM. Médias seguidas por letras
maiusculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por letras mintsculas iguais, em um mesmo nivel de

salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). As barras representam o erro padrao.

A SOD ¢ uma enzima ubiqua em organismos aerobicos e possui um papel-chave
na defesa contra os danos causados pelas ROS, uma vez que sua atividade modula os niveis
de *O;" e H,0; e, por conseguinte, diminui os riscos de formagdo do radical "OH (ALSCHER;
ERTURK; HEATH, 2002). Neste experimento, o estresse salino ndo afetou a atividade da
SOD nas folhas e a reduziu nas raizes, mas essa resposta varia com a espécie € com as
condigdes experimentais; geralmente a atividade da SOD aumenta em cultivares ou espécies
tolerantes a salinidade e diminui naqueles considerados sensiveis (AZEVEDO NETO et al.,
2006). De modo geral, a atividade da SOD foi diminuida nas plantas pré-tratadas com NPS, e
esse foi um resultado inesperado, pois, via de regra, a atividade dessa enzima tem aumentado
em plantas pré-tratadas com NPS, sob diferentes condi¢des adversas (SHI et al., 2007; LI et
al.,2008; XU et al., 2010). Tal atividade reduzida correlacionou-se com o aumento nos teores
de "0, nas plantas pré-tratadas e sob estresse, especialmente nas folhas, e pode explicar em
parte a pouca ou nenhuma alteragao dos teores de H,O, nesses 6rgaos, aos 7 dias de estresse.

A atividade da CAT nas folhas foi aumentada pelo estresse salino aos 7 dias, sem
ter havido, contudo, qualquer efeito significativo do pré-tratamento com NPS sobre essa
variavel (Figura 17a). Aos 14 dias, o estresse salino reduziu a atividade da CAT nas folhas,

mas isso foi revertido quando as plantas foram pré-tratadas com NPS (Figura 17a). Nas raizes,
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o estresse salino aumentou a atividade da CAT aos 7 dias, mas o pré-tratamento com NPS a
reduziu, nessas mesmas condi¢cdes de salinidade (Figura 17b). Aos 14 dias, ndo houve
quaisquer alteragoes na atividade da CAT em decorréncia do pré-tratamento com NPS, a qual
foi reduzida apenas em funcao da salinidade (Figura 17b).

A atividade da APX foi aumentada nas folhas das plantas apds 7 dias, como
consequéncia do pré-tratamento com NPS, mas ndo houve qualquer alteracdo significativa
nessa variavel em decorréncia do estresse salino (Figura 17¢). Aos 14 dias, contrariamente, a
atividade da APX nas folhas foi reduzida pelo pré-tratamento com NPS, tanto nas condig¢des
controle, quanto nas condi¢des salinas (Figura 17c). A atividade da APX nas raizes, aos 7
dias, foi aumentada pelo estresse salino nas auséncia de pré-tratamento com NPS, e ela ndo
variou significativamente nas plantas pré-tratadas (Figura 17d). Enquanto isso, aos 14 dias, a
atividade da APX foi reduzida significativamente em decorréncia do pré-tratamento com

NPS, ndo sendo afetada pela salinidade (Figura 17d).
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Figura 17. Atividade das enzimas catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) nas folhas (a, ¢) ¢ nas raizes
(b, d) de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 (sem hachura) ou 75 pM (com hachura) e
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Meédias seguidas por letras maiusculas iguais, em um mesmo nivel de NPS, ou por letras mintisculas iguais, em

um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). As barras representam o erro

padrdo.
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O H,0, gerado apos a atividade da SOD ainda € toxico e precisa ser eliminado
pela conversdo a H,O em reacdes subsequentes, € as principais enzimas associadas a essa
remocao sao a CAT ¢ a APX. Aos 7 dias, o aumento de atividade da CAT, nas condigoes
salinas, pode ter contribuido para a manutengdo dos teores de H,O,, os quais ndo variaram
com a salinidade (Figuras 13 e 17). Comparativamente, a CAT foi a mais eficiente na
remog¢ao de H,O,, pois ela apresentou uma taxa de remocdo dessa molécula muito maior que
ada APX.

