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RESUMO

CAMPOS, Wellington Ferreira; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Marco de 2009. Estresse salino afeta a performance fotossintética
dos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 de cana-de-acucar (Saccharum sp.). Professor
Orientador: Goncgalo Apolinario de Souza Filho. Professores Conselheiros:
Ricardo Enrique Bressan-Smith e Angela Pierre Vitoria.

O estresse salino € um dos mais importantes fatores ambientais que limitam a
produtividade agricola. Dentre as culturas afetadas pela salinidade estad a cana-
de-actcar (Saccharum sp.), uma glicofita economicamente importante,
considerada como moderadamente sensivel ao estresse salino. Para obter
genodtipos adaptados a salinidade, por meio de melhoramento genético ou
manipulacéo génica, € necessario entender as respostas fisioldgicas desta cultura
ao estresse salino. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi identificar e
compreender as respostas fisiologicas dos genotipos de cana-de-agucar CB 47-
89 e CB 45-3 ao estresse salino. Inicialmente, ambos os gendtipos foram
plantados em areia com vermiculita (2:1, v:v) e submetidos ao estresse salino. Os
resultados demonstraram que NaCl 256 mM foi suficiente para provocar queda na
taxa fotossintética (P,), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), quenching
fotoquimico (qP), rendimento maximo (F'\/F') e efetivo (®Pps;) do PSII, e aumento
do carbono interno (C;) e do quenching ndo-fotoquimico (NPQ) e da peroxidacdo
lipidica dos gendtipos. A queda de gs restringiu a entrada de CO,, diminuindo C;.
Tal restricado desequilibrou a geracdo e demanda de poder redutor no ciclo de

Calvin. Este desequilibrio prejudica o fluxo linear de elétrons e mantém Qa

vii



reduzida, consequentemente, reduzindo gP. Como mecanismo de fotoprotecdo ha
0 aumento de dissipacédo termal de energia, refletido na redugéo de F'\/F'y,, e
aumento de NPQ. Sob reducdo da cadeia transportadora de elétrons, um
segundo mecanismo de fotoprotecao foi a transferéncia de elétrons no PSI e no
PSII para O,, aumentando a geracdo de ROS, indicado pela peroxidacao lipidica.
Apesar dos danos, ROS pode estar envolvido na fotoprotecdo como também na
reducado da gs, para minimizar a perda de agua, tendo assim, papel no mecanismo
de adaptacdo em cana-de-agucar. Por fim, houve o decréscimo do ®pg) € de P,
nos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 sob estresse, porém ndo houve alteragdo na
biomassa de ambos os genoétipos. Portanto em cana-de-acUcar, a salinidade
indiretamente afeta o funcionamento do PSIlI (®Ppgy) e reduz P, por meio do

fechamento estomatico.
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ABSTRACT

CAMPOS, Wellington Ferreira; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; March 2009; Salt stress affects the photosynthetic performance of
the sugarcane (Saccharum sp.) genotypes CB 47-89 and CB 45-3; Advisor:
Goncgalo Apolinario de Souza Filho; Committee Members: Ricardo Enrique
Bressan-Smith and Angela Pierre Vitoria.

Salt stress is the environmental factor that limits crop production most. Among the
crops affected by salinity is sugarcane (Saccharum sp.), an economically
important glycophyte, considered moderately sensitive to salinity stress. To obtain
genotypes adapted to salinity through genetic improvement or genetic
manipulation, the physiologic response of this crop to salt stress must be known.
The purpose of this study was to identify and understand the physiologic response
of the sugarcane genotypes CB 47-89 and CB 45-3 to salt stress. Initially, both
genotypes were planted in sand with substratum (2:1, v:v) and exposed to salt
stress. The concentration of 256 mM NaCl was enough to cause a drop in the
photosynthetic rate (P,), stomatal conductance (gs), transpiration (E),
photochemical quenching (gP), maximum vyield of PSIlI (F\/F'y) and effective
quantum yield of PSIl (®pgy), and a rise of the intracellular CO, concentration (C)),
non-photochemical quenching (NPQ) and lipidic peroxidation of the genotypes.
The drop of gs restricted the entrance of CO,, increasing C;. This restriction
unbalanced the generation and demand of reducing power in the Calvin cycle.
This imbalance interferes with the linear electron flow and maintains Qa low,

consequently reducing qP. As a photoprotection mechanism the thermal energy
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dissipation increases, reflected in the reduction of F'\/F', and increase of NPQ.
Upon reduction of the electron transport chain, a second photoprotection
mechanism was electron transfer in the PSI and PSII from O,, increasing the
generation of reactive oxygen species (ROS), as indicated by lipidic peroxidation.
In spite of the damages, ROS can be involved in photoprotection as well as in the
reduction of gs, to minimize water loss, playing a role in the adaptation mechanism
of sugarcane. Finally, ®pg, and P, decreased in the genotypes CB 47-89 and CB
45-3 under stress but there was no alteration in the biomass of either genotype.
Therefore, salinity in sugarcane affects the operation of PSIl (®ps;) and reduces
P, indirectly by stomata closing.



1. INTRODUCAO

O estresse salino esta entre 0s principais estresses abibticos que limitam
a produtividade e expansdo agricola (Allakhverdiev et al., 2000; Shao et al.,
2007). De acordo com a FAO (2009a), mais de 800 milhdes de hectares por todo
mundo estdo afetados pela salinidade.

Dentre as culturas economicamente importantes afetadas pela salinidade
esta a cana-de-agucar (Saccharum spp.), responsavel por aproximadamente 60%
da producdo mundial de acucar e etanol (Rocha et al., 2007). Estima-se que
aproximadamente um milhdo de hectares cultivados com cana-de-agucar estdo
afetados pela salinidade. Tal cultura esta entre as principais atividades agricolas
do Brasil e, no estado do Rio de Janeiro ocupa 15% da area agricultavel. As
regides Norte e Noroeste Fluminense abrigam a maior parte das lavouras do
estado, sendo elas afetadas pela salinidade (Unica, 2009).

Para superar tal problema, é necessario entender 0s mecanismos
fisiol6gicos, metabdlicos, genéticos, celulares e bioquimicos de resposta ao
estresse salino. Segundo Rozeff (1995), a cana-de-acUcar é uma glicofita
considerada sensivel ao estresse salino. Neste sentido, espera-se que um melhor
entendimento sobre 0os mecanismos supracitados, possa propiciar a obtencéo de
genotipos mais adaptados aos solos salinos, por meio do melhoramento genético
ou manipulacao génica (Grennan, 2006).

Neste cenario, compreender como as espécies vegetais respondem

7

fisiologicamente ao estresse salino € um dos passos mais importantes para



selecionar gendétipos superiores (Netondo et al., 2004; Zhao et al., 2007b). De
acordo com Kao et al. (2006), para desenvolver culturas resistentes ao estresse
salino, é necessario conhecer o grau de tolerancia dentro da cultura alvo.

Diferentes respostas a salinidade tém sido observadas em gendtipos de
arroz (Lee et al., 2003), sorgo (Netondo et al., 2004), trigo (El-Hendawy et al.,
2005), soja (Kao et al., 2006), aveia (Zhao et al., 2007b) e Citrus (Lopez-Climent
et al., 2008). Em cana-de-acucar, calos embriogéncios de um genotipo tolerante
acumulam acucar solavel (Gandonou et al., 2006) e ions (Patade et al., 2008)
para normalizar o balango osmatico celular durante estresse salino.

Na Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), as respostas ao
estresse salino em plantas de cana-de-aclUcar vém sendo estudas no ambito da
regulacdo génica. Neste sentido, analises de macroarrajo vém sendo efetuadas
para verificar as vias génicas ativadas e reprimidas durante o estresse salino.
Adicionalmente, a expressao de genes envolvidos no transporte idnico esta sendo
analisada por PCR semiquantitativo. Por fim, estd em andamento a construcao de
uma biblioteca de subtracdo entre plantas estressadas e controle, para identificar
genes ligados a tolerancia ao estresse salino.

Portanto, o conhecimento das respostas fisioldgicas ao estresse salino, e
a identificacdo de caracteristicas bioldogicas em cana-de-acUcar associada a
tolerancia a tal estresse, podera ajudar melhoristas na obtencdo de gendtipos
superiores, como também fisiologistas e agrbnomos no desenvolvimento de
melhores op¢des para combater 0s estresses abibticos. Além disso, contribuira
para o entendimento da regulacdo génica em cana-de-acucar sob estresse salino.

De acordo com as consideracdes anteriores, 0 objetivo deste trabalho foi
identificar e compreender as respostas fisioldgicas de dois genodtipos de cana-de-

aclcar ao estresse salino.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cana-de-agucar

2.1.1. Aspectos socioeconémicos

A cana-de-aclcar é uma cultura economicamente importante,
responsavel por aproximadamente 60% da producdo mundial de acucar e etanol
(Rocha et al., 2007). A safra mundial em 2008 totalizou quase 1,4 bilhdes de
toneladas, principalmente nos paises da regiao intertropical (Unica, 2009).

Cultivada desde o Brasil col6nia, a cana-de-agucar obteve impulso com a
criagdo, na década de 70, do Programa Nacional do Alcool (Proalcool). Este
programa foi de grande importancia econémica, porque destacou o Brasil entre os
principais produtores e consumidores do etanol combustivel (Rosillo-Calle e
Cortez, 1998).

Durante sua implantacdo, o Programa Nacional do Alcool sofreu muitas
criticas, em relacdo a reducao das areas de cultivo destinadas para producéo de
alimentos e a baixa eficiéncia dos motores movidos a alcool. Entretanto, o alto
rendimento de matéria seca (45 toneladas ha™ ano™) (Tejera et al., 2006), a
grande extensdo territorial, a reducdo na emissdo de CO, e o dominio do
processo de fabricacdo de etanol, ainda mantém o Proéalcool, como um programa
promissor. De acordo com Goldemberg (2007), o Proalcool € um exemplo mundial

e pode ser empregado em outros paises sem sérios danos aos ecossistemas.



No Brasil, a producdo de etanol a partir de cana-de-aglcar € de 16
bilhdes de litros por ano, requerendo aproximadamente 3 milhdes de hectares de
terra. Porém, a competicéo entre area para producdo de alimentos e combustivel
nao € substancial. A cana-de-acgucar cobre 10% da area cultivada e 1% da area
total disponivel para agricultura no pais (Goldemberg, 2007).

Segundo a FAO (2009b), o Brasil, maior produtor mundial de cana-de-
acucar, apresentou em 2007, 671 milhdes de hectares de éarea plantada. A
producdo, naquele ano, foi de 75.593,7 kg/ha, totalizando aproximadamente 514
milhdes de toneladas.

O estado de Sao Paulo € o maior produtor nacional, sendo responsavel
por 59% da producéo brasileira. Todavia, a regido Centro-Oeste vem crescendo,
e 0 estado de Mato Grosso do Sul aumentou sua producdo em 39,5% em 2008
(IBGE, 2009).

O municipio de Campos dos Goytacazes, situado na regido Norte
Fluminense, alcancou cerca de 95 mil ha de area colhida, 4 milhdes de toneladas
de producéo total, 89 milhdes de reais de faturamento, com uma participacdo de
1% da producéo nacional, em 2005 (IBGE, 2007).

2.1.2. Aspectos botéanicos

De acordo com NCBI (2009), a classificacdo botanica da cana-de-acucar
é: divisdo Embryophyta siphonogama, filo Magnoliophyta, classe Liliopsida, ordem
Poales, familia Poaceae, tribo Andropogoneae, género Saccharum e espécies S.
arundinaceum, S. baldwinii, S. brevibarbe, S. fulvum, S. giganteum, S. officinarum,
S. barberi, S. edule, S. sinense, S. ravennae, S. robustum e S. spontaneum.

