UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
DOUTORADO EM BIOQUIMICA

JOSEMIR MOURA MAIA

RESTRICAO DE CRESCIMENTO INDUZIDA POR ESTRESSE SALINO COMO
UMA ESTRATEGIA DE DEFESA OXIDATIVA EM RAIZES DE FEIJAO-CAUPI

FORTALEZA — CEARA
2008



JOSEMIR MOURA MAIA

RESTRICAO DE CRESCIMENTO INDUZIDA POR ESTRESSE SALINO COMO
UMA ESTRATEGIA DE DEFESA OXIDATIVA EM RAIZES DE FEIJAO-CAUPI

Tese submetida a Coordenacdo do Curso
de Pos-Graduacdo em Bioguimica da
Universidade Federal do Ceard, como
parte dos requisitos para a obtencdo do
grau de Doutor em Bioguimica.

Area de concentragdo: Bioquimica

Orfentador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio
Gomes da Silveira

FORTALEZA — CEARA
2008



M186r

Maia, Josemir Moura
Restricdo de crescimento induzida por estresse salino como
uma estratégia de defesa oxidativa em raizes de feijao-caupi
[manuscrito] / Josemir Moura Maia
163 f. : il. color. ; enc.

Orientador: Joaquim Albenisio Gomes da Silveira

Area de concentrag&o: Bioquimica

Tese (doutorado) - Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza, 2008

1. Protecédo oxidativa 2. Vigna unguiculata — Estresse salino

3. Enzimas antioxidantes 4. Plantas — Efeito do sal I. Silveira,
Joaquim Albenisio Gomes da (orient.) Il. Universidade Federal
do Ceara — Doutorado em Bioquimica Ill. Titulo




Esta Tese foi apresentada como parte dos requisitos necessarios a obtengdo do grau
de Doutor em Bioquimica, area de concentracdo em Bioquimica Vegetal, outorgado
pela Universidade Federal do Ceara e se encontra a disposicao dos interessados na

Biblioteca Central da Universidade.

A transcricao de qualquer trecho dessa Dissertacao sera permitida, desde

que seja feita de acordo com as normas da Etica Cientifica.

Tese aprovada em 29 de maio de 2008.

Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira
UFC/DBBM — Orientador

d/ W
Benlldo Sousa Cavada se Tadeu Abreu d

UFC/DBBM — Conselheiro UFC/DBBM - Conselheiro

iveira

bofiars € (b o Mol LA

Cristiane Elizabeth Costa de Macédo Victor\Alexandre Vitorello
UFRN/DBCG — Conselheira USP/CENA -




Dedico esta tese ao meu orientador.



AGRADECIMENTOS

A Deus por todas as béngdos que tem derramado sobre mim.
Ao Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira, pela valiosa orientagdo, pelas
cobrancas, pelo incentivo, e pela confianca na realizacao deste trabalho.
Ao professor Benildo Sousa Cavada pela disponibilidade e interesse em colaborar
com a execucgao e participar da avaliacdo deste trabalho.

Ao professor José Tadeu Abreu de Oliveira pelas parcerias informais, duvidas
esclarecidas e disponibilidade de reagentes e equipamentos imprescindiveis para a
execucao dos experimentos. Agradeco também pela disponibilidade e interesse em

participar da avaliagdo deste trabalho.

A professora Cristiane Elizabeth Costa de Macédo pela valorosa parceria,
incentivo, amizade desde a defesa da dissertacdo de mestrado. Agradeco também
pela disponibilidade e interesse em participar da avaliacdo desta tese e pelas
imprescindiveis contribuicoes intelectuars.

Ao professor Victor Alexandre Vitorello pela disponibilidade e interesse em
participar da avaliagdo deste trabalho.

Aos professores, Arlete Aparecida Soares, Cristina Paiva da Silveira Carvalho,
Dirce Fernandes de Melo, Francisco de Assis de Paiva Campos, Ilka Maria
Vasconcelos e Maria Raquel Alciantara de Miranda pela colaboracéo direta com
conselhos, orientacdo em ensaios e experimentos, esclarecimento de protocolos,
doagdo de reagentes, auxilio e empréstimo de equijpamentos indispensaveis para a
realizacao desta tese.

Aos professores do Curso de Pos-Graduacdo em Bioguimica que contribuiram para o
meu aprendizado durante a minha permanéncia no curso.

A coordenacéo do Programa de Pés-Graduacdo em Bioguimica pelo apoio e atengdo
durante a realizagdo desta tese.

Aos funciondrios, sempre competentes, prestativos e companheiros.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) péela

participacao direta no financiamento destas desse trabalho.



Ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia, a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) e a Fundagdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (FUNCAP), pelo apoio indireto no financiamento e suporte
ao desenvolvimento deste trabalho
Ao amigo Jodo Batista Santiago Freitas do Departamento de Fitotecnia pelo
incentivo, longa parceria profissional e pela doagcdo das sementes utilizadas nos
experimentos.

Aos amigos Eduardo Luiz Voigt, Jodo Paulo Matos Santos Lima, Luiz Aguiar
Ferreira Ponte, Sérgio Luiz Ferreira da Silva, Theresa Christine Filgueiras
Russo Aragdo em especial pela longa parceria profissional e pelos momentos
fraternos ao longo dos quatro anos de doutorado.

Aos amigos, Adilton de Vasconcelos Fontenele, Alana Cecilia de Menezes
Sobreira, Cicera Raquel Fernandes Rodrigues, Cristina Silva de Lima, Darcy
Mayra Furtado Gondim, Fabio Rossi Cavalcanti, José Hélio Costa, José
Hélio de Aradjo Filho, Marcelo Brito Cavalcante, Tales Rocha de Moura e
Wanessa Kaline de Aratjo Moura Correia pela colaboragdo direta com a
execucao, esclarecimentos de protocolos, operacao de equipamentos e outras
atividades importantes para a finalizacao do trabalho.

Ao meu Irméo (Fabio) e minha méae (Neide) e minha avo (Luiza) pelo incentivo,
paciéncia e companheirismo em todos os momentos de minha vida.

A Silvana por tudo que tivemos que passar e por sua paciéncia comigo durante
todos esses anos ao me lado.

A todos enfim, que contribuiram para a realizacado deste trabalho.



Este trabalho foi realizado gracas ao auxilio das seguintes instituicoes:

e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq

e Universidade Federal do Ceara - UFC

e Fundacdo Cearense de Apoio a Pesquisa - FUNCAP

Vi



"A vida é como jogar uma bola na parede: se jogar uma bola azul, ela voltara azul;
se jogar uma bola verde, ela voltard verde, se jogar a bola fraca, ela voltara fraca;
se jogar a bola com forca, ela voltard com forca. Por isso, nunca "jogue uma bola na
vida” de forma que vocé ndo esteja pronto a recebé-la. A vida ndo da, nem
empresta; ndo se comove, nem se apieda. Tudo quanto éela faz € retribuir e transferir
aquilo que nos lhe oferecemos”.

Albert Einstein, In.: Out of My Later Years, 1950
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foram analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p <
(001 TR P PP PPPPPP

CAPITULO 4

Figura 1 — Comprimento radicular (A), concentracdo de Na* (B) e conteldo relativo de
agua (C) em raizes de plantulas de feijao-caupi, cv. Pitilba, submetidas a doses de 0 mM
— controle, 50 e 100 mM de NaCl, durante 0, 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento. Os
resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de
TUKEY (P S 0,05). 1uuiiiiiiiiiiiii et serrs s s s e s s s s rr e s s e e ann s e e s e ran s e e s e rn e e s e rrnn e e e e rrnnan

Figura 2 — Vazamento de eletrdlitos (A) e peroxidacdo de lipideos (B) em raizes de
plantulas de feijao-caupi, cv. Pitilba, submetidas a doses de 0 mM — controle, 50 e 100
mM de NaCl, durante 0, 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento. Os resultados foram
analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). .....

Figura 3 — Atividade enzimadtica de dismutase de superdxido (SOD) (A), peroxidase de
ascorbato (APX) (B), catalase (CAT) (C) e peroxidase de fendis (POX) em raizes de
plantulas de feijao-caupi, cv. Pitilba, submetidas doses de 0 mM — controle, 50 e 100 mM
de NaCl, durante 0, 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento. Os resultados foram analisados
por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). ...coeevvviviiinnnns
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CAPITULO 5

Figura 1 — Aspectos gerais de plantulas feijao-caupi cv. Pitiiba no 6° dia apds o semeio e
48 horas de tratamento com 100 mM de NaCl. Morfologia das plantulas de feijao-caupi (A
— controle, B — tratadas com 100 mM de NaCl). Danos de membranas /in vivo em
segmentos apicais de raizes de feijao-caupi (C — controle e D — tratadas com 100 mM de
NaCl). Peroxidacao de lipideos /in vivo em segmentos apicais de raizes de feijdo-caupi (E —
controle e F — tratadas com 100 mM de NaCl). .....cooiiiiiiiiiiiii e

Figura 2 — Concentracao de H,0, (A, B e C) e peroxidagdo de lipideos (D, E e F) em raizes
de plantulas de feijdo-caupi submetidas 0 — controle e 100 mM de NaCl durante 180
minutos (A e D), 48 horas (B e E) e 4 dias (C e F). Os resultados foram analisados por
ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). weeeeeverieeeireniiiinnnn.

Figura 3 — Atividade de oxidase de NADPH (NOX) de membrana plasmatica (A), dismutase
de superdxido (SOD) apoplastica (B) e peroxidase de fenodis (POX) de parede celular (C)
em raizes de plantulas de feijdo-caupi, cultivadas sob condicdo controle e tratadas com
100 mM de NaCl por 24 e 48 horas. As letras sobre as barras indicam diferengas
significativas testada por Tukey (p < 0,05). .oiieiriiiiiiiiiii e e e

Figura 4 — Concentracdo de H,0, apoplastico (A) e teor de lignina (B) em raizes de
plantulas de feijao-caupi, cultivadas sob condicdo controle e tratadas com 100 mM de
NaCl por 24 e 48 horas. As letras sobre as barras indicam diferencas significativas testada
POF TUKEY (P = 0,05). 1iiiiiiiieeieeitiiinisies s s s e s e s e e e s e e re s s s s s e e e s e e s e e e e e s rrr s s s saeeeeeeeas

Figura 5 — Comprimento radicular (A), atividade de peroxidase de fendis (POX) total (B) e
atividade de peroxidase de fendis (POX) apoplastica (C) em raizes de plantulas de feijao-
caupi, cultivadas sob condicdes controle (0 mM de NaCl) e tratadas com 100 mM de NaCl
durante 24 e 48 horas. Tratamentos: controle-24 horas (C-24); 100 mM de NaCl-24 horas
(5-24); controle-48 horas (C-48); 100 mM de NaCl-48 horas (5-48); 100 mM de NaCl-24
horas — H,0-24 horas (Rec). As letras sobre as barras indicam diferencas significativas ....

Figura 6 — Concentracao de ascorbato apoplastico (A) e Teor de fendis apoplasticos (B)
em raizes de plantulas de feijdo-caupi, cultivadas sob condigbes controle (0 mM de NaCl) e
tratadas com 100 mM de NaCl durante 24 e 48 horas. Tratamentos: controle-24 horas (C-
24); 100 mM de NaCl-24 horas (5-24); controle-48 horas (C-48); 100 mM de NaCl-48
horas (5-48); 100 mM de NaCl-24 horas — H,0-24 horas (Rec). As letras sobre as barras
indicam diferencas significativas testada por Tukey (p < 0,05). «ooovvviiiiiiiirrreriiieee e

Figura 7 — Atividade de dismutase de superdxido (SOD) total (A), atividade de dismutase
de superdxido (SOD) apoplastica (B), concentracdo de H,0, total (C) e concentracao de
H,0, apoplastico (D) em raizes de plantulas de feijdo-caupi, cultivadas sob condigbes
controle (0 mM de NaCl) e tratadas com 100 mM de NaCl durante 24 e 48 horas.
Tratamentos: controle-24 horas (C-24); 100 mM de NaCl-24 horas (S-24); controle-48
horas (C-48); 100 mM de NaCl-48 horas (5-48); 100 mM de NaCl-24 horas — H,0-24
Lol = S (= o) TR

Figura 8 — Atividade de peroxidase de ascorbato (APX) total (A) e catalase (CAT) total (B)
em raizes de plantulas de feijao-caupi, cultivadas sob condigbes controle (0 mM de NaCl) e
tratadas com 100 mM de NaCl durante 24 e 48 horas. Tratamentos: controle-24 horas (C-
24); 100 mM de NaCl-24 horas (S-24); controle-48 horas (C-48); 100 mM de NaCl-48
horas (5-48); 100 mM de NaCl-24 horas — H,0-24 horas (Rec). As letras sobre as barras
indicam diferencas significativas testada por Tukey (p < 0,05). ..cvevviiiiiiiiniiiiieeeenee e
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CONSIDERACOES FINAIS

Figura 1 — O Na* pode induzir (indiretamente) a atividade dos canais de calcio (CC) e da
oxidase de NADPH (NOX). O calcio intracelular também estimula a atividade de NOX. Esta
enzima produz O, que é convertido a H,O, por uma dismutase de superdxido (SOD)
apoplastica. O H,0, apoplastico pode ser degradado por uma peroxidase de parede celular
(POX) que participa do processo de lignificacao, oxidando fendis apoplasticos (X = X'). O
acido ascérbico (Asc.) é degrado por uma oxidase de ascorbato (AQ) € SEUS ........cceeeernnes

ANEXOS

Anexo 1 — Aspecto morfoldgico das plantulas de feijao-caupi, cultivares Pitilba (PIT-
esqueda) e Pérola (PER-direita) do capitulo 2. TO — aspecto das plantulas com 4 dias apos
semeio (antes da aplicacdo do tratamento); Controle — plantulas ndo-tratadas apos 2 dias
de tratamento; NaCl — plantulas tratadas com 100 mM de NaCl apods 2 dias de tratamento.

Anexo 2 — Aspecto morfoldgico das plantulas de feijao-caupi, cultivares Pérola (acima) e
Pitilba (abaixo) do capitulo 3. TO — aspecto das plantulas com 4 dias apds semeio (antes
da aplicagao do tratamento); 0, 25, 50, 75 e 100 correspondem aos tratamentos de NaCl
(em mmol L) aplicados durante 2 dias em ambos 0 CUltiVares. .........ccceeevrerrveeivesieesenenns

Anexo 3 — Aspecto morfoldgico das plantulas de feijao-caupi, cultivar Pitiiba do capitulo 4.
TO — aspecto das plantulas com 4 dias apds semeio (antes da aplicacdo do tratamento); 0,
24, 48, 72 e 96 horas correspondem aos tempos de exposicao as doses de 0 mM de NaCl
(A), 50 MM (B) € 100 MM (C). eeeeiuuunurrrrrrreerereereeeeaseesssssssssssssseseeeeeeeeeessaesessesasssssssssssnn
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RESTRICAO DE CRESCIMENTO INDUZIDA POR ESTRESSE SALINO COMO
UMA ESTRATEGIA DE DEFESA OXIDATIVA EM RAIZES DE FEIJAO-CAUPI

Autor: JOSEMIR MOURA MAIA

Orientador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio G. da Silveira

RESUMO

A presente tese prop0s testar a hipétese de que a reducao no comprimento de raizes
de feijdo-caupi, tratadas com NaCl, pode estd relacionada com mudancas na
atividade de enzimas antioxidantes intracelulares e apoplasticas. Isto seria
relacionado ao aumento e/ou controle da concentracdo de espécies reativas oxigénio
por mecanismos enzimaticos que controlam o crescimento. O trabalho foi subdividido
em 5 capitulos independentes e interligados. O primeiro capitulo trata de uma
revisao tedrica do tema abordado na tese justificando-a e colocando em evidéncia a
relevancia cientifica do trabalho. Esta revisao trata de todos os aspectos abordados
na tese, além de temas conexos como a descricdo das vias sinalizacdo ativadas sobre
estresse salino e algumas moléculas sinalizadoras. No capitulo 2, avaliou-se o efeito
do NaCl no comprimento da raiz, conteudo relativo de agua (CRA), teor de massa
seca, concentracdo de Na* e relacdo K*/Na* além da atividade de dismutase de
superdxido (SOD), peroxidase de ascorbato (APX), peroxidase de fendis (POX) e
catalase (CAT) nas cultivares Pérola (sensivel) e Pitilba (resistente) de feijao-caupi,
contrastantes quanto a resisténcia ao estresse salino e oxidativo no estadio de
germinagao. Este trabalho possibilitou concluir que embora as cultivares apresentem
grau de sensibilidade diferenciado ao NaCl e estresse oxidativo, no estadio de
germinagao, essas caracteristicas ndo sdo mantidas no estadio fisioldgico de plantula.
Além disso, os parametros avaliados nao foram capazes de determinar diferencas
contrastantes entre as duas cultivares que pudessem classifica-las como resistente
e/ou susceptivel ao sal. No intuito de compreender melhor os mecanismos
antioxidantes das cultivares estudadas e avaliar se a concentracdao de NaCl interfere
na reposta das mesmas, no capitulo 3 determinou-se comprimento radicular, CRA e
concentragdo de Na*, além das atividades de SOD, APX, CAT e POX em raizes de
plantulas tratadas com 0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl durante dois dias. Este
capitulo possibilitou concluir que a resposta no crescimento e na atividade de
enzimas antioxidantes é dependente da dose e da cultivar. Ademais, verificou-se que
um sistema envolvendo a atividade de POX poderia estar associado tanto a
manutencdo dos niveis de H,O, quanto a reducdo no comprimento radicular. Para
determinar se os mecanismos antioxidantes sao dependentes do tempo de exposicao
ao NaCl, no capitulo 4, raizes de feijdo-caupi da cultivar Pitiiba foram tratadas com
0; 50 e 100 mM de NaCl durante 0; 24; 48; 72 e 96 horas. Neste capitulo,
demonstrou-se que a redugao no comprimento radicular, depende da dose e do
tempo de exposicao ao NaCl e que os efeitos sdo acompanhados por um acumulo de
Na* nos tecidos, embora isto ndo leve a uma peroxidacdo de lipideos. Este capitulo
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também levantou duvidas com relacdo ao envolvimento das enzimas SOD, APX, CAT
e POX durante o crescimento. Para contribuir com a elucidacao desses mecanismos o
capitulo 5 envolveu pelo menos 3 experimentos onde as plantulas de feijao-caupi
foram expostas a periodos de estresse de curta e longa duracdo. Nestes
experimentos foram relacionados o metabolismo das espécies reativas de oxigénio
de apoplasto com a atividade de oxidase de NADPH (NOX), SOD apoplastica e POX
de parede celular. Uma explicagdao plausivel para uma relacao entre o estresse
oxidativo e o estresse salino é que a resposta antioxidante pode simular parcialmente
uma resposta hipersensitiva. As enzimas NOX, SOD apoplastica e POX de parede
apresentaram um aumento de atividade precedido de uma explosao oxidativa.
Adicionalmente o H,0O, pode funcionar como sinalizador celular de estresse e ser
coadjuvante na lignificagao da parede.
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SALT-INDUCED GROWTH REDUCTION AS A STRATEGY OF OXIDATIVE
DEFENSE IN COWPEA ROOTS

Author: JOSEMIR MOURA MAIA

Adviser: Prof. Dr. Joaquim Albenisio G. da Silveira

ABSTRACT

In the present thesis, the hypothesis that the salt-induced impairment of root growth
is due to changes in the symplastic and apoplastic antioxidant enzyme activity was
investigated. Root growth impairment may be related to the enhancement and/or the
control of the reactive oxygen species by enzymatic systems involved in growth
regulation. This work was divided into five interconnected chapters. The first is a
theoretical review of the approached subject and includes the scientific relevance of
this study. This review details the oxidative mechanisms involved in root growth
regulation under salinity, besides the signaling pathways activated under salt stress
and related signaling molecules. In the chapter 2, the Pérola (sensitive) and Pitiiba
(resistant) cultivars showing contrasting responses to salt stress at germination were
evaluated during the seedling stage. Four-day-old seedlings were exposed to 100
mM NaCl for two days and it was determined the root length, dry weight, relative
water content (RWC), Na* content, K*/Na* ratio and the activity of superoxide
dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), phenol peroxidase (POX) and catalase
(CAT). The obtained results were insufficient to categorize the tested cultivars as
sensitive or resistant to salt stress at the seedling stage. The effect of the external
NaCl concentration on the antioxidant responses in the studied cultivars was
investigated in the chapter 3. It was assessed the root lenght, RWC, Na* content and
the activity of SOD, APX, CAT, and POX in seedlings treated with 0; 25; 50; 75 and
100 mM NaCl during two days. The root growth impairment was more pronounced in
the Pitilba cultivar under 100 mM NaCl. Additionally, it was verified that a metabolic
network involving the POX activity could be associated with the maintenance of H,0,
levels and the root growth restriction. In the chapter 4, a time-course of the
antioxidant responses were assessed in the Pitiba cultivar. Then, the seedlings were
exposed to 0, 50 and 100 mM NaCl during 0; 24; 48; 72; and 96 h and the same
variables determined in the previous experiment were evaluated again. It was
demonstrated that the root length reduction depends on the NaCl concentration and
the time of exposure. Although the root Na* content could suggest Na* toxicity, no
lipid peroxidation was detected. The involvement of SOD, APX, CAT, and POX activity
in root growth regulation was minutely investigated in the chapter 5. Thus, the
seedlings were exposed to salt stress in short- and long-term experiments. The
reactive oxygen species metabolism in the apoplastic fraction was associated with
the activity of NADPH oxidase (NOX), apoplastic SOD and cell wall POX. It is possible
that oxidative stress and salt stress are interconnected as the antioxidant response
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could mimic the hypersensitive reaction. NOX, apoplastic SOD and cell wall POX
showed enhanced activity preceding an oxidative burst. Additionally, H,O, could act
as an extracellular signal triggered by stress and play a role in cell wall
strengthening.
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SALINIDADE INDUZ MECANISMOS OXIDATIVOS ENVOLVIDOS NO
CONTROLE DO CRESCIMENTO DE RAIZES

CAPITULO 1

26



1.1. INTRODUCAO

Para as plantas, responder aos estresses abidticos é uma conseqiiéncia do
processo evolutivo e do aperfeicoamento de uma variedade de respostas
metabdlicas. Estas envolvem mecanismos intricados de percepcao do estresse,
possibilitando uma resposta eficiente a favor da sobrevivéncia (Fujita et al., 2006).
Neste contexto, o sistema radicular € comumente o primeiro 6rgao exposto a
salinidade e, portanto, responsavel pela eficiéncia na captacao de agua e
manutencdo do conteudo hidrico do vegetal (Siemens e Zwiazek, 2003). Nesses
orgaos, varios fendmenos metabdlicos sao observados quando as plantas sdo
expostas a estresses abioticos relacionados com o solo. Freglientemente, observa-se
0 aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), implicadas em
diversos fendmenos de sinalizagdo, homeostase e morte celular (Neill et a/., 2002;
Moller et al., 2007).

