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RESUMO

A cana-de-acUcar em condicdes naturais esta frequentemente exposta a diversos tipos de
estresses 0s quais, quase sempre, ocorrem de forma combinada, e ndo isoladamente.
Tais combinagdes podem incluir seca e calor, seca e salinidade e, muitas vezes, incluem
combinac0es triplas como seca, salinidade e calor. A cultura da cana-de-agucar suporta
bem altas temperaturas, sendo grande a expectativa quanto a sua expansao e insercao
em areas semi-aridas, caracteristicas do nordeste brasileiro. Desta forma é fundamental
a importancia de estudos das interacdes morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares, responsaveis pela aclimatagdo da cultura. Este trabalho teve por objetivo
identificar mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que favorecam a aclimatizacdo de
cana-de-acgucar (Saccharum officinarum L.) a condic@es de estresse: salino, hidrico e de
elevadas temperaturas de forma isolada e combinada. Para tal foi realizado um
experimento em cémara de crescimento (ambiente controlado), utilizando-se a
variedade RB 92579, cinco niveis de salinidade (0, 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl em
solucdo nutritiva), duas condicGes de irrigacao (rega continua e suspensao de rega) cada
tratamento contendo 10 repeticOes. Assim, foram estabelecidas duas condicdes de
estresse, o0 estresse duplo (temperatura e salinidade), e o estresse maltiplo (temperatura,
salinidade e déficit hidrico). Ao final do experimento o material vegetal foi coletado
uma parte foi congelada em nitrogénio liquido para posterior analise da catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD), peroxidacéo lipidica (MDA)
e teor de peroxido de hidrogénio (H,0,); a outra parte foi utilizada para determinacdo da
massa fresca (MF) e teor relativo de agua (TRA). Sob estresse por temperatura e
salinidade a massa fresca e o teor relativo de dgua reduziram linearmente, o peroxido de
hidrogénio atuou como sinalizador do estresse. Ocorreu um incremento na atividade das
enzimas superxido dismutase e ascorbato peroxidase. No estresse multiplo a salinidade
suave 50 mM, promoveu uma manutencdo da massa fresca e do teor relativo de agua e
assim uma menor peroxidacdo lipidica. As enzimas catalase e ascorbato peroxidase

tiveram um incremento, enquanto a superoxido dismutase decaiu.

Palavras-chave: Estresse abidtico, Estresse oxidativo, Cana-de-agUcar



ABSTRACT

The sugar cane under natural conditions is often exposed to various types of stress
which occur in combination of factors and never in isolation. Those combinations can
include drought and heat, drought and salinity, and often include triple combinations
such as drought, salinity and heat. Sugar cane supports high temperatures and because
of that expectations regarding its expansion and inclusion in semi-arid areas,
characteristics of the Brazilian northeast, are great. Thus it is fundamental to study the
morphological, physiological, biochemical and molecular interactions, responsible for
acclimatization culture. This study aimed to identify physiological and biochemical
mechanisms that favor the acclimatization of sugarcane (Saccharum officinarum L.)
under stress conditions: saline, water and higher temperatures in isolation and
combined. For such experiment was conducted in a growth chamber (controlled
environment), using a variety RB 92579, five salinity levels (0, 25, 50, 75 and 100 mM
NaCl in nutrient solution), two irrigation conditions (continuous irrigation and irrigation
suspension) and 10 repetitions for each treatment. Thus it was established two stress
conditions, the double stress (temperature and salinity) and multiple stress (temperature,
salinity and drought). At the end of the experiment the plant material was collected and
part was frozen in liquid nitrogen for later analysis of catalase (CAT), ascorbate
peroxidase (APX), superoxide dismutase (SOD), lipid peroxidation (MDA) content and
hydrogen peroxide (H202 ), the other part was used for determination of fresh mass
(MF) and relative water content (TRA). Under temperature stress and salinity fresh
mass and relative water content decreased linearly hydrogen peroxide served as a
marker of stress. There was an increase in the activity of enzymes superxido dismutase
and ascorbate peroxidase. Salinity stress in multiple soft 50 mM promoted maintenance
of fresh weight and relative water content and thus a lower lipid peroxidation. The
enzymes catalase and ascorbate peroxidase were increased, while superoxide dismutase

decreased.

Keywords: abiotic stress, oxidative stress, Sugarcane
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INTRODUCAO GERAL

O aumento das temperaturas, em decorréncia do aquecimento global, pode
provocar um grande impacto na agricultura alterando profundamente a geografia da
producdo agricola no Brasil se nada for feito para mitigar os efeitos das mudancas
climéticas e adaptar as culturas para a nova situacdo. (EMBRAPA 2008).

No semiérido brasileiro, onde ocorre frequentemente estresse multiplo (déficit
hidrico, salinidade, altas temperaturas e luminosidade) é fundamental a adocdo de
estratégias competitivas de manejo da producdo agricola, que permita o maximo
desempenho das culturas.

Uma das razdes dos disturbios nos processos fisiolégicos em plantas expostas a
fatores abioticos danosos € a intensa geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS). A
formacdo das espécies reativas de oxigénio pode atacar e modificar quase todas as
moléculas organicas, resultando em sérios danos as células e aos tecidos (APEL E
HIRT, 2004).

As principais formas de ROS sdo: radical superoxido (O,"), peroxido de
hidrogénio (H»0,), radical hidroxila (OH") e oxigénio singleto (*O.). O efeito citotoxico
destas espécies ocorre quando sua producdo € maior que a capacidade antioxidante da
célula, desta forma, quando isto ocorre evidencia-se 0 chamado estresse oxidativo
(PANDHAIR E SEKHON, 2006).

A aclimatacdo e adaptacdo das plantas a varios fatores estressantes dependem
grandemente do funcionamento de enzimas antioxidantes, destacando-se a acdo das
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX),
as quais sdo capazes de eliminar especificamente o superoxido e o perdxido de
hidrogénio.

Como toda cultura agricola, a producdo da cana-de-aclcar (Saccharum
officinarum L) é influenciada por um grande nimero de fatores ambientais. Varias
regides brasileiras sdo produtoras de cana-de-aglcar e o Brasil € o maior produtor
mundial.

Para atender ao aumento da demanda mundial de &lcool, em funcdo da
necessidade crescente de utilizacdo de bicombustiveis, bem como do acucar, é
fundamental conhecer mais detalhadamente a resposta da cultura aos fatores ambientais

para que sejam viaveis melhoras genéticas e consequentemente alcancados altos
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rendimentos a baixos custos. Desta forma é necessario, portanto, ampliar e aprofundar os
conhecimentos dos mecanismos de tolerancia da cana-de-agUcar ao estresse oxidativo.

O presente trabalho objetiva estudar o estresse multiplo como um novo estado de
estresse abidtico que requer uma nova defesa ou aclimatagdo da planta. Assim, estudos
sobre as variaveis fisiologicas e bioguimicas na cultura da cana-de-agucar sob estresse
combinado ¢ um desafio que deve agregar esfor¢os para selecdo de cultivares com

maior tolerdncia ao estresse multiplo.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Canade agucar

A cana-de-agucar, Saccharum spp., cultivada no Brasil desde o século XVI,
apresenta grande expansdo em sua area cultivada nas Ultimas décadas, destacando-se
como uma das principais plantas cultivadas no pais, cobrindo 10% da area cultivada e
1% da &rea total disponivel para agricultura no pais (GOLDEMBERG, 2007).

A cana-de-acucar € uma planta alégama, da classe Monocotileddnea, ordem
Glumiflorae graminales, Familia Poaceae, e pertencente ao género Saccharum. Esta
entre as espécies de maior rendimento fotossintético da familia Poaceae, possui
metabolismo C,, apresentando elevada eficiéncia no resgate e utilizacdo do gas
carbonico atmosférico, além de alta adaptabilidade as condi¢des de alta luminosidade e
temperaturas elevadas (SEGATO et al. 2006).