Segundo Daniels e Roach (1987), até o fim do século 19, variedades de
cana-de-acucar eram principalmente clones da espécie S. officinarum. Esta
espécie possui alto conteudo de agucar e foi domesticada a partir da espécie S.
robustum. Para obter variedades altamente produtivas e resistentes a doencas,
melhoristas realizaram cruzamentos entre S. officinarum e S. espontaneum e
entdo, retrocruzaram os hibridos com S. officinarum (Berding e Roach, 1987).
Atualmente, o0s cultivares modernos sdo originarios destes genotipos

interespecificos, seguido por poucos ciclos de intercruzamento e selecéo.



O genoma de cana-de-agucar tem alto grau de ploidia (Sreenivasan et al.,
1987). Clones de S. officinarum normalmente tém 2n=80 cromossomos e S.
espontaneum, tem entre 2n=40 e 2n=128 cromossomos. Estudos mostram que S.
officinarum tem um numero basico de cromossomos de x=10, indicando que estas
plantas sdo octaploides, e que S. espontaneum tem um numero basico de
cromossomos de x=8, indicando que o nivel de ploidia entre estas espécies varia
entre 5 e 16 (D’'Hont et al., 1998; Ha et al., 1999). Como consequéncia da
diferenca no numero basico de cromossomos entre S. officiharum e S.
espontaneum, duas organiza¢cdes cromossOmicas distintas co-existem nos atuais
cultivares (Grivet et al., 1996). As cultivares de cana-de-agucar modernas podem
ter entre 2n=100 e 2n=130 cromosSsomos.

O tamanho do genoma de cana-de-acucar € amplo. Por exemplo, o
tamanho do genoma néo replicado de uma célula somatica € 7440 Mpb em S.
officinarum (2n=80). Contudo, como S. officinarum €é octapléide, o tamanho do
genoma hapléide é oito vezes menor, aproximadamente 930 Mpb. O tamanho do
genoma haploide de S. espontaneum é 750 Mpb (D’Hont e Glaszmann, 2001).

A cana-de-acUcar é uma planta que se desenvolve caracteristicamente
em forma de touceiras. Sua estrutura € composta por uma parte subterrdnea
constiuida por raizes e rizomas (Cesnik e Miocque, 2004), e uma parte aérea
composta por caules constituidos de nos e internés. Suas folhas sdo alternadas
ao longo do caule com bainha e colar, e sua inflorescéncia é do tipo panicula,
onde se encontram as flores que sé&o hermafroditas (Lima, 1984).

A reproducdo da cana-de-acgucar ocorre por meio da propagacao
assexuada, por meio das gemas laterais, ou por micropropagacao, usando cultura
in vitro de meristemas apicais. Acredita-se que a producdo de mudas por cultura
de tecidos elimina microrganismos patogénicos e aumenta a longevidade do

canavial (Hendre et al., 1983).
2.2. Estresse abidtico em plantas
As plantas estdo frequentemente expostas as condigbes ambientais

adversas, que influenciam fortemente seu desenvolvimento (Shao et al., 2007).

Concomitantemente, a produtividade e expansao agricola séao limitadas, havendo,



portanto, a necessidade de compreender como as plantas percebem, respondem
e adaptam-se a tais estresses (Grennan, 2006).

De acordo com Bray et al. (2000), os estresses abidticos reduzem em
meédia 50% a produtividade das principais espécies cultivadas. Em comparacao,
estima-se que a perda causada por patdgenos é tipicamente de 10 a 20% (Kreps
et al., 2002). Jones e Jones (1989) definem estresse como uma forca adversa ou
uma condicao que inibe o funcionamento normal de um sistema biologico.

As plantas como organismos sésseis, precisam resistir aos estresses
abidticos, que ocorrem isoladamente e simultaneamente, tais como temperatura
(frio e calor), disponibilidade de agua (seca e encharcamento), toxicidade ibnica
(salinidade e metais pesados), deficiéncia de nutrientes, estresse oxidativo,
estresse osmatico, estresse mecanico e exposi¢cao aos raios ultravioleta do tipo B
(UV-B) (280-320 nm) (Zhu, 2001; Mahajan e Tuteja, 2005; Bohnert et al., 2006;
Shao et al., 2007).

Como consequéncia dos diferentes estresses abioticos ha varias
respostas fisiologicas, bioquimicas e moleculares. Centenas de genes séo
induzidos, mitigando seus efeitos, levando ao ajustamento celular e a tolerancia
(Kreps et al., 2002; Mahajan e Tuteja, 2005; Grennan, 2006; Sreenivasulu et al.,
2007).

Possivelmente, a habilidade de resposta e resisténcia foi a forca que
dirigiu a especiacdo (Grennan, 2006) ao longo da evolucdo e durante a
domesticacdo artificial (melhoramento vegetal) (Shao et al., 2007). Logo, a
compreensao dos mecanismos de tolerancia também auxilia na compreenséo da
diversidade ecoldgica, e da distribuicdo das espécies (Bohnert et al., 2006) como
também, a utilizacdo sustentavel dos recursos vegetais (Shao et al., 2007).

Entretanto, tolerancia (ou susceptibilidade) aos estresses abidticos € um
fendbmeno muito complexo, pois depende da fase do desenvolvimento vegetal e
da ocorréncia simultanea de outros estresses (Chinnusamy et al., 2004). Tem sido
demonstrado que multiplas vias de sinalizacdo sao ativadas durante o estresse
abidtico, conduzindo a respostas similares para diferentes causas. Por exemplo,
seca, frio, e salinidade causam o acumulo de osmoprotetores e antioxidantes
(Hasegawa et al., 2000).

Os estudos de Kreps et al. (2002), Rabbani et al. (2003), Ma et al. (2006)

suportam a hipétese de que o0s estresses abioticos, inicialmente, disparam um



conjunto comum de vias que sdo subseglentemente, modificadas para serem
estresse especifico.

Apesar das diferencas entre as espécies vegetais e respostas
fisiologicas, bioquimicas e moleculares aos varios estresses abioticos, ha um
modelo comum de sinalizacdo (Zhu, 2001; Mahajan e Tuteja, 2005; Shao et al.,
2007). Neste modelo, a sinalizagéo inicia-se com o reconhecimento dos sinais
ambientais por sensores presentes ha membrana ou no citoplasma. Em seguida,
o sinal é transduzido, resultando na geracdo de mensageiros secundarios
(Espécies Reativas de Oxigénio - ROS, Ca?" e inositol-1,4,5-trifosfato) que irdo
modular o nivel de Ca?" intracelular. Proteinas sensiveis as alteracdes na
concentracdo de Ca*" intracelular tornam-se ativas e interagem com outras
proteinas iniciando, freqientemente, uma cascata de fosforilacdo. Finalmente, tal
cascata atinge as proteinas envolvidas na protecdo celular e fatores de
transcricdo que controlam um conjunto especifico de genes. Os produtos desses
genes participam da sintese de moléculas regulatérias tais como ABA, etileno e
acido salicilico, que amplificam o sinal inicial.

De acordo com Mahajan e Tuteja (2005), Grennan (2006) e Shao et al.
(2007), os produtos génicos ativados na resposta a estresses sdo divididos em
dois grupos. No primeiro, estdo os genes da fase inicial envolvidos na transducéao
de sinais e na regulacdo da expresséo (fatores de transcricdo) de genes estresse
especificos. No segundo, estdo os da fase tardia, geralmente associados aos
mecanismos de tolerancia. Dentre eles estdo os genes que codificam e modulam
as proteinas da sintese metabdlica, antioxidantes, proteinas estabilizadoras de

membrana e sintese de osmoprotetores, sintese de chaperonas e detoxificacao.

2.2.1. Estresse salino

Salinidade é o principal fator ambiental limitante da produtividade e
expansao agricola (Allakhverdiev et al., 2000). Segundo Wang et al. (2003), o
aumento das terras agriculturaveis afetadas pela salinidade resultara na perda de
30% de terras nos proximos 25 anos e mais de 50% até 2050.

Alta taxa de evaporacdo e baixa taxa de precipitacdo tornam as regides
aridas e semi-aridas da Asia, Africa e América do Sul impréprias para o

desenvolvimento agricola. Contorna-se esta limitacdo com sistemas de irrigagéo.



Entretanto, o uso inadequado das técnicas de irrigagdo e drenagem,
frequentemente culminam na salinizacdo do solo. Como resultado, observa-se
perdas de produtividade e inviabilizacdo do cultivo de espécies economicamente
importantes (Mahajan e Tuteja, 2005; Sahi et al., 2006).

Segundo Blumwald (2000), solos salinos provocam estresse osmoético,
resultante das altas concentracdes de soluto no solo, e estresse i0nico,
ocasionado pela queda na razdo K'/Na®, alterando homeostase celular. Embora
Na® seja um micronutriente ndo essencial, em niveis elevados torna-se toxico
para o crescimento vegetal (Blumwald, 2000; Sahi et al., 2006).

O Na* é téxico para o metabolismo celular e energético, interferindo
negativamente na sintese e funcionamento de algumas proteinas (Niu et al.,
1995; Blumwald, 2000), causa desbalanco ibnico e osmoético (Blumwald, 2000;
Sahi et al., 2006), induz a producdo de ROS e desorganiza as membranas (Moller
et al., 2007), inibe a fotossintese e reduz o crescimento (Brugnoli e Bjorkman,
1992; Kao et al., 2006; Zhao et al., 2007b), inibe a divisdo e expansao celular
(West et al., 2004) e causa deficiéncia nutricional (Flowers et al., 1977; Greenway
e Munns, 1980).

Enquanto Na® em excesso é deletério, na mesma situagdo, o K" é
essencial, pois desempenha papel importante na manutencdo do balanco
osmatico, no controle estomatico e atua como co-fator de muitas enzimas
(Mahajan e Tuteja, 2005). Portanto, a homeostase de K* e Na’ intracelular é
fundamental para a biossintese e atividade de muitas enzimas, para manter o
potencial de membrana e apropriada homeostase celular (Zhu, 2003).

Os efeitos deletérios do estresse salino sdo minimizados por mecanismos
gue envolvem a compartimentalizacdo e exclusao idnica, controle da captacéo de
ions pela raiz e transporte para as folhas, cascatas de transdugcdo de sinais,
sintese de osmoprotetores, mudanca no processo fotossintético, alteracdo na
estrutura da membrana, inducdo de enzimas antioxidantes e sintese de
fitormonios (Hasegawa et al., 2000; Parida e Das, 2005).

Neste cenario, sob altas concentragdes de Na* no ambiente extracelular,
as células vegetais tentam manter baixas concentragdes de Na" citosolico e alta
razdo K'/Na® (Blumwald, 2000; Zhu, 2003). Para tanto, elas coordenadamente
excluem e/ou compartimentalizam Na®, por meio de transporte secundario,
mediado por canais (IRK, ORK, VIC, NSC, SV, VK, FV) e transportadores (HKT,



HAK, SOS1 e LCT1 NHX, ITR, HAK, SOS1, e LCT1), e pelo transporte ativo
primario, mediado por H*-ATPases (H'-ATPase de membrana plasmatica, H*-
ATPase vacuolar e H -pirofosfatase) (Maathuis et al., 1997; Serrano et al., 1999;
Hasegawa et al., 2000; Chauhan et al., 2000; Rodriguez-Navarro, 2000; Serrano e
Rodriguez-Navarro, 2001; Zhu, 2003).

Segundo Blumwald (2000), a exclusdo e compartimentalizacdo de Na*
sdo essenciais para tolerancia ao estresse salino. Além de diminuir a
concentracdo de Na’ no citoplasma, a compartimentalizacdo contribui para o
ajuste osmoético e mantém a captacdo de agua (Zhu, 2003). Geralmente a
compartimentalizacdo ocorre no vacuolo (Hasegawa et al., 2000), mas pode
ocorrer em outras organelas, como plastideos e mitocondria (Zhu, 2003).