A producao de EROs sob estresse salino foi melhor observada em folhas e
as respostas em raizes sao pouco exploradas na literatura. De fato, existe uma
deficiéncia notavel na quantidade de estudos devotados ao entendimento das
respostas oxidativas (vias de sinalizagdo, mecanismos de danos e reparos). Mais
ainda nas raizes onde a combinacdo entre as atividades enzimaticas, fluxo de
substrato antioxidante e expressao de genes pode ser diferente daquela observada
em folhas, embora esses dois 6rgaos compartilhem quase a mesma arquitetura
enzimatica (Ren et al., 1999). Adicionalmente, devido ao metabolismo oxidativo ser
essencialmente redundante em plantas superiores, pouco é conhecido a respeito da
integracao e seu funcionamento em organelas e citosol de raizes, especialmente
sobre condicOes de estresse oxidativo induzido por salinidade (Mittler, 2002). Assim,
este estudo propOe atualizar as informacdes sobre os mecanismos antioxidantes,
descrevendo os principais processos de percepgao, sinalizacao e agao oxidativa de

raizes na resposta ao estresse salino.
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1.2. OS COMPONENTES DA SALINIDADE COMO INDUTORES DE
RESPOSTA E ESTRESSE OXIDATIVO

Em plantas, a salinidade causa tanto estresse i6nico como osmotico
(Figura 1). O estresse idnico ocorre quando, na planta ou tecido, a concentracao de
jons Na* alcanca um patamar superior a concentracdo de ions K" (Maathuis e
Amtmann, 1999). Este ion é considerado o principal nutriente inorganico cationico
em plantas e esta associado ao balanceamento de cargas no citoplasma, ativacao de
reacOes enzimaticas e regulacdo da pressao de turgor.

A troca do K' pelo Na* causa perturbacdes em todos os processos
descritos acima e ¢é iniciada pela competigdo do Na* pelos sitios de transporte de K*.
A competicao é motivada pelas similaridades fisico-quimicas entre esses dois ions e
culmina em uma deficiéncia intracelular de K*. Neste compartimento, o Na* compete
por sitios de ligagdo do K* e assim, inibe processos metabdlicos cruciais dependentes
desse ion (Maathuis e Amtmann, 1999).

Em adicdo ao estresse iOnico, o estresse osmético também pode ser
causado pelo estresse salino (Figura 1). Este é provocado pela diminuicdo da
disponibilidade de agua para a planta e, em maiores proporcoes, pode causar uma
diminuicdo na pressao de turgor dos tecidos além de reduzir o fluxo transpiratério e,
conseqiientemente, alterar a transpiragao, nutricdo e crescimento do vegetal
(Hasegawa et al, 2000; Zhu, 2001; Zhu, 2002). Adicionalmente, tanto o estresse
idnico como o osmotico podem causar estresse oxidativo (Zhu, 2001).

A aclimatacdo das plantas aos estresses abidticos é freqlientemente
associada ao aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como
superdxido (0,7), perdxido de hidrogénio (H,0,), radicais hidroxila (HO™), radicais
peroxidrilas (HOO") e oxigénio singleto (*0;) (Moller et al., 2007). O H,0, destaca-se
como a principal ERO envolvida em mecanismos de sinalizagao durante estresses
bidticos e abidticos além de ser o principal agente causador da morte celular

programada (Slezak et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1 — Componentes do estresse salino. O tratamento salino pode causar estresse ionico,
osmdtico e oxidativo. O estresse idnico é causado pelo aumento da concentracdo de Na* no citosol,
principalmente pela competicdo com o K* por canais de transporte, como o HKT1. No citosol, o Na™*,
em concentragbes superiores aos do K*, provoca desbalanceamento de cargas, inibicdo de diversas
reacOes enzimaticas dependentes de K* e interfere na pressdo de turgor. O estresse osmotico é
causado por mudancgas no potencial de soluto (ys) do apoplasto (Apo) e citosol (Cit). Esse efeito
causa uma reducao na taxa de translocacdo de agua para o citosol através das aquaporinas (AQP) e,
consequientemente, interfere na pressdao de turgor, diminui a taxa transpiratoria, interfere em
processos nutricionais e por fim no crescimento. Tanto o estresse idnico como o osmotico pode causar
estresse oxidativo através da interferéncia no balanco entre a producdo e remogdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). A producao de EROs pode ser destinada a sinalizagao e/ou culminar na
morte do tecido ou da planta inteira.
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Embora os dois componentes do estresse salino (ibnico e osmotico)
possam causar estresse oxidativo, pouco é conhecido a cerca da real contribuicao
desses componentes na producdo de EROs em raizes. Entretanto, € amplamente
conhecido que um desequilibrio entre a produgdo e remogdo desses radicais é a
principal causa da producao de EROs e que todos os processos envolvem cascatas de
sinalizacao altamente reguladas (Wang et al., 2003; Fujita et a/., 2006; Moller et al.,

2007). Adiante esses aspectos sao descritos em maiores detalhes.
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1.3. PERCEPGAO E SINALIZAGAO NA RESPOSTA AO ESTRESSE IONICO,
OSMOTICO E OXIDATIVO

O estresse osmético oriundo do estresse salino pode causar diminuicao no
crescimento vegetativo, similar ao que ocorre durante a seca (Munns e Tester,
2008). Esses mecanismos sao estudados em experimentos que utilizam misturas de
sais como a solucao de Hoagland ou sais simples como o KCl (Munns e Tester, 2008)
e solutos ndo i6nicos como manitol e polietilenoglicol (PEG) (Simer et al., 2004;
Munns e Tester, 2008). Contudo, no estresse salino, nao apenas o estresse osmético
pode afetar o crescimento. Siimer et a/. (2004) encontraram evidéncias de que a
toxicidade do Na* (mas ndo do CI"), durante as primeiras fases do estresse salino em
milho, pode também afetar o crescimento. Um possivel mecanismo de resposta

especifica para o Na™ é discutida abaixo.
1.3.1. Estresse i6nico

A sinalizacdo para o estresse i6nico, causado pelo NaCl ocorre com a
percepcdo de ions Na*, teoricamente antes ou depois de entrar na célula, ou ambos
(Zhu, 2003). Shi et al. (2000) relatam que tanto o Na® extracelular quanto o
intracelular podem ser percebidos por uma Unica proteina transmembrana (SOS1 —
salt overly sensitive). Esta proteina também apresenta atividade antiporte Na*/H*
devolvendo o Na* para o meio extracelular e internalizando H* (Zhu, 2003) (Figura
2).

A SOS1 é central no controle do efluxo e influxo de Na* na célula. Esta
proteina é ativada e ativa cascatas de sinalizagdo especificas na resposta ao estresse
iobnico (Figura 2). Estudos recentes relatam que altas concentracdes de Na*
extracelular causam um aumento na atividade de SOS1 que provoca a diminuicdo do
pH apoplastico (Chung et a/., 2008). Um canal de Ca*? é estimulado pela variacdo da
acidez e aumenta a taxa de influxo de Ca*? (Knight et a/,, 1997; Chung et al., 2008).
Uma proteina denominada de SOS3 bem descrita como um sensor de Ca*? citosélico
interage com e ativa a SOS2, uma proteina quinase serina/treonina (Liu e Zhu, 1998;
Ishitani et a/,, 2000; Zhu, 2002).
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Figura 2 — Durante o estresse salino o Na* pode competir com o K* por canais de transporte. O Na*
estimula a atividade antiporte da proteina SOS1 transmembranar tanto pela porcdo apoplastica
(Apo.), quanto pelo lado citosdlico (Cit.). Diferengas no potencial elétrico transmembranar provocados
pelo Na* estimulam a entrada de Ca*?, principalmente por uma proteina canal de célcio (CC). O célcio
citoplasmatico ativa a cascata SOS além de induzir a atividade de oxidase de NADPH (NOX). A
proteina SOS2 contribui para a compartimentacdo do Na*, ativando a NHX1 e inibindo a atividade do
canal HKT1. Além disso, a cascata SOS induz a sintese de transcritos de SOS1, controlando a
atividade de compartimentagdo do Na*. Adicionalmente, a estabilidade dos transcritos sosi é
promovida por H,0, citoplasmatico, possivelmente originado da atividade de NOX e transportado para
0 espaco intracelular por aquaporinas (AQP).

As proteinas SOS3->S0S2 estdo relacionadas a regulacao de diversos mecanismos de
resposta ao estresse idnico (Figura 2).

A proteina SOS2 controla o influxo de Na* através da inibicdo de canais
HKT1 e canais nao especificos de cation (Xiong e Zhu, 2002; Zhu, 2003).
Adicionalmente, a HKT1 esta envolvida na ativagdo de uma V-ATPase tonoplastica e
um antiportador Na*/H™ tonoplastico (NHX) (Xiong e Zhu, 2002). A cascata também
é responsavel pelo controle da expressao de genes SOSI, reforcando o potencial
desta via em controlar o transito de Na* na membrana plasmatica (Shi et a/., 2000;
Zhu, 2002).
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Estudos recentes em Arabidopsis também revelaram que o aumento nos
niveis de mRNA do gene SOSI estd relacionado em alguma proporgdo com a
resposta a estresse oxidativo em raizes. De acordo com Chung et a/ (2008) a
estabilidade dos transcritos de SOSI é mediada por EROs, sugerindo um possivel
papel da proteina SOS1 na resposta de plantas ao estresse oxidativo. Neste modelo,
os autores explicaram que a oxidase de NADPH (NOX — EC 1.6.3.1), uma enzima de
membrana plasmatica responsavel pela producao de EROs no apoplasto, é
parcialmente requerida para a geracao dos EROs necessarios para estabilizar os
transcritos de SOS1 (Figura 2). Os autores relatam que a ativacdo do canal de Ca*?,
que ocorre no inicio da sinalizacdo do estresse ionico, pode ser um ponto de
convergéncia entre as sinalizagdes desse estresse e 0 aumento da atividade de NOX.

O Ca*?, que é internalizado durante o estresse idnico, pode contribuir
diretamente com o aumento da atividade de NOX. Além disso, o Ca*? citoplasmético
poderia provocar a ativacao da via SOS e causar uma alcalinizagdao do apoplasto e
uma acidificacdo do citosol, momentaneas. Estas mudangas de pH poderiam também
ativar a NOX. O H,0, produzido no apoplasto seria entdo internalizado por
aquaporinas (Neill et al., 2002) e seria responsavel pela manutencao da estabilidade
dos transcritos SOS1 através de uma cascata de reagbes ainda ndao compreendida
(Chung et al,, 2008). Contudo, os autores nao confirmaram essa hipotese e abrem

espaco para futuras especulagoes.

1.3.2. Estresse osmoético

Para resistir ao estresse osmotico causado por seca e estresse salino as plantas
estimulam a acumulacao de solutos compativeis e antioxidantes (Hasegawa et al.,
2000). Os mecanismos de percepgao do estresse osmotico foram sugeridos por Urao
e colaboradores em 1999. Os autores sugeriram que uma proteina HK1 (histidina
quinase) transmembranar em Arabidopsis thaliana é responsavel pela percepcao do
estresse osmotico (Figura 3). Os transcritos de AMHK1 sdao acumulados sobre
condicoes de alta e baixa osmolaridade. A habilidade de AHK1 transmitir um sinal

osmotico foi ensaiado em leveduras transformadas (Jonak et a/. 2002). Contudo, a
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funcionalidade da AMK1 como sensor de estresse osmético ainda ndo foi
completamente esclarecida (Sreenivasulu et a/., 2007).

Embora o sistema sensor ainda seja alvo de pesquisas, muitos estudos
sao devotados a andlise de sistemas de transducdo de sinais na resposta ao estresse
osmdtico (Fuijita et al., 2006).
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Figura 3 — Um possivel mecanismo de percepcdo do estresse osmotico, causado por salinidade e seca,
envolve uma proteina HK1. A sinalizacdo do estresse osmotico envolve diversas quinases dependentes
de Ca*? (CPKs). Estas proteinas participam de cascatas de sinalizagdo que induzem a sintese de
transcritos especificos, destinados a promogdo da resposta fisioldgica. O Ca*? citoplasmatico (Cit.),
também participa do controle da resposta oxidativa e ativa a proteina G. Uma CaM pode ativar a
catalase e concomitantemente inibir a atividade de oxidase de NADPH (NOX). Essa acdo é capaz de
diminuir a concentracdo de H,0, citoplasmatico. Por outro lado, o Ca** também é responsavel pela
ativacao da NOX e assim induz a formacgdo de H,0, apoplastico (Apo.). Este H,0, é internalizado por
aquaporinas e apresentam uma cascata de sinalizacdo independente. A cascata de sinalizagdo do H,0,
propicia a ativacao de uma proteina G, além de estimular a sintese de proteinas antioxidantes e
controlar a atividade de NOX.
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As vias de quinases de proteinas ativadas por mitdgeno (MAPK) sao responsaveis por
esses mecanismos de resposta. As MAPKs podem ser ativadas por hormonios,
estresses abidticos, patdgenos e elicitores derivados de patdgenos, além de serem

ativadas em estadios especificos do ciclo celular (Tena et a/., 2001).
a) Acido abscisico (ABA)

Um dos mais conhecidos e melhores sinalizadores celulares da resposta ao
estresse osmético é o acido abscisico (ABA) (Hu et al. 2005). Esta molécula pode
atuar tanto como um sinalizador intracelular como intercelular e assim, exercer um
papel vital na resposta das plantas ao estresse osmético (Hu et a/., 2005). Além de
ser responsavel pela sinalizacdao da sintese de solutos compativeis (Zhao et al.,
2005), o ABA tem um papel chave na resposta a estresses abidticos e controle do
crescimento (Zhu, 2002; Nambara e Marion-Poll, 2005).

Sharp e LeNoble (2002) indicam que as raizes podem ser as principais
fontes de ABA e que estas podem atuar como reguladoras do crescimento, inclusive
da parte aérea. A producao de ABA em raizes pode ser causada por uma inducao do
fechamento estomatico em folhas e conseqiiente reducao do fluxo transpiratdrio
(Seki et al, 2007). O fechamento estomatico causaria uma redugdo generalizada e
severa na acumulacao de matéria seca, induzida pela restricdo na assimilagao
fotossintética de CO, (Souza et al, 2004). Essas evidéncias sugerem que a
diminuicdo do crescimento, provocada pelo estresse osmotico, pode envolver a
interacao de mecanismos metabdlicos que estao localizados em diferentes 6rgaos.

Uma relagdo mais direta entre a redugao do crescimento radicular,
causada por estresse salino, e o acimulo de ABA, causado pelo estresse osmético,
envolve mecanismos ainda ndao bem compreendidos. Sabe-se, no entanto, que o ABA
pode estar relacionada com a regulacdo do crescimento em raizes, através da
ativacao e/ou intermediacao da ativacao de cascatas MAPKs juntamente com outros
elementos como o Ca*? e H,0, (Verslues e Zhu, 2007; Sharp e LeNoble, 2002;
Hasegawa et al, 2000). Adicionalmente, a relacdo entre Ca*?, H,0, e ABA pode
envolver quinases de proteinas dependentes de Ca*?> (CPKs) (Sheen, 1996)
(Figura 3).
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b) Calcio (Ca*?)

Dentre os efetores da sinalizagdo, o Ca*? estd envolvido em praticamente
todas as respostas a estresses pela cascata MAPK (Knight e Knight, 2001). O Ca*?
citoplasmatico controla varios processos bioquimicos através da ativacdao de quinases
de proteinas dependentes de Ca*? (CPKs). As CPKs destacam-se na resposta contra
estresses abidticos (Figura 3). Em Arabidopsis as proteinas A{CPK10 e A{CPK11 sao
envolvidas na mediacao do estresse salino e seca, enquanto que ACPK30 participam
da resposta ao NaCl e ABA (Sheen, 1996). Em fumo, as proteinas NMCPK2 e N{CPK3
contribuem com a mediagdo de resisténcia ao estresse osmético, enquanto a MCPK1
induz um arranjo de sinais, incluindo ABA e estresse salino (Ludwig et al., 2004;
Romeis et al., 2001).

O Ca*? também estd envolvido no controle da concentracdo de H,O,
celular (Reddy e Reddy, 2004). Por exemplo, em Arabidopsis a proteina CPK1 esta
envolvida no aumento da atividade da NOX (Xing et a/, 2001). Por outro lado, as
calmodulinas (CaM) podem ativar a catalase (uma proteina removedora de H,0,
citoplasmatico) e inibir a atividade de NOX (Yang e Poovaiah, 2002; Neill et al.,
2002). Nesse contexto, o acumulo de H,0, parece ser tao importante quanto o ABA

e Ca™ na regulagdo do crescimento (Figura 3).

¢) Peroxido de hidrogénio (H202)

Varios trabalhos relatam a relacdéo do H,O0, como regulador do
gravitropismo (Joo et al., 2001; Apel e Hirt, 2004), ativador de cascatas MAPK para a
sintese de moléculas reguladoras do crescimento celular (Tena et a/., 2001), além de
participar como substrato enzimatico para o amadurecimento precoce de raizes
(Passardi et al., 2004) e no controle da morte celular programada (Foyer e Noctor,
2005) (Figura 1). A regulacdao do gravitropismo pelo H,O, foi inicialmente descrita
por Joo et al, (2001). Em raizes de milho, a gravidade induz a geracao assimétrica de
H,0, em raizes tal como uma aplicacao assimétrica de auxinas. Adicionalmente, a

aplicagdo assimétrica de H,0, ou de antioxidantes promoveu ou inibiu o
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gravitropismo, respectivamente, sem a interferéncia da atividade de catalase.
Contudo, os mecanismos envolvidos nesse fendmeno ainda precisam ser elucidados
(Neill et al.,, 2002).

O crescimento também é regulado pelos niveis de H,O, através da sua
participacao em cascatas de sinalizacao. Em Arabidopsis, o H,0O, ativa a MAPK3 e
MAPK6 via ANP1 (uma proteina quinase de Arabidopsis) (Kovtun et al., 2000). De
acordo com Apel e Hirt (2004) o cenario em que se encontra atualmente o estudo
sobre a contribuicdo do H,0,, nas vias de sinalizacao, indica que varios estresses
induzem a geracao de EROs para ativagao das cascatas de MAPKs (Figura 3).

Os eventos de sinalizagido por EROs envolvem Ca*’ e proteinas
dependentes de Ca*?, como as CaM (Knight e Knight, 2001; Bowler e Fluhr, 2000;
Coelho et al., 2002), ativacao de proteina G (Baxter-Burrell et a/., 2002) e a ativacao
da sinalizagdo por fosfolipideos resultando na acumulacdo de acido fosfatidico
(Anthony et al., 2004; Rentel et a/., 2004). Estudos recentes também revelaram que
uma proteina quinase recentemente identificada (OXI1) exerce um papel central na
ativagao das proteinas MAPK3 e 6 (Rentel et a/., 2004). A cascata MAPK que envolve
MAPK3 e 6 atua apds a OXI1 e controla a ativacdo de diferentes mecanismos de
defesa, em resposta ao estresse oxidativo (Kovtun et a/., 2000; Apel e Hirt 2004).

Os sinais de EROs também podem sofrer um amplificacdo através do
envolvimento da NOX (Dat et al, 2003). As amplificacdes podem ativar as vias de
eliminagdo e resultar na supressao dos EROs em sitios celulares especificos (Dat et
al, 2003) ou resultar em processos que culminam na morte celular programada
(Foyer e Noctor, 2005). A ativacao da NOX esta atribuida a varios intermediarios da
sinalizacdo por H,0,. O Ca*?, a proteina G e as diferencas no potencial redox entre
0os compartimentos intra e extracelular sdo ativadores desta proteina (Foyer e
Noctor, 2005). Nao é dificil associar, portanto, a atividade de NOX com a
amplificacao do sinal de EROs (Figura 3).
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1.4. AS PRINCIPAIS FONTES DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM
RAIZES

A producdo de EROs é um processo comum em diversas vias metabdlicas
durante a respiracao aerdbica de plantas saudaveis (Moller et a/., 2007). O aumento
na producao de EROs durante situacdes de estresse abiodtico deve-se principalmente
a um descompasso entre a producao e a remogao desses radicais de oxigénio (Moller
et al., 2007). Varios compartimentos celulares sao responsaveis pela producdo de
EROs (Tabela 1). As cadeias transportadoras de elétrons (CTE) no cloroplasto e
mitocondrias produzem a maior parte dos EROs durante uma situacdo de estresse
(Maxwell et al., 1999; Moller, 2001; Foyer e Noctor, 2003).

A CTE do cloroplasto se destaca como o principal sitio de producao de
EROs. No caso de tecidos nao fotossintetizantes, como as raizes, o cloroplasto nao
estd presente (ou pouco desenvolvido) e, portanto, a mitocondria torna-se o
principal sistema de producao de EROs (Maxwell et a/., 1999; Moller, 2001). Outros
compartimentos celulares também produzem EROs como é o caso do apoplasto
(Torres e Dangl, 2005) e peroxissomos (Del Rio et al., 2006) que em raizes podem
ser compartimentos tdo ativos na producao de EROs quanto as mitocondrias (Moller
et al., 2007) (Tabela 1).

A resposta ao estresse oxidativo ocorre de uma maneira bifasica (Zhao et
al., 2005). A primeira fase é caracterizada por uma acumulacdo de EROs no espago
apoplastico. Este fendmeno é comumente estudado em plantas atacadas por
patdgenos e € definido como explosdo oxidativa (Neill et a/, 2002). Contudo,
estresses abidticos como a salinidade (Shalata e Neumann, 2001; De Cnodder et al.,
2005) e estresse hidrico (Jiang e Zhang, 2002; Cnodder et a/., 2005) eventualmente
podem induzir a acumulacao de EROs no apoplasto.

A ocorréncia de dois momentos distintos da explosao oxidativa de plantas
€ mais documentada para estresses bioticos (Sgherri et al., 2007). O primeiro ocorre
dentro de poucos minutos e é causado por mudancas no potencial redox do
apoplasto, decorrente do aumento na producao de EROs nesse compartimento
(Foyer e Noctor, 2005).
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Tabela 01 — Producdo de espécies reativas de oxigénio em raizes. Siglas: Apo - apoplasto; Cit —
citosol; CTE — cadeia transportadora de elétrons; PC — parede celular; EROs — espécies reativas de
oxigénio, HO" — radical hidroxil, HOO" — radical peroxil; Mit - mitocondrias; Per — peroxissoma; MP -
membrana plasmatica; SOD — dismutase de superdxido

MECANISMO LOCALIZACAO EROs
Oxidase de oxalato Apo H>0,
Oxidase de aminas Apo H>0,
Peroxidases Apo HO®, HOO*
Degradacéo do ascorbato Apo HO®, HOO*
Peroxidases, Mn*? e NADH PC 0,", H,0;
Complexo I e lll na CTE Mit 0,
Mn-SOD Mit H,0,
Oxidase de glicolato Per H,0,
B-oxidacéo de acidos graxos Per H20,
Oxidase de xantina Per O,
Oxidase de ureato Per 0"
Oxidase de NADH Per 0,
Cu/Zn-SOD Per, Cit, Apo H,0,
Oxidase de NADPH MP 0,

Fonte: Atualizado a partir de Alscher et al. (2002); Mittler, 2002; Vranova et al. 2002; Passardi et al.,
2004; Grenn e Fry, 2005.