A cadeia produtiva sucroalcooleira, representada pelo conjunto amplo e
articulado de atividades que vao desde a producdo da cana-de-aguUcar, até a colocagdo do
acucar e do alcool no mercado para consumo final, é bastante estruturada no Brasil,
unico pais do mundo que domina todos os estagios da sua tecnologia de producao.
(SEBRAE, 2008)

A cultura da cana-de-aclicar é de grande importancia socioeconémica e
ambiental para o pais, sendo cultivada por pequenos, médios e grandes produtores
rurais. O Estado de Séo Paulo é o maior produtor no Brasil, seguido por Minas Gerais,
Goiés, Parana, Mato Grosso do Sul e Alagoas. Pernambuco € o sétimo maior produtor
com uma area plantada correspondente a 3,63% ou 309,74 mil hectares do total
(CONAB, 2012).

O Brasil encontra-se na posicdo de maior produtor e exportador mundial de
acucar. A previsao total de cana moida na safra 2012/2013 deve atingir cerca de 596,63
milhdes de toneladas, gerando uma estimativa total de producdo de aclcar de 38,6
milhGes de toneladas enquanto a geracdo de etanol € estimada em 27 bilhGes de litros
(CONAB, 2012).

A cana-de-agUcar € uma das maiores conversoras de energia, caracterizando-se
como uma verdadeira fabrica de energia renovavel e limpa. Tendo o setor

sucroalcooleiro um crescimento destacado especialmente no mercado interno devido ao
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avanco da tecnologia dos veiculos bicombustiveis e como consequéncia pelo aumento
na demanda de etanol.

O cultivo da cana-de-agUcar na regido Nordeste é realizado, tradicionalmente, nas
zonas Umidas de Mata e Litoral, mas vem se expandindo para regifes semiaridas
(SEAGRI, 2007).

Desta forma, torna-se de grande importancia a caracterizacdo de materiais
genéticos de qualidade superior, seja com relacdo ao potencial produtivo, seja com
respeito a qualidade como matéria prima industrial, a fim de se obter variedades que se

adaptem as condicGes adversas da regido semiarida.

2. Influéncia do estresse ambiental sobre a producéo agricola

A preocupacdo com a resposta das plantas as condicdes ambientais
desfavoraveis estd se tornando cada vez mais importante. O cenario de mudancas
climéticas observadas nas ultimas décadas sugerem um aumento da aridez em muitas
areas do globo (BLUM, 2011).

De uma forma global, a aridez considerando-se o déficit hidrico, a salinizacéo
em combinacdo com a alta temperatura e radiacdo coincidentes, determina as restri¢coes
ambientais mais importantes para a sobrevivéncia das plantas e para a produtividade das
culturas (BOYER, 1982).

No Brasil, estimativas da EMBRAPA mostram que 0 aumento das temperaturas
e o déficit hidrico, em decorréncia do aquecimento global, podem provocar perdas nas
safras de gréos de R$ 7,4 bilhdes ja em 2020, nimero que pode subir para R$ 14 bilhdes
em 2070 e alterar profundamente a geografia da producdo agricola no Brasil se nada for
feito para mitigar os efeitos das mudancas climaticas e adaptar as culturas para a nova
situacdo (EMBRAPA, 2008).

As simulacgdes do impacto da mudanga do clima na agricultura apontam para a
expansdo da cana-de-agucar, pois a elevacdo da temperatura prevista para as proximas
décadas pode ser no geral, bem tolerada para esta cultura. Segundo pesquisas da
EMBRAPA (2008), a cana-de-agucar pode se espalhar pelo pais a ponto de dobrar a
area de ocorréncia.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o
aumento da produtividade do setor agropecuario nos ultimos anos no Brasil, que foi em
torno de 60%, foi resultado de avancos na pesquisa (EMBRAPA, 2008).

18



Nesse cenario destaca-se a importancia de estudos das interagdes morfologicas,
fisiolGgicas, bioquimicas e moleculares, responsaveis pela aclimatacdo das culturas as
flutuacGes ambientais, uma vez que a planta deve alcangcar um novo estado de

homeostase quando submetida a estresse (MILLER et al., 2010).

3. Efeito isolado do estresse: salino, hidrico e temperatura

A Salinidade € um dos principais fatores ambiental limitante da produtividade e
expansdo agricola. E muitas vezes responsavel pela perda da produtividade agricola,
chegando a ocasionar em regiGes aridas a inviabilizacdo do cultivo de espécies
economicamente importantes (SAHI et al., 2006).

Solos salinos provocam estresse osmético, resultante das altas concentracdes de
soluto no solo, e estresse idnico, ocasionado pela queda na razdo K*/Na’, alterando a
homeostase celular. Embora o sddio seja um micronutriente ndo essencial, em niveis
elevados torna-se toxico para o crescimento vegetal (BLUMWALD, 2000).

Durante o estresse salino, a fotossintese e o crescimento celular sdo afetados
(MUNNS et al., 2006) diretamente com a queda na disponibilidade de CO, (FLEXAS
et al., 2007), fechamento estomatico e alteracdes no metabolismo fotossintético
(LAWLOR E CORNIC, 2002) ou indiretamente com o0 estresse oxidativo.

A salinidade compromete severamente a produtividade e qualidade do produto,
principalmente devido a uma reducdo da eficiéncia fotossintética (AKHTAR et al.,
2003), isto é desencadeado principalmente por uma ruptura na homeostase do potencial
hidrico da planta e pela distribuicdo de ions, tanto a nivel celular como para a planta
inteira (MUNNS E TESTER 2008).

Os efeitos deletérios do estresse salino sdo minimizados por mecanismos que
envolvem a compartimentalizacdo e exclusao i6nica, controle da captacdo de ions pela
raiz e transporte para as folhas, sintese de osmoprotetores, mudanca no processo
fotossintético, alteracdo na estrutura da membrana, sintese de fitorménios e indugéo de
enzimas antioxidantes (PARIDA E DAS, 2005).

O déficit hidrico afeta a bioquimica, a fisiologia, a morfologia e os processos de
desenvolvimento das plantas. A resisténcia ao estresse hidrico se manifesta geralmente

de quatro formas distintas: a) limitacdo do crescimento com forma de economia de
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agua; b) adaptacbes morfologicas; c) adaptacbes fisiologicas; e d) alteracOes
metabolicas.

No entanto, a capacidade da planta responder e sobreviver ao estresse hidrico
celular depende dos mecanismos internos que integram as respostas celulares. Tais
respostas podem ocorrer em alguns segundos, minutos ou até mesmo em horas (BRAY,
1997). A primeira reacdo ao deéficit hidrico é a diminuicdo da condutancia estdmatica,
minimizando a perda de agua pela transpiragdo. Contudo, o fechamento dos estbmatos
tém consequéncias complexas, exigindo ajustes de fotossintese, respiracao e no fluxo de
agua (BOHNERT E JENSEN, 1996).

Durante o estresse hidrico, as plantas costumam ter uma menor taxa de
assimilacdo de carbono, o que ocasiona uma baixa utilizagdo dos elétrons gerados na
cadeia de transporte de elétrons e, consequentemente, uma superproducao de espécies
reativas de oxigénios as chamadas ROS (EDREVA, 2005).

A adaptacdo de plantas a estresses ambientais é dependente da ativacdo de
cascatas de redes moleculares envolvidas na percepcao, transducao de sinal e expressdo
de genes e metabolitos especificos relacionados ao estresse (VINOCUR E ALTMAN,
2005).

Altas temperaturas podem afetar a fotossintese modulando a taxa de atividade
das enzimas que participam do processo fotossintético e da cadeia transportadora de
elétrons (SAGE E KUBIEN, 2007).

Em cana de acucar, cultivada em regibes com altas temperaturas (40 ° C)
mostram um declinio significativo na massa seca da parte aérea provavelmente devido a
reducdo do CO, armazenado (WAHID, 2007).
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4. Estresses Multiplos em plantas

Uma ampla variedade de condi¢cGes ambientais desfavoraveis podem provocar
estresse nas plantas, estas condigdes incluem temperaturas extremas, salinidade, seca,
radiacdo UV, danos mecanicos, déficit nutricional; os quais podem alterar o
crescimento, desenvolvimento e metabolismo, chegando a ocasionar inclusive a morte
das plantas. (LAWLOR, 2002).

Em condicBes ambientais naturais frequentemente as plantas séo submetidas a
diversos estresses 0s quais, quase sempre, ocorrem de forma combinada, e ndo
isoladamente. Tais combinagdes podem incluir a associacdes de estresses como seca e
calor, seca e frio e, muitas vezes, incluem combinaces triplas como seca, salinidade e
calor (MILLER et al., 2010).

