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RESUMO

GONDIM, F. A. Pré-tratamento foliar com H,O, como estratégia para minimizar os
efeitos deletérios da salinidade em plantas de milho. Orientador: Enéas Gomes Filho.

Fortaleza: UFC. 147f. (Tese). 2012.

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do pré-tratamento de pulverizacdo foliar
das plantas de milho com peréxido de hidrogénio (H,O;,) sobre a aclimatagdo ao estresse
salino, estudando os mecanismos fisiolgicos e bioquimicos envolvidos. A presente tese foi
dividida em trés experimentos independentes que resultaram na produgdo de trés capitulos,
cada um correspondendo a um artigo cientifico. Os experimentos foram conduzidos em casa
de vegetacdo, sob condi¢des hidropdnicas, utilizando o hibrido triplo de milho (Zea mays L),
BRS 3003. Oito dias apds a semeadura, as plantulas foram pulverizadas com 4gua destilada
(controle) ou solucdo aquosa de H,O, na concentracdo de 10 mM e, 48 h apds o inicio da
pulverizacdo, foram submetidas ao tratamento com NaCl a 80 mM. No primeiro trabalho,
foram estudados os efeitos da aplicagdo foliar de H,O, no crescimento e nos teores de solutos
organicos e inorganicos de plantas de milho crescendo sob condi¢des salinas. Verificou-se
que o pré-tratamento de pulverizacao das plantas de milho com H,0, induziu aclimatacdo das
plantas de milho ao estresse salino, revertendo parcialmente os efeitos deletérios da salinidade
no crescimento. Este efeito foi atribuido, pelo menos em parte, a um maior acimulo de
proteinas soldveis, carboidratos soliveis e NO3, bem como a um menor acimulo de fons
toxicos (Na“ e CI) nas folhas. O segundo trabalho avaliou os efeitos da aplicacdo foliar de
H,0; no crescimento, na atividade das enzimas antioxidativas, na peroxidacao dos lipidios
(teores de malondialdeido-MDA) e na expressdo da enzima catalase (CAT) em plantas de
milho sob condi¢des de estresse salino. Constatou-se que a salinidade reduziu o crescimento
das plantas e que a aplicacdo foliar de H,O, minimizou este efeito. Observou-se também que
as enzimas antioxidativas estudadas (catalase, peroxidase do guaiacol, perdoxidase do
ascorbato e dismutase do superdxido) tiveram suas atividades aumentadas pela aplicacao
foliar de HO,. A CAT se mostrou a principal enzima responsiva ao H,O, e seu aumento de
atividade parace estar relacionado a regulacdo da expressao génica. Sob condi¢des salinas, a
menor peroxidagdo de lipidios foi encontrada nas plantas que apresentaram maiores atividades
da CAT. De modo geral, concluiu-se que a pulverizagdo foliar das plantas de milho com H,0,

foi capaz de reduzir os efeitos deletérios da salinidade no crescimento das plantas e na



peroxidacdo dos lipidios. Essas respostas podem ser atribuidas, pelo menos em parte, a
capacidade do H>O, de induzir aumento na atividade e/ou expressdo das enzimas
antioxidativas, especialmente a CAT. O terceiro trabalho analisou os efeitos da aplicacao
foliar de H,O; na drea foliar, nos teores relativos de clorofila, nos teores relativos de dgua, nas
trocas gasosas e nos teores de H,O,, ascorbato e glutationa de plantas de milho crescendo sob
condig¢des salinas. De modo geral, a salinidade reduziu a area foliar, os teores relativos de
clorofila e os teores relativos de dgua e a pulverizacdo foliar com H,O, foi eficaz em
minimizar esse efeito. A salinidade reduziu os parametros fotossintéticos (condutancia
estomadtica, transpiracdo, fotossintese e concentracao interna de CO;) e o pré-tratamento de
pulverizacdo das plantas com H»O; foi capaz de reverter parcialmente esse efeito. Os teores
de H,O, foram aumentados pela salinidade tanto nas folhas como nas raizes e a pulverizacdo
foliar com H,O, mostrou-se eficiente em reduzir este efeito, sem, contudo, alterar o estado

redox dos antioxidantes analisados (ascorbato e glutationa).

Palavras-chave: Ascorbato, enzimas antioxidativas, estresse salino, glutationa, pulveriza¢ao

foliar com H,0,, solutos organicos e inorganicos, trocas gasosas, Zea mays.



ABSTRACT

GONDIM, F. A. H,0; leaf spray pretreatment alleviates the deleterious effects of salinity
on maize plants. UFC. Advisor. Enéas Gomes Filho. Fortaleza: UFC. 147p. (D.Sc. Thesis).
2012

This study evaluated the effects of H,O; leaf spraying pretreatment on the maize plant
acclimation to salt stress, studying the physiological and biochemical mechanisms involved.
The present thesis was divided into three independent experiments that resulted in three
chapters, each one corresponding to a scientific article. The experiments were conducted
under hydroponic conditions and maintained in greenhouse, the plant model used was triple
hybrid of maize (Zea mays L.), BRS 3003. Eight days after sowing (DAS), the seedlings were
sprayed with 10 mM H,0O, solution or distilled water (as a control). Forty-eight hours after the
spraying beginning, the seedlings were subjected to treatment with NaCl at 80 mM. In the
first study, we analyzed the effects of H,O, leaf spraying pretreatment on the growth and on
the levels of organic and inorganic solutes in maize plants under salt stress. It was observed
that H,O, leaf spraying pretreatment promoted plant acclimation to salt stress, reducing the
deleterious effects of salinity on the maize growth. This effect can be attributed, at least
partially, to a great production of proteins, and soluble carbohydrates and NO;3™ as well as
lower levels of CI" and Na* in leaves. The second study evaluated the effects of H,O, leaf
spraying pretreatment on growth, antioxidative enzymes activity, lipid peroxidation (levels of
malondialdehyde - MDA) and on the catalase expression (CAT) in maize plants under salt
stress. It was observed that salinity reduced maize seedling growth when compared to control
conditions, and H,0, foliar spraying was effective in minimizing this effect. Analysis of the
antioxidative enzymes (catalase, guaiacol peroxidase, ascorbate peroxidase and superoxide
dismutase) revealed that H,O, leaf spraying increased antioxidant enzyme activities. CAT
was the most responsive of these enzymes to H>O», with higher activity since the beginning of
the treatment (48 h), while guaiacol peroxidase and ascorbate peroxidase were responsive
only at later stages (240 h) of treatment. Increased CAT activity appears linked to gene
expression regulation. Lower MDA levels were detected in plants with higher CAT activity,
which may result from the protective function of this enzyme. Overall, we can conclude that
pretreatment with H,O, leaf spraying was able to reduce the deleterious salinity effects on

seedling growth and lipid peroxidation. These responses could be attributed to the H,O,



ability to induce antioxidant defenses, especially CAT activity. The third study evaluated the
effects of H,O, leaf spraying pretreatment on leaf area, relative chlorophyll content, relative
water content, gas exchange and on the H,0,, ascorbate and glutathione contents in salt-
stressed maize plants. In general, the salinity reduced leaf area, relative chlorophyll content
and relative water content of the maize plants in comparison to the plants that grew under
control conditions, moreover H,O, leaf spraying was effective in minimize this effect. The
salt treatment reduced photosynthetic parameters and, the H,O, leaf spray was able to
partially reverse this effect. The H,O, content was increased by salinity in both, leaves and
roots, and H,O, leaf spray was effective in reducing this negative effect. The H,0, foliar
application did not alter the redox state of the antioxidants studied (ascorbate and

glutathione).

Keywords: Antioxidative enzymes, ascorbate, gas exchange, glutathione, H,O, leaf spray,

salt stress, organic and inorganic solutes, Zea mays.
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DEFINICOES E ABREVIATURAS

APX: Peroxidase do ascorbato

AsA: Ascorbato reduzido

CAT: Catalase

CEa: Condutividade elétrica da dgua de irrigacao

CEes: Condutividade elétrica do extrato de saturacio

DHA: Ascorbato oxidado ou desidroascorbato

DHAR: Redutase do desidroascorbato

DTNB: 5,5 ditio-bis 2 acido-nitrobenzoico

DTT: Ditiotreitol

GPX: Peroxidase do guaiacol

GR: Redutase da glutationa

GSH: Glutationa reduzida

GSSG: Glutationa oxidada

MDA: Malondialdeido

MDHAR: Redutase do monodesidroascorbato

PST: Percentagem de sédio trocavel

ROS: Do inglés, Reactive Oxygen Species (Espécies Reativas de Oxigénio)
RT-PCR: Transcriptase reversa - Reacdo em cadeia da polimerase

SOD: Dismutase do superéxido

Aclimatacao: Mudancas fisioldgicas, bioquimicas e morfoldgicas temporarias que ocorrem
em um organismo e aumentam sua tolerancia as variacdes do ambiente externo. Resposta
homeostética que ndo se transmite as geragdes futuras.

Adaptacao: Capacidade desenvolvida por um organismo, através da selecdo natural ou
artificial, de tolerar ambientes estressantes, devido as mudancas fisiolégicas, bioquimicas e
morfoldgicas permanentes. Essas mudancgas sdo transmitidas as geragdes futuras.

Antioxidante: Qualquer substincia que, mesmo presente em baixas concentracdes em relacio
ao seu substrato oxiddvel, diminui significativamente ou evita sua oxidagao.

Apoplasto: Em células vegetais, constitui uma rede de espacos extracelulares que faz as
conexoes entre as células vizinhas.



Apoptose: Conhecida como morte celular programada. Este processo ocorre de forma
ordenada e demanda energia para a sua execucdo. Estd relacionada com a manutencdo da
homeostase e pode também ser induzida por um estimulo ambiental ou patolégico.

Aquaporinas: Proteinas integrais da membrana plasmdtica conhecidas como canais
transportadores de dgua, estas permitem a entrada ou saida de dgua das células.

Enzimas Antioxidativas: Grupo de enzimas responsdveis pela eliminacdo das principais
ROS como o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o radical superdxido (‘O,7). Dentre as enzimas
destacam-se: a SOD, a CAT, a GPX, a APX bem como outras enzimas do ciclo do ascorbato-
glutationa (MDHAR, DHAR, e GR).

Espécies Reativas de Oxigénio: Espécies produzidas no metabolismo aerdbico normal,
durante o fluxo de elétrons na mitocondria e no cloroplasto, quando os transportadores de
elétrons reduzidos reagem parcialmente com o O, na ausé€ncia de outros aceptores de elétrons.
Em células vegetais, as ROS também podem ser produzidas nos peroxissomos, no citosol, na
membrana plasmadtica e no apoplasto. As ROS mais comumente encontradas sdao o H,O; e os
radicais "O," e hidroxil ("OH).

Estado Redox: Razdo entre os valores apresentados por uma substidncia em seu estado
reduzido e seu valor total (Estado reduzido + Estado oxidado), podendo ser expresso em
percentagem. Pode ser calculado pela expressdo: [(Estado reduzido) / (Estado reduzido +
Estado oxidado) x 100].

Estresse ambiental: Qualquer componente do meio ambiente que seja capaz de alterar o
funcionamento normal de um organismo que estd crescendo nesse ambiente.

Estresse oxidativo: Quando o fator de estresse ¢ uma ROS, proveniente das reagdes
metabolicas que reduzem parcialmente o oxigénio molecular.

Estresse salino: Quando o fator de estresse € o excesso de sais soluveis. Sdo considerados
salinos os solos que possuem CEes > 4,0 dS m'l, PST < 15% e pH < 8,5.

Sodicidade: Solos que apresentam CEes < 4,0 dS m!,PST> 15% e pH > 8.5.
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1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa

A salinidade € um dos estresses abidticos que mais afeta o crescimento e a
produtividade das plantas em todo o mundo (VAIDYANATHAN et al, 2003;
VEERANAGAMALLAIAH et al., 2007), ocorrendo tanto nas dreas irrigadas como nas nao
irrigadas. Sendo assim, a salinidade se destaca como um dos principais desafios ambientais

enfrentados pela agricultura (PELEG et al., 2011).

A maioria das 4reas afetadas pela salinidade ou pela sodicidade ocorre naturalmente.
Entretanto, uma proporg¢do significativa de areas cultivaveis tem se tornado salina em virtude
da retirada da vegetacdo associada ao uso de 4guas salinas na irrigagdo (MUNNS, 2005). Para
Fageria et al. (2010), em escala global, as dreas afetadas pela salinidade t€ém aumentado,

especialmente, pela pratica da irrigacdo sem o manejo adequado da dgua e do solo.

A maior parte dos solos afetados pela salinidade encontra-se em paises em
desenvolvimento, onde a densidade populacional e a necessidade por alimentos sdo elevadas
(FAGERIA et al., 2010). Além da salinidade, a agricultura mundial e a producdo de alimentos
tém enfrentado problemas devido a diminuicdo da disponibilidade de terras agricultdveis
(urbanizagdo) e da reducdo da disponibilidade de dgua associadas as mudangas climaticas
(MITTLER; BLUMWALD, 2010). Estima-se que seja necessdrio um aumento de cerca de
50% na produtividade das culturas de arroz, trigo e milho para atender as necessidades
alimentares da populacdo em 2050 (GODFRAY et al., 2010). Assim, aumentar a produg¢do, o
rendimento e a estabilidade das culturas em dreas sujeitas a salinidade mostra-se necessario
para atender ao crescente aumento da populagdo mundial (PELEG et al., 2011). Portanto, a

incorporacdo de dreas afetadas por sais no processo produtivo de alimentos, em um futuro
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proximo, exercerd papel fundamental do ponto de vista socioecondmico (FAGERIA et al.,

2010).

Alguns trabalhos indicam que, além de recuperar o solo, o uso de cultivares tolerantes
a salinidade pode ser uma a¢do complementar para a producdo de alimentos em solos salinos
(KHADRI et al., 2007; GAMA et al., 2009). Apesar da constatada existéncia de variabilidade
genética entre espécies e entre cultivares de uma mesma espécie, fato que torna possivel o
melhoramento genético para a tolerancia a salinidade, bem como os avangos da engenharia
genética, poucos sao os exemplos de obtencdo de cultivares tolerantes a salinidade (ZHU,
2001). A selecdo de genétipos tolerantes a salinidade, por meio de melhoramento genético
cldssico, ndo tem obtido os efeitos desejados por falta de conhecimentos sobre os mecanismos
fisiolégicos e bioquimicos envolvidos com a aclimatacdo das plantas ao estresse (NOBLE;
ROGERS, 1992). Embora a biologia vegetal nos ultimos anos esteja enfrentando enorme
progresso proporcionado pelo surgimento de ferramentas analiticas modernas, o que pode ser
verificado pela grande quantidade de pesquisa publicada na édrea de fisiologia vegetal, a
compreensdo dos mecanismos que conferem tolerancia a salinidade numa espécie vegetal

ainda € limitada (SILVEIRA et al., 2010).

O processo de aclimatacdo a determinadas condi¢des de estresse se constitui numa
alternativa para aumentar a capacidade das plantas de sobreviverem a condi¢des adversas. A
aclimatagc@o consiste em um processo no qual a exposicdo prévia de um individuo a um
determinado tipo de estresse provoca mudancas metabdlicas que sdo responsdveis pelo
aumento de sua tolerancia a uma nova exposi¢ao ao estresse. Quando essa exposi¢ao prévia é
feita com um estresse diferente do segundo (estresse definitivo), diz-se que essa aclimatacao
induziu uma tolerancia cruzada (NEIL er al., 2002; TAIZ; ZEIGER, 2004). Nesse processo,
as plantas sofrem modificacdes fisioldgicas temporarias que podem envolver a expressao

génica, mas que ndo sdo transmitidas de uma geragcdo para outra. Dentre os processos de
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aclimatag@o ao estresse salino, o do pré-tratamento das plantas com pequenas quantidades de
H,0; tem se mostrado promissor. Uchida et al. (2002), trabalhando com arroz e Azevedo
Neto et al. (2005), com milho, observaram que o pré-tratamento das plantulas com H,0, em
solucdo nutritiva induziu aclimatagdo das plantas a salinidade. Contudo, ndo ha informagdes
se o pré-tratamento por pulverizacdo foliar de H,O, também € capaz de induzir aclimatacao
das plantas ao estresse salino, visto que se trata de um sistema mais simples, de baixo custo e

de fécil utilizacao pelos produtores.

O milho é uma espécie tradicionalmente cultivada em todo o Brasil, servindo tanto
para a alimentacdo humana como animal, representando mais de 1/3 da producao nacional de
cereais e oleaginosas (BULL, 1993). E uma cultura considerada moderadamente sensivel a
salinidade, apresentando, a partir de 1,6 dS.m™, reducdo de 7,4% na producio de matéria seca
por unidade de incremento de condutividade elétrica, embora esse efeito difira entre os
cultivares (MASS, 1993). Portanto, dada a importancia econdmica do milho e sua relativa
sensibilidade aos sais, o estudo da fisiologia e bioquimica do estresse salino em plantas de

milho pré-tratadas com H,O; por pulverizacio foliar torna-se relevante.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Solos salinos

De acordo com Richards (1954), um solo € considerado salino quando apresenta
condutividade elétrica do extrato de saturacdo superior a 4,0 dS.m™. Contudo, segundo
Chinnusamy et al. (2005), a grande maioria dos vegetais cultivdveis € susceptivel a salinidade
mesmo quando o extrato de saturacio do solo apresenta-se menor que 3,0 dS.m™. De forma
mais simples, Veeranagamallaiah et al. (2007) definem salinidade como a ocorréncia de sais
no solo e/ou na dgua de irrigacdo em concentragdes capazes de prejudicar o crescimento das

plantas.

Na maioria dos solos salinos, os principais sais soliveis encontrados sao os cloretos,
sulfatos e bicarbonatos de Na*, Ca®* e Mg”*. Porém, também sdo encontrados, com menor
frequéncia os cétions K* e NH," e os 4nions NO;™ e CO;> (RIBEIRO, 2010). A salinizacdo
dos solos pode ter origem natural ou artificial. Dentre os fatores naturais, destaca-se a
intemperizacdo quimica dos minerais e rochas da crosta terrestre, a qual é responsavel pela
liberacdo e distribuicdo dos ifons (DAKER, 1976). Também a presenca de fons na 4gua do mar
€ um fator que contribui para o processo de salinizacdo natural (AYERS; WESTCOT, 1991).
Ja os fatores artificiais podem ter origem antrépica, devido ao manejo inadequado do solo e

da 4gua, especialmente nos sistemas de cultivo irrigados (AYERS; WESTCOT, 1991).

Os solos salinos geralmente se localizam em dreas baixas, para onde convergem 0s
sais das dreas circunvizinhas. Nesses locais, a salinizacdo pode estar relacionada as condi¢oes
que restringem a drenagem do solo, como a presenca de lencol fredtico alto ou a baixa
permeabilidade do solo. Estes fendmenos impedem a lavagem dos sais presentes na

superficie. Além disso, em regides com climas aridos e semidridos, a salinizagdo dos solos é
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intensificada devido a elevada evapotranspiracdo, evento que favorece a ascencao capilar dos
sais para a superficie do solo (RIBEIRO, 2010). Para Ashraf e Foolad (2007), a baixa
precipitacdo pluviométrica, a elevada superficie evaporativa, a irriga¢cdo com aguas salinas e
as inadequadas préticas agricolas aplicadas nas culturas estdo entre os principais fatores que

tém contribuido para o aumento da salinidade nos solos.

No Brasil, o problema da salinidade estd concentrado principalmente nos perimetros
irrigados do Nordeste e se deve ao manejo inadequado do solo e da 4gua, associado com as
elevadas taxas de evapotranspiragdo e baixas precipitagdes pluviométricas, caracteristicas
dessa regido (FAGERIA; GHEYI, 1997). Conforme Ribeiro et al. (2003), os solos afetados
por sais ocupam cerca de 160.000 km? (16 milhdes de hectares) ou 2% do territério do Brasil.
A maior parte desses solos encontra-se no estado da Bahia (44%) e do Ceard (25,5%). No
Brasil, além da regido Nordeste, sdo encontrados solos salinos no Rio Grande do Sul e no

pantanal mato-grossense (RIBEIRO et al., 2009).

2.2. Efeitos da salinidade sobre o crescimento das plantas

Em um meio com altas concentra¢des de sais, hd um desequilibrio no gradiente de
potencial hidrico entre o solo e a planta, modificando a distribui¢do dos ions tanto a nivel

celular como entre os varios 6rgaos da planta (ZHU, 2001).

A inibi¢do do crescimento pode ser devida aos efeitos osméticos dos sais, diminuindo
a disponibilidade de dgua na solucao do solo (Fase 1), e/ou ao excesso de ions absorvidos pela
planta, causando efeitos toxicos ao metabolismo (Fase 2) (MUNNS, 2005), sendo tais efeitos
0 que separa claramente as espécies e gendtipos que diferem na tolerdncia ou sensibilidade a

salinidade (MUNNS, 2002).



25

A fase 1 da salinidade ocorre devido ao excesso de sais que se encontra fora da
planta, e mostra-se extremamente semelhante, do ponto de vista metabdlico e celular, ao que
ocorre em plantas sob estresse hidrico. Na fase 2 da salinidade, os efeitos no crescimento sao
oriundos dos sais que se encontram no interior da planta. Nesse caso, 0s sais se apresentam
em concentragdo superior a capacidade das células de compartimentalizd-los no vactolo e

ficam dispersos pelo citoplasma, inibindo a atividade de algumas enzimas (MUNNS, 2005).

A toxicidade dos sais ocorre como resultado da absorcdo e da acumulacio de certos
ions téxicos como o sddio, o cloreto e o sulfato (NAWAZ et al., 2010). O acimulo excessivo
de Na" e CI' também pode ocasionar desbalanceamento nutricional, visto que diminui a
absor¢do de outros nutrientes minerais, como o K*, o Ca’" e 0 Mn** e reduz o crescimento das
plantas (YU et al., 2012). Portanto, mostra-se interessante a selecao de plantas tolerantes a
salinidade que tentam manter a concentracio de K" elevada na parte aérea (MUNNS et al.,

2000).

O entendimento dos mecanismos envolvidos na tolerancia das plantas a salinidade é
bastante complexo, pois depende de varios genes, os quais codificam para diferentes proteinas
relacionadas ao estresse salino, tais como: enzimas relacionadas com a sintese de solutos
compativeis; enzimas vacuolares e responsdveis pela compartimentalizacao de fons e enzimas
removedoras de espécies reativas de oxigénio (PARIDA; DAS, 2005). Além disso, as
respostas das plantas a salinidade podem variar em fungdo de fatores intrinsecos da planta
(gendtipo e estddio de desenvolvimento), de fatores relacionados ao estresse (composicao
salina do meio, intensidade, duracdo e forma de aplicac¢do do estresse) e de fatores ambientais

(luz, temperatura e umidade relativa do ar), bem como da interagdo entre estes (NEUMANM,

1997; BRAY et al., 2000).

O crescimento vegetativo das plantas € impulsionado pelo estado de energia livre das

moléculas de d4gua, denominado potencial hidrico, e € resultante da interag@o entre o potencial



26

de pressdo e o potencial osmético das células (XIONG; ZHU, 2002). O crescimento das
plantas € resultado direto da expansao de células jovens oriundas de divisdes meristematicas
e, tanto em raizes como em folhas, essa expansdo pode ser inibida pela salinidade
(NEUMANN, 1997; ZHU, 2001). Sob condi¢des salinas, o processo de expansao celular per
si € afetado negativamente, visto que ocorrem modificacdes na atividade metabdlica da parede
celular e na deposicao de materiais, que reduzem sua elasticidade. Desta forma, o processo de
formacdo da parede celular secundéria € antecipado, tornando a parede celular rigida,
ocasionando diminuicdo na pressdo de turgescéncia necessdria para o crescimento e divisao
celular (ASLAN er al. 2011). Além disso, altos niveis de sais em folhas maduras de muitas
variedades sensiveis ao estresse salino conduzem a efeitos toxicos que aceleram a senescéncia
e ou necrose foliar, reduzindo a drea foliar disponivel para a fotossintese, bem como os niveis
de hormonios essenciais para o crescimento (NEUMANN, 1997). Além disso, a fotossintese

liquida pode ser afetada pelo fechamento estomadtico precoce, que visa prevenir a perda

excessiva de dgua através da transpiracio (GRENNWAY; MUNNS, 1980).

Costa et al. (2003), trabalhando com plantas de feijao-de-corda crescendo em solugdo
nutritiva a 75 mM de NaCl, constataram redu¢des na drea foliar e na matéria seca das raizes e
partes aéreas dos diferentes cultivares estudados. Semelhantemente, Azevedo Neto er al.
(2004), verificaram redugdes no crescimento em oito gendtipos de milho submetidos a 100
mM de NaCl. Ressalte-se que a elevada salinidade no ambiente radicular pode ocasionar,
além de estresse hidrico e desequilibrio i6nico, o surgimento secundério de patologias nas

plantas (ZHU, 2001).