Por exemplo, sob o ataque de fungos avirulentos, essa primeira resposta ocorre
dentro de 10 a 30 minutos e o segundo momento, ocorre entre 1 e 3 horas apds o
ataque do fungo (Zhao et al, 2001; Zhao et al, 2005) e é dependente da
intensidade do estresse (Apel e Hirt, 2004).

Sob o ataque de patdgenos, o metabolismo é direcionado para o aumento
da producao de EROs através da inibicdo dos mecanismos antioxidantes
intracelulares (Foyer e Noctor, 2005). A planta pode se utilizar do "poo/” de H,0,

formado no primeiro momento, tanto para o aumento de barreiras fisicas (sintese de
39



parede secundaria) (Passardi et a/, 2004), como para provocar a morte celular
programada (PCD) em células afetadas (Foyer e Noctor, 2005). De acordo com Apel
e Hirt (2004), mecanismos semelhantes a PCD também ocorrem durante estresses
abidticos em folhas.

Contudo, ao invés da inducao de uma explosdao oxidativa secundaria, a
resposta a estresses abidticos € direcionada para acionar mecanismos de remocao de
EROs. As diferencas entre a funcao dos EROs durante as respostas aos estresses
bidticos e abidticos pode ser devido a agao de hormonios e diferencas entre as vias
de sinalizacdao e dos sitios de producdo e/ou acumulacdo de EROs durante o
estresse. Contudo, os mecanismos de explosao oxidativa causada por estresses
abidticos, no tocante aos processos bioquimicos de resposta ainda nao estao

completamente esclarecidos (Apel e Hirt, 2004).

1.4.1. Apoplasto

O apoplasto atualmente é considerado o sitio celular onde oxidantes sao
primariamente produzidos e percebidos (Foyer e Noctor, 2005). Nesse
compartimento, o controle do estado redox é fragil e facilmente detectavel (Foyer e
Noctor, 2005). Isto se deve a escassez de NAD(P)H e glutationa no apoplasto,
somado ao controle rigoroso da degradacao de ascorbato nesse compartimento
(Passardi et al., 2004).

Varios trabalhos indicam que as EROs sdo produzidas no apoplasto de
raizes como resultado de mecanismos que acionam uma explosao oxidativa
(Foreman et al, 2003; Shin e Schachtman, 2004; Carol e Dolan, 2006). Alguns
autores citam que a proteina NOX funciona como a principal produtora de EROs
apoplastico (Carol e Dolan, 2006; Kim et al., 2008). Este complexo protéico esta
localizado na membrana plasmatica e é capaz de produzir O, utilizando NADPH
citosdlico como um doador de elétrons (Apel e Hirt, 2004) (Tabela 1). O O, é
acumulado principalmente no apoplasto e pode ser convertido espontaneamente, ou
por uma dismutase de superdxido (SOD) extracelular, para H,O, (Foyer e Noctor,
2005).
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Outras enzimas apoplasticas tais como as peroxidases (POX) sao citadas
como produtoras de EROs apoplastico (Passardi et al., 2004). Apesar das POX serem
comumente referidas como removedoras de H,0, (Karkonen e Fry, 2006; Cavalcanti
et al., 2007), Liszkay et al. (2003) e Berglund et a/. (2002) abrem a possibilidade de
uma nova fungao para essas enzimas (Tabela 1). Os autores explicam que em um
ciclo alternativo, as POX poderiam ser convertidas para oxiferroperoxidases (também
conhecidas como peroxidases complexo III) por duas vias diferentes, as quais
possibilitariam a formagao de varios EROs em condicOes especiais de pH (Halliwell et
al, 1977). Essas enzimas podem entao ser consideradas bifuncionais, oxidando
varios substratos fendlicos na presenca de H,0,, bem como produzindo outras
formas de EROs (Passardi et a/., 2004).

Outro mecanismo de producao de EROs no apoplasto é encontrado na via
de degradacao do ascorbato (Tabela 1). Esta via foi recentemente localizada no
apoplasto (Grenn e Fry, 2005) e é controlada pela atividade da oxidase de ascorbato
(AO) (Pignocchi et al, 2003). Miller e Fry (2001) identificaram que uma mistura
contendo ascorbato e H,0, pode gerar HO'. Mais adiante Grenn e Fry (2005)
propdem que um dos produtos finais da degradacao do ascorbato é H,0,. Contudo, a
producao de H,O, por esta via, bem como pela atividade de POX é rigorosamente
regulada pelo estado redox do apoplasto (Foyer e Noctor, 2005). Todos esses
indicios somados levam a crer que o ascorbato apresenta um papel crucial no
mecanismo de controle do estado redox apoplastico. Entretanto, nao foi encontrado
na literatura resultados que relacionassem a producao de EROs, sob estresse salino,
com os mecanismos de producao de EROs apoplastico pelas POX ou pela via de

degradacao do ascorbato.

1.4.2. Mitocondrias e peroxissomas

A gquantidade de H,0, produzido em mitocondrias vegetais € menor do
que em cloroplastos e peroxissomas quando expostos a luz (Foyer e Noctor, 2003),
mas no escuro ou em tecidos ndo clorofilados, as mitocondrias parecem ser as
principais fontes de EROs (Maxwell et a/., 1999; Moller, 2001; Rhoads et a/., 2006).
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Sob condicdes de estresse, as mitocondrias produzem O,”, principalmente pelas
desidrogenases de NAD(P)H (complexos I) e no complexo citocromo bc; (complexo
III) (Tabela 1). Este processo resulta na formacdo de H,O, primariamente através da
acao de Mn-SOD especificas de mitocondria (Rhoads et al., 2006). Mittova et al.
(2004) determinou que em raizes de tomate, tratadas com NaCl, o aumento na
concentracao de H,0, mitocondrial resultou de um aumento da producao de O,”
neste compartimento. Contudo, informagbes a cerca dos efeitos da salinidade na
producdo de EROs mitocondriais ainda requer estudos (Mittova et a/., 2004).

Outro sitio importante para a producao de EROs intracelular sdao os
peroxissomos. Estas organelas produzem O,” como conseqiiéncia normal de seu
metabolismo (Tabela 1). Na fotorrespiracao, a etapa de conversao do glicolato para
o glioxalato é uma fonte natural de producao de EROs (Foyer e Noctor, 2000; Foyer
e Noctor, 2003; Dat et a/.,, 2000; Wingler et al., 2000). Outras vias podem catalisar a
producao de H,O, nessa organela como, por exemplo, a via metabdlica da B-
oxidacao dos acidos graxos e a oxidacdo de outros substratos (Dat et a/., 2000;
Foyer e Noctor, 2003).

Oxidase de xantina, oxidase de ureato e oxidase de NADH também
produzem O, como conseqliéncia da oxidagao de seus substratos nos peroxissomos
(Vranova et al., 2002). A reacao da oxidase de xantina € comumente utilizada em
condices in vitro como fonte de O,”, capaz de produzir até 1 mol de O, durante a
conversao da xantina em acido urico (Del Rio et al., 2002; Del Rio et al., 2003). O
acido Urico é entdo oxidado a alantoina gerando ainda H,O, e CO, (Vranova et al.,
2002).

Ha também a producdo deste radical nas membranas dos peroxissomos,
onde foi demonstrada a existéncia de uma pequena cadeia de transporte de elétrons,
necessaria para a regeneragao do NAD* a ser novamente utilizado nos processos
metabolicos desta organela (Del Rio et al., 2002; Nyathi e Baker, 2006). Contudo,
ainda nao existem evidéncias de quais destas vias poderiam representar as principais
fonte de EROs em raizes (Mittova et a/., 2004).
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1.5. OS SISTEMAS DE ELIMINACAO DE EROS E MANUTENGAO DA
HOMEOSTASE REDOX

A célula vegetal e suas organelas — peroxissomas (Del Rio et al., 2006),
cloroplastos (Asada, 2006), e mitocondrias (Moller, 2001; Moller, 2007; Navrot et al.,
2007) contém diversos sistemas enzimaticos e ndao enzimaticos para a remogao de
EROs (Moller 2007; Apel e Hirt, 2004). A particao entre estes dois sistemas sob
condicdes de estresse pode ser regulada pela concentracao de O, no sistema
(Blokhina et al. 2003). A distinta localizagdo subcelular e propriedades bioquimicas
das enzimas antioxidantes, seus diferentes padrdes de inducdo e expressao génica, e
a grande quantidade de removedores nao-enzimaticos tornam o sistema antioxidante
uma unidade flexivel e versatil que pode controlar a acumulacao e desintoxicacao
temporal e espacial das EROs (Del Rio et al., 2002; Vranova et al., 2002; Mittler et
al., 2004).

1.5.1. Antioxidantes ndo-enzimaticos

Antioxidantes como o acido ascorbico (AsA), glutationa (GSH) bem como
os tocoferdis, flavondides, alcaldides e carotendides participam ativamente do
controle do “poo/”de EROs nas células (Apel e Hirt, 2004). A GSH é oxidada pelos
EROs formando glutationa oxidada (GSSG), enquanto que o AsA é oxidado para
monodesidroascorbato (MDA) e desidroascorbato (DHA). No ciclo glutationa-
ascorbato, o GSSG, MDA e DHA podem ser novamente convertidos em GSH e AsA
para manter as EROs em concentracoes suportaveis pela célula (Apel e Hirt, 2004).

Varias enzimas participam da manutencado do estado reduzido de AsA e
GSH. A redutase de glutationa participa da redugao de GSSG para GSH, enquanto a
atividade de redutase de monodesidroascorbato (MDAR) e redutase de
desidroascorbato (DHAR) reduz MDA e DHA, respectivamente. Todas essas enzimas
usam o NADPH como forca redutora (Tsugane et a/., 1999; Apel e Hirt, 2004).

Tanto o AsA como o GSH estao presentes em diversos compartimentos

celulares, principalmente em cloroplastos, mitocondrias e citosol (Potters et al.,
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2002). O ascorbato participa de diversos processos celulares e, dentre esses, os mais
importantes envolvem a protecao oxidativa (Apel e Hirt, 2004), a regulacdo da
transicao da fase G1 para S no ciclo celular (Potters et al, 2002) e o controle do
crescimento pelo alongamento das células (Passardi et al., 2004). Para tanto, a via
de sintese e degradacao esta distribuida nas mitocondrias, citosol (Horemans et al.,
2000; Green e Fry, 2005) e apoplasto (Passardi et al., 2004), indicando que os
processos regulatorios que o ascorbato participa envolvem mecanismos localizados
em diversos compartimentos subcelulares.

O GSH em células vegetais participa ativamente do metabolismo do
enxofre, defesa antioxidante e remogao de compostos xenobidticos (Potters et al.,
2002). A reatividade quimica do grupo tiol da glutationa, sua estabilidade relativa e
sua alta solubilidade em agua faz dessa molécula, particularmente, adequada a
receber ou doar elétrons em ragOes fisioldgicas (Potters et a/., 2002). Contudo, as
evidéncias de que a principal via de sintese de GSH esteja localizada nos cloroplastos
(Foyer et al., 2001) faz desta molécula um alvo pouco explorado para o metabolismo
oxidativo em raizes. Por outro lado, sua dindmica metabdlica, inclusive na atuacdo
indireta da reducao de DHA, torna a GSH imprescindivel para o controle de EROs
(Potters et al., 2002).

As demais moléculas antioxidantes como flavondides e carotendides,
relatadas acima, ainda sao pouco exploradas na literatura e o seu papel efetivo na
remogao de EROs em compartimentos subcelulares ainda merece atengao (Apel e
Hirt, 2004). Contudo, estudos em Arabidopsis revelam que a superexpressao de uma
hidrolase de B-caroteno pode causar um aumento na quantidade de xantofilas nos
cloroplastos e resultar no aumento da tolerancia ao estresse oxidativo causado por

excesso de luminosidade (Davison et al., 2002).
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1.5.2. Antioxidantes enzimaticos

O sistema de defesa oxidativa enzimatica das plantas inclui diversas
enzimas antioxidantes nos diferentes compartimentos celulares. Dentre as principais
enzimas podemos citar as dismutases de superdxido (SOD; EC 1.15.1.1), as
peroxidases de ascorbato (APX; EC 1.11.1.1) e de fendis (POX; EC 1.11.1.7) e as
catalases (CAT; 1.11.1.6) que juntamente com outras enzimas do ciclo ascorbato-
glutationa promovem a eliminacao das EROs (Cavalcanti et a/., 2004; Cavalcanti et
al., 2007) (Tabela 2). O balanco das atividades da SOD, APX e CAT é crucial na
supressao dos niveis toxicos de EROs na célula (Apel e Hirt, 2004). Nos ultimos anos,
um grande nimero de estudos tem focalizado no balango dessas atividades, nas
diferentes organelas celulares.

Segundo Alscher et a/. (2002), dentro da célula, as SODs constituem a
primeira linha de defesa contra os EROs, catalisando a dismutacao do O, em O, e
H,O, (Van Breusegem et al, 2001) (Tabela 2). O radical O,”" é produzido em
qualquer localizacao intracelular onde exista um transporte de elétrons, e, portanto,
a ativacao do O, pode ocorrer em diferentes compartimentos celulares (Dat et al.,
2000), incluindo mitocondrias, cloroplastos, microssomos, glioxissomos,
peroxissomos, apoplasto e citosol.

N3ao é surpresa, portanto, o fato das SODs estarem presentes em
praticamente todas as regides da célula. Além disso, o fato de que as membranas
bioldgicas sao impermeaveis a moléculas de O, carregadas, faz com que a presencga
de SOD préximo a sitios de producao de O, seja necessaria. As SODs sao
classificadas, de acordo com o seu metal cofator, em trés grupos: Fe-SOD, presente
nos cloroplastos; Mn-SOD, presentes nas mitocondrias e peroxissomos; e as Cu/Zn-
SODs, presentes nos cloroplastos, no citosol e espago extracelular (Alscher et al,
2002).
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Tabela 2 — Mecanismos de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio em raizes, seus
compartimentos celulares e respectivas espécies removidas

Mecanismo Remocéao (produto) Localizacéo celular
Ciclo H,0, (H,0) Citosol, mitocondrias,
glutationa/ascorbato peroxissomos
Catalase H,0, (H,0) Mitocondria (?),
peroxissomas
Carotendides e 10, (0y) Plastidios
tocoferdis
Oxidase alternativa 0, Mitocdndrias
Peroxidases de H,0, (H,0) Citosol, mitocondrias,
ascorbato membrana plasmatica,
microcorpos, glioxissomos,
peroxissomos
Peroxidases de fendis H,0, (H,0) Citosol, vacuolos,
apoplasto, parede celular
Peroxidase de H,0, (H,0) Citosol, reticulo
glutationa endoplasmatico,
mitocondrias
Hidroperodxidos de
lipideos
Outros hidroperdxidos
Sistema H,0; (H,0) Citosol, mitocondrias,

peroxiredoxina

Hidroperodxidos de
alquil

Peroxinitrito

nucleo

Sistema tiorredoxina H,0, (H,0) Citosol, mitocondrias, via
secretoria

Sistema glutarredoxia H,0; (H,0)

Dismutase de 02" (H20y) Citosol, mitocondrias,

superoxido peroxissomos,
microssomos, glioxissomos

Tiorredoxinas H,0;

Fontes: Dat et a/., 2000; Moller, 2001; Shigeoka et al., 2002; Mittler et a/.,, 2004; D’arcy-Lameta et al.,
2006; Moller, 2007.
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As APXs sao consideradas as enzimas mais importantes na eliminagao de
H,0, no citosol e nos cloroplastos (Asai et al, 2004). As APXs utilizam o ascorbato
como seu doador de elétrons especifico para reduzir HO, a agua (Tabela 2). As
isoenzimas de APX sao distribuidas em pelo menos quatro compartimentos celulares
distintos: no estroma e ligadas a membrana dos tilacdides dos cloroplastos; ligada a
membrana (mAPX) nos microcorpos, incluindo glioxissomos e peroxissomos; € no
citosol (cAPX) (Shigeoka et al, 2002; D’arcy-Lameta et al/, 2006). Ha ainda
isoformas de APX e de outras enzimas do ciclo ascorbato-glutationa na mitocondria
(mitAPX) (Chew et al., 2003). Todas estas isoenzimas tém uma alta especificidade
pelo ascorbato como doador de elétrons.

As Peroxidases (POX), da classe III de peroxidases de plantas, foram
encontradas em varios compartimentos celulares como o citosol, vacuolo, apoplasto
e parede celular (Maia, 2004; Mittler et a/., 2004) (Tabela 2). No entanto, ainda nao
é completamente claro o seu envolvimento na remocdo das EROs, ja que esta
enzima também esta envolvida no processo de lignificacdo e parada no crescimento
em situagoes de estresse (Cavalcanti et al., 2007).

A catalase € uma enzima que contém um grupamento heme em sua
estrutura que catalisa a dismutacdo do H,O, em agua e O, (Zamocky e Koller, 1999)
nos peroxissomos e glioxissomos pelas oxidases envolvidas na B-oxidagao de acidos
graxos, nas reagOes do glioxalato (fotorrespiracao) e no catabolismo das purinas
(Van Breusegem et al, 2001) (Tabela 2). Multiplas formas de catalase tém sido
descritas em muitas espécies de plantas. Em milho, foram encontradas trés
isoformas (CAT-1, CAT-2 e CAT-3) cujos genes estao em cromossomos separados e
sao expressos distintamente com mecanismos regulatorios e localizacoes diferentes:
CAT-1 e CAT-2 localizadas nos peroxissomos e citosol, enquanto que CAT-3 é
provavelmente localizada na mitocondria (Polidoros e Scandalios, 1997; Van
Breusegem et al., 2001).

Um grande nimero de outras enzimas também estao envolvidas na defesa
antioxidativa. As peroxidases de glutationa (GPX) e as peroxidases de hidroperoxidos
de lipideos (PhGPX) sdo responsaveis pela protecao da membrana plasmatica contra

os EROs. Além destas enzimas, proteinas ligadas a metais, como a ferritina, que

47



sequiestram ions metdlicos, ajudam na prevencdo da formacao do radical OH™ via
reacoes de Fenton ou Haber-Weiss (Mittler et a/., 2004).

Outras proteinas importantes para a defesa oxidativa sdo as oxidases
alternativas (Tabela 2). Esta proteina funciona como desacopladora, desviando o
fluxo normal de elétrons da CTE e, conseqlientemente, reduzindo a taxa de produgao
de EROs (Moller, 2001). Tiorredoxinas também sdo importantes para o controle da
homeostase redox (Apel e Hirt, 2004). Estas sdao pequenas proteinas (12-14 kDa)
com duas cisteinas no sitio ativo que podem formar um dissulfito na forma oxidada
[Trx-(S-S)]. Elas estao envolvidas principalmente na regulacdo da atividade de
enzimas do ciclo de Calvin, bem como na eliminacdo de hidroperoxidos e H,0,
(Moller, 2001).

Em mitocondrias vegetais, duas tiorredoxinas e uma NADPH tioredoxina
redutase foram identificadas (Moller, 2001). Nenhuma destas foi descrita
completamente quanto a funcionalidade em mitocéndrias vegetais, mas por analogia
com mitocondrias de leveduras e de mamiferos, possivelmente ela é envolvida na
protecdo contra estresse oxidativo (Moller, 2001). As tiorredoxinas também podem
atuar na ativagao da citrato sintase e oxidase alternativa, assim acionando a primeira
linha de defesa contra EROs. Adicionalmente, também pode favorecer o fluxo de

elétrons no ciclo de Krebs (Moller, 2001).
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1.6. CRESCIMENTO DE RAIZES E METABOLISMOS OXIDATIVO_EM
PLANTAS

Uma das respostas mais marcantes em plantas sob estresse salino é a
reducao no crescimento vegetativo (Munns e Tester, 2008). O foco das pesquisas
sobre os mecanismos antioxidantes durante estresse salino estd na respostas de
folhas (Cavalcanti et a/. 2007). Assim, estudos em raizes ainda merecem atencao.
Adicionalmente, uma restricdo no crescimento de plantas quase sempre esta
vinculada ao componente osmético do estresse salino (Munns e Tester, 2008) o que
gera contradicdes, pois em alguns casos, 0 estresse salino ndo causa modificagdes
no status hidrico do sistema radicular (Lin e Kao, 2002).

Para a manutencdo do crescimento diversos processos metabdlicos,
incluindo a ativacao ou inibicdo de enzimas envolve o H,0,. Apesar disso, 0s
mecanismos que colaboram com a atividade de enzimas antioxidantes e processos
de restricao de crescimento ainda nao sao completamente compreendidos. De todo
modo, evidéncias apontam que peroxidases localizadas no apoplasto sdo as
principais responsaveis pela reducdo na taxa de crescimento de varios Orgaos
vegetativos, através da sintese de lignina, em um processo correspondente a um
amadurecimento precoce dos tecidos durante estresses abidticos (Passardi et al.,
2004) (Figura 4).

Estas peroxidases apoplasticas tanto podem participar da restricdo, como
da estimulacao do crescimento, dependendo das condicdes fisioldgicas do organismo
(Passardi et al., 2004). Os estimulos para o crescimento sdao proporcionados por uma
via metabdlica em que as peroxidases apoplasticas catalisam a formacdo de radicais
hidroxil (HO") e peroxil (HOO"). Os radicais produzidos degradam componentes da
parede celular, induzindo o afrouxamento da parede e subsequentemente o

crescimento por alongamento celular (Passardi et a/., 2004) (Figura 4).
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Figura 4 — Mecanismos de controle de crescimento pela atividade de peroxidases apoplasticas e pelo
metabolismo do ascorbato. O O, produzido no apoplasto é convertido a H,O, por uma SOD
apoplastica. Uma peroxidase de fendis (POX) ligada a parede celular degrada o H,0, formando H,0 e
0,, utilizando fenodis apoplasticos (X) como substratos redutores. Os radicais de fendis (X°) sdo
adjuvantes na formacdo de lignina. Esse polimero enrijece a parede celular, restringindo o
crescimento da célula. Por outro lado, as POX também podem induzir o crescimento através da
producdo de radicais hidroxil (HO") e peroxil (HOO"). Esses radicais degradam componentes da parede
celular, permitindo o afrouxamento da parede e possibilitando o crescimento por alongamento das
células. O ascorbato também participa do controle do crescimento. Essa molécula pode reagir com o
H,0, para a formacdo de HO" e HOO" ou ainda produzir H,O, através da via de degradacdo.