Os efeitos do estresse abidtico em as plantas vém sendo estudados ao longo do
tempo e recentemente avancos consideraveis foram obtidos nesta area. A maioria dos
estudos, entretanto, estd focada na resposta da planta a um Unico estresse abi6tico, sob
condigdes controladas. Em contraste, em condi¢cbes de campo, as plantas sdo
submetidas a mais de um tipo de estresse simultaneamente. A resposta do estresse
combinado é diferente da soma das respostas dos fatores abidticos aplicados
isoladamente, e os fatores de estresse podem revelar uma interagdo antagbnica ou
sinergistica (MITTLER, 2006).

Segundo a Matriz do Estresse elaborada por Mittler (2006), o estresse salino
associado ao estresse por elevada temperatura ou déficit nutricional € considerada uma
interacdo sinergistica potencialmente negativa, ou seja, ocorre um maior dano ou
letalidade em fung&o do estresse multiplo.

Da mesma maneira, o0 estresse por déficit hidrico associado ao estresse por
elevada temperatura ou deficiéncia nutricional também é considerado potencialmente
negativo. Por outro lado, a associa¢do do estresse salino ao estresse hidrico ainda é
pouco conhecida.

Diversos tipos de estresse abidtico geram um estresse secundario, 0 estresse
oxidativo, o qual é resultante do aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). A limitagdo da fixacdo de CO; resultante do estresse hidrico, salino, excesso de
calor e luz promovem um incremento na produgdo de ROS decorrentes da reacdo de
Mehler e dos pigmentos antena dos cloroplastos (HARIR E MITLLER, 2009). O
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acumulo de espécies reativas de oxigénio induzido pelo estresse é potencialmente
citotdxico.

Para evitar os efeitos prejudiciais do acumulo das ROS, as plantas
desenvolveram um complexo mecanismo de defesa antioxidativo constituido por
enzimas e metabdlitos antioxidantes (DEWIR et al., 2005). A capacidade de acionar o
mecanismo de defesa antioxidativa pode prevenir o acimulo de ROS e o estresse
oxidativo extremo (DEWIR et al., 2005).

O estresse multiplo resulta em diversas respostas metabdlicas que variam em
funcdo do tipo de estresse aplicado, da espécie e variedade em estudo (ZHAO et al.,
2010).

5. Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio sdo constantemente produzidas nas plantas
como subprodutos da respiracdo e fotossintese. Em condi¢es normais de
desenvolvimento as plantas produzem estas espécies e as mantém em pequenas
concentragdes.

A producédo de ROS ¢é favorecida por varios fatores ambientais de estresse como
a exposicdo a niveis elevados de luminosidade, seca, concentracdo de sais, elevada
temperatura, metais pesados, radiacdo UV, poluicdo do ar, herbicidas, estresse fisico e
mecanico e também como resposta a estresses bidticos tais como o ataque de patégenos
(MALLICK E RAI, 1999).

As principais espécies produzidas incluem os radicais superoxido (Oz"),
peréxido de hidrogénio (H.0,), radical hidroxila (OH") e oxigénio singleto (*0,). A
caracterizacdo do poder citotoxico destas espécies ocorre quando sua produgdo é maior
que a capacidade antioxidante da célula, desta forma, quando isto ocorre evidencia-se o
chamado estresse oxidativo (PANDHAIR E SEKHON, 2006).

As ROS sdo formadas pela reducdo parcial do oxigénio molecular (Oy). O
oxigénio molcular (O,) é completamente reduzido por quatro elétrons transportados ao
longo da cadeia respiratoria, gerando agua (H,O). No entanto, uma pequena parcela dos
elétrons escapa da cadeia transportadora resultando em uma reducgéo parcial do O, com
a consequente producao das ROS. A transferéncia de um, dois ou trés elétrons para o0 O,
resulta respectivamente na formacdo do radical superéxido (O,"), peroxido de
hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH").
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Os radicais superoxidos (O;) ndo atravessam membranas ficando confinados
onde sdo produzidos, eles oxidam amino&cidos especificos, como metionina, histidina e
triptofano. O superdxido também pode causar peroxidacdo de lipidica no ambiente
celular e nas membranas celulares (BREUSEGEM et al., 2001).

O peroxido de hidrogénio (H20,), € uma espécie considerada moderadamente
reativa, possui uma relativa longa vida celular e pode atravessar distancias consideraveis
de seu local de producdo (VRANOVA et al., 2002). A toxicidade do H,0, é reforcada
pela presenca de catalisadores metalicos (Fe** e Cu®) pela reacdo de Haber-Weiss ou
Fenton (VRANOVA et al., 2002), formando radicais hidroxila (OH).

Considerada a mais reativa das ROS, os radicais hidroxila apresentam uma
meia-vida muito curta, pois reagem muito rapidamente com moléculas bioldgicas,
sequestrando aleatoriamente um atomo de hidrogénio (BREUSEGEM et al., 2001).

Pesquisas recentes mostram uma participacdo das ROS na sinalizacdo celular,
atuando como mensageiros secundarios, para a ativacdo de respostas a estresse e em
mecanismos de defesa (MITTLER, 2006). O estresse oxidativo pode ativar a morte
celular devido a peroxidacao lipidica de membranas, oxidacdo de proteinas, inibicdo
enzimatica e danos ao DNA e RNA.

Para evitar os efeitos prejudiciais do acumulo das ROS, as plantas
desenvolveram um complexo mecanismo de defesa antioxidativo constituido por
enzimas e metabolitos antioxidantes (DEWIR et al.,, 2006). Nos mecanismos
enzimaticos destacam-se: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do
ascorbato (APX) (NOCTOR E FOYER, 1998).

As ROS podem ser produzidas em qualquer compartimento celular e séo
controladas por um complexo sistema antioxidante que as plantas evoluiram para atuar
de forma coordenada a fim de conter os efeitos deletérios desta producdo (EL-
SHABRAWI et al., 2010).
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Tabela 1 - Mecanismos de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, seus

compartimentos celulares e respectivas espécies removidas.

Mecanismo Remocdo Produto Localizacéo celular
Catalase (CAT) H,0; H,0 Mitocondria, Peroxissomos.
Citosol, mitocondria,
Ascorbato Peroxidase peroxissomos, membrana
H,0, H,O . )
(APX) plasmética, microcorpos,
glioxissomos.

) ) Citosol, mitocondria,
Superoxido dismutase

0, (H202) Peroxissomos,
(SOD)

microssomos, glioxissomos.

6. Antioxidantes Enziméticos
6.1 Superoxido Dismutase (E.C. 1.15.1.1)

A primeira linha de defesa nas células contra a formacdo dos superoxidos é
realizada pela enzima SOD (ALSCHER et al., 2002), esta cataliza a reagdo de
dismutacdo dos radicais superdxidos a O, e H,O, assim descrita na equacao de Haber-
Weiss (KOPPENOL, 2001):

2H" +20; ————H,0, + 0,

O primeiro passo consiste na reacdo do anion superéxido com o grupo prostético da
SOD na sua forma oxidada. Essa ligacdo conduz a aquisicdo de um préton e a
consequente liberacdo de oxigénio molecular. A forma reduzida da enzima liga, entéo,
um segundo anion superdxido e préton, para liberar H,O, e retornar a sua forma
oxidada.

As membranas fosfolipidicas sdo impermeéaveis a moléculas carregadas de O,, desta
forma a SOD tem importancia fundamental na remocdo desses superoxidos nos
compartimentos onde séo formados.

O numero e o tipo de isoformas de SOD sdo variaveis entre as espécies vegetais,

bem como a abundancia relativa de cada isoforma.
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As isoformas da SOD séo classificadas em trés grupos, de acordo com o co-fator
inorganico ligado a regido proteica: ferro SOD (SOD-Fe), localizada no cloroplasto;
manganés SOD (SOD-Mn), localizada em mitocondrias e peroxissomos e a SOD
cobre-zinco (SOD Cu-Zn) em cloroplastos, citosol e, possivelmente, no apoplasto
(ALSCHER et al., 2002).

Contudo o H,0, gerado na conversdo de superoxidos pela SOD também é toxico e
deve ser eliminado pela acdo da catalase e/ou peroxidases.