2.3. As espécies reativas de oxigénio e o metabolismo

z

Um dos eventos bioquimicos que ocorrem nas plantas € a producdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), as quais sdo geradas durante o



27

metabolismo celular normal, mas cuja produgao pode ser aumentada em condicdes de estresse
(MILLER et al., 2010). As ROS mais comumente encontradas sdo o peréxido de hidrogénio
(H,0,) e os radicais superéxido ("O,7) e hidroxil ("OH). Essas espécies sdo produzidas no
metabolismo aerébico normal, durante o fluxo de elétrons na mitocondria e cloroplasto,
quando os transportadores de elétrons reduzidos reagem parcialmente com o O, na auséncia
de outros aceptores de elétrons (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985; THOMPSON et al.,
1987). Em células vegetais, as ROS também podem ser produzidas nos peroxissomos, no

citosol, na membrana plasmatica e no apoplasto (Figura 1).
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Figura 1. Principais sitios de producdo de ROS em células vegetais (Adaptado de SLESAK, et al., 2007).

O cloroplasto € a principal fonte de producdo de ROS, visto que altas quantidades de
‘O,” e de H,0, sdo originadas nesta organela, especialmente sob condi¢des de estresse
abidtico em que a taxa de fixacdo de carbono encontra-se reduzida (TAKAHASHI;
MURATA, 2008). Adicionalmente, os cloroplastos podem produzir o oxigénio singleto a

partir das moléculas de clorofila excitadas (JASPERS; KANGASJARVI, 2010).
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Em tecidos nao fotossintetizantes, as mitocOndrias sdo as maiores fontes de ROS, mas
em células fotossintetizantes, sua contribuicao € considerada pequena em comparagcdao com o0s
cloroplastos (NAVROT et al, 2007). O estado redox da cadeia de transporte de elétron
mitocondrial ¢ um importante indicador do estado de energia celular e da produ¢ao de ROS,
especialmente o "O,” a partir dos complexos I e III, e do estado de redug¢do da ubiquinona

(TAYLOR et al., 2009).

A terceira maior fonte de ROS intracelular sd@o os peroxissomos. Nessas organelas se
encontra a enzima oxidase do glicolato que produz o H,O; oriundo da conversdo do glicolato
em glioxilato na via fotorrespiratéria (JASPERS; KANGASJARVI, 2010; MILLER et al.,
2010). A atividade da enzima oxidase do glicolato exerce funcdo relevante para o
metabolismo vegetal, especialmente sob condi¢des de estresses abidticos. Nestes casos,
observa-se reducdo do grau de abertura estomdtica acompanhado de reducdo na
disponibilidade de CO; para a enzima rubisco, exacerbando o processo de fotorrespiracdo e
producdo de glicolato nos cloroplastos (FOYER; NOCTOR, 2009). O glicolato é direcionado
para os peroxissomos onde € oxidado pela acdo da enzima oxidase do glicolato levando a

producido de H,0,.

O H,O, também pode ser produzido no citosol, na membrana plasmadtica e no
apoplasto por vérias oxidases e peroxidases de parede celular (SLESAK, et al., 2007). A mais
estudada delas, ¢ a NADPH oxidase localizada na membrana plasmatica, a qual catalisa a
reducdo do O, pelo NADPH citosélico formando o radical ‘O,” que, por sua vez, pode ser
convertido em H,O, no apoplasto espontaneamente ou pela atividade da enzima dismutase do
superoxido (BOLWELL et al., 2002; APEL; HIRT, 2004; JASPERS; KANGASJARVI,

2010).

As ROS sdao metabdlitos importantes e estdo envolvidas com os processos de

crescimento e desenvolvimento das plantas, bem como os de apoptose e senescéncia celular
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(FINKEL, 2003). Tradicionalmente, tais espécies quimicas foram consideradas produtos
téxicos do metabolismo aerdbico, entretanto estudos recentes mostram que as plantas
produzem essas espécies e que as mesmas agem como moléculas sinalizadoras para controlar
os diferentes processos celulares (MITTLER, 2002). Embora se tenha o conhecimento de que
quando em excesso as ROS possam causar danos oxidativos as células, os estudos tém
mostrado que estas desempenham um papel fundamental em plantas, como a transdugao de
sinal, mediacdo das respostas contra patdgenos e estresses ambientais, morte celular
programada e estimulos de desenvolvimento das plantas (MITTLER et al. 2004; TORRES;
DANGL, 2005). As ROS podem induzir a modificagao da expressdo génica (GILL; TUTEJA,

2010).

Nos organismos aerdbios, a redu¢do de uma molécula de O, até duas de H,O requer
quatro elétrons. Se essa reducdo ocorresse com a transferéncia de pares de elétrons, a dnica
ROS formada seria 0 H,O,, que € um intermedidrio relativamente estdvel. Entretanto, na via
de redu¢d@o monovalente, além do H,0O,, h4 a formacgdo de outras ROS, tais como os radicais
‘0,” e "OH (Figura 2). O radical ‘OH pode também ser originado da interagio entre 0 ‘O;” € 0
H,0, na presenga de fons metalicos. Os radicais ‘O,” e ‘'OH sdo extremamente reativos e

podem causar danos as moléculas conduzindo a morte celular (SCANDALIOS, 2002).

102
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Figura 2. Etapas da via de redu¢cdo monovalente do O, a H,O, com os respectivos valores do potencial de

oxidorreducio padrio e da variacdo de energia livre padrdo (AZEVEDO NETO et al., 2008).
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O oxigénio singleto ('0») apresenta-se mais reativo do que o O, e é formado quando
este ultimo absorve energia suficiente para reverter o spin de um de seus elétrons
desemparelhados (Figura 2). Na via de redu¢ao monovalente, o O, recebe elétrons dos metais
de transi¢do e radicais organicos, resultando uma sequéncia de formagao das ROS, tendo
como produto final a molécula de dgua (Figura 2). O primeiro passo da via € dependente de
energia (processo endergdnico) enquanto que os demais sdo exergdnicos € podem ocorrer
espontaneamente usando metais de transi¢do (Fe**, Cu®) e semiquinonas como doadores de

elétrons (AZEVEDO NETO et al., 2008).

H4 evidéncias de que as ROS t€m a producdo aumentada quando as plantas sdo
submetidas a estresses bidticos ou abidticos MIILLER et al., 2007; MILLER et al., 2010). O
acimulo de ROS tem efeitos sobre o metabolismo que podem provocar mudangas
significativas no crescimento, no desenvolvimento e na produgdo vegetal, porque danificam
proteinas, acidos nucléicos e lipidios essenciais para a estrutura da membrana (NOCTOR;
FOYER, 1998a; MJLLER et al., 2007). Além disso, atribui-se ao superéxido e ao peréxido
de hidrogénio a habilidade de iniciar cascatas de reagdes que conduzem a producao do radical

hidroxil e de outras espécies destrutivas (VRANOVA et al., 2002).

Portanto, as ROS exercem duas fungdes opostas; como moléculas prejudiciais quando
em excesso, e como benéficas quando atuam na transdugdo de sinal. Assim, € importante o
controle na quantidade produzida de ROS nas células vegetais durante o metabolismo normal,

bem como em resposta a diferentes tipos de estresse (MILLER et al., 2010).

2.4. As enzimas do sistema antioxidativo

Os efeitos nocivos das ROS nas plantas podem ser reduzidos ou eliminados por meio
de sistemas de defesa enzimatico e ndo enzimdtico (ASADA, 1999). O primeiro é formado

por uma grande variedade de enzimas, tais como: dismutase do superéxido (SOD), catalase
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(CAT), peroxidases do guaiacol (GPX) e do ascorbato (APX) e outras enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa  (redutase do monodesidroascorbato, MDHAR, redutase do
desidroascorbato, DHAR, e a redutase da glutationa, GR). Por outro lado, o sistema de defesa
nao-enzimatico é formado por antioxidantes de baixa massa molecular, hidrofilicos, como o
ascorbato e a glutationa reduzida e lipofilicos, como os tocoferdis e os carotenoides (APSE;

BLUMWALD, 2002; CHINNUSAMY et al., 2005; AZEVEDO NETO et al., 2008).

A SOD catalisa a conversdo do ‘O,” a HyO, e oxigénio molecular (GILL; TUTEJA,
2010). O H;0,, por sua vez, também apresenta toxicidade e deve ser eliminado, o que € feito
pelas enzimas CAT, GPX e APX (POLLE, 2001; VAIDYANATHAN et al., 2003). A SOD
remove o ‘O, e, portanto, diminui o risco de formagdo de ‘OH' pela reagdo de Haber-Weiss
que ocorre na presenca de fons metalicos (GILL; TUTEJA, 2010). A SOD esta presente em
todos os organismos aerébicos, em compartimentos subcelulares que geram oxigénio ativado
e tem sido evidenciado que ela apresenta um papel central na defesa contra o estresse
oxidativo (McKERSIE; LESHEM, 1994; GILL; TUTEJA, 2010). Estudos mostram que
plantas transgénicas superexpressando diferentes isoenzimas da SOD sdo mais tolerantes a
estresses. Badawi et al. (2004), trabalhando com Nicotiana tabacum, obteve linhagens
tolerantes aos estresses hidrico e salino através da superexpressdo da isoenzima citosolica, a
Cu/Zn-SOD. Wang et al. (2004), observaram que um mutante de Arabdopsis
superexpressando a Mn-SOD era tolerante a salinidade. De acordo com Lee et al. (2007),
plantas de Festuca arundinacea superexpressando as enzimas Mn-SOD e APX tornaram-se

tolerantes a uma variedade de estresses abioticos.

Sao conhecidos trés distintos tipos de SOD de acordo com os cofatores metdlicos que
utilizam: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e Fe-SOD (BANNISTER et al., 1987). Scandalios (2002),
afirma que existe ainda um quarto tipo de SOD, cujo cofator metdlico é o niquel (Ni). A

Cu/Zn-SOD ¢ encontrada nos cloroplastos e no citosol, a Mn-SOD, &, geralmente, encontrada
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na mitocondria e a Fe-SOD nos cloroplastos (BOWLER et al, 1992). Todas as isoformas de
SOD sdao codificadas pelo genoma nuclear e direcionadas para os seus respectivos

compartimentos subcelulares por uma sequéncia amino-terminal (GILL; TUTEJA, 2010).

A CAT elimina o H,0, convertendo-o a H;O e O, e é encontrada principalmente nos
peroxissomos e glioxissomos. Ela atua na remocdo do peréxido de hidrogénio gerado na
fotorrespiracdo, na [-oxida¢do dos dcidos graxos e no catabolismo das purinas (XIONG;
ZHU, 2002; GILL; TUTEJA, 2010). A CAT exibe alta afinidade por H,O,, podendo atuar
sobre este antes mesmo que se difunda para outras partes da célula (SCANDALIOS, 2002).
Diferentemente, Willekens et al. (1997), afirmam que a CAT apresenta elevada taxa
catalitica, porém, baixa afinidade por seu substrato (H,O,). Para Gill et al. (2010), a CAT € a
enzima eliminadora de H,O, que apresenta a mais elevada taxa catalitica. Uma molécula de
CAT pode converter aproximadamente 6 milhdes de moléculas de H,O, em H,O e O, por
minuto. Todas as isoformas dessa enzima sdo tetraméricas e apresentam pesos moleculares
superiores a 220.000, sendo muitas as formas de CAT descritas em plantas (McKERSIE;
LESHEM, 1994). Porém, Parida et al. (2004), trabalhando com Bruguiera parviflora
cultivada hidroponicamente em niveis crescentes de salinidade, constataram a presenca de
quatro isoformas distintas de CAT, com pesos moleculares variando de 59.800 a 198.800,
sendo a intensidade das isoformas e suas atividades diminuidas pela salinidade. Em milho,
Scandalios (1990) verificou a presenca de trés genes (catl, cat2 e cat3) que codificam trés
isoformas da enzima catalase (CAT-1, CAT-2 e CAT-3). Os genes sdao encontrados em
cromossomos diferentes, sendo diferencialmente expressos e independentemente regulados.
As isoformas CAT-1 e CAT-2 estdo localizadas nos peroxissomos e no citosol, enquanto a
CAT-3 encontra-se nas mitocondrias. Hsu e Kao (2007) relataram que o pré-tratamento de
mudas de arroz com H>O; resultou em aumento na atividade da CAT e conferiu tolerancia a

uma subsequente exposi¢do ao estresse por Cd.
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A APX € uma importante enzima do sistema antioxidativo e que atua reduzindo o
H,0; a 4gua, usando ascorbato como agente redutor (ASADA, 1992). Acredita-se que a APX
exerca importante papel na eliminacdo de ROS conferindo protecdo as células de plantas
superiores, algas, euglenas e outros organismos (GILL; TUTEJA, 2010). Existem pelo menos
quatro isoformas de APX em diferentes compartimentos celulares: nos tilacéides (tAPX), nas
membranas dos glioxisomos (gmAPX), no estroma dos cloroplastos (sAPX), e no citosol
(cAPX) (NOCTOR; FOYER, 1998b). Essa enzima apresenta maior afinidade pelo H,O, do
que as CAT e demais peroxidases, exercendo fungdo crucial sob condi¢des de estresse (GILL
et al., 2010). Badawi et al. (2004), observaram que a superexpressdo da APX em Nicotiana
tabacum conferiu tolerancia a seca e a salinidade nas plantas. A expressdo da APX € regulada
por distintos mecanismos em resposta a estresses ambientais ou a determinadas condicdes
celulares e essa enzima detém um papel cooperativo de proteger organelas e minimizar a
injuria aos tecidos (SHIGEOKA et al., 2002). Diferentes isoformas de APX visam prevenir o
estresse oxidativo em organismos fotossintetizantes. Ademais, estudos ressaltam que o
controle da concentracio de H,O, pela APX é importante no processo de sinalizacio
intracelular de plantas expostas a condi¢cdes de estresse e ao ataque de patdgenos

(SHIGEOKA et al., 2002).

Para regenerar o ascorbato utilizado pela APX, as plantas possuem o ciclo do
ascorbato-glutationa (Figura 3). Inicialmente, a APX decompde o H,0, a dgua, utilizando o
ascorbato como doador de elétrons com a concomitante formacdo de monodesidroascorbato
(MDHA). O MDHA pode ser convertido espontaneamente em ascorbato e desidroascorbato
(DHA) ou pode ser diretamente reduzido a ascorbato pela acdo da MDHAR, a qual utiliza o
NAD(P)H como poder redutor. O ascorbato pode também ser regenerado a partir do DHA
pela acdo da enzima DHAR, a qual faz uso dos elétrons provenientes da glutationa reduzida

(GSH). Por sua vez, a glutationa oxidada (GSSG) formada € regenerada pela enzima redutase
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da glutationa (GR) utilizando equivalentes redutores do NAD(P)H (SHIGEOKA et al., 2002).
Dessa forma, a ag¢do combinada da APX com um efetivo funcionamento do ciclo do
ascorbato-glutationa pode prevenir a acumulagdo de niveis téxicos de H,O, nos organismos

fotossintetizantes (ASADA, 1992).

NADP* NADPH+H*

e/

2GSH =— GSSG

=

DHA

@ ASCORBATO
“ NADP*
NADPH+H*

MDHA

conversao
espontanea

0,” + 0, + 2H*
02—/"____-’_—') B -
Elétrons doados ao oxigénio

Figura 3. Ciclo do ascorbato-glutationa (adaptado de NOCTOR; FOYER, 1998a).

A GPX é uma peroxidase ndo-especifica quanto ao substrato doador de elétrons, e
decompde o H,0O, pela oxidacdo de compostos fendlicos como o guaiacol (BRAY et al.,
2000; KANG; SALTVEIT, 2001). A GPX também decompde o dcido-3-indol-acético (AIA),
atua na biossintese de lignina e na defesa das plantas contra estresses bidticos, eliminando o
excesso de H,O, produzido (GILL et al., 2010). A GPX utiliza substancias aromdticas como o
guaiacol e o pirogalol como doadores de elétrons e, em raras ocasides (1%), usa também o
ascorbato (ASADA, 1999). Ela se apresenta em diferentes isoformas e quantidades entre as

diversas plantas, ou mesmo entre as diferentes partes de uma mesma planta (YE er al., 1990;
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SREENIVASULU et al., 1999). Essas enzimas estdo localizadas no vactolo, na parede

celular e no citosol (ASADA, 1992).

Acredita-se que as enzimas do sistema antioxidativo estejam envolvidas com os
principais mecanismos de tolerancia das plantas a estresses ambientais (GILL ez al., 2010).
Dessa forma, muitos estudos tém mostrado uma correlagdo entre tolerancia a salinidade e
presenca de um eficiente sistema antioxidativo nos gendtipos tolerantes (SAIRAM et al.,
2002, em Triticum aestivum L.; VAIDYANATHAN et al., 2003 e DEMIRAL; TURKAN,
2005, em Oriza sativa L.; BOR et al., 2003, em Beta vulgaris; AZEVEDO NETO et al.,
2006, em Zea mays.). Mittova et al. (2002), estudando o papel de vdrios antioxidantes na
tolerancia a salinidade em tomate, observaram que a maior tolerancia da espécie selvagem,
Lycopersicon pennellii, em comparacdo com o cultivar Lycopersicon esculentum, estava

relacionada aos aumentos nas atividades das enzimas SOD, APX e GPX.

Além disso, mesmo em plantas sensiveis, um aumento da tolerancia a salinidade foi
obtido por meio do pré-tratamento com H,O,, como demonstrado em monocotiledoneas como
o arroz (UCHIDA et al., 2002) e milho (GONDIM et al., 2010; AZEVEDO NETO et al.,
2005). Nesses estudos, o H>O, aplicado no sistema radicular ou nas sementes, foi capaz de

estimular a atividade das enzimas do sistema antioxidativo.

2.5. O sistema antioxidativo nao-enzimatico

Sob condi¢des de estresse abidtico, antioxidantes de baixo peso molecular como o
ascorbato, a glutationa e os tocoferdis podem alterar a expressdo génica, levando a
aclimatag@o das plantas a salinidade (MILLER ef al., 2010). Esses antioxidantes atuam como
reguladores do estado redox das células através de sua acdo direta sobre as ROS, modulando a
inducdo de respostas de aclimata¢do ou de morte celular programada (FOYER; NOCTOR,

2005).
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Entre os antioxidantes nao-enzimadticos destaca-se o ascorbato, visto que as plantas
apresentam concentragdes desse antioxidante tdo elevadas quanto as de clorofila
(MCKERSIE; LESHEN, 1994). Os teores de ascorbato podem alcangar aproximadamente
10% do total de carboidratos soliveis da planta (NOCTOR; FOYER, 1998a). O ascorbato
atua como um redutor contra muitos radicais livres, minimizando os danos ocasionados pelo
estresse oxidativo. Além disso, encontra-se relacionado a outras funcdes fisiol6gicas como o
crescimento e a diferenciacdo das plantas (FOYER, 1993). Em Arabidopsis, o ascorbato
parece exercer uma fun¢do importante na protecdo das plantas contra o estresse salino, uma
vez que o mutante deficiente na producdo de ascorbato mostrou, sob condicdes de salinidade,
concentracdes mais elevadas de H,O, do que o tipo selvagem, sendo o acréscimo diretamente
relacionado a uma diminuicdo na razdo ascorbato reduzido/ascorbato total e a uma menor
atividade das enzimas do ciclo ascorbato-glutationa (HUANG et al., 2005). O acimulo de
H,0; ocasionou também reducao nos teores de clorofila e na assimilagdao de CO,. A aplicacdo
exdgena de ascorbato mostrou-se eficiente em reduzir os efeitos deletérios da salinidade no
crescimento e na peroxidacdo de lipidios em plantas de trigo (ATHAR et al., 2008), grao-de-
bico (BELTAGI, 2008) e de tomate (SHALATA; NEUMANN, 2001).

A glutationa é um tripeptideo (Glu-Cys-Gly) cuja funcdo antioxidante pode ser
atribuida a presenca de grupos sulfidrila da cisteina (RENNEBERG, 1982). Nas plantas, ela
pode ser encontrada em muitos tecidos, células e compartimentos celulares, sendo seus teores
mais elevados no claro do que no escuro e diminuidos pela idade (McKERSIE; LESHEN,
1994). Além disso, sua quantidade € maior no cloroplasto, porém também pode ser
encontrada no citosol. A glutationa estd envolvida fisiologicamente no metabolismo do
enxofre e na defesa das plantas (NOCTOR; FOYER, 1998a). A glutationa pode reagir
diretamente com o oxigénio singleto e com os radicais ‘O,” e "OH e desta forma atuar como

uma substancia eliminadora de ROS. Trabalhos mostram que os teores de glutationa
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aumentam sob condicdes de estresse hidrico, em plantas de girassol (SGHERRI; NAVARI-
1770, 1995) e de estresse salino, em linhagens de células de amendoim (JAIN et al., 2002).
Yu et al. (2002) observaram que o pré-tratamento de sementes de Vigna radiata L. com H,0,
aumentou os teores de glutationa e conferiu tolerancia das plantas ao frio. Adicionalmente,
tem sido verificado que a manuten¢cao de uma elevada razdo glutationa reduzida/glutationa
oxidada exerce uma fung¢do importante na tolerancia a salinidade e a seca, em plantas de
tomate, Myrothamnus flaberllifolia, e trigo (SHALATA; NEUMANN 2001; KOCSY et al.,
2002; KRANNER et al. 2002).

As plantas apresentam diferentes peroxidases capazes de eliminar de modo réapido e
eficiente o excesso de H,O,, porém, essas enzimas atuam em conjunto com os antioxidantes,
ascorbato e glutationa (MITTLER; POULOS 2005). Hoque et al. (2007), observaram que a
salinidade reduziu os teores de ascorbato e glutationa reduzidos bem como a atividade das
enzimas do ciclo do ascorbato-glutationa em plantas de tabaco e que a aplicagdo exdgena de
prolina e glicina betaina aumentaram a atividade dessas enzimas.

O a-tocoferol (ou vitamina E) € um antioxidante lipofilico capaz de eliminar ROS e
proteger os lipidios da oxidacdo (ASADA 2006; LI et al. 2008). Ele pode ser encontrado tanto
em tecidos fotossintetizantes como nao fotossintetizantes (McKERSIE; LESHEN, 1994). Em
plantas de tabaco, tem sido verificado que a superexpressdo da enzima tocoferol ciclase, que
estd envolvida na biosintese da vitamina E, aumentou seus teores e conferiu tolerincia a seca

(LIU et al. 2008).

2.6. Ajustamento osmético

Muitas espécies, quando submetidas a estresse hidrico ou salino, mantém o gradiente
de potencial hidrico entre o ambiente radicular e a planta gracas a absor¢do de ifons e ao

acimulo de solutos organicos de baixa massa molecular. Os ions inorganicos e dcidos
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organicos tendem a se acumular no vacuolo, enquanto que os solutos organicos ou osmolitos,
tais como compostos N-aminossoliveis, carboidratos soliveis e compostos de amoOnio
quaterndrio acumulam-se no citosol. A este fendmeno deu-se o nome de ajustamento
osmético (ASHRAF; HARRIS, 2004; CHINNUSAMY et al., 2005; TURKAN; DEMIRAL,
2009), que, além de manter o gradiente de potencial hidrico no sistema solo-planta, é
apontado como responsavel pela manutencio da turgescéncia das células, de forma a permitir
o crescimento celular (SMIRNOFF, 1998). Além disso, acredita-se que esses solutos atuem
como osmoprotetores ajudando na manutencdo da integridade das macromoléculas e
eliminacdo de vérias ROS (HONG et al., 2000; XIONG; ZHU, 2002; TURKAN; DEMIRAL,

2009).

Um aminodcido que tende a se acumular sob condi¢des de estresse hidrico e salino € a
prolina. A este se atribui a capacidade de atuar como um soluto compativel e/ou uma
substancia eliminadora de ROS (CHEN; DICKMAN, 2005). O acdimulo de prolina sob
condi¢des de desidratacdo ocorre principalmente devido ao aumento de sua biossintese e a
diminuicdo de sua degradacio (TURKAN; DEMIRAL, 2009). A prolina ¢ sintetizada nos
plastidios e no citosol, e é degradada a L-glutamato nas mitocondrias (TURKAN; DEMIRAL,

2009).

O aumento na sintese de prolina sob condi¢des de seca ou salinidade estd associado
com a diminuicdo da acidose citoplasmdtica e com a manuten¢do de elevadas razdes
NADP*/NADPH requeridas pelo metabolismo (HARE; CRESS, 1997). Dessa forma, a
prolina parece contribuir para o estabelecimento de um estado redox aceitdvel nas células

(BABIYCHUK et al., 1995).