O ascorbato também participa da regulacao do crescimento. Esta molécula
pode reagir com H,0, produzindo radicais de oxigénio que induzem o crescimento,
ou ainda contribuir para o aumento do “poo/”de H,0, no apoplasto através da via de
degradacao (Passardi et al, 2004). Ademais, essas relacdes estdao melhores
compreendidas em estresses bidticos do que abidticos. Assim, é plausivel explorar os
mecanismos de defesa oxidativa em plantas sob estresse salino em uma abordagem

que era anteriormente utilizada apenas em estudos de estresse bidtico.

50



1.7. CONSIDERACOES FINAIS

Pouco se sabe a respeito dos mecanismos antioxidantes que regulam o
crescimento celular de raizes em condigGes de estresse salino. O que é conhecido
esta fragmentado e muitos dos elos entre as informagOes ainda sao desconhecidos.
Outros resultados sao deduzidos a partir de respostas encontradas em folhas.
Adicionalmente esses resultados nao refletem ou representam integralmente os
fendbmenos de resposta oxidativa em tecidos vegetais cultivados no escuro,
aclorofilados ou que apresentem somente metabolismo respiratdrio. Assim, mais
estudos devem ser fomentados para uma melhor compreensao dos mecanismos de

controle de crescimento que envolve o estresse oxidativo em raizes.
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INTERCAPITULO 1

O estudo que se segue foi elaborado para contribuir na elucidacao das
relagOes entre os mecanismos antioxidantes e o crescimento vegetativo de plantas. A
proposta foi originada de observacOes feitas em minha dissertacao de mestrado,
onde o tratamento salino em plantulas de feijao-caupi causou aumento significativo
da atividade de peroxidases de fendis, associada a diminuicdo brusca do
comprimento radicular (Maia, 2004)*. Apesar dessas evidéncias, varios
questionamentos ainda merecem esclarecimentos: i. cultivares da mesma espécie
podem apresentar mecanismos de resposta antioxidante diferentes?; 2. quais
enzimas antioxidantes sao efetivamente afetadas pelo estresse salino?; 3. que
mecanismos antioxidantes s3ao responsaveis por alteracdes no crescimento
radicular?; 4. qual a relacao entre estresse oxidativo e a diminuicao das taxas de
crescimento radicular? Para responder a esses questionamentos, estudos fisioldgicos-
bioquimicos que esclarecam as relacbes entre crescimento e estresse oxidativo em
raizes de plantas sao necessarios.

Em nossa compreensao, acreditamos que essa correlagao possa ser um
efeito do metabolismo oxidativo, causado pelo estresse salino, diretamente em
mecanismos que controlam o crescimento. Assim, foram realizados experimentos que
respondessem 0s questionamentos e que cumprissem com 0s objetivos e testasse a
hipdtese abaixo relacionada.

Para estruturar os experimentos e resultados, esta tese foi dividida em 5
capitulos independentes, formatados como protétipos de artigos. Nos capitulos que
se seguem algumas citacbes, metodologias e até mesmo partes das introducdes e
discussoes foram repetidas entre capitulos. Assim, antecipadamente, pego desculpas
ao leitor pela formatagdo escolhida para este trabalho monogréfico, justificando que

a independéncia dos capitulos facilitara a formatacao das futuras publicacoes.

* MAIA, J. M. Efeitos aditivos e interativos de tratamentos de seca e NaCl na resposta antioxidativa de raizes de
feijdo-de-corda [Vigna unguiculata L. (Walp.)]. (Dissertacdo de Mestrado). Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, CE., 2004. 129 p.
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HIPOTESE

A reducao no comprimento de raizes de feijdo-caupi, tratadas com NaCl,
estd relacionada com mudancas nas atividades de enzimas antioxidantes
apoplasticas e intracelulares. Estas controlam os niveis de espécies reativas de

oxigénio intracelulares e apoplasticas e participam do controle do crescimento.
OBJETIVOS

A presente tese tem como objetivo central descrever a atividade de
enzimas antioxidantes totais e de apoplasto, em raizes de plantulas de feijdo-caupi
tratadas com NaCl. Adicionalmente, as analises servirdo para comparar as respostas
antioxidativas em cultivares, doses, tempos de exposicao e compartimentos celulares

diferentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Avaliar os parametros de crescimento (comprimento relativo, massa
seca, conteldo relativo de agua, danos de membrana e peroxidagao
de lipideos) e atividade de enzimas antioxidantes em duas cultivares
de feijao-caupi submetidas ao tratamento com NaCl;

2 — Avaliar a resposta de parametros de crescimento e atividade de
enzimas antioxidantes sob diferentes doses e tempos de exposicao
ao NaCl;

3 — Relacionar as atividades de enzimas antioxidantes presentes no
extrato total e no apoplastico com os efeitos do tratamento salino

durante o crescimento de raizes de feijao-caupi.
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RESPOSTA OXIDATIVA INDUZIDA POR NaCl EM RAIZES DE PLANTULAS DE
DUAS CULTIVARES DE FEIJAO-CAUPI

CAPITULO 2
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2.1. INTRODUCAO

A salinidade causada por NaCl, no solo e/ou na agua de irrigagcdo, é um
problema ambiental comum, sendo considerado um dos principais fatores limitantes
da producao agricola (Hernandez et a/., 1999). A inibicdo da taxa de crescimento é
um dos principais efeitos causados pelo NaCl (Lin e Kao, 2002). Nas raizes, primeiro
orgao afetado pela salinidade, esta inibicdo é freqlientemente relacionada ao
decréscimo da elasticidade da parede celular nas zonas de elongacdo (Lin e Kao,
2002). Como conseqiiéncia, a planta sofre prejuizos nos processos de absorgao,
acumulo e manutengao do contetdo de agua nos tecidos (Siemens e Zwiazek, 2003).

Dentre as respostas fisioldgicas-metabdlicas das plantas face aos estresses
abidticos tais como seca, salinidade, altas temperatura, etc., as oxidativas sdao bem
relatadas (Mittler, 2002; Cavalcanti et a/., 2004; Neto, 2006). O estresse oxidativo é
gerado através da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou a inibicdo
dos sistemas de defesa antioxidante (Asada, 1992; Alscher et al., 1997). As principais
EROs produzidas pelo metabolismo aerdbico sdo o anion superodxido (0,7), o radical
hidroxila (HO"), o oxigénio singleto (*O,) e o perdxido de hidrogénio (H,0,). Essas
espécies quimicas podem ser vistas tanto como indicadores de danos celulares, como
também mensageiros envolvidos nas vias de sinalizacdo de defesa a diversos tipos
de estresses (Mittler, 2002; Moller et a/., 2007).

Como mecanismos de defesa contra os EROs, destacam-se as enzimas
antioxidantes, amplamente distribuidas na maioria dos compartimentos celulares
(Moller et al., 2007). As defesas enzimaticas de plantas incluem as dismutases de
superéxido (SOD; EC 1.15.1.1), catalases (CAT; EC 1.11.1.6), peroxidases de
ascorbato (APX; EC 1.11.1.1) e as peroxidases de fendis (POX; EC 1.11.1.7) que,
juntamente com outras enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, promovem eliminagao
de EROs (Hernandez et al, 2001). Esse sistema enzimatico atua de maneira
coordenada, promovendo respostas imediatas a pequenas mudangas no ambiente
externo da planta (Cavalcanti et a/., 2007). As SOD constituem a principal estratégia
de eliminagdo de O," e sua acao enzimatica resulta na formagdo de H,0, e 0,. O

H,0, produzido é eliminado pela CAT e varias classes de peroxidases, as quais sao
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encontradas em peroxissomas, citosol e mitocondrias, dismutando H,0, em H,0 e O,
(Neto et al., 2006). Peroxidases (APX e POX) sao distribuidas por toda a célula e
catalisam a reducao de H,0, para H,0. As APX sao consideradas as mais importantes
peroxidases de plantas na remogao de H,0, (Noctor e Foyer, 1998). As POX exercem
um papel importante nas respostas fisioldgicas, incluindo lignificagdo, metabolismo
das auxinas, resisténcia e regulacao do crescimento (Cavalcanti et a/., 2007).

Estudos recentes demonstram que folhas e raizes de feijao-caupi em
diferentes estadios fisioldgicos, quando expostas a estresse salino, embora
apresentem danos fisioldgicos aparentes, podem exibir modulacdes na atividade de
SOD, APX, CAT e POX, o que poderia representar uma estratégia de resisténcia ao
estresse oxidativo (Cavalcanti et a/, 2004; Cavalcanti et a/, 2007, Silveira et al,
2005). Contudo, algumas questdes ainda merecem esclarecimento: i. plantas
caracterizadas como sensiveis em apenas um determinado estadio fisioldégico podem
ser consideradas sensiveis ao estresse salino durante todo o ciclo fenoldgico?; ii.
plantulas resistentes e sensiveis ao estresse salino e oxidativo apresentam diferencas
nas respostas antioxidativas?

Na tentativa de contribuir com estas questdes, o presente estudo tem
como obijetivo caracterizar alguns parametros fisioldgicos (comprimento radicular,
producao de biomassa, conteldo relativo de agua, danos de membranas e
peroxidacdo de lipideos), bem como a resposta antioxidante (atividades de
dismutase de superdxido, catalase, peroxidase de ascorbato e peroxidase de fendis),
em raizes de plantulas de duas cultivares de feijao-caupi, Pérola (sensivel) e Pitilba
(resistente) contrastantes, no estadio de germinacdao, quanto a resisténcia ao
estresse salino e oxidativo (Freitas, 2006; Jorge, 2006). O trabalho pretende testar a
hipétese de que plantas sensiveis ao sal no estadio de germinacao sdao também

sensiveis ao estresse oxidativo no estadio de plantula.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material vegetal, condi¢Oes de cultivo

Sementes de feijao-caupi das cultivares (cv.) Pérola (sensivel) e Pitilba
(resistente), contrastantes quanto a resisténcia aos estresses salino e oxidativo
(Freitas, 2006; Jorge, 2006; Aragao, 2007) foram utilizadas neste trabalho. Para o
plantio, as sementes foram desinfetadas pela imersdao em solucao 0,1 % de
hipoclorito de sddio por 5 minutos, seguido de 3 lavagens consecutivas em H,O
deionizada. As sementes foram semeadas em papel de germinacao (dimensdes 28 x
38 cm) completamente umedecido com H,0O deionizada (2,5 mL g papel) de acordo
com Vieira e Carvalho (1994). Os papéis foram entao enrolados e reunidos,
formando conjuntos de 4 rolos, envoltos com mais uma folha de papel de
germinagao embebida em agua. Os sistemas foram envoltos em sacos plasticos e
mantidos em camara de crescimento a 27+2 °C, umidade relativa de 8010 % e
fotoperiodo de 12 horas com 240 pmol m? s! de radiacio Iluminosa

fotossinteticamente ativa.

2.2.2. Tratamento e coleta das plantulas

As etapas de plantio, tratamento e coleta foram adaptadas de Maia
(2004). Quatro dias apds o semeio (DAS), metade das plantulas das duas cultivares
foram transferida para papéis de germinacao embebidos com solucdao de NaCl a 100
mM e a outra metade, para papéis embebidos apenas com agua deionizada
(controle), com a mesma razao papel x H,O iniciais. Os conjuntos retornaram as
mesmas condicdes de camara de crescimento descritas anteriormente. Apds dois
dias de exposicdo ao tratamento salino (6° DAS), todas as plantulas foram coletadas.
Uma parte do material foi utilizada para determinagées de comprimento radicular,
contetdo relativo de agua, massa seca, concentracdo de K™ e Na* e vazamento de
eletrolitos. A outra parte foi congelada imediatamente em nitrogénio liquido e

conservada a -80 °C para determinagdo da peroxidacdo de lipideos e atividades
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enzimaticas. Para a andlise estatistica foi utilizado delineamento experimental
inteiramente casualizado, com esquema fatorial 2 x 2 (doses de NaCl x cultivares) e
3 repeticdes. Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

2.2.3. Comprimento radicular, massa seca, conteudo relativo de agua e

relacdo K*/Na"*

O comprimento radicular foi tomado no 6° DAS, utilizando 26 plantulas
como amostragem e medindo o comprimento das raizes a partir da base até o apice.
O conteudo relativo de agua (CRA) foi calculado a partir da determinacdao da massa
fresca (MF), massa totalmente tdrgida (MT) e massa seca (MS), utilizando 3
segmentos radiculares de 5 cm, mais proximos da base, seguindo metodologia
descrita por Cairo (1995), conforme a relacao: CRA = (MF — MS/MT — MS) x 100. O
teor de massa seca foi tomado a partir de 5 raizes secas em estufa por 48 h a 50 °C.
A relagdo mg MS raiz* foi determinada dividindo-se a massa seca total pelo nimero
de raizes utilizadas para a determinacdo. As concentracdoes de K™ e Na™ foram
determinadas conforme Viégas et al. (2001). Os ions K e Na™ foram extraidos a
partir de 50 mg de tecidos secos e pulverizados em 10 mL de H,O deionizada. As
suspensoes foram aquecidas a 100 °C por 1 h, filtradas e a partir do sobrenadante
foram realizadas leituras em fotdbmetro de chama. Os dados foram expressos na
relacdo K*/Na* (Maathuis e Amtmann, 1999).

2.2.4. Danos de membranas e peroxidacédo de lipideos

Os danos de membranas foram analisados de acordo com Cavalcanti et al.
(2004). Dez segmentos de 5 cm da regido apical das raizes foram colocados em
contato com 20 mL de agua deionizada em tubos de ensaios na temperatura
ambiente (25 °C) por 6 horas. Apds isso, a solugao que estava em contato com os
segmentos foi utilizada para obtencdo da primeira leitura em condutivimetro (L;). A

solugao retornou aos tubos fechados e foi entdao fervida juntamente com os discos
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foliares em banho-maria a 100 °C por 60 minutos. Depois de resfriar a temperatura
ambiente, a solugdao foi novamente utilizada para obtencao de nova leitura (L;). O
resultado foi expresso em % de danos de membranas, de acordo com a equacao:
%DM=(L4/L2)x100.

A peroxidacao de lipideos foi mensurada pelo método de Heath e Packer
(1968). 500 mg de matéria fresca de raizes foram maceradas na presenca de
nitrogénio liquido e &cido tricloroacético (TCA) 1 % (m/v). A suspensao foi
centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos e o sobrenadante utilizado para os ensaios.
A mistura reacional contendo 500 pyL de amostra mais 2 mL de reagente contendo
acido tiobarbitdrico (TBA) a 0,5 % (m/v), dissolvido em TCA a 20 % (m/v) foi
incubada em banho-maria a 95 °C por 1 hora. As leituras foram realizadas nas
absorbancias de 532 e 660 nm. A segunda leitura foi subtraida da primeira para
obtencdo da leitura especifica e a peroxidacao de lipideos foi calculada através do
coeficiente de extingdo molar de 155 mM™* cm™ (Heath e Packer, 1968) e expressa
como nmol MDA-TBA g*MS.

2.2.5. Atividade de dismutase de superoxido (SOD), catalase (CAT),

peroxidase de ascorbato (APX) e peroxidase de fendis (POX)

A extracdo das proteinas foi realizada de acordo com Cavalcanti et al.,
2004. As amostras foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido e tampao
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 contendo acido L-ascérbico 1 mM e &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM. Os macerados foram centrifugados a
13.000 x g, por 20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante, considerado fragao de proteinas
soluveis totais, foi coletado e armazenado -80 °C. Para a atividade de SOD, aliquotas
de 100 pL de extrato foram transferidas para tubos de ensaio protegidos da luz,
contendo tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, 0,1 mM de EDTA, 13 mM de L-
metionina e 75 UM de azul de nitrotetrazdlio cloreto (NBT). A reacao foi iniciada pela
adicdo de 2 pM de riboflavina e a concomitante transferéncia dos tubos para uma
camara iluminada com lampadas fluorescentes de 30 W. As leituras foram tomadas a

560 nm. Uma UA (unidade de atividade) foi considerada como a quantidade de
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enzima requerida para inibir 50 % da foto-reducao do NBT em comparagao com
tubos na auséncia da enzima (Beauchamp e Fridovich, 1971). A atividade de SOD foi
expressa em UA g'MS min™,

A atividade de catalase (CAT) foi determinada de acordo com o método de
Sudhakar et a/. (2001). Aliquotas de 50 pL do extrato foram adicionadas a 2,95 mL
de meio de reacao constituido de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30
°C, acrescido de 20 mM de H,0,. A atividade da enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm. A atividade de CAT foi expressa em nmol H,0,
g'MS min™.

A atividade de peroxidase de ascorbato (APX) foi determinada de acordo
com o método de Nakano e Asada (1981). Aliquotas de 100 pL dos extratos foram
transferidas para tubos de ensaio. Ao meio de reacao foram adicionados 2,7 mL de
tampao fosfato de potassio 50 mM pH 6,0, contendo acido L-ascérbico 0,8 mM. O
experimento foi iniciado pela adicdo de 2 mM de H,0, ao meio de reacao,
observando o decréscimo da absorbancia a 290 nm. A atividade de APX foi expressa
em pmol ascorbato g"*MS min™.

A atividade de peroxidase de fendis (POX) nos tecidos radiculares foi
determinada pelo método de Kar e Mishra (1976). Aliquotas de 20 pL do extrato de
proteinas foram transferidas para tubos de ensaio e a estes, adicionados 4,9 mL de
tampao fosfato de potdassio 25 mM, pH 6,8, contendo 20 mM de acido pirogalico e 20
mM de H,0,. A mistura foi incubada a temperatura ambiente (25 °C), por um periodo
de 1 minuto e a reagao interrompida pela adigao de 0,5 mL de 0,5 % (v/v) de H,SO4
As leituras de absorbancia foram tomadas 420 nm. A atividade de POX foi expressa

em nmol purpurogalina g*MS min™.
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2.3. RESULTADOS

Para determinar o efeito do estresse salino nos mecanismos antioxidativos
do feijao-caupi, plantulas das cv. Pérola e Pitilba com quatro dias de idade, foram
tratadas por 2 dias com 100 mM de NaCl. O comprimento radicular decresceu em
ambas as cultivares (Figura 1A). No cv. Pérola houve decréscimo de apenas 16,7 %,
enquanto que no cv. Pitilba houve decréscimo de 33 %. O conteldo relativo de
agua nao apresentou diferencas significativas em ambas as cultivares (Figura 1B). O
teor de massa seca nao diferiu significativamente entre os tratamentos e seus

respectivos controles (Figura 1C).
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Figura 1 — Comprimento radicular (A), conteldo relativo de agua (B), massa seca (C) em raizes de
plantulas de feijdo-caupi das cultivares Pérola (a esquerda de cada grafico) e Pitiliba (a direita de cada
grafico) com 4 dias de idade, cultivadas sob condicdo controle e tratadas com 100 mM de NaCl por 2
dias. As letras sobre as barras indicam diferencgas significativas testada por Tukey (p < 0,05).
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A concentracdo de Na* aumentou, em média, 77,23 % em ambas as
cultivares (Figura 2A) enquanto que a razdo K*/Na*decresceu 72,5 % (Figura 2B). A
cv. Pérola apresentou 53 % a mais de danos de membranas constitutivos do que a
cv. Pitilba. (Figura 3A). Entretanto, foi observado incremento de 28,2 % nos danos
da cv. Pérola e 67 % na cv. Pitilba, quando tratadas com 100 mM de NaCl. A
peroxidacao de lipideos decresceu significativamente nas cv. Pérola (28,1 %) e
Pitiba (30,4 %) (Figura 3B).
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Figura 2 — Contetdo de Na* (A) e razdo K*/Na* (B) em raizes de plantulas de feijao-caupi das
cultivares Pérola (a esquerda de cada grafico) e Pitilba (a direita de cada grafico) com 4 dias de
idade, cultivadas sob condicdo controle e tratadas com 100 mM de NaCl por 2 dias. As letras sobre as
barras indicam diferencas significativas testada por Tukey (p < 0,05).
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Figura 3 — Danos de membranas (A) e peroxidacao de lipideos (B) em raizes de plantulas de feijao-
caupi das cultivares Pérola (a esquerda de cada grafico) e Pitilba (a direita de cada grafico) com 4
dias de idade, cultivadas sob condicdo controle e tratadas com 100 mM de NaCl por 2 dias. As letras
sobre as barras indicam diferengas significativas testada por Tukey (p < 0,05).
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Quanto a atividade de dismutase de superdxido (SOD), a cv. Pérola nao
apresentou variacdo significativa (Figura 4A). Contrariamente, a cv. Pitilba
apresentou um decréscimo de 25,6 % na atividade desta enzima. A atividade de
peroxidase de ascorbato (APX) reduziu (40 %) em ambas cultivares na mesma
proporcao (Figura 4B). A atividade de catalase (CAT) decresceu cerca de 40 % na cv.
Pitilba (Figura 4C). A atividade de peroxidase de fenois (POX) aumentou em ambas
cultivares (Figura 4D). Entretanto, a atividade de POX aumentou apenas 13,3 % na
cv. Pérola enquanto que houve aumento de 38 % na atividade desta enzima nas

raizes da cv. Pititba.
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Figura 4 — Atividade de SOD (A), APX (B), CAT (C) e POX (D) em raizes de plantulas de feijao-caupi
das cultivares Pérola (a esquerda de cada grafico) e Pititiba (a direita de cada grafico) com 4 dias de
idade, cultivadas sob condigao controle e tratadas com 100 mM de NaCl por 2 dias. As letras sobre as
barras indicam diferencgas significativas testada por Tukey (p < 0,05).
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2.4. DISCUSSAO

Para testar a hipotese de que plantulas de feijdo-caupi sensiveis ao NaCl
no estadio de germinacao podem nao apresentar diferengas na resposta
antioxidativa, no estadio de plantulas, foram utilizadas uma cultivar sensivel (Pérola)
e outra resistente (Pitiiba) ao sal, descritas previamente por Freitas (2006). No 6°
dia apos o semeio (DAS) as raizes apresentaram redugdo no comprimento radicular
que nao foi relacionado com o CRA e com o teor de massa seca (Figura 1).
Adicionalmente, o elevado contetido de Na* nas raizes (cerca de 1400 pmol g™'MS),
associado a razdo K'/Na*, determinante do grau de toxicidade de ion Na® nos
tecidos (Maathuis e Amtmann, 1999), apresenta indicios de que o efeito i6nico foi
mais importante para a reducdo no comprimento radicular do que o efeito osmético
(Figura 2).

Uma reducdo no teor de massa seca e crescimento relativo em raizes de
caupi, tratadas com NaCl, ja foi observado por Cavalcanti et a/. (2007). Os autores
atribuiram esses efeitos a um estresse osmoético em folhas. Lin e Kao (2000) também
observaram uma inibicdo do crescimento de folhas e raizes de cereais sob estresse
salino, mas nao relacionaram esse efeito a um decréscimo no turgor. Os resultados
apresentados sugerem que o efeito ibnico foi mais importante para a reducao do
comprimento radicular do que a componente osmotica do estresse salino. Apesar
disso, nenhum dos cinco parametros estudados (comprimento radicular, CRA, massa
seca, conteldo de Na* e razdo K*/Na™), foi suficiente para diferenciar o nivel de
resisténcia/sensibilidade das cultivares no estadio de plantula.