6.2 Catalase (CAT; EC: 1.11.1.6)

As CATs sdo enzimas de oxirredutases, proteinas tetraédricas, constituidas por 4
grupos heme abundantemente encontradas nos peroxissomos de folhas, glioxissomos de
tecidos e mitocondrias (SCANDALIOS, 1993).

Desta forma, estas enzimas estéo divididas em trés classes: classe 1, encontradas em
tecidos fotossintéticos, responsaveis por remover o H,O, produzido durante a
fotorespiracdo; classe 2, encontradas nos tecidos vasculares e classe 3, encontradas em
sementes e plantas jovens e sdo responsaveis pela remocao do H,O, produzido durante a
catalise de acidos graxos no glioxisomas (RESENDE et al., 2003). Sua reacdo pode ser

descrita como:

catalase
2 H202 —_—> 2 Hgo + 02

A catalase é a Unica entre as enzimas degredam o H,O, que ndo consome
equivalentes redutores da célula e que possui mecanismo muito eficiente para a remogéo
do peréxido de hidrogénio formado sob condi¢des de estresse (MALLICK E MOHN,
2000).

No entanto a CAT tem uma baixa afinidade pelo peroxido de hidrogénio requerendo
a ligacdo de duas moléculas dessa ROS para que a reacdo ocorra, desta forma, a CAT é
provavelmente responsdvel pela remogdo do excesso do H,O, durante o estresse
(GRATAO et al., 2005), além de proteger a SOD da inativagio por altos niveis de
desta especie reativa (FRIDOVICH, 1995).
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6.3 Ascorbato peroxidase (E.C. 1.11.1.11)

A ascorbato peroxidase (APXs) é um dos grupos mais importantes de enzimas
antioxidantes, sendo encontradas cinco isoformas: citosolica, mitocondrial,
peroxissomal, glioxissomal e cloroplastica.

Esta enzima utiliza o ascorbato como seu doador de elétrons especificos para reduzir
H,O, a agua, constituindo parte do ciclo conhecido como ciclo da ascorbato-glutationa
(SHIGEOKA et al., 2002). Sua reacdo pode ser descrita como:

H 202 +ascorbato ﬂ) H 20 + monodehidroascorbato

A APX utiliza duas moléculas de ascorbato (AsA) para a reducdo do peroxido de
hidrogénio a agua e oxigénio, gerando ao mesmo tempo moléculas de
monohidroascorbato (MDHA), o qual é reduzido a AsA pela dehidroascorbato redutase
(DHAredutase), usando NADH/NADPH como doador de elétrons. A DHAredutase
utiliza a glutationa (GSH) como substrato para reduzir o AsA.

Assim, APX em combinacdo com as funcdes efetivas do ciclo de AsA-GSH evitam
a acumulacdo de H,O, a niveis toxicos em organismos fotossintéticos. E uma via
eficiente de células de plantas que dispdem do peréxido de hidrogénio em determinados
compartimentos onde ndo existe catalase presente, como por exemplo, no cloroplasto
(MITTLER, 2002).
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CAPITULO I
ACAO COMBINADA DE ESTRESSE SALINO E HIDRICO NA VARIEDADE

DE CANA DE ACUCAR RB 92 579 SOB ELEVADA TEMPERATURA
RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS.

32



Acéo combinada de estresse salino e hidrico na variedade de cana-de-acucar RB 92

579 sob elevada temperatura respostas fisiol6gicas e bioquimicas

Resumo

O presente estudo avaliou o efeito sobre as variaveis fisiologicas e bioquimicas
da variedade de cana de acucar RB 92579 em desenvolvimento inicial, submetida & agdo
do estresse por calor isolado ou combinado ao NaCl (estresse salino), e a suspensdo de
rega (estresse hidrico). O experimento foi conduzido em cémara de crescimento
(ambiente controlado 35 °C/dia e 27 °C/ noite), em delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 2 x 5 sendo, 2 (condicdes de irrigacdo: rega continua e
suspensdo de rega) x 5 (niveis de salinidade 0, 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl). As
mudas, provenientes de micropropagacdo, foram transplantadas para tubetes contendo
areia lavada como substrato, e irrigadas diariamente com solugéo nutritiva em ambiente
protegido. Apos a fase de aclimatacéo e desenvolvimento, aos 41 dias, as plantas foram
submetidas as temperaturas de 35° C/dia e 27° C/noite em camara de crescimento para
inicio dos tratamentos. 15 dias apos a diferenciacdo dos tratamentos a parte aérea das
plantas foi coletada, uma parte foi congelada em nitrogénio liquido para posterior
analise da catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD),
peroxidacdo lipidica (MDA) e teor de peroxido de hidrogénio (H,0,); a outra parte foi
utilizada para determinacdo da massa fresca (MF) e teor relativo de dgua (TRA). Sob
estresse por temperatura e salinidade a massa fresca e o teor relativo de dgua reduziram
linearmente, o perdxido de hidrogénio atuou como sinalizador do estresse. Ocorreu um
incremento na atividade das enzimas superxido dismutase e ascorbato peroxidase. No
estresse multiplo a salinidade suave 50 mM, promoveu uma manutencdo da massa
fresca e do teor relativo de agua e assim uma menor peroxidagdo lipidica. As enzimas
catalase e ascorbato peroxidase tiveram um incremento, enquanto a superoxido

dismutase decaiu.

Palavras-chave: Sistema antioxidante, Peroxido de hidrogénio, Peroxidacéo lipidica.

33



Abstract

Combined action of water and salt stress on the variety of cane sugar RB 92 579 under

high temperature physiological and biochemical

The present study evaluated the effect of physiological and biochemical variables of the
sugarcane variety RB 92579 in early development, submitted to the action of heat stress
isolated or combined to NaCl (salt stress), and the suspension of irrigation (water
stress). The experiment was conducted in a growth chamber (35 ° C controlled
environment / day and 27 °C / night) in a completely randomized design in a factorial
arrangement with 2 x 5, 2 (irrigation conditions: continuous irrigation and irrigation
suspension) x 5 ( salinity levels 0, 25, 50, 75, and 100 mM NaCl). The plant seedlings,
obtained from micropropagation, were transplanted to plastic pots containing washed
sand as substrate and irrigated daily with nutrient solution in a greenhouse. After the
acclimatization phase and development, until 41 days, the plants were submitted to
temperatures of 35 °C /day 27 °C/night in a growth chamber for starting the treatments.
15 days after differentiation treatments, aerial parts of the plants were collected, a
portion was frozen in liquid nitrogen for later analysis of catalase (CAT), ascorbate
peroxidase (APX), superoxide dismutase (SOD), lipid peroxidation (MDA) content and
hydrogen peroxide (H202), the other part was used for determination of fresh mass
(FM) and relative water content (TRA). Under temperature stress and salinity fresh
mass and relative water content decreased linearly hydrogen peroxide served as a
marker of stress. There was an increase in the activity of enzymes superxido dismutase
and ascorbate peroxidase. Salinity stress in multiple soft 50 mM promoted maintenance
of fresh weight and relative water content and thus a lower lipid peroxidation. The
enzymes catalase and ascorbate peroxidase were increased, while superoxide dismutase

decreased.

Keywords: Antioxidant system, Hydrogen Peroxide, Lipid peroxidation
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Introducéo

A cultura da cana-de-aclicar é de grande importancia socioecondmica e
ambiental para o pais, sendo cultivada por pequenos, médios e grandes produtores
rurais, em areas que totalizam mais de 8,5 milhGes de hectares. Pernambuco é o sétimo
maior produtor do Brasil com uma &rea plantada correspondente a 3,63% ou 309,74 mil
hectares do total, com produtividade média aproximada de 55,6 T/ha (CONAB, 2012).

O plantio da cana de acgucar é tradicionalmente realizado em regies do litoral
brasileiro, contudo estudos apontam uma expansdo do cultivo para areas de clima
semiérido (SEAGRI 2007). Com esta expansdo para regides onde frequentemente a
cultura podera estar exposta a um estresse combinado, multiplo, torna-se de grande
importancia a caracterizacdo de materiais genéticos de qualidade superior.