Mansour (1998) propds que a prolina exerce um importante papel na protecdo de
membranas celulares de cebola as injtrias promovidas pela salinidade. Em muitos estudos

tem se verificado uma correlacdo positiva entre o acimulo deste soluto e a tolerdncia a



39

estresses (HSU et al., 2003; YAMADA et al., 2003). Demiral e Tiirkan (2006), trabalhando
com dois cultivares de arroz com tolerancia diferencial a salinidade, constataram que o
estresse salino levou ao acimulo nos teores de prolina nas folhas de ambos os cultivares.
Contudo, o incremento mostrou-se mais acentuado no cultivar tolerante, o que sugere o
envolvimento da prolina no ajustamento osmético sob condicdes de salinidade. Entretanto,
Vaidyanathan et al. (2003), também trabalhando com dois cultivares de arroz com tolerancia
diferencial a salinidade, encontraram niveis extremamente mais elevados de prolina no
cultivar considerado sensivel, inferindo-se dessa forma que a acumulacdo de prolina ndo
exerce funcdo prioritdria no combate ao estresse salino, parecendo ser simplesmente uma
resposta da planta ao estresse. Portanto, o papel da prolina como osmoprotetor ou como
osmorregulador em plantas sujeitas ao estresse salino ainda é controverso (DEMIRAL;

TURKAN, 2005).

2.7. Salinidade e fotossintese

A fotossintese e o crescimento celular estdo entre os processos primarios afetados pela
salinidade (MUNNS et al., 2006). Entretanto, a fim de evitar os efeitos toxicos da salinidade
na fotossintese e em outros processos metabdlicos, algumas plantas sdo capazes de promover
a compartimentalizacdo dos fons téxicos no vactiolo para minimizar sua concentra¢ao no
citosol (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009). Conforme Munns et al. (2006), a presenca
do Na* em uma concentracdo superior a 100 mM poderia inibir a atividade de vérias enzimas,
incluindo aquelas relacionadas a fotossintese. De acordo com Chaves, Flexas e Pinheiro
(2009), as enzimas que requerem o K* como cofator sdo sensiveis as elevadas concentra¢des
de Na" ou altas razdes Na'/K". De acordo com Prado (2008), o K" promove maior
difusividade do CO, nas células do mesofilo e também ocasiona aumento na atividade

carboxilésica da enzima rubisco, contribuindo assim para uma maior taxa fotossintética. Além
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de atuar como um importante ativador enzimdtico, o K" exerce outra funcdo fisioldgica
fundamental as plantas, como o controle do mecanismo de abertura e fechamento dos
estomatos (PRADO, 2008). Adicionalmente, a deficiéncia de K* pode afetar a fotossintese
através da reducdo do contetido de clorofila ou por alteracdes na quantidade e estrutura dos
centros de reacdo fotossintética (ZHAO; OOSTERHUIS; BEDNARZ, 2001). Portanto, a
tolerancia do sistema fotossintético a salinidade poderia ser alcancada através da exclusio ou
compartimentalizacdo dos fons téxicos, como o Na*, bem como pela manutencio de elevadas
concentracdes de K" (NAWAX et al., 2010).

A reducdo na taxa fotossintética pela salinidade pode ocorrer direta ou indiretamente.
Diretamente, devido a diminui¢ao na disponibilidade de CO, causada pela limitagao de sua
difusdo através dos estomatos e das células mesofilicas (FLEXAS et al., 2007) ou por
limitagdes nas reagdes envolvidas no metabolismo fotossintético (LAWLOR; CORNIC,
2002). Para Nawax et al. (2010), a redugdo direta da fotossintese pode ocorrer devido aos
efeitos estomaticos, ndo estomdticos ou a ambos. Entretanto, acredita-se que a fotossintese
seja limitada principalmente em virtude do fechamento dos estdmatos, causado pela reducao
do potencial hidrico do solo, quando em presenca do excesso de sais (DAVIES; ZHANG,
1991).

Indiretamente, a fotossintese pode ser reduzida devido aos efeitos nocivos gerados
pelas ROS produzidas sob condicdes de estresse (CHAVES; OLIVEIRA, 2004), as quais
podem afetar seriamente a maquinaria fotossintética (ORT, 2001). Embora a formacao de
ROS nos cloroplastos seja um evento normal da fotossintese, os estimulos ambientais podem
ocasionar distirbios no metabolismo do cloroplasto, intensificando ainda mais essa producao
e dai levar a danos oxidativos (SILVEIRA et al., 2010). Além disso, o fechamento dos
estdmatos ocasionado pela salinidade reduz o funcionamento normal do ciclo de Calvin e

causa desequilibrio entre as fases fotoquimica e de redu¢do do carbono, aumentando a razdo
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NADPH/NADP* no estroma. O aumento desta razio se deve em grande parte a diminui¢io no
conteido de NADP*, o principal aceptor de elétrons do fotossistema I (DEMIRAL;
TURKAN, 2005; SILVEIRA et al., 2010). Neste caso, a ferredoxina reduzida produzida
durante o transporte de elétrons na fase fotoquimica da fotossintese pode transferir seus
elétrons para o O, no fotossistema I, levando a formagdo de radicais ‘O,” por meio da reacdo
de Mehler, e este radical pode iniciar reacdes em cadeia que levam a producdo de outras ROS
(HELDT, 1997).

Adicionalmente, o acumulo excessivo de ions toxicos nas folhas inibe a taxa
fotossintética por meio de mecanismos nao-estomadticos, reduzindo o transporte de elétrons
nos cloroplastos, o conteddo total de clorofila, e, consequentemente, causando um decréscimo

na eficiéncia do fotossistema II (TAIZ; ZEIGER, 2004; M’RAH et al., 2006).

2.8. Tolerancia das plantas a salinidade

De acordo com a tolerancia aos sais, as plantas podem ser agrupadas em dois grandes
grupos: as haldfitas e as glicofitas (FAGERIA; GHEYI, 1997). Enquanto as haldfitas sdao
capazes de crescerem em solos com concentragdo de sais de até 20%, a maioria das plantas
cultivadas (glicéfitas), tem seu crescimento inibido em concentragdes da ordem de 0,3 a 0,5%
(LEVITT, 1980). As haldfitas sdo naturalmente adaptadas a salinidade e preferem ambientes
salinos. Essas plantas realizam a compartimentaliza¢do de sais em células ou tecidos de modo
que ndo tragam danos ao metabolismo (FLOWERS; COLMER, 2008; GALVAN-
AMPUDIA; TESTERINK, 2011). Adicionalmente, muitas hal6fitas apresentam adaptacdes
morfolégicas nas folhas que lhes permitem otimizar o uso da dgua, bem como realizar a
extrusdo do sal absorvido. Entre estas adaptacdes destacam-se o acimulo de cera e a presenca

de glandulas excretoras de sal (GALVAN-AMPUDIA; TESTERINK, 2011).
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Conforme Yu et al. (2012), as glicéfitas apresentam graus variados de tolerdncia a
salinidade, podendo ser agrupadas da seguinte forma: I- plantas tolerantes a salinidade,
subdividindo-se em plantas moderadamente tolerantes (milho, girassol e batata) e plantas
tolerantes (trigo, beterraba e outras). II- Plantas sensiveis a salinidade, subdividindo-se em
plantas moderadamente sensiveis (como o tomate e a soja) e plantas sensiveis (leguminosas

como o grao de bico e a lentilha).

De acordo com Parida e Das (2005), a tolerincia a salinidade expressa a habilidade
das plantas de crescerem e completarem seus ciclos de vida em substratos que contenham
elevadas concentracdes de sais soldveis. Por outro lado, Yu et al. (2012), afirmam que a
tolerancia a salinidade engloba adaptagdes naturais de uma planta para combater os niveis
excessivos de sal em seu meio circundante. Os mecanismos de tolerancia a salinidade em
plantas podem ser de dois tipos: aqueles que minimizam a entrada de sal na planta, e aqueles
que minimizam os efeitos da elevada concentracdo de sais no citoplasma. As halo6fitas, plantas
tolerantes a salinidade, apresentam ambos os mecanismos mencionados. Elas excluem o sal
eficientemente, embora também compartimentalizem no vaciolo o sal absorvido do meio
(AMOR et al., 2005). As glicéfitas, diferentemente das haldfitas, ndo possuem caracteristicas
ou alteracdoes morfo-fisioldgicas especificas tao eficientes para exclusdo dos sais, de maneira
que seus processos metabdlicos sdo afetados negativamente com o aumento das

concentracdes de sais soliveis na solu¢do do solo (GREENWAY; MUNNS, 1980).

As plantas desenvolveram uma grande variedade de mecanismos bioquimicos para
enfrentar o estresse salino tais como: (i) acumulagdo seletiva de fons e controle do transporte
para as folhas; (ii) compartimentalizacao de fons em organelas celulares ou regides da planta;
(iii) sintese de solutos compativeis; (iv) alteracdes na fotossintese; (v) modificacdes na
estrutura das membranas; (vi) indu¢do de enzimas antioxidativas, e (vii) indu¢do de homonios

vegetais (PARIDA; DAS, 2005).



43

2.9. O peréxido de hidrogénio como uma molécula sinalizadora

O peroxido de hidrogénio (H,O,) ¢ um componente vital para o desenvolvimento,
metabolismo e homeostase de diferentes organismos (BIENERT et al., 2006). Nas plantas, o
H,0; € uma das ROS mais estdveis, estando envolvida nos processos de aclimatacdo, defesa e
desenvolvimento (SLESAK et al., 2007). Diferentemente do superéxido, o peréxido de
hidrogénio ndo € um radical livre e ndo apresenta carga (HALLIWELL, 2006). Por isso, e
devido a sua longa meia-vida quando comparada as de outras ROS, o mesmo pode atuar como
uma molécula sinalizadora capaz de percorrer longas distancias até o seu alvo (VRANOVA ez
al., 2002). Além disso, canais transportadores de 4gua na membrana plasmaética, conhecidos
como aquaporinas, podem facilitar o movimento de H,O, transmembranar (HENZLER;
STEUDEL, 2000). Nos sistemas bioldgicos, o peréxido de hidrogénio pode ter surgido
juntamente com o metabolismo aerdbico. Elevadas concentragdes dessa substincia sdo
potencialmente danosas para uma grande variedade de macromoléculas, entretanto,
mecanismos de eliminagcdo dessa ROS parecem ter surgido também nos primérdios do

processo de evolugao (BIENERT et al., 2006).

Até pouco tempo atrds, o peroxido de hidrogénio e outras ROS eram vistas unicamente
como metabdlitos toxicos para a célula. Porém, estudos tém demonstrado que as ROS,
especialmente o H,O,, atuam como moléculas sinalizadoras e sdo produzidas e controladas
pelo metabolismo, sendo benéficas a baixas concentracdes e prejudiciais quando em excesso
(UCHIDA et al., 2002; GECHEV; HILLE, 2005; QUAN et al., 2008). Estudos genéticos e
bioquimicos confirmam que o H,O, funciona como uma molécula sinalizadora em plantas sob
condicdes de estresses bidticos e abidticos, estando envolvida no fechamento estomatico,
gravitropismo radicular e tolerancia a deficiéncia de oxigénio (NEILL et al., 2002). Para
Petrov e Van Breusegem (2012), o H,O, atua como regulador de vérios processos

fisiolégicos, como o fortalecimento da parede celular, a senescéncia, a producdo de
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fitoalexinas, a fotossintese, a abertura estomatica € o ciclo celular. Contudo, os efeitos
bioldgicos do H,O, mostram-se dependentes nao apenas de sua concentra¢ao, mas também do
seu sitio de producdo, do estddio de desenvolvimento da planta e da prévia exposi¢ao da
planta a outros tipos de estresse (PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012). Rutschow et al.
(2011) sugerem que baixas concentracdoes de H,O, geram um suave sinal de estresse que pode
aliviar o estresse mais intenso, por aumento do fluxo de solutos e nutrientes. Inversamente, o
acimulo de quantidades mais elevadas de H,O, produz uma forte mensagem de estresse,

semelhante a invasdao de um patégeno, o que pode conduzir a morte celular.

Uma grande variedade de estimulos ambientais conduz a um aumento transiente na
concentracdo de H,O,, sendo este fendmeno visto como um sinal que transmite os estimulos
iniciais para uma resposta final no metabolismo (PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012). Para
Miller et al. (2008), a elevacdo na concentracdo de H,O, seria percebida por fatores de
transcri¢do sensiveis a modificacdes no estado redox da célula e entdo iniciariam as cascatas
de reacdes. De acordo com Hardin et al. (2009), uma possivel alternativa para a percep¢ao do
H,0, em plantas seria a oxidacdo da metionina a sulféxido de metionina em proteinas
associadas a percepg¢ao de sinais oxidativos, sendo que isso ocasionaria modificagcdo no estado

de fosforilacao das mesmas e, consequentemente, em suas atividades enzimaticas.

O perdxido de hidrogénio possui algumas caracteristicas que o credenciam a atuar como
um mensageiro secunddrio: I- sua produgdo € facilmente regulada por diversos estimulos,
principalmente através de NADPH-oxidases e peroxidases; II- € uma molécula pequena e
relativamente moével, podendo transportar informacdes entre os diferentes compartimentos
celulares; III- é capaz de modular as atividades de sinalizacdo de outros componentes e
cascatas de reagdes, com diferentes resultados bioldgicos, incluindo os que conduzem a sua
propria sintese (PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012). De acordo com Bienert et al. (2006),

o H,0; atua nas células como um mensageiro secundario, aumentando o fluxo de fons Ca*t e
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modificando o padrao de proteinas e de expressdao génica. Para Agarwal et al. (2005), o H,O,
produzido em reposta 2 aplicacio exégena de Ca”* ou moléculas sinalizadoras (ABA e 4cido
salicilico) pode induzir a sintese ou ativacao de fatores de transcri¢do que estdo associados a
inducdo de vdarias enzimas antioxidativas. Recentemente, Petrov e Van Breusegen (2012),
afirmaram que o H,O, interfere na produgdo dos fatores de transcricdo e que estes podem
induzir uma reprogramagdo massiva da producdo de transcritos, que por sua vez podem
desencadear respostas como a defesa das plantas contra estresses ou a morte celular. Embora
o H,O; seja uma molécula sinalizadora que afeta a transcri¢do, ndo estd claro se ele atua
diretamente como sinalizador ou se a oxidacdo de outras moléculas pelo mesmo € necessdria

para gerar o sinal intracelular (DESIKAN et al., 2003).

2.10. Aclimatacao ao estresse salino

A figura 4 mostra uma sequéncia de etapas que vao desde a percep¢ao do estresse até a
aclimatacdo das plantas a salinidade (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010). Inicialmente, as
raizes da planta percebem os dois componentes da salinidade, o osmético e o i0nico,
acreditando-se ser a membrana plasmatica o local dessa percepcao. Apos a percep¢ao desses
componentes, serdo produzidos um ou mais mensageiros secundarios que iniciardo o processo

de transducao do sinal.

As alteracdes no metabolismo resultardo na produgdo de proteinas transportadoras
envolvidas no processo de exclusdao e compartimentalizacdo de fons téxicos (ZHU, 2001).
Além disso, poderd ocorrer a sintese de solutos organicos, e estes auxiliarem no processo de
homeostase osmotica e idnica, osmoprote¢do e desintoxicagdo celular (BRAY et al., 2000).
Entre as alteracdes no metabolismo induzidas pela salinidade pode-se destacar também o

desbalanceamento hormonal (TAIZ; ZEIGER, 2004) e o aumento da producdao de ROS
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(BRAY et al., 2000). Podendo esta ultima gerar um estresse secunddrio denominado de

estresse oxidativo.

Deste modo, na parte final desta sequéncia de alteragdes induzidas pela salinidade,
observa-se a homeostase (osmdtica, idnica ou bioquimica) e a desintoxicacdo. O equilibrio ou
desequilibrio das diferentes homeostases resultard em plantas tolerantes ou susceptiveis ao

estresse salino (Figura 4) (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010).
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Figura 4. Sequéncia de mudangas fisiologicas e bioquimicas que ocorrem quando as plantas sdo submetidas ao

estresse salino (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010).

2.11. O pré-tratamento com peréxido de hidrogénio

Alguns estudos t€m sido realizados com a aplicacdo exdgena de H,O,, a fim de
conferir tolerancia das plantas a estresses abidticos. Uchida et al. (2002), demonstraram que

plantas de arroz pré-tratadas com H;O; ou com 6xido nitrico (NO) no sistema radicular



47

apresentaram maior resisténcia ao estresse salino, sugerindo que tais compostos sao possiveis
fatores responsdveis pelo aumento da tolerancia a estresses abidticos. Azevedo Neto et al.
(2005), trabalhando com milho, também observaram que o pré-tratamento com baixas
concentracdes de H,O, na solug@o nutritiva induziu aclimatacdo das plantas a salinidade. Em
plantas de milho, a producdo de H,O, também foi aumentada em resposta ao estresse de frio e
sua aplicacdo exdgena ao sistema radicular aumentou a tolerancia do milho ao resfriamento
(PRASAD et al., 1994). Gong et al. (2001), observaram que a aplicacio exdgena de H,O; ao
sistema radicular aumentou a resisténcia das plantulas de milho aos estresses por calor, frio,
seca e salinidade, resultado que sugere que o H;O, pode funcionar como molécula
sinalizadora, iniciando o processo de tolerancia cruzada. Wahid et al. (2007), trabalhando
com plantas de trigo provenientes de sementes pré-tratadas com H,O, e submetidas a

salinidade, observaram que o pré-tratamento conferiu tolerancia a salinidade nas plantas.

Alguns estudos também foram feitos utilizando a pulverizagdao das folhas com H,0O,
no sentido de induzirem aclimatacdo das plantas contra estresses abidticos. Gechev et al.
(2002), em Nicotiana tabacum induziram tolerancia das plantas contra o estresse oxidativo,
gerado por alta intensidade luminosa ou por um agente inibidor da catalase, por meio de
pulverizagdo foliar com H,0O,. Semelhantemente, Gao et al. (2010) detectaram tolerancia ao
calor em plantas de Cucumis sativus visto que a pulverizagdo das plantas com H,0,
contribuiu para o aumento na atividade das enzimas antioxidativas, diminuiu a peroxidagdo
dos lipidios e protegeu a ultraestrutura dos cloroplastos. Contudo, ndo hé informagdes se o
pré-tratamento por pulverizagdo foliar com H,0,, o qual se trata de um sistema de fécil
aplicacdo, utilizavel em diferentes estddios de desenvolvimento da planta e de baixo custo

para os agricultores, também € capaz de induzir aclimatacdo das plantas ao estresse salino,.

O acréscimo nos niveis de H,O, em resposta a varios estresses, constitui-se num fator

chave que medeia o fendmeno de aclimatacao e conduz a chamada tolerancia cruzada, em que
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a exposicao prévia a um estresse, pode induzir tolerancia a uma exposicdo subsequente a um

outro tipo de estresse (NEILL et al., 2002).

2.12. A Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € uma cultura anual, herbacea, cultivada economicamente e,
provavelmente, a mais importante planta comercial com origem nas Américas. E uma das
culturas mais antigas do mundo, havendo provas arqueoldgicas e geoldgicas de que €

cultivado h4, pelo menos, 5.000 anos (DUARTE, 2000).

N

O milho pertence a ordem Poales, familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo
Maydeae, género Zea, espécie Zea mays L. Atualmente é considerada a espécie botanica de
maior diversidade genética na natureza, apresentando uma enorme quantidade de variedades
intra-raciais e genes identificados (SRB, 2001). Os graos do milho sdo, geralmente, amarelos
ou brancos, podendo apresentar coloracdes variando desde o preto até o vermelho. O peso
individual do grdo varia, em média, de 250 a 300 mg e sua composi¢do média, com base na
massa seca é de 72% de amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibra e 4% de lipidios (PAES et al.,
2006). E um alimento altamente nutritivo e, ao contrario do trigo e do arroz que sdo refinados
durante seus processos de industrializa¢do, o milho € utilizado com sua casca rica em fibras,
as quais sdo importantes para a eliminacdo das toxinas do organismo humano (ABIMILHO,

2011).

A cultura do milho vem apresentando grandes avancos tecnolégicos nesses ultimos
anos. Até meados da década de 90, as melhores propriedades alcancavam produtividades
médias entre 7.500 a 8.000 kg/ha e, mesmo assim, estavam concentradas em poucos
agricultores (PEIXOTO, 2010). A elevagao do preco internacional do produto devido a sua
utilizagcdo na produgdo de etanol nos Estados Unidos fez com que o cultivo do milho

acelerasse seu ritmo no Brasil (LACERDA, 2012). Apesar da baixa produtividade média no
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Brasil, hoje ao redor de 3.700 kg/ha, em intimeras regides existem propriedades que
apresentam médias acima de 10.000 kg/ha. Também jd ndo € mais uma excecdo encontrar
lavouras com produtividades entre 12.000 e 14.000 kg/ha em muitas regides e por inimeros

agricultores brasileiros (PEIXOTO, 2012).

No semidrido do nordeste do Brasil, a cultura apresenta-se extremamente importante.
Ao lado da mandioca e do feijao, o milho apresentou elevada expansdao nos ultimos anos.
Contudo, o milho foi a dnica cultura a ter sua producido duplicada enquanto as outras duas
obtiveram incrementos mais reduzidos. Comparando-se as médias dos periodos
compreendidos entre 1998-2000 e 2008-2010, nessa regido, o milho aumentou sua producdo
em 126%, enquanto as culturas da mandioca e do feijio aumentaram em apenas 26 e 6%,

respectivamente (LACERDA, 2012).

O milho € um cereal produzido em quase todos os continentes, sendo sua importancia
econOmica caracterizada pelas diversas formas de utilizacdo, que vao desde o uso na
alimentacdo animal até a indudstria de alta tecnologia, como na produgdo de filmes e
embalagens biodegradaveis (PAES et al., 2006). Pode ser utilizado também para a producao
de etanol, setor responsdvel pelo aumento do consumo do cereal nos Estados Unidos
(BRASIL, 2007). Cerca de 70% da produc¢do mundial de milho sdo destinadas a alimentacao
animal, podendo esse percentual chegar a 85%, em paises desenvolvidos (PAES et al., 2006).
Constitui-se o principal ingrediente para a produgao de ragdo, cujo consumo tem aumentado
nos dltimos anos (BRASIL, 2007). Além de ser utilizado como maior componente da ragao de
aves e suinos, ¢ empregado na producao de silagem de grao umido ou da planta inteira na
bovinocultura (MORAES, 2011). Em termos gerais, apenas 15% de toda a producao mundial
destinam-se ao consumo humano, de forma direta ou indireta (PAES et al., 2006). O consumo
humano direto se d4 por meio de milho verde e de maneira indireta na composi¢ao de outros

alimentos, como a polenta, biscoitos, matéria-prima de bolos e paes ou ainda transformado em
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varios subprodutos, como margarinas, maionese, balas, xaropes e bebidas (MORAES, 2011).
Apesar de ndo haver uma participacdo muito grande no uso de milho em graos, a alimentacdo
humana com derivados de milho constitui fator importante de uso desse cereal em regides
com baixa renda. Em algumas situagdes, o milho constitui a ra¢do didria de alimentagdo,
como no Nordeste do Brasil, onde o grao compreende a principal fonte de energia para muitas
pessoas que vivem no semidrido. Outro exemplo estd na populagdo mexicana, que tem nesse

cereal o ingrediente basico para a sua culindria (DUARTE, 2000).

No Brasil, cerca de 4% do total da producio de milho (representando
aproximadamente 1,6 milhdes de toneladas) tém sido utilizados diretamente como alimento
humano e cerca de 10% pela inddstria alimenticia, que transforma os grdos em diversos
produtos, tais como amido, farinhas, canjica (mungunzd), flocos de milho, xaropes, entre
outros. A populacio da regido Nordeste € a maior consumidora de milho do pais, com um
consumo per capta anual da ordem de 11 kg, cifra 40% superior a média nacional de
aproximadamente 7,7 kg (PAES et al., 2006). De acordo com dados de 2006 da Associagdo
Brasileira das Industrias de Milho, a principal utilizagio do milho no Brasil foi na
alimentacdo avicola, sendo responsavel por 48,21% do consumo total. Em seguida, aparece a
suinocultura com 29,43%. Na regido Nordeste, os principais avicultores encontram-se nos
estados do Ceard e Pernambuco, grandes mercados consumidores de milho da regido
(CARNEIRO et al., 2006). Além das utilizacdes anteriormente mencionadas, é importante
ressaltar que o milho ndo possui apenas aplicagdes alimenticias. O uso dos seus derivados
estende-se as industrias quimica, farmacéutica, de papéis, téxtil, entre outras de aplicacdes

ainda mais nobres (PAES et al., 20006).

No que diz respeito ao emprego de mao-de-obra, cerca de 14,5% das pessoas
ocupadas nas lavouras temporarias e 5,5% dos trabalhadores do setor agricola estdo ligados a

producdo de milho. No setor agropecudrio, a producdo de milho s6 é excedida pela pecudria
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bovina, em termos de utilizagdo de mao-de-obra, apesar das tecnologias modernas utilizadas

na produgdo desse cereal serem poupadoras de mao-de-obra (DUARTE, 2000).