O tratamento salino comumente também causa aumento nos danos de
membranas em caupi (Cavalcanti et al, 2004) e outras espécies como trigo
(Mandhania et al., 2006) e Chrysanthemum morifolium (Hossain et a/., 2006) (Figura
3). Apesar de na cv. Pitilba o tratamento com NaCl ter causado uma maior elevagao
nos danos de membrana, a cv. Pérola ja apresentava niveis constitutivos elevados.
Em contraste, a peroxidacao de lipideos, indicada pela formacdo de aldeido
malbnico, decresceu significativamente em ambas as cultivares (Figura 3B). A

diminuicdao do indice de peroxidagdo de lipideos em vegetal € um fendmeno pouco
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comum, embora ja observado em caupi (Cavalcanti et a/., 2007) e milho (Neto et al.,
2006). Esses resultados evidenciam que o NaCl ndao causou danos oxidativos
significativos nos lipideos de membranas. Sugere-se, portanto, que o aumento nos
danos de membranas possa ser um mecanismo ligado ao aumento da fluidez da
membrana plasmatica, ou com o ataque de espécies reativas de oxigénio a outras
moléculas como proteinas (Dionisio-Sese e Tobita, 1998; Yang et a/., 2004). Resta
esclarecer, contudo, se em raizes de feijao-caupi o nivel da peroxidacao de lipideos
esta relacionado a um mecanismo antioxidativo eficiente, que seria responsavel pela
manutengdo dos niveis de EROs.

Para verificar o padrdo de resposta antioxidante enzimatico, as atividades
de SOD, CAT, APX e POX foram avaliadas. Varios autores correlacionam o aumento
das atividades dessas enzimas com a resisténcia de plantas a salinidade (Hernandez
et al., 1995; Sreenivasulu et al, 2000; Benavides et a/, 2000; Cavalcanti et al,
2004, Cavalcanti et al, 2007). Hernandez et al. (1994) reportou que a atividade
catalitica de isoenzimas de SOD de plantas de feijdo-caupi diminui em fungdo da
concentracdo de sal /n vitro. Embora a compartimentagdo de Na* nas raizes e dentro
das células ndo tenha sido determinada no presente estudo, o elevado conteldo de
ions, em paralelo com o decréscimo na atividade de SOD, é consistente com a
possibilidade de que o sal inibe diretamente a atividade desta enzima /in vivo
(Dionisio-Sese e Tobita, 1998). A inibicao da atividade de SOD de feijao-caupi foi
previamente observada por Cavalcanti ef a/. (2007). Os autores sugerem que, O
efeito osmotico ou idnico, pode ter afetado diretamente a integridade da proteina
SOD e, subseqiientemente, causado reducao na atividade.

Comparativamente, enquanto a cv. Pitilba apresenta maior atividade
constitutiva de APX, em relacao a cv. Pérola, esta apresenta maior atividade
constitutiva de CAT. Cavalcanti et a/. (2007) trabalhando com plantas adultas, da
mesma cultivar, apresentaram resultados diferentes aos obtidos nesse trabalho. E
valido, portanto, questionar se a resposta obtida foi dependente do estadio
vegetativo, ou se as respostas observadas foram provocadas por componentes

diferentes do estresse salino.
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Estudos em soja com APX e CAT demonstram que as plantas compensam
a inibicao da atividade de CAT pelo aumento na atividade de APX e na concentragao
de glutationa e ascorbato, além da expressao isoformas de Mn-SOD (Palatnik et al.,
2002). Em outro estudo Asai et al. (2004) apresentaram evidéncias de que plantas
de Arabidopsis compensam a atividade de APX pelo aumento na expressao de CAT.
As discrepancias observadas entre os controles das cultivares nas atividades de SOD,
APX e CAT sugerem, portanto, que essas plantulas apresentam mecanismos
diferenciados de resisténcia ao estresse oxidativo. Contudo, nas plantas estudadas,
as atividades de SOD, APX e CAT sugerem que a tendéncia de queda na peroxidacao
de lipideos nao foi causada pela atividade destas enzimas (Figura 4A, B e C).

Outras enzimas, portanto, podem atuar como removedoras de EROs em
raizes tratadas com NaCl (Mittler, 2002). Dentre elas as POX, da classe III de
plantas, sdao encontradas em varios compartimentos celulares como citosol, vacuolo,
apoplasto e parede celular (Maia, 2004; Mittler et a/., 2004). No entanto, ainda ndo é
completamente claro o seu envolvimento na remocao de EROs, ja que esta enzima
também estd envolvida no processo de lignificacdo e restricdo do crescimento em
situacOes de estresse (Cavalcanti et a/., 2007).

No presente trabalho a atividade de POX aumentou significativamente em
ambas as cultivares. Esse aumento poderia combater a producao de EROs nos
diversos compartimentos celulares, compensando as reducbes nas atividades de
SOD, APX e CAT. Adicionalmente, a atividade de POX corrobora a reducdao no

comprimento radicular sem um decremento no teor de massa seca dos tecidos.
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2.5. CONCLUSOES

Esse trabalho demonstrou que as cultivares estudadas, embora
apresentem grau de sensibilidade diferenciado ao NaCl e estresse oxidativo, no
estadio de germinacao, essas caracteristicas ndo sao mantidas no estadio fisioldgico
posterior. Os parametros avaliados nao foram capazes de determinar diferencas
contrastantes entre as duas variedades que pudessem classifica-las como resistente
e/ou susceptivel ao sal no estadio de plantula. Ambas as cultivares podem reagir
eficazmente ao estresse oxidativo causado por tratamento salino, cada uma com
mecanismos fisioldgicos especificos. Mais estudos que abordem o papel das enzimas
antioxidantes na protecao de danos oxidativos, durante estresse salino, devem ser
realizados para esclarecer as relacoes entre a fisiologia do crescimento e a resposta

antioxidante de feijao-caupi.
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INTERCAPITULO 2

No capitulo 2 foi verificado que para as cultivares Pérola e Pitilba, a
estratégia experimental foi suficiente para determinar discrepancias, entre ambas,
que pudessem classifica-las como resistente e/ou susceptivel ao sal no estadio de
plantula. Um dos questionamentos que surgiu foi o de saber se apenas uma dose de
NaCl nao estava mascarando a resposta das duas cultivares. Assim, outras
estratégias experimentais foram tomadas para ampliar as discussdes em torno dos
conceitos de resisténcia e susceptibilidade nestas cultivares de feijao-caupi.

Nesse sentido, o capitulo seguinte investigou a relacdo dose de NaCl X
comprimento radicular X atividade antioxidante enzimatica em raizes de duas

cultivares de feijao-caupi através do tratamento com doses crescentes de NaCl .
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RESPOSTAS NO CRESCIMENTO E ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE DUAS
CULTIVARES DE FEIJAO-CAUPI EM RELACAO A INTENSIDADE DO
TRATAMENTO SALINO

CAPITULO 3
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3.1. INTRODUCAO

A salinidade é um dos principais estresses ambientais (Vaidyanathan et
al., 2003). Alguns estudos estimam que 20-50 % de todas as terras agricolas
irrigadas sao afetadas pela concentracao de sal no solo, resultando em consideraveis
perdas econdmicas (Lopez-Gomez et al, 2007). A perda no crescimento e
desenvolvimento, causada pelo excesso de sal é devida ao déficit hidrico e toxicidade
ionica (Marschner, 1995). Em adicao ao componente ionico e osmético, o estresse
salino também causa estresse oxidativo. Este ocorre pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) tais como o oxigénio singleto (*0), o &nion superdxido
(027), o radical hidroxila (HO®) e perdxido de hidrogénio (H,0,) (Moller et al., 2007).
Os niveis celulares de EROs sao regulados pela taxa de geracdo, de reacdao com
substancias alvo como proteinas lipideos, e/ou acidos nucléicos, sua taxa potencial
de degradacao e a velocidade de remogao/neutralizagdo por antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos (Ben Amor et al., 2005).

Com relagdo aos mecanismos antioxidantes enzimaticos, varias enzimas
estdo envolvidas na detoxificagdo de EROs. Dismutase de superdxido (SOD) (EC
1.15.1.1) converte O, para H,0, que, por sua vez, é eliminado por catalases (CAT)
(EC 1.11.1.6) e diferentes classes de peroxidases como peroxidases de fendis (POX)
(EC 1.11.1.7) e peroxidases de ascorbato (APX) (EC 1.11.1.1) (Hernandez et al.,
2001). Dessa forma, a capacidade da planta em eliminar EROs e reduzir seus efeitos
danosos sobre macromoléculas parece representar um importante mecanismo de
resisténcia ao estresse (Xiong e Zhu, 2002). Uma relacdo entre a capacidade de
defesa antioxidante e a tolerancia ao NaCl foi demonstrada em diversas culturas,
como algodao (Gosset et al, 1994), arroz (Dionisio-Sese e Tobita, 1998), ervilha
(Hernandez et al., 2000) e Setaria itdlica (Sreenivasulu et al., 2000).

No feijao-caupi foi observado que o padrao de resposta antioxidativa de
folhas é diferente daquele observado em raizes de plantas tratadas com NaCl
(Cavalcanti et al., 2004; Cavalcanti et al., 2007). Adicionalmente, os mecanismos de
defesa sao modificados pelo tratamento salino e estas modificacdes sao dependentes

do estadio fisiologico (Grover et al, 1999) e da cultura estudada (capitulo 2).
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Entretanto, ainda nao se conhece as concentracdoes de NaCl suportaveis pela espécie,
bem como se a resposta antioxidante é dose e cultivar dependente. Para responder a
estes questionamentos, este trabalho tem como objetivo determinar a intensidade de
danos no crescimento e a resposta enzimatica do sistema SOD-CAT-APX-POX de
raizes de duas cultivares de feijao-caupi, expostas a diferentes concentracdoes de
NaCl. Adicionalmente, as seguintes hipoteses serdao avaliadas: i. o crescimento
radicular é afetado pelo estresse salino, mas ndo apresenta relacao com danos
oxidativos; ii. a atividade do sistema antioxidante SOD-CAT-APX-POX ndo é afetada

pelo aumento da concentracao de NaCl no substrato.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal, condi¢Oes de cultivo

Para o plantio, as sementes foram desinfetadas pela imersao em solucao
0,1 % de hipoclorito de sodio por 5 minutos, seguido de 3 lavagens consecutivas em
H,O deionizada. O semeio foi realizado em papel germinacao (dimensdes 28 x 38
cm) completamente umedecido com H,O deionizada (2,5 mL g papel) de acordo
com Vieira e Carvalho (1994). Os papéis foram entdo reunidos formando conjuntos
de 4 rolos e envoltos com mais uma folha de papel de germinacdo embebida em
agua. Os sistemas foram cobertos por sacos plasticos e mantidos em camara de
crescimento a 27+2 °C, umidade relativa de 80+10 % e fotoperiodo de 12 horas

com 240 pmol m™ s de radiagdo luminosa fotossinteticamente ativa.

3.2.2. Tratamento e coleta das plantulas

As etapas de plantio, tratamento e coleta foram adaptadas do capitulo 2
desta tese. Quatro dias apds o semeio (DAS) as plantas foram transferidas para os
tratamentos que consistiam em rolos de papéis de germinacdo embebidos com
solugbes de 0, 25, 50 75 e 100 mM de NaCl, na mesma proporcao papel x H,O
utilizada para o plantio. Os conjuntos retornaram as mesmas condicoes de camara
de crescimento descritas anteriormente. Apds dois dias de exposicdo ao tratamento
salino (6° DAS), todas as plantulas foram coletadas. Uma parte do material foi
utilizada para determinacdes de comprimento radicular, conteudo relativo de agua e
vazamento de eletrdlitos. A outra parte foi congelada, imediatamente, em nitrogénio
liquido e conservada a -80 °C para determinacdo da peroxidacdo de lipideos e

atividades enzimaticas.
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3.2.3. Comprimento radicular, contetido relativo de agua, teor de Na™

O comprimento radicular e conteudo relativo de agua foram realizados
conforme item 2.2.3., pagina 67. As concentracdes Na® foram determinadas
conforme Viégas et al. (2001). Os ions Na® foram extraidos a partir de 50 mg de
tecidos secos e pulverizados, em 10 mL de H,O deionizada. As suspensoes foram
aquecidas a 100 °C por 1 horas, filtradas e a partir do sobrenadante foram realizadas

leituras em fotdmetro de chama. Os dados foram expressos em umol g'MS.

3.2.4. Danos de membranas e peroxidacédo de lipideos

Os danos de membranas e a peroxidacdao de lipideos foram realizados

conforme o item 2.2.4., pagina 67.

3.2.5. Atividade de dismutase de superéxido (SOD), catalase (CAT),

peroxidase de ascorbato (APX) e peroxidase de fendis (POX)

As atividades de SOD, CAT, APX e POX foram realizadas conforme o item
2.2.5., pagina 68.

3.2.6. Desenho experimental e analise estatistica
Para a analise estatistica foi utilizado delineamento experimental
inteiramente casualizado, com esquema fatorial 5 x 2 (doses de NaCl x cultivares) e

3 repeticbes. Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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3.3. RESULTADOS

Para determinar a intensidade de danos no crescimento e no padrao de
resposta antioxidativa, em raizes de feijdo-caupi sob condicdes de estresse salino,
plantulas das cultivares (cv.) Pérola e Pititba foram tratadas com 0, 25, 50, 75 e 100
mM de NaCl. O tratamento salino causou decréscimo significativo no comprimento
radicular de ambas as cultivares (Figura 1A). Entretanto, ndao houve diferencas
significativas entre os tratamentos de 25, 50 e 75 mM de NaCl, embora os mesmos
difiram significativamente da maior dose (100 mM).

Comparadas aos seus respectivos controles (0 mM), as cv. Pérola e Pititba
sofreram redugdo (25 e 56,1 % respectivamente) no comprimento de raizes tratadas
com NaCl. O acimulo de Na* no tecido foi proporcional ao aumento da dose de NaCl
(Figura 1B). Entre as doses mais elevadas (75 e 100 mM) ndo houve diferengas
significativas em ambas as cultivares. Nao houve alteracao significativa no CRA de

ambas as cultivares (Figura 1C).
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Figura 1 — Comprimento radicular (A), Concentracdo de Na* (B) e conteldo relativo de agua (C) em
raizes de plantulas de feijao-caupi cv. Pérola e Pitiiba, tratadas com NaCl 0, 25, 50, 75 e 100 mM. Os
resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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Os danos de membranas aumentaram drasticamente com o aumento da
dose de NaCl (Figura 2A). Os valores maximos de danos de membrana foram
detectados em raizes de ambas as cultivares tratadas com 75 e 100 mM de NaCl.
Quanto a peroxidagdo de lipideos, esta decresceu discretamente nas duas cultivares
(Figura 2B).

Na cv. Pérola, a atividade de SOD nao variou significativamente com o
aumento da dose de NaCl. Entretanto, na cv. Pitilba, em presenca de 25, 50 e 75
mM de NaCl, a atividade desta enzima apresentou queda de 27,6 % em relagao ao
controle (Figura 3A). A cv. Pitilba na auséncia de NaCl (0 mM) apresentou atividade
de APX 60 % maior que a cv. Pérola sob as mesmas condigdes. Contudo, observou-

se decréscimo médio de 50 % na atividade de APX nas duas cultivares (Figura 3B).
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Figura 2 — Vazamento de eletrdlitos (A) e peroxidacdo de lipideos (B) em raizes de plantulas de feijdo-
caupi cv. Pérola e Pitilba, tratadas com NaCl 0, 25, 50, 75 e 100 mM. Os resultados foram analisados
por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A atividade de CAT também decresceu em ambas as cultivares. Na cv. Pérola a

atividade de CAT decresceu até 50 mM (29,3 % em relagdo ao controle) e se

manteve constante entre 50 e 100 mM. Em raizes da cv. Pitilba houve diminuicao
drastica na atividade de CAT somente a partir de 75 mM (53 % de 50 a 100 mM) de

tratamento com NaCl (Figura 3C). A atividade de POX aumentou em ambas as

cultivares proporcionalmente com o aumento da dose de NaCl e este efeito foi

marcante nas doses mais elevadas de NaCl (75 e 100 mM) (Figura 3D).
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Figura 3 — Atividade de dismutase de superdxido (SOD) (A), peroxidase de ascorbato (APX) (B),
catalase (CAT) (C) e peroxidase de fendis (POX) (D) em raizes de plantulas de feijao-caupi cv. Pérola
e Pitiuba, tratadas com NaCl 0, 25, 50, 75 e 100 mM. Os resultados foram analisados por ANOVA e as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

92



3.4. DISCUSSAO

Para testar a hipdtese de que o crescimento de raizes de feijao-caupi é
dependente da cultivar e da dose de NaCl aplicada, foram realizados experimentos
aplicando-se 0, 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl em raizes de plantulas das cultivares
Pérola e Pitiba. No 6° dia apds o semeio, as plantulas apresentaram redugdo no
comprimento radicular que nao foi relacionada ao CRA (Figura 1). Como previamente
mostrado no Capitulo 2, a inibicdo do crescimento pode estar relacionado muito mais
com o efeito idnico causado pela concentracdo de Na* nos tecidos, dependente da
concentracao de NaCl no substrato.

Lin e Kao (2000) descreveram que a inibicao no crescimento de folhas e
raizes de cereais ndo é relacionada ao decréscimo de turgor. Este fato reforga a idéia
de que embora possa haver estresse osmético, o efeito idbnico € mais danoso. Nesse
contexto, a andlise da concentragdo de Na* em raizes revela que, em 2 dias de
tratamento, as duas cultivares apresentaram tendéncia de saturagdo de Na* a partir
do tratamento com 75 mM de NaCl. Entretanto, a maior relacdo umol Na* g'MS na
cv. Pitiba ndo pode ser considerada como parametro determinante da resisténcia ou
sensibilidade desta cultivar.

Evidéncias mostram que plantas resistentes/tolerantes a salinidade, além
da capacidade de excluir o Na* do tecido, podem evitar a translocagdo de Na* da raiz
para a parte aérea ou, ainda, utilizar esse ion como agente osmético (Gaxiola et al.,
1999; Shi et al, 2002; Cavalcanti et al, 2004; Gao et al, 2007). E importante
ressaltar, também, que a estratégia de fixar o tempo de exposicdo e variar a
concentracdo do NaCl no tratamento indica que a velocidade de acumulacdo de Na*
em raiz é dependente da concentracdo de NaCl utilizada no tratamento.

Com relacao aos danos fisioldgicos causados pelo tratamento salino,
foram mensurados os danos de membranas e peroxidacdo de lipideos (Figura 2). Os
resultados de danos de membranas indicam que em ambas as cultivares os danos
foram maximos a partir do tratamento com 75 mM de NaCl. Varios autores
mencionam que o estresse salino pode causar danos severos a integridade de
membranas em diversos tecidos de diferentes espécies vegetais (Dionisio-Sese e

Tobita, 1998; Hernandez et al, 2001; Sudhakar et al, 2001). No caso do feijao-
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caupi, esses danos estdo muito mais relacionados ao acimulo de Na* nos tecidos
(Capitulo 2), reforcando a idéia de que o efeito idnico foi mais acentuado.

A peroxidacao de lipidios é outro indicador efetivo de danos oxidativos
celulares. Um aumento no indice de peroxidacdo de lipideos em plantas estressadas
pode indicar extensos danos em membranas celulares, causada por estresse
oxidativo (Sairam et al., 2002). Nossos estudos revelam que em raizes de plantulas
de feijao-caupi os danos de membranas nao estao relacionados aos danos oxidativos
observados pela peroxidacao de lipideos. Estes fatos sao corroborados pelo trabalho
de Cavalcanti et a/. (2007).

Sugere-se, portanto, que os danos causados em membranas estao
relacionados a outros mecanismos de resposta. Dentre eles, o simples aumento da
fluidez das membranas e/ou o ataque preferencial de EROs as proteinas de
membrana, que permitiriam o extravasamento de moléculas e ions intracelulares
(Dionisio-Sese e Tobita, 1998; Yang et a/., 2004). Nesse sentido, os resultados de
peroxidacdo de lipideos sugerem que essa espécie deve ter acionado um sistema
antioxidativo eficiente para manter os EROs em niveis aceitaveis nas raizes.

Para testar a hipdtese de que a atividade do sistema antioxidante SOD-
CAT-APX-POX nado é afetada pelo aumento da concentracao de NaCl foram
determinas as atividades destas enzimas. Varios autores correlacionam o aumento
das atividades dessas enzimas com a resisténcia de plantas a salinidade
(Sreenivasulu et al., 2000; Benavides et a/., 2000; Cavalcanti et a/., 2004; Cavalcanti
et al, 2007). Hernandez et al. (1994) reportaram que a atividade catalitica de
isoenzimas de SOD de folhas de feijao-caupi diminui em fungao da concentragao de
sal /in vitro. Entretanto, a atividade de SOD da cv. Pérola indica que, nesta cultivar,
as concentracoes de Na* utilizadas ndo foram suficientes para inibir a atividade de
SOD total. Em contrapartida, as condigdes experimentais foram suficientes para inibir
a atividade de SOD na cv. Pititba.

Nesse sentido, o elevado conteldo de ions na raiz em paralelo com o
decréscimo na atividade de SOD é consistente com a possibilidade de que o sal
possa inibir diretamente a atividade de SOD /n vivo (Dionisio-Sese e Tobita, 1998).

Contudo, esta relagdo ndo pode ser generalizada entre espécies e, principalmente,
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entre cultivares. Isto se deve ao fato de que diversos estudos revelam que isoformas
de SOD sdo diferencialmente afetadas por estresses abidticos (Bowler et al., 1994;
Borsani et al, 2001). Esses estudos induzem a crer que diferencas no
comportamento das atividades de SOD das duas cultivares podem estar relacionadas
a alteragdes em diferentes isoformas de SOD em compartimentos subcelulares
distintos. Adicionalmente, as cultivares estudadas apresentam sistemas de resposta
diferentes e, no caso da cultivar Pitilba, a resposta é dependente da dose de NaCl
aplicada.