Em condic¢des naturais as plantas estdo constantemente submetidas a diversos
tipos de estresses 0s quais, quase sempre, ocorrem de forma combinada, e néo
isoladamente. Tais estresses podem incluir combinag¢fes como seca, salinidade e calor.
(Miller et al., 2010). A resposta do estresse combinado € diferente da soma das
respostas dos fatores abidticos aplicados isoladamente, e os fatores de estresse podem
revelar uma interacdo antagdnica ou sinergistica Mittler (2006).

Diversos tipos de estresse abidtico geram um estresse secundario, o chamado
estresse oxidativo, o qual € resultante do aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Foyer & Noctor 2005). Estas espécies sao resultantes da alteracdo do
estado estacionario da molécula de oxigénio, com formacdo do oxigénio singleto ou
pela transferéncia de um, dois ou trés elétrons para o O, para formar, respectivamente, o
radical superéxido (O,"), peréxido de hidrogénio (H,O,), ou o radical hidroxilo (OH")
(Mittler, 2002).

Em niveis elevados nos tecidos, o acimulo destas espécies reativas torna-se
toxico podendo ocasionar inclusive a morte celular (Forman et al., 2010). As ROS
provocam diversos danos celulares por causarem peroxidacdo lipidica, oxidacdo de
proteinas, quebras na cadeia de DNA e distlrbios na homeostase intracelular de ions de
calcio. (Nguyen et al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio podem ser geradas em diversas organelas
celulares. Nos cloroplastos a limitacdo da fixacdo de CO, juntamente com 0 excesso de
elétrons gerados na cadeia de transporte de elétrons é a principal causa da producao de

ROS. O excesso de elétrons da cadeia de transporte de elétrons na mitocdndria é
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também um importante mecanismo de geracdo de ROS. Ja em peroxisomos, o0 H,0, é
produzido durante fotorespiracdo (Miller et al., 2010).

As plantas, por outro lado, podem mobilizar um complexo sistema antioxidante
para conter os efeitos deletérios das ROS (El-Shabrawi et al., 2010). As principais
defesas enzimaticas incluem a atuacdo da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e ascorbato peroxidase (APX) (Noctor & Foyer, 1998). A SOD ¢ considerada a primeira
linha de defesa contra as ROS, sendo responsavel pela dismutacdo do O2™ para formar
H.0, e O,. A CAT e a APX sdo enzimas que catalisam a conversdo do H,O, a 4gua e
O, (Mittler, 2002).

Compreender a atuagdo do sistema antioxidante envolvidos nas respostas ao
estresse oxidativo em diferentes condi¢des ambientais, é determinante para identificar
as estratégias das plantas que permitam seu desenvolvimento em situacdes adversas.

O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas fisiologicas e bioquimicas da
variedade de cana-de-aclcar RB 92579 submetida ao estresse combinado ou isolado ao

NaCl (estresse salino), e a suspensao de rega (estresse hidrico) sob elevada temperatura.
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Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratoério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) na
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, PE. Foram utilizadas
mudas de cana-de-acucar da variedade RB-92579 micropropagadas, provenientes de
biorreatores de imersdo temporaria da biofabrica Governador Miguel Arraes do
CETENE (Centro de Tecnologias Estratégias para o Nordeste).

As mudas, acondicionadas em bandejas de germinagdo inicialmente foram
cultivadas em ambiente protegido para aclimatiza¢do a uma nova condi¢do. Apos cinco
dias as mudas foram transplantadas para tubetes contendo areia lavada como substrato
posteriormente estas foram transferidas para casa de vegetagdo permanecendo por mais
41 dias para um melhor desenvolvimento. As mudas foram irrigadas diariamente com
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) garantindo a manutencdo da capacidade
méaxima de retencdo de agua.

Para conducdo do experimento foram selecionadas 100 plantas devidamente
padronizadas, os tubetes foram identificadas de acordo com a diferenciagédo de cada
tratamento, sendo posteriormente transferidos para camara climatica onde eram
controlados o fotoperiodo e a temperatura. As plantas foram submetidas a temperaturas
de 35 °C durante o dia (12 horas) e 27 °C durante a noite (12h).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em um arranjo
fatorial (5 x 2) que incluiam cinco niveis de salinidade 0, 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl
acrescido em solucdo nutritiva e duas condicGes de rega: rega continua e suspensdo de
rega), cada tratamento contou com 10 repeti¢Oes (Tabela 1).

Tabela 1 — Grupos de plantas, variedade RB 92579: (A) rega continua ao longo do
experimento e (B) supressao ao 130 dia; cinco niveis de mM de NaCl. As plantas foram

mantidas a 35 °C durante o dia e 27°C durante a noite.

Niveis de NaCl (mM)
0,0 25 50 75 100

Estresse duplo

Regime de rega

Grupo A Continuo Estresse por temperatura )
(temperatura+ salino)

3 Estresse duplo Estresse maltiplo
Grupo B Suspenséo o ) o
(temperatura + hidrico)  (temperatura + salino+ hidrico)
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As plantas foram irrigadas com solucdo nutritiva correspondente ao seu respectivo
nivel de salinidade, durante 13 dias. Apos este periodo, houve a supressao total da rega
para o grupo “B” de plantas, e as plantas do grupo “A” tiveram a irrigagdo mantida
durante todo o periodo experimental. As plantas foram mantidas na camara durante 15
dias.

O pH das solugdes nutritivas foi mantido constante em 5,9, e a condutividade
elétrica referente aos cinco niveis de salinidade corresponderam respectivamente a 1,92;
3,84; 7,77; 10,45; 13,0 dS™m).

Ao final do experimento o material vegetal fresco da parte aérea foi colhido, parte
foi utilizada para determinacdo da massa fresca e do teor relativo de dgua e outra parte
foi congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -20°C ate realiza¢éo das analises.

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa Assistat, as variaveis foram
analisadas estatisticamente pelo teste de F. O fator quantitativo, relativo aos niveis de
salinidade, foi analisado estatisticamente por meio de regressdo, visando o ajuste de
equacdes a fim de correlacionar os niveis de salinidade com as varidveis estudadas. O
fator condicdo de rega foi analisado mediante teste de comparacdes de médias, a 5% de

probabilidade.

Parametros Analisados:

Teor relativo de agua (TRA)

Foi determinado seguindo o método de Cairo (1995). Em cada repeticdo foram
retiradas cinco amostras da regiéo central da folha, estas tiveram sua massa fresca (MF)
determinada em balanca. Essas amostras foram entdo mantidas em agua deionizada
durante 24 h e apds remocdo do excesso de agua em papel filtro, foi obtida a massa
targida (MT). Ap0s isso, foram secas a 70 °C por 48h para determinacdo da massa seca
(MS) do tecido. Os valores do TRA foram determinados pela equacgdo: (MF-MS)/(MT-
MS) x 100.

Atividade enzimatica

A extracdo de proteinas foi realizada a partir das amostras congeladas, maceradas e
homogeneizadas com tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), 1 mM de EDTA
(&cido etilenodiaminotetracético), 3 mM de DL-ditiotreitol e 20% de PVPP sob
temperatura de — 4 °C na relagdo de 0,2g/2 mL (w:v) (AZEVEDO et al. 1998). O
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homogeneizado foi centrifugado a 10.000g durante 15 min, A solucdo sobrenadante foi
armazenada a -20°C e utilizada como fonte para determinacdo das proteinas totais
sollveis e da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e

ascorbato peroxidase (APX).

Atividade da catalase

Foi determinada pelo método descrito por Havir e Mchale (1987) com maodificagdes
conforme Azevedo et al. (1998). Em solucdo contendo 1 mL de tampéao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 puL de peroxido de hidrogénio (H202) a 1 mM. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de 25 pL do extrato proteico e a atividade determinada
seguindo-se a decomposi¢do do H202 por 60 segundos, em espectrofotdmetro a 240

nm, sob temperatura de 25 °C.

Atividade da Ascorbato peroxidase

Foi determinada conforme descrito por Nakano e Asada (1981). O meio de reacdo
composto por 650 pL de tampao fosfato de potissio 80 mM, pH 7.5, 100 pL de
ascorbato 5 mM, 100 uL. de EDTA 1 M, 100 pL. de H202 1 mM e 50 pL do extrato
protéico. A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento da taxa de oxidacao
do ascorbato, em espectrofotdmetro a 290 nm, a 30 °C, durante 60 segundos.

