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RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma espécie oleaginosa, pertencente a familia
Euphorbiaceae, considerada uma boa alternativa agricola para regides aridas e semiridas,
como o Nordeste brasileiro. A salinizacdo dos solos € um problema bastante comum nessas
regides, diminuindo a produtividade de diversas culturas agricolas, por afetar negativamente o
crescimento e o desenvolvimento vegetal. Portanto, torna-se relevante a realizagdo de estudos
acerca do desenvolvimento dessa espécie em condi¢cdes de estresse salino, bem como a
avaliacdo dos efeitos do éxido nitrico (NO) na inducdo da aclimatacéo a salinidade. Objetivou-
se com esse trabalho avaliar os efeitos do pré-tratamento de sementes com nitroprussiato de
sodio (NPS), um composto que libera espontaneamente NO em solugdo, sobre a germinacéo e
0 desenvolvimento inicial de plantulas de pinhdo-manso em condicBes de estresse salino. A
concentracdo de NPS foi definida em um primeiro experimento, no qual sementes de pinhao-
manso foram germinadas em folhas de papel germitest umedecidas com é&gua destilada (pré-
tratamento com agua) ou com solugdes de NPS a 50, 75, 100 e 200 uM, por um periodo de 24
h (pré-tratamento com NPS). Posteriormente, as sementes foram transferidas para folhas de
papel germitest umedecidas com agua destilada (condicdo controle) ou com NaCl a 100 mM
(tratamento salino). Decorridos oito dias apds o pré-tratamento (DAPT), as plantulas pré-
tratadas com NPS a 75 uM foram as que apresentaram melhor desempenho em condigdes
salinas, principalmente devido as reduces significativas nos teores de Na* e na peroxidacao
lipidica, e pelas melhoras na mobilizacdo de reservas e do crescimento. Com base nisso, foi
realizado um segundo experimento, visando-se ampliar os estudos desse pré-tratamento na
fisiologia e na bioquimica das plantulas de pinhdo-manso sob condic¢des de estresse salino. O
pré-tratamento das sementes com NPS a 75 uM resultou em uma melhor germinagdo e
mobilizacdo de reservas, bem como em um maior crescimento das plantulas em condicdes
salinas, em comparacdo as ndo pré-tratadas. Além disso, o pré-tratamento promoveu uma
reducdo no acumulo dos ions Na* e ClI-, em condi¢des de estresse salino. Os danos oxidativos
no endosperma e no eixo embrionario das plantulas de pinhdo-manso foram atenuados pelo pré-
tratamento com NPS. Isso se deveu, pelo menos em parte, & inducéo do sistema antioxidativo,
enzimatico ou ndo enzimatico, sob condigdes de estresse salino, bem como pela reducéo dos
teores de H20-, sob tais condicOes. A analise da expressao génica da catalase e da redutase da
glutationa foi concordante com o aumento em atividade dessas enzimas, promovido pelo pré-
tratamento com NPS sob condicGes de salinidade. Baseado nos resultados obtidos, conclui-se
que o pré-tratamento com NPS foi eficiente na inducdo da aclimatacéo das plantulas de pinh&o-

manso ao estresse salino, principalmente por propiciar uma melhor homeostase i6nica e redox.



Palavras-chave: Estresse salino, expressdo génica, Jatropha curcas, metabolismo oxidativo,

oxido nitrico



ABSTRACT

The jatropha (Jatropha curcas L.) is an oilseed species, belonging to the family
Euphorbiaceae, considered a good alternative to agricultural arid and semi-arid regions, such
as the Brazilian Northeast. The soil salinization is a common problem in these regions, reducing
the productivity of several crops, by negatively affect the growth and plant development.
Therefore, it becomes important to carry out studies on the development of this species in salt
stress conditions, as well as the assessment of the effects of nitric oxide (NO) in the induction
of acclimation to salinity. This study evaluated the effects of pre-treatment of seeds with sodium
nitroprusside (SNP), a compound that spontaneously releases NO in solution on germination
and early development of jatropha seedlings in salt stress conditions. The concentration of NPS
was set in a first experiment, in which jatropha seeds were germinated in germitest moistened
sheets of paper with distilled water (pretreatment with water) or with NPS solutions of 50, 75,
100 and 200 M for a period of 24 hours (pre-treatment with SNP). Subsequently, the seeds were
transferred to moistened sheets germitest with distilled water (control conditions) or 100 mM
NaCl (saline treatment). After eight days after the pre-treatment (DAPT), the pretreated
seedlings with NPS to 75 uM showed the best performance in saline conditions, mainly due to
significant reductions in levels of Na + and lipid peroxidation, and the improvements in
mobilization of reserves and growth. Based on this, we performed a second experiment, which
aimed to confirm the observed results and expand the studies of pretreatment on physiology,
biochemistry and molecular biology of jatropha plants under salt stress. Pretreatment of seeds
with NPS to 75 uM resulted in better germination and mobilization of reserves, as well as
further growth of seedlings in saline conditions, compared to non-pretreated. Furthermore, the
pretreatment was a decrease in the accumulation of Na + and ClI- ions in saline stress conditions.
Oxidative damage in the endosperm and embryo axis of jatropha seedlings were attenuated by
pretreatment with NPS. This was due, at least in part, to induction of antioxidant system, both
enzymatic, nonenzymatic as under conditions of salt stress, as well as the reduction in H202
concentration under these conditions. The analysis of gene expression of CAT and GR was
consistent with the increase in activity of these enzymes, promoted by pretreatment with NPS
under saline conditions. Based on these results, it is concluded that pretreatment with NPS was
efficient in inducing acclimatization of jatropha seedlings to salt stress, mainly for allowing a

better ionic and redox homeostasis.

Keywords: gene expression, Jatropha curcas, nitric oxide, oxidative metabolism, salt stress
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1. INTRODUCAO

1.1 Justificativa

O desenvolvimento humano no planeta tem acentuado as modificagbes ambientais,
especialmente por contribuir para o aquecimento global e a destruicdo da camada de ozonio.
Por serem sésseis, as plantas estdo mais facilmente expostas a uma variedade de distarbios
ambientais. Quando essas condi¢cOes desfavoraveis se prolongam ou se intensificam, pode haver
grandes danos as culturas agricolas (TAMAOKI et al., 2004).

Aproximadamente 20% das terras cultivadas do mundo e em torno de metade das areas
irrigadas sdo afetadas pela salinidade (FAO, 2005; DIAZ-LOPEZ et al., 2012). Em areas aridas
e semidaridas, como o Nordeste brasileiro, esse problema é ainda mais grave, uma vez que essas
regides enfrentam a escassez de chuvas, bem como a elevada demanda evaporativa causada
pelas altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar (DIAZ-LOPES et al., 2012). Além disso,
a salinidade é um dos estresses ambientais mais importantes, tendo em vista que afeta
negativamente varios processos fundamentais para o metabolismo vegetal, propiciando assim
a diminuicdo da produtividade das culturas (LAUCHLI; GRATTAN, 2007).

Os principais processos fisiologicos e bioquimicos afetados pelo estresse salino sdo a
fotossintese, a sintese proteica, 0 metabolismo dos lipidios e a expressdo génica (PARIDA;
DAS, 2005). Em razdo disso, a salinidade inibe a germinacdo, 0 crescimento e o
desenvolvimento das plantas (SOLTANI; GHOLIPOR; ZEINALLI, 2006).

O impacto da alta concentracdo salina no solo para as plantas € resultante,
principalmente, dos efeitos primarios dos sais, que podem ser de natureza osmotica, através da
reducdo do potencial osmaético, de natureza i6nica, através dos efeitos toxicos dos proprios ions
Na* e CI, ou de ambas (ASHRAF, 2009). Secundariamente, a salinidade também pode induzir
0 estresse oxidativo, ao provocar a superproducao de espécies reativas de oxigénio (ROS- do
inglés, reactive oxygen species), tais como o radical superoxido ("O2’), o peroxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxil ("OH), as quais sao reativas e tdxicas para 0s vegetais e outros seres
vivos, em geral (GILL et al., 2013). Tais especies, quando em altas concentracfes, Sao
proteinas, a inibicdo enzimatica, dentre outros efeitos (MITTLER, 2002; AZEVEDO-NETO;
GOMES-FILHO; PRISCO, 2008).
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Contudo, a célula possui complexo sistema de defesa contra as ROS, que envolve
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (ASHRAF, 2009). Dentre o sistema enzimatico,
destaca-se uma grande variedade de enzimas, tais como a dismutase do superoxido (SOD), a
catalase (CAT), a peroxidase do guaiacol (GPX), a peroxidase do ascorbato (APX) e a redutase
da glutationa (GR). Por outro lado, o sistema ndo enzimaético é formado por antioxidantes de
baixo peso molecular, tais como ascorbato, tocoferol e glutationa (AZEVEDO-NETO;
GOMES-FILHO; PRISCO, 2008).

Muitos estudos tém evidenciado as modificacdes ocorridas nas plantas a fim de permitir
sua sobrevivéncia sob estresse salino, que incluem principalmente a manutencéo da homeostase
ionica e redox (DEINLEIN et al., 2014). Aclimatada ao estresse, a planta pode germinar,
crescer e se desenvolver, garantindo a manutencdo de sua produtividade, o que se torna
importante para as culturas com relevancia econdmica e ecoldgica (LAUCHLI; GRATTAN,
2007). Desse modo, € essencial compreender os mecanismos bioquimicos e fisioldgicos
utilizados pelas plantas para se adaptar ao estresse salino. Além disso, os estudos com
compostos que facilitem a aclimatacéo das espécies vegetais ao estresse salino podem constituir
uma ferramenta Gtil no manejo sob tais condices.

O oxido nitrico (NO) é um composto gasoso e altamente reativo, envolvido em diversos
processos fisiolégicos e bioquimicos do metabolismo vegetal (ARASIMOWICZ;
FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007). A aplicacdo exdgena de NO ou de compostos que
liberem NO pode promover a germinagdo, o0 crescimento, o desenvolvimento, bem como
conferir as plantas tolerancia a estresses bidticos e abidticos, principalmente devido a regulacéo
da homeostase i0nica e a preservacao de um ambiente redox na célula, tendo em vista que esse
composto contribui para a manutencdo de baixos niveis de ROS, bem como aumenta a
eficiéncia dos sistemas antioxidativos enzimaticos e ndo enzimaticos (SONG et al., 2006;
ZHENG et al., 2009; ANJANEYULU et al., 2014).

O pinh@o-manso é uma espécie pertencente a familia Euphorbiaceae, considerada uma
boa alternativa agricola para as regides aridas e semiaridas, devido a sua rusticidade e a facil
aclimatacdo a diferentes condic6es edafoclimaticas, caracteristicas do Nordeste brasileiro, onde
a salinizacdo dos solos é bastante comum. Com relacéo as areas agricolas implantadas com a
cultura, estima-se que existam mais de 30 mil hectares com potencial de producdo superior a
90 mil toneladas de gréos/ano, capazes de gerar 58,5 mil toneladas/ano de torta, a qual pode ser
utilizada como adubo organico, por ser rica em nitrogénio, fosforo e potassio (MENDONCA,;
LAVIOLA, 2009).
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O pinhdo-manso € uma espécie de multiplos atributos. Vale destacar que essa espécie é
uma das oleaginosas potenciais para o Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel,
devido ao alto contetudo de 6leo em suas sementes, bem como as caracteristicas desse 6leo
(TAPANES et al., 2008). Nos ultimos anos, houve um aumento do cultivo dessa oleaginosa,
impulsionado pelo programa citado, principalmente por ser uma espécie ndao alimentar e
indicada para agricultura familiar (TEIXEIRA, 2005; LAVIOLA et al., 2010).

Desde 2008, a EMBRAPA vem coordenando projetos de cunho nacional e
internacional, a fim de prover conhecimento e dominio tecnologico do cultivo de pinhao-
manso. Os projetos sdo executados por uma rede de pesquisa que inclui estudos nas areas de
prospeccao da variabilidade genética, formagdo de bancos de germoplasma, melhoramento
genético, manejo agrondmico, irrigacao, fertilizacdo, controle de plantas daninhas, controle de
pragas e doencas, estudos econémicos e formas de propagacdo. Inclui também estudos
especificos como biologia floral, fisiologia, resposta a estresses bidticos e abioticos e
biotecnologia (marcadores moleculares). Apesar da demanda por informagdes sobre o pinhao-
manso, essas pesquisas ainda estdo em fase inicial (BHERING et al., 2013; LAVIOLA et al,;
2013).

Tendo em vista isso, € necessario ampliar os conhecimentos acerca do desenvolvimento
dessa espécie em condicOes de estresse salino. Além disso, os estudos com compostos capazes
de induzir a aclimatacdo dessa espécie a salinidade, como o NO, séo raros, tornando-se bastante
relevante, podendo constituir uma alternativa viavel para aumentar a produtividade dessas

plantas sob condicdes salinas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do pré-tratamento de sementes com nitroprussiato de sddio (NPS), um
composto que libera espontaneamente NO em solucéo, sobre a germinacao e o desenvolvimento
inicial de plantulas de pinhdo-manso em condigdes de estresse salino, analisando os aspectos

fisiolégicos, bioquimicos e moleculares envolvidos.

1.2.2 Objetivos especificos
- Avaliar os efeitos do pré-tratamento com NPS a 0, 50, 75, 100 e 200 uM na germinacéao

de sementes de pinh&o-manso sob condigdes controle ou de estresse salino;
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- Avaliar os efeitos do pré-tratamento com NPS a 0, 50, 75, 100 ¢ 200 uM no
crescimento, nos teores de K*, Na* e substancias reativas ao acido tiobiturico (TBARS) apds
oito dias sob condicdes controle ou de estresse salino;

- Estabelecer a melhor concentracdo de NPS para o pré-tratamento das sementes de
pinhdo-manso;

- Avaliar os efeitos do pré-tratamento das sementes com NPS (em uma concentragao
previamente estabelecida), sob condic¢bes controle e de estresse salino:

e nagerminagéo e no estabelecimento de plantulas de pinhdo-manso;

e no crescimento e na mobilizacdo de reservas de plantulas de pinhdo-manso;

e nos teores de perdxido de hidrogénio e na peroxidacdo de lipidios de
endospermas e eixos embrionarios de pinhdo-manso;

e nos teores de ascorbato e glutationa em endospermas e em eixos embrionarios
de pinh&o-manso, bem como nos seus respectivos estados redox;

e na atividade das enzimas SOD, CAT, APX, GPX e GR em endospermas e em
eixos embrionarios de pinhdo-manso;

e naexpressao génica das isoformas da CAT e GR.

1.3 Revisao de literatura

1.3.1 O pinhdo-manso

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie arbustiva, pertencente a tribo
Joannesieae, da familia Euphorbiaceae. O nome Jatropha curcas tem origem nas palavras
gregas “jatros” (doutor) e “trophé” (alimento), em alusdo a seu uso medicinal. Essa espécie
parece ter sido oriunda da América Central (HELLER, 1996) e, atualmente, esta distribuida
pelas zonas tropicais e subtropicais do planeta, essencialmente na América Central e do Sul,
Africa, India e Sudeste Asiatico (KUMAR et al., 2008). Sua distribuicdo abrangente se deve,
pelo menos em parte, a sua resisténcia a condi¢des edafocliméticas desfavoraveis, tais como
baixa pluviosidade e temperaturas elevadas (ACHTEN et al., 2010; KATWAL; SONI, 2003).
Sua distribuicdo geogréfica se d& também devido a sua rusticidade, resisténcia a longas
estiagens, bem como a pragas e doencas (EPAMIG, 2005). Além disso, alguns estudos tém
demonstrado que essa espécie é capaz de resistir a longos periodos de seca em diferentes fases
do desenvolvimento (KHEIRA; ATTA, 2009; MAES et al., 2009).
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Jatropha curcas é uma espécie de crescimento rapido, alcancando normalmente dois a
trés metros de altura. Seu tronco possui, aproximadamente, 20 cm de didmetro; possui raizes
curtas e pouco ramificadas; seu caule é liso, de lenho mole e medula pouco desenvolvida; suas
folhas sdo verdes, esparsas e brilhantes, largas e alternas, em forma de palma; apresentam
floragcdo monoica na mesma planta, mas com sexo separado; o fruto é uma cépsula ovoide,
achatado nas extremidades, indeiscente, verde inicialmente, passa a amarelo, castanho e por fim
preto, quando atinge o estado de maturacdo (ARRUDA et al., 2004). Durante a estacao seca,
ha perda das folhas, produzindo numerosas cicatrizes nos ramos. Essas folhas ressurgem apos
as primeiras chuvas, sendo considerada, assim, uma espécie decidua (KUMAR; SHARMA,
2008). As sementes sdo grandes e compostas por um tegumento, que compreende entre 30 e
40% da massa da semente, e um endosperma, tecido no qual ha armazenamento de reservas
(KUMAR; SHARMA, 2008). Segundo Souza et al. (2009), as sementes de pinhdo-manso sao
compostas por aproximadamente 40,33; 20,95 e 9,85% de lipidios, proteinas e amido,
respectivamente. Além disso, essas sementes incluem ainda compostos toxicos aos animais,
destacando-se os ésteres de forbol e a curcina, uma proteina inativadora de ribossomos
semelhante a ricina (LIN et al., 2003).

O pinhdo-manso tem se destacado economicamente devido as suas importantes
aplicagdes agrondmicas e industriais. Dentre essas, vale destacar seu uso na recuperagao de
solos contaminados ou sob processos de eroséo, e sua utilizagdo como cerca viva e adubo verde
(JONGSCHAAP et al., 2007). Além disso, essa espécie pode também ser utilizada para
produzir sabdo, cosméticos, pesticidas e medicamentos anticancerigenos (TONG et al., 2006).
Parece também ser adequado para fitorremediacdo (GARBISU et al., 2002; ALKORTA et al.,
2004). Na medicina doméstica, aplica-se o latex da planta como cicatrizante, hemostético e
purgante. As raizes sdo consideradas diuréticas e antileucémicas e as folhas sao utilizadas para
combater doencas cutaneas. Elas sdo eficazes também contra o reumatismo e possuem alto
poder antissifilitico (ARRUDA et al., 2004).

Dentre os multiplos atributos de Jatropha curcas, a utilizacdo de suas sementes para a
producdo de biodiesel tem recebido destaque nacional e internacional, principalmente por ser
uma alternativa de combustivel renovavel, biodegradavel e atoxico. Isso se deve, sobretudo, ao
alto teor de 6leo que as sementes de pinhdo-manso possuem, do qual 72% séo acidos graxos
insaturados, com predominio de acido oleico, seguido de &cido linoleico (PARAWIRA, 2010).
Além disso, o 6leo das sementes de pinhdo-manso apresenta estabilidade para estocagem, baixa
acidez, boa estabilidade de oxidagdo e baixa viscosidade (TAPANES et al., 2008). Essas

caracteristicas sao comparaveis com as do diesel de origem fossil e estdo de acordo com 0s
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padrGes americanos e europeus. (PARAWIRA, 2010). A ndo utilizacdo desse 6leo para fins
nutricionais também é um atrativo importante para o uso dessa espécie como fonte de energia.

No Brasil, com o surgimento do Programa Brasileiro de Biodiesel e a grande demanda
por Oleos vegetais, 0 pinhdo-manso tem sido uma alternativa promissora para o fornecimento
de matéria-prima, principalmente nas regifes semiaridas do pais. Esse fato ndo se deve somente
as caracteristicas do 6leo mencionadas anteriormente, mas também ao seu baixo custo de
producdo e a sua adaptacdo a condi¢des de solo e clima adversas, bem como a sua menor

toxicidade em relacdo ao 6leo extraido da mamona (MACIEL et al., 2009).

1.3.2 Estresse salino
1.3.2.1 Efeitos do estresse salino na germinacao e no crescimento das plantas

A germinacdo e o crescimento sdo as fases do desenvolvimento das plantas que
apresentam maior vulnerabilidade a condigdes estressantes (RAJJOU et al., 2012), entre os
quais, o estresse salino, que inibe a germinacao, o crescimento e o desenvolvimento das plantas.
O sucesso da germinacao e o crescimento sdo fatores determinantes para a produtividade das
plantas, principalmente para aquelas que tém importancia econdmica e ecoldgica (LAUCHLI;
GRATTAN, 2007). Assim respostas positivas nesses fatores sdo importantes indicadores da
tolerancia das plantas a estresses (PARIDA; DAS, 2005).

O excesso de sais no meio reduz o potencial osmético, acarretando a reducdo do
potencial hidrico entre o substrato e a semente, 0 que iréd inibir a embebicdo da semente e as
etapas subsequentes da germinacdo. Além do efeito osmético, os sais, principalmente os que
contém Na" e o CI,, causam efeitos toxicos a uma variedade de processos fisioldgicos e
bioquimicos (MUNNS; TESTER, 2008), desencadeando reducdo da germinacdo, da
emergéncia e do crescimento da planta, podendo leva-la a morte (SOLTANI; GHOLIPOR,;
ZEINALLI, 2006).

Em adicdo, a inibicdo da germinacgéo propiciada pelo estresse salino coincide com o
atraso na mobilizacgéo das reservas da semente (VOIGT et al., 2009). Em sementes oleaginosas,
os lipidios encontram-se na forma de misturas complexas de triacilglicerdis e sdo os estoques
principais de carbono, que permitirdo o crescimento das plantulas (ARAUJO, 2013) Esses
triacilglicerdis sdo armazenados em corpos lipidicos e seu catabolismo envolve a interagdo
desses corpos lipidicos com os glioxissomos e as mitocondrias. Esse processo € composto pelas
fases de hidrolise (corpos lipidicos), B-oxidacdo (glioxissomos), ciclo do glioxilato
(glioxissomos), ciclo do acido citrico (mitocondrias) e por fim, sintese de sacarose (citosol).

Diversos trabalhos tém evidenciado o retardo na mobilizacdo de lipidios em virtude da
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salinidade (BEN-MILED; ZARROUK; CHERIF, 2000; ASHRAF et al.,2003; VOIGT et al.,
2009; ARAUJO, 2013; LOPES, 2013; MARQUES et al., 2013a; ALENCAR, 2014). Esses
mesmos autores relacionam esse atraso com 0s danos causados pelos sais a germinagédo e ao
crescimento das plantas. Segundo Eastmond et al. (2000), a eficiente mobilizacéo de lipidios,
em sementes oleaginosas, € essencial para o estabelecimento da plantula, bem como para seu
vigor e bom desempenho em campo, propiciando toleréncia aos efeitos nocivos dos estresses
ambientais.