Para avaliar a atividade de remogao de H,0,, as atividades das enzimas
APX, CAT e POX foram determinadas. Curiosamente, enquanto as atividades de APX
e CAT diminuram com o aumento da dose de NaCl (principalmente a partir de 50
mM), a atividade de POX aumentou, principalmente a partir da dose de 75 mM de
NaCl. Desse modo, os resultados sugerem que, em parte, a reducao nas atividades
de APX e CAT nao interfere com a peroxidacao de lipideos. Outras enzimas, portanto,
podem atuar como removedoras de EROs em raizes tratadas com NaCl (Mittler,
2002). Dentre elas, as POX de plantas, que sdo encontradas em varios
compartimentos celulares como o citosol, vactolo, apoplasto e parede celular (Maia,
2004; Mittler et al, 2004). No entanto, ainda ndao é completamente claro o seu
envolvimento na remogao de EROs, ja que esta enzima também esta envolvida no
processo de lignificacdo e inibicao do crescimento em situagdes de estresse
(Cavalcanti et al, 2007). O aumento da atividade de POX proporcional a dose
utilizada no tratamento salino poderia, entdo, equilibrar os niveis de EROs nos

diversos compartimentos celulares.
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3.5. CONCLUSOES

O presente estudo permite concluir que a resposta no crescimento e na
atividade de enzimas antioxidantes é dose e cultivar dependente. As atividades das
enzimas avaliadas respondem, proporcionalmente, até a dose maxima aplicada (100
mM). Assim, é possivel que um sistema que envolva a atividade de POX
(possivelmente apoplastica) possa estar associado tanto a manutencao dos niveis de

H,0,, quanto a reducao do comprimento radicular.
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INTERCAPITULO 3

As andlises apresentadas no capitulo 3 foram capazes de determinar que a
resposta no crescimento, e na atividade de enzimas antioxidantes é dose e cultivar
dependente. Contudo, surgiram evidéncias de que a atividade de peroxidase de
fendis possa estar associada tanto a manutencao dos niveis de H,O, quanto a
reducao do comprimento radicular.

Assim, o capitulo seguinte tratou de estudar os mesmos parametros do
capitulo anterior, agora em uma analise temporal da exposicao ao NaCl. As doses de
50 e 100 mM de NaCl foram selecionadas como tratamento moderado e severo,
respectivamente, através da andlise dos resultados do capitulo 3. Como modelo de
estudo, foi utilizado somente a cultivar Pitilba. Esta escolha foi motivada pelo
potencial desta cultivar em apresentar resultados contrastantes entre os controles e

tratamentos, principalmente nas respostas das enzimas antioxidantes.
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RESPOSTAS NO CRESCIMENTO E ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM RAIZES
DE FEIJAO-CAUPI EM RELACAO AO TEMPO DE EXPOSICAO AO NaCl

CAPITULO 4
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4.1. INTRODUCAO

Um dos mais importantes fatores limitantes da produtividade de plantas é
o0 estresse salino, presente especialmente em regides aridas e semi-aridas, como no
nordeste do Brasil (Souza et al, 2004). A baixa precipitacao pluviométrica, a alta
evapotranspiragao e altas temperaturas associadas com o manejo irregular da agua
e do solo tornam a salinidade um problema de grande importancia para a producao
agricola nestas regioes (Neto et al., 2006).

Os vegetais possuem diversas estratégias bioquimicas e fisiologicas de
tolerancia/resisténcia. Essas estimulam as respostas, através de alteracOes celulares
que interferem no metabolismo de tecidos, assim como do organismo como um todo
(Munns e Tester, 2008). Plantas tolerantes a salinidade sdo geralmente estudadas
em relacdo aos mecanismos regulatérios da homeostase ionica e osmética (Apel e
Hirt, 2004; Cavalcanti et a/, 2004; Cavalcanti et al,, 2007; Munns e Tester, 2008).
Entretanto, o estresse salino também causa estresse oxidativo aumentando o “poo/”
de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como oxigénio singleto (*0,), nion
superdxido (0,"7), radical hidroxila (HO®) e peroxido de hidrogénio (H,0,) (Moller et
al., 2007).

Os EROs podem alterar o metabolismo através de danos oxidativos em
lipideos, proteinas e acidos nucléicos (Neto et al, 2006). Esses danos podem ser
controlados por um complexo sistema antioxidante incluindo antioxidantes de massa
molecular reduzida, bem como enzimas antioxidantes como a dismutases de
superdxido (SOD), catalases (CAT), peroxidases de ascorbato (APX) e peroxidases de
fendis (POX) (Hernandez et al. 2001). A avaliacao da estabilidade de membranas
também é amplamente utilizada para diferenciar cultivares sensiveis e resistentes ao
tratamento salino (Dionisio-Sese e Tobita, 1998; Luna et a/, 2000; Shalata et al,,
2001; Hernandez e Almansa, 2002). Algumas evidéncias sugerem que a resisténcia
ao estresse oxidativo pode, pelo menos em parte, ser envolvida na tolerancia ao
NaCl (Hernandez et al., 2000).

O feijao-caupi, uma espécie amplamente cultivada no nordeste brasileiro é

adaptado a varios estresses abidticos como a seca, salinidade, altos niveis de
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temperatura e radiacao, as quais, isoladas ou em combinacao, podem induzir danos
oxidativos em plantas (Foyer e Noctor, 2000). Diferentes estudos mostram que o
feijao-caupi, sob condicdes de salinidade, pode modular a resposta antioxidante
(Cavalcanti et al, 2004; Cavalcanti et al, 2007; Maia, 2004). Contudo, alguns
questionamentos acerca dos mecanismos antioxidantes desta espécie ainda
permanecem em aberto: i. qual a relacao entre o crescimento e a concentracao de
NaCl no solo?; ii. como o tempo de exposicao ao tratamento salino pode influenciar
no desenvolvimento da resposta antioxidativa e no crescimento?; iii. qual a relacao
fisiolégica entre o nivel de NaCl e o tempo de exposicao ao tratamento?

Na intencdao de contribuir com a resposta a esses questionamentos, o
presente estudo avaliou alguns parametros de crescimento e resposta antioxidante
em raizes de feijao-caupi tratadas com niveis moderados e severos de NaCl e
expostas a diferentes intervalos de tempo ao estresse. Este trabalho pretende testar
a hipétese de que o crescimento da raiz é afetado pelo tempo de exposicdo aos
tratamentos salinos. Adicionalmente, sera verificado se os efeitos, no crescimento,
do tempo de exposicao ao tratamento salino estdo relacionados ao estresse

oxidativo.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material vegetal, condi¢cOes de cultivo

Sementes de feijao-caupi cv. Pitilba foram desinfetadas pela imersdao em
solugdo 0,1 % de hipoclorito de sédio por 5 minutos, seguido de 3 lavagens
consecutivas em H,O deionizada. O semeio foi realizado em papel germinacao
(dimensdes 28 x 38 cm) completamente umedecido com H,O deionizada (2,5 mL g™
papel) de acordo com Vieira e Carvalho (1994). Os papéis foram entdo enrolados e
reunidos formando conjuntos de 4 rolos e envoltos com mais uma folha de papel de
germinacao embebida em agua. Os sistemas foram cobertos por sacos plasticos e
mantidos em camara de crescimento a 27+2 °C, umidade relativa de 80+10 % e
fotoperiodo de 12 horas com 240 pmol m? s! de radiagdo luminosa

fotossinteticamente ativa.

4.2.2. Tratamento e coleta das plantulas

As doses utilizadas para esse experimento foram selecionadas a partir do
capitulo 3 desta tese na intencdo de tratar o modelo vegetal com 3 doses de NaCl
(controle, moderada e severa). No 4° dias apds o semeio (DAS) as plantas foram
transferidas para o tratamentos, consistindo de rolos de papéis de germinacdo
embebidos com solugdes de 0, 50 (moderada) e 100 mM (severa) de NaCl, na
mesma proporcao papel x H,O utilizada para o plantio. Os conjuntos retornaram as
mesmas condicoes de camara de crescimento descritas anteriormente. As raizes das
plantulas foram coletadas nos tempos 0; 24; 48; 72 e 96 horas apds o plantio. Uma
parte do material foi utilizada para determinacdes de comprimento radicular,
conteldo relativo de agua e vazamento de eletrolitos. A outra parte foi congelada
imediatamente em nitrogénio liquido e conservada a -80 °C para determinacdo da

peroxidacao de lipideos e atividades enzimaticas.
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4.2.3. Comprimento radicular, contetdo relativo de agua, teor de Na™

O comprimento radicular e conteudo relativo de agua foram realizados
conforme item 2.2.3., pagina 67. A concentracdo de Na* foi mensurada de acordo
como metologia descrita no item 3.2.3., pagina 88.

4.2.4. Danos de membranas e peroxidacéo de lipideos

Os danos de membrana e a peroxidagdo de lipideos foi avaliada conforme

item 2.2.4., pagina 67.

4.2.5. Atividade de dismutase de superoxido (SOD), catalase (CAT),

peroxidase de ascorbato (APX) e peroxidase de fendis (POX)

As atividades de SOD, CAT, APX e POX foram analisadas conforme item
2.2.5., pagina 68.

4.2.6. Desenho experimental e analise estatistica
Para a andlise estatistica foi utilizado delineamento experimental
inteiramente casualizado, com esquema fatorial 3 x 5 x 1 (doses de NaCl x tempos x

cultivar) e 3 repeticdoes. Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4.3. RESULTADOS

Para determinar a resposta antioxidante e de crescimento em raizes de
feijdo-caupi tratadas com niveis moderados e severos de NaCl, raizes de plantulas da
cultivar (cv.) Pitiiba foram tratadas com NaCl 50 e 100 mM durante 0; 24; 48; 72 e
96 horas. O comprimento radicular foi afetado somente apos 48 horas de exposicao
ao tratamento salino. Na presenca de 100 mM de NaCl o crescimento radicular foi
inibido, enquanto que na dose moderada (50 mM), o crescimento foi proximo ao do
controle (Figura 1A). O acimulo de Na* foi proporcional ao tempo de exposicdo e
para cada dose de NaCl utilizada no experimento (Figura 1B). Nas raizes tratadas
com 100 mM de NaCl, o conteldo relativo de agua e a peroxidagdo de lipideos nao
foram significativamente alterados em nenhuma das doses ao longo do tempo de

exposicao ao NaCl (Figura 1C e 2B).
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Figura 1 — Comprimento radicular (A), concentracdo de Na* (B) e conteldo relativo de agua (C) em
raizes de plantulas de feijao-caupi, cv. Pititiba, submetidas a doses de 0 mM — controle, 50 e 100 mM
de NaCl, durante 0, 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento. Os resultados foram analisados por ANOVA
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

107



Danos de membranas foram detectados logo nas primeiras 24 horas de
exposicao aos tratamentos de 50 e 100 mM de NaCl (Figura 2A). O tratamento com
50 mM de NaCl causou aumento de 55,8 % nos danos de membranas nas primeiras
24 horas. Apds 48 horas, houve decréscimo gradual alcancando o valor minimo de
40,76% de danos apds 96 horas de exposicao ao tratamento.

A atividade de SOD aumentou em todos os tratamentos ao longo das 96
horas, havendo diferencas significativas entre o controle e os demais tratamentos
(Figura 3A). A atividade de APX foi afetada somente pelo tratamento com 100 mM de
NaCl (Figura 3B). Este tratamento causou decréscimo de 68 % na atividade desta

enzima apds 48 horas.
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Figura 2 — Vazamento de eletrolitos (A) e peroxidacao de lipideos (B) em raizes de plantulas de feijao-
caupi, cv. Pititiba, submetidas a doses de 0 mM — controle, 50 e 100 mM de NaCl, durante 0, 24, 48,
72 e 96 horas de tratamento. Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A atividade de CAT apresentou diferencas significativas somente apds 48 horas de
tratamento, sendo reduzida, drasticamente, pelos tratamentos com NaCl 50 e 100
mM (Figura 3C).

Quando comparado ao controle, em 96 horas, as doses de NaCl 50 e 100
mM causaram decréscimo de até 62,7 % na atividade desta enzima. A atividade de
POX foi estimulada pelas duas doses de NaCl, sendo este efeito mais marcante na
dose mais elevada (100 mM) e apds 24 horas de tratamento. O aumento da
atividade de POX em raizes tratadas com 50 mM de NaCl foi observado somente

apds 72 horas de exposicao (Figura 3D).
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Figura 3 — Atividade enzimatica de dismutase de superodxido (SOD) (A), peroxidase de ascorbato (APX)
(B), catalase (CAT) (C) e peroxidase de fendis (POX) em raizes de plantulas de feijdo-caupi, cv.
Pitilba, submetidas doses de 0 mM — controle, 50 e 100 mM de NaCl, durante 0, 24, 48, 72 e 96
horas de tratamento. Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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4.4. DISCUSSAO

Para testar a hipotese de que o crescimento da raiz é afetado pelo tempo
de exposicdo aos tratamentos salinos, plantulas de feijao-caupi, cv. Pititba foram
tratadas com NaCl 50 e 100 mM durante 0; 24; 48; 72 e 96 horas. Nos capitulos 2 e
3 foi sugerido que a diminuigdo no comprimento radicular pode estar relacionado a
toxicidade de ions Na®™ nos tecidos radiculares. Essa observacdo é reforcada pela
velocidade de acumulacdo de Na*™ em raizes tratadas com a dose moderada (50 mM
de NaCl) e severa (100 mM de NaCl). Enquanto o tratamento moderado causou a
saturacdo dos tecidos somente apds 72 horas de exposicdo ao NaCl, o tratamento
severo causou a elevacdo drastica da concentracdo de Na* em 24 horas que
continuou aumentando até 96 horas.

A acumulagdo dos ions Na™ refletiu no comprimento radicular, ou seja, o
tratamento moderado nao interferiu significativamente no comprimento, enquanto
que a saturacao dos tecidos, em apenas 24 horas de tratamento (severo), causou a
inibicdo total do comprimento radicular. Corroborando os resultados do capitulo 2 e
3, esse decréscimo no comprimento da raiz nao é reflexo do CRA, o que reforca a
idéia de que nado houve estresse osmotico aparente em raizes sob as condigbes
experimentais impostas.

A hipdtese de que os efeitos no crescimento em funcdo do tempo de
exposicao ao tratamento salino estdo relacionados ao estresse oxidativo foi testada
pelos ensaios de danos de membranas e peroxidacao de lipideos. Os resultados de
danos de membranas indicam que o tratamento de NaCl moderado induziu danos
moderados e que, aparentemente, as raizes apresentaram a recuperacao até as 96
horas. Contrariamente, os danos de membrana causados pelo tratamento NaCl
severo causou danos irreversiveis.

Varios autores mencionam que o estresse salino pode causar danos
severos a integridade de membranas em diversos tecidos de diferentes espécies
vegetais (Dionisio-Sese e Tobita, 1998; Hernandez et al, 2001; Sudhakar et al.,
2001). Contudo, o tratamento moderado estimulou a absorcdao de Na* mais lenta

que no tratamento severo (capitulo 3). Essa estratégia possivelmente foi crucial para
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diferenciar entre o comportamento de crescimento das plantulas tratadas com 50 e
100 mM de NaCl. De fato, a recuperagao de raizes tratadas com NaCl moderado (em
72 e 96 horas), pode estar integralmente associada ao crescimento radicular que
aumentou somente em 72 e 96 horas, bem como a velocidade de absor¢do de Na*
entre 48 e 72 horas (116,79 umol Na* g'MS dia™) e 72 e 96 horas (40,24 pmol Na*
g'Ms dia™).

A peroxidacao de lipidios é outro indicador efetivo de danos oxidativos
celulares. O aumento no indice de peroxidacdao de lipideos em plantas estressadas
pode indicar extensos danos em membranas celulares, causada por estresse
oxidativo (Sairam et a/., 2002). Nossos estudos revelam que em raizes de plantulas
de feijao-caupi os danos de membranas nao estao relacionados aos danos oxidativos
observados pela peroxidacao de lipideos. Estes fatos corroboram o trabalho de
Cavalcanti et a/. (2007).

Sugere-se, portanto, que os danos causados em membranas podem ou
nao estar relacionados ao aumento da fluidez das membranas e/ou ao ataque
preferencial de EROs as proteinas de membrana (Dionisio-Sese e Tobita, 1998; Yang
et al, 2004). Tais observacdes ja foram colocadas em evidéncia em estudos
realizados em arroz (Vaidyanathan et a/, 2003; Demiral e Tirkan, 2005), milho
(Neto et al., 2006) e feijao-caupi (Cavalcanti et a/,, 2004; Cavalcanti et a/., 2007). Os
resultados mostram que o grau de severidade dos efeitos do NaCl no crescimento
radicular e nas membranas, bem como no acimulo de Na® nos tecidos esta
diretamente associada a dose de NaCl, bem como ao tempo de exposicdo ao sal.

A atividade do sistema enzimatico SOD-CAT-APX-POX também foi testada.
Varios autores correlacionam o aumento da atividade dessas enzimas com a
resisténcia de plantas a salinidade (Hernandez et a/.,, 1995; Sreenivasulu et a/., 2000;
Benavides et al., 2000; Cavalcanti et al.,, 2004; Cavalcanti et a/., 2007). A atividade
de SOD nao alterou significativamente pelo tratamento ao longo das 96 horas de
exposicao ao NaCl. Contudo, ndo foi confirmado se houve mudangas em isoformas
especificas desta enzima.

Segundo Dionisio-Sese e Tobita (1998), o excesso de ions na raiz, em

paralelo ao decréscimo na atividade de SOD, é consistente com a possibilidade de
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que o sal possa inibir diretamente a atividade de SOD /n vivo. Contudo, esta relacao
nao pode ser generalizada visto que diversos estudos revelam que isoformas de SOD
sao diferencialmente afetadas por estresses abioticos (Bowler et al., 1994; Borsani et
al, 2001). Esses estudos indicam que, embora a atividade global ndo tenha sido
afetada, mudancas na atividade de isoformas em compartimentos subcelulares
podem ocorrer. Entretanto, estudos posteriores precisam ser realizados em
diferentes compartimentos subcelulares como apoplasto, citosol, peroxissomos e
mitocondrias para verificar se atividade dessas isoformas sao efetivamente alteradas
pelo estresse salino.

Para avaliar a atividade de remocao de H,0,, as atividades das enzimas
APX, CAT e POX foram avaliadas. A atividade de APX, nao foi reduzida pelo
tratamento com 50 mM. Em contrapartida, o tratamento com NaCl 100 mM causou
reducdo drastica na atividade desta enzima, em apenas 48 horas. Aparentemente, a
atividade de APX é modulada pela dose de NaCl, assim como pelo tempo de
exposicao. Contrariamente, a resposta da CAT ao estresse salino parece nao ser
dose- nem tempo-dependente.

O tratamento salino aumentou a atividade da POX, sendo esta resposta
modulada pela dose e pelo tempo de exposicao ao NaCl. Segundo Dionisio-Sese e
Tobita (1998), no arroz, o aumento na atividade de POX estd diretamente
relacionada a reducdo na taxa de crescimento de raizes. De acordo com 0s mesmo
autores, essa enzima participa da formacao de hemiceluloses e insolubilizacao de
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, no ambiente apoplastico, causando
endurecimento da parede celular. Outros autores sugerem que o NaCl possa
promover aumento na atividade dessa enzima através da superexpressao de genes
que codificam peroxidases (sintese de novo,; Mittal e Dubey, 1991), ou ainda por
ativacao de isoformas previamente sintetizadas (Gosset et a/., 1994; Dionisio-Sese e
Tobita, 1998; Sudhakar et a/., 2001; Lin e Kao, 2002).

Os resultados apresentados sugerem que a atividade de POX e o
crescimento radicular de plantas de feijao-caupi estressadas com NaCl apresentaram
correlagao negativa, ou seja, quando a atividade de POX aumenta durante o

tratamento salino, o comprimento radicular diminui. Nesse sentido, é possivel que a
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POX possa estar envolvida muito mais com a reducao no comprimento da raiz de
feijao-caupi, estressado com NaCl, do que na protecao dos tecidos contra danos
oxidativos causados por EROs. Contudo, nenhuma das alternativas pode ser excluida.
Em contraste a atividade de POX, a atividade de CAT foi drasticamente reduzida em
plantas tratadas. A reducao na atividade de CAT indica que o estresse induzido pelo
NaCl, de alguma forma, causa efeitos estruturais ou funcionais diretos na proteina
CAT.

Foyer e Noctor (2000) sugerem que o estresse salino pode provocar a
degradacao de CAT por proteases endégenas. Em outro ponto de vista, a inibicdo da
atividade de CAT é um fenOmeno que ocorre em muitas espécies vegetais expostas
ao estresse oxidativo e, possivelmente, esta relacionada a acumulagao de acido
salicilico (Shim et al, 2003). De todo modo, maiores esclarecimentos ainda sao
necessarios para desvendar os processos que provocam diminuicdo da atividade de
CAT.

Palatnik et al. (2002), estudando a atividade de enzimas antioxidantes em
plantas mutantes de cevada (Hordeum wvulgare L.) deficientes em catalase,
identificaram que a interacao entre APX e CAT revela que esse sistema antioxidante
encontra novo equilibrio no ambiente celular de mutantes deficientes de catalase.
Nesse cenario, a manutencdo da atividade de APX no tratamento com NaCl
moderado fornece uma via alternativa para eliminar H,O, quando os niveis de CAT
sao criticamente baixos. Baseado nessas observagOes fica claro que o equilibrio entre
as atividades de CAT e APX exibe forte e complexa interacdo em células vegetais
(Palatnik et al., 2002).

Nos resultados apresentados, a reducdo drastica na atividade de CAT e o
aumento da atividade de POX indicam que, dentre as enzimas estudadas, as
peroxidases, possivelmente, participam ativamente da via de eliminacao de EROs,
quando a atividade de CAT é reduzida (Sudhakar et a/., 2001). Assim, a auséncia de
danos oxidativos baseados no indice de peroxidacdo de lipideos, pode estar

relacionada a resposta do sistema antioxidante enzimatico.
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4.5. CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que a reducao no comprimento radicular, bem
como os danos de membrana causados pelo estresse salino, depende da dose e do
tempo de exposicao ao NaCl e que tais efeitos sdao acompanhados pelo acimulo de
Na® nos tecidos, embora tal acimulo ndo leve a peroxidacdo de lipideos.
Adicionalmente, a atividade de SOD, CAT e APX nao estao envolvidas na remogao de
EROs. Contudo, a POX pode exercer uma remocao de EROs e/ou agir indiretamente

na reducao do crescimento radicular.
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INTERCAPITULO 4

O capitulo 4 demonstrou que os parametros fisioldgicos e enzimaticos
analisados podem ser afetados pelo tempo e pela dose de NaCl imposta as plantas.
Adicionalmente, foi possivel entender que a atividade de dismutase de superdxido
(SOD), peroxidase de ascorbato (APX) e catalase (CAT) podem nao estar envolvidas
na defesa antioxidante e que a peroxidase de fendis (POX) pode ser capaz de
compensar a diminuicdo da atividade de APX e CAT, contribuindo em algum grau
para a diminuicao do crescimento radicular e/ou remocao das espécies reativas de
oxigénio.