A atividade de superoxido dismutase

A SOD foi determinada a partir da inibicdo da reducdo do NBT (nitroblue tetrazolium)
pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacdo do cromoforo. A solucdo de reagdo
(3 mL) foi constituida de 85 mM de tampao fosfato (pH 7,8), 75 uM de NBT, 5 uM
riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e 50 pl de extrato enzimatico. A
solugdo foi adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz branca (lampada
fluorescente de 15 W) por 5 min. Apds esse periodo de exposicdo, a solucdo foi
analisada por espectrofotdometro a 560 nm (GIANNOPOLITIS E RIES., 1977).

Peroxidacao lipidica (MDA)

Baseada na quantificagdo de malondialdeido (MDA) foi determinada de acordo com
Health e Packer (1968), com modificacdes. A reacdo foi determinada através da
producdo de MDA, um metabdlito reativo ao 4cido 2-tiobarbitdrico (TBA). Amostras

foram maceradas em TCA 0,1% na proporc¢éo de 0,2 g/2mL de tamp&o, juntamente com
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20% de PVPP (polivinilpolipirrolidona). Apds homogeneizacdo, a amostra foi
centrifugada a 10.000g durante 5 min. Foi retirado do sobrenadante 0,25 mL e
transferido para outro tubo juntamente com 1,0 mL de solucdo contendo 20% de TCA e
0,5% de TBA. A mistura foi mantida em banho-maria a 95 °C durante 30 min e, em
seguida, passou por rapido resfriamento por 10 min. Antes da leitura em
espectrofotometro a 535 e 600 nm, as amostras foram centrifugadas por mais 10 min a
10.000g.

Perdxido de hidrogénio

Foi quantificado segundo protocolo de Alexieva et al. (2001). As amostras frescas
foram maceradas com &cido tricloroacético (TCA) 0,1% na relacéo de 1 g/10 mL (w:v).
As amostras foram centrifugadas a 10.000g por 15 min, a 4 °C. Do sobrenadante, foram
retirados 200 pL, adicionados 200 uL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e
800 uL de solugdao 1 M de iodeto de potdssio. As amostras permaneceram em gelo € no
escuro durante uma hora. Ap6s este periodo, as amostras foram retiradas do gelo e
mantidas em temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo, e em seguida realizada

a leitura em espectrofotémetro a 390 nm.
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Resultados e Discussdo
Observou-se efeito significativo para a interagdo dos fatores salinidade e regime
de rega sobre as variaveis MF, TRA, APX, SOD, MDA e H,0, (Tabela 2). Para CAT

foi constatado efeito significativo apenas para acao isolada dos fatores.

Tabela 2 - Resumo das analises de variancia dos parametros: Matéria Fresca (MF),
Teor relativo de &gua (TRA), Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX),
Superoxido dismuase (SOD), Peroxidacédo lipidica (MDA) e Peroxido de hidrogénio
(H20,).

Quadrado Médio
FV GL

MF TRA CAT APX SOD MDA  H,0,
Regime de 1 9,44** 10467,5** 144,5%* 449,9** 24742** 82,5** 29,6**
Rega
Niveis de 4 1,36** 800,6**  9,12** 1493,6** 3,47ns  12,7** 4,84**
Salinidade
Interacdo (R 4  2,35**  407,9* 47"  1191,1** 253,8** 9,24** 8 03**

X S)
Residuo 40 0,08 130,6 2,06 27,53 2,12 0,24 0,12
CV (%) 17,42 17,35 12,16 10,62 9,25 9,47 6,79

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. ns ndo

significativo.

O peso fresco das plantas submetidas a rega continua decresceu linearmente (Figura
1) em funcdo da elevacdo dos niveis de sal. Comparando as plantas que néo receberam
NaCl com as plantas submetidas ao nivel mais elevado de salinidade, 100mM de NaCl,
¢ possivel observar um decréscimo de 60% na matéria fresca da parte aérea da
variedade RB 92 579.

Altas concentracdes de sédio e de cloreto inibem o crescimento vegetal, em funcéo
dos efeitos osmdticos e toxicos dos ions (MUNNS et al., 2002). O fechamento
estomatico é uma das respostas fisioldgicas mais rapidas ao estresse salino, sendo esta
resultante da reducdo do potencial hidrico do solo (Munns & Tester, 2008). Dentre 0s
mecanismos de adaptacdo a salinidade o controle na abertura dos estdmatos é uma
estratéegia fundamental utilizada pelas plantas para reduzir as perdas de agua por

transpiragéo.
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Associado ao fechamento estomatico ocorre uma reducdo na taxa fotossintética
constituindo uma das causas do reduzido crescimento das plantas sob estresse salino
(Flowers, 2004). Esta reducdo no crescimento com o incremento da salinidade foi
observada claramente nas plantas submetidas ao estresse salino sob elevadas
temperaturas.

A reducdo do peso da matéria fresca das plantas submetidas ao estresse multiplo
(elevada temperatura, salino e hidrico) apresentou um comportamento polinomial
(Figura 1). O menor valor absoluto ocorreu nas plantas do tratamento com auséncia de
salinidade, aumentando gradativamente nos niveis com 25 e 50 mM de NaCl, e
novamente decrescendo nas plantas submetidas ao estresse mais severo, 75 e 100 mM
de NaCl.

Este comportamento observado nos niveis 25 e 50 mM de NaCl indica que o
estresse salino suave favoreceu a tolerancia das plantas ao estresse hidrico aplicado
posteriormente. O estresse salino severo associado ao estresse hidrico, por sua vez, foi

prejudicial resultando na reducdo da producdo da matéria fresca.
# Estresse Duplo W Estresse Maltiplo

+y=-0,0194 ** x + 3,0423
R =0.8934

m y=-0,0002 ** x* + 0,022 ** x + 0,8793
R*=0,7216

Matéria fresca da parte aerea
(zfplanta)

0 25 50 75 100

Concentracdo de MaCl (mM)
Figura 1 — Matéria fresa da parte aérea da variedade de cana de aclcar RB 92 579 em
funcdo de cinco niveis de salinidade e duas condi¢fes de regas. As plantas foram

mantidas sob estresse térmico (37 °C durante o dia e 27 °C durante a noite).

Analisando os valores da matéria fresca entre os dois regimes de rega observa-se
que o estresse maltiplo resultou em maiores reducdes desta variavel quando comparados
ao estresse duplo para todos os niveis de salinidade, ndo diferindo significativamente

apenas para o nivel de 50 e 100 mM NaCl (Tabela 3).
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Em relacdo ao TRA também foram observadas reducdes na turgescéncia das folhas,
sendo estas mais severas nas plantas submetidas a estresse multiplo. Observa-se que sob
estresse multiplo as plantas do tratamento com auséncia de salinidade, 0 mM de NacCl,
apresentaram uma reducdo bem superior aos demais tratamentos com aplicacdo dos
crescentes niveis de salinidade.

Na auséncia da salinidade a perda na turgescéncia foi de aproximadamente 53%,
enquanto nos niveis 25, 50, 75 e 100 mM a reducéo foi respectivamente de (28, 16, 43 e
38%). Apenas o nivel com 50 mM de NaCl ndo diferiu significativamente entre os
regimes de rega.

Nas duas menores concentracbes de NaCl a salinidade atuou como um fator de
condicionamento osmotico para as plantas, promovendo atividades pré-metabolicas, que
permitiu as plantas suportarem melhor o déficit hidrico imposto em seguida. Esta menor
perda da turgescéncia no nivel com 50 mM de NaCl, sugere a eficiéncia do mecanismo
de abertura e fechamento dos estbmatos, condicionado pelo estresse salino anterior a
aplicacdo do defict hidrico, e justifica o pico de massa fresca observado neste mesmo

tratamento.

Tabela 3 — Média da producdo de matéria fresca e do teor relativo de agua em plantas
de cana de acucar, variedade RB 92579, em funcédo de cinco niveis de salinidade e duas
condicdes de regas. As plantas foram mantidas sob estresse térmico (37 °C durante o dia
e 27 °C durante a noite).