Em trigo, exclusio de Na* é um dos principais mecanismos que conferem
tolerancia a salinidade (Gorham et al., 1990; Munns et al., 2006). Em Arabidopsis,
a familia AtNHX de antiportes Na*/H" participam da compartimentalizagdo de Na*
(Blumwald, 2000) e o antiporter Na*/H* da membrana plasmatica, codificado pelo
gene SOSI1, exclui Na* (Shi et al., 2003).

O célcio (Ca*"), como sinalizador tem papel fundamental nas respostas
ao estresse salino. Este por sua vez, provoca o aumento transiente de Ca®*
citosdlico (Knight et al.,1997), disparando uma série de vias que culminam na
adaptacdo ao estresse. Dentre elas esta a via SOS (Salt Overly Sensitive), que
resulta na exclusdo de Na' e restaura a homeostase celular (Zhu et al., 1998;
Zhu, 2002).

Segundo Quintero et al. (2002), a via SOS funciona da seguinte maneira:
0 estresse salino € reconhecido por um sensor hipotético de membrana, o qual
dispara 0 aumento de Ca** citosélico e ativa a proteina SOS3. Esta, por sua vez,
interage com SOS2/CIPK24 (proteina quinase serina/treonina) formando o
complexo SOS3-S0OS2, que é levado para a membrana plasmatica. SOS2
fosforila e ativa SOS1 levando a exclusdo de Na”.

O complexo SOS3-SOS2 também funciona no seqiiestro de Na* para os
compartimentos intracelulares, interagindo com um antipoter Na*/K* vacuolar e
influenciando sua atividade de troca Na'/K* (Qiu et al., 2002). SOS2 também
interage com um antiporter CAX1 (H*/Ca®") e regula sua atividade que resulta na

manutencdo da homeostase de Ca?* (Cheng et al., 2004).
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Além da via SOS, a via CDPK (Calcium Dependent Protein Kinase), a
qual desempenha importantes papéis no estresse osmotico (Sanchez-Barrena et
al., 2005) e a via MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), importante para a co-
interaca@o entre estresse abidtico e bidtico (Nakagami et al., 2005), também estao
envolvidas na sinalizagéo sob estresse salino.

A ativagcdo génica durante o0 estresse leva a ativacdo de vias
biossintéticas de metabdlitos, conhecidos como osmoprotetores, que nao inibem
as reacdes metabdlicas normais (Ford, 1984; Breesan et al., 1998). Dentre eles
estdo os agucares frutose e sacarose e 0s acucares complexos (trealose e
frutanos), glicina-betaina, prolina, ectoina, manitol e sorbitol. Além disso, o
acumulo destes metabolitos reduz o potencial hidrico da célula ocasionando o
ajuste osmatico, evitando a perda de agua e facilitando a captacdo de agua do
meio extracelular (Delauney e Verma, 1993; Louis e Galinski, 1997).

Outro metabdlito produzido durante o estresse salino sdo as poliaminas.
Elas estdo envolvidas na estabilizacdo de membranas e detoxificacdo de radicais
livres, ajustamento osmatico, nutricAo mineral e regulacdo da senescéncia
(Velikova et al., 1998; Aziz et al., 1999; Prakash e Prathapasenan, 1988;
Krishnamurthy, 1991; Tamai et al., 1999 citados por Ndayiragije e Lutts, 2006).

Zhao et al. (2007a) analisaram os efeitos de poliaminas na atividade dos
canais ionicos de protoplasto de raizes de cevada. Segundo estes autores, as
poliaminas restringiram o efluxo de Na’ na raiz e evitaram a perda de K das
folhas, melhorando a homeostase K'/Na".

Durante o estresse salino ROS sdo geradas, ocasionando danos a
membrana, a atividade de varias enzimas, a aquisicdo de nutrientes e ao
funcionamento do aparelho fotossintético. Muitos osmoprotetores como manitol,
frutanos, trealose, prolina, glicina-betaina, ectonina desempenham papel na
detoxificagdo celular por sequiestro de ROS ou por evitar danos nas estruturas
celulares (Zhu, 2001). Outro efeito ocasionado pela entrada de Na* € a inibicdo do
crescimento celular, muitas vezes ligado a inadequada fotossintese, devido ao
fechamento estomético e conseqiente limitagdo de CO, para as reacbes de
carboxilacdo (Brugnoli e Bjorkman, 1992). Entretanto, o estresse pode inibir e
regular diretamente a divisdo e expansao celular (West et al.,, 2004). O
metabolismo de ROS e as respostas fotossintéticas durante estresse salino serédo

detalhados nos proximos topicos.
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2.3. Fotossintese e estresse salino

Compreender o fluxo de CO; na fotossintese permite desvendar a etapa
fotoquimica (captacéo de fotons para geracado de ATP e NADPH,, e a dissipacao
de energia na forma de calor ou fluorescéncia) e bioguimica (fixacdo de CO, em
compostos organicos) do processo fotossintético (Taiz e Zeiger, 2004; Szabo et
al., 2005).

Durante estresse salino, a fotossintese e o crescimento celular séo
afetados (Munns et al., 2006) diretamente com a queda na disponibilidade de CO;
(Flexas et al., 2004, 2007) e alteragbes no metabolismo fotossintético (Lawlor e
Cornic, 2002), ou indiretamente com o estresse oxidativo. Este ultimo pode afetar
seriamente a maquinaria fotossintética (Ort, 2001).

Na raiz, o estresse osmoético causado pela salinidade resulta na
biossintese de ABA. Este fitormbnio é translocado para a parte aérea, onde é
acumulado e redistribuido intracelularmente nas células-guarda. Nestas células, o
ABA provoca o efluxo de ions, perda de turgescéncia e, eventualmente, o
fechamento estomatico, que reduz a perda de agua pela epiderme foliar. Porém,
restringe o crescimento celular (Bray, 1997; Schroeder et al., 2001; Wilkinson e
Davies, 2002; Wang e Song, 2008). ABA pode também ser sintetizado nas células
foliares e translocado pela planta (Wilkinson e Davies, 2002).

Ao reduzir a transpiracdo, o fechamento estomatico mediado por ABA,
limita a difusdo de CO, para o cloroplasto, alterando a fotoquimica e o
metabolismo do carbono. Estes efeitos variam conforme a intensidade e duracao
do estresse como também com a idade foliar e a espécie vegetal (Lawlor e
Cornic, 2002; Munns, 2002; Chaves et al., 2003, 2009; Flexas et al., 2004, 2007;
Galmés et al., 2007).

O fechamento estomatico e a consequente queda na taxa fotossintética
tém sido observados por diferentes autores. Netondo et al. (2004) avaliando o
efeito de diferentes concentracdes de NaCl em gendtipos de sorgo, observaram
que alta concentracdo de NaCl provocou fechamento estomatico reduzindo,
entdo, a taxa fotossintética.

Sob diferentes concentracbes de NaCl, a taxa fotossintética e a
condutancia estomatica da haldfita Plantago coronopus foi fortemente afetada

(Koyro, 2006). Resultados semelhantes foram obtidos por Moradi e Ismail (2007).
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Estes autores, contrastando genoétipos de arroz, observaram uma substancial
queda na fotossintese, conduténcia estomatica e transpiragdo em resposta ao
estresse salino, com maior reducdo ao longo do tempo de exposicao.

Zhao et al. (2007b) também observaram uma significativa reducdo na
taxa fotossintética e na condutancia estomatica de dois genoétipos de aveia
submetidos a diferentes concentragbes de NaCl.

Da mesma maneira, em genotipos de Citrus, o estresse salino provocou
significativa queda na fotossintese e na condutancia, havendo entre os dois uma
correlacao positiva, sugerindo que a condutancia, pelo menos em parte, promove
a reducdo na taxa fotossintética (L6pez-Climent et al., 2008).

Neste sentido, na etapa bioquimica da fotossintese, o fornecimento de
CO, para a rubisco é prejudicado pelo fechamento estomatico, o que predispde o
aumento de dissipagdo de energia no aparelho fotossintético e a down-regulacéo
da fotossintese (Flexas et al., 2006; Chaves et al., 2009).

Em plantas C4, como a cana-de-acucar, o reduzido fluxo de CO; para as
células da bainha dos feixes vasculares, € compensado pela enzima PEPcase
(fosfoenolpiruvato carboxilase) (Taiz e Zeiger, 2004) que concentra CO; no
ambiente de atuacdo da ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (rubisco),
minimizando ou mesmo nao permitindo, o processo de fotorrespiracdo que limita
a eficiéncia das plantas Cs.

Todavia, sob prolongado tempo de estresse, a baixa concentragao
intracelular de CO, reduz a atividade carboxilase da rubisco (Meyer e Genty,
1998). Adicionalmente, a limitacdo de CO, causa alteracdes na fotofosforilacao,
um decréscimo na producdo de ATP e leva a queda na regeneracdo de RuBP
(Tezara et al., 1999). Assim, pela baixa atividade do ciclo de Calvin ha um
excesso de poder redutor gerado na etapa fotoquimica da fotossintese (Genty et
al., 1989).

2.3.1. Fluorescéncia da clorofila a: a sonda da fotossintese in vivo .
O uso da fluorescéncia da clorofila a para examinar a performance

fotossintética e estresse em plantas, estd amplamente difundido em estudos

fisiologicos e ecofisioldgicos (Baker, 2008). Maxwell e Johnson (2000) afirmam
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que nenhum estudo sobre performance fotossintética vegetal, em condi¢bes de
campo esta completo sem dados de fluorescéncia da clorofila a.

O principio por tras das analises de fluorescéncia da clorofila a, baseia-se
na imperfeicdo da conversédo de energia luminosa em energia quimica, durante o
processo fotossintético. Neste processo, a energia luminosa excita as moléculas
de clorofila tornando-as instaveis e, ao retornarem ao estado inicial, dissipam
parte de sua energia para o processo fotossintético (fotoquimico), em excesso a
energia pode ser dissipada na forma de calor ou pode ser re-emitida como luz
(fluorescéncia da clorofila a). Os trés processos ocorrem em competicdo, tal que
qualquer aumento na eficiéncia de um, resulta no decréscimo dos outros dois.
Consequentemente, mensurar a fluorescéncia da clorofila a, fornece informacdes
sobre a eficiéncia fotoquimica e dissipacdo de calor (Maxwell e Johnson, 2000;
Taiz e Zeiger, 2004; Baker, 2008).

Baseado neste principio, o uso das variaveis da fluorescéncia da clorofila
a é bastante empregado no estudo da fotossintese. Além de néo invasivo, este
meétodo permite a andalise quantitativa da absorcdo e aproveitamento da energia
luminosa através do PSIl, podendo ser relacionadas com a capacidade
fotossintética (Van Kooten e Snel, 1990; Mouget e Tremblin, 2002).

Kautsky et al. (1960) foram os primeiros a observar alteracbes na
fluorescéncia da clorofila a. Estes autores descobriram que, ao transferir tecido
fotossintético adaptado ao escuro para luz, hd um incremento na fluorescéncia da
clorofila a. Tal aumento € consequéncia da reducdo do aceptor de elétrons
primario do PSII, quinona A (Qa). Quando reduzida, Qa nédo recebe outro elétron
da clorofila (P680) do centro de reacédo PSII, até que o primeiro seja transferido
para o proximo aceptor na via, quinona B (Qg). Neste periodo, o centro de reacao
esta ‘fechado’. Em algum momento, uma propor¢cdo de centros de reacdo
fechados resulta na reducdo da eficiéncia fotoquimica e assim, um
correspondente aumento na fluorescéncia.