Em muitos estudos, t€ém-se observado o envolvimento do NO na resposta
antioxidante, através da modulagdo da atividade das enzimas removedoras de ROS (WANG et
al., 2004). Neste estudo, de maneira geral, o pré-tratamento com NPS ndo afetou
marcantemente a atividade das enzimas CAT e APX, diferindo, portanto, de outros estudos,
em que o NO exo6geno induziu aumento da atividade dessas enzimas antioxidantes (WANG et

al., 2004; FAN et al., 2007; TUNCZ-OZDEMIR et al., 2009).

3.2.6 Analises proteomicas nas folhas

Aos 7 dias, a expressdo das diferentes proteinas identificadas foi diminuida pelo
estresse salino, na auséncia do pré-tratamento com NPS, e esse percentual de reducdo variou
de 31,5% (ID 7 — um fragmento de uma proteina transferidora de lipidios) a 67,1% (ID 20 —
uma subunidade menor da Rubisco) (Tabela 6). Nas condi¢des controle, o pré-tratamento das
plantas com NPS pouco influenciou a expressao das proteinas identificadas; nessas condigdes,
06 proteinas foram subexpressas (ID’s 2, 3, 14, 19, 20 e 21) e 01 proteina foi superexpressa
(ID 8) (Tabela 6). O pré-tratamento com NPS a 75 uM induziu a superexpressdo de varias
proteinas que antes haviam sido subexpressas nas condigdes salinas; os maiores aumentos de
expressao foram observados para as proteinas de ID’s 5 e 11 (101,5% e 95,7%,
respectivamente) (Tabela 6). Por fim, nas plantas pré-tratadas com NPS, a maioria das
proteinas identificadas também foi subexpressa sob estresse salino (Tabela 6).

Aos 14 dias, o estresse salino nao alterou a expressao da maioria das proteinas
identificadas, diferindo, portanto, do que ocorreu aos 7 dias. (Tabela 7). Nas condi¢des
controle, o pré-tratamento das plantas com NPS causou superexpressdo da maioria das
proteinas identificadas; o maior aumento de expressdo foi observado em uma proteina
transportadora de lipidios (ID 41; 322,0%), seguido de um componente proteico do centro de
reacdo do fotossistema I (ID 33; 140,3%). Essas duas proteinas também foram as que mais

aumentaram nas condicdes salinas, em fun¢ao do pré-tratamento com NPS, e exemplificam o



Tabela 6. Proteinas diferencialmente expressas em folhas de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas

durante 7 dias na auséncia ou na presenga de NaCl a 80 mM.

Proteina ID Identificacio CxS Cx C-NPS S x S-NPS C-NPS x S-NPS
1 Adenylate kinase chloroplastic i 49,1 nd s nd
2 ATP synthase subunit alpha chloroplastic B 67 s [ ) B s
3 ATP synthase subunit beta -4,4 -6,9 -1,9 nd
4 Germin like protein B 545 nd nd B w7
5 Non specific lipid transfer protein - 39,3 nd _ -9,4
6 Non specific lipid transfer protein - 47,7 nd - 64,9 - 324
7 Non specific lipid transfer protein Fragment . 31,5 nd nd -,1
8 Non specific lipid transfer protein Fragment - 54,7 -5,0 -70,8 - 49,7
9 Oxygen evolving enhancer protein 1 -59,0 nd - 42,1 . 33,6
10 Oxygen evolving enhancer protein 3 1 ‘0,0 nd -,0 - 32,6
11 Oxygen evolving enhancer protein 3 1 chloroplastic B o635 nd B s B 348
12 Peptidyl prolyl cis trans isomerase B 93 nd nd nd
13 Peroxiredoxin 5 - 48,0 nd nd 6,7
14 Photosystem I iron sulfur center B 206 B 290 B 67 nd
15 Photosystem I reaction center subunit 11 [ TR nd nd B 236
16 Photosystem I reaction center subunit [V A - 43,0 nd nd - 38,5
17 Photosystem I reaction center subunit IV A [ TR nd nd nd
18 Putative thioredoxin superfamily protein B 467 nd nd B 398
19 Ribulose bisphosphate carboxylase small chain -1,6 - 329 -,6 nd