_ Niveis de NaCl (mM)
Regime de rega

25 50 75 100
Producdo de matéria fresca da parte aérea (g/planta)
Grupo A Continuo 3,25a 2,54 a 1,62 a 1,63 a 1,28 a
Grupo B Suspensao 0,72b 1,46 b 1,50 a 1,14 b 1,10 a
Teor relativo de agua (%)
Grupo A Continuo 90,33a 86,59a 80,82a 78,24a 65/73a

Grupo B Suspensao 42,48b  6193b 67,39a 4469b  40,53b

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si. Foi aplicado o Teste F ao nivel de 5% de
probabilidade.
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O controle das funcdes fisioldgicas das plantas esta diretamente relacionado com o
seu conteldo hidrico e alteracbes no TRA afetam diretamente todo o aparato
fotossintético (Angelocci, 2002), e na consequente producdo de matéria seca.

O TRA em funcdo dos niveis de salinidade mostrou um comportamento similar ao
da matéria fresca, ou seja, em combinacdo dupla de estresse as plantas apresentaram
reducdo da turgescéncia das folhas de forma linear em funcéo da elevagdo dos niveis de
salinidade, enquanto que na combinacdo tripla do estresse é observado um

comportamento em forma de parabola (Figura 2).

# Estresse Duplo W Estresse miiltiplo

L
. '\—‘\.\’\
. *
- Eﬂ -
£
E a0 #y=-0.2302** x + 91.856 .
R*=0.9277
20 1 my=-0.0086** x%+ 0.7781 ** x + 41.875
R*=0.7342
0 T T T ]
0 25 50 75 100

Concentracdo de NaCl (mM)

Figura 2 — Teor relativo de dgua da variedade de cana de actcar RB 92 579 em funcéo
de cinco niveis de salinidade e duas condi¢des de regas. As plantas foram mantidas sob

estresse térmico (37 °C durante o dia e 27°C durante a noite).

Os parametros, matéria fresca e TRA apresentaram uma correlacdo positiva (r =
0,83 **) para condicdo do estresse duplo, por temperatura e salinidade, bem como (r =
0,94 **) para a condicdo do estresse triplo, evidenciando o elevado grau de correlagéo
entre a disponibilidade de 4gua na planta e o crescimento.

Para a condicdo do estresse duplo o valor do TRA néo foi inferior a 75% quando as
plantas foram submetidas até 75 mM NaCl o que indica que a variedade de cana-de-
acucar apresenta uma perda moderada de agua.

Sob a combinacéo tripla de estresses, as plantas que vinham sendo irrigadas com as
solucBes nos niveis de salinidade 25 e 50 mM, quando passam a sofrer um déficit
hidrico tendem a manter niveis de turgescéncia maiores, diferindo significativamente

dos demais tratamentos. Martinez et al. (2004) afirma que o aumento nos valores do
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teor relativo de agua induzido pelo NaCl s&o indicativos de um efetivo ajustamento
osmatico em plantas com estresse.

Para as enzimas do sistema antioxidante (Tabela 4) foi observada diferenca
significativa (p <.01) para interacdo dos fatores na enzima superoxido dismutase (SOD)
e ascorbato peroxidade (APX), tendo a catalase (CAT) diferido apenas entre os fatores
isoladamente.

As enzimas do sistema antioxidativo sdo amplamente distribuidas pela célula e
atuam de forma coordenada para conferir protecdo oxidativa (M@LLER et al., 2007). O
balanco entre as atividades das enzimas SOD, APX e CAT, determina o teor dos
radicais superdxido e perdxido de hidrogénio nas células.

Neste estudo foi constatada uma maior atividade desta enzima nas plantas
submetidas ao estresse multiplo do que as submetidas ao estresse duplo. Houve
diferenca significativa na atividade desta enzima entre as duas simulacdes do estresse

(Tabela 4) em todos os niveis de salinidade, exceto para o nivel com 100 mM de NaCl.

Tabela 4 — Atividade enzimatica das enzimas superéxido dismutase, catalase e
peroxidase do ascorbato na variedade de cana de aglcar RB 92579, submetida a cinco
niveis de salinidade e duas condicdes de regas. As plantas foram mantidas sob estresse

térmico (37 °C durante o dia e 27 °C durante a noite)

Niveis de NaCl (mM)

Regime de rega

25 50 75 100
Superoxido dismutase (U / g MF / min)
Grupo A Continuo 539D 543D 5.00b 10,37b 17,39 a
Grupo B Suspensao 26,03a 26,83a 2542a 1997a 15,68a
Ascorbato peroxidase (umol AsA / g MF / min)
Grupo A Continuo 31,71a 48,28a 5l.14a 4942b 6l42a
Grupo B Suspensao 26,85a 4857a 5200a 8342a 51,14b
Catalase (umol H,O, / g MF / min)
Grupo A Continuo 9,20 b 10,40 b 9,60 b 11,20b 10,20 Db
Grupo B Suspenséo 11,40a 13,00a 13,20a 1520a 1460a

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si. Foi aplicado o Teste F ao nivel de 5% de

probabilidade.
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O aumento na atividade da SOD, associado ao déficit hidrico, ja foi reportado em
culturas como o arroz (REDDY et al., 2004), milho (JIANG; ZHANG, 2002), e o trigo
(SHAO et al., 2005).

O alto grau de severidade da combinagdo entre a alta temperatura, salinidade e
déficit hidrico certamente proporcionou uma maior geragédo do radical superéxido (O,
), contribuindo desta maneira para o incremento da atividade da SOD.

A superdxido dismutase (SOD) é considerada a primeira linha de defesa contra as
ROS, agindo contra o radical superdxido, transformando-o em H,O, e agua. A SOD ¢
uma metaloenzima possivel de ser classificada de acordo com seu cofator metalico (Mn,
Fe, ou Cu-Zn), é encontrada em quase todos os compartimentos celulares, participando
no ciclo &gua-4gua nos cloroplastos, bem como do ciclo ascorbato-glutationa nos
cloroplastos, citosol, mitocondrias, apoplastos e peroxissomos.

Alteracbes na atividade da SOD tém sido verificadas em diversas culturas sob
diferentes condicOes de estresse, BOR et al., 2003 associa a resposta da SOD em
beterraba a diferentes estresses salino, YU et al, 1998 a nutricio em tabaco e
CATANEDO et al., 2005 a aplicacdo de herbicida em soja.

Analisando a atividade enzimética da SOD em funcdo do incremento da salinidade

(Figura 3), observa-se um comportamento distinto entre o estresse duplo e triplo.

# Estresse Duplo W Estresse Miltiplo

28 1
22 -
= +y=0,0022 ** x2-0,1073 **x+ 5,6657
= 2
LETR R =0,9825
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=
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Figura 3 — Atividade enzimatica da SOD na variedade de cana de agucar RB 92 579 em
funcdo de cinco niveis de salinidade e duas condi¢fes de regas. As plantas foram

mantidas sob estresse térmico (37 °C durante o dia e 27 °C durante a noite).

Para a combinagdo dupla do estresse, verifica-se um aumento na atividade desta
enzima acompanhando os crescentes niveis de salinidade. Comparando as plantas que

ndo receberam NaCl com as plantas submetidas ao nivel de 100mM de NacCl, é possivel
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observar um incremento na atividade da SOD tres vezes maior. Este comportamento
evidencia a resposta da planta para minimizar o acumulo do radical superdxido, gerado
em maior quantidade nos maiores niveis de sal. Alguns autores relatam que este
incremento na atividade da SOD induzido pela salinidade pode estar relacionado a uma
tolerancia em situacéo de estresse. (Demiral & Turkan, 2005; Koca et al.,2006).

Em condicdo de estresse multiplo a atividade enzimatica da SOD decai nos maiores
niveis de salinidade, 75 e 100 mM de NaCl, indicando uma tendéncia ao colapso da
atividade desta enzima em funcdo da severidade destes tratamentos. Sob estresses
combinado ate o nivel de 50 mM de NaCl a SOD mantem-se atuante na dismutacao do
radical superoxido.

As enzimas APX e CAT sdo responsaveis pela eliminacdo do peroxido de
hidrogénio, mesmo atuando sobre o mesmo substrato elas apresentam diferencas de
afinidade. A APX pode ser encontrada em quase todas as organelas celulares, enquanto
gue a CAT encontra-se nos peroxissomos e citoplasma.

Sob estresse salino e de elevada temperatura a atividade da APX aumenta em funcéo
dos niveis de sal, atingindo um incremento de 50% quando comparados o tratamento
com auséncia de sal ao tratamento com maior nivel de salinidade, 100 mM de NaCl.