Ha uma queda, ap6s o incremento no nivel de fluorescéncia. Tal
fendmeno chama-se quenching, e pode ser explicado de duas maneiras.
Primeiramente, ha um aumento na taxa de elétrons transportados do PSIl, uma
vez que, a luz ativa enzimas envolvidas no metabolismo do carbono e na abertura
estomatica, resultando na redugdo de NADP”, sintese de ATP e fixacdo de CO..

Este quenching chama-se quenching fotoquimico, e decresce a medida que Qa €
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reduzida. Simultaneamente, h4 um aumento na dissipa¢do de energia na forma
de calor. Este ultimo processo € chamado quenching nao fotoquimico (Maxwell e
Johnson, 2000; Baker, 2008).

A aplicacdo das técnicas de fluorescéncia da clorofila a junto com o
desenvolvimento de modernos fluorimetros portateis, tem fornecido maneiras para
analisar a performance fotossintética em condicbes de campo e laboratorial
(Maxwell e Johnson, 2000). Atualmente, dados quantitativos de fluorescéncia séo
coletados por meio de sistemas (fluorimetro) ndo modulados e modulados. Os
sistemas modulados (Quick e Horton, 1984) baseiam-se na aplicacdo de luz
modulada que excitam moléculas de clorofila dos centros de reag&o PSIl, em uma
dada area do tecido foliar previamente adaptada ao escuro.

Na area adaptada ao escuro, Qa esta oxidada, consequentemente, o PSII
esta aberto. Quando esta &rea é exposta a baixa intensidade luminosa (0,1 pmol
fotons m3s™) resulta na fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, é aplicado um
pulso de alta intensidade luminosa (em geral acima de 4000 pymol fétons m?s™),
reduzindo completamente Qa e fechando o PSII, neste momento a fluorescéncia
méxima (Fn,) é observada. A area foliar, agora é exposta a continua luz actinica,
gerando um nivel de fluorescéncia chamado F’, o qual eleva para o nivel de
fluorescéncia maxima (Fn’), quando aplica-se breve pulso de luz saturante que
maximiza a reducédo de Qa (Baker, 2008).

A diferenca entre Fr, e Fo € definida como a fluorescéncia variavel (F,), e
representa o incremento da fluorescéncia a partir de Fo até Fp,, ou seja, o fluxo de
elétrons do centro de reacdo PSIl até Qa. A razdo F./Fn, estima o rendimento
quantico maximo do PSIlI (Maxwell e Johnson, 2000; Baker, 2008), isto €, a
eficiéncia quantica se todos os centros de reacdo PSII estiverem abertos.

A razdo F,/F, pode ser usada como indicador da performance
fotossintética (Maxwell e Johnson, 2000). Apesar disso, ndo fornece rigorosos
valores, uma vez que, nem todos os estados de excitacdo das clorofilas sédo os
mesmos (Baker, 2008). Todavia, podem variar entre 0,75 e 0,85 em plantas cujo
aparelho fotossintético esta intacto (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). Contudo,
sob estresse bidtico ou abidtico, a queda deste valor freqlientemente é observada,
e reflete a presenca de fotoinibicdo dos centros de reacdo PSII (Bjorkman e
Demming, 1987).



15

Na presenca de luz, o estresse pode resultar no aumento dos processos
de quenching néo fotoquimico, os quais diminuem Fy. Tal quenching
possivelmente ndo recupera durante curto periodo de adaptacdo ao escuro e
resulta no decréscimo de F,/F, (Adams e Demmig-Adams, 2004, 2006).

O quenching nado fotoquimico (NPQ) esta linearmente relacionado a
dissipacéo de calor (Bilger e Bjorkman, 1990). Durante estresse, o fluxo de
elétrons fotossintéticos é prejudicado pelo desequilibrio entre geracao e utilizacao
de poder redutor. Assim, sob excesso de energia de excitacado ha a dissipacao de
energia na forma de calor (Szabo et al., 2005).

Em sorgo, diferentes concentracdes de NaCl aumentaram NPQ. Segundo
Netondo et al. (2004), a queda na condutancia estomatica reduz a assimilacdo de
CO,, diminuindo a demanda por NADPH e ATP, que por sua vez, reduz o fluxo
linear de elétrons e a taxa de oxidagdo de Qa, consequentemente, elevando a
dissipacéo térmica de energia.

Aumento no NPQ pode estar freqlientemente acoplado a fotoinativacéao
dos centros de reacdo PSIl (Melis, 1999) ocasionando danos oxidativos e perda
dos centros de reacdo PSII (Aro et al., 1994), ambos estdo associados com um
aumento em Fq (Bradbury e Baker, 1986; Osmond, 1994).

Outra variavel importante da fluorescéncia € o rendimento quantico
efetivo do PSIl (®psy, ou AF/Fm, Fo/Fm) (Genty et al.,, 1989), que estima a
proporcao de energia absorvida pela clorofila associada ao PSII (P680), destinada
para a fotoquimica. O ®pg; pode dar uma medida da taxa do transporte linear de
elétrons e assim, uma indicacdo global da fotossintese. Sob condicdes
controladas, ha uma relacéo linear entre esta variavel e a eficiéncia de fixacdo de
carbono. Entretanto, uma discrepancia entre estas duas variaveis pode ocorrer
sob certas condicdes de estresse (Fryer et al., 1998).

O rendimento quantico efetivo € dado pelo produto de duas variaveis da
fluorescéncia, qP e F'\/F'r, (Baker, 2008). O quenching fotoquimico, gP, embora,
superficialmente muito similar ao ®pg;, tem significado um pouco diferente.
Enquanto ®pg; € a proporcdo de energia absorvida usada na fotoquimica, gP
indica a proporcdo de centros de reacdo PSII que estdo abertos, ou seja, a
capacidade do aparelho fotossintético de manter uma taxa relativa de reducao e

oxidacdo de Qa (Maxwell e Johnson, 2000).
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A razao F'\/F'y, estima o rendimento maximo do PSII, que pode ser obtida
na folha adaptada a luz, quando Qa esta totalmente oxidada. Conseqiientemente,
esta variavel pode ser usada para acessar a contribuicdo do quenching néo
fotoquimico para alteragbes no ®pg), (Baker, 2008).

Determinando qP e F'\/F', torna-se possivel descobrir qual dos dois
processos foi responséavel por alteragfes no ®pg. Alteragdes no P deve-se ao
fechamento dos centros de reacdo, isto é, a capacidade do centro de reacao
excitado de direcionar os elétrons para a cadeia transportadora. Ja alguma
alteracdo em F'\/F'n,, deve-se a alteracbes na eficiéncia do quenching néo
fotoquimico (Maxwell e Johnson, 2000). Embora F'\/F',, possa ser usado para
avaliar a contribuicdo da alteragdo do quenching ndo fotoquimico no ®pg, niveis
de quenching nédo fotoquimico séo freqlientemente acessados pela variavel NPQ
(Bilger e Bjorkman, 1990).

A contribuicdo relativa de gP e F'\/[F', para alteragcbes no ®pg; pode
mudar com o aumento do fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (Kramer et al.,
2004). Geralmente aumento em NPQ, indicado por decréscimo de F\/F'n,
saturam em niveis de luz muito menores do que decréscimo de P, demonstrando
gue o decréscimo na capacidade de oxidar Qa, € ndo o aumento em NPQ, é o
principal fator que determina amplas alteragbes no ®pg; sob alta intensidade
luminosa (Baker, 2008).

Aumento no ®pg durante indugdo da fotossintese em folha de milho,
primeiramente esta associado com aumento em gP e ndo a alteragbes em F'\/F',
(Oxborough e Baker, 1997). Este resultado demonstra que a capacidade de
processar os produtos da cadeia transportadora de elétrons (NADPH e ATP), é
mais importante do que o quenching ndo fotoquimico na regula¢édo da inducéo da
fotossintese em milho (Baker, 2008).

Muitos estresses ambientais causam efeitos na assimilagcdo de CO,. Por
exemplo, a reposta primaria sob estresse salino é queda na condutancia
estomatica (Chaves et al., 2009), que restringe a entrada de CO,,
consequentemente diminuindo a fotossintese (Wilkinson e Davies, 2002). Em
sorgo (Netondo et al., 2004), Plantago coronopus (Koyro, 2006), arroz (Moradi e
Ismail, 2007), aveia (Zhao et al., 2007b) e citrus (L6pez-Climent et al., 2008), o

estresse salino causou fechamento estomatico.
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Queda na condutancia estomatica restringindo o fornecimento de CO;
para os locais de carboxilacéo, alteragdes na eficiéncia de carboxilacdo, taxa de
regeneracao da ribulose 1,5-bifosfato, fotorrespiracdo, e taxa de transporte de
carboidrato dentro da célula podem influenciar a taxa de utilizacdo de NADPH e
ATP, e conseguentemente o ®pg. Todavia, os mecanismos especificos pelos
quais uma restricdo no metabolismo pode resultar no decréscimo de ®ps; néo
estdo completamente elucidados (Baker, 2008).

Uma vez que a fixacdo de CO, é afetada pela restricdo de CO, para
rubisco, ha o aumento de NADPH e ATP, que diminui o fluxo linear de elétrons e
a taxa de oxidacdo de Qa, 0 qual pode ser monitorada por decréscimo em ¢P.
Todavia, acidificacdo do lumem tilacoidal com o aumento do nivel de ATP, resulta
no aumento do quenching nao fotoquimico e um decréscimo no F'\/F'n,. (Baker,
2008).

2.4. ROS no metabolismo vegetal

Nos diferentes compartimentos da célula vegetal, as espécies reativas de
oxigénio (ROS) sao inevitavelmente e continuamente produzidas, como
subprodutos das vias metabdlicas aerdbicas, como a respiracdo e fotossintese
(Apel e Hirt, 2004; Moller et al., 2007). Dentre os tipos de ROS gerados estdo
superoéxido (O;"), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (HO"), e oxigénio
singleto (*O,) (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Nas células vegetais, os cloroplastos e peroxissomos Sao as principais
fontes de ROS (Foyer e Noctor, 2003). Sob alto fluxo de fétons fotossintéticos, a
absorcdo de energia excede a capacidade de assimilacdo de CO,, gerando 1O,
no PSIl (Asada, 2006). Simultaneamente, a hiper-reducdo do PSIl favorece a
reducdo direta de O, pelo PSI e a subsequente produgéo de O, H,O, e HO
(Foyer e Noctor, 2003; Pfannschmidt, 2003; Asada, 2006). O O, gerado pela
reducdo de O, no PSI, é rapidamente convertido dentro do cloroplasto a H,O, por
uma CuZn-superéxido dismutase (Asada, 1999).

Os peroxissomos produzem ROS em varias vias metabdlicas (del Rio et
al., 2006), como a fotorrespiracdo. Neste caso, a atividade oxigenase da rubisco
gera glicolato, que é translocado para o peroxissomo, onde é oxidado pela

glicolato oxidase, gerando H,O, (Apel e Hirt, 2004; Moller et al., 2007).
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Nos tecidos ndo fotossintetizantes, a mitocéndria é a principal organela
produtora de ROS, geralmente pela super-redugcéo da cadeia transportadora de
elétrons que leva a producéo de O, (Maxwell et al., 1999; Moller, 2001).

Além das organelas, a NADPH oxidase produz O, na superficie externa
da membrana plasmatica (Pei et al., 2000; Zhang et al., 2001; Torres e Dangl,
2005). Reacdes catalisadas pelas peroxidases da parede celular, amino oxidases
e outras enzimas contendo flavina também geram ROS (Neill et al.,, 2002a,
2002b).