20 Ribulose bisphosphate carboxylase small chain chloroplastic 1 - 30,3 -68,6 nd
21 Superoxide dismutase Cu Zn B s B s B s nd
22 Superoxide dismutase Cu Zn 2 B 5 nd B s nd
23 Superoxide dismutase Cu Zn 4A N nd ! 49,0 ! 35,6

Marcagdes em vermelho ou azul correspondem respectivamente a proteinas que foram subexpressas ou superexpressas, € o percentual com que elas
foram alteradas encontra-se no interior de cada célula. nd: ndo diferencial; C: auséncia de NaCl a NPS; S: presenca de NaCl e auséncia de NPS; C-NPS:

auséncia de NaCl e presenca de NPS; S-NPS: presenga de NaCl e NPS.



Tabela 7. Proteinas diferencialmente expressas em folhas de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas

durante 14 dias na auséncia ou na presenca de NaCl a 80 mM.

Proteina ID Identificacido CxS Cx C-NPS S x S-NPS C-NPS x S-NPS
24 Oxygen evolving enhancer protein 1 nd - 132,8 . 62,0 nd
25 ATP synthase subunit beta [ 57,6 [ 79,7 [ 51,6 nd
26 Peptidyl prolyl cis trans isomerase nd nd I 50,7 nd
27 Photosystem I iron sulfur center nd I 50,6 nd I 32,8
28 Oxygen evolving enhancer protein nd I 582 - 1229
29 Non specific lipid transfer protein Fragment B 2015 B 61,2 B s
30 Phosphoenolpyruvate carboxylase 1 nd nd nd -
31 Photosystem I reaction center subunit IV nd B 03 B 1300 nd
32 Photosystem I reaction center subunit IV nd B a0 B s nd
33 Photosystem I reaction center subunit 11 nd . 87,0 . 59,0 nd
34 Superoxide dismutase Cu Zn 4A nd B 35 nd B o3
35 Superoxide dismutase Cu Zn Fragment nd . 80,3 - 111,6 nd
36 Oxygen evolving enhancer protein 3 1 chloroplastic nd I 55,6 [ 45,5 nd
37 Fructose bisphosphate aldolase . 68,4 nd nd nd
38 ATP synthase subunit alpha chloroplastic B 594 I 56,3 nd nd
39 Non specific lipid transfer protein Fragment nd _) _ nd

Marcagdes em vermelho obu azul correspondem respectivamente a proteinas que foram subexpressas ou superexpressas, ¢ o percentual com que elas
foram alteradas encontra-se no interior de cada célula. nd: ndo diferencial; C: auséncia de NaCl a NPS; S: presenca de NaCl e auséncia de NPS; C-NPS:
auséncia de NaCl e presenca de NPS; S-NPS: presenga de NaCl e NPS.
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efeito indutor de superexpressdo ocorrido na maior parte das proteinas, acarretado pelo pré-
tratamento com NPS (Tabela 7). Embora a expressdo das proteinas identificadas tenha sido
pouco afetada pelo estresse salino nas plantas pré-tratadas com NPS, houve,
interessantemente, superexpressao da enzima carboxilase do fosfoenolpiruvato (Tabela 7).
Nas folhas, varias proteinas relacionadas a fotossintese foram expressas
diferencialmente em decorréncia do estresse salino, bem como do pré-tratamento com NPS
(Tabelas 6 e 7). Entre elas, estiveram presentes proteinas do complexo de evolucao do
oxigénio, proteinas que compdem o centro de reacao do fotossistema I e a subunidade menor
da carboxilase/oxigenase da ribulose-1,5-bifosfato (Rubisco) (Tabelas 6 e 7). Como visto, a
fotossintese foi afetada pela salinidade e o pré-tratamento com NPS atenuou esse efeito
adverso. Uma das razdes pelas quais a 4 ndo foi afetada pela salinidade, nas plantas pré-
tratadas com NPS, pareceu ter sido a indugdo da expressdo de proteinas relacionadas ao
processo fotossintético, como a subunidade menor da Rubisco, aos 7 dias, e subunidades do
centro de reagcdo do fotossistema I, aos 14 dias, e ¢ provavel que outras proteinas também
tenham sido afetadas, mas que nao foram identificadas neste estudo. Outras proteinas
diferencialmente expressas nas folhas e que merecem destaque foram as subunidades a e 3 da
sintase do ATP cloroplastidial, proteinas transportadoras de lipidios inespecificas e uma das

isoformas da enzima dismutase do superéxido (Cu-Zn SOD) (Tabelas 6 ¢ 7).