Com relacdo a cultura do milho e a salinidade, diversos trabalhos tentam elucidar os
efeitos deletérios do estresse salino sobre o crescimento das plantas de milho. Conforme
Daker (1976), o milho é considerado uma cultura moderadamente tolerante a salinidade.
Contudo, de acordo com Mass (1993), apresenta-se como uma cultura moderadamente
sensivel a salinidade, apresentando, a partir de 1,6 dS m’, reducdo de 7,4% na produgdo de
matéria seca por unidade de incremento de condutividade elétrica, embora esse efeito difira
entre os cultivares. Ja Blanco, Louren¢do e Folegatti (2005), trabalhando com um hibrido de
milho cultivado em vasos com solo franco-arenoso e irrigadas com dgua com condutividades
elétricas variando de 0,3 a 4,5 dS m™, verificaram que a produgdo de grios foi afetada para
salinidades da dgua de irrigacdo acima de 2,71 dS m™', com decréscimo de 32,7% para cada
aumento unitdrio de salinidade acima desse valor. Blanco, Lourencdo e Folegatti (2003),
observaram que a emergéncia das plantulas de milho foi afetada quando a condutividade
elétrica da dgua de irrigacdo era superior a 1,65 dS m™, contudo a producio de matéria seca
das plantulas s6 foi afetada para valores acima de 3,08 dS m™. Diferentemente dos trabalhos
anteriores, Azevedo Neto e Tabosa (2000) trabalharam com plantas de milho crescendo sob
condi¢des hidroponicas e verificaram redugdo significativa da producdo de matéria seca da
parte aérea apenas para niveis de salinidade da solugdo nutritiva superiores a 9,6 dS m™' para o
cultivar sensivel e de 12 dS m™ para o cultivar tolerante 2 salinidade. Assim, verifica-se que
ha uma série de trabalhos com plantas de milho crescendo sob condi¢des salinas; contudo, os
mesmos empregam diferentes estratégias experimentais (diferentes tipos de solo ou condicdes
hidropdnicas, diferentes cultivares, diferentes estddios de desenvolvimento da planta), o que
dificulta a comparacio dos resultados bem como uma classificagdo do milho com relagdo a

tolerancia ou susceptibilidade a salinidade.
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Do exposto, observa-se que a importancia do milho nao estd apenas na produgdo de
uma cultura anual, mas em todo o relacionamento que essa cultura tem na produgdo
agropecudria brasileira, tanto no que diz respeito a fatores econdmicos quanto a fatores
sociais. Pela sua versatilidade de uso, pelos desdobramentos de producdo animal e pelo
aspecto social, o milho é um dos mais importantes produtos do setor agricola no Brasil

(DUARTE, 2000).
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4. OBJETIVOS

4.1. Gerais

Testar o efeito da aplicacdo foliar com H,0O, no processo de aclimatagdo das plantas de

milho ao estresse salino, estudando os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos.

4.2. Especificos

Utilizando-se plantas sob condi¢cdes controle e de estresse salino previamente

pulverizadas com dgua destilada ou solucdes de H,O,, pretende-se:

e Analisar o crescimento das plantas, através de medidas de area foliar e de

matéria seca da parte aérea e raizes;

e Analisar os teores de solutos organicos (proteinas soldveis, carboidratos

soldveis, N-aminossoliveis e prolina) e inorganicos (Na*, K" e CI') em folhas;

e Estudar a atividade das enzimas antioxidativas (SOD, CAT, APX e GPX)
espectrofotometricamente, bem como suas isoenzimas por métodos

eletroforéticos em folhas;
e Determinar a peroxidacdo de lipidios em folhas;
e Estudar a expressao da enzima CAT por RT-PCR em folhas;
e Determinar o teor de H,O, em folhas e raizes;

e Analisar os teores relativos de clorofila, os teores relativos de dgua e as trocas
gasosas (condutdncia estomadtica, fotossintese, taxa de transpiracdo e

concentracao interna de CO,);

e Analisar os teores de ascorbato e glutationa bem como seus estados redox em

folhas e raizes.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A presente tese foi dividida em trés experimentos independentes, que resultaram na
producdo de trés capitulos, cada um correspondendo a um artigo cientifico, sendo

apresentados os que ja foram publicados conforme as normas de cada revista.

O primeiro capitulo, denominado “Efeitos do H,O; no crescimento e acimulo de
solutos em plantas de milho sob estresse salino”, foi publicado na revista Ciéncia

Agrondmica, v. 42, n. 2, p. 373-381, abr-jun, 2011.

O segundo capitulo, intitulado *“‘Catalase plays a key role in salt stress acclimation
induced by hydrogen peroxide pretreatment in maize” foi publicado na Revista Plant

Physiology and Biochemistry, v. 56, p. 62-71, 2012.

O terceiro capitulo intitula-se ‘‘Efeitos da pulverizacio foliar com H,0O; na area
foliar, nas trocas gasosas e nos teores de H,O,, ascorbato e glutationa em plantas de
milho sob estresse salino” e encontra-se formatado conforme as normas da Associagdo

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

As descricoes detalhadas dos experimentos encontram-se independentemente descritas

nos topicos “Material e Métodos™ de cada capitulo.



Capitulo I

(Artigo publicado na revista Ciéncia Agrondmica, v. 42, n. 2, p. 373-381, abr-jun, 2011)
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Efeitos do H,O; no crescimento e aciimulo de solutos em plantas de milho sob estresse

salino’

Effects of H,O, on growth and accumulation of solutes in maize plants under salt stress

Franklin Aragao Gondim?, Enéas Gomes-Filho®", Elton Camelo Marques4 e José

Tarquinio Prisco’

Resumo - Este trabalho teve como objetivos estudar os efeitos da aplicagao foliar de H,O, no
crescimento e nos teores de solutos organicos e inorganicos de plantas de milho crescendo sob
condi¢cdes salinas. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo sob condicdes
hidropdnicas. Oito dias apds a semeadura, as plantulas foram pulverizadas com dgua destilada
(controle) ou soluc@o aquosa de H,O, na concentracdo de 10 mM e, 48 h apds o inicio da
pulverizagdo, foram submetidas ao tratamento com NaCl a 80 mM. Foram realizadas duas
coletas: com 96 e 240 h do inicio da pulverizacdo. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial 2 (NaCl a 0 ou 80 mM) x 2 (H,0; a 0 ou 10
mM), com cinco repeti¢des. Os dados de cada tempo de coleta (96 h ou 240 h) foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P
< 0,05). O pré-tratamento de pulverizacdo das plantas de milho com H,0O, induziu
aclimatacdo das plantas de milho ao estresse salino, revertendo parcialmente os efeitos

deletérios da salinidade no crescimento. Este efeito pode ser atribuido, pelo menos em parte, a

*Autor para correspondéncia

! Parte da tese do primeiro autor

2 Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard, Quixada-CE, Brasil e Programa de P6s-
graduacdo em Bioquimica, CC/UFC, Fortaleza-CE, Brasil, aragaofg @ifce.edu.br

3 Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular e Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Salinidade, CC/UFC, Caixa Postal 6039, 60.455-970, Fortaleza-CE, Brasil, egomesf@ufc.br,
jtprisco@uol.com.br

* Programa de Pés-graduacdo em Bioquimica, CC/UFC, Fortaleza-CE, Brasil, eltoncmarques @ gmail.com
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um maior acimulo de proteinas soldveis, carboidratos soliveis e NO3;, bem como a um
menor acimulo de fons téxicos (Na* e CI") nas folhas.

Palavras-chave: Aclimatacdo. Estresse salino. Per6xido de hidrogénio. Pré-tratamento. Zea
mays

Abstract - The aim of this study was to evaluate the effects of foliar application of H;O, on
plant growth and on the levels of organic and inorganic solutes in maize plants under salt
stress. The experiments were conducted in a greenhouse under hydroponic conditions. Eight
days after sowing, the seedlings were sprayed with a 10 mM H,0O, solution or with distilled
water (as a control). Forty-eight hours after the beginning of spraying, they were subjected to
treatment with NaCl at 80 mM. Two harvests were carried out: 96 and 240 hours after the
start of spraying. The experimental design was completely randomized following a factorial
arrangment 2 (NaCl at 0 or 80 mM) x 2 (H,O; at 0 or 10 mM), with five replicates. The data
for each harvest time (96 or 240 h) were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the
means were compared through Tukey’s test (P < 0.05). The results showed that foliar
application of H,O, produced acclimation of the plants to salt stress, decreasing the
deleterious effects of salinity on the growth of the maize. This effect can be attributed, at least
partially, to a larger build up of proteins, and soluble carbohydrates and NO3™ as well as lower
levels of CI" and Na® in the foliage.

Key words: Acclimation. Salt stress. Hydrogen peroxide. Pre-treatment. Zea mays.

Introducao

A salinidade ¢ um dos estresses abidticos que mais afeta o crescimento e a
produtividade das plantas em todo o mundo (VAIDYANATHAN et al, 2003;
VEERANAGAMALLAIAH et al., 2007), ocorrendo tanto nas &reas irrigadas como nas nao

irrigadas. A maioria das dreas afetadas pela salinidade ocorre naturalmente, porém, uma
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propor¢ao significativa de areas cultivdveis tem se tornado salina em virtude de retiradas da
vegetacdo e irrigagdes com dguas salinas (MUNNS, 2005).

O milho € uma cultura considerada moderadamente sensivel a salinidade, sofrendo, a
partir de 1,6 dS m™, reducdo de 7,4% na producio de matéria seca por unidade de incremento
de condutividade elétrica, embora esse efeito varie entre diferentes cultivares (MASS, 1993).
E um cereal produzido em quase todos os continentes, sendo sua importincia econdmica
caracterizada pelas diversas formas de utilizacdo, que vao desde o uso na alimenta¢do animal
até na industria de alta tecnologia, como na producao de filmes e embalagens biodegradaveis.
Cerca de 70% da producao mundial de milho sdao destinadas a alimentacdo animal, podendo
esse percentual chegar a 85% em paises desenvolvidos. Em termos gerais, apenas 15% de
toda a producdo mundial destinam-se ao consumo humano, de forma direta ou indireta (PAES
et al., 2000).

O processo de aclimatacdo a determinadas condicdes de estresse se constitui numa
alternativa para aumentar a capacidade das plantas de sobreviverem a condi¢des adversas. A
aclimatagcdo consiste em um processo no qual a exposicdo prévia de um individuo a um
determinado tipo de estresse provoca mudancas metabdlicas que sdo responsdveis pelo
aumento de sua tolerdncia a uma nova exposi¢ao ao estresse. Quando essa exposi¢ao prévia é
feita com um estresse diferente do segundo (estresse definitivo), diz-se que essa aclimatacao
induziu uma tolerancia cruzada (NEILL et al., 2002). Dentre os processos de aclimatacdo ao
estresse salino, o do pré-tratamento das plantas com pequenas quantidades de H,O, tem se
mostrado promissor. Uchida et al. (2002), trabalhando com arroz e Azevedo Neto et al.
(2005), com milho, observaram que o pré-tratamento das plantulas com H,O, em solucao
nutritiva induziu aclimatacdo das plantas a salinidade. Recentemente, Gondim et al. (2010),
trabalhando com plantas de milho provenientes de sementes pré-tratadas com H,O, e

N

submetidas a salinidade e Wahid et al. (2007), com plantas de trigo também oriundas de
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sementes pré-tratadas com H,O,, observaram que o pré-tratamento conferiu tolerancia a
salinidade nas plantas. Contudo, ndo hd informacdes se o pré-tratamento por pulverizacao
foliar com H,O, também € capaz de induzir aclimatagao das plantas ao estresse salino, visto
que se trata de um sistema mais simples, de baixo custo e de facil utilizagao pelos produtores.
No presente trabalho, objetivou-se avaliar o efeito da pulverizagao foliar de peréxido de
hidrogénio sobre o crescimento e o acimulo de solutos organicos e inorganicos em folhas de

plantas de milho submetidas a salinidade.

Material e métodos

As sementes de milho (Zea mays L.) do hibrido triplo BRS 3003 foram provenientes do
Laboratério de Sementes do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Fortaleza, Ceara. O experimento foi conduzido na casa de vegetagao do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC.

Ap6s selecdo e desinfestacdo com soluc@o de hipoclorito de sédio a 0,7%, as sementes
foram semeadas em copos plésticos (200 mL) contendo vermiculita e irrigadas diariamente
com 4gua destilada, sob condicdes de casa de vegetacao. Decorridos cinco dias da semeadura,
as plantulas foram transferidas para bandejas de pléstico contendo 10 L de solucdo nutritiva
(HOAGLAND; ARNON, 1950), diluida 1:2, onde permaneceram por dois dias para
aclimatagdo. Diariamente, os niveis da solu¢do nutritiva foram restituidos pela adicao de dgua
destilada e o pH monitorado, sendo mantido préximo a 5,5. A solucdo nutritiva foi trocada
semanalmente.

Apds o periodo de aclimatacdo (oito dias apds a semeadura), as plantulas foram
pulverizadas com dgua destilada (controle) ou solucdo de H,O, na concentragdo de 10 mM
(contendo o detergente Tween 20 a 0,025%, a fim de quebrar a tensdo superficial e facilitar a

penetracdo). As aplicacdes foram realizadas as 06:30 h e repetidas ap6s 24 h. Em seguida, as
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plantulas com 48 h ap6s o inicio da pulverizagao foram submetidas ao tratamento com NaCl a
80 mM, sendo a adi¢do de sal realizada de forma parcelada (40 mM por dia). Portanto, as
plantas foram submetidas a quatro tratamentos: 1. pulverizadas com dgua destilada e
crescendo em auséncia de salinidade (controle/dgua); 2. pulverizadas com solu¢ao de H,O, e
crescendo em auséncia de salinidade (controle/H,0,); 3. pulverizadas com 4gua destilada e
crescendo sob condi¢des salinas (salino/dgua); 4. pulverizadas com solucdo de H,O, e
crescendo sob condi¢des salinas (salino/H,05).

Foram realizadas duas coletas: com 96 h ap6s o inicio da pulverizagdo, quando as
plantas ja se encontravam sob condi¢des salinas (1 dia a 80 mM de NaCl); e com 240 h apds o
inicio da pulverizagdo (6 dias a 80 mM de NaCl). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial 2 (NaCl a 0 ou 80 mM) x 2 (H,0; a 0 ou 10
mM), com cinco repeti¢des. Os dados de cada tempo de coleta (96 h ou 240 h) foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P
<0,05).

Durante as coletas, as plantas foram separadas em raiz, limbo e colmo + bainha, quando
entdo se determinou, apenas na ultima coleta, a area foliar (AF), o que foi feito com um
integrador de area foliar (LI-3100 Area Meter, Li-Cor., Inc, Lincoln, Nebraska, USA). Para as
andlises bioquimicas, utilizou-se a 1* folha completamente expandida, a contar do dpice,
sendo este material, por ocasido das coletas, congelado em nitrogénio liquido e armazenado a
-25°C até sua utilizacao. O restante do material vegetal foi deixado em estufa com circulacao
forcada de ar a 60°C para as determinacdes das matérias secas da parte aérea (MSPA), raiz
(MSR) e total (MST). A razdo de area foliar (RAF) foi determinada usando-se a seguinte
férmula:

RAF = (AF) MST)"! (cm® g)
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O extrato base para a determinacao dos teores de proteinas soliveis e solutos organicos
foi obtido a partir da maceracdo, em almofariz, de 1 g de folha fresca em nitrogénio liquido
para obtencao do pé. Em seguida, adicionaram-se 4,0 mL de tampao fosfato de potéssio a 100
mM, pH 7,0, contendo EDTA a 0,1 mM. O macerado foi filtrado em tecido de ndilon de
malha fina e centrifugado a 12.000 x g durante 15 min.

Os teores de proteinas soltiveis foram determinados de acordo com o método descrito
por Bradford (1976); os de carboidratos soliveis, de acordo com Dubois et al. (1956); os de
N-aminossoluveis, pelo método de Yemm e Cocking (1955) e os de prolina, conforme Bates
et al. (1973). Os teores dos solutos orginicos foram expressos em pmol g' MF (matéria
fresca), exceto para os de proteina que foram expressos em mg Prot g MF. Cada extrato foi
dosado em duplicata.

O extrato base para determinag@o dos teores de solutos inorganicos foi obtido a partir da
maceracao, em almofariz, de 0,5 g de folha fresca em nitrogénio liquido para obten¢do do pé.
Em seguida, adicionaram-se 5,0 mL de dgua desionizada. O macerado foi filtrado em tecido
de ndilon de malha fina e centrifugado a 3.000 x g durante 15 min.

Os teores de s6dio (Na*) e potdssio (K*) foram determinados por fotometria de chama,
os de cloreto (CI) conforme Gaines et al. (1984), usando-se os reagente Hg(SCN), e
Fe(NO3);9H,0, sendo realizadas leituras de absorbincia em 460 nm, utilizando-se NaCl
como padrdo. Os teores de NOs™ foram determinados através do método do édcido salicilico
(CATALDO et al., 1975) no qual se utiliza NaNO; como padrao e leituras de absorbancia em

410 nm.

Resultados e discussao
De modo geral, ndo foram observadas interacdes significativas entre os fatores

salinidade e perdxido de hidrogénio para os parametros MSPA, MSR e MST. Contudo,
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principalmente no tempo de 240 h, foram observados os efeitos desses fatores isoladamente
(TAB. 1). A salinidade reduziu o crescimento das plantas de milho, em comparagdo aquelas
crescendo sob condi¢des controle e a pulverizacdo foliar com H,0,; foi eficaz em minimizar
esse efeito apenas na ultima coleta (FIG. 1). Com relagdo a MSPA, com 96 h apéds a
pulverizagdo, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos empregados (FIG. 1A).
Contudo, com 240 h, a MSPA das plantas do tratamento controle/H,O, mostrou-se 21%
superior aquela do tratamento controle/dgua, enquanto no tratamento salino/H,O,, houve um
aumento de 75%, em relacdo ao tratamento salino/dgua. Com relacdo a MSR, verificou-se que
as diferencas entre os tratamentos sé foram significativas com 240 h apds a primeira
pulverizagao (FIG. 1B). Nesse mesmo tempo, a salinidade reduziu a MSR das plantas
pulverizadas com d&gua destilada (54% de reducdo em relacdo a média dos demais
tratamentos), entretanto, nao houve diferencas significativas entre as plantas submetidas as
condic¢des controle e aquelas submetidas a salinidade previamente pulverizadas com H,O,. A
MST mostrou comportamento semelhante ao da MSPA. Com 240 h, o tratamento
controle/H,O, apresentou-se 17% superior ao do controle/dgua, enquanto no salino/H;0,,
houve um aumento de 74%, em relag@o ao tratamento salino/dgua (FIG. 1C).

Tabela 1 — Valores do teste F para matéria seca da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e
total (MST), area foliar (AF) e razdo de area foliar (RAF) de plantas de milho sob condi¢des
controle ou salinas (NaCl a 80 mM) e pulverizadas com dgua destilada ou H,O, (10 mM)

Fontes de MSPA MSR MST AF RAF

variagdo 96 h 240 h 96 h 240 h 96 h 240h  240h  240h

Salinidade (S) 0,82™ 461,36 926 5,527  2,77™ 372,54 373,85 985,76
Peréxido (P) 2,65 9323 475 1638 068" 93,78 31,53 60,86
SxP 3,05 2.61™  3,.85" 19247 7.48™ 722" 0,49™ 34907

"P<0,05; ""P<0,001; ™ ndo significativo
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Figura 1 — Matéria seca da parte aérea (A), das raizes (B) e total (C) de plantas de milho sob
condic¢des controle ou salina (NaCl a 80 mM), pulverizadas com dgua destilada ou H,O, (10
mM). Em um mesmo tempo de coleta, valores seguidos pela mesma letra maidscula ou
minuscula ndo sdo estatisticamente diferentes entre si para os tratamentos de NaCl e H,O,,
respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (P <0,05)

Para a drea foliar (AF), ndo foi observada interacdo significativa entre os fatores
salinidade e H,0O,, contudo, observaram-se efeitos desses fatores isoladamente. Ja para a
RAF, verificou-se interacdo entre os fatores salinidade e H,O, (TAB. 1). Comparando-se a
média dos tratamentos controle a média dos tratamentos salinos, verificou-se que a salinidade

ocasionou uma reducdo de 70% na AF (FIG. 2A). Entretanto, a AF no tratamento

controle/H,O, mostrou-se 19% superior aquela do tratamento controle/dgua, enquanto
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observou-se um aumento de 120% no tratamento salino/H,O, em relacdo ao tratamento
salino/dgua. A RAF foi reduzida pela salinidade e isto se deveu a maior reducdo na MST
(FIG. 1C e 2B). No entanto, o tratamento salino/H,O, apresentou valores de RAF 44%
superiores ao do tratamento salino/dgua. Estes nimeros se devem a uma menor redu¢ao na

AF do tratamento salino/H,O, em comparac¢do ao salino/dgua.
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Figura 2 - Area foliar (A) e razdo de drea foliar (B) de plantas de milho sob condigdes
controle ou salina (NaCl a 80 mM), pulverizadas com dgua destilada ou H,O, (10 mM). Os
dados referem-se a coleta realizada ap6s 240 h do inicio da pulverizagcdo. Valores seguidos
pela mesma letra maidscula ou mindscula ndo sdo estatisticamente diferentes entre si para os
tratamentos de NaCl e H,0,, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05)
Azevedo Neto et al. (2005), trabalhando com plantas de milho, observaram que o pré-
tratamento com baixa concentracdo de H,O; (1 uM) na solucd@o nutritiva induziu tolerancia a
salinidade. Gondim et al. (2010), com plantas de milho provenientes de sementes pré-tratadas
com H;0, e submetidas a salinidade e Wahid et al. (2007), trabalhando com plantas de trigo
também oriundas de sementes pré-tradadas, observaram que o pré-tratamento conferiu
tolerdncia a salinidade nas plantas. Como citado, trabalhos anteriores aplicaram H,O, no

sistema radicular ou nas sementes, diferentemente do presente trabalho em que foi realizada

pulverizacao foliar.
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Para os teores de proteinas soldveis, houve interacdo significativa entre os fatores
salinidade e H,O, nos dois tempos de coleta estudados (TAB. 2). A salinidade reduziu os
teores de proteinas soluveis no tratamento salino/agua (FIG. 3A) em 28 e 30% aos 96 e 240 h,
respectivamente, em relacdo ao tratamento controle/dgua. Contudo, observou-se que 0s teores
mantiveram-se inalterados nas plantas pulverizadas com H,O, e submetidas a salinidade. Em
plantas submetidas a estresse salino, geralmente, se verifica uma redu¢io na quantidade total
de proteinas (PARIDA et al., 2004). No presente trabalho, foram observadas reducdes nos
teores de proteinas pela salinidade somente nas plantas pulverizadas com &4gua destilada.
Portanto, a pulverizacao com o H,O, mostrou-se eficiente.

Tabela 2 — Valores do teste F para os teores de proteinas soliveis, carboidratos soliveis,
prolina e N-aminossoldveis em folhas de plantas de milho sob condi¢des controle ou salinas
(NaCl a 80 mM) e pulverizadas com dgua destilada ou HO, (10 mM)

Proteinas Carboidratos . ' '
Fontes de ' ' Prolina N-aminossoliveis
solaveis solaveis

variacao

9%6h 240h 96h 240h  96h 240 h 96 h 240 h

Salinidade (S) 58,46 837 16,57 29,12°7 0,32™ 0,00023™ 1,33™ 127,997
Peréxido (P) 33,77 4490 64,65 50,06 3,15 0,00011"™ 438" 66,96

*

SxP 21,827 15,637 8,717  1.51™ 059" 0,11 921™ 64,117
"P<0,05; "P<0,01; " P<0,001; ™ ndo significativo

Para os teores de carboidratos soldveis, constatou-se interacdo significativa entre os
fatores salinidade e H,O, apenas no tempo de 96 h, embora se tenha observado efeitos
significativos dos fatores isoladamente no tempo de 240 h (TAB. 2). A pulverizagdo com
H,O, levou a incrementos nos teores de carboidratos soliveis (FIG. 3B). Nas coletas
realizadas com 96 e 240 h, o tratamento salino/H,O; apresentou valores 36 e 32% superiores
ao tratamento salino/dgua, respectivamente. O tratamento salino/H,O, mostrou ainda valores
30 e 40% superiores as médias dos tratamentos controle, com 96 e 240 h, respectivamente. No

presente trabalho, os teores de carboidratos soliveis foram aumentados pela salinidade e pela
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pulverizagdo com H;0,. Azevedo Neto et al. (2004), trabalhando com oito gendtipos de
milho, observaram que os teores de carboidratos soltiveis nas folhas e raizes, de modo geral,
foram reduzidos ou permaneceram inalterados pela salinidade, enquanto que para um dos
gendtipos foi observado um aumento nesses teores pelo estresse salino nas folhas. Por outro
lado, Kerepesi e Galiba (2000), trabalhando com quatro genétipos de trigo crescendo sob
condi¢des salinas, observaram que os mais tolerantes apresentaram niveis mais elevados de

carboidratos soluveis.
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Figura 3 - Teores de proteinas soldiveis (A), carboidratos soliveis (B), prolina (C) e N-
aminossoliveis (D) em folhas de plantas de milho sob condi¢des controle ou salinas (NaCl a
80 mM) e pulverizadas com dgua destilada ou H,O, (10 mM). Valores seguidos pela mesma
letra maidscula ou mindscula ndo sdo estatisticamente diferentes entre si para os tratamentos
de NaCl e H,O,, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05)

Nao houve diferenca significativa nos teores de prolina entre os tratamentos, no

decorrer do periodo experimental (TAB. 2 e FIG. 3C). Portanto, o papel da prolina como
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osmoprotetor ou como osmorregulador em plantas de milho pré-tratadas com 4gua destilada
ou H,O, sujeitas ao estresse salino parece ter sido desprezivel. Vaidyanathan et al. (2003),
trabalhando com dois cultivares de arroz com tolerdncia diferencial a salinidade, encontraram
niveis extremamente mais elevados de prolina no cultivar considerado sensivel, inferindo-se,
dessa forma, que a acumulacdo de prolina ndo exerce fungdo prioritdria no combate ao
estresse salino, parecendo ser simplesmente uma resposta da planta ao estresse. Portanto, o
papel da prolina como osmoprotetor ou como osmorregulador em plantas sujeitas ao estresse
salino ainda é controverso (DEMIRAL; TURKAN, 2005).