Os diferentes tipos de ROS tém reatividades diferentes. Segundo Moller
et al. (2007), O, é convertido em H,O, pela SOD que, por meio da reacdo de
Fenton pode gerar HO'. Este por sua vez, reage com qualguer componente
celular. Enquanto, O, reage primariamente com centros protéicos Fe-S, e 10,
particularmente com duplas ligacfes de acidos graxos poliinsaturados.

Apesar das diferentes reatividades, os diferentes tipos de ROS tém em
comum a capacidade de causar danos oxidativos nas proteinas, DNA e lipidios
(Apel e Hirt, 2004). ROS podem danificar o DNA por diferentes vias. Dentre eles,
o HO™ é o mais reativo, 1O, ataca primariamente a guanina, O, e H,O, nao reage
com nenhuma base (Wiseman e Halliwell, 1996). Adicionalmente, HO™ também
reage com carboidratos livres, tais como acucares e poliols (Wagner et al., 2004).

A citotoxidade de ROS ajuda a explicar a evolucdo de complexos
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos de detoxificagdo em plantas (Apel e
Hirt, 2004). As enzimas antioxidantes catalase, superoxido dismutase,
ascorbato/glutaiona oxidase e glutationa peroxidase participam do sistema
enzimatico. Enquanto, os sistemas peroxiredoxina, tioredoxina, glutaredoxina,
carotenos e tocoferol, estdo entre os ndo enzimaticos (Mittler et al., 2004).

A despeito da citotoxidade de ROS, evidéncias indicam que estas
moléculas podem funcionar como sinalizadores em plantas, envolvendo-se na
regulacdo do desenvolvimento e nas respostas aos estresses abidticos e bidticos
(Wang e Song, 2008). ROS pode agir como molécula sinalizadora, pois sao
pequenos, difundem-se a curtas distancias, tém mecanismos para producdo
rapida e controlada, e podem ser rapidamente removidos (Apel e Hirt 2004). O
equilibrio entre producdo de ROS e atividade dos sistemas de detoxificacédo
determina o tipo e a concentracdo de ROS, e assim, até que ponto a sinalizacao e

danos ocorreram (Moller et al., 2007).
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Apel e Hirt (2004) relatam trés possibilidades para ROS agir como
molécula sinalizadora em plantas. Primeiro, como mensageiro ROS pode modular
a atividade de moléculas envolvidas na sinalizacdo ou transcricdo. Segundo,
muitas alteracbes na expressdo génica tém sido atribuidas a citotoxidade de
ROS. E terceiro, ROS dispara as respostas aos estresses em plantas modulando
a expressao génica de maneira indireta, por exemplo, pelas alteragdes no estado
redox celular (Foyer e Noctor, 2000; Neill et al., 2002b).

Apesar dos mecanismos para reequilibrar o nivel de ROS durante os
estresses abidticos, as células vegetais sob outras circunstancias, geram ROS
como moléculas sinalizadoras para controlar processos como defesa contra
patdgenos, morte celular programada e regulacdo estomatica (Apel e Hirt, 2004).

Por exemplo, evidéncias indicando que H,O, regula o movimento
estomatico, de maneira similar a ABA (Wang e Song 2008). Aplicacdo exdgena de
ABA resultou na rapida geracéo de H,O, em células-guarda de Vicia faba (Miao et
al., 2000) e Arabidopsis (Pei et al., 2000). Posteriormente, Zhang et al. (2001) por
meio de ensaios com fluorescéncia, mostraram que, aparentemente a geracao de
H,O, é essencial para o fechamento estomético induzido por ABA.

O ABA e H;O, regulam o movimento estomatico por meio de vias
comuns. Fosforilacdo protéica, NADPH oxidase, concentracéo citosélica de Ca®*
livre, oxido nitrico, pH citosolico e o estado redox celular, interligam ABA e H,0,
na sinalizagdo para regulacao das células-guarda (Wang e Song, 2008).

Em certas circunstancias, diferentes fatores ambientais tais como alta
luminosidade, seca, salinidade, estresse mecanico, patdgenos, herbivoros, baixa
e alta temperatura causam o desequilibrio entre producdo e remocao de ROS.
Como resultado deste disturbio, hd um aumento na geracdo de ROS (Elstner,
1991, Prasad et al., 1994; Tsugane et al., 1999; Moller et al., 2007).

ROS pode afetar as respostas aos estresses de duas maneiras. Uma
gama de moléculas reage com ROS, provocando danos irreversiveis que levam a
necrose tecidual e até mesmo a morte celular (Rebeiz et al., 1988; Girotti, 2001).
Por outro lado, ROS influencia a expressao génica e as vias de transducdo de
sinais. Sugerindo que as células vegetais usam ROS, como indicador ambiental e
bioldgico no controle génico frente ao estresse (Dalton et al., 1999).

Dentre os fatores ambientais que causam o desequilibrio entre producéo e

remocgdo de ROS e, conseqliente aumento na geracdo de ROS, estd o estresse
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salino. Trabalhos mostram que este estresse aumenta o conteudo de H,O; e a
peroxidacdo de lipidios de membranas, assim rompendo sua permeabilidade ou
induzindo estresse oxidativo nos tecidos vegetais (Gomez et al., 1999; Hernandez
et al., 2000; Jain et al., 2001; Demiral e Turkan, 2005; Mandhania et al., 2006).

Evidéncias mostram que danos na membrana sob estresse salino estao
relacionados a aumento na geracdo de ROS (Fadzilla et al., 1997; Gomez et al.,
1999; Hernandez et al., 2000). Peroxidacéo lipidica medida como a quantidade de
substéancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), é produzida quando acidos
graxos poliinsaturados na membrana sofrem oxidacdo pelo acimulo de ROS.
Neste sentido, a peroxidacdo lipidica é freqlentemente usada para indicar
aumento de ROS (Gomez et al., 1999; Hernandez et al., 2000).

A peroxidacéo lipidica foliar de gendtipo de milho tolerante a salinidade nao
foi afetada durante estresse salino, todavia, no gendtipo sensivel houve
significativo aumento (Neto et al., 2006). Adicionalmente, em raizes do cultivar de
arroz Begunbitchi, o0 acumulo de MDA foi maior do que na cultivar Lunishree,
indicando que o0 estresse salino causou alta taxa de peroxidacdo lipidica em
Begunbitchi (Khan e Panda, 2008). O estresse salino também causou aumento na
peroxidacao lipidica foliar de duas cultivares de Sesamum indicum (Koca et al.
2007).



21

3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Identificar e analisar as respostas fisiologicas ao estresse salino em dois
genotipos de cana-de-agUcar, correlacionando-as com possiveis mecanismos de

adaptacao a este estresse.

Objetivos especificos

» Caracterizar fisiologicamente dois genotipos (CB 47-89 e CB 45-3) de
cana-de-acucar quanto as respostas ao estresse salino, no ambito das
trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a;

* Verificar se 0s genoétipos sdo contrastantes quanto as respostas ao

estresse salino.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal, condicdes de cultivo, de est resse e desenho

experimental

As analises fisiolégicas foram realizadas em plantas apés 60 dias de
plantio. Para tanto, o material de propagacao (mini-toletes) de dois genétipos (CB
47-89 e CB 45-3) de cana-de-acucar (Saccharum sp.), foi gentilmente cedido pelo
senhor Batista da Fazenda Santa Maria no municipio de Campos dos
Goytacazes/RJ.

De acordo com informacgdes cedidas pela Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (Campus Leonel Miranda - Campos dos Goytacazes/RJ) e pela
Pesagro-RIO (Campos dos Goytacazes/RJ), no municipio de Campos dos
Goytacazes/RJ, o genodtipo CB 47-89 é geralmente cultivado em areas de
baixada, normalmente afetadas pela salinidade. Todavia, o genétipo CB 45-3 nao
tem alto desempenho nestas areas. Portanto, supostamente o genétipo CB 47-89
€ resistente ao solo salino, enquanto o genotipo CB 45-3 é suscetivel.

Os mini-toletes foram plantados em substrato, composto por uma mistura
de areia lavada e vermiculita (2:1, v:v). Apds brotamento, as plantas foram
irrigadas periodicamente com solucdo nutritiva Yoshida (Yoshida, 1975). Quando
necessario, houve irrigacdo com agua potavel, no intervalo entre as adi¢cdes de

solucéo nutritiva. As plantas foram mantidas em casa-de-vegetacao, pertencente
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ao Laboratério de Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro.

Apos 60 dias de plantio, o conjunto de plantas controle foi irrigado com
solucdo nutritiva. Contudo, o grupo de plantas sob estresse foi irrigado com
solucdo nutritiva contendo NaCl 256 mM. A temperatura de crescimento e de
estresse foi de 31T (x 2TC).

A concentracdo de NaCl (256 mM) usada para causar respostas
fisiolégicas nos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 em um curto intervalo de tempo
(268 horas) foi determinada em um ensaio preliminar. Considerando que o
gendtipo CB 47-89 é tolerante ao estresse salino, apenas plantas desse genétipo
foram utilizadas neste ensaio, uma vez que, caso alguma concentracdo de NacCl
cause danos nele, possivelmente causara na supostamente sensivel (CB 45-3).
Neste sentido, plantas do gendtipo CB 47-89 foram tratadas com quatro
concentracdes de NaCl: 85, 170, 256 e 340 mM.

Os ensaios foram montados em DIC (Delineamento Inteiramente
Casualizado) com 04 tratamentos: CB 47-89/Controle, CB 45-3/Controle, CB 47-
89/NaCl 256 mM e CB 45-3/NaCl 256 mM. A distribuicdo e escolha das plantas
foram efetuadas respeitando observacfes fenotipicas para obter tratamentos

homogéneos.

4.2. Trocas gasosas

Na casa-de-vegetacdo, as analises de trocas gasosas foram efetuadas
na regido mediana da primeira folha completamente expandida, abaixo do
cartucho foliar. Dentre as variaveis de trocas gasosas analisadas estdo a taxa de
fotossintese liquida (P,, umol CO, m?s™), a concentrac&o interna (ou intracelular)
de CO, (Ci, pL L), a condutancia estomatica (gs, mmol H,O m? s?) e a
transpiracdo (E, mmol m? s?). Tais variaveis foram obtidas, por meio do
analisador de gases por infravermelho (IRGA, Infrared Gas Analyzer), modelo
Ciras Il (Portable Photosynthesis Systems, Hitchin, Inglaterra) (Fig. 01).

Os gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 nao foram anteriormente
caracterizados no ambito das trocas gasosas. Neste sentido, antes de investigar
as respostas fisiologicas ao estresse salino, foi feito uma curva de resposta ao

fluxo de fotons fotossintetizantes (FFF) para determinar o fluxo 6timo de cada
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gendtipo. A curva de FFF iniciou-se com 400 pmol m™s™ e finalizou com 2000
pumol m? s*. A fonte de fétons foi uma lampada alégena (LED) do préprio
equipamento e o CO,, também fornecido pelo equipamento, foi fixado em 380 uL
L™

Posteriormente, o FFF 6timo de cada gendtipo foi fixado para definir o
intervalo do dia, onde a fotossintese fosse maxima para ambos os genotipos.
Para tanto, iniciou-se a coleta das variaveis as 07h30min e finalizou-se as
17h30min, com intervalo de uma hora entre elas. O intervalo 6timo, por sua vez,
foi utilizado para coletar os dados de trocas gasosas durante o estresse salino.
Para determinar as curvas supracitadas foram utilizadas apenas plantas de cada
genatipo na condicao controle.