3.2.7 Andlises proteomicas nas raizes

Aos 7 dias, a expressdo da maioria das proteinas identificadas nas raizes nao foi
afetada pelo estresse salino; nessas condicdes, cinco proteinas foram subexpressas (ID’s 54,
55, 63,65 e 69), com redugdes variando de 29,27% a 82,49%, e apenas uma foi superexpressa
(ID 68), a qual aumentou 200% (Tabela 8). Nas condi¢des controle, o pré-tratamento com
NPS reduziu a expressdo de varias proteinas, incluindo diversas peroxidases; houve ainda
superexpressdo de duas proteinas, e uma delas foi uma PR-10 (ID 66), que aumentou 66%. Ja
nas condigdes salinas, o pré-tratamento com NPS surtiu pouco efeito na expressao proteica;
nesse caso, apenas algumas peroxidases (ID’s 59, 64 e 65) foram subexpressas, enquanto
quatro proteinas foram superexpressas (Tabela 8). Nas plantas pré-tratadas com NPS, o
estresse salino pouco influenciou a expressao das proteinas.

Aos 14 dias, as alteragdes na expressao das proteinas na raiz, decorrentes dos
tratamentos, diferiram completamente daquelas ocorridas aos 7 dias. (Tabela 9). Houve a

superexpressdo de varias proteinas devido ao estresse salino, na auséncia de pré-tratamento,
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incluindo algumas enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo (Tabela 9). O pré-
tratamento com NPS também acarretou a superexpressdo de certas proteinas, com aumentos
variando de 43,8% (ID 89) a 165,4% (ID 79) (Tabela 9). Nas condigdes salinas, o pré-
tratamento com NPS resultou na subexpressdo da maioria das proteinas identificadas, a
exceg¢do de 01 proteina (ID 79), cuja expressdo aumento 150% (Tabela 9). Por fim, nas
plantas pré-tratadas, a maioria das proteinas foram subexpressas em decorréncia da salinidade.

Nas raizes, as proteinas expressas diferencialmente estiveram relacionadas
principalmente ao metabolismo oxidativo (peroxidases diversas e a dismutase do superoxido,
por exemplo) e com o metabolismo de carboidratos (isomerase da triose fosfato, aldolase e
desidrogenase do malato); houve destaque também para algumas PR-proteinas, tanto aos 7

dias, quanto aos 14 dias (Tabelas 8 ¢ 9).



Tabela 8. Proteinas diferencialmente expressas na raiz de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas durante

7 dias na auséncia ou na presenga de NaCl a 80 mM.

Proteina ID Identificacao CxS Cx C-NPS S x S-NPS C-NPS x S-NPS
40  Polyubiquitin 2 nd nd nd B 6667
41  Superoxide dismutase Cu Zn 2 nd nd nd B 5o
42 Glutamic acid and lysine rich protein Il" 36,49 .||||| 4595 nd nd
43 Methyl binding domain protein MBD109 B s B o3 EENEGSoo MY 7692
44 Hsp20 alpha crystallin family protein nd mlll 56,93 nd H 4746
45 Triosephosphate isomerase cytosolic nd e 30,40 nd nd
46 Putative methyl binding domain protein MBD105 nd nd B 2000 nd
47 Peroxidase Fragment nd -||||||| 70,25 .|||| 46,46 .|| 44,68
48 Non specific lipid transfer protein Fragment nd nd -|||%4,29 nd
49 Fructose bisphosphate aldolase nd e 42,06 nd nd
50 Anionic peroxidase nd .|||‘ 29,06 nd nd
51 Histone H4 B 02 W 4831 nd nd
52 Peroxidase 66 nd -|||||||| 67,67 .||||| 67,65 nd
53 Peroxidase | B 2027 s W w05 nd
54 Pathogenesis related protein 10 -||||"58,42 [ 40,24 nd
55 Peroxidase 39 - ||| 68,18 nd -IH 7143
56 Malate dehydrogenase -IM)O -mbo nd nd
57 Histone H4 B 240 W 3277 EEESES WD sses