Para contribuir com a elucidagao desses mecanismos e compreender como
as peroxidases de fendis podem participar no controle de crescimento, o capitulo
seguinte envolveu pelo menos 3 experimentos. Estes relacionaram o metabolismo
das espécies reativas de oxigénio de apoplasto, com mecanismos possivelmente

envolvidos com o controle do crescimento.
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METABOLISMO OXIDATIVO EM APOPLASTO E REGULAGAO DO
CRESCIMENTO DE RAIZES DE FEIJAO-CAUPI EXPOSTO AO ESTRESSE
SALINO

CAPITULO 5
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5.1. INTRODUCAO

Nas plantas, um dos efeitos mais marcantes da salinidade é a reducao na
taxa de crescimento causada primariamente por um desequilibrio idnico e osmético
(Lin e Kao, 2002). Entretanto, o estresse salino também causa estresse oxidativo
pelo aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) tais como
oxigénio singleto (*0,), anion superéxido (0,"), radical hidroxila (HO®) e perdxido de
hidrogénio (H,0;) (Moller et al., 2007). Os EROs podem alterar o metabolismo celular
e provocar danos oxidativos em lipideos, proteinas e acidos nucléicos (Neto et al.,
2006). Esses podem ser controlados por um complexo sistema antioxidativo que
inclui componentes ndo enzimaticos, bem como enzimas antioxidantes como a
dismutase de superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase de ascorbato (APX) e
peroxidase de fenodis (POX) (Hernandez et a/., 2001).

Alguns autores relacionam o fendmeno de diminuicdo da taxa de
crescimento com processos que envolvem mecanismos antioxidantes (Foreman et
al, 2003; De Cnodder et al., 2005; Foyer e Noctor, 2005; Carol e Dolan, 2006).
Foyer e Noctor (2005) descrevem que a diminuigao do crescimento precede a uma
explosao oxidativa. O compartimento celular onde primeiro ocorre a explosao
oxidativa ainda é controverso (Qin et al., 2004). Entretanto, atualmente, a hipotese
mais aceita é que seja no apoplasto, envolvendo uma oxidase de NADPH (NOX - EC
1.6.3.1) que transfere elétrons do NADPH citoplasmatico para O, apoplastico,
formando O,", sendo este entdo dismutado a H,0, (Ogawa et al., 1996; Qin et al.,
2004; Passardi et al., 2004; Foyer e Noctor, 2005).

Acredita-se que a liberagcao de O," e H,0, no apoplasto contribui para
varias estratégias de resisténcia de plantas, como a resposta hipersensitiva e a
sintese de barreiras defensivas como a parede celular (Sgherri et al., 2007). Passardi
et al, (2004) relata que a redugdao na taxa de crescimento estd estritamente
relacionada com o balango entre atividades de diferentes isoformas de POX, as quais
podem restringir ou promover o crescimento do tecido. A restricdo é causada por

isoformas que usam o H,0O, como um oxidante gerando radicais fenoxi-monoligndis
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que se acoplam espontaneamente um nos outros para a formagao de lignina
polimerizada.

Por outro lado, o crescimento é promovido por peroxidases que formam
radicais HO® e HOO" (peroxidrilas) a partir de H,0,. Estes radicais sdao responsaveis
pela clivagem de varios polissacarideos como pectinas e xiloglicanas, causando um
“afrouxamento” da parede celular, permitindo o crescimento (Schweikert et al.,
2000; Passardi et al., 2004). O ascorbato é envolvido no controle desses processos
por contribuir com a producao de HO® utilizando H,0,. Esse processo induz a
retomada do crescimento através do desvio do “poo/”de H,0,, que inicialmente era
utilizado pela POX apoplastica para a lignificagdo (Passardi et al., 2004).

Em feijao-caupi, € possivel que a atividade de POX esteja relacionada com
a reducao no comprimento de raizes tratadas com NaCl (capitulo 3 e 4). Entretanto,
ainda ndo é completamente claro como a via de remocdao de EROs apoplastica esta
envolvida na reducao da taxa de crescimento em plantas sobre condigdes de
estresses abidticos (Minibaeva e Gordon, 2003; Carol e Dolan, 2006; Sgherri et al.,
2007), principalmente o estresse salino (Cavalcanti et a/., 2004).

Assim, este estudo pretende determinar a relacao entre a via metabdlica
de EROs apoplastico com o crescimento de raizes de plantulas de feijao-caupi
expostas a salinidade. Este trabalho pretende testar a hipdtese de que o tratamento
salino causa diminuicdo no comprimento radicular, através da inducdao de

mecanismos metabdlicos de defesa antioxidante apoplasticos.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Material vegetal e condi¢cGes de cultivo

Sementes de feijao-caupi, cultivar Pitilba, foram desinfetadas pela
imersdao em solugao 0,1 % de hipoclorito de sddio por 5 minutos, seguido de 3
lavagens consecutivas em H,O deionizada. O semeio foi realizado em papel
germinagao (dimensoes 28 x 38 cm) completamente umedecido com H,O deionizada
(2,5 mL g* papel) de acordo com Vieira e Carvalho (1994). Os papéis foram
enrolados e reunidos formando conjuntos de 4 rolos e envoltos com mais uma folha
de papel de germinacdao embebida em agua. Os sistemas foram cobertos por sacos
plasticos e mantidos em camara de crescimento a 27+2 °C, umidade relativa de
80+10 % e fotoperiodo de 12 horas com 240 pmol m™? s de radiacdo luminosa

fotossinteticamente ativa.

5.2.2. Experimento |

Este experimento foi realizado para avaliar as flutuagdes de H,O, em
periodos de curta, média e longa duracao e relaciona-las a possiveis danos causados
por peroxidacdo de lipideos em membranas celulares. Apds o 4° dia as plantulas
foram separadas em dois lotes e tratadas com NaCl 0 e 100 mM sendo mantidas sob
as mesmas condicoes iniciais de cultivo. As coletas de raizes foram realizadas em 3
séries temporais distintas: i. entre 0 e 180 minutos, a intervalos de 30 minutos; ii.
entre 0 e 48 horas, a intervalos de 6 horas; e iii. entre 0 e 4 dias com intervalos de 1
dia (24 horas).

Amostras de tecido apical foram coletadas no 3° dia (48 horas) para
ensaios histoquimicos. Este tempo foi previamente apresentado como de maior
percentual de danos de membranas (capitulo 4). O material de cada coleta foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80 °C.
Para a analise estatistica utilizou-se o delineamento experimental inteiramente

casualizado, com 4 repeticoes e média de 2 experimentos. Os resultados foram
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analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05).

5.2.3. Experimento |1

A atividade metabdlica da via apoplastica de producao e remocao de H,0,
foi avaliada neste experimento. Para tanto, no 4° dia apds o semeio, as plantulas
foram tratadas com 0 e 100 mM de NaCl, durante 24 e 48 horas. Uma parte do
material coletado foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenada
em freezer a -80 °C. Outra parte foi utilizada imediatamente para extracdo de fluido
apoplastico e membrana plasmatica. Para a andlise estatistica, utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, com esquema fatorial 2 x 2 x 1
(doses de NaCl x tempos x cultivar), com 3 repeticoes e média de 2 experimentos.
Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

5.2.4. Experimento 111

Este experimento teve como objetivo verificar a relacao do metabolismo
antioxidante apoplastico com o metabolismo antioxidativo do tecido como um todo.
No 4° dia apds o semeio, as plantulas foram tratadas com 0 e 100 mM de NaCl
durante 24 e 48 horas. Uma parte das plantulas tratadas com 100 mM de NaCl por
24 horas, sofreram tratamento de recuperacao pela transferéncia dessas plantulas
para papéis umedecidos apenas com H,0O deionizada. A outra parte manteve-se sob
tratamento salino. Ambos os tratamentos foram mantidos sob as mesmas condigoes
de temperatura, umidade e fotoperiodo iniciais.

Uma parte do material coletado foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e armazenada em freezer -80 °C. A outra parte foi utilizada
imediatamente para extracdo de fluido apoplastico. Para a andlise estatistica, foi
utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado, com esquema fatorial

3 x 2 x 1 (tratamentos x tempos x cultivar), com 3 repeticoes e média de 2
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experimentos. Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

5.2.5. Histoquimica de danos de membranas e peroxidacéo de lipideos

Raizes intactas de plantulas foram enxaguadas com 0,5 mM de CaCl, (pH
4,5), secas com papel de filtro e imediatamente imersas nos reagentes especificos.
Para a deteccao histoquimica da perda de integridade de membrana plasmatica, foi
utilizada metodologia adaptada de Yamamoto et &/ (2001). As raizes foram
incubadas em solucao de azul de Evans (0,025 %, m/v) preparada em solucao CaCl,
100 pM (pH 5,6) por 24 horas a uma temperatura de 6 °C.

A detecgao histoquimica de peroxidacao de lipidios foi realizada com o uso
do reagente de Shiff. Este reagente detecta aldeidos que sdo originados da
peroxidacgdo de lipidios (Pompella et al., 1987). Para a reacao, os apices radiculares
foram imersos no reagente por 60 minutos. Em seguida, as raizes coradas foram
enxaguadas com K;S;0s 0,5 % (preparado em HCl 0,05 M) até as raizes
apresentarem coloragao vermelho claro. Apds as reacOes, todas as raizes foram
lavadas 3 x com H,O destilada abundante e foram observadas sobre uma lupa

binocular acoplada a uma camera digital.

5.2.6. Determinacgéo do comprimento radicular e de lignina

O comprimento radicular foi mensurado de acordo com o item 2.2.3,,
pagina 67. A quantificacdo de lignina foi realizada com metodologia adaptada de
Monties (1989). 0,25 g de tecidos frescos foram macerados com nitrogénio liquido.
Aos macerados foi adicionado etanol (95 %, v/v) em excesso e, entdo, as
suspensoes foram aquecidas a 75 °C por 30 minutos. Aliquotas de 5 mg dos
precipitados foram transferidas para tubos de plastico e misturados a uma solucao
composta de acido tioglicdlico 85 % e HCl 2 N, na propor¢dao de 1:5 (v/v). As

amostras foram incubadas a 95 °C, por 4 horas e agitadas ocasionalmente.
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Apds o tempo decorrido as amostras foram imediatamente resfriadas em
banho de gelo e centrifugadas durante 10 minutos a 15.000 x g e 25 °C (“1”). O
precipitado resultante foi recuperado e lavado 3 x com H,0 destilada. Em seguida os
precipitados foram incubados com solugdo de NaOH 0,5 N por 18 horas a
temperatura ambiente e agitacao ocasional. As suspensdes foram centrifugadas
como em “1”, os sobrenadantes foram reservados e o0s precipitados foram
novamente ressuspendidos em NaOH 0,5 N, vigorosamente misturados e novamente
centrifugados como em “1”.

Os sobrenadantes resultantes foram combinados com os primeiros
sobrenadantes alcalinos e misturados com HCI concentrado. As amostras foram
incubadas por 4 horas a 4 °C para precipitagao dos derivados de lignotioglicolato. Em
seguida foram novamente centrifugadas como em “1” e os sobrenadantes foram
descartados. Os precipitados resultantes foram solubilizados em 2 mL de NaOH 0,5
N. As absorbancias das solugdes resultantes foram avaliadas a 280 nm. A curva de
calibragao foi obtida com o uso de lignina alcalina pura da Aldrich, realizando os
mesmos procedimentos. A concentracdao de lignina nos tecidos foi expressa em

mg g 'MF.

5.2.7. Extratos brutos, extrato protéico de parede celular e extracao de

fluido apoplastico

A extracdo de H,O, e produtos da peroxidacdao de lipideos foi realizada
com metodologias adaptadas de Heath e Packer (1968), Pedreira et al. (2004) e
Zhou et al. (2006). As amostras foram maceradas com nitrogénio liquido e
adicionadas a uma suspensao de TCA 1 % e carvao ativado 0,15 %. A mistura foi
centrifugada a 10.000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado e
utilizado imediatamente para a quantificacao de H,0,. Posteriormente o ensaio de
peroxidacgdo de lipideos foi também realizado no mesmo extrato.

O extrato de proteinas soluveis totais foi obtido de acordo com Cavalcanti
et al. (2004). As amostras foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido e

tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 contendo acido L-ascérbico 1 mM e acido
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etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM. Os macerados foram centrifugados a
13.000 x g, por 20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi considerado como fragdo de
proteinas sollveis totais.

A extracdao de proteinas ligadas a parede celular foi realizada de acordo
com Bacon et al. (1997). Inicialmente as amostras foram homogeneizadas em banho
de gelo e tampao succinato de sédio 50 mM, pH 5,5 contendo CaCl, 10 MM e DTT 1
mM, na proporcao de 1:5 (m/v). Em seguida as amostras foram centrifugadas a
2.000 x g por 5 minutos. O precipitado foi lavado duas vezes com o mesmo volume
de tampdo succinato de sédio 50 mM para remover a atividade de peroxidase
citoplasmatica. Apds as lavagens o precipitado foi ressuspendido em tampao
succinato de sddio acrescido de 1 M de NaCl para desassociar proteinas ligadas a
parede celular.

A extracdo de fluido apoplastico foi adaptado de Sanchez et al. (1997) e
Hernandez et al/. (2001). O fluido apoplastico, considerado fluido de lavagem
intercelular, foi obtido a partir da infiltracdo do tecido com pressao leve e
centrifugacao com velocidade baixa. Para cada amostra, 4g de tecido fresco de
raizes foram coletados, lavados rapidamente em solucdo de CaCl, 0,1 mM a 4 °C e
entao infiltrados por 5 minutos com a mesma solucao a uma pressao de -2,0 kPa. Os
tecidos foram secos levemente em papel atoalhado e entdo transferidos para um
tambor de seringa adaptado a um tubo de centrifuga.

As amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 3.000 x ge 4 °C. A
centrifugacao causou o gotejamento do fluido apoplastico no fundo do tubo de
centrifuga. Antes de cada centrifugacao, para preservar um determinado conjunto de
moléculas, adicionou-se ao fundo do tubo de centrifuga uma solucao diferente: a)
TCA 1 % + carvao ativado para H,0,; b) TCA 1 % para ascorbato; c) H,O deionizada
para fenois; e d) tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 com EDTA acido 0,1 mM
para enzimas. O extrato de H,0O, foi novamente centrifugado a 10.000 x g por 10
minutos a 4 °C para precipitacdo do carvao ativado e entdo foi imediatamente
utilizado para o ensaio. Os demais extratos foram recuperados e armazenados em

freezer -80 °C para posterior determinacdo. A quantificacdo do extrato protéico total,
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de parede e do fluido apoplastico foi realizada pelo método de Bradford (1976),

utilizando albumina sérica bovina para curva de calibragdo.

5.2.8. Isolamento de fracbes enriquecidas em membrana plasmética

O isolamento de fracdes de membrana plasmatica foi realizado conforme
Lehner e Borlak (2003). As amostras foram maceradas com nitrogénio liquido e em
seguida adicionado extrator contendo tampao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 acrescido de
manitol 250 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10 %, KCl 100 mM, ditiotreitol (DTT) 5 mM e
fluoreto de fenilmetil sulfonico (PMSF) 1 mM, na proporcao de 1:1 (massa de
amostra/volume de extrator). A mistura foi centrifugada a 1.500 x g por 10 minutos
a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para tubos de ultracentrifuga e centrifugados
a 100.000 x g por 1 hora a 4 °C.

O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de tampao Tris-HCl 100 mM, pH
7,6 contendo glicerol 10 %, EDTA 5 mM, PMSF 1 mM e DTT 5 mM (tampao de
ressuspensdo). Esta mistura foi aplicada em cima do gradiente descontinuo de
sacarose composto de tampao Tris-HCl 10 mM pH 7,6, EDTA 5 mM, PMSF 1 mM,
DTT 5 mM e sacarose 45 % (fase inferior) e 25 % (fase superior). O conjunto foi
ultracentrifugado a 100.000 x g por 1 hora e 30 minutos a 4 °C. As fracOes
enriquecidas com membrana plasmatica foram coletadas entre a interface 25 e 45 %

do gradiente e armazenadas em freezer -80 °C.

5.2.9. Determinacéo da concentracao de ascorbato e fenois

O ensaio de ascorbato total foi realizado de acordo com o método de
Kampfenkel et al. (1995). Aliquotas de amostras foram inicialmente misturadas a 0,2
mL de DTT 10 mM dissolvido em tampao fosfato de potassio 0,2 M, pH 7,4. Na
seqliéncia foram adicionados 0,2 mL de solucdo de TCA 6 % e 0,4 mL de tampao
fosfato de potassio 0,2 M, pH 7,4. As misturas foram incubadas por 15 minutos a 42
°C em banho-maria. Em seguida foram acrescentados 0,2 mL de solugdo N-

etilmaleimida 0,5 % e incubado por 1 minuto a temperatura ambiente. Aos meios de
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reacao foram adicionados na seqiiéncia: 1 mL de TCA 10 %, 0,8 mL de H3PO4 42 %
e 0,8 mL de 2,2"-bipiridil 4 % dissolvido em etanol 70 %. Ao final foram adicionados
0,4 mL de FeCl; 3 % e imediatamente agitados vigorosamente. A solugao foi
incubada a 42 °C por 40 minutos e entdo procedida leitura a 525 nm. Os resultados
foram expressos em nmol g'MF.

Para determinacdo dos teores de fendis apoplasticos foi utilizado o método
descrito por Ainsworth e Gillespie (2007). Para tanto, aliquotas de extratos foram
acrescidos a 2 mL de H,O deionizada e 0,4 mL de reagente Folin-Ciocalteu 1 N. A
mistura foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e entdao adicionado 0,4
mL de Na>COs; 35 %. A reacdo foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente
e, entdo, procedida leitura a 640 nm. A quantidade de fendis no extrato foi obtida

por comparacgdo com curva de &cido pirogalico e expresso em pg g MF.

5.2.10. Determinacéo de H>0; e peroxidacao de lipideos

A concentragdo de H,O, em raizes foi avaliada colorimetricamente pelo
método de Cheeseman (2006). O ensaio foi realizado em tubos contendo os
seguintes reagentes, na seqiéncia: FeSO4 (0,25 mM), H,SO4 (25 mM), alaranjado de
xilenol (0,1 mM) e agua para completar (0,9 mL). 0,1 mL de extrato foi adicionado e
o volume final foi ajustado para 1 mL com agua deionizada. Os brancos foram
preparados substituindo a amostra por solucdo de TCA 1%. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos e o complexo estavel do
alaranjado de xilenol com os ions férricos foi mensurado a 560 nm e expresso em
nmol g'MF para extrato total e pmol g*MF para extrato apopléastico.

A peroxidacao de lipideos foi mensurada de acordo com o método descrito

no item 2.2.4., pagina 67.

5.2.11. Ensaios enzimaticos

A atividade de piruvato quinase (PK) foi realizada de acordo com Kachmar

e Boyer (1953). Aliquotas de 50 pL de extrato protéico foram adicionadas a 1 mL de
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uma mistura contendo tampao Tris-HCl 50 uM, pH 7,5, Tris-ADP 2,5 uM, MgSO, 8
MM e KCI 50 uM. A atividade foi iniciada com a adicao de fosfoenolpiruvato dissddico
(PEP) 1,5 puM. A mistura foi incubada a 37 °C por 10 minutos e a reacdo foi parada
pela adicao de 2,4-dinitrophenyl hydrazina 0,0125 % em HCI 2 N. As concentragdes
de piruvato foram medidas pelo método colorimétrico da 2,4-dinitrophenyl hydrazina.
Nos tubos do ensaio foram adicionados 2 mL de H,0 deionizada e 5 mL de NaOH 0,6
N. A reagao foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
lidas @ 510 nm e os resultados foram expressos em % de extravasamento em
relagao ao extrato bruto.

A atividade de NOX foi adaptada dos métodos de Xing et a/ (1997),
VanGestelen et al. (1997) e Barceld (1998). Para tanto, aliquotas da fragdo de
membrana plasmatica foram adicionadas a tampao MOPS-Tris 8,7 mM, pH 7,3
contendo MgCl, 6,5 mM, KCl 87 mM, NaCl 2,6 mM, CaCl, 1 mM, FAD 0,4 mM, GTP 1
mM, azul de nitrotetrazdlio cloreto (NBT) 4 mM e proteinas sollveis totais na
proporcdo de 5-10 pg mL™. A reacdo foi iniciada pela adicdo de NADPH 6,4 mM. O
aumento na absorbancia da mistura de reacdo, pela produgao de formazana azul, foi
avaliado a 530 nm contra um branco preparado na auséncia da fracdo de
membranas e os resultados foram expressos em pmol O," mg™Proteinas min™. As
reacOes inespecificas foram obtidas realizando-se ensaios na presenca de SOD (50
unidades mL™) e DPI 0,2 mM. N&o houve reacdo na presenca de SOD e o DPI inibiu
a atividade em 20 % (dados nao mostrados).

Para as atividades de SOD, CAT, APX e POX foram utilizadas as

metodologias descritas no item 2.2.5., pagina 68.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Aspectos morfoldgicos de raizes e avaliacdo de séries temporais da

concentracao de H,O, e peroxidacdo de lipideos

Para descrever o metabolismo e a regulacao do crescimento de raizes sob
estresse salino, foram utilizadas plantulas de feijao-caupi com, no maximo, 8 dias de
idade. O tratamento salino causou reducao significativa no comprimento radicular,
sem afetar o crescimento da parte aérea (Figura 1A e B). Adicionalmente, o
tratamento causou enrijecimento e espessamento visivel do tecido radicular. Os
apices radiculares apresentaram perda de integridade de membranas detectaveis
pelo ensaio histoquimico (Figura 1C e D). Entretanto, ndo houve peroxidacdo de
lipidios histoquimicamente detectada (Figura 1E e F).

As flutuacdes de H,0, e peroxidacdo de lipideos também foram avaliadas
em 3 séries temporais distintas (Figura 2). As coletas realizadas de 0 a 180 minutos
revelaram uma forte elevagao da concentragao de H,0, em 120 minutos, seguida de
um decréscimo até 180 minutos (Figura 2A). As coletas realizadas entre 0 e 48 horas
apresentaram incremento na concentracao de H,0, (57,8 %), em 30 horas de
tratamento, acompanhado de decréscimo gradual, até o tempo de 48 horas (Figura
2B). As coletas realizadas no periodo entre 0 e 4 dias apresentaram tendéncia de
decréscimo da concentracdo de H,O, a partir do 3° dia, chegando ao minimo (64,3
% menos) em 4 dias de tratamento (Figura 2C). Nao houve alteragOes significativas
na peroxidacao de lipideos em todas as séries temporais observadas (Figura 2D, E e
F).
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Figura 1 — Aspectos gerais de plantulas de feijao-caupi cv. Pitiiba no 6° dia apds o semeio e 48 horas
de tratamento com 100 mM de NaCl. Morfologia das plantulas de feijao-caupi (A — controle, B —
tratadas com 100 mM de NaCl). Integridade de membranas /n vivo em segmentos apicais de raizes de
feijdo-caupi (C — controle e D — tratadas com 100 mM de NaCl). Peroxidacdo de lipideos /n vivo em
segmentos apicais de raizes de feijao-caupi (E — controle e F — tratadas com 100 mM de NaCl).
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5.3.2. Atividade da via de producédo/remocao de H,O, apoplastica de raizes

A atividade de produgao e remocao de H,0, apoplastico foi verificado pelo
estudo de enzimas que contribuem com a producao de lignina (NOX, SOD, POX). A
atividade de producao de O, em raizes foi determinada pelo ensaio de NOX em
membrana plasmatica. A atividade desta enzima manteve tendéncia de aumento
entre os periodos de 24 e 48 horas. No tempo de 24 horas, houve aumento de 42
%, enquanto em 48 horas o aumento foi de 22,5 %. A atividade de NOX também
aumentou significativamente nos controles, entre o periodo de 24 e 48 horas de
tratamento (38 %) (Figura 3A).