No tempo de 96 h, ndo houve diferenca significativa nos teores de N-aminossoluiveis
entre os tratamentos, porém, com 240 h, constatou-se intera¢do entre os fatores salinidade e
H,0, (TAB. 2 e FIG. 3D). Os teores de N-aminossoliveis mostraram-se 88% superiores nas
plantas do tratamento salino/dgua em comparagdo aos demais tratamentos. Costa et al. (2003)
trabalhando com extremidades de raizes de plantas de feijdo-de-corda submetidas a
salinidade, ndo verificaram aumento significativo, em rela¢do ao controle, nos teores de N-
aminossoluveis, independente do grau de tolerdncia entre os sete cultivares estudados.

Dentre os solutos organicos analisados, os carboidratos soluveis, provavelmente, foram
0s que mais contribuiram para o ajustamento osmético das plantas de milho sob condi¢des
salinas, destacando-se as plantas que receberam pulverizacao com H,0O,.

Para os teores de Na®, observou-se interagiio significativa entre os fatores salinidade e
H,0, apenas no tempo de 240 h. Entretanto, verificou-se efeito do fator salinidade,
isoladamente no tempo de 96 h. Para os teores de CI, o comportamento foi semelhante ao
observado para Na' nos dois tempos de coleta, adicionando-se o efeito significativo
apresentado pelo fator H,O, (TAB. 3). A salinidade aumentou os teores de Na* (FIG. 4A) e
CI" (FIG. 4B) das plantas de milho em comparagdo aquelas crescendo sob condi¢des controle.

Ap6s 96 h, a média dos tratamentos salinos apresentou valores de Na* e ClI' 112 e 91%
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maiores, respectivamente, em comparacdo a média dos tratamentos controle. Contudo, com
240 h, observou-se que as plantas do tratamento salino/H,0O; apresentaram menor acimulo

Tabela 3 — Valores do teste F para os teores de Na*, CI', K" e NOs” em folhas de plantas de

milho sob condicdes controle ou salinas (NaCl a 80 mM) e pulverizadas com dgua destilada
ou H202 (10 mM)

Fontes de Na* Cr K* NOj3

variagao 96 h 240 h 96 h 240h 96h 240h 96 h 240 h

Salinidade (S) 85,47 4070,32°" 831,67 1900,81° 1,03™ 351,97 3241,83 672,30
Peréxido (P) 0,68™ 137,44 584" 148,097 446" 1,58™ 1,43 1549

SxP  0,0000" 137,43 330" 167,60 3.60™ 0,015 033™ 991"
“P<0,05;  P<0,01; P<0,001;™ ndo significativo
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Figura 4 - Teores de Na* (A), CI' (B), K* (C) e NO3™ (D) em folhas de plantas de milho sob
condic¢des controle ou salinas (NaCl a 80 mM) e pulverizadas com dgua destilada ou H,O, (10
mM). Valores seguidos pela mesma letra maidscula ou mintdscula ndo sdo estatisticamente

diferentes entre si para os tratamentos de NaCl e H,O,, respectivamente, de acordo com o
teste de Tukey (P < 0,05)
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destes fons toxicos. As plantas do tratamento salino/dgua apresentaram teores de Na* e Cl” 39
e 52% maiores que os respectivos tratamentos salino/H,0,. Aumentos nos teores de Na* e CI’
nas folhas de plantas submetidas a salinidade também foram observados por outros autores
(COSTA et al., 2003; AZEVEDO NETO et al., 2004), bem como melhoria nesses parametros
em consequéncia do pré-tratamento com H,O, (WAHID et al., 2007).

Com relagio aos teores de K, ndo foi observada interacdo significativa entre os fatores
salinidade e H,O, nos dois tempos de coleta, contudo, observou-se efeito do fator salinidade
no tempo de 240 h (TAB. 3). Nio houve diferencas significativas nos teores de K* (FIG. 4C)
entre plantas pulverizadas com dgua destilada ou H,O,. Entretanto, com 240 h, observou-se
que a salinidade ocasionou uma reduc¢do média de 50% nos teores de K nas folhas das
plantas de milho independente da pulverizacdo aplicada. Em condicdes de estresse salino, os
resultados sobre os teores de K* sdo variados. Enquanto alguns autores observaram aumentos
(ERDEI; TALEISNIK, 1993, em milho; SILVA, 2003, em feijdo-de-corda), outros
observaram diminui¢des (AZEVEDO NETO et al., 2004, em milho; LACERDA et al., 2004,
em sorgo). As diminui¢cdes nos teores de K' poderiam ser atribuidas as elevadas
concentracdes de Na* através do antagonismo que existe entre estes dois fons, visto que o Na*
também pode entrar nas células radiculares por meio de canais de K de baixa e alta afinidade
(APSE; BLUMWALD, 2002).

Para os teores de NOj3, foi observada interacdo entre os fatores salinidade e H,O,
apenas no tempo de 240 h. Para o tempo de 96 h, constatou-se apenas efeito do fator
salinidade isoladamente (TAB. 3). A salinidade ocasionou redu¢do nos teores de NO3™ (FIG.
4D) em relacdo as plantas dos tratamentos controle. Apds 96 h, constatou-se que a média dos
tratamentos controle mostrou-se 4,6 vezes maior do que a média dos tratamentos salinos.
Com 240 h, a pulverizacdo com H,O; levou a incrementos nos teores de NOs', tendo o

tratamento salino/H,O, se mostrado 89% superior ao tratamento salino/dgua. O NO3 é um
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dos elementos essenciais a planta, estando envolvido no crescimento e desenvolvimento das
plantas, j4 que participa da constituicdo de muitas biomoléculas tais como proteinas, acidos
nucléicos, aminodcidos, coenzimas, vitaminas e pigmentos (DUBEY; PESSARAKLI, 1995).
No presente trabalho, verificou-se que o pré-tratamento por pulverizacdo foliar com
H,0, mostrou-se eficiente em diminuir a acumulacdo de fons potencialmente toxicos (Na* e
Cl') e aumentar a acumula¢do de um ion potencialmente benéfico (NO3'). Semelhantemente
ao presente trabalho, Wahid et al. (2007), trabalhando com plantas de trigo provenientes de
sementes pré-tratadas com H,O, e crescendo sob condi¢des salinas, constataram diminui¢des
nos teores de Cl e incrementos nos teores de NO3 em comparacdo com as plantas salinizadas
provenientes de sementes ndo pré-tratadas. Contudo, diferentemente dos resultados aqui
apresentados, Wahid et al. (2007), ndo encontraram diferencas significativas nos teores de
Na' entre plantas oriundas de sementes pré-tratadas ou ndo com H,O, e submetidas a

salinidade, bem como detectaram incrementos nos teores de K.

Conclusao

1. O pré-tratamento das plantas de milho por meio da pulverizacio com perdxido de
hidrogénio induziu aclimatacdo das plantas ao estresse salino, revertendo parcialmente os
efeitos deletérios da salinidade no crescimento, podendo isso ser atribuido, pelo menos em
parte, a um maior acimulo de proteinas soldveis, carboidratos soliveis e NO3  bem como a

menores acimulos de Na* e CI'.
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Abstract

Pretreatment in plants is recognized as a valuable strategy to stimulate plant defenses,
leading to better plant development. This study evaluated the effects of H,O, leaf spraying
pretreatment on plant growth and investigated the antioxidative mechanisms involved in the
response of maize plants to salt stress. It was found that salinity reduced maize seedling
growth when compared to control conditions, and H»O, foliar spraying was effective in
minimizing this effect. Analysis of the antioxidative enzymes catalase (EC 1.11.1.6), guaiacol
peroxidase (EC 1.11.1.7), ascorbate peroxidase (EC 1.11.1.1) and superoxide dismutase (EC
1.15.1.1) revealed that H,O, spraying increased antioxidant enzyme activities. Catalase
(CAT) was the most responsive of these enzymes to H,O,, with higher activity early (48 h) in
the treatment, while guaiacol peroxidase (GPX) and ascorbate peroxidase (APX) were
responsive only at later stages (240 h) of treatment. Increased CAT activity appears linked to
gene expression regulation. Lower Malondialdehyde levels were detected in plants with
higher CAT activity, which may result from the protective function of this enzyme. Overall,
we can conclude that pretreatment with H,O, leaf spraying was able to reduce the deleterious
effects of salinity on seedling growth and lipid peroxidation. These responses could be

attributed to the ability of H,O, to induce antioxidant defenses, especially CAT activity.

Keywords:  Acclimation; Antioxidative enzymes; Catalase; Hydrogen peroxide;

Malondialdehyde; Oxidative stress; Salt stress; Zea mays.

Abbreviations: APX, ascorbate peroxidase; CAT, catalase; DM, dry mass; FM, fresh mass;
GPX, guaiacol peroxidase; HAS, hours after spraying; H,O,, hydrogen peroxide; MDA,
Malondialdehyde; RDM, root dry mass; ROS, reactive oxygen species; RT-PCR, reverse

transcription polymerase chain reaction; SDM, shoot dry mass; SOD, superoxide dismutase.
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1. Introduction

Salinity is a major abiotic stress that affects plant growth and limits crop productivity
worldwide [1] and occurs on both irrigated and non-irrigated lands. High salt concentrations
cause ion imbalance and hyperosmotic stress in plants [2]. The problem has been aggravated
by agricultural practices such as irrigation that can cause water tables to rise and concentrate
salts in the root zone [3]. Poor quality water for irrigation and poor drainage are the main

reasons for increases in soil salinity in irrigated areas [4].

Reactive oxygen species (ROS) production is a normal biochemical event that occurs
in plants. The ROS are generated during normal cellular metabolism, but there is evidence
that ROS production is increased when plants are subjected to biotic or abiotic stresses [5].
The main ROS production sites are the chloroplasts, mitochondria and peroxisomes [6]. The
most commonly produced ROS are singlet oxygen ('0,), hydrogen peroxide (H,0O,), and
superoxide ('O;y") and hydroxyl ("OH) radicals [7,8]. H,O; can also be produced in the cytosol,
plasma membrane and extracellular matrix by various oxidases and cell wall peroxidases [9].
ROS, when in excess, can have detrimental effects on plant metabolism, causing oxidative

damage to proteins, nucleic acids and lipids essential to membrane structure [10,5].

The harmful effects of ROS in plants can be reduced or eliminated by non-enzymatic
and enzymatic defense systems [8]. The non-enzymatic system includes hydrophilic
compounds (such as ascorbate and reduced glutathione) and lipophilic compounds (such as
tocopherols and carotenoids) capable of quenching ROS [8]. The enzymatic defense system
consists of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX),

ascorbate peroxidase (APX) and other enzymes of the ascorbate-glutathione cycle [3,8,11].

The antioxidant enzyme system is recognized as the main mechanism of plant
tolerance to environmental stress [12]. Many studies have shown a correlation between salt
tolerance and efficient antioxidant systems in tolerant genotypes ([13], in Triticum aestivum
L.; [1,14], in Oriza sativa L.; [12], in Beta vulgaris; and [15], in Zea mays). Moreover, even
in sensitive plants, salinity tolerance has been achieved by pretreatment with H,O,, as
demonstrated in monocotyledonous species such as rice [16] and maize [17]. In both studies,

H,0,, applied to the root system, was capable of stimulating the antioxidant enzyme system.

Studies have shown that ROS, especially H,O,, play an important role as signaling
molecules and are produced and controlled by metabolism, being beneficial at low

concentrations and harmful when produced in excess [18,19]. Experiments conducted at low
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H,0; cell concentrations in which the plant is challenged by an environmental change have

shown that H,O, influences plant growth and development [19].

There are few studies that examine spraying leaves with H,O,. In Nicotiana tabacum
plants, increased tolerance to oxidative stress generated by high light intensities or catalase
inhibitor (aminotriazole) was observed by spraying them with H,O, [20]. In addition, it was
proposed that H,O; foliar application contributed to increased antioxidant enzyme activity,
decreased lipid peroxidation and chloroplast ultrastructure protection in Cucumis sativus [21].
Other strategies of H,O, application have been used such as in seeds [22] and in root system
[16,17], however these methods appear less suitable than leaf spraying. In seeds, H,O, would
be applied a single time before germination, whilst application to the root system requires the
plants to be grown hydroponically and thus is not suitable for plants cultivated in soil. In this
context, leaf spraying is a simpler system of H,O, application, useful in different stages of
plant development, and is inexpensive and easy to use by farmers. Therefore, the hypothesis
of this study is that H,O, leaf spray is an effective method to induce the antioxidative
enzymatic system and minimizes the deleterious effects of salinity on maize plant growth.

In order to gain insight on H,O, leaf spraying and its relationship with salt tolerance,
the aim of this study was to evaluate the effects of H,0O, leaf spraying on growth,

antioxidative enzyme activities and lipid peroxidation in maize plants under salt stress.

2. Results

2.1. Effect of H,O; leaf spraying on plant growth under salt stress

The effect of 10 mM H,0O, leaf spraying on plant growth under salt stress was
investigated through shoot and root dry mass analyses in the following plant treatments:
water/control, H>O,/control, water/salt-stressed and H,O,/salt-stressed (Fig. 1 and Fig. 2). In
shoot dry mass (SDM) analyses (Fig. 1A), at 48 hours after spraying (HAS), the SDM in the
H,Oy/control plants was ca. 23% higher than in the water/control plants. At 96 HAS no
significant differences were observed in SDM between treatments. However, at 240 HAS,
SDM was ca. 21% higher in the H,O,/control plants compared to the water/control plants,
while in the water/salt-stressed and H,O,/salt-stressed plants, the SDM was ca. 61% and 31%
lower than that of the water/control plants, respectively. At 240 HAS, SDM in H,0,/salt-
stressed plants was ca.22% higher than in water/salt-stressed plants. In the root dry mass

(RDM) (Fig. 1B), it was found that major differences also occurred at 240 HAS, but a
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Fig. 1. Shoot (A) and root (B) dry masses of maize plants at O (initial time of plant harvest -
just before spraying), 48, 96 and 240 hours after leaf spraying. The plants were submitted to
four treatments: 1. sprayed with distilled water and not salt-stressed (water/control), 2.
sprayed with H,O, solution and not salt-stressed (H,O,/control), 3. sprayed with distilled
water and salt-stressed (water/salt-stressed), and 4. sprayed with H,O, solution and salt-
stressed (H,Oo/salt-stressed). The leaf spraying was carried out after the first harvest (0 h) and
repeated after 24 h. Salt was added at 48 and 72 hours after spraying (HAS). Each value
corresponds to the mean * standard error of five replicates. In the same harvest time values
followed by the same capital letter or small letter are not statistically different for NaCl and

H,0, treatments, respectively, according to Tukey’s test (P < 0.05).
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WC HC

WS HS

Fig. 2. Maize plants under different treatments at 240 hours after leaf spraying: water/control
plants (WC); H,Oy/control plants (HC); water/salt-stressed plants (WS); and H,O,/salt-
stressed plants (HS).
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peculiar behavior, compared to SDM, was observed. The RDM was similar in the
H,O,/control, water/control and H,O/salt-stressed plants, but it was ca. 36% lower in the
water/salt-stressed plants in relation to the water/control plants. Moreover, at 240 HAS, RDM
in HyOy/salt-stressed plants was ca. 69% higher than in water/salt-stressed plants.

Fig. 2 shows photographs of plants at 240 HAS. The water/salt-stressed plants
presented reduced growth compared to the water/control plants, but the H,O,/salt-stressed

plants grew more than the water/salt-stressed plants.

2.2. Antioxidative enzyme activities and their isoenzymes

The CAT, GPX, APX and SOD antioxidant enzyme activities were studied by
spectrophotometric and polyacrylamide gel analyses. The polyacrylamide gel analyses were
also used to detect different isoenzymes.

CAT activity revealed by spectrophotometric assay is shown in Fig. 3A. At 48 HAS,
the CAT activity in the HyOo/control plants was ca. 32% higher than in the water/control
plants. At 96 and 240 HAS, the H,O,/control plants showed CAT activity values ca. 45% and
29% higher, respectively, than in the water/control plants. Additionally, the water/salt-
stressed plants showed pronounced reductions in the CAT activity. The CAT activity in the
water/salt-stressed plants was ca. 39% and 33% lower than the water/control plants at 96 and
240 HAS, respectively. However, in the H,O/salt-stressed plants, the CAT activities were ca.
18% and 19% higher than in the water/control plants at 96 and 240 HAS, respectively.
Additionally, at 96 and 240 HAS, CAT activity in H,O,/salt-stressed plants was ca. 92% and
75% higher than in water/salt-stressed plants, respectively (Fig. 3A).

The CAT activity in polyacrylamide gel (Fig. 3B) revealed a similar pattern to the
spectrophotometric analysis. In addition, two isoenzymes, here named CAT I and CAT 11,
were detected. CAT II presented with more intense bands and was detected in all of the tested
conditions, while CAT I was visibly detected in the H,O,/control plants at 96 and 240 HAS.

GPX activity revealed by spectrophotometric assay is shown in Fig. 4A. Significant
differences in GPX activities were found at 48, 96 and 240 HAS. At 48 and 96 HAS, GPX
activity was ca. 16 and 14% higher in the H,O,/control plants compared to the water/control
plants, respectively. At 240 HAS, the higher GPX activity was found in the H,O,/salt-stressed
plants. It should be also observed that the GPX activity at 240 HAS was ca. 44% higher in the
H,O,/control plants and ca. 58% and 83% higher in the water/salt-stressed and H,O,/salt-
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Fig. 3. CAT activities determined by spectrophotometric (A) and polyacrylamide gel analyses
(B) in maize leaves at O h (initial time of plant harvest - just before spraying), 48, 96 and 240
hours after leaf spraying. Each value corresponds to the mean + standard error of five
replicates. In the same harvest time values followed by the same capital letter or small letter
are not statistically different for NaCl and H,O, treatments, respectively, according to
Tukey’s test (P < 0.05) (A). The columns correspond to control (C), water/control (WC),
H,O,/control (HC), water/salt-stressed (WS) and H,Oy/salt-stressed (HS) plants. A total of 20

lg of protein were loaded in each lane (B).
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Fig. 4. GPX activities determined by spectrophotometric (A) and polyacrylamide gel analyses
(B) in maize leaves at O h (initial time of plant harvest - just before spraying), 48, 96 and 240
hours after leaf spraying. Each value corresponds to the mean + standard error of five
replicates. In the same harvest time values followed by the same capital letter or small letter
are not statistically different for NaCl and H,O, treatments, respectively, according to
Tukey’s test (P < 0.05) (A). The columns corresponded to control (C), water/control (WC),
H,O,/control (HC), water/salt-stressed (WS) and H,Oy/salt-stressed (HS) plants. A total of 20

lg of protein were loaded in each lane (B).
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stressed plants compared to the water/control plants, respectively. Additionally, GPX activity
in H,O,/salt-stressed plants was ca.16% higher than in water/salt-stressed plants.

The GPX activity in polyacrylamide gel revealed similar patterns to the
spectrophotometric analysis (Fig. 4B), and two isoenzymes, here named GPX I and II, were
detected. The GPX II bands were more intense than GPX 1.

The APX activity was higher at O h (initial time of plant harvest - just before spraying)
compared to other plants/conditions at 48, 96 and 240 HAS (Fig. 5). The differences in APX
activity were found between the treatments at 96 and 240 HAS. At 96 HAS, the APX activity
was ca. 35% higher in the H,O,/control plants and ca. 28% lower in the water/salt-stressed
compared to the water/control plants. No difference in the APX activity was observed
between the H,O,/salt-stressed and water/control plants. At 240 HAS, the APX activity in the
H,O,/control plants was similar to that of the water/control plants. The APX activity was ca.
18% lower in the water/salt-stressed plants and ca. 40% higher in the H,O,/salt-stressed
plants compared to the water/control plants at 240 HAS. Additionally, at 96 and 240 HAS,
APX activity in H,O,/salt-stressed plants was ca. 37% and 69% higher than in water/salt-
stressed plants, respectively.

The APX activity in gel revealed a similar pattern to the spectrophotometric analysis
(Fig. 5B). Four APX isoenzymes were detected at 0 HAS, here named APX I to IV. APX IV
was predominant at all times and plant conditions. APX I was mainly detected at 96 HAS in
the H,O»/control plants at similar levels to APX IV. APX II and III were only detected at O h.

In general, the H202 leaf spraying caused some SOD activity changes (Fig. 6). At 48
HAS, the H,O,/control plants showed SOD activity ca. 15% higher than the water/control
plants. At 96 HAS, no significant differences were observed in SOD activity between
water/control plants and H,O»/control plants, nevertheless, the SOD activity was ca. 10%
higher in the H,Oy/salt-stressed plants compared to the water/salt-stressed plants. At 240
HAS, the SOD activity was ca. 20% higher in the H,O,/control plants and ca. 33% higher in
the H,O,/salt-stressed plants compared to the water/control plants. No differences were
observed in the water/salt-stressed plants compared to the water/control plants. Additionally,
at 240 HAS, SOD activity in H,O»/salt-stressed plants was ca. 19% higher than in water/salt-
stressed plants.

The SOD activity in gel revealed a similar pattern to the results observed in

spectrophotometric analysis. One SOD isoenzyme was detected (Fig. 6B).
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Fig. 5. APX activities determined by spectrophotometric (A) and polyacrylamide gel analyses
(B) in maize leaves at O h (initial time of plant harvest - just before spraying), 48, 96 and 240
hours after leaf spraying. Each value corresponds to the mean + standard error of five
replicates. In the same harvest time values followed by the same capital letter or small letter
are not statistically different for NaCl and H,O, treatments, respectively, according to
Tukey’s test (P < 0.05) (A). The columns corresponded to control (C), water/control (WC),
H,O,/control (HC), water/salt-stressed (WS) and H,Oy/salt-stressed (HS) plants. A total of 50

lg of protein were loaded in each lane (B).
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Fig. 6. SOD activities determined by spectrophotometric (A) and polyacrylamide gel analyses
(B) in maize leaves at O h (initial time of plant harvest - just before spraying), 48, 96 and 240
hours after leaf spraying. Each value corresponds to the mean + standard error of five
replicates. In the same harvest time values followed by the same capital letter or small letter
are not statistically different for NaCl and H,O, treatments, respectively, according to
Tukey’s test (P < 0.05) (A). The columns corresponded to control (C), water/control (WC),
H,0,/control (HC), water/salt-stressed (WS) and H,O,/salt-stressed (HS) plants. A total of 20

pg of protein were loaded in each lane (B).
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2.3. Effect of H,O, leaf spraying on malondialdehyde content

The H,0,; leaf spraying decreased the malondialdehyde (MDA) levels (Fig. 7). At 48
HAS, the MDA content in the H;O/control plants was ca. 28% lower than in the
water/control plants. At 96 and 240 HAS, the H,O,/control plants had values ca. 21% and
17%, respectively, lower than the water/control plants. Salinity increased the MDA content
ca. 19% and 26% in the water/salt-stressed plants at 96 and 240 HAS, respectively, compared
to the water/control plants. No change was observed in the H,O/salt-stressed plants
compared to the water/control plants. In addition, at 96 and 240 HAS, MDA content in
H,0Oy/salt-stressed plants was ca. 17% and 18% lower than in water/salt-stressed plants,

respectively.

2.4. Effect of H,O; leaf spraying on the CAT transcript level

The transcript levels of the CAT genes were analyzed by RT-PCR using degenerate
primers at 0, 12, 24, 36, 48, 60, 96 and 240 HAS (Fig. 8). Amplification of Efla cDNA was
used as an internal control for the RT-PCR assays.

The CAT transcript levels were significantly higher in the H202 leaf sprayed plants
compared to the water leaf sprayed plants mainly at 36, 48 and 60 HAS (Fig. 8A and Fig. 8B).