Com as alteragdes impostas pela salinidade em todos os processos fisiologicos e
bioquimicos das plantas, tais como a fotossintese, a sintese proteica, 0 metabolismo dos lipidios,
e a expressao génica, uma das primeiras respostas das plantas envolve a reducdo do crescimento
vegetativo, seguida de inibicdo/cessacdo da expansdo celular (PARIDA; DAS, 2005). Esse fato
parece estar relacionado com os efeitos do estresse salino sobre os processos de divisdo e
expansao celulares (MUNNS, 2002). Além disso, os efeitos negativos da salinidade no
crescimento das plantas parecem estar associados com a reducdo do potencial osmotico da
solucdo do substrato, com os distarbios nutricionais, com os efeitos especificos de alguns ions
ou com uma combinacdo desses fatores (ASHRAF; FOOLAD, 2006).

Vaérios estudos mostram os efeitos do estresse salino na germinacdo de sementes,
mobilizacdo de reservas e crescimento de plantulas de pinhdo-manso, havendo destaque para
os realizados por Andréo-Souza et al (2010), Gao et al (2008), Cai et al (2011), Lopes, Galldo
e Bertini (2013) e Alencar (2014). Todos esses autores mostraram que houve uma alteracéo
significativa na germinacdo do pinhdo-manso em condicdes de salinidade, incluindo a
porcentagem de germinacdo, a velocidade de germinacdo e a curva de embebicdo, além de
alteracdes na mobilizagéo de reservas, no crescimento e no estabelecimento das plantulas, bem

como em outros processos fisioldgicos e bioguimicos.

1.3.2.2 Efeito idnico

Como resultado do estresse salino, as plantas sofrem alteracdo no seu estado osmético
e no seu estado idnico. O efeito iGnico ocorre em resposta ao excesso de sais no solo, que resulta
da alteracdo na razdo K*/Na* e do acimulo dos ions Na* e CI" nas células (MUNNS; TESTER,
2008). Alem do aumento nos niveis de ions toxicos as células, ha também a diminuigéo dos
fons Ca*, K" e Mg?", importantes para o metabolismo vegetal (ALEMAN et al., 2011). Esses
efeitos alteram a homeostase idnica da célula, afetando a atividade de muitas enzimas, a sintese
proteica, a regulacdo da expressao génica e outros processos celulares, como a fotossintese, a

transpiracédo e a divisdo e expansao celulares (MUNNS; TESTER, 2008). Um dos processos
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mais afetados pela alteracdo da homeostase idnica é o estado nutricional da planta, cujo
desequilibrio pode causar diminuicdo no crescimento e no desenvolvimento, podendo levar a
morte celular (ZHANG et al., 2006).

Silva et al. (2009), trabalhando com pinh&o-manso, observaram que, com 0 aumento da
concentracdo de NaCl na solucgéo nutritiva onde as plantas foram cultivadas, houve um aumento
dos teores de Na* e CI" e uma diminuicéo dos teores de K* e NOs™ nas folhas. A reducéo intensa
dos contetidos de K*, causada pela salinidade, teve sérias implicacdes no ajustamento osmotico
do citosol e organelas de folhas de pinhdo-manso. Tal fato esta relacionado com o prejuizo no
crescimento foliar encontrado por esses autores. Eles observaram que houve um decréscimo da
massa seca da planta com o aumento da salinidade, bem como intensos sintomas visuais de
toxicidade causados pelo estresse salino, como clorose, seguida de necrose. Respostas
semelhantes foram encontradas por Ashraf et al. (2003), Silva et al. (2009), Lopes (2013) e
Marques et al. (2013), em seus estudos com girassol, pinhdo-manso, mamona e cajueiro anio-
precoce, respectivamente.

Estudos recentes tém apontado a importancia da regulacdo da homeostase idnica,
através de um incremento na razdo K*/Na*, como mecanismo importante para a tolerancia de
plantas a salinidade. A homeostase i6nica deve envolver, principalmente, a exclusdo de Na* do
citosol para 0 meio externo, ou sua compartimentacdo no vactolo e a redistribuicdo de K*
(BLUMWALD, 2000; JAMES et al., 2006; VOLKOV; AMTMANN, 2006; QUINTERO,
FOURNIER; BENLLOCH, 2007; CHEN et al., 2007; REJILI etal., 2007; CHEN; POTTOSIN;
CUIN, 2007; GHARS et al., 2008; WANG et al., 2009; ANJANEYULU et al., 2014). No nivel
molecular, o controle pode ocorrer através dos canais transportadores de ions associados a
membrana plasmatica ou ao tonoplasto, que os carregam para fora da célula e até mesmo nédo
permitem sua entrada no meio intracelular. Shi et al. (2003) j& haviam demonstrado que a
superexpressdo de genes que codificam o antiporte Na*/K* do vacutolo (NHX1) e da membrana

plasmaética (SOS1) promoveu a tolerancia de plantas de Arabdopsis thaliana ao estresse salino.

1.3.3 Metabolismo oxidativo
1.3.3.1 Espécies reativas de oxigénio

As plantas sdo organismos aerdbicos, por isso necessitam do oxigénio como aceptor
final de elétrons durante a respiracéo celular, para a producéo eficiente de energia na cadeia
mitocondrial, além de sua utilizacdo nos processos fotoxidativos (VRANOVA, 2002; GARA
et al., 2010; M@LLER; SWEETLOVE, 2010; KRESLAVSKI et al., 2012). Em seu estado

fundamental, a molécula de oxigénio € estavel e praticamente ndo reativa
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(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011), no entanto a existéncia de dois elétrons
desemparelhados na ultima camada de cada atomo de oxigénio constituinte torna essa molécula
capaz de receber elétrons com alto grau de excitacdo (GILL; TUTEJA, 2010). Tal fato propicia
a formacéo de intermediarios que aparecem durante a reducéo do Oz a H;0O, as ROS (PRISCO;
GOMES-FILHO, 2010). As principais formas de ROS sdo: o radical superéxido (‘O2),
perdxido de hidrogénio (H20z2) e radical hidroxil ('OH).

Parte do Oz consumido é reduzido a ‘Oz, o qual entdo pode ser dismutado
espontaneamente ou enzimaticamente (SOD), levando a producdo de H>O2. Na presenca de
ions de metais de transi¢do, o H20- pode sofrer quebra da ligacdo O-O, produzindo o radical
‘OH, numa reacdo denominada reacdo de Fenton. Quanto ao potencial de reatividade das ROS,
0 ‘OH ¢é o mais reativo e em teoria, pode oxidar qualquer molécula biolégica (MOLLER,;
JENSEN; HANSSON, 2007). As principais caracteristicas dessas ROS sdo mostradas na Tabela
1.

Sob condi¢Bes normais, niveis baixos de ROS sdo produzidos em balango com as
reagdes da respiragdo, fotossintese, fotorrespiragdo, fosforilagdo oxidativa, B-oxidacdo de
acidos graxos e a atividade de varios tipos de oxidases. Essas reacdes ocorrem principalmente
nos cloroplastos, nas mitocondrias e nos peroxissomos (ARORA; SAIRAM, 2002; M@LLER
et al., 2007; CRUZ DE CARVALHO, 2008; DOWLING; SIMMONS, 2009; GILL; TUTEJA,
2010; MILLER et al., 2010). Porém, sob condicGes adversas, a producdo de ROS se eleva
consideravelmente, como consequéncia do desequilibrio entre a sua produ¢do e 0s mecanismos
de eliminacdo (MITTLER et al., 2004; JALEEL et al., 2009; MILLER et al., 2010;
KRESLAVSKI et al., 2012). A falha no controle da homeostase redox leva ao fendmeno
conhecido como estresse oxidativo. Uma vez que a salinidade e outros estresses bi6ticos ou
abioticos sdo considerados agentes estressores primarios, o estresse oxidativo é considerado um
estresse secundario (GILL; TUTEJA, 2010).

As ROS podem causar danos as estruturas celulares, bem como a carboidratos, lipidios,
proteinas e acidos nucleicos. Dentre essas injurias, pode-se destacar a desintegracdo da
clorofila, a fragmentagdo do DNA, o extravasamento idnico, a peroxidacdo lipidica e,
finalmente, a morte celular (M@LLER et al., 2007). A peroxidacdo lipidica da membrana
celular desencadeia altera¢fes na fluidez da membrana, assim como a destruicdo de canais e
receptores celulares importantes. Além disso, as modificacbes nas proteinas e no material
genético podem implicar em mutagdes, ocasionando efeitos fisiologicos e bioquimicos
prejudiciais (GILL; TUTEJA, 2010).



Tabela 1- Caracterizacdo das principais espécies reativas de oxigénio (ROS)

ROS Sitios de formacéo Vias de formagéo Reatividade
Moderada
Cloroplastos,
Mitocondrias, (alta para
Radical Peroxissomos, Cadeia dora de elét proteinas e
" adeia transportadora de elétrons e -
superoxido Reticulo P baixa para
. reacéo de oxidases carboidratos
(‘07) endoplasmatico e ’
Membrana lipidios e
" acidos
plasmatica
nucleicos)
Peréxido Dismutacdo espontanea, via Moderado
superdxido dismutase e reacdes (afinidade
de Mesmos do ‘O da oxidase do glicolato e da 00T grupos
hidrogénio oxidase dependente de flavina
P sulfidrila de
(H202) proteinas)
Locais adjacentes a Reagao de Fenton:
Radical formacéo do ‘07 + Fe—» O, + Fe?*
hidroxil ‘0> /H205 na presenca H,0; + Fe?—» Fe® + OH +"OH Alta
(‘'OH) de metais Reacéo de Haber- Weis:

H.O; + 'Oy — O, + OH + "OH

Fontes: Gill; Tuteja (2010); Moller; Jensen; Hansson (2007).
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Nos ultimos anos, muitos estudos tém demonstrado que, em baixas concentragGes
celulares, as ROS participam de processos de sinalizagdo celular, mediando respostas a
estresses, regulando o crescimento e o desenvolvimento e atuando no ciclo celular, na apoptose
e na senescéncia (FORMAN et al., 2010; GARA et al., 2010; MILLER et al., 2010; POTTERS
et al., 2010). Logo, as plantas possuem mecanismos diferentes de regulacdo dessas ROS que
irdo depender do propésito, ou seja, quando em baixas concentragcdes, tem que haver uma
modulacéo fina dessas ROS, para permitir a sinalizacdo; porém, quando em altas concentracoes,
tem que haver desintoxicacdo celular (MITTLER, 2002). Esse papel duplo na célula vai
depender do equilibrio entre a producgdo e a remoc&o, assim como do tipo de ROS e do tempo
de exposicdo (M@ZLLER et al., 2007; GARA et al., 2010). Para tal regulacdo, as plantas
desenvolveram sistemas de defesa que podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos (APEL,;
HIRT, 2004), e a coordenacdo entre esses dois sistemas de eliminacdo de ROS relaciona-se
com a tolerancia das plantas ao estresse salino (APEL; HIRT, 2004; ASHRAF, 2009;
BHUTTA, 2011; NABATI et al., 2011; ANJANEYULU et al., 2014).

1.3.3.2 Sistema antioxidativo enzimético

As enzimas do sistema antioxidativo exercem papéis fundamentais na protecdo dos
tecidos vegetais sob condigcdes de estresse, incluindo a salinidade (APEL; HIRT, 2004;
FOTOPOULOQS et al., 2008; JOSEPH; JINI, 2010). Muitos estudos tém demonstrado que, em
algumas espécies, 0 aumento da atividade das enzimas antioxidantes estd diretamente
relacionado com um eficiente sistema de limpeza de ROS e consequentemente, com o0 aumento
da tolerancia ao estresse salino (APEL; HIRT, 2004; ASHRAF, 2009; BHUTTA, 2011,
NABATI et al., 2011; ANJANEYULU et al., 2014). Estdo incluidas nesse sistema, a SOD, a
CAT aGPX e a APX (SHALATA et al., 2001).

A SOD constitui a primeira linha de defesa para a desintoxicagdo das plantas contra as
ROS, pois ela catalisa a dismutacéo do ‘Oz em H202 e O2. A SOD é pertencente ao grupo das
metaloenzimas e possui trés isoformas, diferenciadas de acordo com o metal presente em seu
sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), ferro (Fe-SOD) e manganés (Mn-SOD). As suas
localizages celulares também sé&o diferentes, as Cu/Zn-SOD sdo normalmente encontradas no
citosol e nos cloroplastos, as Fe-SOD estdo presentes nos cloroplastos, enquanto que as Mn-
SOD situam-se nas mitocéndrias e peroxissomos (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002;
GILL; TUTEJA, 2010).
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A CAT ¢é uma enzima tetrdmera, contendo um grupo heme em cada subunidade e esta
localizada predominantemente nos peroxissomos e nos glioxissomos, onde ocorre formacéo de
H>02 em razdo da -oxidacéo de acidos graxos, da fotorrespiracéo, do catabolismo de purinas
e da superproducéo induzida por condi¢des de estresse (JALEEL et al., 2009; GILL; TUTEJA,
2010; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). A CAT e a SOD séo consideradas como as mais
eficientes enzimas antioxidantes. Essas enzimas atuam em conjunto, pois a CAT converte 0
H20- gerado pela SOD em agua. Assim como a CAT, as peroxidases também utilizam o H20>
em suas catalises, porém a processividade da CAT na eliminacdo dessa ROS é maior, sendo
capaz de converter seis milhdes de moléculas de H.02 em H20 e O por minuto (GILL;
TUTEJA, 2010).

As peroxidases sdo enzimas capazes de oxidar varios substratos na presenca de H.O2 ou
de hidroxiperdxidos organicos. A GPX é uma peroxidase que decomp@e o H>O, pela oxidacéo
do guaiacol, gerando o tetraguaiacol como produto final (KANG; SALTVEIT, 2001). Além do
seu envolvimento nos mecanismos de defesa contra estresses bidticos e abioticos, a GPX
também participa da biossintese de lignina, através da decomposicdo do acido-3-indol-acético
(GILL et al., 2010). Essa enzima é comumente encontrada no citoplasma e no apoplasto e esta
envolvida em processos de crescimento e desenvolvimento vegetal (NASRABADI et al.,
2011). Da mesma forma que a GPX, a APX também é uma peroxidase, entretanto essa enzima
utiliza o ascorbato como doador de elétrons (JALEEL et al., 2009). Ela se localiza
principalmente nos cloroplastos e no citosol, podendo também estar associada as mitocondrias,
peroxissomos e ao apoplasto (MITTLER, 2002).

O ascorbato utilizado pela APX precisa ser regenerado, e isso se da através do ciclo do
ascorbato-glutationa (Figura 1). Nesse ciclo, o ATP e o NADPH sdo utilizados para a
recuperacdo dos compostos oxidados, utilizando o ascorbato e a glutationa como fontes
redutoras. O ascorbato, nesse ciclo, pode ser regenerado por duas etapas enzimaticas. Na
primeira, a enzima redutase do monodesidroascorbato (MDHAR) converte o
monodesidroascorbato (MDHA) em ascorbato, utilizando NADPH. Devido & instabilidade do
MDHA, o desidroascorbato (DHA) pode ser gerado néo enzimaticamente. Na segunda reacao,
o DHA ¢é convertido a ascorbato pela redutase do desidroascorbato (DHAR), utilizando a
glutationa reduzida (GSH) como fonte redutora. Por fim, a glutationa reduzida € recuperada
pela acdo da GR (TEIXEIRA et al., 2005). Para isso, a GR catalisa a redugéo da glutationa
oxidada (GSSG), formada durante a reacdo da DHAR, a custa de NADPH.
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0,” SOD - {*H,0, Ascorbato «- 2 GSH NADPH
NADP = k
CAT APXx MDHAR ' 'DHAR GR
NADPH
A
~H,0= -~ MDHA — — » DHA GSSG *NADP

Figura 1- Vias enzimaticas de eliminacéo de espécies reativas de oxigénio, enfatizando o ciclo
do ascorbato-glutationa ([] ). APX- Peroxidase do ascorbato; CAT- Catalase; DHA-
Desidroascorbato; DHAR- Redutase do desidroascorbato; MDHA- Monodesidroascorbato;
MDHAR- Redutase do monodesidroascorbato; GR— Redutase da glutationa; GSH- Glutationa
reduzida; GSSG- Glutationa oxidada; SOD- dismutase do superdxido (reproduzido de
TEIXEIRA et al., 2005).

A GR é uma enzima importante na desintoxicacdo de ROS, devido a sua capacidade de
regeneracdo de GSH e a consequente manutencdo de uma alta relacdo GSH/GSSG. Segundo
Pang e Wang (2010), tais funges da GR estdo relacionadas a tolerancia de plantas a salinidade.
Apesar do estresse, a manutencao de uma relacdo GSH/GSSG alta permite a célula um ambiente
redutor, o qual é importante para impedir a agregacdo e a inativacdo enzimatica (GILL et al.
2013). Outra funcdo importante da GR é o aumento da razdo NADP*/NADPH, garantindo
maior disponibilidade de NADP* nos cloroplastos para aceitar elétrons oriundos da cadeia
transportadora de elétrons (CTE), minimizando assim a formagdo de <02 (AHMAD et al.,
2010).

1.3.3.3 Sistema antioxidativo ndo enzimatico

Além dos mecanismos enzimaticos de eliminacdo de ROS, as plantas desenvolveram
um sistema antioxidativo ndo enzimatico o qual é formado por compostos de baixo peso
molecular que podem ser de natureza lipofilica, como os tocoferdis e carotenoides ou
hidrofilica, como o ascorbato e a glutationa. Dentre 0s compostos ndo enzimaticos, a glutationa
e 0 ascorbato sdo considerados os mais importantes, pois além de sua acao direta sobre as ROS,
tambem estdo associados ao sistema enzimatico, atuando como doadores de elétrons no ciclo
do ascorbato-glutationa (NOCTOR; FOYER, 1998). Miller et al. (2010) afirmaram que tais
compostos podem influenciar a expressdo génica, conferindo as plantas aclimatacdo a

salinidade.
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O ascorbato € o mais abundante antioxidante celular e tem funcdo importante em
diversos processos fisiologicos das plantas, como o crescimento, a diferenciacdo e o
metabolismo (GILL; TUTEJA, 2010). Esse composto estd presente principalmente no
cloroplasto, mas pode ser encontrado também no citosol, no vactolo, na mitocéndria e na matriz
extracelular (POTTERS et al., 2010). O ascorbato pode ser encontrado na forma reduzida
(AsA), semi-oxidada (monodesidroascorbato - MDHA\) e totalmente oxidada (desidroascorbato
- DHA) e a formacéo/regulacao dos niveis desses compostos € essencial para a manutencao de
um ambiente redox adequado e para o funcionamento do ciclo do ascorbato-glutationa
(POTTERS et al., 2002). Além da funcdo antioxidante, o ascorbato participa do ciclo das
xantofilas e dos processos de divisdo e expansao celulares (GALLIE, 2013).

O ascorbato € sintetizado principalmente pela via da D-manose/L-galactose. Essa via
possui 6 etapas que ocorrem no citosol e na mitocdndria, as quais envolvem a oxidacao da L-
galactose a L-galactono-1,4-lactona (precursor imediato do ascorbato) e a oxidagdo da L-
galactono-1,4-lactona a ascorbato (GALLIE, 2013).

A glutationa é um tripeptideo de baixa massa molecular, constituido por glutamato,
cisteina e glicina (y-Glu-Cys-Gly). Presente nos tecidos sob baixas concentra¢des, pode existir
sob duas formas: a reduzida (GSH), que possui um grupo tiol livre; e a oxidada (GSSG), que
possui uma ligacdo dissulfeto entre duas moléculas de GSH. A presenca da Cys proporciona
reatividade quimica e solubilidade em &gua ao grupo tiol da GSH, conferindo as propriedades
bioldgicas dessa molécula (GILL et al., 2013).

A glutationa é um metabdlito de multiplas funcdes, que incluem o envolvimento no
crescimento e no desenvolvimento e a modulacdo das respostas das plantas a uma variedade de
estresses ambientais (GILL et al., 2013). Algumas func¢des dessa molécula sdo: a) absorgdo e
assimilacdo de enxofre na raiz; b) desintoxicacdo celular, através de sua conjugacdo a
compostos xenobioticos; ¢) sintese de fitoquelatinas; d) eliminacdo de ROS, de forma direta ou
indireta (como substratos de enzimas antioxidantes e atuando no ciclo ascorbato-glutationa); e)
controle do estado redox celular, em conjunto com o ascorbato (OZTETIK, 2008; AHMAD et
al., 2010; FOYER; NOCTOR, 2011).

Para a biossintese da glutationa, os aminoacidos constituintes sdo unidos em dois passos
dependentes de ATP; o primeiro deles, catalisado pela enzima y-glutamilcisteina sintetase (y-
ECS), formando y-glutamilcisteina e o segundo, catalisado pela glutationa sintetase (GSH-S),
que produz GSH por meio da adi¢cdo de um residuo de glicina (GILL et al., 2013).
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1.3.4 Oxido nitrico
1.3.4.1 Aspectos gerais

O o6xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso com meia-vida relativamente longa,
permanecendo nos sistemas Vivos entre 3-5 s. E uma molécula diatbmica pequena com alta
difusibilidade (4,8 x 10° cm? st em &gua) que pode atingir tanto regides hidrofilicas (citosol),
quanto regides hidrofdbicas (bicamada lipidica das membranas) das células (ARASIMOWICZ;
FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007).

Nas plantas, a sintese de NO ocorre de diferentes maneiras. A primeira, e talvez a mais
importante, da-se pela acéo da enzima sintase do 6xido nitrico (NOS), que converte a L-arginina
em citrulina a custa de NADPH. Outra enzima envolvida na sintese de NO ¢é a redutase do
nitrato (NR) que possui funcdo primordial de converter nitrato a nitrito para a assimilacdo de
nitrogénio, mas pode também converter nitrito a NO, numa via dependente de NADPH, em
resposta a estresse abidtico (WANG et al., 2013). Por fim, a sintese de NO pode ocorrer de
maneira espontanea, através da desnitrificacdo e da assimilacdo do nitrato (NO3’), bem como
através da nitrificacdo do fon aménio (NH4") (ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-
WIECZOREK, 2007).

O NO é uma molécula biologicamente ativa que tem papel chave no metabolismo de
plantas e animais (MISRA; MISRA; SINGH, 2011). Suas fung¢des foram inicialmente
descobertas em animais. Segundo Beligini e Lamatina (2000), o NO esta envolvido em
mecanismos importantes durante a neurotransmissdo, vasodilatacdo, relaxamento muscular e
regulacdo imunoldgica, dentre outros. Em plantas, essa molécula tem multiplas funcoes,
atuando no crescimento, no desenvolvimento e em diversos processos fisiologicos. Entretanto
o NO tem sido considerado tanto citotoxico, quanto citoprotetor (QIAO; FAN, 2008). Tais
efeitos nas plantas sdo dependentes da concentracdo de NO e do tecido onde ele esta localizado
(SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011).