A atividade de SOD apresentou tendéncia significativa de aumento entre
24 e 48 horas. Enquanto que no periodo de 24 horas houve aumento de 10,6 %, a
atividade desta enzima aumentou em 37 % apds 48 horas de tratamento (Figura
3B). A POX apresentou incremento significativo entre os periodos de 24 e 48 horas
quando as raizes foram tratadas com NaCl (Figura 3C). No tempo de 24 horas houve
um aumento de 23 % e em 48 horas um aumento de 31,3 % na atividade desta
enzima. Nao houve diferencas significativas entre os controles.

A concentracao de H,0, apoplastica, em raizes tratadas com sal, diminuiu
significativamente em relacdao ao controle nos dois intervalos de tempo (Figura 4A).
Em 24 horas, a concentracao de H,0, reduziu 42 %, enquanto que, em 48 horas,
houve reducao de 50 %. A concentracao nos dois intervalos de tempo para cada
controle foi diferente e maior nas 48 horas. O contetdo de lignina aumentou em
raizes tratadas com NaCl (Figura 4B). Em 24 horas houve acréscimo de 27,7 %, e
em 48 horas este acréscimo foi apenas de 13,5 % em relacdo aos respectivos
controles. Raizes do tratamento controle apresentaram tendéncia de aumento (18,6

%) entre 24 e 48 horas de exposicao ao sal.
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Figura 3 — Atividade de oxidase de NADPH (NOX) de membrana plasmatica (A), dismutase de
superoxido (SOD) apoplastica (B) e peroxidase de fendis (POX) de parede celular (C) em raizes de
plantulas de feijdo-caupi, cultivadas sob condigdo controle e tratadas com 100 mM de NaCl por 24 e
48 horas. As letras sobre as barras indicam diferencgas significativas testada por Tukey (p < 0,05).
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Figura 4 — Concentracdo de H,0, apoplastico (A) e teor de lignina (B) em raizes de plantulas de feijao-
caupi, cultivadas sob condicdo controle e tratadas com 100 mM de NaCl por 24 e 48 horas. As letras
sobre as barras indicam diferencas significativas testada por Tukey (p < 0,05).

136



5.3.3. Relacéo apoplasto x extrato total: regulacdo metabodlica das vias de

producao/remocéao de H,0O,

A relagdo apoplasto x extrato total em raizes foi avaliada em experimentos
com plantulas ndo tratadas (controle) e tratadas com NaCl durante 24 e 48 horas (C-
24, S-24, C-48 e S-48) e plantulas tratadas por 24 horas e recuperadas por mais 24
horas (Rec). O grau de pureza dos extratos apoplasticos e de parede celular foi
obtido pela determinacao da atividade de piruvato quinase (PK) (Tabela 1). O
percentual de atividade desta enzima nas fracdes determina quanto de citosol pode
ter contaminado as fragOes isoladas. Em média, houve 5 % de contaminacdo de
citosol na fracdo apoplastica e 10 % na fracao de proteinas de parede. Os extratos

foram mais contaminados nas fracdes dos tratamentos S-48 e Rec.

Tabela 1 — Percentual de atividade de piruvato quinase (PK) em fracdo apoplastica e de parede celular

9 Extravasamento”

Tratamentos Extrato de apoplasto Extrato de parede celular
C-24 3,90+0,28 8,20+0,60
S-24 3,80+0,57 7,98+1,19
C-48 4,96+1,72 10,42+3,62
S-48 6,52+1,57 13,70+3,29
Rec 6,70+0,37 14,06+0,79

"Dados relacionados aos valores de extrato total.

Para avaliar os efeitos causados pelo tratamento salino no crescimento
realizou-se a analise do comprimento radicular (Figura 5A). A exposicao ao sal
causou reducao média de 16,5 % no comprimento radicular em ambos os tempos. A
re-hidratacdo dos tecidos por 24 horas induziu recuperacao no comprimento
radicular de plantulas estressadas (Figura 5A — Rec). A atividade de POX total e
apoplastica apresentaram tendéncia de aumento entre os periodos de 24 e 48 horas
(Figuras 5B e C).
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barras indicam diferencas significativas testada por Tukey (p < 0,05).
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O tratamento salino durante 24 horas causou um aumento médio de 23,8
% na atividade de POX, enquanto que o tratamento salino durante 48 horas causou
um aumento de 34,1 % na atividade desta enzima, nos dois extratos. O tratamento
Rec induziu decréscimo na atividade de POX tanto no apoplasto como no extrato

total, quando comparado as raizes tratadas com sal nos dois intervalos de tempo.
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Figura 6 — Concentracdo de ascorbato apoplastico (A) e teor de fendis apoplasticos (B) em raizes de
plantulas de feijao-caupi, cultivadas sob condicdes controle (0 mM de NaCl) e tratadas com 100 mM
de NaCl durante 24 e 48 horas. Tratamentos: controle-24 horas (C-24); 100 mM de NaCl-24 horas (S-
24); controle-48 horas (C-48); 100 mM de NaCl-48 horas (5-48); 100 mM de NaCl-24 horas — H,0-24
horas (Rec). As letras sobre as barras indicam diferengas significativas testada por Tukey (p < 0,05).
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O tratamento salino causou reducao de 31,4% na concentracao de
ascorbato apoplastico em 24 horas de tratamento, enquanto que esse decréscimo foi
de 54,9 % em 48 horas de tratamento (Figura 6A). Na recuperacao, foi observado
diminuicdo no teor de ascorbato ainda mais significativa (72 % em relagdo ao
tratamento C-48). O tratamento salino, independente do tempo de exposicao,
reduziu o teor de fendis do apoplasto. Entretanto, esta reducao (91,5 %) foi mais
pronunciada apods 48 horas de tratamento (Figura 6B). Contudo, o tratamento de
recuperacao causou aumento no contetdo destas moléculas na fragdo apoplastica,
alcancando o nivel do tratamento C-24.

A atividade de SOD no extrato total e apoplastico, bem como o contetido
de H,0, nessas fragdoes foram analisadas para a compreensao das interacoes entre
os “pools” de H,0O, apoplastico e total. A atividade de SOD total ndao variou
significativamente em presenca do sal nos dois tempos de exposicao (Figura 7A).
Contudo, a atividade desta enzima no extrato apoplastico aumentou
significativamente em 48 horas de tratamento com NaCl (37 %) (Figura 7B). Nao foi
observada recuperagdo na atividade desta enzima, apds um periodo de 24 horas na
auséncia de sal. O conteudo de H,0; foi modificado em ambos os extratos (Figura 7C
e D). O tratamento salino, por 48 horas, aumentou o conteudo de H,O; total (Figura
7C). Nao houve recuperacao no contetdo de H,O, em relacao ao tratamento C-24. O
contetdo de H,O, no apoplasto sofreu mais alteracdes do que no extrato total
(Figura 7D). Em 24 horas de tratamento, a concentracao de H,0, reduziu 42 % em
relagdo ao C-24. Em 48 horas, a concentragdo dessa molécula foi reduzida em 50 %
quando comparado ao C-48. O tratamento Rec induziu uma forte queda na

concentracao de H,0, (84,3 % em relagao ao C-48).
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Figura 7 — Atividade de dismutase de superdxido (SOD) total (A), atividade de dismutase de
superdxido (SOD) apoplastica (B), concentragao de H,0, total (C) e concentracdo de H,0, apoplastico
(D) em raizes de plantulas de feijao-caupi, cultivadas sob condigbes controle (0 mM de NaCl) e
tratadas com 100 mM de NaCl durante 24 e 48 horas. Tratamentos: controle-24 horas (C-24); 100
mM de NaCl-24 horas (5-24); controle-48 horas (C-48); 100 mM de NaCl-48 horas (5-48); 100 mM de
NaCl-24 horas — H,0-24 horas (Rec). As letras sobre as barras indicam diferengas significativas
testada por Tukey (p < 0,05).

Para avaliar a interagdao do tratamento salino com a resposta antioxidante
intracelular, foram avaliadas as atividades de APX e CAT totais (Figura 8). A atividade
de APX apresentou reducao média de 42,5 % nos tratamentos S-24 e S-48 em
relacdo aos seus respectivos controles. O tratamento Rec causou aumento na

atividade desta enzima, alcancando os mesmos patamares do tratamento C-24. A
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atividade de CAT nao apresentou mudancas significativas em raizes tratadas por 24
horas com NaCl. Entretanto, o tratamento salino durante 48 horas causou redugao
drastica de 68 % na atividade desta enzima. A recuperacao provocou aumento na

atividade de CAT, embora ainda 33,5 % inferior ao tratamento C-48.
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Figura 8 — Atividade de peroxidase de ascorbato (APX) total (A) e catalase (CAT) total (B) em raizes
de plantulas de feijdo-caupi, cultivadas sob condicdes controle (0 mM de NaCl) e tratadas com 100
mM de NaCl durante 24 e 48 horas. Tratamentos: controle-24 horas (C-24); 100 mM de NaCl-24 horas
(5-24); controle-48 horas (C-48); 100 mM de NaCl-48 horas (S-48); 100 mM de NaCl-24 horas — H,0-
24 horas (Rec). As letras sobre as barras indicam diferencas significativas testada por Tukey (p <
0,05).
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5.4. DISCUSSAO

Plantulas de feijdo-caupi cv. Pitiuba foram tratadas com 100 mM de NaCl
em trés experimentos independentes, no intuito de testar a hipdtese de que o
tratamento salino causa diminuicao no comprimento radicular, através da inducao de
mecanismos metabdlicos antioxidantes apoplasticos. As raizes apresentaram reducao
notdria no comprimento radicular, sem estar associado a danos de membranas
causados por peroxidacao de lipideos. Essas evidéncias reforcam os resultados dos
capitulos anteriores onde (ao contrario dos danos de membranas) a peroxidagao de
lipideos ndo foi detectada por ensaios /in vitro. Assim, nossos resultados sdo
evidéncias de que o estresse ibnico, causado pelo tratamento salino ndo induziu
danos oxidativos nos lipideos de membranas de raizes.

Cavalcanti et al. (2004) identificou que o aumento do indice de
peroxidacdo de lipideos em folhas de feijdo-caupi, tratadas com NaCl, pode estar
relacionado ao efeito osmoético da salinidade. Outros trabalhos em nosso grupo de
pesquisa mostraram que tratamento por seca moderada em feijao-caupi pode induzir
aumento do indice de peroxidacao de lipideos em raizes de plantulas (Maia, 2004).
Esses resultados se contrapdem aos deste trabalho, que em nenhum dos
experimentos foi detectado peroxidacao de lipideos. Tais diferencas, possivelmente
possam indicar que o aumento da peroxidacdo de lipideos, nesta espécie, esta
diretamente relacionado ao estresse osmdtico.

Na tentativa de relacionar o estresse oxidativo ao estresse ionico, raizes
foram tratadas com 100 mM de NaCl e coletadas em 3 séries temporais distintas: 0 a
180 minutos, 0 a 48 horas e 0 a 4 dias. Somente as coletas realizadas entre 0 e 180
minutos detectaram aumento significativo da concentracao de H,0,. Nenhuma das
séries temporais apresentou mudancas no indice de peroxidacdo de lipideos que
justificasse danos oxidativos. Esses resultados sugerem que as raizes nao
apresentaram danos causados por oxidacao nos lipideos das membranas.
Contrariamente, o aumento drastico na concentragdao de H,O, em 120 minutos de
tratamento indica ocorréncia do fenémeno denominado de explosao oxidativa

(Minibaeva e Gordon, 2003; Foyer e Noctor, 2005). De acordo com Bolwell et al.
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(1998) e Mahalingam e Fedorof (2003) este processo € transiente e ocorre muito
rapidamente, dentro de segundos, em sistemas como culturas de células de feijao
comum (Phaseolus vulgares) e soja (Glycine max). Apos a deteccdo do estresse, é
desencadeada uma resposta hipersensitiva, responsavel pelo amadurecimento
precoce dos tecidos o que é causada pela ativacao do metabolismo antioxidativo
apoplastico (Passardi et al., 2004; Foyer e Noctor, 2005).

Para corroborar a hipdtese de que o tratamento salino causou a ativacao
do metabolismo oxidativo apoplastico, as atividade de NOX de membrana, SOD de
apoplasto e POX de parede celular foram avaliadas. As atividades dessas 3 enzimas
aumentaram a partir de 24 horas de tratamento. Segundo Foyer e Noctor (2005), a
NOX participa ativamente da resposta hipersensitiva através da producao de radicais
0,". Os EROs produzidos pela NOX sao espontaneamente convertidos a H,O, em
uma reagao que pode ser catalisada por uma Cu/Zn-SOD detectada em apoplasto
(Ogawa et al., 1996; Sgherri et al., 2007). Por sua vez, uma POX ligada ionicamente
a parede celular pode utilizar esses EROs como oxidantes para a formacao de
monomeros de lignina (Passardi et al., 2004).

Juntamente com o aumento na atividade de NOX, SOD e POX, ocorreu
reducao no contetudo de H,0, apoplastico e aumento significativo no teor de lignina
dos tecidos. A reducao no conteudo de H,O, desse compartimento pode ser
confirmada pelo decréscimo no contetdo de fendis livres em apoplasto. O consumo
dessas duas moléculas possivelmente se deve a atividade de POX direcionada para a
deposicao de lignina na parede celular. Pode-se inferir, portanto, que o decréscimo
no comprimento da raiz deve-se a intensa atividade de producao de lignina por uma
isoforma de POX associada a parede celular. Este processo interfere, principalmente,
na taxa de alongamento das células (Passardi et al, 2004). Mecanismos que
interferem na divisdo de células ndo foram abordados neste trabalho. Descrigoes de
reducdao da taxa de crescimento, relacionadas a um aumento da atividade de POX,
sao relativamente comuns na literatura (Horemans et &/, 2000; Lin e Kao, 2002;
Cavalcanti et al., 2004; Passardi et al., 2004; Foyer e Noctor, 2005).

Da perspectiva do alongamento celular, o crescimento da raiz é um

processo finamente regulado pelos niveis de ascorbato e pela relacdo entre a taxa de
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“afrouxamento” e endurecimento da parede. Devido a auséncia de NAD(P)H e de
glutationa no apoplasto, o ascorbato possui o papel de regular a homeostase redox
desse compartimento (Foyer e Noctor, 2005). Contudo, a via de degradacao do
ascorbato é iniciada no apoplasto o que torna a regulacdo da homeostase redox
muito sensivel a perturbacdes como uma explosdo oxidativa (Horemans et a/., 2000;
Foyer e Noctor, 2005). Essas perturbacdes na homeostase redox influenciam
fortemente no funcionamento de isoformas de POX presentes neste compartimento.
Ja as taxas de afrouxamento e endurecimento, além de serem controladas pelos
niveis de ascorbato, também sofrem influéncias do comportamento de isoformas de
POX (Minibaeva e Gordon, 2003; Passardi et a/., 2004).

De acordo com Passardi et a/. (2004) as POX podem regular o crescimento
por dois ciclos metabdlicos distintos. Elas podem favorecer a elongacao pela geracao
de radicais de oxigénio ou inibir o crescimento controlando a concentracao local de
H,0,. Em nossos resultados, a concentragao de ascorbato decresce
vertiginosamente, inclusive quando as raizes s3ao submetidas a tratamento de
recuperagao. Adicionalmente, a concentracdao de fendis apoplasticos apresenta
tendéncia de aumento, quando as raizes sofrem tratamento de recuperacdo. Esses
indicios sugerem fortemente que a via de producao de lignina em raizes de feijao-
caupi é regulada pelo “poo/” de ascorbato presente neste compartimento.
Entretanto, a retomada do alongamento celular ndao é provocada pela formacao de
EROs originados de ascorbato, indicando que outras isoformas de POX podem estar
relacionadas ao mecanismo de retomada de crescimento. De fato, para que o
ascorbato possa gerar HO® outras EROs, como o H,0,, devem estar presentes no
compartimento (Passardi et a/., 2004), fato ndo observado na série temporal de 0 a
48 horas.

A regulagdo no crescimento celular também é auxiliada por mecanismos
intracelulares. Foyer e Noctor (2005) explicam que sob ataque de patdgenos,
receptores especificos de membrana plasmatica se oxidam com a explosao oxidativa
e ativam uma cascata especifica de MAP quinases. Isto culmina na inativacdo e na
diminuicdo da expressao de enzimas antioxidantes intracelulares para manutencao

do “pool/” de H,0, em niveis ideais para a sinalizagdo da morte celular programada.
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Em nossos estudos, contrariamente a atividade de SOD apoplastica, a atividade de
SOD total nao apresentou modificagdes significativas em sua atividade.
Adicionalmente, o “poo/”de H,0, total apresentou tendéncia discreta de aumento em
48 horas de tratamento. Esse comportamento foi associado a decréscimos nas
atividades de APX e CAT, indicando que estas enzimas (observada também nos

capitulo 2, 3 e 4) podem ser importantes para a regulacdo do crescimento e raizes.
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5.5. CONCLUSOES

Os resultados apresentados sao indicativos de que o tratamento salino
pode ter simulado (parcialmente) uma resposta utilizada em ataque de patdgeno
avirulento. No contexto da resposta, o H,O, participa ativamente como sinalizador e
coadjuvante na lignificacdo da parede. A atividade de POX é efetivamente
participante da regulacao do crescimento celular. Estes mecanismos sao finamente
regulados pelos niveis de ascorbato e pelo “poo/” de H,O, apoplastico.
Adicionalmente, a manutencao da concentracao de H,O, no tecido pode ser um
reflexo da diminuicdo da atividade de enzimas como peroxidase de ascorbato e

catalase no extrato total.
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CONSIDERACOES FINAIS
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O presente estudo tratou de avaliar o comportamento fisioldgico e o
metabolismo antioxidante de raizes de feijdo-caupi sob estresse salino. Uma
comparacao prévia foi realizada entre duas cultivares (Pérola e Pitiiba) consideradas
contrastantes quanto a sensibilidade ao estresse salino. Isto possibilitou concluir que
raizes de plantulas de feijao-caupi ndo sao afetadas por estresse oxidativo causado
pela salinidade. Possivelmente, diferentes cultivares podem apresentar diferencas
minimas quanto a resposta antioxidante enzimatica.

Determinou-se também que um tratamento com 100 mM de NaCl causa
danos de membranas severos, enquanto uma tratamento com 50 mM de NaCl causa
somente danos moderados em raizes. A severidade do estresse depende, portanto,
do tempo de exposicao ao tratamento e a concentracdao de NaCl utilizada. Contudo,
um tratamento com dose moderada (50 mM) ndo é suficiente para causar mudancas
significativas no padrao de enzimas antioxidantes de raizes de feijao-caupi. Em todos
os experimentos nao foi detectado danos oxidativos relacionados a peroxidacdao de
lipideos. Este fato possivelmente é um indicativo de que o efeito ibnico do estresse
salino, de fato, ndo causa danos oxidativos aparentes nos lipideos de membranas de
feijao-caupi.

Para tentar explicar a relacao existente entre o metabolismo oxidativo e o
estresse salino realizou-se diversas determinagdes com o objetivo de descrever o
metabolismo antioxidante de raizes. Uma explicacao plausivel é que a resposta
antioxidante pode simular parcialmente uma resposta hipersensitiva. A comprovacao
deste fato estd nas determinagbes de oxidase de NADPH de membrana, dismutase
de superdxido de apoplasto e peroxidase de fendis de parede, além das atividades
enzimaticas totais. Essas enzimas apresentaram aumento de atividade precedido de
uma explosdo oxidativa. Verificou-se também um suposto envolvimento do H,0,
como sinalizador celular de estresse e coadjuvante na lignificacdo da parede. A
atividade de peroxidase de parede celular também foi descrita como efetivamente

participante da regulagao do crescimento celular.
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Por fim, obtiveram-se fortes indicios de que os mecanismos de regulacao
do crescimento durante estresse salino podem ser regulados pelo “poo/” de H,0,
apoplastico e, possivelmente, pelo ascorbato do meio. Adicionalmente, a manutencao
da concentracdao de H,0; no tecido pode ser um reflexo da diminuicao da atividade
de enzimas antioxidantes intracelulares. Essa analise esta resumida na Figura 1.

X-X-X- ... -X-X* PC
POX X* J

H,0+°%2 0,

i

Peroxissomo
H,O+ %0

Figura 1 — O Na* pode induzir (indiretamente) a atividade dos canais de calcio (CC) e da oxidase de
NADPH (NOX). O calcio intracelular também estimula a atividade de NOX. Esta enzima produz O, que
€ convertido a H,0, por uma dismutase de superdxido (SOD) apoplastica. O H,0, apoplastico pode ser
degradado por uma peroxidase de parede celular (POX) que participa do processo de lignificagao,
oxidando fendis apoplasticos (X = X’). O acido ascorbico (Asc.) é degradado por uma oxidase de
ascorbato (AO) e seus subprodutos podem gerar H,0,. Esta molécula também pode ser internalizada
e ser utilizada em outros processos metabdlicos. A inibicdo da atividade de catalase (CAT) e
peroxidase de ascorbato (APX) pode ser requerida para manter os niveis de H,0, intracelular.
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ANEXOS
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PIT-TO PIT-Controle PIT-NaCl  PER-TO PER-Controle PE!:-’;aCI
~

Anexo 1 — Aspecto morfoldgico das plantulas de feijao-caupi, cultivares Pititba (PIT-
esqueda) e Pérola (PER-direita) do capitulo 2. TO — aspecto das plantulas com 4 dias
apos semeio (antes da aplicacao do tratamento); Controle — plantulas nao-tratadas

apos 2 dias de tratamento; NaCl — plantulas tratadas com 100 mM de NaCl apds 2
dias de tratamento.
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Pérola
Antes 0 25 50 75 100 A

Pititiba
Antes 0 25 S0 75 100 B

Anexo 2 — Aspecto morfoldgico das plantulas de feijao-caupi, cultivares Pérola
(acima) e Pitiuba (abaixo) do capitulo 3. TO — aspecto das plantulas com 4 dias apds
semeio (antes da aplicacdo do tratamento); 0, 25, 50, 75 e 100 correspondem aos
tratamentos de NaCl (em mmol L) aplicados durante 2 dias em ambos os cultivares.
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Controle
Oh 24h 48h 72h 96h

NaCl 50mM
0h 24h 48h 72h 96h

100 mM NaCl
Oh 24h 48h 72h 96h

Anexo 3 — Aspecto morfoldgico das plantulas de feijao-caupi, cultivar Pitiuba do
capitulo 4. TO — aspecto das plantulas com 4 dias apds semeio (antes da aplicacdo
do tratamento); 0, 24, 48, 72 e 96 horas correspondem aos tempos de exposicao as
doses de NaCl 0 mM (A), 50 mM (B) e 100 mM (C).
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