However, these transcripts were reduced at 96 and 240 HAS with salinity treatment.

3. Discussion

In this study, we found that salinity reduced plant growth compared to the control
conditions, and H,O, leaf spraying was effective at minimizing this effect (Fig. 1 and Fig. 2).

The beneficial effect of H,O, leaf spraying on plant growth was most evident at 240 HAS.

Other studies have shown the beneficial effect of H,O, in monocots under saline
conditions using different H,O, application methods. In maize, H,O, pretreatment applied to
the root system [17] and on seeds [22] was able to confer salt tolerance. In wheat, H,O,
pretreatment carried out on seeds [23] was also able to confer salt tolerance. Here, we studied
the alternative application method of spraying leaves. This method could be useful in different

stages of plant development and provides another option to farmers.
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Fig. 7. MDA content in maize leaves at 0 h (initial time of plant harvest - just before
spraying), 48, 96 and 240 hours after leaf spraying under the following treatments:
water/control, H»O,/control, water/salt-stressed and H,O,/salt-stressed. Each value
corresponds to the mean + standard error of five replicates. In the same harvest time values
followed by the same capital letter or small letter are not statistically different for NaCl and

H,0,; treatments, respectively, according to Tukey’s test (P < 0.05).
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Fig. 8. Transcript levels of CAT in maize leaves at 0 h (initial time of plant harvest - just
before spraying), 12, 24, 36, 48, 60, 96 and 240 hours after leaf spraying under control and
salinity conditions. (A): RT-PCR products of CAT and EFla on 1.5% agarose gel stained
with ethidium bromide. (B): Normalization of the quantity of CAT transcripts through a ratio
of integrated densities of the CAT cDNA and EFla elongation factor cDNA bands. The
samples are identified as control (C), water/control (WC), H,O,/control (HC), water/salt-
stressed (WS), and H,O,/salt-stressed (HS). Each value corresponds to the mean + standard
error of three independent RT and PCR reactions/gels from one set of total RNA. In the same
harvest time values followed by the same capital letter or small letter are not statistically

different for NaCl and H,0O, treatments, respectively, according to Tukey’s test (P < 0.05).
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There are some studies on H,O, leaf spraying in plants and its relationship with
tolerance to stresses. For example, Gechev et al. [20] studied tobacco plants and detected
tolerance to oxidative stress caused by high light intensities and a CAT inhibitor. Gao et al.
[21] observed heat stress tolerance in cucumber plants. At the time of writing this, a search of
the literature revealed no study of H20z2 leaf spraying in plants and its relationship with salt

tolerance.

Our results showed that H,O,; leaf spraying was capable of stimulating the antioxidant
enzyme system and to confer salt tolerance in maize plants. Other studies have shown that
increased activity of ROS scavenging enzymes is related to stress tolerance. Similarly to our
study, Azevedo Neto et al. [17] showed that the H,O, pretreated root system in maize plants
conferred salt tolerance. Gechev et al. [20] observed that oxidative stress tolerance was related
to increases in CAT, APX and GPX activities when H,O, was applied to leaves. Also, Xu et
al. [24] correlated the aluminum tolerance in wheat plants with H,O, root system pretreatment

that resulted in increased antioxidant enzyme activities.

In the present study, CAT was the main enzyme responsible for H,O, scavenging in
both the H,O/control and H,O/salt-stressed plants compared to the water/control and
water/salt-stressed plants, respectively (Fig. 3). As related to H,O, elimination rates, the CAT
activities were on average 21 and 99 times higher than GPX and APX activities, respectively
(Fig. 3, Fig. 4 and Fig. 5). CAT is notably distinguished from the other enzymes by not
requiring a reductant when scavenging H,O; [25]. In addition, CAT is distinguished from
many other peroxide-metabolizing enzymes by its high specificity for H,O, and weak activity

against organic peroxides [25].

Under salinity conditions, it has been shown that CAT activity decreases, potentially
due to the prevention of new enzyme synthesis [26]. Similarly, in this study, the CAT activity
was reduced under saline conditions in non-H,O; treated plants (Fig. 3). However, it increases
when the plants were previously treated with H,O, (Fig. 3). This behavior appears to involve
CAT gene regulation because the CAT transcript levels were increased in the H,O, treated
plants mainly at 36, 48 and 60 HAS and were reduced with prolonged salinity exposure (96
and 240 HAS) (Fig. 8A). Therefore, we found that H,O, leaf spraying augmented the CAT
activity as well as the CAT transcripts becoming the plant more prepared to a subsequent

salinity exposure.

According to our findings, GPX appeared to have a regulatory or secondary function

in H,O, scavenging because its ability to eliminate ROS was significantly lower than that of
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CAT (Fig. 3 and Fig. 4). The ability of H,O, leaf spraying to increase GPX activity was only
evident at later stages (240 HAS). This increase is related to two GPX isoenzymes (Fig. 4B)
whose intensities increased with salinity and H,O, exposure. GPX is found as different
isoenzymes distributed in different plant tissues [27,28]. In addition, it has been observed that

different isoenzymes are involved in the response to salinity [29].

APX also seems to play a secondary role in H,O, scavenging because it presented the
lowest rate of H,O, elimination compared to CAT and GPX (Fig. 3, Fig. 4 and Fig. 5).
However, a peculiar behavior was found. Contrary to GPX and CAT, the APX activity was
highest at 0 HAS (initial time of plant harvest - just before spraying) and then decreased. This
behavior appears to be linked to plant development stage because this activity was observed
in all plants. In addition, the decrease is accompanied by the disappearance of two of the four
APX isoenzymes (Fig. 5B). Similar to GPX, an increase in the APX response with H,O, leaf
spray pretreatment under salinity was observed only in later stages (240 HAS) (Fig. 5A).

We also investigated the SOD activity. It is known that salinity generates ROS,
including superoxide ("O,") [5], and SOD eliminates ‘O~ by forming H,O,. Subsequently, this
H,0;, can be removed by CAT, GPX and APX [30]. Here, it was found that H,O, leaf
spraying, especially at 48 h, and H,O»/salinity at 240 HAS increased SOD activity (Fig. 6).
These findings corroborate with the observation that H,O, may induce the synthesis of or
activate transcription factors related to the induction of several antioxidative enzymes, among
them SOD [31]. The SOD activity appeared related to a single isoenzyme (Fig. 6B), in

contrast to the fact that overall SOD activity is related to several isoenzymes [32,33].

The accumulation of MDA, a membrane lipid peroxidation product in plants exposed
to adverse environmental conditions, was evaluated as a reliable indicator of free radical
formation in tissues. It has been used as a good indicator of the severity of injury caused to
cells during oxidative stress [13,29]. Our results showed that the water/salt-stressed plants
accumulated MDA to higher levels than the H,O,/salt-stressed plants (Fig. 7). The highest
MDA levels were found in plants that had lower CAT activity and vice-versa, demonstrating
the protective function of this enzyme. The protective effect of the antioxidant enzyme system
to prevent MDA accumulation was also observed by [34] in Centaurea tuzgoluensis under
saline conditions. The authors observed little MDA accumulation under the saline conditions,
attributing the phenomenon to the presence of an efficient antioxidant enzyme system.

Furthermore, Gao et al. [21] found that H,O, applied to leaves increased antioxidant enzyme
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activities, decreased lipid peroxidation and protected the chloroplast ultrastructure in Cucumis

sativus plants under heat stress.

In conclusion, it was found that H,O, leaf spray (10 mM) pretreatment for 2 days
reduced the deleterious effects of salinity on maize plant growth. This effect could be
attributed to the ability of H,O, to induce the antioxidant defense system, especially CAT
activity, which was the main H,O, scavenging enzyme. Lowest MDA levels were found in the

plants that had the highest CAT activity and vice-versa.

4. Materials and Methods

4.1. Plant material and experimental conditions

Hybrid triple BRS 3003 Maize seeds (Zea mays L.) were provided by Laboratério de
Sementes, Deparatamento de Fitotecnia, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, Ceara,
Brazil. The experiment was carried out under greenhouse conditions (3°44°S; 38°33"W, at sea
level) with a mean temperature of 28.5 °C, a 63.9% mean air relative humidity and a
photosynthetic photon flux density (PPED) of 1500 umol m™s™ (at noon).

Seeds were surface-sterilized with 0.7% sodium hypochlorite solution and rinsed with
distilled water. Afterwards, the seeds were sown in vermiculite moistened with distilled water
and irrigated daily. Five days after sowing, the seedlings were transferred to plastic trays
containing 10 L of half-strength Hoagland’s nutrient solution [35] (hydroponic culture) and
were acclimated for two days. The hydroponic cultures were aerated continuously with an air
bubbler. The nutrient solution was renewed weekly.

Eight days after sowing, the seedlings were sprayed with distilled water (control) or 10
mM H,O,; solution (containing the detergent 0.025% Tween 20 to reduce surface tension and
facilitate penetration). Three preliminary experiments using different H,O, concentrations (1,
10, 50 and 100 mM) were carried out in order to find the optimal H,O, concentration of 10
mM and confirm the obtained results. The plants were sprayed with 15 ml H,O, or distilled
water per plant at 6:30 am and again after 24 h. At 48 hours after the first spray, the seedlings
were treated with 80 mM NaCl (salt was added 40 mM day'1 to avoid osmotic shock). The
plants were submitted to four treatments: 1. sprayed with distilled water and non salt-stressed
(water/control), 2. sprayed with H,0O, solution and non salt-stressed (H,O,/control), 3.
sprayed with distilled water and salt-stressed (water/salt-stressed), and 4. sprayed with H,O,

solution and salt-stressed (H,O,/salt-stressed).
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Four harvests were performed to measure plant growth, enzyme activities, isoenzymes
and lipid peroxidation. The first harvest was eight days after sowing and before the first spray;
the second harvest was at 48 h after spraying onset and before salt addition; the third harvest
was at 96 h after the spraying began, when the plants were subjected to saline conditions (1
day to 80 mM NaCl); and the fourth harvest was at 240 h after the start of spraying (6 days 80
mM NaCl).

Catalase (CAT) gene expression was performed using the elongation factor 1 alpha
(Efla) as reference gene at eight periods: at O h (initial time of plant harvest — just before
spraying) and at 12, 24, 36, 48, 60, 96 and 240 hours after spraying.

All experiments were performed with five replicates (each replicate represented the
mean of two plants), and the data were expressed as the means + standard error. The
experimental design was completely randomized. The values were compared applying the
same harvest time. At 48 HAS, the data were analyzed using a one-way analysis of variance
(ANOVA) corresponding to two treatments (two H,O, levels) and five replicates. At 96 and
240 HAS, the data were analyzed using a two-way ANOVA with four treatments (two NaCl
levels x two H,0; levels) and five replicates. In the same harvest time, values followed by the
same capital letter are not statistically different for NaCl (water/control compared to water
salt-stressed; H,O,/control compared to H,O,/salt-stressed). In the same harvest time, values
followed by the same small letter are not statistically different for H,O, treatments
(water/control compared to H,O,/control; water/salt-stressed compared to H,O,/salt-stressed).

The means were compared through Tukey’s test (P < 0.05).

4.2. Harvests and growth measurements

During the harvests, seedlings from each treatment were separated into three distinct
groups. In the first group of plants, only the first fully expanded leaf was used, which was
frozen in liquid nitrogen and stored frozen (-25 °C) for biochemical analyses. In the second
group, the plants were harvested, the shoot (leaves and stem) and roots separated and then
dried in a forced air circulation oven at 60 °C for 48 h to provide the shoot dry mass (SDM)
and root dry mass (RDM). In the third group, the seedlings were used for analysis of gene
expression (RT-PCR). In this analysis, the first fully expanded leaf was harvested, frozen in

liquid nitrogen and stored at -80 °C until analysis.
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4.3. Extract preparation for enzyme assays, isoenzyme analysis and lipid peroxidation

Leaf tissue (1 g) was homogenized in a mortar and pestle with 4 mL of ice-cold
extraction buffer (100 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, 0.1 mM EDTA). For APX
estimation, 2 mM ascorbic acid was added to the extraction buffer. The homogenate was
filtered through muslin cloth and centrifuged at 12,000 g for 15 min. The supernatant fraction
was used as crude extract for enzyme activity determination by spectrophotometric and
polyacrylamide gel analyses and for lipid peroxidation determination. All operations were

performed at 4 °C.

4.4. Enzyme assays

Total SOD (EC 1.15.1.1) activity was determined by measuring its ability to inhibit the
photochemical reduction of nitro blue tetrazolium chloride (NBT), as described previously by
Giannopolitis and Ries [36]. The reaction was conducted at 25 °C in an illuminated chamber
with two 20 W fluorescent tubes for 15 min. One SOD activity unit (U) was defined as the
amount of enzyme required to cause 50% inhibition of the NBT photoreduction rate, and the
results were expressed as U mg'1 of fresh mass (FM). Total CAT (EC 1.11.1.6) activity was
measured according to Beers and Sizer [37], with minor modifications. The H,O, decrease by
H,0O, breakdown was determined measuring the absorbance at 240 nm and using the molar
extinction coefficient (36 m! cm'l). Total APX (EC 1.11.1.1) activity was assayed according
to Nakano and Asada [38]. The oxidation of ascorbate was determined measuring absorbance
at 290 nm and using molar extinction coefficient (2.8 mM™' cm™). Total GPX (EC 1.11.1.7)
activity was determined as described by Urbanek et al. [39]. The guaiacol oxidation was
determined measuring the absorbance at 470 nm and using the molar extinction coefficient
(26.6 mM™! cm'l). For CAT, APX and GPX, the results were expressed as pmol H,O, min”
g FM.

4.5. Isoenzyme analysis

Native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was performed in 7% (APX and
CAT), 7.5% (GPX) or 10% (SOD) polyacrylamide, according to Davis [40]. The

electrophoresis was done in vertical slab gel using the miniVE electrophoresis system
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(Amersham Biosciences, Sweden) at 4 °C and 150 V for approximately 2 h. Samples were
mixed with 10% glycerol (v/v) and 0.25% bromophenol blue before loading onto the gels. For
each lane, 20, 50, 45, and 30 pg of leaf protein extract was applied to CAT, APX, GPX and
SOD, respectively. The carrier buffer was composed of 25 mM Tris-HCI, pH 8.3 and 250 mM
glycine, and the gel was pre-run for 30 min before the leaf extract were loaded; for APX, 2
mM ascorbate was added to the buffer. The isoenzymes were designated based on their order
of migration. The electrophoresis analyses were representative of three independent

replicates.

CAT activity was determined according to Woodbury et al. [41]. CAT was negatively
stained on a green background.

APX activity was detected as described by Mittler and Zilinskas [42], with minor
modifications. Gels were washed twice with 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) containing 2
mM ascorbate. Next, the gel was incubated in the same buffer with 4 mM ascorbate and 1
mM H,0; for 20 min. The gel was rinsed with distilled water and stained in a solution
containing 50 mM phosphate buffer (pH 7.8), 28 mM tetramethylethylenediamine (TEMED)
and 3 mM NBT for 10 min. APX stained negatively on a purple background.

GPX activity was detected according to Fielding and Hall [43] with minor
modifications. Gels were incubated in 25 mM phosphate buffer (pH 7.0) for 15 min. Then, the
gel was stained in a solution containing 25 mM phosphate buffer (pH 7.0), 18 mM guaiacol
and 25 mM H,0O; until reddish brown bands appeared on the gel. The reaction was stopped by
immersing the gel in 7% acetic acid.

SOD activity was detected as described by Beauchamp and Fridovich [44]. The gels
were exposed under two 20 W fluorescent tubes, and the SOD bands were observed as white

bands on a blue background.

4.6. Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was determined by measuring the amount of malondialdehyde
(MDA) produced by the thiobarbituric acid (TBA) reaction according to Buege and Aust

[45]. The MDA content was expressed as nmol MDA g'1 FM calculated using the extinction

coefficient € = 155 mM 'em™.
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4.7. Total RNA extraction and RT-PCR

For total RNA extraction, the leaf material (100 mg) was homogenized with liquid
nitrogen in a mortar and pestle, and a commercial kit was used according to the
manufacturer's recommendations (RNeasy plant mini kit, Qiagen, Hilden, Germany). Total
RNA extract was treated with RNase-free DNase I (Promega). Total RNA (2 pg) from each
sample was heated at 65 °C for 5 min, cooled on ice for 2 min and transcribed into cDNA by
reverse transcription. CAT primers were designed from conserved regions of the Catl, Cat2
and Cat3 genes of Zea mays. Amplification of elongation factor 1 alpha (Efla) was used as a
control for each PCR experiment. The Efla primers were designed from conserved regions of
Efla cDNAs obtained from EST data of sorghum, cowpea and cotton. The expected
amplified cDNA fragments were 809 and 813 bp in length for Cat and Efla, respectively.
PCR assays were carried out according to Costa et al. [46] to semi-quantitatively estimate
transcript levels. The optimal annealing temperature of the primers was determined to be 55
°C for both genes. Amplification of both genes was performed by 31 PCR cycles.

The primer sequences were as follows:

CAT sense: 5 GTSAAGTTCTACACCMGVGAG 3 and antisense: 5’
GGGWAGTAATYSACCTCYTCG 3’;

Efloc  sense: 5° AGRTTYGAGAARGARGCTGC 3 and antisense: 57
CCACGCTTSAGATCCTTVAC 3"

The RT-PCR products were analyzed by 1.5% agarose gel electrophoresis and staining
with ethidium bromide. The images were captured using a system from Labortechnik,
Germany. The analyses were representative of three independent RT and PCR experiments
from each set of total RNA. The image analysis was employed to normalize the expression
level of CAT cDNA against the reference gene Efla cDNA data. The densities of the bands
were analysed with Scion Image, Release beta 3b software (Scion Corporation, USA).

Statistical analysis was performed as described previously.
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Efeitos da pulverizacao foliar com H,0; na area foliar, nas trocas gasosas e nos teores de

H,0,, ascorbato e glutationa em plantas de milho sob estresse salino

Effects of H,O; leaf spray in the leaf area, gas exchange and in the concentrations of H,0,,

ascorbate and glutathione in maize plants under salt stress

Franklin Aragao Gondim; Enéas Gomes-Filho; José Tarquinio Prisco

Resumo - O presente trabalho objetivou estudar os efeitos da aplicacao foliar de H,O, na area
foliar, nos teores relativos de clorofila, nos teores relativos de dgua, nas trocas gasosas € nos
teores de H,0,, ascorbato e glutationa de plantas de milho crescendo sob condig¢des salinas. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao, sob condi¢des hidroponicas. Oito dias apds
a semeadura, as plantulas foram pulverizadas com dgua destilada (controle) ou solucdo aquosa
de H,O; na concentragdo de 10 mM e, 48 h apds o inicio da pulverizagdo, foram submetidas
ao tratamento com NaCl a 80 mM. Foram realizadas duas coletas: aos 7 e 14 dias da dltima
adicao de sal (DAS). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em um
arranjo fatorial 2 (NaCl a 0 e 80 mM) x 2 (H,0; a 0 e 10 mM), com cinco repeti¢cdes. Os
dados de cada tempo de coleta (7 e 14 DAS) foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). O pré-tratamento das
plantas de milho por meio da pulverizagdao foliar com perdxido de hidrogénio induziu
aclimatacdo das plantas ao estresse salino, revertendo parcialmente os efeitos deletérios da
salinidade. Sob condic¢des salinas, o pré-tratamento com H,O, ocasionou incrementos na area
foliar, nos teores relativos de dgua, nos teores relativos de clorofila e nas trocas gasosas, bem
como levou a diminui¢do nos teores de H,O,. O pré-tratamento por meio de pulverizacao
foliar com H,O, ndo alterou o estado redox dos antioxidantes analisados (ascorbato e

glutationa).

Palavras-chave: Aclimatacdo. Ascorbato. Estresse salino. Fotossintese. Glutationa. Peréxido

de hidrogénio. Pré-tratamento. Zea mays
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Abstract - The aim of this study was to evaluate the effects of H,O, foliar application on leaf
area, relative chlorophyll content, relative water content, gas exchange and contents of the
H,0,, ascorbate and glutathione in maize plants under salt stress. The experiments were
conducted in hydroponic conditions and maintained in greenhouse. Eight days after sowing
(DAS), the seedlings were sprayed with 10 mM H,O; solution or distilled water (as a control).
Forty-eight hours after the spraying beginning, the seedlings were subjected to treatment with
NaCl at 80 mM. After NaCl treatments, two harvests were carried out: at 7 and 14 days after
the salt addition. The experimental design was completely randomized following a factorial
arrangment 2 (NaCl at 0 or 80 mM) x 2 (H,O; at 0 or 10 mM), with five replicates. The data
for each harvest time were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the means were
compared through Tukey’s test (P < 0.05). The results showed that H,O, foliar application
promoted plant acclimation to salt stress, decreasing the salinity deleterious effects. The H,O,
foliar application increased the leaf area, relative chlorophyll content, relative water content,
gas exchange and decreased the H,O, content. The H,O, foliar application did not change the

redox state of the evaluated antioxidants (ascorbate and glutathione).

Keywords: Acclimation. Ascorbate. Glutathione. Hydrogen peroxide. Pretreatment.

Photosynthesis. Salt stress. Zea mays.

Introducao

A salinidade afeta negativamente o crescimento € o desenvolvimento das plantas,
ocupando aproximadamente 20% da area cultivada no mundo. Dentre as terras irrigadas,
acredita-se que cerca da metade encontra-se afetada pela salinidade (SAIRAM; TYAGI,
2004). Um dos eventos que ocorre sob condi¢des de salinidade € a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). As ROS mais comumente encontradas sdo o perdxido de
hidrogénio (H,O,) e os radicais superdxido ("O,7) e hidroxil (OH) (AZEVEDO NETO et al.,
2008). As ROS sao produzidas normalmente pelo metabolismo, contudo sua produgdo pode
ser aumentada em plantas sob condi¢bes de estresse bidtico ou abidtico (M@LLER et. al,
2010). O equilibrio entre a producdo e a eliminacdo das ROS pode ser modificado sob
condicdes de estresse salino (GILL et al., 2010).

Os efeitos nocivos das ROS em plantas podem ser reduzidos ou eliminados por

sistemas de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos (AZEVEDO NETO et al., 2008). O sistema
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ezimdtico € constituido pela superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do
guaiacol (GPX) e peroxidase do ascorbato (APX) (AZEVEDO NETO et al., 2008; MUNNS;
TESTER, 2008). O nido-enzimatico inclui compostos lipofilicos (tais como tocoferdis e
carotendides) e hidrofilicos (tais como ascorbato e glutationa reduzida) que sdo capazes
de eliminar as ROS (AZEVEDO NETO et al., 2008).

Entre os antioxidantes ndo-enzimdticos destaca-se o ascorbato, visto que nas plantas
ele se encontra em concentragdes tio elevadas quanto as de clorofila (MCKERSIE; LESHEN,
1994). O ascorbato atua como um redutor contra muitos radicais livres, minimizando os danos
ocasionados pelo estresse oxidativo. Além disso, encontra-se relacionado a outras fungdes
fisiolégicas como o crescimento e a diferenciacdo das plantas (FOYER, 1993). Em
Arabidopsis, o ascorbato parece exercer uma funcdo importante na protecao das plantas contra
o estresse salino. Um mutante deficiente na produgdo de ascorbato mostrou concentragdes
elevadas de H,0,, sendo o acréscimo diretamente relacionado a uma diminui¢do na razdo
ascorbato reduzido/ascorbato total e a uma menor atividade das enzimas do ciclo ascorbato-
glutationa (HUANG et al., 2005). O acimulo de H,O; ocasionou também redugdo nos teores
de clorofila e assimilagdo de CO,. J4 a aplicacdo exdgena de ascorbato mostrou-se eficiente
em reduzir os efeitos deletérios da salinidade sobre o crescimento e peroxidacdo de lipidios
em plantas de trigo (ATHAR et al., 2008), grao-de-bico (BELTAGI, 2008) e de tomate
(SHALATA; NEUMANN, 2001).

A glutationa é um tripeptideo (Glu-Cys-Gly) cuja funcdo antioxidante pode ser
atribuida a presenca de grupos sulfidrila da cisteina (RENNEBERG, 1982). A glutationa pode
reagir diretamente com o oxigénio singleto e com os radicais ‘O,” ¢ ‘OH e dessa forma atuar
como uma substancia eliminadora de ROS. Alguns autores observaram que os teores de
glutationa aumentaram sob condi¢des de estresse hidrico em plantas de girassol (SGHERRI,
NAVARI-IZZO, 1995) e de estresse salino, em linhagens de células de amendoin (JAIN et
al., 2002).

A fotossintese, juntamente com o crescimento celular, estd entre 0s processos
primadrios afetados pela salinidade (MUNNS et al., 2006). Em muitas espécies de plantas, o
declinio de produtividade pode estar associado a reduc@o na taxa fotossintética (MELONI et
al., 2003). A reducdo da taxa fotossintética pela salinidade pode ocorrer direta ou
indiretamente. Diretamente ocorre pela diminui¢do na disponibilidade de CO, causada pela
limitacdo da difusdo através dos estdmatos e das células mesofilicas (FLEXAS et al., 2007)
ou por alteracdbes no metabolismo da fotossintese (LAWLOR; CORNIC, 2002).