O uso direto do NO em estudos sobre seu papel fisiolégico nas plantas tem gerado
resultados ambiguos e controversos. Isso se deve, pelo menos em parte, ao fato dessa molécula
ser um gas, e, em solucdo aquosa, ndo ha garantia de que a concentracao proposta de NO seja
a mesma disponivel para as plantas (FLORYSZAK-WIECZOREK et al., 2006). Como
alternativa, sdo utilizados compostos liberadores de NO, quando em solucdo aquosa, pois eles
sdo capazes de induzir respostas semelhantes aquelas mediadas pelo NO endogeno. Alguns
exemplos desses compostos sdo o nitroprussiato de sadio (NPS), o S-nitrosoglutationa (GSNO)
e 0 S-nitroso-N-acetil-penicilamina  (SNAP) (ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-
WIECZOREK, 2007).
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O efeito tdxico do NO parece estar envolvido com a reacdo entre essa molécula e o
radical superdxido, que ocasiona a formacéo do peroxinitrito (ONOO"), o qual em pH neutro,
rapidamente sofre protonacdo, formando o acido peroxinitroso (HONO2). O HONO:; € instavel
e sofre decomposigédo produzindo NO2 e "OH ou ions NOz™ (ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-
WIECZOREK, 2007). Todos esses subprodutos podem promover efeitos toxicos, tais como a
oxidacdo de DNA, lipidios, tidis protéicos e grupos ferricos, resultando em diminui¢do da
atividade enzimatica, além de danos celulares. Além disso, sob condi¢Ges normais, 0 NO como
radical livre pode reagir com o O2 e se transformar em outras formas redox. Assim, a oxidacéo
de um elétron do NO leva a formacg&o do cation nitrosénio (NO™), enquanto que o produto da
reducdo de um elétron do NO forma o radical nitroxila (NO’) (ARASIMOWICZ;
FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007).

Nos ultimos anos, progressos significativos foram feitos na descri¢do do papel do NO
na sinalizacdo celular em plantas. Tais progressos combinam dados farmacoldgicos,
bioquimicos, fisioldgicos e genéticos. A sinalizacdo celular mediada por baixas concentracoes
de NO envolvem a biossintese de GMP ciclico e de ADP ribose ciclica, e 0 aumento de Ca?"*
citosélico (PALAVAN-UNSAL; ARISAN, 2009). Além disso, esses mesmos autores também
afirmam que proteinas cinases, proteinas fosfatases, fatores de transcrigéo, canais iénicos e
outras proteinas sinalizadoras sdo também moduladas por NO.

Entre os processos fisioldgicos vegetais nos quais 0 NO esté envolvido, destacam-se a
promocdo da germinacdo, a quebra da dorméncia de sementes, a regulacdo da maturagdo, da
senescéncia e da regulacdo floral, a mediacdo da abertura estomatica (juntamente ao acido
abcisico), o gravitropismo e as respostas aos estresses biéticos e abioticos (ARASIMOWICZ;
FLORYSZAKWIECZOREK, 2007; QIAO; FAN, 2008; MISRA; MISRA; SINGH, 2011;
SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011).

1.3.4.2 Aclimatacdo a estresses mediada pelo 6xido nitrico

Nas Ultimas décadas, a literatura cientifica tem evidenciado o papel do NO na toleréncia
de plantas a estresses bioGticos e abidticos, tais como salinidade, seca, altas e baixas
temperaturas, metais pesados e radiacdo ultravioleta (SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH,
2011). Segundo Misra, Misra e Singh (2011), os estresses bidticos e abioticos induzem a
atividade da NOS e NR, e a consequente sintese de NO no interior da célula. Essa molécula,
entdo, atua na modulacdo da atividade enzimética e da expressdo génica, 0 que ocasiona

respostas fisioldgicas, por exemplo: homeostase ibnica, movimento estomatico, germinacéo,
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defesa contra patogenos, gravitropismo, efeitos antioxidativos e morte celular programada
(MISRA; MISRA; SINGH, 2011).

Diversos estudos tém sugerido que o NO induz a aclimatacdo de plantas a estresses,
principalmente por seu envolvimento na modulacao das respostas antioxidativas (QIAO; FAN,
2008; MISRA; MISRA; SINGH, 2011; SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011). Como
mencionado anteriormente, os estresses ambientais influenciam a homeostase celular, por
induzir o desequilibrio entre a producdo e a eliminacdo de ROS, o que leva a destruicdo
oxidativa da célula. O NO parece estar relacionado com a manutencao de baixos niveis de ROS,
com o aumento da atividade das enzimas antioxidativas e dos compostos antioxidantes néo
enzimaticos. Além disso, 0 NO parece também ativar a expressdo dos genes relacionados a
defesa antioxidativa (SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011).

Em adicdo aos efeitos antioxidativos, 0 NO parece também induzir a aclimatacdo de
plantas a estresses, especialmente a salinidade, por promover a germinagéo e a mobilizacéo de
reservas (KOPYRA; GWOZDZ, 2003; HUA et al., 2003; SARATH et al., 2006; SILVA, 2007;
HU et al., 2007; ZHENG et al., 2009; PEREIRA et al., 2010; ZERLIN, 2011; EGBICHI et al.,
2014), o crescimento e o desenvolvimento das plantulas (GOUVEA et al., 1997; KOPYRA &
GWOZDZ, 2003; BETHKE et al., 2004; CORREA-ARAGUNDE et al., 2004; HU et al.,
2005; BOHM et al., 2010; ZERLIN, 2011; LIN et al., 2012), bem como contribuir para um
melhor balango entre o metabolismo do carbono e do nitrogénio (SIDDIQUI et al., 2009); e por
diminuir o acimulo de ions toxicos as células (Na* e CI), aumentando a relacdo K*/Na*, e
consequentemente, melhorando a homeostase iénica (ZHAO et al., 2004; ZHANG et al., 2006;
GUO et al., 2009; KHAN et al., 2012). Além disso, 0 NO promove a fotossintese sob condi¢es
de estresse salino, através da inducdo de pigmentos fotossintéticos, da sintese de ATP e de duas
vias de transporte de elétrons na mitocondria (YAMASAKI et al., 2001; ZOTTINI et al., 2002;
RUAN et al., 2002; FAN et al., 2007; GONDIM et al., 2013).
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2. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Inicialmente, foi feito um experimento preliminar (Experimento I), que teve como
principal objetivo determinar a concentracdo de NPS para o pré-tratamento das sementes de
pinhdo-manso por 24 h, que minimizasse os efeitos deletérios do estresse salino (NaCl a 100
mM) na germinacdo e no crescimento inicial das plantulas. Para avaliar os efeitos do pre-
tratamento com NPS a 50, 75, 100 e 200 uM na germinagdo, sendo o pré-tratamento com &gua
o controle do pré-tramento, foram determinadas as seguintes varidveis: percentagem de
germinacao, indice de velocidade de germinacdo e tempo medido de germinacao. Ja os efeitos
do pré-tratamento no crescimento foram estimados através dos comprimentos da parte aérea e
radicula e das matérias secas do endosperma e eixo embrionério, aos oito dias apds o pré-
tratamento (DAPT). Em paralelo, também nesse experimento, foram determinados os teores
dos ions sodio (Na*) e potassio (K*) e de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS).
Com excecao dos testes de germinacao, todas as analises foram feitas em plantulas ao final de
oito dias apds o pré-tratamento das sementes com o NPS e semeadas em agua destilada
(controle) ou em solucdo de NaCl a 100 mM (tratamento salino).

Estabelecida a melhor concentracdo de NPS para o pré-tratamento das sementes, foi
realizado um segundo experimento (Experimento I1), o qual teve por finalidade confirmar os
resultados observados no Experimento | e ampliar os estudos sobre os efeitos desse pré-
tratamento na fisiologia e na bioquimica das plantulas de pinhdo-manso sob condicfes de
estresse salino. Com excecdo dos testes de germinacdo e da analise da expressdo génica, todas
as outras variaveis foram determinados aos 2, 4, 6 e 8 DAPT, incluindo: medidas de crescimento
(comprimento da parte aérea e da radicula e matéria seca do endosperma e do eixo embrionario);
teor de perdxido de hidrogénio; teor de TABRS; atividades das enzimas antioxidativas: SOD,
CAT, APX, GPX E GR; teores dos antioxidantes ndo enzimaticos: ascorbato e glutationa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condigdes de germinacéao

As sementes de pinhdo-manso (Jatrophas curcas) foram provenientes de plantas
cultivadas em area experimental da UEPB, no campus de Lagoa Seca-PB, obtidas da sele¢éo
FT-2 da Fazenda Tamandua em Catingueira, Paraiba. Os testes de germinacdo, bem como as
analises quimicas e bioguimicas, foram realizados no Laboratorio de Fisiologia Vegetal, do
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

Para a germinacgdo, as sementes foram inicialmente desinfestadas com o fungicida
Orthocid a 2%, por 10 min. Em seguida, elas foram lavadas exaustivamente com agua corrente
e depois com agua destilada para total retirada dos residuos. Logo apos esse tratamento, as
sementes, em numero de 20, foram dispostas uniformemente sobre trés folhas de papel
germitest (37 cm x 28 cm), previamente esterilizadas por autoclavagem a 121°C por 15 min. As
folhas de papel foram umedecidas com agua destilada (pré-tratamento com agua) ou com
solugdes de NPS a 50, 75, 100 e 200 uM, no Experimento |; e na concentragdo unica de 75 uM,
no Experimento Il (pré-tratamento com NPS), e nessa situacdo permaneceram por um periodo
de 24 h. Passado esse tempo, as sementes foram transferidas para folhas de papel germitest
umedecidas com agua destilada (condicdo controle) ou com NaCl a 100 mM (tratamento
salino). Tanto no pré-tratamento das sementes, como na etapa de germinacao e crescimento
inicial das plantas, o volume da solucdo para umedecer o papel foi igual a trés vezes a massa
do papel. Posteriormente a distribuicdo das sementes nas folhas de papel germitest, estas foram
enroladas e deixadas em vasos de polietileno de 3 L cobertos com sacos plasticos transparentes
(em média, 10 rolos por vaso). Os vasos contendo os rolos foram mantidos em estufa tipo
B.O.D. ajustada a temperatura de 30 °C, sob fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro. Os
dois experimentos foram conduzidos com cinco repeti¢cdes, cada uma correspondendo a um

rolo de papel contendo 20 sementes.
3.2 Testes de germinacgao
Para os testes de germinacdo, foram consideradas germinadas, as sementes cuja radicula

fosse igual ou superior a 2 mm de comprimento. Nesses testes, foram analisadas as seguintes

variaveis:
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- Indice de velocidade de germinacéo (1IVG), o qual foi determinado de acordo com a
férmula abaixo, segundo Maguire (1962), sendo as analises feitas ao final de oito dias ap6s o
pré-tratamento (DAPT) das sementes.

IVG = (G1/N1) + (G2/ N2) + (G3/ N3) + .....+ (Gn/Nn), no qual:
G1, G2, G3 e Gn = numero de sementes nas primeira, segunda, terceira e ultima contagem de
germinacéo;
N1, N2, Nn = nimero de dias apds o pré-tratamento nas primeira, segunda, terceira e Gltima
contagem de germinacao.

- Tempo médio de germinacdo (TMG), o qual foi determinado de acordo com a férmula
abaixo, segundo Laboriau (1983), sendo as analises feitas ao final de oito dias apds o pré-
tratamento (DAPT) das sementes.

TMG =3} (ni.t)/> ni, noqual:
ni = nimero de sementes germinadas entre cada intervalo de tempo de contagem;
ti = tempo decorrido entre o inicio da germinacéo e a i-ésima contagem.

- Percentagem de germinacao, a qual foi determinada de acordo com a férmula abaixo,
segundo Laboriau (1983), com contagens diarias de germinacéao.

%G = (3. ni)/N x 100 no qual:
Y nj = nimero total de sementes germinadas;

N = Numero de sementes postas para germinar.

3.3 Medidas de comprimento e determinacdo da matéria seca

No caso do Experimento |, apds os testes de germinacdo (aos 8 DAPT), as plantulas
foram coletadas e, com o auxilio de uma régua, foi medido o comprimento da parte aérea e da
radicula, sendo expressos em centimetros. Para a determinacdo da matéria seca do endosperma
e do eixo embrionario, as plantulas coletadas foram submetidas a secagem em estufa com
circulacdo forcada de ar a 60 + 2 °C, até obtencdo de peso constante. Os resultados para essa
variavel foram expressos em g plantula™. No Experimento II, tais determinacdes foram feitas
aos 2, 4, 6 e 8 DAPT. Em adicéo, durante a coleta do experimento Il, cinco plantulas (uma de
cada repeticdo) foram separadas, congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente guardadas

em ultrafreezer a -80 °C, a fim de serem utilizadas nas analises de expressao génica.
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3.4 Teores de ions inorganicos

Foram determinados os teores de Na*, K* e cloreto (CI"), sendo os dois primeiros no
Experimento | e os trés no Experimento Il. Enquanto que no Experimento I, tais determinacfes
foram feitas apenas ao final dos 8 DAPT, no outro experimento, tais determinacGes foram feitas
aos 2, 4, 6 e 8 DAPT.

Para preparacdo dos extratos para determinacdo dos teores dos ions inorganicos, 50
mg de matéria seca dos tecidos (endosperma ou eixo embrionario) foram homogeneizados com
5 mL de &gua desionizada, em tubos de ensaio, sendo estes mantidos em banho-maria a 45 °C,
durante 1 h, com agitagdes a cada 15 min. Passado esse tempo, os tubos foram centrifugados a
3.000 x g, por 15 min, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e
armazenado no freezer a -25 °C até sua utilizacdo, sendo o precipitado descartado.

Os teores de Na* e K* foram determinados segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1989),
com o auxilio de um fotdmetro de chama (Micronal®, modelo B462). Para cada extrato, foram
feitas duas leituras no fotdmetro de chama, sendo os teores dos ions Na*e K* expressos em
umol g de matéria seca (MS).

Os teores de ClI foram estimados de acordo com Gaines, Parker e Gascho (1984). Para
a reacdo, em tubos de ensaio adicionaram-se 1,0 mL do extrato aquoso, convenientemente
diluido, e 167 pL da mistura da reagdo, formada por tiocianato de mercurio [Hg(SCN).] a 13,2
mM em metanol a 100% e nitrato férrico [Fe(NOs)s] a 20,2% (p/v) em &gua deionizada, na
proporcéo 4:1, respectivamente. Os tubos, apos serem agitados, permaneceram em repouso por
15 min. Os teores de Cl” foram quantificados pelas leituras de absorbancia em 460 nm. Como
branco da reacdo, utilizou-se um tubo contendo agua desionizada, ao invés do extrato, e 0s
demais componentes do meio de reacdo, sendo utilizada uma solucdo de NaCl como padréo.

Cada extrato foi dosado em duplicata. Os teores de Cl” foram expressos em pmol g* de MS.

3.5 Peroxidacéo lipidica

3.5.1 Preparacgéao do extrato

O extrato para estimativa da peroxidacéo lipidica foi obtido pela maceracéo de 250 mg
dos tecidos frescos de endosperma e eixo embrionario com 3,0 mL de acido tricloroacético
(TCA) a 5%. Logo apos isso, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g, por 20 min, a 4 °C,

e o0 sobrenadante foi utilizado nas anélises.
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3.5.2 Determinacdo de substancias reativas ao 4cido tiobarbitarico

A peroxidago lipidica foi determinada através da quantificacdo dos teores de TBARS,
conforme Heath e Packer (1968). Para isso, 500 pL de extrato, convenientemente diluido, foram
postos para reagir com 500 pL da solugédo de em acido tiobarbitarico (TBA) a 0,5%, preparado
em 4cido tricloroacético (TCA) a 20%. Essa mistura foi aquecida por 30 min, a 95 °C, sendo a
reacdo interrompida por seu resfriamento em banho de gelo. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3.000 x g, durante 10 min. As leituras espectrofotométricas do sobrenadante
foram realizadas em 532 e 600 nm. Esses teores foram estimados atraves da subtracdo entre as
leituras de absorbancia especifica (532 nm) e ndo-especifica (600 nm) e utilizando o coeficiente
de extingdo molar do TBARS (¢ = 0,155 Mt cm™). Os resultados foram expressos em nmol de
TBRAS g de matéria fresca (MF). No Experimento I, essas determinaces foram feitas apenas
ao final dos 8 DAPT, enquanto no Experimento 1l tais determinacdes foram feitas aos 2, 4, 6 e
8 DAPT.

3.6 Delineamento experimental e analise estatistica do Experimento |

Nesse experimento, o delineamento foi o inteiramente casualizado e seguiu um esquema
fatorial 2 x 5, sendo duas condicdes de semeadura [em agua destilada (controle) ou em solugéo
de NaCl a 100 mM (tratamento salino)] e cinco concentracGes de NPS para o pré-tratamento
das sementes (0, 50, 75, 100 e 200 uM). Cada tratamento foi composto por cinco repeticGes de
20 sementes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para avaliar a
significancia entre os fatores, usando-se o teste F. Quando a diferenca foi significativa (p <
0,05), o teste de Tukey foi utilizado para comparar os valores médios, usando-se 0 programa
SISVAR (verséo 5.3). Os graficos foram feitos utilizando o programa Sigma Plot [version 11.0
(SYSTAT Software, Inc.)].

3.7 Determinacéao dos teores de perdxido de hidrogénio
A determinacéo dos teores de H20O2, bem como todas as andlises descritas a seguir

foram realizadas apenas no Experimento Il e, com excecdo da analise da expressdo génica,

todas foram feitas aos 2, 4, 6 e 8 DAPT. O extrato foi preparado como descrito no item 3.5.1.



38

Os teores de H>O, foram determinados como descrito por Gay et al. (1999), com
algumas modificacdes. A 100 pL da amostra foram adicionados 500 pL de uma solugéo
contendo FeSO4 a1 mM e (NH4)2S04 a 1 mM. Apos isso, foram adicionados 200 pL de H2SO4
a 100 mM. Passados 2 min, foram adicionados a reacdo 100 pL de alaranjado de xilenol a 1
mM. As amostras foram incubadas ao abrigo da luz por 20 min & temperatura ambiente (25 °C),
sendo, em seguida, realizadas leituras de absorbancia em 560 nm. O teor de H20O- foi calculado
a partir de uma curva padrdo com concentracdes crescentes de H>O e os resultados foram

expressos em pmol g MF.

3.8 Atividade das enzimas antioxidativas

3.8.1 Preparacédo do extrato enzimatico

Para preparagédo dos extratos para a determinagdo da atividade das enzimas SOD, CAT,
APX, GPX e GR, 0,5 g de endosperma ou 0,1 g de eixo embrionério, ambos frescos, foram
homogeneizados em almofariz com 2,0 mL de tampdo fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0,
contendo EDTA a 0,1 mM. Para o caso do extrato para determinacéo da atividade da peroxidase
do ascorbato, ao tampéo fosfato de extracdo foi adicionado ascorbato para resultar numa
concentragdo final de 2 mM (NAKANO; ASADA, 1981). Em seguida, o macerado foi
centrifugado a 12.000 x g, durante 15 min. Todos os procedimentos foram conduzidos a 4 °C,

sendo os extratos armazenados em ultrafreezer a -80 °C até o momento das analises.

3.8.2 Dismutase do superoxido

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi mensurada de acordo com o metodo de
Beauchamp e Fridovich (1971), que se baseia na fotorreducdo do azul de p-nitrotetrazélio
(NBT) através da producdo de azul de formazana, com leituras de absorbancia em 560 nm.
Nesta reacdo, definiu-se uma unidade de atividade enzimética (UA) como sendo a quantidade
de enzima necesséaria para inibir 50% da fotorreducéo do NBT no intervalo de tempo de 15 min.
A mistura de reagéo continha metionina a 13 mM, NBT a 75 uM, EDTA a 100 mM e riboflavina
a 2 uM, todos dissolvidos em tampao fosfato de potassio a 50 mM, pH 7,8. A 1.450 puL dessa
solucgéo foram adicionados 50 L do extrato convenientemente diluido. A reagéo foi conduzida
a 25 °C em uma camara de reacdo revestida internamente com papel aluminio e iluminada com
duas lampadas fluorescentes de 20 W, por 15 min (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Os

extratos foram dosados em duplicata, sendo os resultados expressos em UA mg™ proteina.
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3.8.3 Catalase

A atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada de acordo com Havir e McHale
(1987), através do decaimento da absorbancia em 240 nm, devido ao consumo de H202. O meio
de reacdo foi composto por 1.250 puL de tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0, contendo
EDTA a 0,1 mM, acrescido de 100 pL de H2O2a 0,5 M e 150 pL do extrato convenientemente
diluido. Os extratos foram dosados em duplicata, e os resultados expressos em pumol H20>

mg* proteina min 1. Para os célculos da atividade enzimatica, foi usado o coeficiente de

extingdo molar do H20; (¢ = 36 M* cm™).

3.8.4 Peroxidase do ascorbato

A atividade da APX (EC 1.11.1.1) foi determinada de acordo com o método de Nakano
e Asada (1981), por meio do acompanhamento do decaimento da absorbancia em 290 nm
devido a oxidacéo do ascorbato. A mistura de reagéo foi constituida por 50 uL de ascorbato a
15 mM, 50 uL de H,O2 a 30 mM e 1.390 pL de tampao fosfato de potassio a 50 mM, pH 6,0.
A essa mistura, foram adicionados 10 pL do extrato enzimatico convenientemente diluido. Os

extratos foram dosados em duplicata, sendo os resultados expressos em nmol H20, mg
proteina min 1. Para os calculos, foi utilizado o coeficiente de extingdo molar do ascorbato (&

=2,8mM* cm™?) e a estequiometria da reagdo (dois moles de ascorbato para um mol de H20).

3.8.5 Peroxidase do guaiacol

A atividade da GPX (EC 1.11.1.7) foi determinada pelo método de Kar e Mishra (1976)
mediante 0 acompanhamento do aumento da absorbancia em 420 nm devido a formacéo do
tetraguaiacol. O meio de reagdo foi composto por 50 uL de extrato convenientemente diluido,
950 pL de tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0, 500 uL de guaiacol a 0,02 M e 500
uL de H202a 60 mM. Os extratos foram dosados em duplicata, e os resultados expressos em

nmol H,02, mg* proteina min %, usando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar do
tetraguaicol (¢ = 26,6 mM™* cm™) e a estequiometria da reagdo (cada mol de tetraguaiacol

envolve o consumo de quatro moles de H20>).