Foi verificada uma correlacdo positiva de (r = 0,93**) entre a APX e 0s teores de
peroxido para o estresse duplo, sugerindo que a elevacdo observada nos teores de
peroxido é acompanhada pela maior atividade desta enzima favorecendo o equilibrio
redox. A enzima APX é responsavel pela reducdo do H,O, a agua, e utiliza o ascorbato
como doador de elétrons para eliminar o peroxido de hidrogénio no ciclo do ascorbato-
glutationa (Shigeoka et al., 2002).

No estresse multiplo a atividade da enzima APX foi sempre maior nas plantas
submetidas a salinidade, evidenciando uma vez mais que a salinidade atuou como um
fator de condicionamento osmotico para as plantas, promovendo atividades pré-
metabolicas, que permitiu as plantas suportarem melhor o déficit hidrico imposto em
seguida (Figura 4).

Foi observado um pico na atividade enzimatica da APX no nivel com 75 mM de
NaCl, porem a atividade decresce no nivel mais severo de estresse 100 mM de NaCl.
Apenas nestes niveis foi contatada diferenca significativa entre as duas simulag¢fes de

estresse.
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Figura 4 — Atividade enziméatica da APX na variedade de cana de aglcar RB 92 579 em
funcdo de cinco niveis de salinidade e duas condicGes de regas. As plantas foram

mantidas sob estresse térmico (37 °C durante o dia e 27°C durante a noite).

A catalase (CAT) apresentou valores de atividade superiores sempre para a condigdo
do estresse mdltiplo, diferindo significativamente entre os regimes de rega em todos os
niveis de salinidade (Tabela 3).

N&o houve significancia no comportamento da CAT para o estresse duplo, 0s
crescentes niveis de salinidade ndo alteram a atividade desta enzima. Para o estresse
maultiplo os maiores valores de catalase foram verificados nos niveis 75 e 100 mM de
NaCl diferido estes significativamente dos demais.

Foi observada uma correlagéo positiva entre a CAT e 0 H,0, (r = 0,78 **). A CAT
tem uma baixa afinidade pelo peréxido de hidrogénio requerendo a ligacdo de duas
moléculas dessa ROS para que a reacdo ocorra, em funcdo desta particularidade a CAT
é provavelmente responsavel pela remocdo do excesso do H,O, durante o estresse
(GRATAO et al., 2005), além de proteger a SOD da inativagio por altos niveis de
desta espécie reativa (FRIDOVICH, 1995).

Para os teores de H,O,, e MDA foram observadas diferencas significativas (p < .01)
para a interacdo dos fatores (TABELA 5).
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Tabela 5 — Producdo de MDA e H202 na variedade de cana de agUcar RB 92579,
submetida a cinco niveis de salinidade e duas condicfes de regas. As plantas foram
mantidas sob estresse térmico (37 °C durante o dia e 27 °C durante a noite).

Niveis de NaCl (mM)

Regime de rega

0 25 50 75 100
MDA (UNIDADE)
Grupo A Continuo 2,98 b 3,79b 445a 419D 454 b
Grupo B Suspenséo 6,10 a 516 a 4,32 a 8,16 a 9,05a
H,0, (UNIDADE)
Grupo A Continuo 312b  331b  452b 525b 6,18 a
Grupo B Suspenséo 5,06 a 6,92 a 7,05a 591a 514b

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si. Foi aplicado o Teste F ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os teores de H,0, espécie formada diretamente pela acdo da SOD,
apresentaram comportamento similar & acdo desta enzima. A elevagdo na concentracgao
de H,O, observado no estresse duplo sugere exatamente um possivel papel sinalizador
desta ROS na ativacdo das enzimas e no fechamento estomatico, uma vez que ndo foi
detectada para esta mesma condigdo de estresse grande alteragdo no contetdo de MDA.

Para o estresse duplo é possivel verificar uma elevacdo na concentracdo do H,O,
de aproximadamente 50% quando comparados o tratamento com auséncia de salinidade
com o nivel de 100 mM de NaCl.

No estresse multiplo a concentracdo de perdxido decresceu nos niveis mais
elevados de salinidade (Figura 5). Este decréscimo pode estar relacionado ao
comportamento semelhante da enzima superoxido dismutase, que para 0s niveis de 75 e
100 mM de NaCl tiveram uma baixa na sua atividade consequentemente gerando
menos H,0,. Ou ainda, esta diminuicdo pode ser consequéncia da elevacdo da atividade
da CAT observada para estes mesmos niveis removendo o excesso de peroxido

formado.
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Figura 5 — Teor de Perdxido de hidrogénio na variedade de cana de aglcar RB 92 579
em funcdo de cinco niveis de salinidade e duas condicOes de regas. As plantas foram
mantidas sob estresse térmico (37 °C durante o dia e 27°C durante a noite).

O H,0; pode atuar como uma molécula sinalizadora gerada continuamente no
metabolismo normal da planta ou mediante os estresses bidticos e abioticos, iniciando
uma resposta de sinalizacdo incluindo ativagdo de genes que codificam enzimas
antioxidantes (NEILL et al., 2002).

O perdxido de hidrogénio, H,O, é uma molécula moderadamente reativa, e de
relativa vida longa, podendo difundir-se a partir de seu local de produgédo. A toxicidade
do H,0, é reforcada pela presenca de catalisadores metalicos (Fe?*) pela reacdo de
Fenton (VRANOVA & BREUSEGEM, 2002) formando o radical hidroxila OH".

Este radical reagindo com 4&cidos graxos, pode ser considerado como o fator
priméario para o processo de peroxidacdo lipidica, sendo indicada pelo aumento no
conteldo de MDA (DEWIR et al., 2006).

Os teores de MDA foram superiores para o estresse multiplo. Com excecdo do
nivel 50 mM de NaCl, todos os outros niveis diferiram significativamente entre si para
as duas simulacGes de estresse.

Para o estresse duplo foi constatada uma correlagdo negativa (r = - 0,96 **) entre
o teor reativo de agua e MDA, sugerindo que o incremento na peroxidacao lipidica
observados nos maiores niveis de salinidade, esteja relacionada com o conteudo de agua
nas folhas. A medida que diminui o TRA, elevam-se os valores do acumulo de MDA.

No estresse multiplo a correlacdo entre estas duas variaveis, TRA e MDA, foi
positiva (r = 0,96), indicando mais uma vez que a peroxidacao lipidica observada neste

estudo esta ligada aos teores de 4gua. Nesta condigdo de estresse foi observado um
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menor conteddo de MDA para o nivel com 50 mM de NaCl, tendo este mesmo

tratamento o maior valor de TRA.

12 4

10 -

MDA g-1 MF
[=3]

# Estresse Duplo M Estresse Miltiplo
#y=-0,0002 * x2 + 0,0352 ** x + 3,0241
R?=0,9181

m y = 0,001 ** x2- 0,0597 ** x + 5,072
R®=0,8082 **

—

»
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Concentragdo de MaCl (mM)

100

Figura 6 — Teor de MDA na variedade de cana de aclcar RB 92 579 em funcdo de

cinco niveis de salinidade e duas condicdes de regas. As plantas foram mantidas sob

estresse térmico (37 °C durante o dia e 27°C durante a noite).
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Concluséao

» O estresse duplo ocasionou uma reducdo das varidveis MF e TRA, a associagao
da elevada temperatura com a salinidade contribuiu para ativacdo do sistema
antioxidante da variedade RB 92579; O H,O, atuou como um sinalizador do
estresse foi observado um incremento na atividade das enzimas superoxido
dismutase e ascorbato peroxidade. Nesta mesma condi¢cdo a CAT nédo sofreu
alteragéo.

» No estresse multiplo a salinidade proporcionou um condicionamento osmotico
para as plantas, ate o nivel com 50 mM de NaCl as plantas mantiveram altos
valores para MF e TRA quando da imposicdo do déficit hidrico. As enzimas
APX e CAT tiveram um incremento para 0s crescentes niveis de salinidade
enquanto a SOD decresceu.

» Os valores de H,0, decresceram nas plantas sob estresse multiplo. A exposi¢édo
previa a um nivel de ate 50 mM de NaCl, favoreceu a resposta da planta ao
déficit hidrico como observado pela manutencdo do TRA e da MF e por uma

menor peroxidacdo lipidica.
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