Indiretamente, a fotossintese pode ser reduzida pelos efeitos nocivos gerados pelas ROS
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produzidas sob condi¢des de estresse (CHAVES; OLIVEIRA, 2004) que podem afetar

seriamente a maquinaria fotossintética das folhas (ORT, 2001).

Até pouco tempo atrds, o peroxido de hidrogé€nio era visto unicamente como um
metabolito téxico para a célula. Porém, segundo Uchida et al. (2002), essa ROS somente €
téxica em altas concentragdes. Conforme Szechynska-Hebda et al. (2012), o HO, € uma das
ROS mais estdveis e por isso uma candidata mais provédvel a funcionar como molécula
sinalizadora. Para Neill et al. (2002), o acréscimo nos niveis de H,O, em resposta a varios
estresses, constitui-se num fator chave que medeia o fendmeno de aclimatacdo e conduz a
chamada tolerancia cruzada, em que a exposi¢do prévia a um estresse pode induzir tolerancia
a uma subsequente exposi¢do de um diferente tipo de estresse. Tem sido verificado na
literatura que a aplicagdo exdgena de H,O, tem conferido tolerancia a salinidade por meio da
ativacdo do sistema de defesa antioxidativo (GONDIM et al., 2012; GONDIM et al., 2010;
AZEVEDO NETO et al., 2005; UCHIDA et al., 2002). Contudo, ndo ha informacdes sobre o
pré-tratamento por pulverizacao foliar com H,O, em plantas de milho sob condicdes salinas e
seus efeitos na drea foliar, nos teores relativos de clorofila, nos teores relativos de dgua, nas

trocas gasosas e nos teores de H,O,, ascorbato e glutationa.

Material e métodos
Material vegetal, condicoes experimentais e tratamentos

As sementes de milho (Zea mays L.) do hibrido triplo BRS 3003 foram provenientes do
Laboratério de Sementes do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceard
(UFC), Fortaleza, Ceard, Brasil. O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC.

Ap0s selecdo e desinfestacdo com solugdo de hipoclorito de sédio a 0,7%, as sementes
foram semeadas em copos plésticos (200 mL) contendo vermiculita e irrigadas diariamente
com 4gua destilada, sob condicdes de casa de vegetacao. Decorridos cinco dias da semeadura,
as plantulas foram transferidas para bandejas de pléstico contendo 10 L de solucdo nutritiva
(HOAGLAND; ARNON, 1950), diluida 1:2, onde permaneceram por dois dias para
aclimatagdo. Diariamente, os niveis da solu¢do nutritiva foram restituidos pela adicao de dgua
destilada e o pH monitorado, sendo mantido préximo a 5,5. A solucdo nutritiva foi trocada
semanalmente.

Apds o periodo de aclimatacdo (oito dias apds a semeadura), as plantulas foram

pulverizadas com dgua destilada (controle) ou solu¢do de H,O, na concentracdo de 10 mM,
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contendo o detergente Tween 20 a 0,025% a fim de quebrar a tensdo superficial e facilitar a
penetracdo. As aplicacOes foram realizadas as 06:30 h e repetidas apds 24 h. Foram realizados
trés experimentos preliminares com diferentes concentracdes de H,O, (1, 10, 50 e 100 mM) a
fim de encontrar a concentragdo de H,O, utilizada (10 mM), bem como para confirmar os
resultados obtidos. Apoés as aplicacoes foliares de dgua destilada ou H,0,, as plantulas com 48
h apds o inicio da pulveriza¢do foram submetidas ao tratamento com NaCl a 80 mM, sendo a
adicao de sal realizada de forma parcelada (40 mM por dia para evitar o choque osmético).
Portanto, as plantas foram submetidas a quatro tratamentos: 1. pulverizadas com &4gua
destilada e crescendo em auséncia de salinidade (controle/dgua); 2. pulverizadas com solu¢do
de H,0O; e crescendo em auséncia de salinidade (controle/H,0;); 3. pulverizadas com 4gua
destilada e crescendo sob condi¢des salinas (salino/dgua); 4. pulverizadas com solucdo de
H,0; e crescendo sob condi¢des salinas (salino/H,05).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial 2
(NaCl a 0 ou 80 mM) x 2 (H,O; a 0 ou 10 mM), com cinco repeticdes. Foram realizadas duas
coletas: aos 7 e 14 dias da ultima adi¢do de sal (DAS). Os dados de cada tempo de coleta (7
ou 14 dias) foram submetidos a anélise de varidancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo

teste de Tukey (P <0,05).

Coleta do material e determinacao da area foliar

Durante as coletas, as plantulas foram separadas em dois grupos distintos. No primeiro
grupo, utilizou-se a 1* folha completamente expandida a contar do dpice, bem como o tergo
distal da extremidade das raizes. O material foi congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80 °C para posterior utilizacdo nas determinacdes dos teores de H,O,,
ascorbato reduzido e total e glutationa reduzida e total. No segundo grupo, as plantas foram
separadas em raizes, colmos e folhas, quando, entao, foram determinados a 4rea foliar (AF)
(LI-3100 Area Meter, Li-Cor., Inc, Lincoln, Nebraska, USA) e, posteriormente, os teores
relativos de 4gua (TRA).

Determinacao dos teores relativos de agua

Os teores relativos de dgua (TRA) foram determinados em amostras de 10 discos
foliares com 1 cm de diametro. Os discos foliares foram obtidos de cinco plantas de cada
tratamento. Os discos foram inicialmente pesados para obten¢do da matéria fresca (MF),

seguidos de 7 h de incubacdo em placas de Pétri contendo dgua destilada para obtencao da



120

matéria turgescente (MT). Em seguida, os discos foliares foram colocados em estufa com
circulacao forcada de ar (60 °C) para obtencdo da matéria seca (MS). Empregou-se a férmula:

TRA = [(MF — MS)/(MT-MS)] x 100 e os resultados foram expressos em percentagens.

Trocas gasosas e teores relativos de clorofila

Nos dias em que foram realizadas as coletas, entre 8 e 10 h, foram medidas a taxa de
fotossintese liquida (A), a condutancia estomdtica (gs), a taxa de transpiracdo (E) e a
concentracdo interna de CO, (C;). Utilizou-se um analisador portétil de gds no infravermelho
(IRGA, mod. LCi, ADC, Hoddesdon, UK), portando uma fonte de luz com intensidade de
1.500 pmol.m™.s™ (ADC, Hoddesdon, UK).

Os teores relativos de clorofila total foram estimados com um medidor de clorofila
portatil (Minolta SPAD-502, Osaka, Japao). As medig¢des, tanto das trocas gasosas quanto dos
teores relativos de clorofila, foram efetuadas na primeira folha completamente expandida, a

contar do dpice, e em condi¢des de temperatura e umidade do ar ambientais.

Preparacao dos extratos de folhas e raizes

O extrato base para as andlises quimicas foi obtido através da maceragdo, a 4 °C, de
0,5 g de folhas ou extremidades de raizes com 5 mL de TCA a 5%. O macerado foi filtrado
em tecido de ndilon de malha fina e centrifugado a 12 000 x g por 15 min. O sobrenadante foi
armazenado a -20 °C e posteriormente utilizado nas determinacdes dos teores de H,O,,

ascorbato (reduzido e total) e glutationa (reduzida e total).

Determinacao dos teores de H,O,

Os teores de H,O, foram determinados conforme Sergiev, Alexieva e Karanov
(1997). O meio de reacdo foi constituido de 0,5 mL de extrato; 0,5 mL de tampao fosfato de
potassio a 10 mM, pH 7; e 1 mL de KI a 1 M. A mistura foi agitada e mantida em repouso ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente por 60 min. Em seguida, procedeu-se a quantificacao
dos teores de H,O, através das medidas de absorbancia a 390 nm, utilizando-se uma curva
padrdo feita com concentragdes conhecidas de H,O,. Os teores foram expressos pmol H,O,

g MF.
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Determinacio dos teores de ascorbato

Os teores de ascorbato reduzido (AsA) e total [AsSA + ascorbato oxidado (DHA)]
foram determinados conforme Kampfenkel et al. (1995). Para a determinacdo do AsA, o meio
de reacdo foi constituido de 100 pL de extrato, 300 uL. de tampao fosfato de potassio a 200
mM, pH 7.4, 100 pL de dgua destilada, 500 uL de 4&cido tricloroacético (TCA) a 10%, 400
uL de H,PO4 a 42%, 400 pL de bipiridil a 4%, em etanol a 70%, e 200 uL de FeCl; a 3%. A
mistura foi agitada e mantida em banho-maria a 42 °C, por 40 min, seguida de banho de gelo
para interromper a reagao.

O ascorbato total foi determinado apds a redu¢do do DHA pelo ditiotreitol (DTT).
Para a determinacdo do ascorbato total adicionaram-se 100 uL. de extrato, 100 uL. de DTT a
10 mM (em tampao fosfato de potdssio a 200 mM, pH 7,4), 200 pL tampao fosfato de
potassio a 200 mM, pH 7.4, sendo a mistura agitada e mantida em banho-maria a 42 °C por
15 min. Em seguida, adicionaram-se 100 uL. de N-etilmaleiamida a 0,5% e aguardou-se o
tempo de 2 min para entdo acrescentar os demais reagentes: 500 uL. de TCA a 10%, 400 uL
de H,PO4 a 42%, 400 uL de bipiridil a 4%, em etanol a 70% e 200 uL de FeCls a 3%. A
mistura foi agitada e mantida em banho-maria a 42 °C, por 40 min, seguida de banho de gelo
para interromper a reagao.

Os contetidos de AsA e AsA + DHA foram determinados através das medidas de
absorbancia a 525 nm, utilizando-se uma curva padrao feita com concentra¢des conhecidas de
L-ascorbato. Os teores foram expressos em pmol g' MF. O estado redox do ascorbato foi
calculado usando a seguinte equagdo: [(AsA)/(AsA + DHA) x 100] e expresso em

percentagem.

Determinacio dos teores de glutationa

Os teores de glutationa reduzida (GSH) e total [GSH + glutationa oxidada (GSSG)]
foram determinados conforme Griffith e al. (1980). Para a determinacao da GSH, o meio de
reacdo foi constituido de 200 uL de extrato, 2600 uL de tampao fosfato de sédio a 150 mM,
pH 7,4 e 200 uL de tampao fosfato de sédio a 100 mM pH 6,8 contendo 5,5 ditio-bis 2 dcido-
nitrobenzéico (DTNB) a 6 mM. A mistura foi agitada e mantida em banho-maria a 30 °C por
10 min, seguida de banho de gelo para interromper a reacgao.

A glutationa total foi determinada apds a reducdo da GSSG pela acdo da enzima
redutase da glutationa (GR). Para a determinacdo da glutationa total adicionaram-se 200 puL

de extrato e 1600 uL de tampao fosfato de s6dio a 150 mM, pH 7.4 contendo uma unidade da
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enzima GR. A mistura foi agitada e mantida em banho-maria a 30 °C por 10 min. Em seguida,
adicionaram-se 1000 uLL. de NADPH a 150 uM e manteve-se a mistura de reacdo em banho-
maria a 30 °C por 10 min. Finalmente, acrescentaram-se 200 UL de tampao fosfato de sédio a
200 mM, pH 6,8 contendo DTNB a 6 mM, sendo os tubos de ensaio agitados e deixados em
banho-maria a 30 °C por 10 min, seguido de banho de gelo para interromper a reacao.

Os conteddos de GSH e GSH + GSSG foram determinados através das medidas de
absorbancia a 412 nm, utilizando-se uma curva padrao feita com concentra¢des conhecidas de
glutationa reduzida. Os teores foram expressos em pmol g MF. O estado redox da glutationa
foi calculado usando a seguinte equacdo: [(GSH)/(GSH + GSSG) x 100] e expresso como em

percentagem.

Resultados e discussao
Area foliar, teores de clorofila e teores relativos de agua

A drea foliar, os teores de clorofila e os teores relativos de dgua sdo mostrados na
figura 1. A salinidade reduziu a édrea foliar (AF) das plantas de milho, em comparagdo aquelas
desenvolvidas sob as condi¢des controle e a pulverizacdo foliar com H,O, reduziu este efeito
deletério (Figura 1A). Na coleta realizada aos 7 dias da dltima adi¢ao de sal (DAS), ndo
houve diferencga significativa entre os tratamentos controle/H,O, e controle/dgua. Contudo,
nos tratamentos salino/dgua e salino/H,O, a AF mostrou-se 68% e 33% inferiores ao
tratamento controle/dgua, respectivamente. Aos 14 DAS, o tratamento controle/H,O;
apresentou valores 15% inferiores aos do tratamento controle/dgua. A salinidade reduziu a AF
nos tratamentos salino/dgua e salino/H,0, em 80% e 63% respectivamente, em relacdo ao
tratamento controle/dgua. Adicionalmente, aos 7 e 14 DAS, a AF no tratamento salino/H,O,
mostrou-se 146% e 85%, maiores do que no tratamento salino/dgua, respectivamente.

Reducdes na AF em plantas submetidas a salinidade com NaCl tém sido observadas
por vérios autores (COSTA et al., 2003 e FREITAS et al., 2011, em feijao-de-corda;
LACERDA et al., 2003 e FREITAS et al., 2011, em sorgo; AZEVEDO NETO et al., 2005,
em milho; FREITAS et al., 2011, em algodao). Contudo, verificou-se que a pulverizacao
foliar com H,0O, foi eficaz na reversao parcial dos efeitos deletérios da salinidade, fato ja
observado em monocotiledoneas crescendo sob condi¢des salinas. Em milho, o H;O, foi

aplicado no sistema radicular (AZEVEDO NETO et al., 2005) ou nas sementes
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Figura 1. Area foliar (A), teores de clorofila (B) e teores relativos de dgua (C) de plantas de
milho sob condi¢des controle ou salina (NaCl a 80 mM), pulverizadas com dgua destilada ou
H,0; (10 mM), aos 7 e 14 dias da ultima adi¢dao de sal. Em um mesmo tempo de coleta,
valores seguidos pela mesma letra maitscula ou mintscula ndo sdo estatisticamente diferentes

entre si para os tratamentos de NaCl e H,0,, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey
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(GONDIM et al., 2010); em plantas de trigo, nas sementes (WAHID et al., 2007); e em
plantas de arroz, no sistema radicular (UCHIDA et al., 2002). Em todos os estudos
supracitados, o H,O, mostrou-se capaz em conferir as plantas maior tolerancia a salinidade.
Contudo, no presente trabalho, assim como observado por Gondim et al. (2012), o H,O, foi
aplicado por meio de pulverizagdo foliar, mostrando-se uma nova alternativa para o0s
agricultores, visto que poderia ser aplicado em diferentes estadios de desenvolvimento da
planta.

Aos 7 DAS, observou-se um acréscimo nos teores de clorofila nas plantas submetidas
a salinidade em comparacdo aquelas crescendo sob condi¢des controle (Figura 1B).
Verificou-se ainda que a pulverizacio foliar com H,O, aumentou os teores de clorofila em
relacdo as plantas que foram pulverizadas com agua destilada. Além disso, neste mesmo
tempo, o tratamento controle/H,O, mostrou-se 5% superior ao tratamento controle/agua. Nos
tratamentos salino/dgua e salino/H,0O, os teores de clorofila mostraram-se 22% e 30%
superiores aos tratamentos controle/agua, respectivamente. Aos 14 DAS, os teores de clorofila
no tratamento controle/H,O, mostrou-se 7% superior ao tratamento controle/dgua. O
tratamento salino/dgua foi 15% inferior ao tratamento controle/dgua. Contudo, no tratamento
salino/H,0,, os teores de clorofila ndo diferiram significativamente do tratamento
controle/dgua. Adicionalmente, aos 7 e 14 DAS, os teores de clorofila no tratamento
salino/H,O, mostraram-se 7% e 19%, maiores do que no tratamento salino/dgua,
respectivamente.

Para Singh e Dubey (1995), a perda de clorofila é considerada um marcador celular de
estresse salino. Outros autores trabalhando com plantas de milho expostas a salinidade
encontraram diminui¢do nos teores de clorofila com o aumento da salinidade (TURAN et al.
2009; CHA-UM; KIRDMANEE, 2009). Meloni et al. (2003), trabalhando com plantas de
algodao crescendo sob condic¢des salinas, verificaram redugdes nos teores de clorofila em
cultivares sensiveis a salinidade. Ja no cultivar considerado tolerante a salinidade, observou-
se manuten¢do dos teores semelhantes aos das plantas que cresceram sob condi¢des controle.
Deste modo, o incremento nos teores de clorofila em consequéncia da salinidade (aos 7 DAS)
e sua manuten¢do nas plantas do tratamento salino/H,O, a valores semelhantes aos das
plantas crescendo sob condi¢des controle (14 DAS) parece estar relacionado com o aumento
da tolerancia ao estresse salino

Aos 7 e 14 DAS, nao foram encontradas diferencas significativas nos teores relativos
de 4gua (TRA) entre os tratamentos controle/dgua, controle/H,0; e salino/H,0O, (Figura 1C).

Contudo, os TRA sofreram decréscimos no tratamento salino/dgua de 6 e 11%, em relagédo ao
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tratamento controle/dgua, aos 7 e 14 DAS, respectivamente. Adicionalmente, aos 7 e 14 DAS,
os TRA no tratamento salino/H,O, mostraram-se 7% e 11%, maiores do que no tratamento
salino/dgua, respectivamente.

O decréscimo do vigor em plantas estressadas pode estar associado a reducdes nos
TRA, sendo essas reducdes encontradas por outros autores (HALDER; BURRAGE, 2003, em
plantas de arroz; FARKHONDEH, NABIZADEH e JALILNEZHAD et al., 2012, em plantas
de beterraba e KHOLOVA et al., 2009, em planta de milho). J4 Sairam, Rao e Srivastava
(2002), e El-bassiouny e Bekheta (2005), trabalhando com gendtipos de trigo com tolerancia
diferencial a salinidade, observaram reduc¢des mais acentuadas nos TRA nas plantas do
cultivar sensivel. No presente trabalho, a aplicagcdo foliar com H,0, mostrou-se eficiente em
diminuir os efeitos deletérios da salinidade sobre os TRA, visto que as redugdes nesse

parametro s6 foram detectadas no tratamento salino/agua.

Taxa de fotossintese liquida, condutancia estomatica, taxa de transpiracao e
concentracao interna de CO,

Os resultados sobre a taxa de fotossintese liquida (A), a condutancia estomética (gs), a
taxa de transpiracao (E) e a concentracdo interna de CO, (Ci) sdo mostrados na figura 2. Para
A (Figura 2A), aos 7 DAS, o tratamento controle/H,0, mostrou-se 8% superior ao tratamento
controle/agua, contudo nao houve diferenca significativa entre esses dois tratamentos na
coleta aos 14 DAS. Nesses dois tempos de coleta, a salinidade ocasionou reducdo em A. Aos
7 e 14 DAS, os valores de A no tratamento salino/dgua foram 39% e 48% inferiores aos dos
respectivos tratamentos controle/dgua. Contudo, no tratamento salino/H,O, essas reducdes
foram menos acentuadas, sendo os valores 30% e 15% menores do que no tratamento
controle/agua, aos 7 e 14 DAS, respectivamente. Dessa forma, nesses dois tempos, os valores
de A no tratamento salino/H,O, mostraram-se 15% e 62%, maiores do que no tratamento
salino/agua, respectivamente.

A condutancia estomadtica (g,) foi fortemente reduzida pela salinidade e a pulverizacao
foliar com H,O, mostrou-se eficaz na reducao parcial deste efeito (Figura 2B). Aos 7 DAS, o
tratamento controle/H,O, mostrou-se 36% superior ao tratamento controle/dgua. Contudo,
nao houve diferenca significativa entre esses dois tratamentos aos 14 DAS. Aos 7 e 14 DAS,
os valores de g no tratamento salino/dgua foram 77% e 70% inferiores aos do tratamento
controle/dgua. Entretanto, no tratamento salino/H,O, estas reducdes foram menos

pronunciadas, 66% e 57% menores do que no tratamento controle/dgua, aos 7 e 14 DAS,
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Figura 2. Taxa de fotossintese liquida (A), condutincia estomadtica (B), taxa de transpira¢io

(C) e concentragdo interna de CO, (D) de plantas de milho sob condi¢des controle ou salina

(NaCl a 80 mM), pulverizadas com agua destilada ou H,O, (10 mM), aos 7 e 14 dias da

ultima adicdo de sal. Em um mesmo tempo de coleta, valores seguidos pela mesma letra

maiuscula ou mintscula ndo sdo estatisticamente diferentes entre si para os tratamentos de

NaCl e H,0,, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).
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respectivamente. Além disso, aos 7 e 14 DAS, os valores de g, no tratamento salino/H,O,
mostraram-se 46% e 75%, maiores do que no tratamento salino/dgua, respectivamente.

A taxa de transpiracdo (E) (Figura 2C) apresentou comportamento semelhante a A e
gs. Este parametro foi fortemente reduzido pela salinidade e a pulverizag¢do foliar com H,O,
também se mostrou eficaz na reducdo parcial deste efeito. Aos 7 DAS, o tratamento
controle/H,O, apresentou valores ca. de 15% superiores aos tratamento controle/agua.
Contudo, nao houve diferencga significativa entre esses dois tratamentos aos 14 DAS. Aos 7 e
14 DAS, os valores de E no tratamento salino/dgua foram, respectivamente, 58% e 66%
inferiores aos do tratamento controle/dgua. Todavia, no tratamento salino/H,O, estas reducdes
foram menos acentuadas, sendo os valores 44% e 39% menores do que os dos tratamentos
controle/dgua, aos 7 e 14 DAS, respectivamente. Adicionalmente, aos 7 e 14 DAS, os valores
de E no tratamento salino/H,O, mostraram-se 55% e 76%, maiores do que no tratamento
salino/agua, respectivamente.

Aos 7 e 14 DAS, a concentracio interna de CO, (Ci) ndo diferiu significativamente
entre os tratamentos controle/dgua e controle/H,O, e foi reduzida em ambos os tratamentos
salinos (Figura 2D). O tratamento salino/dgua mostrou-se 47% e 49% inferior ao tratamento
controle/dgua, aos 7 e 14 DAS, respectivamente. Entretanto, no tratamento salino/H,0,, estas
reducdes foram menos pronunciadas e os valores foram 31% e 38% inferiores aos do
tratamento controle/dgua. Além disso, aos 7 e 14 DAS, os valores de Ci no tratamento
salino/H,O, mostraram-se 28% e 20%, maiores do que no tratamento salino/dgua,

respectivamente.

Em glicéfitas, como as plantas de milho, acredita-se que a inibicdo da taxa
fotossintética (A) pela salinidade possa ser atribuida, pelo menos em parte, ao fechamento
estomatico (STEDUTO et al., 2000). Para Chatrath, Mandal e Anuradha (2000), durante o
estresse salino, as plantas precisam fechar seus estdmatos para evitar a perda excessiva de
dgua e com isso restringem a entrada de CO,. Silva et al. (2011), em plantas de pinhdo manso,
sugeriram que nos primeiros dias de exposi¢do a salinidade, a taxa fotossintética teria sido
reduzida simplesmente devido ao fechamento estomdtico ocasionado pela salinidade. Por
outro lado, com a exposi¢ao mais prolongada a salinidade, os autores atribuiram a diminuicao
da fotossintese aos efeitos estomdticos e bioquimicos. No presente trabalho, em ambos os
tratamentos salinos (salino/dgua e salino/H,0,), a fotossintese parece ter sido reduzida, pelo
menos em parte, devido ao fechamento estomatico. Corroborando com essa observacdo, os

niveis de C; foram baixos nos tratamentos salinos, mostrando haver limita¢do na entrada de
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CO; e sua utilizacdo pela maquinaria fotossintética. Contudo, de modo geral, para as trocas
gasosas (A, g, E e Cj), verificou-se que os parametros foram reduzidos pela salinidade e que a
pulverizagao foliar com H,0O, mostrou-se eficiente na reversdo parcial destes efeitos
deletérios. Semelhantemente, Wahid et al. (2007), trabalhando com plantas de trigo oriundas
de sementes pré-tratadas com concentragdes crescentes de H,O, e submetidas a salinidade,
observaram que o pré-tratamento de sementes de trigo com H,0O,, principalmente na
concentracao de 80 uM, foi capaz de elevar os valores de A, E e g;, em comparagdo as plantas
provenientes de sementes nao pré-tratadas, tendo os valores se aproximado daqueles
encontrados de plantas sob condi¢des controle. Para Cj, ndo foram encontradas grandes

diferencas entre os tratamentos.