3.8.6 Redutase da glutationa

A atividade da GR (EC 1.6.4.2) foi determinada conforme metodologia descrita por
Foyer e Halliwell (1976), com algumas modificac6es. A mistura de reacdo (volume final de 1,0
mL) consistiu de tampéo fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,8; EDTA a 0,1 mM; NADPH a
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0,05 mM, GSSG a 3,0 mM e 50 pL de extrato enzimatico convenientemente diluido. A reacdo
foi iniciada pela adicdo de NADPH ao meio de reacdo e acompanhada pelo decaimento da

absorbancia em 340 nm em espectrofotdmetro. Os extratos foram dosados em duplicata e a
atividade da GR foi estimada utilizando o coeficiente de extingdo molar do NADPH (&€ = 6,22

mM* cm™), sendo expressa em nmol NADPH mg™* proteina min™.,

3.9 Concentracao de proteina soltvel

A concentragdo de proteinas solUveis, necessaria para o célculo da atividade especifica
das enzimas antioxidativas, foi determinada nos extratos enzimaticos (item 3.8.1.), utilizando o
reagente do Coomassie (BRADFORD, 1976). A reacdo consistiu da adi¢do de 1,0 mL desse
reagente, composto por azul de coomassie brilhante G-250 a 0,01%, etanol a 4,75% e acido
fosforico (H3PO4) a 8,5%, & 100 pL do extrato convenientemente diluido. A mistura foi deixada
em repouso por 15 min, sendo entdo submetidas a leitura de absorbancia em 595 nm. Como

padrdo, foi utilizada a albumina de soro bovina.

3.10 Antioxidantes ndo enzimaticos: ascorbato e glutationa

O extrato para determinacdo dos teores dos antioxidantes ndo enzimaticos, ascorbato e

glutationa, foi feito como descrito no item 3.5.1.

3.10.1 Teores de ascorbato e estado redox

Os teores de ascorbato reduzido (AsA) e ascorbato total [AsA + DHA] foram
determinados de acordo com Law, Charles e Halliwel (1983). Essas analises foram estimadas
através da reducédo do Fe** a Fe?" pelo ascorbato, em meio acido, e da consequente formagéo
de um complexo entre o Fe?* e o bipiridil, resultando em uma colorago résea, que absorve luz
no comprimento de 525 nm.

Para a determinacdo do AsA, o0 meio de reacdo foi composto de 200 pL do extrato; 200
puL de tampao fosfato de potassio a 150 mM, pH 7,4; 200 uL de agua destilada; 400 uL de TCA
a 10%; 400 pL de HoPOg4 a 44%; 400 pL de bipiridil a 4%, dissolvido em etanol a 70%, e 200
uL de FeCls a 3%. Apo6s uma rapida agitagdo, os tubos de ensaio contendo a mistura de reacéo
foram incubados em banho-maria a 42 °C, por 40 min. Passado esse tempo, a reagédo foi

interrompida por resfriamento das amostras em banho de gelo.
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O ascorbato total foi determinado apds a reducdo do DHA pelo ditiotreitol (DTT),
seguindo o mesmo procedimento para determinacdo do AsA. O meio de reacdo continha 200
uL de extrato, 200 puL de tampao fosfato de potassio a 150 mM, pH 7,4, 100 uL de DTT a 10
mM mantidos, inicialmente, em banho-maria a 42 °C por 15 min. Em seguida, adicionaram-se
100 uL de N-etilmaleiamida (NEM) a 90,5% e aguardou-se o tempo de 2 min para entdo
acrescentar os demais reagentes: 400 pL de TCA a 10%, 400 uL de HoPOg4 a 44%, 400 pL de
bipiridil a 4%, em etanol a 70% e 200 pL de FeCls a 3%. A cada novo componente adicionado
houve uma agitacédo vigorosa. Apos a adicdo de todos os integrantes da mistura, os tubos de
ensaio foram incubados em banho-maria a 42 °C, por 40 min, 0s quais tiveram sua reacao
interrompida, posteriormente, por resfriamento em banho de gelo.

Nas duas determinaces, teve-se como padrdo uma curva obtida a partir de solucgdes
com concentragdes crescentes de acido ascorbico (LAW; CHARLES; HALLIWEL, 1983). O
DHA foi determinado através da subtracdo dos valores do ascorbato total e AsA. Os extratos
foram dosados em duplicata e os dados foram expressos em umol g2 MF. O estado redox do
ascorbato foi estabelecido através da razdo entre o0 AsA e o ascorbato total [AsA/ (AsA+ DHA)]

€ expresso em porcentagem.

3.10.2 Teores de glutationa e seu estado redox

Os teores de GSH e glutationa total [GSH + GSSG] foram determinados como descrito
por Griffith (1980).  Para estimar o contetido de GSH, 100 pL de extrato, 1.300 pL de tampao
fosfato de sddio a 150 mM, pH 7,4, inicialmente incubados a 30 °C, por 15 min, foram postos
para reagir com 100 uL de 5,5 ditio-bis-(2-4cido nitrobenzoico) (DTNB) a 6 mM. A mistura
final foi agitada e mantida em banho-maria a 30 °C por 15 min. Passado esse tempo, a reagdo
foi interrompida por resfriamento em banho de gelo. O teor de GSH foi estimado através de
leituras de absorbancia em 412 nm e usando o coeficiente de extincdo molar do acido
nitrobenzdico produzido na reacdo (¢ =14,15 mM™ cm™), sendo os resultados expressos em
umol g MF.

Para estimar o contetdo de glutationa total, a GSSG foi reduzida a GSH pela acéo da
enzima GR. Tal reacdo era constituida por 100 pL de extrato, 300 uL de tampao fosfato de
sodio a 150 mM, pH 7,4, 500 pL de uma unidade da enzima GR (estoque: 3 mg mL™ e 147 U
mL?), 500 pL de NADPH a 0,3 mM e 100 uL DTNB a 6 mM, ambos dissolvidos em tampdo.

Os tubos de ensaio, contendo a mistura de reacdo, foram agitados e deixados em banho-maria
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a 30 °C, por 15 min, os quais tiveram sua reagéo interrompida por resfriamento em banho de
gelo. O teor de glutationa total foi estimado como descrito anteriormente para a GSH.

A GSSG foi determinada através da subtracdo dos valores de glutationa total e GSH. Os
extratos foram dosados em duplicata e os dados foram expressos em umol g* MF. O estado
redox da glutationa foi estabelecido através da razéo entre a GSH e a glutationa total [GSH/
(GSH+ GSSG)] e expresso em porcentagem.

3.11 Anélise da expressdo dos genes da catalase e da redutase da glutationa

A partir da analise dos dados sobre as atividades das enzimas antioxidativas, foram
selecionadas para estudo da expressao génica as enzimas catalase e redutase da glutationa. Essas
enzimas e suas isoformas tiveram sua expressao génica analisada pela reacdo da transcriptase
reversa (RT), seguida de PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR).

O RNA total foi extraido de eixos embrionarios de plantulas de pinhdo-manso com 1,
2, 4,6 e 8 DAPT, utilizando-se de kits de extracdo adequados. Os genes alvo corresponderam
a trés isoformas da catalase (CAT1, CAT2 e CAT3) e duas isoformas da redutase da glutationa
(GR1, GR2), selecionados em pesquisas em bancos de dados para Jatropha curcas. Varios
genes constitutivos foram testados, a fim de normalizar os dados de expressdo génica, sendo
utilizados os genes ACT11, MPK4 e GADPH, por apresentarem expressdo mais estavel em

todos os tratamentos.

3.11.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os primers constitutivos testados foram gentilmente cedidos pela Dra. Nara Lidia
Mendes de Alencar, do Instituto Federal de Educacao, Ciéncias e Tecnologia do Ceara (IFCE),
campus Crateds, Ceara. Estes foram adquiridos para seus experimentos de Tese de Doutorado
em Bioquimica na Universidade Federal do Ceara (UFC), e haviam sido desenhados por Rocha
et al. (2013), ambos trabalhando com pinhdo-manso. Para o presente estudo, foram desenhados
os primers da CAT1, CAT2, CAT3, GR1 e GR2 nas juncBes éxon-éxon, usando o programa
Perl primerv.1.1.20 (MARSHAL, 2004). As sequéncias desses primers sdo mostradas na tabela
2.

3.11.2 Extracao do RNA total
O RNA total foi extraido de amostras contendo eixos embrionarios submetidos aos

tratamentos ja descritos no item 2.1.1. Tendo em vista o fato de o pinh&o-manso ser uma
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oleaginosa foi utilizada a associagéo de dois Kits de extragdo, o primeiro com finalidade de
retirada dos lipidios e extracdo dos &cidos nucleicos e o segundo com o intuito de purificar o
RNA total. Para isso, 200 mg de matéria fresca foram maceradas com nitrogénio liquido, com
0 auxilio de almofariz e pistilo. O macerado foi utilizado para a extragdo com o reagente Plant
RNA purification reagent (Invitrogen) e, em seguida, foi realizada a segunda etapa de extracao,
com a utilizagdo do RNeasy plant mini Kit (Qiagen), sendo ambas as extracoes feitas seguindo
as instrucbes dos fabricantes. Uma DNase livre de RNase (Promega, Estados Unidos) foi
adicionada entre as extracOes, a fim de evitar a contaminacdo por DNA genémico nos ensaios
de RT-gqPCR.

3.11.3 Quantificacdo e analise da pureza do RNA total

Apds o processo de extracdo e purificacdo do RNA, aliquotas de 1 puL das amostras
foram quantificadas em espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) com leituras de
absorbancia em 260 nm. Para estimar a pureza do RNA extraido, as razdes 260/280 e 260/230
foram mensuradas, a fim de identificar contaminacGes por proteinas (razdo 260/280 deve estar

entre 1,8 e 2,0) ou polissacarideos (razdo 260/230 deve estar acima de 2,0).

3.11.4 Andlise da integridade do RNA total

A integridade do RNA total foi determinada através de eletroforese unidimensional em
gel de agarose a 1,0%, utilizando 0,5 pg de RNA total. A cuba eletroforética foi preenchida
com tamp3do MOPS 10X e ligada a uma fonte que mantinha a voltagem constante em 70 V. As
amostras foi adicionado o corante Gel RED 6X, que absorve luz no comprimento de onda que
corresponde ao ultravioleta. A visualizagdo das bandas de RNA ribossomal (18S e 28S) foi
possivel pela exposicdo do gel a um transiluminador de luz UV, e fotodocumentado por meio

do sistema Mini BIS Pro (Bio-Imaging Systems), com auxilio do software Gel CaptureTM.

3.11.5 Sintese de DNA complementar (cCDNA)

Aliguotas equivalentes a 1 ug do RNA total foram utilizadas para a sintese do DNA
complementar (cDNA). Para isso, utilizou-se do kit da IMpromlI™ Transcriptase Reverse
(Promega, Estados Unidos), conforme as instru¢des do fabricante. Os constituintes da reacéo,
bem como seus volumes, s@o apresentados na Tabela 3. A solugdo formada (volume final de 20
pL) foi levada ao termociclador, no qual a reacéo de sintese do cDNA ocorreu a 65 °C, por 1
min, seguido de 42 °C, por 1 hora, e 75 °C por 15 min. O cDNA obtido foi diluido 20x e

armazenado a -20 °C para as posteriores reacdes de gPCR.
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Tabela 2- Lista dos genes utilizados nas analises de RT-gPCR seus respectivos produtos génicos e

sequéncias de primers. As letras F (forward) e R (reverse) se referem aos sentidos senso e antisenso,

respectivamente.

Primers Produto génico

Sequéncias

ACT11* Actinll

Gliceraldeido 3- fosfato

CADPHT desidrogenase
MPK4* MAP cinase 4
CAT1 Catalase |
CAT?2 Catalase I1
CAT3 Catalase 11
GR1 Glutationa redutase |
GR2 Glutationa redutase 11

(F) CTAAAGGCTAATGGGGAAAC
(R) CAACCACTTGATTAGAAGCC

(F) TGGTTGATCTCACTGTTAGG
(R) AGACTCCTCTTTGATCGCAG

(F) GAGCATAACATCAGAGGAATACC
(R)TACGGCAGCACAAACAATACCA

(F) CCGTCTTGGACCTAACTATCTA
(R) GTATCACACACTTCTCACGCT

(F) GATCCAGAGGTCCAATTCTG
(R) AATCCGCACAAGTGAGATG

(F) CCTTACAAGCACTGTCCATCG
(R) GTGATAGTCTTCAAGGAGGATC

(F) GCCGTGGAAAGATTGTAGAC
(R) GCAGCATCCGAATCAATCACA

(F) GGTGATATTGAGGATGCCAGG
(R) CTCCCGCATTAGATAGTAACCG

*Primers constitutivos
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Tabela 3- Componentes da reacdo de sintese do DNA complementar (cDNA) e seus respectivos

volumes.
Reagentes Volumes (uL)
RNA total Volume equivalente a 1 pug do RNA total

Tampéo 5X 4 uL

MgCl2 (25 mM) 2,4 uL

dNTPs (10 mM) 1,0 L

OligodT24 (20 pmol/uL) 1,5puL

H20 livre de RNase Em fungdo do volume do RNA total

Transcriptase reversa (160 pg/pL) 1puL

3.11.6 PCR semiquantitativa

A qualidade do cDNA foi analisada através da reacdo de PCR semiquantitativa. Para
tal, utilizou-se de um par de primers, pertencentes ao gene da fosfatase proteica 2A2 (PP2a).
Os constituintes da reacdo, bem como os seus volumes sdo mostrados na Tabela 4, tendo a
solucdo um volume final de 25 pL. A amplificagdo foi realizada em termociclador, utilizando-
se um programa com uma etapa inicial de pré-desnaturacdo a 92 °C por 5 min, seguida de 30
ciclos de 1 min, a 94 °C, 1 minuto, a 55 °C, e 25 s, a 72 °C. A visualiza¢do dos produtos dessa
PCR semiquantitativa foi possivel através de gel de agarose a 1%, similarmente como descrito

no item 3.11.4, com exce¢do do tampao de corrida, que neste caso foi o TBE.

3.11.7 gPCR

As analises de PCR quantitativa em tempo real foram realizadas utilizando o
termociclador Mastercycler ep realplex 4S (Eppendorf®), na placa Eppendorf white de 150 pL
com 96 pogos, no qual as amostras foram analisadas em triplicata. As condi¢des da reacdo
foram as seguintes: 95 °C, por 10 min, seguidos de 40 ciclos que correspondiam a trés fases: a

primeira, de desnaturacdo da fita dupla do DNA (95 °C por 15 s); a segunda, de anelamento dos
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Reagentes Volumes (uL)
cDNA 1L
Tampéo 5X 5uL
dNTPs (10 mM) 0,5 pL

Primers (senso e anti-senso)

H->0 livre de RNAses

1,0 pL (cada)

16,4 pL

GoTagDNA polimerase (Promega®) 0,1 uL

iniciadores (temperatura 6tima de cada primer, por 15 s); e por fim, a terceira, de extensdo da
nova fita de DNA (60 °C por 20 s). Ao final dos 40 ciclos, também foi feita a curva de
dissociacdo (Melting), que consistiu de 15 s de incubacdo a 95 °C, 15 s de incubacdo a 60 °C e
uma subida a 95 °C, por 15 s (SARAIVA, 2013).

As reacdes foram realizadas de acordo com as normas do fabricante do kit Power SYBR
Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems). Cada pogo da placa correspondia a uma
reacdo composta por 10 pL do reagente Power SYBR Green, 4 uL de ¢cDNA (100 ng),
previamente produzido, como descrito anteriormente, 1 pL de cada oligonucleotideo iniciador
(senso e antisenso) em uma concentracdo de 300 ng/uL, e agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada
e livre de nucleases, totalizando 20 pL de reagdo. O monitoramento em tempo real foi realizado
através da deteccdo dos niveis de fluorescéncia do SYBR Green.

Inicialmente, construiu-se um gradiente de temperatura, a fim de determinar a
temperatura 6tima de anelamento de cada primer. Para isso, utilizou-se um pool das amostras
de cDNA. O procedimento realizado foi 0 mesmo descrito anteriormente, porém a fase de
anelamento teve temperaturas variaveis: 47,2; 50,5; 52,7; 55,0; 57,5; 59,8; 61,9; 63,6 € 65,0°C.

A analise dos dados obtidos por RT-qgPCR foram determinados pelo Ct (Cycle treshold)
das amostras, ou seja, pelo numero de ciclos de amplificacdo necessarios para a emissao da

fluorescéncia ultrapassar um limiar. Essa medida é realizada durante a fase exponencial da
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reacdo de PCR. Os Cts utilizados para as analises foram obtidos atraves da média aritmética
entre as triplicatas das reagdes, para cada condicdo e gene. A normalizagdo dos resultados foi
realizada com o auxilio do programa GeNorm (VAMDESOMPELE et al., 2002). Para isso, foi
utilizada a equag¢do ACt = Ct (gene alvo) — Ct (controle enddgeno). Os valores brutos de Ct
foram convertidos em dados de expressao relativa utilizando-se o método delta Ct e delta-delta
Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

3.12 Delineamento experimental e andlise estatistica do Experimento 11

Nesse experimento, o delineamento foi o inteiramente casualizado e seguiu um esquema
fatorial 2 x 2, constando de dois pré-tratamentos das sementes (com agua destilada e com NPS
a 75 pM) e de duas condi¢des de semeadura (em agua destilada e em solugao de NaCl a 100
mM). Foram 5 repetices, sendo cada parcela constituida de 20 sementes. Os resultados,
excetuando-se os dados de expressdo génica (que nao foram analisados estatisticamente), foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), para avaliar a significancia entre os fatores. Os
resultados foram analisados individualmente em cada tempo de coleta (2, 4, 6, e 8 DAPT).
Quando a diferenca foi significativa (p < 0,05), o teste de Tukey foi utilizado para comparar os
valores médios, utilizando o programa SISVAR (versdo 5.3). Os gréficos foram feitos
utilizando o programa Sigma Plot [versdo 11.0 (SYSTAT Software, Inc.)].
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento |

4.1.1. Germinagao

Nesse experimento, os resultados do pré-tratamento das sementes de pinhdo-manso com
diferentes concentraces de NPS sobre as variaveis de germinacéo, ao final de oito dias do pré-
tratamento, sdo apresentados na Tabela 5. A porcentagem de germinacdo (%G), em geral, ndo
foi significativamente alterada pelo estresse salino, e nem pelo pré-tratamento, com exceg¢do do
pré-tratamento com NPS al00 uM, no qual a porcentagem de germinacdo foi reduzida pela
salinidade. O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi reduzido significativamente pela
salinidade apenas nas plantulas pré-tratadas com agua destilada ou com NPS a 100 uM, néo se
observando alteragdes nos outros pré-tratamentos. Ja o tempo médio de germinagao (TMG) foi
aumentado pela salinidade em todos os pré-tratamentos analisados (Tabela 5).

As variacOes na %G puderam ser melhor avaliadas quando analisadas entre os dois e
quatro dias ap6s o pré-tratamento (DAPT) das sementes (Tabela 6). Como pode ser observado,
aos 2 DAPT, a %G foi reduzida pela salinidade em todos os pré-tratamentos com NPS
analisados; contudo, aos 3 DAPT essa redu¢do ndo aconteceu no pré-tratamento com NPS a 75
UM. Ja aos 4 DAPT, a reducdo observada na %G pela salinidade, nas sementes pré-tratadas
com &gua destilada, em relacdo ao controle, foi revertida naquelas pré-tratadas com NPS em
quaisquer das concentracdes testadas (Tabela 6). E importante destacar que, sob condigdes
controle, o pré-tratamento das sementes com NPS a 200 uM causou uma reducdo na
percentagem de germinacdo. Embora ndo tenha sido analisado estatisticamente, em geral, a
%G, sob condicgdes de estresse salino, apresentou tendéncia de aumento do 2° para o 4° DAPT.
Além disso, tanto em condi¢des controle como de estresse salino, independentemente do tempo
de andlise, as menores %G foram observadas nas sementes do pré-tratamento com NPS a 200
HM.

4.1.2. Crescimento
Para as plantulas oriundas de sementes pré-tratadas com agua destilada, a matéria seca
do endosperma e do eixo embrionéario foi significativamente afetada pela salinidade aos 8

DAPT, tendo sido aumentada no endosperma e reduzida no eixo embrionario (Figura 2).
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Tabela 5 - Porcentagem de germinacdo (%G), indice de velocidade de germinacéo (IVG) e tempo médio
de germinagdo (TMG, em dias), de sementes de pinhdo-manso pré-tratadas com agua destilada ou com
diferentes concentracfes de nitroprussiato de sodio (NPS) e semeadas sob condigdes controle (dgua
destilada) ou de estresse salino (NaCl a 100 mM) aos oito dias apds o pré-tratamento. Para cada variavel,
médias seguidas por letras maiusculas iguais, em um mesmo pré-tratamento, ou minusculas iguais, em
um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam

a média de cinco repeticdes + 0 erro padrdo da média.

Pré-tratamento  Condigoes %G VG TMG
Controle 95,0+0,3 Aa 47+0,1 Aa 2,1+0,0Ba
H20
Estresse 90,0+ 0,2 Aa 4,2+0,1Ba 2,6+0,2 Aa
Controle 93,0+0,2 Aa 46+0,1 Aa 2,1+0,0Ba
NPS a 50uM
Estresse 91,0+ 0,3 Aa 42+0,2 Aa 2,6+0,2 Aa
Controle 91,0+ 0,6 Aa 45+0,2 Aa 2,1+0,1Ba
NPS a 75uM
Estresse 92,0+04 Aa 44+0,2 Aa 25+0,1Aa
Controle 100,0 + 0,0 Aa 50+ 0,0 Aa 2,0+0,0Ba
NPS a 100uM
Estresse 85,0+ 0,3Ba 4,0+0,2Ba 24+0,1Aa
Controle 89,0+ 0,8 Aa 43+0,3 Aa 2,1+0,1Ba
NPS a 200uM
Estresse 88,0+ 0,4 Aa 41+0,2 Aa 26+0,1Aa
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Tabela 6 - Porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de pinhdo-manso pré-tratadas com agua
destilada ou com diferentes concentracdes de nitroprussiato de sodio (NPS) e semeadas sob condicoes
controle (agua destilada) ou de estresse salino (NaCl a 100 mM) aos 2, 3 e 4 dias ap6s o0 pré-tratamento
(DAPT). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras mailsculas iguais, em um mesmo pré-
tratamento, ou minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem estatisticamente entre

si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeticdes + o erro padréo.