ApOs os ensaios preliminares acima descritos, as respostas das trocas
gasosas ao estresse salino foram coletadas entre 8h30min e 12h30min, a partir
do inicio do estresse (0 hora) e nos seguintes intervalos: 24, 72 e 120 horas. O
altimo tempo (120 horas) foi considerado o ponto maximo de estresse, onde P, foi
proximo ou igual a zero. No ensaio com estresse foi utilizado FFF de 2000 pmol
m?s™ e 380 pL L™ de CO,. A umidade relativa do ar na camara de medic&o foi
fixada em 80% e a temperatura foi 31C (x 2C), par a os ensaios preliminares e
com estresse salino.

As curvas de resposta das trocas gasosas ao FFF, as horas do dia e ao
estresse salino foram efetuadas com trés plantas. Os valores foram obtidos a
partir da média da triplicata, feita em cada uma das trés plantas.

4 .3. Fluorescéncia da clorofila a

Andlise da fluorescéncia da clorofila a foi efetuada com um fluorimetro
portatil de pulso modulado, modelo Fluorescence Monitoring System (FMS-2)
(Hansatech, King's Lynn, Norfolk, Inglaterra) (Fig. 01) seguindo a metodologia do
pulso de saturacdo, adaptada de Schreiber et al. (1994). As leituras foram
efetuadas na regido mediana da primeira folha completamente expandida, abaixo
do cartucho foliar, entre 08h30min e 10h, a partir do inicio do estresse (0 hora) e
nos seguintes intervalos: 48, 96, 168 e 216 horas. Foram utilizadas 5 plantas por

tratamento em cada um dos intervalos.
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Antes das analises de fluorescéncia, as folhas foram adaptadas ao
escuro por 30 minutos, para completa oxidacdo de Qa. Tal adaptacdo, na
realidade, correspondeu apenas a uma area circular do limbo foliar, de cerca de
quatro milimetros de diametro, sendo obtida por meio de pincas especiais.

A &rea adaptada ao escuro foi exposta a luz de baixa intensidade (6 pmol
m s™) por 5s para coletar a fluorescéncia inicial (Fo), em seguida aplicou-se por
0,8s um pulso de luz saturante de 10.000 pmol m? s™, e foram determinadas as
seguintes variaveis: fluorescéncia maxima (Fn), fluorescéncia variavel (F,) e o
rendimento quantico maximo do PSII (F./Fn). Ap6és 30 segundos, as folhas foram
entdo adaptadas a luz, por um periodo de 10s, utilizando-se uma luz actinica de
300 pmol m? s™. Através de um segundo pulso saturante de mesma intensidade,
foram determinadas as variaveis: F;, Fo', Frn', F\, ®psi, QP € NPQ. Estas ultimas
foram calculadas de acordo com as seguintes formulas (Maxwell e Johnoson,
2000): ®pg); = (Fn' — F)/Fy', gP = (Fn' — F)/I(Fn’ — Fo') e NPQ = (Fm — F)/Fn,
onde: F¢ fluorescéncia no steady state (equilibrio); Fy': fluorescéncia maxima
obtida em folhas adaptadas a luz; F,: fluorescéncia variavel obtida em folhas
adaptadas a luz; ®pg: rendimento quantico efetivo do PSII; gP: quenching

fotoquimico; NPQ: quenching ndo-fotoquimico.

Figura 01. Aparelhos usados nas analises fisiologicas. (A) Visdo geral dos
aparelhos utilizados para analise de fluorescéncia da clorofila a (1, fluorimetro
modelo FMS-2), trocas gasosas (2, IRGA, CIRAS-2) e intensidade de cor verde
da folha (3, SPAD). (B) Visdo detalhada dos aparelhos em contato com a planta:
(4) sonda do fluorimetro acoplada a pin¢ca de adaptagcdo ao escuro e (5) camara
de medicdo do IRGA.
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4.4. Peso de matéria fresca e seca do tecido radicu lar e da parte aérea

Apbs as avaliagbes de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila a, o
peso de matéria fresca do tecido radicular e da parte aérea foi imediatamente
coletado de quatro plantas por tratamento, a partir do inicio do estresse (0 hora) e
nos seguintes intervalos: 48, 96, 168 e 216 horas. Em seguida, o peso da matéria
seca foi determinado pela pesagem de ambos tecidos, apdés o0 processo de

secagem em estufa com circulacao forcada de ar a 70°C por 72 horas.
4.5. Peroxidagdo de lipideos do tecido radicular e foliar

A peroxidacéo lipidica foi determinada pelo conteido de malondialdeido
(MDA, produto da peroxidacao lipidica) de acordo com Dhindsa e Matowe (1981),
com algumas modificagBes. Essa reacdo colorimétrica ocorre entre MDA e o
acido tiobarbitirico (TBA) gerando um composto de tonalidade avermelhada.
Cerca de 250 mg de tecido fresco foliar e radicular foi macerado em 3 mL de TCA
0,1% (&cido tricloroacético). O homogenato foi centrifugado a 4500 rpm por 15
min. Em seguida, foi retirado 0,5 mL do sobrenadante e adicionado em 2 mL de
solucéo de TCA 20% contendo TBA 0,5%. A mistura foi aquecida a 95°C por 30
min. e entdo, resfriada rapidamente em gelo. A amostra foi entdo centrifugada a
4500 rpm por 15 min. e a absorbancia do sobrenadante foi lida a 535 nm e o seu
valor subtraido do valor da absorbancia inespecifica a 600 nm. A concentracédo de
MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 155 mM™* cm™.
As leituras de absorbancia foram realizadas em leitor de micro-placa de 96 pocos
(uQuant, BIO-TEK).

4.6. Analise estatistica
Os dados foram organizados e os graficos gerados no programa Microsoft

Excel. Posteriormente os dados foram analisados no programa GENES 9.0, onde
foi feito Teste t para comparacao de médias em nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Os gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 séo afetados p or NaCl 256 mM

O rendimento quantico maximo do PSII (F,/Fy) foi utilizado para avaliar
os danos causados por diferentes concentragbes de NaCl no aparelho
fotossintético do genétipo CB 47-89, ao longo de 268 horas.

Segundo a figura 02, sob 85 e 170 mM de NaCl o F./Fy néo foi alterado.
Todavia, as concentracdes de 256 e 340 mM causaram queda nesta variavel,
respectivamente, em 196 e 144 horas. No final de 268 horas de estresse, foram
retiradas fotos das plantas de cada tratamento e posteriormente foi coletado o
peso de matéria fresca e seca da parte aérea e radicular.

As plantas dos diferentes tratamentos em 0 hora (Fig. 02 C) nao
apresentaram sintomas de estresse, como amarelamento e reducdo de area
foliar. Porém, ap0s 268 horas de estresse, novamente em comparacdo ao
controle, observou-se que os maiores danos fenotipicos foram provocados por
NaCl 256 e 340 mM, sendo que na ultima concentracdo houve maior necrose e
reducado da area foliar (Fig. 02 D).

O peso de matéria fresca (Fig. 02 A) e seca (Fig. 02 B) da raiz néo foi
alterado em nenhuma das concentracdes de NaCl, apds 268 horas. A parte area
teve seu peso de matéria fresca reduzido principalmente com NaCl 256 e 340
mM, mas o peso de matéria seca nao foi significativamente alterado nas

diferentes concentra¢cdes. Somando-se 0 peso de matéria fresca da raiz com o de
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folha, obteve-se o peso de matéria fresca da planta inteira, o qual foi reduzido
principalmente com NaCl 256 e 340 mM. Da mesma maneira, 0 peso de matéria
seca da planta inteira foi obtido, e este ndo foi alterado em nenhuma das
concentragfes, evidenciando que nao houve perda de biomassa. Juntos estes
dados indicam que em NaCl 256 e 340 mM houve maior perda de 4gua ao longo
de 268 horas de estresse, uma vez que, nado houve perda de biomassa.

Juntos os dados fenotipicos, de F./Fn, peso de matéria fresca e seca
mostram que NaCl 340 mM causou um efeito mais drastico. Possivelmente esta
concentragao estaria superando a capacidade de resposta da planta frente ao
estresse, 0 que poderia, entdo, mascarar os resultados. Portanto, a concentragéo

escolhida para os préximos ensaios foi NaCl 256 mM.
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Figura 02. Efeito de diferentes concentra¢cdes de NaCl (85, 170, 255, 340 mM) no
rendimento quantico maximo do PSII (F,/F,) e no peso de matéria fresca e seca
de plantas do genoétipo CB 47-89. Apds 144 horas de estresse, NaCl 340 mM
causa queda no F,/F, e em 196 horas, NaCl 256 mM causa queda no F,/F,.
Contudo, com NaCl 85 e 170 mM nao houve tal queda, ap6s 268 horas de
estresse. Fotos representam o efeito fenotipico das diferentes concentracées de
NaCl em 0 (C) e 268 (D) horas de estresse. Peso de matéria fresca (A) e seca (B)
da raiz e da parte aérea (P. aérea) foram coletados ap6s 268 horas de estresse.
Barras verticais representam o desvio padrao (n= 3).
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5.2. Trocas gasosas dos genoétipos CB 47-89 e CB 45- 3 sob estresse salino

Na curva de resposta ao FFF a taxa de fotossintese liquida (Pp), a
condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E), independentemente de FFF, foi
significativamente maior no genétipo CB 47-89 que no gendtipo CB 45-3 (Fig. 03).
Entre 400 e 800 ymol m?s™ de FFF, o carbono interno (C;, Fig. 03) foi maior no
gendtipo CB 45-3 que no CB 47-89. Porém, entre 1000 e 2000 ymol m?s™ de
FFF o carbono interno € significativamente igual entre os dois genaotipos. Apesar
de dispor da mesma quantidade de C; a partir de 1000 ymol m?s®, a P, do
gendétipo CB 45-3 ainda é menor que a do gendtipo CB 47-89 (Fig. 03). Isto indica
que estes dois genadtipos sdo diferentes no ambito da assimilacdo de CO,, sendo
0 genotipo CB 47-89 mais eficiente que CB 45-3.

A Py, gs e E, foram significativamente maiores com 2000 pmol m?s™ de
FFF em ambos os genétipos (Fig. 03). Uma vez que, 2000 umol m?s™ de FFF é o
maximo do aparelho, ndo foi possivel testar fluxos maiores de foétons.
Possivelmente, fluxos maiores de fotons resultariam em maior P, gs e E.
Portanto, em condicdes artificiais de luz, 2000 ymol m?s™ de FFF é o valor 6timo
para ambos os genétipos. Este fluxo de fétons junto com 380 pL L™ de CO,,
foram usados para determinar o intervalo 6timo do dia para coleta dos dados, e
para as analises das trocas gasosas durante estresse salino.

De acordo com a figura 04, a Py, gs e E foi significativamente maior no
gendtipo CB 47-89 do que no gendtipo CB 45-3, ao longo do dia. Entretanto, o C;
foi significativamente igual entre os genoétipos no mesmo periodo. Da mesma
maneira, apesar de dispor da mesma quantidade de C; ao longo do dia, a P, do
genaotipo CB 45-3 ainda € menor que a do gendtipo CB 47-89 (Fig. 04). Portanto,
os dados da curva de FFF junto com os dados de intervalo do dia, indicam que
independentemente de FFF e do horario, os dois genétipos sdo diferentes no
ambito da assimilagédo de CO,, sendo o gendtipo CB 47-89 mais eficiente que CB
45-3.