Teores de H,O; nas folhas e raizes

Nas folhas (Figura 3A), de modo geral, o teores de H,O, foram aumentados pela
salinidade e a pulverizacdo foliar com H,0O, mostrou-se eficiente em reduzir este efeito. O
tratamento salino/dgua mostrou-se 51% e 44% superior ao tratamento controle/dgua, aos 7 e
14 DAS, respectivamente. Entretanto, no tratamento salino/H,0O,, este acréscimo foi menos
acentuado, sendo os valores 5% superiores aos do tratamento controle/agua aos 7 DAS e ndo
diferindo significativamente dos tratamentos controle aos 14 DAS. Adicionalmente, aos 7 e
14 DAS, os teores de H,O, no tratamento salino/H,O, mostraram-se 31% e 30%, inferiores
aos do tratamento salino/dgua, respectivamente.

Nas raizes (Figura 3B), aos 7 DAS, a salinidade também ocasionou incrementos nos
teores de H,O, sendo estes menos pronunciados nas plantas que receberam pulverizagdo foliar
com H;0,. O tratamento salino/dgua mostrou-se 126% superior ao tratamento controle/agua.
No tratamento salino/H,O,, este acréscimo foi menos acentuado, sendo os valores 78%
superiores aos do tratamento controle/dgua. Nao houve diferengas significativas nos teores de
H,0, entre os tratamentos aos 14 DAS.

De acordo com Quan et al. (2008), o excesso de H,O, pode conduzir ao estresse
oxidativo em plantas, o qual pode ocasionar o processo de morte celular. Embora no presente
trabalho tenha sido feita aplica¢do exdgena de H,O,, de modo geral, verificou-se que mesmo
sob condicdes salinas, os teores de H,O, foram mantidos proximos aos das plantas crescendo
sob condicdes controle. Agarwal et al. (2005), trabalhando com plantas de trigo, sugeriram

que o H,0, produzido em reposta a aplicacio exdgena de Ca** ou moléculas sinalizadoras



129

Figura 3. Teores de H,O, nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantas de milho sob condi¢des
controle ou salina (NaCl a 80 mM), pulverizadas com dgua destilada ou H,O, (10 mM) aos 7
e 14 dias da ultima adi¢do de sal. Em um mesmo tempo de coleta, valores seguidos pela
mesma letra maidscula ou minudscula ndo sdo estatisticamente diferentes entre si para os

tratamentos de NaCl e H,0,, respectivamente, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).
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(ABA e 4acido salicilico) poderia induzir a sintese ou ativagdo de fatores de transcri¢ao
associados a indu¢do de vdrias enzimas antioxidantes. Gondim et al. (2012), estudando o

mesmo gendtipo de milho aqui estudado, observaram que a pulverizag¢ao foliar com H;0,; a
10 mM minorou o efeito do estresse salino na producdo de matéria seca das plantas. Os
autores atribuiram esse efeito ao observado estimulo do sistema enzimadtico antioxidativo,

diminuindo os efeitos deletérios do estresse oxidativo gerado pela salinidade.

Teores de ascorbato reduzido e total e estado redox do ascorbato nas folhas e raizes

A salinidade aumentou os teores de ascorbato reduzido nas folhas das plantas de milho
aos 7 e 14 DAS (Figura 4A), ndo sendo observadas diferencas significativas entre os
tratamentos controle/dgua e controle/H,0,. O tratamento salino/dgua mostrou-se 26% e 35%
superior ao tratamento controle/dgua, aos 7 e 14 DAS, respectivamente. No tratamento
salino/H,0, das plantas coletadas aos 7 DAS, este acréscimo foi mais acentuado, sendo
observado um valor 42% superior aquele do tratamento controle/dgua. Aos 14 DAS, ndo
houve diferenca significativa entre o tratamento salino/dgua e o tratamento salino/H,0O,.

Os teores de ascorbato total nas folhas (Figura 4C) apresentaram comportamento
semelhante ao do ascorbato reduzido nas folhas (Figura 4A), sendo aumentados pela
salinidade e ndo havendo diferencas significativas entre os tratamentos controle/dgua e
controle/H,O,, aos 7 e 14 DAS. O tratamento salino/dgua apresentou-se 18% e 40% superior
ao tratamento controle/dgua, aos 7 e 14 DAS, respectivamente. Como verificado para os
teores de ascorbato reduzido aos 7 DAS, no tratamento salino/H,O, este acréscimo foi mais
acentuado, sendo observado um valor 33% superior aquele do tratamento controle/agua.
Adicionalmente, aos 7 DAS, os teores de ascorbato total nas folhas do tratamento salino/H,O,
mostraram-se 12% maiores do que no tratamento salino/agua.

Apesar de terem sido verificados incrementos nos teores de ascorbato reduzido nas
folhas das plantas de milho (Figura 4A) em consequéncia da salinidade, este fato ndo se
refletiu em um aumento do estado redox do ascorbato nas folhas (Figura 4E). Este fato pode
ser explicado pelo incremento semelhante encontrado nos teores de ascorbato total nas folhas
dos tratamentos salinos.

Diferentemente das folhas, nas raizes, os teores de ascorbato reduzido foram
diminuidos em consequéncia da salinidade em ambas as coletas (Figura 4B). Aos 7 DAS, o
tratamento salino/dgua apresentou valor 17% inferior aquele do tratamento controle/agua,

enquanto o tratamento salino/H,O, sofreu redug¢do de apenas 3% em comparacdo com o
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Figura 4. Teores de ascorbato reduzido nas folhas (A) e nas raizes (B), teores de ascorbato

total nas folhas (C) e nas raizes (D) e estado redox do ascorbato nas folhas (E) e nas raizes (F)

de plantas de milho sob condi¢des controle ou salina (NaCl a 80 mM), pulverizadas com dgua

destilada ou H,O, (10 mM) aos 7 e 14 dias da ultima adicao de sal. Em um mesmo tempo de

coleta, valores seguidos pela mesma letra maidscula ou mintscula ndo s3o estatisticamente

diferentes entre si para os tratamentos de NaCl e H,O,, respectivamente, de acordo com o

teste de Tukey (P <0,05).
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tratamento controle/agua. Aos 14 DAS, ndo foram observados efeitos da pulverizacdo foliar
com H;0; tanto em condicdes controle como em condi¢gdes salinas. Contudo, constatou-se
que ambos os tratamentos salinos sofreram reducdo de 45% em compara¢ao com o tratamento
controle/dgua. Porém, aos 7 DAS, os teores de ascorbato reduzido nas raizes do tratamento
salino/H,O, mostraram-se 17% maiores do que no tratamento salino/dgua.

Aos 7 DAS, ndo foram encontradas diferencgas significativas entre os tratamentos nos
teores de ascorbato total das raizes (Figura 4D) das plantas de milho. Contudo, aos 14 DAS,
os teores de ascorbato total nas raizes mostraram comportamento semelhante ao encontrado
para os teores de ascorbato reduzido (Figura 4B), sendo reduzidos pela salinidade. Nao foram
observados efeitos da pulverizacdo foliar com H,0, tanto em condi¢des controle como em
condicdes salinas. Além disso, constatou-se que os tratamentos salinos sofreram reducao
média de 48% em comparagdo com o tratamento controle/agua.

Aos 7 DAS, o estado redox do ascorbato nas raizes (Figura 4F) apresentou
comportamento semelhante ao encontrado para os teores de ascorbato reduzido nas raizes
(Figura 4B). Este fato pode ser justificado pela auséncia de diferengas significativas nos
teores de ascorbato total (Figura 4D) entre os tratamentos. Aos 14 DAS, apesar de terem sido
encontradas reducdes nos teores de ascorbato reduzido nas raizes em consequéncia da
salinidade (Figura 4B), ndo foram detectadas diferencas significativas no estado redox do
ascorbato entre os tratamentos. Este fendmeno pode ser explicado em consequéncia da
semelhante diminui¢do nos teores de ascorbato total (Figura 4D) nos tratamentos salinos em
comparag@o com os tratamentos controle.

O AsA é um composto solivel presente de forma ubiqua nos organismos
fotossintetizantes, agindo como um importante antioxidante nas células das plantas
(NAKANO; ASADA, 1981). Tem sido verificado na literatura que os teores de AsA e as
alteracdes no estado redox do ascorbato estdo correlacionados diretamente com o aumento de
tolerancia a estresses em uma variedade de espécies de plantas (NOCTOR; FOYER, 1998;
WANG et al., 2010; XU et al., 2011). No entanto, no presente trabalho, o estado redox do
ascorbato nao foi alterado pela salinidade ou pela pulverizagao foliar com perdxido de
hidrogénio, mas, mostrou-se elevado quando comparado com estudos realizados em plantas
de trigo (XU et al., 2011) e de arroz (BONIFACIO er al., 2011) submetidas aos estresses por
aluminio e NaCl, respectivamente. Além disso, os teores de ascorbato mostraram-se mais
elevados nas folhas do que nas raizes. Sabe-se que as folhas sdo os locais onde ocorrem os
processos de fotorrespiracdo e fotossintese, e que este Ultimo pode ser reduzido devido aos

efeitos nocivos gerados pelas ROS produzidas sob condicdes de estresse salino (CHAVES;
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OLIVEIRA, 2004), as quais podem afetar seriamente a maquinaria fotossintética (ORT,
2001). E possivel que as plantas de milho tenham aumentado os teores de ascorbato reduzido
e total nas suas folhas como estratégia para combater os efeitos nocivos gerados pelas ROS
sob condicdes de estresse salino. Para Noctor e Foyer (1998), o ascorbato pode reagir
diretamente com radicais hidroxil, superéxido e oxigénio singleto, podendo conferir protecao

oxidativa em plantas expostas a estresses.

Teores de glutationa reduzida, total e estado redox da glutationa nas folhas e raizes

Nas folhas, os teores de glutationa reduzida (Figura 5A) foram aumentados pela
salinidade em ambas as coletas. As médias dos tratamentos salinos apresentaram valores 49%
e 18% superiores aos valores dos respectivos tratamentos controle/dgua, aos 7 e 14 DAS,
respectivamente. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos
salino/dgua e salino/H,0,. Ja com relagdo os teores de glutationa total nas folhas, aos 7 e 14
DAS, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 5C). Por
outro lado, o estado redox da glutationa nas folhas (Figura 5E) apresentou comportamento
semelhante ao encontrado para os teores de glutationa reduzida nas folhas (Figura 5A). Este
fato pode ser explicado em virtude da pequena variagdo encontrada nos teores de glutationa
total (Figura 5C) entre os tratamentos. Adicionalmente, verificou-se que, em média, os teores
de glutationa total nas folhas (Figura 5C) mostraram-se, aproximadamente, 7,6 vezes maiores
do que os teores de ascorbato total nas folhas (Figura 4C).

Com relacdo aos teores de glutationa reduzida nas raizes (Figura 5B), somente foram
encontrados valores significativos nos tratamentos controle e somente aos 14 DAS, sendo o
controle/H,O, 30% superior ao controle/dgua.

Aos 7 DAS, nao foram observados efeitos da pulverizagao foliar com H,O, nos teores
de glutationa total nas raizes (Figura 5D) tanto em condicdes controle como em condi¢des
salinas. Contudo, constatou-se que ambos os tratamentos salinos sofreram redugdo de 61% em
comparagdo com o tratamento controle/dgua. Aos 14 DAS, os teores de glutationa total nas
raizes do tratamento controle/H,O, mostraram-se 25% superiores aos do tratamento
controle/agua.

A salinidade ocasionou reducao nesse parametro. Os valores no tratamento salino/dgua
foram 33% inferiores aos do tratamento controle/dgua. Contudo, no tratamento salino/H,0O,
estas redugdes foram menos acentuadas, os valores foram 22% menores do que no
tratamento controle/dgua. Adicionalmente, aos 14 DAS, os valores no tratamento salino/H,O,

mostraram-se 15% maiores do que no tratamento salino/agua.
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Figura 5. Teores de glutationa reduzida nas folhas (A) e nas raizes (B), teores de glutationa

total nas folhas (C) e nas raizes (D) e estado redox da glutationa nas folhas (E) e nas raizes (F)

de plantas de milho sob condi¢des controle ou salina (NaCl a 80 mM), pulverizadas com dgua

destilada ou H,O, (10 mM) aos 7 e 14 dias da ultima adic@o de sal. Em um mesmo tempo de

coleta, valores seguidos pela mesma letra maidscula ou mintscula ndo s3o estatisticamente

diferentes entre si para os tratamentos de NaCl e H,O,, respectivamente, de acordo com o

teste de Tukey (P <0,05).
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O estado redox da glutationa nas raizes (Figura 5F) apresentou comportamento
semelhante ao encontrado para os teores de glutationa reduzida nas raizes (Figura 5C), sendo
detectados valores apenas nos tratamentos controle, aos 14 DAS. Adicionalmente, verificou-
se que, em média, os teores de glutationa total nas raizes (Figura 5D) mostraram-se,
aproximadamente, 5,5 vezes maiores do que os teores de ascorbato total nas raizes (Figura
4D).

A glutationa reduzida exerce uma importante fun¢do no sistema de defesa
antioxidativa em folhas, visto que ela ndo somente participa no processo de regenera¢ido do
AsA através da enzima redutase do DHA como também reage diretamente com as ROS como
oxigénio singleto e o radical "OH protegendo os grupos tiol das proteinas (ASADA, 1994).
No presente trabalho, verificou-se que a salinidade aumentou os teores de GSH e AsA nas
folhas das plantas de milho bem como foram detectadas redugdes nos valores de g, e A. Essas
redugdes em g, ocasionadas pela salinidade podem reduzir o funcionamento normal do ciclo
de Calvin, visto que nessas condi¢des ocorre um aumento na razio NADPH/NADP®,
havendo, portanto uma caréncia de NADP' para a a fase fotoquimica da fotossintese. E
possivel que o aumento na atividade das enzimas que levam a sintese de GSH e AsA (enzimas
do ciclo do ascorbato-glutationa como a redutase do monodesidroascorbato e a GR) possam
contribuir para aumentar a disponibilidade de NADP*, visto que a a¢dio conjunta dessas
enzimas consome NADPH convertendo-o em NADP", tornando-o disponivel para o processo
fotossintético.

Gossett, Millhollon e Lucas (1994), trabalhando com cultivares de algodao tolerantes a
salinidade sugeriram que os elevados teores de antioxidantes, AsA e GSH, aliados a um
eficiente ciclo do ascorbato-glutationa estariam associados a tolerancia a salinidade. No
presente trabalho, os teores de GSH foram aumentados em consequéncia da salinidade
somente nas folhas, independente da aplicacao foliar de H,O,. Nas raizes, regido da planta em
contato direto com a exposi¢ao ao sal, ndo foram detectados niveis significativos de GSH nas
plantas submetidas a salinidade. Conforme Parida et al. (2004), para remover o H,0O, gerado
durante o estresse oxidativo, pela acdo da enzima peroxidase do ascorbato, as plantas
requerem AsA e GSH. Os teores de AsA e GSH exercem um papel importante na defesa das
plantas contra o estresse oxidativo e o seu decréscimo pode ser relacionado ao aumento na
atividade das enzimas APX e GR que atuam na desintoxica¢do das ROS através do ciclo do

ascorbato-glutationa (PARIDA et al., 2004).
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Conclusao

O pré-tratamento das plantas de milho por meio de pulverizacdo foliar com perdxido
de hidrogénio induziu aclimatacdo das plantas ao estresse salino, revertendo parcialmente os
efeitos deletérios da salinidade. Sob condig¢des salinas, o pré-tratamento com H,0O, ocasionou
incrementos na drea foliar, nos teores relativos de 4gua, nos teores relativos de clorofila e nas
trocas gasosas, bem como levou a diminui¢d@o nos teores de H,O,. O pré-tratamento por meio
de pulverizacdo foliar com H,O, ndo alterou o estado redox dos antioxidantes analisados

(ascorbato e glutationa).
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Os resultados mostraram que o pré-tratamento das plantas de milho por meio da
pulverizagao foliar com peréxido de hidrogénio induziu aclimatacdo das plantas ao estresse
salino, revertendo parcialmente os efeitos deletérios da salinidade. A pulverizagao com H,0O,

influenciou positivamente varios processos fisioldgicos e bioquimicos.

No primeito capitulo, analisaram-se os efeitos do H,O, no crescimento € no acimulo
de solutos organicos e inorganicos em plantas de milho sob estresse salino. Observou-se que a
pulverizagdo foliar com H,0, ocasionou um maior acimulo de proteinas soliveis,
carboidratos soltiveis e NO3; bem como menores aciimulos de Na" e CI'. Constatou-se que as
plantas pulverizadas com H;0O, e submetidas a salinidade apresentaram os niveis mais
elevados de carboidratos soliveis, e que, provavelmente isso possa ter contribuido para o
ajustamento osmotico das plantas de milho sob condi¢des salinas. Aliado a isso, destacam-se
os menores acimulos dos fons téxicos, Na* e CI', bem como o aumento nos teores de um fon

benéfico, o NO3

No segundo capitulo, estudaram-se os efeitos da pulverizacdo com H,O, sobre o
sistema enzimdtico antioxidativo e na peroxidacdo dos lipidios em plantas de milho
submetidas a salinidade. Semelhantemente ao primeiro capitulo, a pulverizacio com H,O,
também se mostrou benéfica quando esses parametros foram analisados. Sob condicdes
salinas, o sistema enzimatico antioxidativo foi induzido e a peroxidacdo dos lipidios mostrou-
se menor nas plantas pulverizadas com H,O, do que naquelas pulverizadas com &gua.
Contudo, atrubui-se a redugdo dos efeitos deletérios da salinidade no crescimento das plantas,

principalmente, ao aumento na atividade e na expressao da CAT.

No terceiro capitulo, estudaram-se os efeitos da pulverizacdo com H,O, sobre os
teores de clorofila, os teores relativos de dgua, as trocas gasosas, os teores de H,O,, ascorbato
e glutationa em plantas de milho submetidas a salinidade. De modo geral, como observado no

primeiro € no segundo capitulo, a pulverizacio com H,0O, mostrou-se benéfica nesses
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parametros. Contudo, o pré-tratamento por meio de pulverizagdo foliar com H,O, ndo alterou

o estado redox dos antioxidantes analisados (ascorbato e glutationa).

De modo geral, conclui-se que a pulverizacao foliar com H,0O, se apresenta como uma

alternativa para minimizar os efeitos deletérios da salinidade sobre as plantas de milho.
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Effects of H,0, on the growth and solutes accumulation in maize plants under salt

stress

Franklin Aragio Gondim®, Enéas Gomes-Filho'*, Elton Camelo Marques* e José Tarquinio Prisco’

Resumo - Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da aplicacdo foliar de H,0, no crescimento e nos teores de
solutos organicos e inorganicos de plantas de milho desenvolvidas sob condi¢des salinas. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo. sob condigdes hidroponicas. Oito dias apds a semeadura. as plantulas foram pulverizadas com agua destilada
(controle) ou solugdo aquosa de H,Q, na concentragao de 10 mM e. 48 h apds o inicio da pulverizagdo. foram submetidas ao
tratamento com NaCl a 80 mM. Foram realizadas duas coletas, com 96 e 240 h do inicio da pulverizacdo. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial 2 (NaCl a 0 ou 80 mM) x 2 (F,0, a 0 ou 10 mM), com
cinco repeticdes. Os dados de cada tempo de coleta (96 h ou 240 h) foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (P = 0.05). O pré-tratamento de pulverizacio das plantas de milho com H,0, induziu
aclimatacdo das plantas de milho ao estresse salino. revertendo parcialmente os efeitos deletérios da salinidade no crescimento.
Este efeito pode ser atribuido. pelo menos em parte. a um maior aciimulo de proteinas soluveis, carboidratos soliveis e NO,,
bem como a um menor actimulo de ions téxicos (Na~ e Cl') nas folhas.

Palavras-chave - Aclimatacdo. Estresse salino. Peroxido de hidrogénio. Pré-tratamento. Zea mays.

Abstract - The aim of this study was to evaluate the effects of foliar application of H,O, on plant growth and on the levels
of organic and inorganic solutes in maize plants under salt stress. The experiments were conducted in a greenhouse
under hydroponic conditions. Eight days after sowing. the seedlings were sprayed with a 10 mM H,0, solution or with
distilled water (as a control). Forty-eight hours after the beginning of spraving. they were subjected to treatment with
NaCl at 80 mM. Two harvests were carried out: 96 and 240 hours after the start of spraying. The experimental design
was completely randomized following a factorial arrangment 2 (NaCl at 0 or 80 mM) x 2 (H,0, at 0 or 10 mM). with five
replicates. The data for each harvest time (96 or 240 h) were submitted to analysis of Varian_ce_(ANO\-"A) and the means
were compared through Tukey’s test (P = 0.05).The results showed that foliar application of H,0, produced acclimation
of the plants to salt stress, decreasing the deleterious effects of salinity on the growth of the maize. This effect can be
attributed, at least partially. to a larger build up of proteins, and soluble carbohydrates and NO, as well as lower levels
of Cl- and Na® in the foliage.

Key words - Acclimation. Salt stress. Hydrogen peroxide. Pre-treatment. Zea meyvs.
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Pretreatment in plants is recognized as a valuable strategy to stimulate plant defenses, leading to better
plant development. This study evaluated the effects of H0a leaf spraying pretreatment on plant growth
and investigated the antioxidative mechanisms involved in the response of maize plants to salt stress. It
was found that salinity reduced maize seedling growth when compared to control conditions, and H,0,
foliar spraying was effective in minimizing this effect. Analysis of the antioxidative enzymes catalase (EC

ﬁey:yord;' 1.11.1.6), guaiacol peroxidase (EC 1.11.1.7), ascorbate peroxidase (EC 1,11.1.1) and superoxide dismutase (EC
Cemanan 1.15.1.1) revealed that Ha0; spraying increased antioxidant enzyme activities, Catalase (CAT) was the
Antioxidative enzymes 2 . 2 EEr g 2
Catalise most responsive of these enzymes to Hy0,, with higher activity early (48 h) in the treatment, while
Hydrogen peroxide guaiacol peroxidase (GPX) an‘d ‘ascorbate petroxi dase (APX)were rg-sponsi ve qnl_l,-I at later stages g240 h)of
Malendialdehyde treatment. Increased CAT activity appears linked to gene expression regulation. Lower malondialdehyde
Oxidative stress levels were detected in plants with higher CAT activity, which may result from the protective function of
Salt stress this enzyme. Overall, we can conclude that pretreatment with HaO; leaf spraying was able to reduce the
Zea mays deleterious effects of salinity on seedling growth and lipid peroxidation. These responses could be

attributed to the ability of H20; to induce antioxidant defenses, especially CAT activity.

@ 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Salinity is a major abiotic stress that affects plant growth and
limits crop productivity worldwide [1] and occurs on both irrigated
and non-irrigated lands. High salt concentrations cause ion
imbalance and hyperosmotic stress in plants [2]. The problem has
been aggravated by agricultural practices such as irrigation that can
cause water tables to rise and concentrate salts in the root zone [3].
Poor quality water for irrigation and poor drainage are the main
reasons for increases in soil salinity in irrigated areas [4].

Reactive oxygen species (ROS) production is a normal
biochemical event that occurs in plants. The ROS are generated

Abbreviations: APX, ascorbate peroxidase; CAT, catalase; DM, dry mass; FM,
fresh mass; GPX, guaiacol peraxidase; HAS, hours after spraying: Hz02, hydrogen
peroxide; MDA, malondialdehyde; RDM, root dry mass; ROS, reactive oxygen
species; RT-PCR, reverse transcription and polymerase chain reaction; SDM, shoot
dry mass; SOD, superoxide dismutase.

* Corresponding author. Tel.: +55 85 3366 9405; fax: +55 85 3366 9829.

E-mail address: egomesf@ufc.br (E. Gomes-Filho).

! Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard, Av. Contorno
Norte, 10 Parque Industrial, CEP: 61925-315, Maracanad, Ceara, Brazil

0981-9428(5 — see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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during normal cellular metabolism, but there is evidence that ROS
production is increased when plants are subjected to biotic or
abiotic stresses [5]. The main ROS production sites are the chloro-
plasts, mitochondria and peroxisomes [6]. The most commonly
produced ROS are singlet oxygen ('02), hydrogen peroxide (Hz03),
and superoxide (*0z) and hydroxy!l (*OH) radicals [7,8]. H202 can
also be produced in the cytosol, plasma membrane and extracel-
lular matrix by various oxidases and cell wall peroxidases [9]. ROS,
when in excess, can have detrimental effects on plant metabolism,
causing oxidative damage to proteins, nucleic acids and lipids
essential to membrane structure [5,10].

The harmful effects of ROS in plants can be reduced or elimi-
nated by non-enzymatic and enzymatic defense systems [8]. The
non-enzymatic system includes hydrophilic compounds (such as
ascorbate and reduced glutathione) and lipophilic compounds
(such as tocopherols and carotenoids) capable of quenching ROS
[8]. The enzymatic defense system consists of superoxide dis-
mutase (SOD), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbate
peroxidase (APX) and other enzymes of the ascorbate—glutathione
cycle [3,8,11].

The antioxidant enzyme system is recognized as the main
mechanism of plant tolerance to environmental stress [12]. Many