Pré-tratamento  Condicdes 2 DAPT 3 DAPT 4 DAPT
Controle 92,0+ 3,7 Aa 96,0+ 24 Aa 96,0+ 2,4 Aa
H20
Estresse 64,0 + 5,0 Ba 84,0+ 5,0Bb 86,0 + 2,4 Bb
Controle 90,0+ 3,1 Aa 940+ 24 Aa 940+ 24 Aa
NPS a 50uM
Estresse 56,0 + 2,1 Bb 82,0+4,4Bb 88,0 +4,0 Ab
Controle 86,0 +6,7 Ab 90,0+5,4 Aa 96,0 +5,4 Aa
NPS a 75uM
Estresse 66,0 + 4,4 Ba 90,0 +8,0 Aa 94,0 +5,8 Aa
Controle 96,0 + 2,0 Aa 96,0+ 2,0 Aa 96,0 + 2,0 Aa
NPS a 100uM
Estresse 64,0 + 3,7 Ba 80,0 +4Bb 90,0 + 3,1 Aa
Controle 76,0 + 6,7 Ac 84,0+4,1 Ab 84,0+6,1 Ab
NPS a 200uM
Estresse 60,0 + 3,1 Ba 74,0 + 4,8 Bc 84,0+4,0Ab
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Figura 2 - Matéria seca do endosperma (A) e do eixo embrionario (B) de plantulas de pinhéo-
manso aos oito dias ap0s o pré-tratamento das sementes com diferentes concentracdes de
nitroprussiato de sédio (NPS), e semeadas sob condices controle ( (] - agua destilada)
controle) ou de estresse salino (lll- NaCl a 100 mM). Em uma mesma concentracao de NPS,
médias seguidas por letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente entre si, enquanto
gue em um mesmo nivel de salinidade, médias seguidas por letras minlsculas iguais nédo
diferem significativamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco

repeticdes + o erro padrdo da média.
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No pré-tratamento com NPS a 75 uM a situacéo se inverteu, sendo a matéria seca do
endosperma menor sob condicdes salinas (Figura 2A), enquanto que a do eixo embrionario foi
igual aquela do controle (Figura 2B). Nos pré-tratamentos com NPS a 100 e 200 uM, a matéria
seca do endosperma, sob condicBes de estresse, foi igual aquela do controle. E importante
destacar que o eixo embrionario oriundo de sementes pré-tratadas com NPS a 200 uM
apresentou, sob salinidade, maior reducdo na matéria seca, em relagdo ao controle (50%) que
aquela observada no pré-tratamento com agua (20%) (Figura 2B).

O comprimento das plantulas de pinhdo-manso, aos 8 DAPT, foi significativamente
afetado pelo estresse salino, e esse efeito variou de acordo com a concentragéo de NPS utilizada
no pré-tratamento das sementes (Figura 3). Com excec¢do de plantulas oriundas de sementes do
pré-tratamento com NPS a 75 uM, o comprimento da parte aérea foi reduzido pelo estresse
salino (Figura 3A). Da mesma forma, o comprimento da radicula foi reduzido pela salinidade,
exceto nas plantulas oriundas de sementes dos pré-tratamentos com NPS a 75 e 100 uM (Figura
3B). Portanto, no pré-tratamento com NPS a 75 puM, tanto o comprimento do eixo embrionério
como o da radicula ndo diferiram daqueles da condicao controle. Apesar do aparente beneficio
desse pré-tratamento, observou-se que a concentracdo de 200 uM de NPS foi toxica a planta,
causando reducgOes acentuadas de seu comprimento, tanto em condig¢des controle como de

estresse salino.

4.1.3. fons

No endosperma, os teores de K" foram reduzidos pela salinidade, exceto no pré-
tratamento com NPS a 75 uM, cujos teores foram semelhantes ao da condigéo controle (Figura
4A). As maiores reducdes nos teores de K*, nesse mesmo érgao, ocorreram nos pré-tratamentos
com NPS a 100 e 200 uM. Com excecdo do pré-tratamento com NPS a 100 uM, os teores de
K™, no eixo embrionario foram aumentados pelo tratamento salino, especialmente nas plantulas
provenientes de sementes pré-tratadas com a maior dose de NPS (Figura 4B).

Os teores de Na“ foram significativamente aumentados pela salinidade, tanto no
endosperma como no eixo embrionario, fato coerente com a adicdo desse ion ao meio de
germinacdo (Figura 5). Contudo, no endosperma, esse aumento devido ao estresse salino foi
menor quando as plantulas foram pré-tratadas com NPS a 75 uM e 100 uM, as quais
apresentaram os menores teores de Na* (Figura 5A). Por sua vez, no eixo embrionario das
plantulas sob condicBes de estresse salino, o tratamento com NPS a 75 uM foi aquele em que

se observou o menor teor de Na* (Figura 5B). Na condi¢do controle, o teor desse
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Figura 3 - Comprimento da parte aérea (A) e da radicula (B) de plantulas de pinhdo-manso aos
oito dias apds o pré-tratamento das sementes com diferentes concentracdes de nitroprussiato de
sédio (NPS) e semeadas sob condi¢des controle ([] - 4gua destilada) ou de estresse salino
(Il - NaCl a 100 mM). Em uma mesma concentracdo de NPS, médias seguidas por letras
maiusculas iguais ndo diferem significativamente entre si, enquanto que em um mesmo nivel
de salinidade, médias seguidas por letras mindsculas iguais ndo diferem significativamente
entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢fes + 0 erro padrdo da
média.
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Figura 4 - Teor de potassio (K*) no endosperma (A) e no eixo embrionario (B) de plantulas de
pinhdo-manso aos oito dias apds o pré-tratamento das sementes com diferentes concentracdes
de nitroprussiato de s6dio (NPS), e semeadas sob condi¢des controle ([ - 4gua destilada) ou
de estresse salino (I - NaCl a 100 mM). Em uma mesma concentragdo de NPS, médias
seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem significativamente entre si, enquanto que em
um mesmo nivel de salinidade, médias seguidas por letras mindsculas iguais ndo diferem

significativamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a media de cinco repeti¢des + 0

erro padrdo da média.
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Figura 5 - Teor de sodio (Na*) do endosperma (A) e do eixo embrionario (B) de plantulas de

pinhdo-manso aos oito dias apds o pré-tratamento das sementes com diferentes concentracdes

de nitroprussiato de sédio (NPS), e semeadas sob condi¢des controle ([]- agua destilada) ou

de estresse salino (Il - NaCl a 100 mM). Em uma mesma concentracdo de NPS, médias

seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem significativamente entre si, enquanto que em

um mesmo nivel de salinidade, médias seguidas por letras mindsculas iguais ndo diferem

significativamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a media de cinco repeti¢des + 0

erro padrdo da média.
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ion nesse mesmo 6rgdo n&o variou entre os pré-tratamentos com NPS. No pré-tratamento com
NPS a 200 uM, sob condi¢des salinas, foi onde se observou maior teor em sddio, tanto no

endosperma como no eixo embrionario.

4.1.4. Peroxidacao lipidica

A peroxidacéo de lipidios, determinada através dos teores de TBARS, néo foi afetada
pela salinidade no endosperma das plantulas de pinhdo-manso, exceto naquelas provenientes
de sementes pre-tratadas com NPS a 75 pM, que apresentaram reducéo significativa nos teores
de TBARS (Figura 6A). JA no eixo embrionario, a salinidade causou um aumento da
peroxidacao lipidica, em relacéo ao controle, quando as sementes foram pré-tratadas com agua
destilada (NPS a 0 uM). Contudo, nesse mesmo 6rgdo de plantulas oriundas de sementes pré-
tratadas com quaisquer das concentracdes testadas de NPS, ndo foram observadas diferencas
significativas entre o tratamento salino e o controle (Figura 6B).

Dos resultados desse experimento, pdde-se constatar que, sob condices salinas, o pré-
tratamento das sementes com NPS a 75 uM foi 0 mais eficiente na reducéo dos efeitos deletérios
dos sais. Em suma, foi o pré-tratamento que: 1. reverteu completamente os efeitos deletérios da
salinidade na %G, aos 3 DAPT, e no crescimento do eixo embrionério, aos 8 DAPT; 2. diminuiu
a peroxidacao lipidica no endosperma; 3. apresentou menor aumento no teor de Na*, sob
condigdes de estresse salino, tanto no endosperma como no eixo embrionario. Tendo em vista

isso, optou-se por essa concentracdo para conducdo no experimento Il

4.2 Experimento 11

4.2.1. Germinacao das sementes

Nesse experimento, as variaveis relacionadas com a germinagdo foram novamente
analisadas, porém utilizando apenas o pré-tratamento com NPS a 75 uM, que foi a concentragéo
que apresentou melhor resultado no experimento preliminar (Experimento ). Na Tabela 7 sdo
apresentados os resultados sobre a %G, 0 IVG e 0 TMG, aos 8 DAPT. Como pode ser visto, a
%G néo foi alterada pela salinidade ou pelo pré-tratamento com NPS, enquanto o IVG e 0 TMG
foram significativamente afetados pelos tratamentos e condigdes de germinacdo. No pre-
tratamento com &gua destilada, o 1VG foi reduzido pela salinidade em 56,8% em relagdo a
condicd@o controle; porém, nas sementes pre-tratadas com NPS, essa reducgdo foi de apenas
34,3%, sendo o IVG das sementes pré-tratadas com o NPS 43,8% maior que aquele das pré-
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Figura 6 - Teores de TBARS do endosperma (A) e do eixo embrionario (B) de plantulas de
pinhdo-manso aos oito dias apds o pré-tratamento das sementes com diferentes concentracdes
de nitroprussiato de sédio (NPS), e semeadas sob condi¢des controle ( []- &gua destilada) ou
de estresse salino ( Il - NaCl a 100 mM). Em uma mesma concentracdo de NPS, médias

seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem significativamente entre si, enquanto que em

um mesmo nivel de salinidade, médias seguidas por letras mindsculas iguais ndo diferem

significativamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a media de cinco repeti¢des + 0

erro padrdo da média.
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tratadas com &gua e mantidas na condicdo de estresse (Tabela 7). Nas condicGes controle, 0
pré-tratamento com NPS ndo alterou significativamente o IVG das sementes. J& 0 TMG foi
aumentado pela salinidade, independentemente do pré-tratamento (Tabela 7). Em condicGes
salinas, 0 TMG das sementes pré-tratadas com NPS foi 29,0% menor que aquele do pré-
tratamento com agua destilada, enquanto na condigdo controle ndo houve diferenca com relacéo
ao pré-tratamento. Em relacdo ao controle, a salinidade aumentou em 82,4% o TMG das
sementes pré-tratadas com agua destilada; porém, naquelas prée-tratadas com NPS o aumento

causado pelo estresse salino foi de apenas 29,4% (Tabela 7).

Tabela 7 - Porcentagem de germinacdo (%G), indice de velocidade de germinacéo (IVG) e tempo médio
de germinagdo (TMG, em dias) de sementes de pinh&o-manso pré-tratadas com &gua destilada ou com
nitroprussiato de s6dio (NPS) a 75 uM e semeadas sob condigdes controle (Agua destilada) ou de estresse
salino (NaCl a 100 mM) aos oito dias ap6s o pré-tratamento. Para cada variavel, médias seguidas por
letras mailsculas iguais, em um mesmo pré-tratamento, ou mindsculas iguais, em um mesmo nivel de
salinidade, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco

repeticdes + o erro padrdo da média.

Pré-tratamento  Condic¢des %G VG TMG
Controle 92,0+ 3,7 Aa 7,4+ 0,3 Aa 1,7+0,0Ba
e Estresse 82,0 +5,8 Aa 3,2+0,2Bb 3,1+0,2 Aa
Controle 90,0 + 6,3 Aa 7,0+ 0,4 Aa 1,7+0,1Ba
NPS Estresse 84,0 +4,0 Aa 46+0,1Ba 2,2+ 0,0 Ab

As diferencas nas %G das sementes de pinhdo-manso em funcdo dos tratamentos e
condicdes de germinacao se tornaram mais evidentes nos estadios iniciais de germinacdo. Como
pode ser visto na Tabela 8, aos 2, 3 e 4 DAPT, a salinidade reduziu a %G, independentemente
do pré-tratamento. Em condigdes controle, ndo foram observadas diferengas significativas na
%G entre os pré-tratamentos com agua destilada ou com NPS; porém, em condicdes de estresse
salino, houve um aumento nessa variavel nos trés tempos analisados. Nas sementes pré-tratadas
com agua destilada, aos 2, 3 e 4 DAPT, as reducdes na %G, causadas pelo estresse salino, foram
de 46,3, 34,1 e 20,0%, respectivamente, enquanto naquelas pré-tratadas com NPS, tais reducdes
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foram menores, 37,8, 17,8 e 8,9%, respectivamente (Tabela 8). Em condicdes salinas, aos 2, 3
e 4 DAPT, as %G das sementes pré-tratadas com NPS foram 27,3, 27,6 e 13,9% maiores que

aquelas pré-tratadas com dgua e mantidas nessas mesmas condicdes.

Tabela 8 - Porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de pinhdo-manso pré-tratadas com agua
destilada ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM e semeadas sob condi¢cdes controle (agua
destilada) ou de estresse salino (NaCl a 100 mM) aos 2, 3 e 4 dias apds o pré-tratamento (DAPT). Dentro
de cada DAPT, médias seguidas por letras mailsculas iguais, em um mesmo pré-tratamento, ou
minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05).

Os valores representam a média de cinco repeti¢Bes + 0 erro padrdo da média.

Pré-tratamento Condigdes 2 DAPT 3 DAPT 4 DAPT
Controle 82,0 +5,8 Aa 88,0 + 5,8 Aa 90,0 +5,4 Aa
e Estresse 440+ 1,2Bb 58,0 + 0,7 Bb 72,0+5,8Bb
Controle 90,0 + 3,7 Aa 90,0 + 6,0 Aa 90,0 + 6,3 Aa
NPS Estresse 56,0 + 5 Ba 74,0 + 3,1 Ba 82,0+ 3,8 Ba

4.2.2. Matéria seca e crescimento das plantulas

A matéria seca do endosperma e do eixo embrionario das plantulas de pinhdo-manso foi
afetada pela salinidade e pelo pré-tratamento das sementes com NPS (Figura 7). Nas plantulas
provenientes de sementes pré-tratadas com agua destilada, a matéria seca do endosperma foi
maior naquelas sob estresse salino, em cada um dos tempos analisados (2, 4, 6 e 8 DAPT).
Entretanto, o pré-tratamento com NPS reverteu em grande parte essa situacao, fazendo com que
a matéria seca do endosperma ficasse com valor muito proximo daquele das plantulas na
condic&o controle, especialmente naquelas do pré-tratamento com NPS (Figura 7A). A matéria
seca do endosperma diminuiu ao longo dos DAPT avaliados, independentemente da condicao
de semeadura ou de pré-tratamento.

No eixo embrionario, foram observadas respostas de natureza inversa as do endosperma

(Figura 7B). Nas plantulas oriundas de sementes pré-tratadas com agua destilada, a salinidade
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Figura 7 - Matéria seca do endosperma (A) e do eixo embrionario (B) de plantulas de pinhao-
manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apos o pré-tratamento (DAPT) com agua destilada (sem hachura) ou
com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM (com hachura) e semeadas em condic¢des controle
(C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100 mM (E - colunas cinza). Dentro de
cada DAPT, médias seguidas por letras maiusculas iguais, em um mesmo pré-tratamento, ou
minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem estatisticamente entre si (p

> 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des + o erro padréo da média.
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reduziu a matéria seca do eixo embrionério em todos os tempos analisados, porém o pré-
tratamento com NPS reverteu essa situacao e os valores se aproximaram daqueles da condicéo
controle. Em condigdes salinas, os valores da matéria seca do eixo embrionario das plantulas
do pré-tratamento com NPS foram 66, 147, 43 e 62% maiores, em relacdo aqueles do pre-
tratamento com agua destilada, aos 2, 4, 6 e 8 DAPT, respectivamente. Em condicdes controle,
0 pré-tratamento com NPS estimulou o aumento da matéria seca do eixo embrionario apenas
aos 4 DAPT, mantendo-se inalterada nos outros DAPT (Figura 7B). Independentemente do
tratamento e da condicdo de germinacdo, a matéria seca do eixo embrionario aumentou com o
tempo de germinacdo (Figura 7B).

O comprimento da parte aérea do pinhdo-manso foi severamente reduzido pela
salinidade nas plantulas oriundas de sementes pré-tratadas com agua destilada, em relacédo
aquelas do controle, sendo a reducdo, em média, de 40% (Figura 8). Entretanto, sob condicdes
de salinidade, o pré-tratamento com NPS aumentou o comprimento da parte aérea, em relacéo
aquelas do pré-tratamento com agua destilada, em 19,4, 42,2, 36,0 e 50,8% aos 2, 4, 6 e 8
DAPT, respectivamente (Figura 8A).

Da mesma forma que aconteceu na parte aérea, o pré-tratamento com NPS também
atenuou, em parte, a inibicdo do crescimento da radicula causada pela salinidade, sendo a
reducdo, em média, de 45% em relacdo ao controle (Figura 8B). Sob condic¢des de estresse
salino, o pré-tratamento com NPS aumentou o comprimento da radicula, em relacdo aquelas do
pré-tratamento com agua destilada, em cerca de 26,2; 32,0; 32,7 e 17,9% aos 2, 4, 6 e 8 DAPT,
respectivamente (Figura 8B).

Em geral, sob condicGes controle, o comprimento da radicula ou da parte aérea néo foi
alterado pelo pré-tratamento das sementes (Figura 8). A foto da Figura 9 mostra a morfologia
e o crescimento das plantulas de pinhdo-manso com 40 h apds o pré-tratamento com NPS e aos
2 e 3DAPT.

4.2.3. Teores dos ions potéassio, sodio e cloreto

Aos 2 DAPT, os teores de K* no endosperma das plantulas de pinh&o-manso
apresentaram pequena reducdo pelo estresse salino, independentemente do pre-tratamento
(Figura 10A). No entanto, a partir do 4° DAPT, a salinidade aumentou em 90% os teores de K™,
em média em relacdo ao controle, o qual em parte foi revertido pelo pré-tratamento com NPS.
Em condicGes controle, foram poucas ou inexistentes as alteracfes nos teores desse ion, exceto

aos 8 DAPT, em que o pré-tratamento com NPS induziu um aumento de 120%, em relagdo
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Figura 8 - Comprimento da parte aérea (A) e da radicula (B) de plantulas de pinhdo-manso aos
2, 4, 6 e 8 dias ap6s o pré-tratamento (DAPT) com agua destilada (sem hachura) ou com
nitroprussiato de sodio (NPS a 75 uM (com hachura) e semeadas em condicdes controle (C -
colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100 mM (E - colunas cinza). Dentro de cada
DAPT, médias seguidas por letras mailsculas iguais, em um mesmo pré-tratamento, ou
minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem estatisticamente entre si (p

> 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des + 0 erro padrdo da media.
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Pré-tratamento H,0 NPS H,O NPS
Condicio H0 H;O NaCl NaCl

40 HAPT

2DAPT

3 DAPT

Figura 9 — Foto das plantulas de pinhdo-manso (Jatropha curcas) com 40 horas ap0s o pré-
tratamento (HAPT) e aos 2 e 3 dias apds o pré-tratamento (DAPT) com agua destilada ou com
nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM, e semeadas em condic¢des controle (dgua destilada) ou
de estresse salino (NaCl a 100 mM). As barras pretas, em cada periodo de tempo avaliado,

equivalem a 1,0 centimetro.
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Figura
10 - Teores de potassio (K*) no endosperma (A) e no eixo embrionario (B) de plantulas de
pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT) com &gua destilada (sem
hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com hachura) e semeadas em
condigdes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100 mM (E - colunas
cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maiusculas iguais, em um mesmo
pré-tratamento, ou mindsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem
estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢fes + 0 erro

padrdo da média.
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aqueles do pré-tratamento com &gua destilada. No eixo embrionario (Figura 10B), de modo
geral, os teores de K* apresentaram pequenas varia¢cdes em funcdo das condi¢6es de germinacao
e do pré-tratamento, exceto aos 4 DAPT, em que o pré-tratamento com NPS em condicdes
salinas induziu um aumento de 31,5% nos teores desse ion, em relagdo ao pre-tratamento com
agua destilada.

Em condic@es controle, os teores de Na* variaram muito pouco ao longo dos tempos de
analises, tanto no endosperma como no eixo embrionario, diferentemente do que ocorreu em
condicdes de estresse salino, em que eles aumentaram (Figura 11). Para o caso das plantulas
oriundas de sementes ndo pré-tratadas com NPS, os teores desse ion no endosperma foram, em
média, 76% maiores que aqueles na respectiva condicdo controle (Figura 11A), enquanto no
eixo embrionario, esse valor foi, em média, 124% maiores (Figura 11B). Entretanto, nas
plantulas provenientes de sementes pré-tratadas com NPS, esses aumentos devidos ao estresse
salino foram em parte atenuados em ambos os érgdos estudados, sendo, no endosperma, 0s
teores desse ion foram 34% maiores, enquanto que, no eixo embrionario, esse valor foi em
média 98% maior que aquele da respectiva condicdo controle, destacando-se que no 2° DAPT
com NPS, houve uma intensa reducéo nos teores de Na* nesse 6rgdo (Figura 11B).

No endosperma, sob condic¢des controle, os teores de Cl™ variaram pouco ao longo da
germinacao, exceto aos 8 DAPT, no qual as plantulas pré-tratadas com &gua destilada, o teor
desse ion foi fortemente diminuido (Figura 12A). Nesse mesmo 6rgao, aos 4 e 6 DAPT, a
salinidade aumentou os teores de Cl°, em relacdo ao controle, porém esse aumento foi menor
nas plantulas oriundas de sementes pré-tratadas com NPS. No eixo embrionario, logo a partir
do 2° DAPT, os teores de CI" das plantulas oriundas de sementes pré-tratadas com agua destilada
foram aumentados pela salinidade, especialmente aos 6 e 8 DAPT (Figura 12B). Nesse mesmo
Orgdo, o pré-tratamento das sementes com NPS, da mesma forma que aconteceu no
endosperma, atenuou em parte este aumento nos teores de cloreto, exceto aos 8 DAPT, cujos

valores ndo dependeram do tipo de pré-tratamento.