A condutancia estomatica (gs, Fig. 04) permanece estavel entre
08h30min-14h30min para o gendtipo CB 47-89, e entre 08h30min-16h30min para
CB 45-3. A transpiracéo (E, Fig. 04) do gendtipo CB 45-3 alcancou maior pico em
11h30min, enquanto a faixa para CB 47-89 ficou entre 09h30min-14h30min. O
carbono interno (C;, Fig. 04) do gendtipo CB 45-3 sofre queda entre 07h30min-
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Figura 03. Respostas das trocas gasosas durante curva de resposta ao fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos (FFF) em plantas dos gendtipos CB 47-89 e CB
45-3 sob condicao controle. Enquanto, carbono interno (C;) diminui com o aumento
de FFF, a taxa de fotossintese liquida (P,), condutancia estomatica (gs) e
transpiracdo (E) sobem. Sendo que em 2000 pmol m? s a taxa de fotossintese
liquida (Pn) é maxima para ambos os genotipos. Todavia, CB 47-89 tem maior Py,
0s € E que CB 45-3. Cada ponto representa a média de 03 repeticbes. Médias
seguidas pela mesma letra mindscula nédo diferem estatisticamente entre si,
comparacdo entre gendtipos. Médias seguidas pela mesma letra mailscula néo
diferem estatisticamente entre si, comparacao entre FFF (Teste t, com 5% de
probabilidade).

11h30min e volta a subir entre 11h30min-17h30min. No gendtipo CB 47-89 C;
(Fig. 04) cai entre 07h30min-14h30min e volta a subir entre 14h30min-17h30min.
A P, do genotipo CB 47-89 foi significativamente maior entre 08h30min e
13h30min, enquanto em CB 45-3 foi entre 10h30min-12h30min (Fig. 04), sendo
estas, as faixas 6timas para coleta de dados durante estresse salino.

Uma vez determinado que, 2000 pmol m? s de FFF, e os intervalos
entre 08h30min-13h30min (CB 47-89) e 10h30min-12h30min (CB 45-3) sédo as
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condigbes minimas para alcancar a taxa fotossintética maxima em condi¢cfes

artificiais, iniciou-se a investigacao das trocas gasosas frente ao estresse salino.
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Figura 04. Respostas das trocas gasosas no decorrer das horas do dia, em
plantas dos genotipos CB 47-89 e CB 45-3 sob condicdo controle. A taxa de
fotossintese liquida (P,), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E) sao
maiores no gendtipo CB 47-89 que no gendtipo CB 45-3, ao longo do dia. A P, do
gendtipo CB 47-89 foi maior entre 08h30min e 13h30min, enquanto em CB 45-3
foi entre 10h30min-12h30min, sendo estas, as faixas 6timas para coleta de dados.
Cada ponto representa a média de 03 repeticdes. Médias seguidas pela mesma
letra minUscula néo diferem estatisticamente entre si, comparacdo entre
genodtipos. Médias seguidas pela mesma letra mailscula nédo diferem
estatisticamente entre si, comparacdo entre horarios (Teste t, com 5% de
probabilidade).

No ensaio com estresse salino, as trocas gasosas das plantas sob
condi¢des normais (Controle) séo significativamente diferentes entre os genoétipos
CB 47-89 e CB 45-3 (Fig. 05). O genotipo CB 47-89 tem maior gs, E e P,, que o
genadtipo CB 45-3, corroborando com o observado nas curvas de respostas ao
FFF e ao intervalo do dia (Fig. 03 e 04). Além disso, em ambos 0s gendétipos, gs,
E e P, significativamente aumentam ao longo de 120 horas, na condi¢ao controle.

Ainda na condicao controle, apenas em 24 e 72 horas o carbono interno
(Ci) é significativamente diferente entre os genoétipos CB 47-89 e CB 45-3,

corroborando com a figura 03, onde o C; entre os dois gendtipos é igual, sob 2000
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umol m™ s™ de fétons. Todavia, ao longo de 120 horas o C; aumenta nos dois
genaotipos, assim como a gs, E e P, (Fig. 05).

O estresse salino causou significativa queda na gs, E e P, e aumento no
Ci nos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 ao longo de 120 horas (Fig. 05). As maiores
quedas e aumento ocorreram entre 0, 24 e 72 horas, e permaneceu constante até
120 horas, isto €, nado diferindo entre 72 e 120 horas.
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Figura 05. Trocas gasosas nos genotipos CB 47-89 e CB 45-3 sob estresse salino.
Ao longo de 216 horas, o estresse salino (NaCl 256 mM) causa queda na
condutancia estomatica (gs), transpiracéo (E) e taxa fotossintética (P,) e aumenta o
carbono interno (C;) nos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3. Cada ponto representa a
média de 03 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem
estatisticamente entre si, comparacdo entre tratamentos. Médias seguidas pela
mesma letra mailscula ndo diferem estatisticamente entre si, comparagédo entre
tempos (Teste t, com 5% de probabilidade). Letras em itélico referem-se ao
genadtipo CB 47-89.

Comparando-se cada genotipo tratado com NaCl com seu respectivo
controle, observa-se que 0 estresse salino causou maior queda na taxa
fotossintética do gendtipo CB 47-89 do que no CB 45-3 (Fig. 05). Possivelmente,
este resultado esteja ligado a significativa diferenca entre os dois genoétipos na
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condicdo controle (Fig. 03, 04 e 05). Apesar disso, ao final de 120 horas de
estresse a P, do gendétipo CB 47-89 é significativamente superior ao do gendtipo
CB 45-3.

De acordo com a figura 05, a taxa fotossintética apds 120 horas chega
proximo a zero nos gendtipos tratados com NaCl. Conseqglentemente, neste
mesmo tempo o C; atinge seu valor maximo, principalmente no genétipo CB 45-3.
Todavia, gs € E ndo chegam a zero, em nenhum dos genotipos tratado com NacCl.
Possivelmente, os estdmatos ndo estejam totalmente fechados, tendo ainda uma
pequena fenda que permita entrar CO,, corroborando com o fato da P, néo ter
chegado a zero em 120 horas. Adicionalmente, neste mesmo tempo, o C; ndo
atinge seu valor maximo (380 pL L™). Isso sugere uma entrada minima de CO;

através do estomato.

5.3. Fluorescéncia da clorofila a dos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 sob

estresse salino

O rendimento quantico efetivo do PSII (®ps)) de ambos os gendtipos, sob
estresse salino (NaCl 256 mM), reduziu em relacdo a condicdo controle, em 48,
96 e 168 horas (Fig. 06). Entre os genotipos tratados com NaCl ndo ha diferenca
significativa no ®pg);. A excecdo de 0 e 96 horas, o ®Ppg é diferente entre os
gendtipos na condigdo controle. Diferentemente das trocas gasosas o0 ®pg €
maior no genotipo CB 45-3 do que em CB 47-89, porém essa diferenca ndo
reflete na taxa fotossintética (P,, Fig. 03 e 04). Ao longo de 216 horas, ®ps; ndo
se altera nos genatipos tratados com NacCl. Entretanto, na condigdo normal, ®ps
aumenta a partir de 48 horas nos dois genotipos (Fig. 06).

Enquanto ®pg; é a propor¢cédo de energia absorvida usada na geragéo de
NADPH e ATP, o guenching fotoquimico (qP) indica a propor¢cédo de centros de
reacao PSII que estao abertos (Maxwell e Johnson, 2000).

O estresse salino, em relacédo a condicdo controle reduziu o qP em 96,
168 e 216 horas. Entre os genotipos tratados com NaCl ndo houve diferenca
significativa no gP. Assim como o ®ps);, em 96, 168 e 216 horas, o qP € maior no
genatipo CB 45-3 que em CB 47-89. Ao longo de 216 horas, o gP do gendtipo CB
47-89 tratado com NaCl cai bruscamente em 96 horas, porém nas horas

seguintes aumenta um pouco. O gen6étipo CB 45-3 tratado com NacCl, ao contrario
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de CB 47-89, nédo altera o qP ao longo de 216 horas. Na condicdo normal, gP se

altera significativamente entre alguns tempos nos dois genétipos (Fig. 06).
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Figura 06. Rendimento quantico efetivo do PSIlI (®ps;) € quenching fotoquimico
(gP) nos genotipos CB 47-89 e CB 45-3 sob estresse salino. O ®pg; dos dois
genaotipos nos tempos 48, 96 e 168 horas foi reduzido pelo estresse salino (NaCl
256 mM). Da mesma maneira o estresse salino, em relacdo a condi¢cdo controle
reduziu o gP em 96, 168 e 216 horas. Cada ponto representa a média de 05
repeticbes. Meédias seguidas pela mesma letra mindscula nao diferem
estatisticamente entre si, comparacdo entre tratamentos. Médias seguidas pela
mesma letra mailscula ndo diferem estatisticamente entre si, comparacédo entre
tempos (Teste t, com 5% de probabilidade). Letras em italico referem-se ao
genaotipo CB 47-89.

Valores de F.,/F, refletem o rendimento quantico maximo do PSII, isto €,
a eficiencia quantica se todos os centros de reacdo PSIl estiverem abertos.
(Maxwell e Johnson, 2000). De acordo com a figura 07, apenas em 168 horas, 0
estresse salino, em relacdo a condicdo controle reduz o F,/F, de ambos os
genotipos. Entre os genotipos tratados com NaCl ndo ha diferenca significativa
em F/Fn. A razdo F,/F, também ndo altera entre os gendtipos na condicédo
controle. Ao longo de 216 horas, F/F, aumenta em 48 horas e permanece

estavel até 216 horas nos genaétipos nédo tratados e tratados com NacCl.
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Figura 07. Rendimento quéantico maximo do PSII (F./Fn,) nos genétipos CB 47-89
e CB 45-3 sob estresse salino. Apenas em 168 horas, o estresse salino (NacCl
256 mM) causa queda na F,/F,, de ambos os gendétipos. Cada ponto representa a
média de 05 repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra mindscula néo
diferem estatisticamente entre si, comparagcdo entre tratamentos. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem estatisticamente entre si,
comparacao entre tempos (Teste t, com 5% de probabilidade). Letras em italico
referem-se ao genotipo CB 47-89.

Ao contrario de F./Fn,, o rendimento maximo do PSII (F,//Fn’) em relagédo
ao controle sofreu queda nos dois genaotipos apés 48, 96 e 168 horas de estresse.
Entre os genotipos tratados com NaCl ndo ha diferenca significativa no F,//Fn’. A
razdo F,//F,’ também ndo altera entre os gendtipos na condi¢cdo controle. Ao
longo de 216 horas, F,//F,,’ aumenta em 48 horas e permanece estavel até 216
horas nos genotipos nao tratados e tratados com NaCl (Fig. 08).

O quenching néo fotoquimico (NPQ), variavel relacionada a dissipagéo de
calor (Bilger e Bjorkman, 1990), em relagcéo a condi¢do controle, aumentou em 96
e 216 horas apos inicio do estresse. Entre os gendtipos tratados com NaCl ndo ha
diferenca significativa no NPQ. O NPQ também néo altera entre os gendtipos na
condicao controle. Ao longo de 216 horas, NPQ aumenta a partir de 48 horas nos
genatipos tratados com NaCl. Entretanto, na condicdo normal, NPQ néo altera ao

longo de 216 horas nos dois gendtipos (Fig. 08).
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Figura 08. Rendimento maximo do PSII (F,//F,’) e quenching ndo fotoquimico
(NPQ) nos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 sob estresse salino. Sob estresse
salino (NaCl 256 mM) F,'/F’ € reduzida nos dois genadtipos nos tempos 48, 96 e
168 horas. Todavia, 0 estresse salino aumenta NPQ de ambos os gendtipos em
96 e 216 horas. Cada ponto representa a meédia de 05 repeticbes. Médias
seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem estatisticamente entre si,
comparacao entre tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao
diferem estatisticamente entre si, comparacédo entre tempos (Teste t, com 5% de
probabilidade). Letras em italico referem-se ao gendtipo CB 47-89.