Marcacdes em vermelho ou azul correspondem respectivamente a proteinas que foram subexpressas ou superexpressas, € o percentual com que elas
foram alteradas encontra-se no interior de cada célula. nd: ndo diferencial; C: auséncia de NaCl a NPS; S: presenca de NaCl e auséncia de NPS; C-NPS:
auséncia de NaCl e presenca de NPS; S-NPS: presenga de NaCl e NPS.



Tabela 9. Proteinas diferencialmente expressas nas raizes de plantas de milho (Zea mays) pré-tratadas com NPS a 0 ou 75 uM e cultivadas

durante 14 dias na auséncia ou na presenga de NaCl a 80 mM.

Proteina ID Identificacao CxS Cx C-NPS S x S-NPS C-NPS x S-NPS
58 Versicolorin reductase nd nd nd -m9_
59 Triosephosphate isomerase cytosolic [ 69,6 -|||“25,0 nd nd
60 Superoxide dismutase Cu Zn [ 46,2 W 75,6 1 37,7 [ 482
61 Superoxide dismutase Cu Zn ." 50,0 -||| 63,8 l||| 4.5 -||||||‘ 473
62 Superoxide dismutase Cu Zn Fragment [ 522 -|||"126,9 nd Hl 48,0
63 Superoxide dismutase Cu Zn 2 [ 56,8 nd i 37,0 i 29,2
64 Peroxidase Fragment -|||‘ 103,8 nd l|||| 404 -||||| 50,0
65 Peroxidase 66 -||| 65,7 nd .|||||| 70,1 -|||||| 443
66  Peroxidase 39 B 6 nd B 5o, W 30,7
67 Peroxidase 2 nd MR 1654 [ R nd
68  Peroxidase 1 B 05,1 nd B 556 nd
69 Pathogenesis related protein class I Fragment nd [l 90,2 nd e B3
70 Non specific lipid transfer protein nd nd nd (i 34,1
71 Methyl binding domain protein MBD109 nd B 503 nd B 416
72 Malate dehydrogenase cytoplasmic nd -||H20,0 nd nd
73 Jasmonate induced protein nd nd nd i 45,2
74 Hsp20 alpha crystallin family protein B 918 nd B ss3 nd
75 Glutamic acid and lysine rich protein n 46,2 nd nd nd
76 Fructose bisphosphate aldolase -||| 65,1 nd i 40,1 nd
77 Anionic peroxidase MG, W 45 W 742 B 47

Marcagdes em vermelho ou azul correspondem respectivamente a proteinas que foram subexpressas ou superexpressas, € o percentual com que elas
foram alteradas encontra-se no interior de cada célula. nd: ndo diferencial; C: auséncia de NaCl a NPS; S: presen¢a de NaCl e auséncia de NPS; C-NPS:

auséncia de NaCl e presenca de NPS; S-NPS: presen¢a de NaCl e NPS.
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5 CONCLUSOES

Os resultados do primeiro experimento mostraram que a atenuagao dos efeitos da
salinidade nas plantas de milho (variedade BR 5011) foi dependente da concentracao de NPS,
sendo 75 uM a concentragdo mais adequada, entre as testadas.

A menor reducdo do crescimento das plantas aos 7 dias de estresse salino, devido
ao pré-tratamento com NPS a 75 uM, esteve mais relacionada com uma melhor homeostase
16nica do que com o aumento da eficiéncia do sistema antioxidativo.

O pré-tratamento das plantas de milho com NPS a 75 uM foi parcialmente eficaz
na atenuagdo dos efeitos da salinidade, pois os efeitos de melhora que ele causou as plantas
apo6s 7 dias de estresse ndo perduraram aos 14 dias de estresse.

A andlise protedmica permitiu identificar proteinas diferencialmente expressas
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