4.2.4. Peroxidacao de lipidios e contetido de H20>

Os teores de TBARS, indicador da peroxidagdo lipidica, foram alterados pelo pré-
tratamento e condi¢bes de germinagdo, tanto no endosperma, quanto no eixo embrionario
(Figura 13). No endosperma, os valores dessa variavel oscilaram ao longo do tempo analisado,
sendo que, nas plantulas de sementes pré-tratadas com agua destilada, aos 2 e 6 DAPT, a

salinidade n&o alterou os teores de TBARS, em relacdo ao controle, enquanto que aos 4 e 8
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Figura 11 - Teores de sddio (Na) no endosperma (A) e no eixo embrionario (B) de plantulas
de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apos o pré-tratamento (DAPT) com agua destilada (sem
hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com hachura) e semeadas em
condigdes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100 mM (E - colunas
cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maiusculas iguais, em um mesmo
pré-tratamento, ou mindsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des + 0 erro
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Figura 12 - Teores de cloreto (CI) no endosperma (A) e no eixo embrionario (B) de plantulas
de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias ap0s o pré-tratamento (DAPT) com agua destilada (sem
hachura) ou com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM (com hachura) e semeadas em
condicdes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100 mM (E - colunas
cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maiusculas iguais, em um mesmo
pré-tratamento, ou mindsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des + o0 erro

padrdo da média.
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Figura 13 - Teores de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no endosperma
(A) e no eixo embrionario (B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pre-
tratamento (DAPT) com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS a
75 uM (com hachura) e semeadas em condigdes controle (C - colunas brancas) ou de estresse
salino com NaCl a 100 mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por
letras maiusculas iguais, em um mesmo pré-tratamento, ou minusculas iguais, em um mesmo

nivel de salinidade, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a

média de cinco repeticdes + o erro padrdo da media.
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DAPT, houve um aumento; sob condi¢des de salinidade, em quaisquer dos tempos analisados,
0 pré-tratamento das sementes com NPS propiciou reducdes significativas nos teores de
TBARS, em relacéo aos respectivos controles (Figura 13A). Ainda no endosperma, os valores
de TBARS das plantulas oriundas do pre-tratamento com NPS foram inferiores em 23,5, 34,7,
18,4 e 29% aos 2, 4, 6 e 8 DAPT, respectivamente, aqueles do pré-tratamento com éagua
destilada, nessa mesma condicao de estresse e nos respectivos tempos de anélises (Figura 13A).

No eixo embrionario, em todos os tempos analisados, 0 estresse salino aumentou 0s
teores de TBARS nas plantulas oriundas de sementes pré-tratadas com agua destilada, em
relacdo ao controle (Figura 13B). Entretanto, nesse mesmo 6rgdo e na mesma condi¢do de
estresse, 0 pré-tratamento com NPS reverteu esse aumento, de tal forma que os teores de
TBARS dessas plantulas foram inferiores em 28,6, 31,0, 25,5 e 11,1%, respectivamente aos 2,
4,6 e 8 DAPT, aqueles de plantulas pré-tratadas com agua destilada e submetidas a salinidade
(Figura 13B).

No endosperma das plantulas oriundas do pré-tratamento das sementes com &gua
destilada, o estresse salino ocasionou forte aumento nos teores de H2O2, em relacdo a condigédo
controle, sendo aos 2, 4, 6 e 8 DAPT observados aumentos, respectivamente de 39,8; 42,92;
61,47 e 199,2% (Figura 14A). Esse aumento nos teores de H20: pela salinidade foi
drasticamente reduzido com o pré-tratamento das sementes com NPS, aos 2 DAPT, e
completamente revertido aos 4 DAPT, quando o teor dessa ROS no tratamento salino se igualou
aquele do controle, no pré-tratamento com agua destilada. Aos 6 e 8 DAPT, o pré-tratamento
com NPS reduziu os teores de H2O. em 19,6 e 10,2%, respectivamente, em condigdes de
estresse.

No eixo embrionério, os teores de H2O- foram inferiores aqueles do endosperma, exceto
ao 2 DAPT. No entanto, a situacdo foi semelhante aquela no endosperma, tendo o pré-
tratamento com NPS reduzido parcialmente o aumento causado pela salinidade nos teores dessa
ROS, com reducgdes de 24,3, 34,3, 21,1 e 31,9% aos 2, 4, 6 e 8 DAPT, respectivamente (Figura
14B).

Em condigGes controle, os teores de H202 em ambos os tecidos estudados ndo foram
influenciados pelo pré-tratamento, embora tenham sido modificados ao longo da germinagéo
(Figura 14). No endosperma, nessa condi¢do de germinacgdo, 0os menores teores dessa ROS
foram aos 8 DAPT, enquanto no eixo embrionario, os teores diminuiram drasticamente a partir
do 4° DAPT.
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Figura 14 - Teores de peroxido de hidrogénio (H202) no endosperma (A) e no eixo embrionario
(B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apos o pré-tratamento (DAPT) com &gua
destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com hachura) e
semeadas em condicBes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, medias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pre-tratamento, ou minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, néo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeticdes

+ 0 erro padrdo da média.
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4.2.5. Atividade das enzimas antioxidativas

No endosperma, a atividade da SOD se mostrou crescente ao longo da germinagéo, e
aumentou em funcdo do pré-tratamento com NPS nas plantulas do controle e naquelas do
estresse salino, com excecdo nesse caso daquelas aos 4 DAPT (Figura 15A). Em adicéo, a
salinidade causou uma significativa reducao na atividade dessa enzima a partir do 4° DAPT.

No eixo embrionério, em geral, a atividade da SOD foi aumentada em func¢éo do pré-
tratamento das sementes com NPS, tanto em condicBes controle, quanto de estresse salino
(Figura 15B). Uma excecéo a tal fato ocorreu aos 4 DAPT, em que, nas condic¢des controle, a
atividade dessa enzima manteve-se inalterada pelo pré-tratamento, e em condigdes de
salinidade, o pré-tratamento com NPS propiciou uma pequena reducdo na atividade. Ainda no
eixo embrionéario, foi observado que a atividade da SOD, nas plantulas oriundas do pré-
tratamento com agua destilada, somente foi afetada pela salinidade aos 8 DAPT, com um
aumento de 60%, em relacéo a condicédo controle (Figura 15B).

A atividade da CAT no endosperma, em geral, ndo foi afetada pelo estresse salino nas
plantulas ndo pré-tratadas com NPS; contudo, aos 4 DAPT, essa atividade foi incrementada
pela salinidade, atingindo um valor 123% maior que aquele da condicéo controle (Figura 16A).
Aos 6 DAPT, o pré-tratamento com NPS induziu um aumento na atividade da CAT, tanto em
condicGes controle, quanto em condicdes de estresse. Ja aos 2 e 8 DAPT, o pré- tratamento com
NPS aumentou a atividade da CAT no endosperma de plantulas crescendo em condigdes salinas
(Figura 16A).

No eixo embrionario, a atividade da CAT, aos 2 e 4 DAPT, foi aumentada em condigdes
de estresse salino apenas nas plantulas oriundas do pré-tratamento com NPS, ndo tendo havido
quaisquer outras alteragfes nas outras condi¢fes (Figura 16B). Em condi¢bes controle, a
atividade da CAT, aos 6 e 8 DAPT, foi aumentada em funcdo do pré-tratamento com NPS.
Nesse mesmo periodo de germinacdo, a atividade dessa enzima foi aumentada em decorréncia
apenas da salinidade, porém o contréario ocorreu quando nessa mesma condicdo as plantulas
eram provenientes de sementes pre-tratadas com NPS (Figura 16B).

No endosperma, a atividade da APX aumentou ao longo da germinagdo, mas foi
reduzida em funcéo da salinidade em todos os tempos analisados (Figura 17A). De modo geral,
0 pre-tratamento com NPS aumentou a atividade dessa enzima, tanto em condi¢des controle,

como de estresse salino (nesse caso, exceto no 4° DAPT, no qual as atividades ndo diferiram).
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Figura 15 - Atividade da dismutase do superéxido (SOD) no endosperma (A) e no eixo
embrionario (B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT)
com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM (com hachura)
e semeadas em condic¢des controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pre-tratamento, ou minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des

+ 0 erro padrdo da média.
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Figura 16 - Atividade da catalase (CAT) no endosperma (A) e no eixo embrionério (B) de
plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT) com &gua destilada
(sem hachura) ou com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM (com hachura) e semeadas em
condicdes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100 mM (E - colunas
cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maiusculas iguais, em um mesmo
pré-tratamento, ou mindsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢fes + o0 erro
padrdo da média.
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Figura 17 - Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) no endosperma (A) e no eixo

embrionario (B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT)

com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM (com hachura)

e semeadas em condic¢des controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100

mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maidsculas iguais,

em um mesmo pre-tratamento, ou minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, néo

diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des

+ 0 erro padrdo da média.
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A atividade da APX, no eixo embrionario, foi reduzida pela salinidade em 55,3%, aos 2
DAPT, porém o pré-tratamento com NPS induziu a atividade dessa enzima, mantendo a niveis
semelhantes aqueles das condicdes controle (Figura 17B). Aos 4 DAPT, a atividade dessa
enzima foi reduzida tanto pela salinidade, quanto pelo pré-tratamento. Aos 6 DAPT, apenas 0
pré-tratamento com NPS, em condi¢des salinas, causou efeito sobre a atividade da APX,
aumentando-a. Por fim, aos 8 DAPT, no eixo embrionario, a atividade da enzima foi aumentada
tanto pela salinidade, quanto pelo pré-tratamento das sementes com NPS. E importante destacar
que a atividade da APX foi substancialmente maior no eixo embrionario do que no endosperma,
com valores, em média, 300 vezes maiores.

A atividade da GPX, no endosperma, que apresentou valores de atividade muito baixos
que aqueles do eixo embrionario (cerca de 50 vezes menores), ndo foi detectada nos estadios
iniciais de germinacéo, aos 2 e 4 DAPT (Figura 18). Em condi¢6es controle, a atividade dessa
enzima, aos 6 e 8 DAPT, foi reduzida pelo pré-tratamento com NPS, bem como pela salinidade.
Porém, em condicdes salinas, o pré-tratamento com NPS aos 8 DAPT, foi capaz de reverter
esse quadro, elevando a atividade da GPX a valores similares ao das plantulas do controle
oriundas de sementes pré-tratadas com NPS (Figura 18A).

No eixo embrionario, aos 2 DAPT, a atividade da GPX foi muito menor que aquela
observada nos outros tempos estudados (Figura 18B). Nesse mesmo dia, a atividade dessa
enzima foi aumentada pela salinidade em cerca de 20%, em relagdo ao controle, e 0 pré-
tratamento com NPS ocasionou reducBes na atividade dessa enzima, tanto em condicOes
controle, quanto de salinidade. No 4° DAPT, apenas em condi¢es salinas, o0 NPS causou uma
reducdo na atividade da GPX. Aos 6 e 8 DAPT, a atividade da GPX n&o foi alterada pelo pré-
tratamento com NPS, porém aumentou em fungdo da salinidade (Figura 18B).

No endosperma, a atividade da GR aumentou durante a germinacao, tanto em condicdes
controle como de salinidade (Figura 19A). Em geral, em condicGes controle, o pré-tratamento
com NPS aumentou a atividade dessa enzima. J& em condicdes salinas, a atividade da GR no
endosperma foi maior nas plantulas do pré-tratamento com NPS, em todos o0s tempos
analisados. Comparando-se a atividade dessa enzima nas plantulas oriundas do pré-tratamento
com NPS, sob condicdes salinas, com aquela do controle pré-tratadas com agua destilada, aos
6 e 8 DAPT, elas foram substancialmente maiores, 138 e 163%, respectivamente (Figura 19A).

No eixo embrionario, sob condi¢Ges controle, a atividade da GR ndo foi afetada
significativamente pelo pré-tratamento (Figura 19B). Contudo, a atividade dessa enzima foi

aumentada pela salinidade, sendo esse aumento intensificado pelo pré-tratamento com NPS, em
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Figura 18 - Atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) no endosperma (A) e no eixo
embrionario (B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias ap6s o pré-tratamento (DAPT)
com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com hachura)
e semeadas em condigdes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, medias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pré-tratamento, ou minudsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢cGes

+ 0 erro padrdo da média.
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Figura 19 - Atividade da redutase da glutationa (GR) no endosperma (A) e no eixo embrionario
(B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT) com agua
destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com hachura) e
semeadas em condicGes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, medias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pré-tratamento, ou minudsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeticdes
+ 0 erro padrdo da média.
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todos os tempos analisados. Comparando-se os valores da atividade da GR nas plantulas
oriundas do pré-tratamento com NPS, sob condigdes salinas, com aquela do controle pré-
tratadas com agua destilada, aos 6 e 8 DAPT, ela foi substancialmente maior, 190 e 580%,

respectivamente (Figura 19B).

4.2.6. Antioxidantes ndo enzimaticos: glutationa e ascorbato

Os teores de GSH, no endosperma, decresceram ao longo da germinacdo e foram
aumentados pela salinidade, em relacdo ao controle, sendo esses aumentos, em geral,
intensificados pelo pré-tratamento com NPS (Figura 20A). Em condic¢des controle, o NPS
causou uma reducdo nos teores de GSH apenas aos 4 DAPT, sendo que nos demais, eles ndo
diferiram significativamente.

No eixo embrionario, em geral, os teores de GSH variaram pouco durante a germinacao,
sendo, no entanto, observado substancial aumento em condigdes controle aos 8 DAPT (Figura
20B). Sob condicOes de estresse, 0s teores desse composto apresentaram comportamento
variavel em funcéo do tempo de germinacdo. Enquanto que no 2° DAPT, seus teores foram
aumentados ela salinidade, no 8° DAPT, eles foram reduzidos; nos demais dias analisados as
variagBes foram muito pequenas. De modo geral, os teores de GSH no eixo embrionério de
plantulas do tratamento controle foram pouco afetados pelo pré-tratamento das sementes com
NPS, o mesmo acontecendo em condi¢Oes salinas, quando os teores desse antioxidante foram
apenas levemente aumentados por esse pré-tratamento nos dois dias iniciais de germinacéo
avaliados (Figura 20B).

Os teores de GSSG no endosperma de plantulas cujas sementes ndo foram pré-tratadas
com NPS aumentaram em funcdo do estresse salino, em relacdo a condicao controle, em todos
os tempos analisados (Figura 21A). Exceto no ultimo dia de germinacdo estudado, em que 0s
teores desse antioxidante foram drasticamente menores que os dos demais, 0 pré-tratamento
com NPS reverteu em parte esse aumento nos teores de GSSG, especialmente aos 2 DAPT,
cujo aumento pela salinidade foi reduzido pelo pré-tratamento com NPS em cerca de 50%. No
endosperma, sob condigdes controle, o pre-tratamento com NPS também ocasionou pequenas
diminuigdes nos teores de GSSG, porém essa resposta ndo foi observada no 4° DAPT, no qual
houve um pequeno incremento.

No eixo embrionario, os teores de GSSG aumentaram com o0 estresse salino, exceto no
8°DAPT, com destaque para o grande aumento, em relacdo ao controle, observado aos 2 DAPT,

de cerca de 250% (Figura 21A). O pré-tratamento com NPS, no entanto, teve pouca ou nenhuma
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Figura 20 - Teores de glutationa reduzida (GSH) no endosperma (A) e no eixo embrionario
(B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT) com agua
destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com hachura) e
semeadas em condicGes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pré-tratamento, ou minudsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des

+ 0 erro padrdo da média.
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Figura 21 - Teores de glutationa oxidada (GSSG) no endosperma (A) e no eixo embrionario
(B) de plantulas de pinhdo-manso (Jatropha curcas) aos 2, 4, 6 e 8 dias ap6s o pré-tratamento
(DAPT) com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com
hachura) e semeadas em condic¢des controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com
NaCl a 100 mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, meédias seguidas por letras
maidsculas iguais, em um mesmo pré-tratamento, ou mindsculas iguais, em um mesmo nivel
de salinidade, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média

de cinco repeticBes + o erro padrdo da média.
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influéncia nos aumentos causados pela salinidade (caso acontecido aos 2 e 4 DAPT), embora
em condigdes controle esse preé-tratamento tenha causado uma reducao nos teores de GSSG em
todos os tempos de analise.

O estado redox da glutationa, representado pela razdo GSH/(GSH + GSSG), expressa
em percentagem, no endosperma das plantulas oriundas de sementes ndo pré-tratadas com NPS,
foi reduzido pela salinidade, em relacdo ao controle, aos 2 e 4 DAPT; porém, ele foi
expressivamente aumentado por esse estresse aos 6 e 8 DAPT, com aumentos de 240 e 540%,
respectivamente, em relacédo controle (Figura 22A). Em todos os periodos de tempos estudados,
em condicdes de estresse salino, o pré-tratamento com NPS causou aumento significativo no
estado redox da glutationa, sendo o maior aumento observado aos 2 DAPT (cerca de 100%).
Ja, sob condic¢bes controle, o pré-tratamento com NPS reduziu o estado redox da glutationa aos
4 e 6 DAPT, porém aumentou nos demais tempos de germinacéo analisados, especialmente aos
8 DAPT (Figura 22A).

No eixo embrionério, o estado redox foi reduzido pelo estresse salino, tanto nas
plantulas oriundas de sementes pré-tratadas com NPS, como naquelas do pré-tratamento com
agua destilada, em relacéo aos respectivos controles (Figura 22B). No entanto, o pré-tratamento
com NPS reverteu em parte essa reducdo aos 4 e 6 DAPT, fazendo com que o estado redox da
glutationa retornasse a niveis semelhantes ao do controle sem pré-tratamento com NPS. Por
outro lado, em condi¢des controle, o pré-tratamento com NPS aumentou o estado redox da
glutationa em todos os tempos analisados, o qual, por sua vez, apresentou no 6° DAPT o0s
maiores valores nessas condi¢Ges (em média, cerca de 130% superiores aos valores dos
demais).

Os teores de AsA endospérmicos, tanto em condi¢des controle como de estresse salino,
independentemente do pré-tratamento, decresceram ao longo da germinacdo, atingindo aos 8
DAPT, valores em média, iguais a cerca de 25% daqueles aos 2 DAPT (Figura 23A). Exceto
nesse dia, 0 estresse salino aumentou os teores de AsA no endosperma das plantulas nao pré-
tratadas com NPS, em relacdo ao respectivo controle. Além disso, em condicGes salinas, o pré-
tratamento com NPS intensificou esse aumento nos teores de AsA, exceto no 4° DAPT, cujos
valores nessas condic¢des ndo diferiram entre si. Contudo, nesse mesmo dia, comparando o teor
de AsA no tratamento salino do pré-tratamento com NPS, este foi superior em cerca de 50%,
aquele do respectivo controle (Figura 23A). Nas condigdes controle, 0 NPS né&o teve efeito

algum sobre os teores de AsA.
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Figura 22 - Estado redox da glutationa [GSH/ (GSH + GSSG)] no endosperma (A) e no eixo
embrionario (B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias ap6s o pré-tratamento (DAPT)
com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM (com hachura)
e semeadas em condigdes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pré-tratamento, ou minudsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des

+ 0 erro padrdo da média.
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Figura 23 - Teores de ascorbato reduzido (AsA) no endosperma (A) e no eixo embrionario (B)
de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias ap6s o pré-tratamento (DAPT) com agua
destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com hachura) e
semeadas em condicOes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pre-tratamento, ou minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, néo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des

+ 0 erro padrdo da média.
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No eixo embrionario, os teores de AsA apresentaram comportamentos semelhantes
frente aos tratamentos, em todos os periodos de tempo analisados (Figura 23B). O estresse
salino aumentou os teores desse antioxidante no estado reduzido, em relacdo ao controle, em
média, de 70%, enquanto que no pré-tratamento com NPS este aumento foi, em média, de 90%.
Ao longo da germinacdo, os teores de AsA em condic¢des controle ndo dependeram do pré-
tratamento empregado, se com &gua destilada ou com NPS (Figura 23B).

Os teores de DHA, no endosperma, foram, de modo geral, pouco afetados pelas
condicdes de crescimento das plantulas ou pelo pré-tratamento com NPS (Figura 24A). Uma
excecdo a isso, ocorreu aos 2 DAPT, em que os teores de DHA néo foram alterados pela
salinidade, porém o pré-tratamento com NPS causou uma reducdo significativa nesses teores,
0 mesmo acontecendo com o controle, que também decresceu em funcdo do pré-tratamento
com NPS. Do 2°para 0 4° DAPT, os teores endospérmicos de DHA foram fortemente reduzidos,
independentemente do tratamento (em média, cerca de 80%). No 4° DAPT, observou-se um
pequeno aumento no teor de DHA pela salinidade, o qual ndo foi alterado pelo pré-tratamento
com NPS (Figura 24A).

Os teores de DHA, no eixo embrionario, apresentaram pequena tendéncia de queda ao
longo do desenvolvimento inicial das plantulas de pinhdo-manso, e foram quantitativamente
pouco alterados pela salinidade, a partir do 4° DAPT (Figura 24B). Sob condicdes de salinidade,
o pré-tratamento com NPS ndo acarretou alteracdo significativa nos teores de DHA; porém, sob
condicdes controle, com excecdo do 8° DAPT, o pré-tratamento com NPS causou pequenos,
mas estatisticamente significativos, aumentos nos teores desse antioxidante na forma oxidada.

No endosperma, o estado redox do ascorbato, expresso pela razdo AsA/(AsA + DHA),
em percentagem, foi aumentado pela salinidade, em relacdo a condicdo controle, somente aos
6 e 8 DAPT (Figura 25A). Apesar disso, esta variavel em condicdes de estresse foi aumentada
pelo pré-tratamento com NPS, em média, em cerca de 26%, levando em conta todos os dias
analisados. O estado redox do ascorbato foi fortemente reduzido do 4° para o 6° DAPT, em
todos os tratamentos e condi¢fes de germinacdo, sendo na condigdo controle observada uma
reducdo média de 76,7% e em condicdes salinas uma reducéo de 56,1% (Figura 25A).

No eixo embrionéario, o estado redox do ascorbato apresentou valores praticamente
iguais aos 2, 4 e 6 DAPT e, em cada um desses tempos de germinacéo, ele foi aumentado pelo
estresse salino, sendo este aumento intensificado pelo tratamento com NPS, inclusive nas
plantulas aos 8 DAPT sob condigdes salinas (Figura 25B). Sob condigdes controle, o estado

redox do ascorbato foi pouco afetado pelo pré-tratamento com NPS, embora no ultimo periodo
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Figura 24 - Teores de ascorbato oxidado (DHA) no endosperma (A) e no eixo embrionario (B)
de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT) com agua
destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a 75 uM (com hachura) e
semeadas em condicGes controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pré-tratamento, ou minudsculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, ndo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des

+ 0 erro padrdo da média.




86

120
A
= 9
.g Aa N
a
()
& Ab AbP)
S = 721 . | Aa
5 Aa 73
5 el T
o 3 Ab A__g
3 48 —
g Aa
w Ab Ba
5 Bb
24 4 aBb
0 : ' [ ] . :
B
s 96
@
O
S
o
[&5)
w
@
S = 727
=S
o
=] Aa
o Aa Aa Aa b
i Ba Al
g Ab o AaBaARF
= Ab
Ll Ba B2 Ba pp BaBa
24 -
o T T T T
C E C E C E C E
2 4 6 8

DAPT

Figura 25 - Estado redox do ascorbato [AsA/ (AsA + DHA)] no endosperma (A) e no eixo
embrionario (B) de plantulas de pinhdo-manso aos 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT)
com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM (com hachura)
e semeadas em condic¢des controle (C - colunas brancas) ou de estresse salino com NaCl a 100
mM (E - colunas cinza). Dentro de cada DAPT, médias seguidas por letras maidsculas iguais,
em um mesmo pre-tratamento, ou minusculas iguais, em um mesmo nivel de salinidade, néo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). Os valores representam a média de cinco repeti¢des

+ 0 erro padrdo da média.
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estudado seu valor tenha aumentado, em media, cerca de 66%, em relagdo aos dos demais
tempos estudados.

4.2.7. Expressdo génica das enzimas catalase e glutationa redutase

4.2.7.1. Qualidade do RNA extraido e do cDNA produzido

A concentracao e as razdes de absorbancias das amostras de RNA extraidos de eixos
embrionarios de plantulas de pinhdo-manso aos 1, 2, 4, 6 e 8 DAPT séo mostradas na Tabela 9.
As relacGes entre as leituras de absorbancia em 260 nm e 280 nm (Azs0/A2g0) € entre 260 nm e
230 nm (Aze0/A230) variaram, de acordo com o pré-tratamento ou condicdo de germinacdo, de
2,07 a 2,15 e de 1,98 a 2,35, respectivamente. Esses valores representam auséncia de
contaminacges por proteinas e/ou carboidratos nas amostras, o que indica a boa qualidade do
RNA extraido e garantia de sua utilizacdo nas analises posteriores. Em adicdo, a concentracdo
média do RNA variou entre 0,97 e 5,11 pg/uL, concentracdo suficiente para a obtencdo do
cDNA para as analises de expressao génica.

Por meio de eletroforese em gel de agarose, foi possivel avaliar a integridade do RNA
(Figura 26A) e a qualidade do cDNA (Figura 26B). O RNA extraido estava integro, devido a
visualizacdo do padrdo de bandas ribossomais (RNAr 28S e RNAr 18S) e cloroplastidiais
(RNAcp). A amplificagdo eficiente do gene PP2a por PCR semiquantitativa indica uma boa

qualidade dos cDNAs obtidos por transcrigcdo reversa.

4.2.7.2 Temperatura de anelamento dos iniciadores por qPCR

Com base na realizacdo de um gradiente, a melhor temperatura de anelamento de cada
primer foi escolhida. As temperaturas selecionadas para cada par de primers, incluindo os dos
genes constitutivos e os dos genes alvos, variaram entre 57,5 e 61,9°C. A tabela 10 mostra as
temperaturas de anelamento dos primers selecionados para a realizacdo dos ensaios de RT-
gPCR.

4.2.7.3. Perfil de expressdo génica da CAT e GR por gPCR

O padréo de expressdo génica das enzimas CAT e GR, envolvidas no metabolismo
oxidativo, revelou que todos os genes testados foram funcionais. Vale destacar que, para a
analise da expressdo relativa desses genes, a amostra que corresponde ao controle ndo preé-
tratado, em todos os DAPT, foi utilizada como calibrador interno, sendo atribuida a esta, o valor

1 de expressao relativa.
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Tabela 9 - Razdes de leituras de absorbancia entre 260 nm e 280 nm (Azs0/Aze0) € entre 260 nm e 230
nm (Azso/ Azs0) € concentragdes de RNA total, em pg/uL, extraidos de eixos embrionérios de plantulas
de pinhdo-manso aos 1, 2, 4, 6 e 8 dias apds o pré-tratamento (DAPT) das sementes com agua destilada
(H20) ou com nitroprussiato de sddio (NPS) a 75 uM, e semeadas em condigdes controle (agua

destilada) ou de estresse salino (NaCl a 100 mM).

Pré-tratamento H20 NPS
Amostras
Condicao Controle Estresse  Controle Estresse

Razéo Azeo/Azso 2,14 2,12 2,14 2,14
1 DAPT Razéo Azeo/A230 2,24 2,34 2,41 1,98
[RNA total] 3,38 1,41 1,10 0,97
Razéo Azeo/Azso 2,15 2,10 2,15 2,07
2 DAPT Razéo Azeo/A230 2,35 2,30 2,34 2,21
[RNA total] 3,21 2,17 3,39 5,11
Razéo Azeo/Azso 2,08 2,08 2,07 2,08
4 DAPT Razéo Aze0/A230 2,25 2,29 2,02 2,30
[RNA total] 2,22 2,08 2,09 1,63
Razéo Azeo/Azso 2,09 2,10 2,10 2,08
6 DAPT Razéo Azeo/A230 2,31 2,27 2,18 2,24
[RNA total] 1,37 1,34 1,34 1,89
Razéo Azeo/Azg0 2,10 2,10 2,10 2,12
8 DAPT Razdo Aso/Azza 2,30 2,25 2,19 2,30

[RNA total] 1,45 1,55 2,02 1,76




Pré-tratamento HoO  NPS
Condigio H:0 H;0 NaCl
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Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose, evidenciando as bandas de RNA ribossomal (RNAr

28S e RNAr 18S) e cloroplastidial (RNAcp) (A) e evidenciando os produtos de amplificacdo

por PCR semiquantitativa (cDNA) (B). As amostras foram extraidas de eixos embrionarios de

plantulas de pinhdo-manso aos 1, 2, 4, 6 e 8 dias ap6s o pré-tratamento (DAPT) com agua

destilada (H20) ou com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM, e semeadas em condicBes

controle (dgua destilada) ou de estresse salino (NaCl a 100 mM).
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Tabela 10 — Valores de temperatura de anelamento selecionadas para os genes de referéncia e genes
alvos por qPCR.

Genes Temperaturas selecionadas
ACT11 57,5°C
MPK4 61,9°C
GADPH 57,5°C
CAT1 59,8°C
CAT?2 57,5°C
CAT3 57,5°C
GR1 59,8°C
GR2 57,5°C

O perfil de expressao génica da CAT foi avaliado através de suas trés isoformas: CATL,
CAT2 e CAT3 (Figura 27). A CAT1 teve maior expressdo com 1 DAPT, sendo induzida tanto
pela salinidade, quanto principalmente pelo pré-tratamento com NPS. Tal aumento foi
substancial, em condic@es salinas mediadas pelo pré-tratamento com NPS, onde a expressdo da
CAT1 foi 327% superior aquela do calibrador interno. Aos 8 DAPT, a expressao relativa da
CAT1 foi aumentada pelo pré-tratamento apenas em condic6es controle.

A CAT2 também foi teve sua expressao aumentada com 1 DAPT, tendo sido induzida,
tanto pela salinidade, quanto pelo pré-tratamento com NPS (Figura 27B). Tal indugdo foi ainda
mais pronunciada pelo fato dessa isoforma ter sido aumentada, em relacéo ao calibrador, pelo
pré-tratamento com NPS em 298%, sob condicBes controle, e em 426%, sob condicGes de
estresse salino. Tal isoforma teve, também, sua expressdo relativa aumentada pelo pré-
tratamento em condicdes salinas, aos 4 DAPT. Enquanto que, aos 6 DAPT, isso ocorreu apenas
em virtude da salinidade. J& aos 8 DAPT, o pré tratamento com NPS, sob condicdes controle,
induziu um pequeno aumento na expressao de CAT2, porém em niveis mais baixos do que 0s
observados no 1° DAPT (Figura 27B).

A CATS3, foi aquela que menos foi expressa dentre as trés isoformas. Os niveis de

transcritos de CAT3 foram aumentados pelo pré-tratamento com NPS, tanto em condicoes
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Figura 27 - Expressdo génica relativa das isoformas da catalase [CAT1 (A), CAT2 (B) e CAT3
(C)] de no eixo embrionario de plantulas de pinhdo-manso aos 1, 2, 4, 6 e 8 dias ap0s o pré-
tratamento (DAPT) com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sodio (NPS) a
75 uM (com hachura) e semeadas em condigdes controle (C- colunas brancas) ou de estresse
salino com NaCl a 100 mM (E- colunas cinzas). A amostra pré-tratada com agua destilada, e
sob condigdes controle, foi utilizada como calibrador interno para o calculo da expressédo

relativa.
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controle, quanto em condicdes salinas, no 1° DAPT, enquanto que aos 4 DAPT o0s aumentos
propiciados pelo pré-tratamento ocorreram apenas em virtude do estresse salino.

A expressao génica da GR foi avaliada através das isoformas, GR1 e GR2 (Figura 28). Assim
como as isoformas CAT1 e CAT2, as isoformas da GR também tiveram maior expressao nos
estagios iniciais de germinacdo (1 DAPT), principalmente no pré-tratamento com NPS sob
condigdes salinas. No 1° DAPT, os niveis de transcritos de GR1 foram regulados positivamente
(upregulation) pelo pré-tratamento com NPS sob condic¢des controle (aumento de 80%) e sob
condicdes de estresse salino (aumento de 220%) (Figura 28A). A GR1, também teve sua
expressdo relativa mais tardiamente (aos 8 DAPT) aumentada pelo pré-tratamento com NPS,
sob condi¢des controle, sendo o nivel de transcrito 230% superior ao do calibrador interno.
Além disso, essa isoforma também teve sua expressao mais tardiamente aumentada pela
salinidade aos 8 DAPT.

A expressdo relativa da isoforma GR2 teve comportamento semelhante ao da GR1
(Figura 28B). No inicio da germinagdo (1 DAPT), os niveis de transcritos de GR2 foram
aumentados tanto pela salinidade, quanto pelo pré-tratamento; esses aumentos foram de 65%
em plantulas sob condi¢des de estresse e ndo pré-tratadas com NPS; de 245% em plantulas pré-
tratadas e sob condicdes controle; e de 461% em plantulas pré-tratadas e sob condicdes de
estresse. Além disso, 0s niveis de transcritos da GR2 também foram tardiamente regulados (aos
8 DAPT) pelo pré-tratamento com NPS sob condicfes controle, tendo sido 163% superior

aqueles do calibrador interno.
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Figura 28 - Expresséo génica das isoformas 1 e 2 da redutase da glutationa (GR1, A; GR2, B)
no eixo embrionario de plantulas de pinhdo-manso aos 1, 2, 4, 6 e 8 dias ap0s 0 pré-tratamento
(DAPT) com agua destilada (sem hachura) ou com nitroprussiato de sédio (NPS) a 75 uM (com
hachura) e semeadas em condic¢des controle (C- colunas brancas) ou de estresse salino com
NaCl a 100 mM (E- colunas cinzas). A amostra pré-tratada com agua destilada, e sob condigdes

controle, foi utilizada como calibrador interno para o calculo da expresséo relativa.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, estudou-se o efeito do nitroprussiato de sddio (NPS) no processo
de aclimatacdo de plantulas de pinhdo-manso ao estresse salino. Essa molécula,
espontaneamente, libera éxido nitrico (NO), o qual é conhecido por induzir aclimatacéo de
plantas a estresses bidticos e abidticos (QIAO; FAN, 2008; SIDDIQUI; AL-WHAIBI;
BASALAH, 2011; MISRA; MISRA; SINGH, 2011). Tendo em vista que essa resposta depende
da espécie e da concentracdo de NPS (HUA, WEN-BIAO; LUNG-LAI, 2003; SUNG e HONG,
2010; WANG et al., 2013; MARQUES, 2013), um experimento preliminar (Experimento 1) foi
realizado para testar a melhor concentracdo de NPS na germinagéo e no estabelecimento das

plantulas de pinhdo-manso, analisando-se também os teores dos ions Na* e K™ e de TBARS.

5.1. Experimento |

Neste experimento, verificou-se que o estresse salino (NaCl a 100 mM) teve efeito
deletério sobre a germinacdo de sementes de pinhdo-manso, fato esse demonstrado pelas
alteragdes negativas nas varidveis germinativas (Tabelas 5 e 6). As reducfes na percentagem
de germinacdo (%G) (nos estagios iniciais de desenvolvimento) e no indice de velocidade de
germinacdo (IVG), bem como o aumento no tempo médio de germinacdo (TMG), foram
respostas semelhantes as encontradas por Gao et al. (2008), Andréo-Souza et al. (2010) e
Alencar (2014), trabalhando também com pinhdo-manso. De acordo com Bewley et al. (2013),
um aumento na concentragdo de sais no substrato gera uma reducgdo do potencial hidrico, o que
ocasiona uma menor capacidade das sementes de absorver agua, inibindo a germinacgdo e o
crescimento inicial das plantas.

O pré-tratamento das sementes, por 24 horas com NPS, principalmente na concentracao
de 75 uM, foi capaz de reverter parcialmente os efeitos deletérios causados pela salinidade nas
variaveis de germinacdo (Tabelas 5 e 6). A acdo positiva do NPS sobre a germinacdo do pinhéo-
manso frente ao estresse salino foi concordante com diversos trabalhos na literatura, utilizando
outras espécies e outros tipos de estresse (SARATH et al., 2006; HU et al., 2007; ZHENG et
al., 2009; PEREIRA et al., 2010). A %G, aos 8 DAPT, ndo foi afetada pelo pré-tratamento com
NPS (Tabela 5) porque a partir do 5° DAPT dia houve uma tendéncia de estabilizacdo da
germinacdo, sendo esse fato também observado por Silva (2007).

A salinidade, segundo Voigt et al. (2009), causa um atraso ou diminuicdo da

mobilizacdo de reservas. Situacao idéntica ocorreu neste experimento, no qual se pdde observar
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que a matéria seca do endosperma das plantulas, sob condicdes salinas, foi maior naquelas do
controle e cujas sementes ndo foram pré-tratadas com NPS (Figura 2A). Além disso, a
salinidade causou uma diminuicdo da matéria seca do eixo embrionario, confirmando que o
estresse salino inibe a mobilizacédo das reservas da semente. Os resultados aqui encontrados sdo
também concordantes com os observados por outros pesquisadores trabalhando com sementes
oleaginosas, como o pinhdo-manso (ALENCAR, 2014) e o girassol (ARAUJO, 2013). Porém,
guando as sementes de pinhdo-manso foram pré-tratadas com NPS, nas concentracdes de 75 e
100 puM, os efeitos danosos da salinidade foram minimizados, principalmente na primeira. Em
Sesbania virgata, o NPS induziu a degradacdo de reservas germinativas e pds-germinativas
(rafinose, galactomanano e proteinas) (ZERLIN, 2011). O efeito positivo do NO na mobilizacéo
de reservas foi encontrado também por Zheng et al. (2009) e Egbich et al. (2014).

As medidas de comprimento da parte aérea e da radicula (Figura 3), da mesma forma
que as de matéria seca do eixo embrionario (Figura 2B), também foram reduzidas pela
salinidade, e o pré-tratamento com NPS a 75 uM foi o mais eficiente em reverter essa inibicdo
no crescimento. Portanto, o pré-tratamento com NPS a 75 pM, ao melhorar a mobilizacao de
reservas, favorece o crescimento do eixo embrionario, e permite que 0s nutrientes sejam
utilizados nesse 6rgdo, servindo como fonte de energia para manter o metabolismo, e/ou como
matéria para a construcio dos tecidos vegetais (BUCKERIDGE et al., 2004; GALLAO et al.,
2007).

As maiores reducdes na matéria seca e no comprimento do eixo embrionario, associadas
as menores %G aos 2, 3 e 4 DAPT (Tabela 6; Figuras 2 e 3) pelo pré-tratamento com NPS a
200 puM, principalmente sob condic¢des salinas, demonstram que essa molécula liberadora de
NO teve efeito tdxico, fato também observado por Zhang et al. (2006) e Chaki et al. (2011).
Portanto, os resultados observados confirmam que as respostas das plantas ao NPS (ou ao NO
liberado) sdo dependentes de sua concentracdo (SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011).

Os resultados sobre os teores dos ions K* e Na™ no endosperma e no eixo embrionario,
principalmente nesse ultimo, apontam que o pré-tratamento com NPS a 75 puM, sob condigdes
salinas, foi, dentre as concentragdes testadas, a que menos aumentou o valor da relagdo Na*/K".
Isto pode ser deduzido pelo fato dos teores de K* terem se mantido inalterados, pela salinidade,
nos tratamentos com NPS a 50, 75 e 100 uM (Figura 4B), e os de Na* terem aumentado menos
com o NPS a 75 uM do que nas outras concentracdes testadas (Figura 5B). Esses resultados
estdo de acordo com estudos recentes, que apontam a importancia da regulacdo da homeostase
ibnica como um mecanismo relevante para a tolerancia ao estresse salino (ZHAO et al., 2004;
ZHANG et al., 2006; WANG et al., 2009; HU et al., 2011; ANJANEYULU et al., 2014)
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Neste estudo, o estresse salino induziu danos oxidativos ao pinhdo-manso, o que foi
possivel constatar pelo aumento nos teores de TBARS, no eixo embrionério, de plantulas
oriundas de sementes ndo pré-tratadas com NPS (Figura 6B). Segundo Gossett et al. (1994) a
medida que ha um aumento dos niveis de sais, hd um aumento também da peroxidacao lipidica.
Embora no eixo embrionario o NPS tenha revertido os aumentos em TBARS pela salinidade, e
independentemente da concentragdo testada, no endosperma isso somente aconteceu na
concentragdo de 75 uM (Figura 6), resultado que sugere ser esse tratamento o mais efetivo na
protecdo contra os danos oxidativos. Estudos recentes tém revelado o papel benéfico de
compostos liberadores de NO na minimizagdo dos danos oxidativos causados pelo estresse
salino (LEE et al., 2001; SHI et al., 2007; ZHENG et al., 2009; LIN et al., 2012; EGBICHI et
al., 2013 e EGBICHI et al., 2014). Marques (2013) afirma que os efeitos benéficos do NPS
contra os danos oxidativos podem ocorrer pela reducdo dos teores de ROS, bem como pela

inducdo da expressao de genes relacionados a defesa oxidativa.

5.2. Experimento 11

Diante dos resultados obtidos no Experimento I, a concentracao de 75 uM de NPS foi a
escolhida para a realizacdo desse novo experimento (Experimento I1), o qual teve por finalidade
confirmar os resultados observados no anterior e ampliar os estudos do pré-tratamento das
sementes com NPS na fisiologia, bioquimica e biologia molecular das plantulas de pinhéo-
manso sob condicdes de estresse salino.

Com relagdo as varidveis de germinacgdo, os resultados foram condizentes com os do
Experimento I, quando comparados na mesma concentracdo de NPS (75 uM), porém com
algumas diferencas. Enquanto no Experimento | a reducdo no IVG pela salinidade foi
completamente revertida pelo pré-tratamento com NPS a 75 uM, no experimento presente ela
foi parcialmente revertida, ou seja: a salinidade reduziu o IVG em 57% em auséncia do pré-
tratamento com o NPS, porém na presenca desse composto, a reducdo foi de apenas 34%
(Tabela 7). No Experimento I, aos 3 e 4 DAPT, a inibi¢do na %G pelo estresse salino, observada
aos 2 DAPT, foi totalmente revertida pelo pré-tratamento com NPS a 75 uM (Tabela 6),
enquanto no Experimento 11 essa reverséo foi parcial, ou seja, ao invés de 34%, ela foi reduzida
para apenas 18% no tratamento com NPS (aos 3 DAPT), e ao invés de 20%, ela foi reduzida
para somente 9% aos 4 DAPT (Tabela 8). Nesse segundo experimento, também houve uma

melhora sensivel no TMG; enquanto na auséncia de pré-tratamento com NPS essa variavel
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aumentou 82% em funcéo da salinidade, na presencga de NPS, esse aumento foi de apenas 29%,
nessa mesma condicéo, indicando uma germinacao mais réapida.

Portanto, da mesma forma que o ocorrido no primeiro experimento, a salinidade afetou
negativamente a germinacao das sementes, dados condizentes aos encontrados por Gao et al
(2008) e Andréo-Souza et al (2010), que observaram altera¢des tanto na germinacdo como na
curva de embebicdo das sementes de pinhdo-manso, sob concentragdes crescentes de NaCl.

O preé-tratamento com NPS estimulou a germinacdo do pinh&o-manso, especialmente
nos dias iniciais da germinacao, concordando com os resultados de Silva (2007), em que a
germinagdo do arroz sob efeito de varias concentra¢es de NPS foi significativamente alterada
apenas 48 h apds a embebicdo e se manteve inalterada apos esse periodo. O NPS reduziu a
inibicdo da germinacédo de sementes de baixo vigor, ao aumentar a %G, o IVG e a condutividade
elétrica, demonstrando o papel crucial desse composto para a qualidade de sementes de
Plathymenia reticulata (PEREIRA et al., 2010). Pode-se, entdo, afirmar que esse composto foi
importante para 0 aumento da tolerancia dessas plantas ao estresse salino, pois segundo Alencar
(2014), a capacidade de germinar em condicGes de estresse salino indica a existéncia de
tolerancia a salinidade, nessa fase de desenvolvimento.

O estudo sobre a mobilizacdo das reservas da semente de pinhdo-manso, ao longo da
germinacao e do estabelecimento da plantula (aos 2, 4, 6 e 8 DAPT), confirmou que a salinidade
inibe ou retarda esse processo (Figura 7), e que o pré-tratamento com o NPS a 75 uM, pelo
menos em parte, reverte essa inibicdo. Tais resultados, com pequenas diferencas, foram
compativeis com o realizado no Experimento I, e confirmam o efeito benéfico do NPS nesse
processo. Além disso, eles sdo consistentes, pois em todos os dias analisados o efeito inibitorio
da salinidade no esgotamento da matéria seca do endosperma e no aumento da matéria seca do
eixo embrionario foi revertido, pelo menos em parte, pelo pré-tratamento com NPS. Esses
resultados estdo de acordo com os observados por Zheng et al (2009), trabalhando com trigo,
que reportaram que, sob estresse salino, 0 NPS causou diminuicdo da matéria seca da semente
e um consequente aumento da matéria seca do coledptilo e da radicula. Em soja, a
suplementacdo com NO, sob condicdes de salinidade, causou um aumento da matéria seca da
raiz, dos brotos e dos nédulos, em comparacdo aquelas que ndo haviam sido suplementadas
(EGBICHI et al., 2014).

O efeito benéfico do pré-tratamento das sementes com NPS a 75 uM, em condigdes de
salinidade, também foi evidente quando se analisou o0 comprimento da parte aérea e da radicula
ao longo da germinacdo e estabelecimento da plantula (Figura 8), resultado coerente com o do

Experimento | com NPS a 75 uM (Figura 3). Os danos causados pela salinidade sobre a
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germinagdo, o crescimento e o desenvolvimento de plantulas tém sido constatados em varios
estudos com outras oleaginosas, como por exemplo: girassol (ASHRAF et al., 2003); cajueiro
ando-precoce (MARQUES et al., 2011; MARQUES et al., 2013); mamona (CAVALCANTI et
al., 2005); e soja (BERTAGNOLLI et al., 2004; EGBICHI et al., 2014). A reducdo do
crescimento do pinhdo-manso propiciada pela salinidade ja havia sido observada por Andréo-
Souza et al. (2010), e essa reducdo foi ainda maior com o aumento da condutividade elétrica.
Em mamona, o comprimento da raiz e do hipocotilo foram fortemente reduzidos a medida que
se diminuiu o potencial osmético da solugdo salina no qual a semente havia sido germinada
(LOPES, 2013). Lin et al. (2012), em seus estudos com pepino, mostraram que 0 crescimento
de hipocotilos e radiculas foram significativamente diminuidos pelo estresse com NaCl a100
mM, e essa inibicdo foi significativamente melhorada pela aplicacdo de NPS a 100 uM. Em
adicdo, alguns trabalhos tém relacionado o crescimento promovido pelo NPS, com o
alongamento celular proporcionado pelos efeitos da auxina, e com a alteragdo dos compostos
de parede celular (BETHKE et al., 2004; HU et al., 2005; BOHM et al., 2010; ZERLIN, 2011)

No eixo embrionario, os teores de K* permaneceram praticamente constantes ao longo
da germinacdo, independentemente do pré-tratamento ou das condi¢cGes de germinacédo,
embora, no endosperma, os teores desse ion tenham mostrado tendéncia de queda com a
germinacao, especialmente em condic¢des controle e sem o pré-tratamento com NPS (Figura
10). Esses resultados foram compativeis com os observados no Experimento I, em que 0s niveis
desse ion se mantiveram quase similares nos tratamentos com NPS de 0 a 100 uM (Figura 4).
A manutencdo dos teores desse ion no eixo embrionario pode ser explicada, tendo em vista que
eles foram expressos com base na matéria seca, que por sua vez aumentou ao longo da
germinacdo (Figura 7). Assim, o possivel decréscimo nos teores desse ion provocado pelo
aumento da massa seca do eixo embrionario foi compensado pelo K* que foi translocado do
endosperma para esse tecido. Esses resultados estdo de acordo com os observados por Alencar
(2014), que observou poucas alteracdes nos teores de K* em virtude da salinidade.

Os aumentos nos teores dos ions Na* e CI, tanto no endosperma, como no eixo
embrionario, ao longo da germinacdo (Figuras 11 e 12), e os consequentes efeitos negativos
desses ions na germinacao e no desenvolvimento das plantas foram também descritos por Lopes
(2013), Marques et al. (2013), Silva et al. (2009) e Ashraf et al. (2003), em estudos com
mamona, cajueiro ando-precoce, pinhdo-manso e girassol, respectivamente. Segundo Zhu
(2001) e Munns (2002), a absorcdo de ions téxicos (principalmente Na* e CI) pode causar

distarbios fisioldgicos na planta. Além disso, os resultados observados nesse experimento com
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relacdo ao ion Na" estdo de acordo com os do Experimento | (Figura 5), que mostraram
aumentos nos teores desse ion devidos a salinidade.

Em geral, 0 pré-tratamento das sementes com NPS a 75 uM diminuiu significativamente
0 acimulo dos ions Na* e CI-em funcédo da salinidade e ao longo da germinacdo, tanto no
endosperma, quanto no eixo embrionario (Figuras 11 e 12). Tais resultados, pelo menos com
relacdo ao Na*, também foram concordantes com aqueles do Experimento | (Figura 5), onde os
teores desse ion foram menos elevados pela salinidade no preé-tratamento com NPS a 75 uM. A
reducao no acumulo de ions toxicos pelo pré-tratamento com NPS pode, pelo menos em parte,
ser responsavel pelas melhoras na germinacgdo e no estabelecimento das pléantulas de pinh&o-
manso, sob condicBes de salinidade. Alguns autores mostraram, também, que a aplicacdo de
NPS, melhora a homeostase K*/Na* em plantas submetidas a salinidade, aumentando assim a
tolerancia a esse estresse (ZHANG et al., 2006; GUO et al., 2009). Zhang et al. (2006),
demonstrou em seu trabalho com plantulas de milho, que 0 NO promoveu tolerancia a essa
espécie pelo aumento da atividade do transportador do tipo antiporte Na*/H" do tonoplasto. Em
plantas de mostarda, sob estresse salino, o tratamento com NPS propiciou menor acimulo de
Na* e taxas aumentadas de K*, entretanto ao associar um inibidor de NO, esses efeitos positivos
foram revertidos, provando que de fato o NO liberado pelo NPS estava envolvido na indugéo
dessas respostas (KHAN et al., 2012).

Da mesma forma que o observado no Experimento | (Figura 6), a salinidade aumentou
os teores de TBARS no eixo embrionario em todos os tempos de germinacdo analisados (Figura
13). Também, em concordancia com o referido experimento, 0 NPS a 75 uM reverteu quase
que completamente esse aumento. Esse efeito do NPS também foi encontrado por Santos
(2009), que observou que a peroxidacdo lipidica em raizes aumentou 54% no tratamento salino,
entretanto quando este foi associado ao NPS, o0 aumento na peroxidacao lipidica foi de apenas
14%. Plantas submetidas a salinidade tem sua peroxidacdo lipidica aumentada devido a
oxidagdo dos lipidios pelo H20, (SEKMEN et al., 2007). Portanto, o acimulo de TBARS ou
de malondialdeido (MDA), em geral decorrentes da peroxidacdo lipidica, tem sido usado como
indicador de injarias causadas pelo estresse oxidativo (SAIRAM; RAQO; SRIVASTAVA,
2012), o qual, por sua vez, é um estresse secundario gerado pela salinidade
(VAIDYANATHAN et al., 2003). No endosperma, os aumentos nos teores de TBARS nao
foram tdo evidentes quanto no eixo embrionario, porém, em ambos os tecidos, eles se
mostraram decrescentes ao longo da germinacao (Figura 13). E possivel que isso tenha ocorrido
em funcdo da ativacdo do sistema de defesa antioxidativa, enzimatica ou ndo enzimatica, para
eliminar as ROS (SANG et al., 2008; LIN et al. 2012; EGBICHI et al., 2014).
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Houve concordéncia entre o comportamento dos teores de HO2 (uma ROS), e os de
TBARS ao longo da germinagao, que tambeém aumentaram em funcéo da salinidade, mas, pelo
menos em parte, tais aumentos foram revertidos pelo pré-tratamento com NPS, especialmente
no eixo embrionario (Figuras 13 e 14). Esses resultados reforcam a idéia de que o estresse salino
gera um estresse oxidativo, aumentando a producdo de ROS, cujo acumulo nas células pode
gerar danos a proteinas, &cidos nucleicos e lipidios essenciais para a estrutura da membrana
plasmatica (MILLER et al., 2010). Por outro lado, sugerem que o pré-tratamento com NPS a
75 uM contribuiu, pelo menos em parte, para a eliminagdo do H20 celular gerado (ou
possivelmente de outras ROS) pela salinidade, aliviando as injdrias impostas pelo estresse, e
dessa forma melhorando a germinacédo, a mobilizagao de reservas e o consequente crescimento
das plantulas, como observado nos dois experimentos realizados. Diversos autores também
demonstraram a eficacia do NPS na reducdo dos teores de ROS em plantas sob estresse (SHI et
al., 2007; SUNG; HONG, 2010; XU et al., 2010; WU et al., 2011).

Em resumo, os dados descritos até 0 momento indicam que o NPS induziu a aclimatacéo
de plantulas de pinhdo-manso ao estresse salino, e essa aclimatacdo deveu-se, provavelmente,
a existéncia de um sistema antioxidativo eficiente. De acordo com Gill et al. (2013), estresses
ambientais, incluindo a salinidade, causam estresse oxidativo, devido a uma produgéo excessiva
de ROS, as quais sdo altamente reativas e toxicas para as células Entretanto, as plantas possuem
enzimas antioxidativas que sdo importantes componentes na eliminacéo dessas ROS nas células
(APEL; HIRT, 2004; ASHRAF, 2009; SUZUKI et al., 2012).

Com a finalidade de investigar a acdo do sistema de defesa enzimaética na protecao
contra os danos oxidativos das plantulas do pré-tratamento com NPS, foram estudadas as
atividades das enzimas SOD, CAT, APX, GPX e GR, ao longo da germinacdo, tanto no
endosperma quanto no eixo embrionério (Figuras 15-18). A SOD, enzima responsavel pela
eliminacdo do radical superoxido, produzindo H».O. (GILL; TUTEJA, 2010), teve, sua
atividade aumentada no eixo embrionario pelo pré-tratamento com NPS, tanto em condicGes
controle, como de estresse salino, exceto aos 4 DAPT (Figura 15). Esse aumento de atividade
no eixo embrionario sugere que a SOD desempenha um papel importante na aclimatacdo das
plantulas de pinhdo-manso a salinidade, como também foi sugerido por Hu et al. (2012), apesar
de no endosperma esse aumento soO ter ocorrido sob condigdes controle. Porém, levando em
conta somente o efeito do estresse salino, essa enzima manteve niveis de atividade iguais ou
abaixo do controle por quase todo o periodo estudado, apresentando apenas um aumento no

final do periodo experimental. Esses resultados sdo, pelo menos em parte, discordantes com 0s
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observados por Silva et al. (2013) e Gao et al. (2008), no qual houve um aumento significativo
da atividade da SOD em virtude do estresse salino.

A atividade da APX foi estimulada pelo pre-tratamento com NPS sob estresse salino,
exceto no 4° DAPT, porém os valores foram inferiores aqueles encontrados sob condicdes
controle (Figura 17). J& a GPX ndo teve sua atividade estimulada pelo pré-tratamento com NPS
no eixo embrionario das plantulas sob condic6es de salinidade (Figura 18). Tendo em vista isso,
essas duas peroxidases, provavelmente ndo devem ter tido uma contribuicdo significativa no
processo de aclimatacdo promovido pelo NPS.

Dentre as enzimas estudadas, a GR foi a que apresentou comportamento mais
consistente ao longo da germinagéo, em ambos os tecidos estudados (Figura 19). O fato de sua
atividade ter sido estimulada pelo pré-tratamento com NPS, tanto no endosperma quanto no
eixo embrionario das plantulas sob salinidade, e em todos os periodos de tempos analisados,
sugere que essa enzima contribuiu para a aclimatagédo das plantulas a esse estresse. A CAT,
também parece ter desempenhado um papel relevante no processo de aclimatacao a salinidade,
pois sua atividade foi estimulada pelo pré-tratamento com NPS no eixo embrionario das
plantulas de pinhdo-manso sob salinidade, nos estagios iniciais de germinacédo, 2 e 4 DAPT
(Figura 16B). Além disso, é importante destacar que essa enzima, em relagdo a GR ou as duas
peroxidases estudadas, apresentou valores de atividade muito mais elevados (da ordem de mais
de 300 vezes). Portanto, a CAT parece ter sido a maior responsavel pela eliminacéo do H20>, e
dessa forma contribuiu de maneira mais significativa no processo de aclimatacdo ao estresse
salino. A importancia da CAT na remocéo do H20, também foi demonstrada por Mhamdi et al.
(2010). Gondim et al. (2012), demonstraram que o pré-tratamento com H>O: induziu a
aclimatacdo de plantas de milho a salinidade, principalmente pelo aumento na atividade da
CAT. E possivel que, nos estagios iniciais de germinacdo e de desenvolvimento do eixo
embrionario das plantulas de pinhdo-manso sob estresse salino, a atividade da CAT seja
suficiente para a remogéo do excesso do H202 ndo havendo necessidade de expressédo dessa
enzima nos estagios finais de estabelecimento das plantulas (6 e 8 DAPT).

Portanto, os resultados apresentados sugerem que, dentre as enzimas antioxidativas
estudadas, a CAT, a SOD e a GR parecem ter sido as principais responsaveis pela protecdo
contra os danos oxidativos gerados pela salinidade, contribuindo assim para 0 aumento da
tolerancia aos sais promovido pelo pré-tratamento das sementes de pinhdo-manso com NPS a
75 uM. Alguns estudos tém relacionado o aumento da atividade das enzimas antioxidativas e o
acumulo de antioxidantes ndo enzimaticos com o aumento da tolerancia das plantas ao estresse
salino (APEL; HIRT, 2004; ASHRAF, 2009; ; NABATI et al., 2011; BHUTTA, 2011,
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ANJANEYULU et al., 2014). A ativacdo do sistema antioxidativo € benéfica para a
performance das plantas sob estresse salino, pois uma capacidade adequada de enzimas
antioxidantes e outros compostos com atividade antioxidante pode ajudar na remocdo do
excesso de ROS e pode inibir a peroxidacdo lipidica (WANG et al., 2004). E importante
ressaltar que no presente estudo o aumento da capacidade antioxidante propiciado pelo pré-
tratamento com NPS esteve diretamente associado com a diminui¢do dos teores de H2O: e
TBRAS (peroxidacéo lipidica), em plantulas de pinhdo-manso sob condic¢des de estresse salino,
assim como encontrado por Egbichi et al. (2013) em soja e por Khan et al. (2012) em mostarda.
A glutationa redutase (GR) desempenha um papel importante na defesa da célula

contra as ROS por manter um pool de glutationa no estado reduzido (GSH), convertendo a
glutationa oxidada (GSSG) em sua forma reduzida, com concomitante oxidacdo do NADPH
(GILL et al. 2013). No presente estudo, o pré-tratamento com NPS aumentou os teores de GSH
nos estagios inicias de germinacdo (2 e 4 DAPT), tanto no endosperma como no eixo
embrionario das plantulas sob salinidade (Figura 20). Por sua vez, nesses mesmos tempos, 0S
teores de GSSG néo foram reduzidos na mesma proporcao por esse pré-tratamento (Figura 21),
porém houve um substancial aumento no estado redox da glutationa apenas no endosperma
(Figura 22). No eixo embrionério das plantulas sob salinidade, somente aos 4 e 6 DAPT é que
houve um aumento significativo nesse estado redox promovido pelo NPS (Figura 22). Muitas
evidéncias na literatura tém ligado a atividade da GR e o contetido de GSH com a modulacéo
diferencial de varios estresses, principalmente devido a manutencdo de um ambiente redutor na
célula, conferindo as plantas tolerancia ao estresse (GILL; TUTEJA, 2010; ANJUM et al.,
2012; TRIVED etal. 2013). A GSH também é importante devido a sua participa¢do no processo
de regeneracdo do ascorbato reduzido (AsA), através do ciclo do ascorbato-glutationa ou por
poder reagir diretamente com as ROS, protegendo o ambiente celular dos efeitos danosos dessas
moléculas (ASADA, 1994). O ciclo do AsA-GSH também desempenha um papel importante
no controle da concentragdo de ROS (incluindo H202) em diferentes espécies sob estresse salino
(INNOCENTI et al., 2007; GILL; TUTEJA, 2010; ANJUM et al., 2010; ANJUM et al., 2012).
Apesar do NPS ter promovido, de modo geral, um aumento nos teores de ascorbato
reduzido (AsA) sob condicGes salinas, tanto no endosperma como eixo embrionario (Figura
23), este ndo foi acompanhado por um correspondente decréscimo nos teores de ascorbato
oxidado (desidroascorbato, DHA), exceto no endosperma no 2° DAPT (Figura 24). Mesmo
assim, o pré-tratamento com NPS promoveu um aumento no estado redox do ascorbato das
plantulas sob salinidade, ao longo de todo o periodo analisado (Figura 25). Entdo, o pré-

tratamento das sementes com NPS a 75 uM parece promover o aumento da tolerancia do
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pinhdo-manso ao estresse salino, pelo menos em parte, por manter um ambiente redox
adequado, permitindo o funcionamento normal da maquinaria celular. De acordo com Egbichi
etal. (2013) e Lin etal. (2012), compostos doadores de NO induzem a capacidade antioxidativa
de plantas de soja e pepino, respectivamente, através aumentos significativos nos teores de GSH
e AsA, sob condicdes de estresse salino. Alguns autores tém demonstrado o envolvimento do
NO na sintese desses antioxidantes ndo enzimaticos (KSOURI et al., 2007; WU et al., 2007,
FERREIRA et al., 2010). Contudo, esses autores também afirmam que a estimulacdo da
capacidade antioxidativa, mediada pelo NO, pode acontecer de duas maneiras: a primeira,
devido a ativacdo da biossintese desses antioxidantes, 0s quais podem ser responsaveis
diretamente pela reducdo na peroxidacdo lipidica; e a segunda devido a estimulagdo de enzimas
atuantes no ciclo do ascorbato-glutationa.

Diante disso, pode-se afirmar que o aumento nos teores de GSH, promovido pelo NPS
nas plantulas sob salinidade (Figura 20) foi consistente com o correspondente aumento em
atividade da GR (Figuras 19). E o aumento nos teores de AsA, promovido pelo NPS nas
plantulas sob salinidade (Figura 23) foi consistente com o correspondente aumento em atividade
da APX (Figuras 17).

Tendo em vista que 0 NO pode também atuar na prote¢do oxidativa, agindo como uma
molécula sinalizadora por meio de uma cascata de eventos, que levam a mudancas na expressao
génica (LASPINA et al., 2005), resolveu-se investigar seu efeito na expressao de duas das
enzimas estudadas. Uma foi a CAT (e suas isoformas), dada sua importancia na protecao
oxidativa e resposta positiva ao pré-tratamento com NPS na aclimatacdo das plantulas de
pinhdo-manso a salinidade, além de ser a principal eliminadora de H>O> dentre as enzimas
estudadas. A outra foi a GR (e suas isoformas), que também respondeu de forma positiva ao
pré-tratamento com NPS, e de forma altamente consistente durante todo o periodo estudado,
além de seu envolvido no estado redox da glutationa, um antioxidante ndo enzimatico. Tais
estudos foram feitos para complementar e comprovar os resultados ja obtidos.

A expressao dos genes das isoformas de catalase de eixos embrionarios de plantulas de
pinhdo-manso, com 1 DAPT, e sob condigOes de estresse salino (Figura 27), foi concordante
com o aumento na atividade desta enzima, promovido pelo NPS nos estagios iniciais de
germinacdo (Figura 16B). Portanto, tal aumento em atividade deveu-se, pelo menos em parte,
a regulacao transcricional, principalmente, das isoformas, CAT1 e CAT2, que foram as que
apresentaram maiores valores de expresséo relativa. Gondim et al. (2012) demonstraram que o
aumento em atividade da catalase sob estresse salino, mediado pelo pré-tratamento com H203,

foi correlacionado com o aumento de transcritos de mMRNA dessa enzima devido a regulacdo da
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expressdo génica nos estagios iniciais de germinacdo de sementes de milho. Por outro lado, o
pré-tratamento com NPS também promoveu a expressdo dos genes da CAT nas plantulas de
pinhdo-manso sob condi¢des controle, especialmente a da isoforma CAT2 (Figura 27B), porém
isso nao se relacionou com a atividade da CAT, nao sendo observadas quaisquer alteracdes na
atividade enzimatica (Figura 16B). Embora tenha sido detectada expressdo do gene da CAT3
por qPCR os valores de expressdo relativa normalizados foram baixissimos em comparagéo aos
das outras isoformas. Assim, os resultados sugerem que esta isoforma da CAT néo contribuiu
significativamente para a atividade total desta enzima (Figura 16B).

A expressdo dos genes das isoformas da GR de eixos embrionarios de plantulas de
pinhdo-manso, com 1 DAPT, e sob condicdes de estresse salino (Figura 28), foi concordante
com o0 aumento na atividade desta enzima, promovido pelo NPS ao longo de todo o processo
de germinacdo e estabelecimento das plantulas de pinhdo-manso analisado (Figura 19B).
Portanto, tal aumento em atividade deveu-se, pelo menos em parte, a regulagéo transcricional
das duas isoformas, GR1 e GR2, sendo esta Gltima a que apresentou maiores valores de
expressao relativa. Além disso, embora sob condicdes salinas, e em auséncia de pré-tratamento
com NPS, a atividade da GR tenha aumentado por todo o periodo experimental, os niveis de
transcritos das duas isoformas foram muito pouco alterados. Esse fato demonstra a néo
correlacdo entre a atividade e os niveis de transcritos. Tais resultados, apenas com relacdo a
expressao génica, discordam dos encontrados por Hu et al. (2011), no qual o estresse salino
induziu incrementos na expressao génica da GR, bem como de outras enzimas do sistema de
defesa antioxidativa. As mudancas na atividade dessa enzima podem néo ter sido causadas pelos
niveis de mRNA, mas sim por alteragdes pds-transcricionais, envolvendo o processamento do
MRNA ou a sintese protéica (ZHAO et al., 2014). Em adi¢cdo, Medeiros et al. (2014) propdem
que a atividade e a expressdo relativa das enzimas antioxidantes podem nem sempre estar
relacionadas.

A existéncia de correlacdo positiva entre a atividade das enzimas CAT, SOD e GPX e
suas expressdes relativas também foi demonstrada por Zhao et al. (2014). Esses autores
demonstraram que a aclimatacdo ao calor causou tolerancia térmica & graminea Dactylis
glomerata L. devido a inducdo da atividade dessas enzimas e dos niveis dos seus transcritos, o
que permitiu a reducdo da peroxidacéo lipidica e do vazamento de eletrolitos, bem como a
minimizacao dos danos causados por esse estresse ao aparato fotossintético.

E importante destacar, que este estudo envolvendo a expressdo génica de enzimas do
estresse oxidativo, em pinhdo-manso, é pioneiro. Embora haja estudos com essa espécie nessa

area, eles envolvem outros genes, como por exemplo, o realizado por Alencar (2014) em
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endosperma de plantulas, durante a germinacgéo e estabelecimento da plantula, que observou
uma correlacdo entre as alteracdes em atividade de duas enzimas do metabolismo dos lipideos
(lipase e liase do isocitrato) e suas expressdes relativas. JA& Rocha et al. (2013) estudou a
expressao de peptidases de cisteina e de enzimas de processamento vacuolar, no integumento e
no endosperma de pinhdo-manso em varios estadios de desenvolvimento. Esses autores
sugeriram que o padrdo de expressdo destas peptidases correlaciona-se com alteragoes
anatdmicas no integumento e endosperma celular, sugerindo assim um papel para ambas as
classes de peptidases na morte celular programada e no processamento de proteinas, 0s quais

ocorrem simultaneamente em cada um destes tecidos.
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6. CONCLUSOES

Os efeitos do pré-tratamento com NPS na germinacdo de sementes de pinhdo-manso
foram dependentes da concentragcdo empregada, sendo a de 75 uM aquela em que as plantulas

obtiveram melhor desempenho frente ao estresse salino.

O pré-tratamento das sementes com NPS a 75 uM induziu aclimatag@o a salinidade,
principalmente por promover a melhora da germinagdo, da mobilizagdo de reservas e do
crescimento das plantulas de pinhdo-manso, através de reducdes no acimulo de Na* e CI-, na
peroxidacdo lipidica e nos teores de H.0O2, bem como pela indugéo do sistema antioxidante

enzimatico e aumento do estado redox do ascorbato e da glutationa.

O pré-tratamento com NPS foi eficiente na inducdo da aclimatacdo das plantulas de
pinhdo-manso ao estresse salino, nas condi¢Ges estudadas principalmente por propiciar uma

melhor homeostase idnica e redox.
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