5.4. Peroxidacéao lipidica de folhas e raizes dos ge  notipos CB 47-89 e CB 45-

3 sob estresse salino

Para avaliar se o estresse salino aumenta os niveis de ROS, realizou-se
peroxidacao lipidica nos tecidos radicular e foliar dos genotipos CB 47-89 e CB
45-3. De acordo com a figura 09, a peroxidacéo lipidica em raiz néo foi alterada
entre 0s quatro tratamentos, nos tempos de 0, 48 e 96 horas. Em 168 horas,
entretanto, ha diferenca entre os genotipos CB 47-89 e CB 45-3 tratados com
NaCl. Apesar disso, comparando-se com seus respectivos controles, ndo houve
alteracdo na peroxidacédo. Isto sugere que dentro deste tempo, a diferenca entre
0s genotipos tratados com NacCl, esteja ligada as suas diferencas fenotipicas e
nao ao efeito do estresse salino.

Com excecao do tratamento CB 47-89/Controle, apds 216 horas, ndo ha

modificacdo na peroxidacdo lipidica de raiz entre os tratamentos CB 45-



37

3/Controle, CB 47-89/NaCl 256 mM e CB 45-3/NaCl 256 mM (Fig. 09). Isto indica
que as ROS causaram danos nas membranas celulares de raizes do genoétipo CB
47-89 sob estresse.

Para avaliar os danos causados por ROS, ao longo do tempo, no tecido
radicular dos genodtipos tratados com NaCl, comparou-se independentemente
cada tratamento entre tempos. Verificou-se que, nas raizes do gendétipo CB 47-89
tratado com NacCl, a peroxidacao nao foi alterada (Fig. 09). Apesar da significativa

diferenca entre plantas CB 47-89 tratadas e nao tratadas com NaCl em 216 horas,

14
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12 | BMCB 47-89/NaCl 256 mM CICB 45-3/NaCl 256 mM
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[TBARS] uMol ' FW

Tempo (h)

Figura 09. Peroxidacéo lipidica de folhas e raizes dos gendtipos CB 47-89 e CB
45-3. Ao longo de 216 horas, o estresse salino (NaCl 256 mM) provoca
alteracdes na concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)
(umol g* PF) em folhas e raizes dos genétipos CB 47-89 e CB 45-3. Cada barra
representa a média de 03 repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula ndo diferem estatisticamente entre si, comparacdo entre tratamentos.
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem estatisticamente entre
si, comparacao entre tempos (Teste t, com 5% de probabilidade).
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este resultado sugere que ao logo do tempo de exposicdo ao agente estressante,
a peroxidacéo lipidica neste genétipo nédo é afetada.

Da mesma maneira, apesar de nao haver diferenca entre plantas CB 45-3
nao tratadas e tratadas com NaCl dentro de cada tempo, héa significativa diferenca
ao longo de 216 horas, nas plantas tratadas, uma vez que, a peroxidacdo
radicular no tempo 0 € menor que nos tempos de 168 e 216 horas (Fig. 09).

A peroxidacéo lipidica foliar em 0 e 168 horas néo foi alterada entre os
tratamentos (Fig. 09). No tempo de 48 horas, todavia, ha alteracdo entre plantas
nao tratadas e tratadas com NaCl de ambos os gendétipos. Neste tempo, a
peroxidacdo das plantas tratadas diminuiu em relacdo aos respectivos controles.
Apesar disso, nas horas seguintes ha um aumento na peroxidacdo de ambos os
genatipos tratados com NacCl.

Em 96 horas ha um significativo aumento na peroxidacdo foliar das
plantas CB 47-89 tratadas com NaCl (Fig. 09). Assim como em raiz, a
peroxidacao lipidica de folha em 216 horas, nao foi alterada entre os tratamentos
CB 45-3/Controle, CB 47-89/NaCl 256 mM e CB 45-3/NaCl 256 mM (Fig. 09).
Contudo, houve significativo aumento entre plantas CB 47-89 nao tratadas e
tratadas com NacCl, sugerindo aumento no nivel de ROS causando maiores danos
nas membranas celulares deste gendtipo que em CB 45-3.

Segundo a figura 09, ao longo do tempo, a peroxidacao lipidica em folhas
do genotipo CB 47-89 tratado com NaCl, ap6s 48 horas, sofreu queda em relagéo
a 0 hora. Em seguida, houve significativo aumento em 96 e 168 horas. Porém, em
216 horas a peroxidacao cai, tornando-se igual ao tempo de 0 hora.

Assim como nas folhas do gendtipo CB 47-89, a peroxidacgao lipidica no
genaotipo CB 45-3 tratado com NaCl, apds 48 horas, sofre queda em relacdo a 0
hora (Fig. 09). Em seguida, no tempo de 96 horas a peroxidacdo aumenta
tornando-se igual a O hora. Posteriormente, em 168 e 216 horas diminui em

relacédo O hora.
5.5. Crescimento dos genotipos CB 47-89 e CB 45-3 s ob estresse salino
Para avaliar os danos causados pela restricdo de CO,, durante estresse

salino, na biomassa dos genotipos CB 47-89 e CB 45-3, foi coletado o peso de

matéria fresca e seca do tecido radicular e da parte area. O peso de matéria
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fresca da raiz de ambos os gendétipos nao foi significativamente alterado, entre os
tratamentos dentro de cada tempo, e ao longo das horas (Fig. 10 B). Todavia,
apenas em 168 e 216 horas, o peso de matéria fresca da folha de ambos os
genatipos tratados com NaCl, sofreu significativa reducdo em relacdo aos seus
respectivos controles (Fig. 10 A). Apesar de o estresse salino causar queda na Py,
gs € E (Fig. 05), ndo houve significativa alteracdo no peso seco de raizes (Fig. 10
D) e folhas (Fig. 10 C) de ambos os genotipos.
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Figura 10. Peso da matéria fresca e seca de folhas e raizes dos genétipos CB 47-
89 e CB 45-3 sob estresse salino. Em 168 e 216 horas o estresse salino (NacCl
256 mM) causou reducdo do peso fresco de folha (A) de ambos os gendtipos. Ao
longo de 216 horas o peso fresco de raiz (B) e o peso seco de folha (C) e de raiz
(D) de ambos os gendtipos nédo foi alterado pelo estresse salino. Cada barra
representa a meédia de 04 repeticdbes. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula ndo diferem estatisticamente entre si, comparagédo entre tratamentos.
Médias seguidas pela mesma letra maidscula ndo diferem estatisticamente entre
si, comparacao entre tempos (Teste t, com 5% de probablidade).
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6. DISCUSSAO

A condutancia estomética (gs), transpiracéo (E) e taxa fotossintética (Pp)
dos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3, sofreu significativa queda ao longo de 120
horas de estresse salino (Fig. 05). Tais efeitos foram similares as respostas em
sorgo (Netondo et al., 2004), trigo (El-Hendawy et al., 2005), Plantago coronopus
(Koyro, 2006), arroz (Moradi e Ismail, 2007; Khan e Panda, 2008), aveia (Zhao et
al., 2007hb), e citrus (Lopez-Climent et al., 2008). Todavia, contrariam os dados de
Lu et al. (2003), pois as trocas gasosas na haldfita Suaeda salsa ndo foram
afetadas pela salinidade.

Apesar de o0 estresse salino causar a reducdo das trocas gasosas nos
dois genotipos de cana-de-agUcar, as respostas entre eles sao diferentes. Ao
longo de 120 horas de estresse, P,, E e gs sdo significativamente maiores no
genatipo CB 47-89 que no CB 45-3. Enquanto o C; € menor no genotipo CB 47-89
do que no CB 45-3 (Fig. 05). Juntos estes resultados sugerem que o gendtipo CB
47-89 tenha maior eficiéncia fotossintética do que o CB 45-3, durante estresse
salino.

A reducdo da taxa fotossintética (P,) de ambos os gendtipos, pode ser
atribuida ao efeito do estresse salino na condutancia estomatica (gs) (Fig. 05).
Adicionalmente, o significativo aumento de carbono interno (C;, Fig. 05), indica
que a fotossintese foi substancialmente afetada por NaCl. Nestas condicdes, a

biossintese de ABA aumenta, ocasionando queda em gs, limitando a entrada de
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CO; e, consequentemente aumentando C; e reduzindo P,. (Wilkinson e Davies,
2002).

De acordo com Netondo et al. (2004), Lépez-Climent et al. (2008) e Khan
e Panda (2008), ha uma correlacdo positiva entre gs e assimilagcdo de CO, sob
estresse salino. Esta correlagdo sugere que nos genotipos CB 47-89 e CB 45-3, a
gs € o fator primario limitante da fotossintese, pois restringe a difuséo de CO..

Plantas C4, como a cana-de-agucar, atenuam o reduzido fluxo de CO; (C;,
Fig. 05) minimizando a fotorrespiracao (Taiz e Zeiger, 2004). Todavia, prolongado
fechamento estomatico, acompanhado da baixa concentracao intracelular de CO,
(Fig. 05) reduz a atividade carboxilase da rubisco (Meyer e Genty, 1998). Queda
na capacidade de carboxilacdo, a qual leva a inibicdo do transporte de elétrons, &
indicado por variaveis da fluorescéncia da clorofila a.

O rendimento quantico efetivo do PSIl (®ps)) dos gendtipos CB 47-89 e
CB 45-3 decresceu (Fig. 06) durante o estresse salino, enfatizando a queda na
taxa fotossintética (Pn, Fig. 05). Apesar disso, o rendimento quantico maximo do
PSII (F./Fm, Fig. 07) nao foi alterado, indicando que o estresse salino ndo causou
fotoinibicdo do PSII. Juntos estes dados sugerem que o decréscimo do ®pg) (Fig.
06) esta associado a reducdo na atividade da cadeia transportadora de elétrons e
nao a fotoinibicao.

Uma vez que a energia absorvida no centro de reagéo do PSII (®Ppgy, Fig.
06), ndo esta sendo destinada para o processo fotoquimico, implica no aumento
da dissipacao termal e re-emisséo de energia (fluorescéncia) (Maxwell e Johnson,
2000; Baker, 2008). Neste sentido, as variaveis gP e F'\/F'y indicam quais dos
processos estdo alterando o ®pg; (Baker, 2008).

Nos dois gendtipos, gP (Fig. 06) e F'\/F'r, (Fig. 08) sofrem queda durante
estresse salino, indicando que a energia absorvida ndo esta sendo direcionada
para a cadeia transportadora de elétrons, pois 0s centros de reacdo PSIl estdo
fechados (Qa reduzida), logo a energia esta sendo dissipada na forma de calor,
conseqlentemente aumentando o quenching nao-fotoquimico (NPQ, Fig. 08) dos
gendtipos CB 47-89 e CB 45-3. Lépez-Climent et al. (2008) também verificaram
queda no ®pg; e aumento em NPQ, sugerindo que o estresse salino em Citrus
provocou a dissipacado termal de energia e concluiram que nesta espécie a

redugéo do ®pg estd associada ao aumento de NPQ.
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Todavia, a contribuicdo relativa de gP e F,//F,’ para alteracdes no ®pg)
(Fig. 06) altera com o FFF. Normalmente, o aumento em NPQ (Fig. 08), indicado
pelo decréscimo de F,'/Fy,’ (Fig. 08), satura com FFF (400 pmol m?s™) menor do
que o decréscimo de gP, demonstrando que a queda de gP (Fig. 06), e ndo o
aumento em NPQ, é o principal fator que determina alteracfes no ®pg; sob alto
FFF (Kramer et al., 2004; Baker, 2008), como 2000 pymol m?s™ (Fig. 03).

Netondo et al. (2004) correlacionaram o aumento da dissipacao termal de
energia com a queda na condutancia estomatica de sorgo sob estresse salino. De
acordo com esses autores, o aumento em NPQ associa-se a queda na
assimilacao de CO,, uma vez que decresce a demanda de produtos do transporte
de elétrons (NADPH e ATP), e assim aumenta a dissipacao termal de energia.

Segundo Baker (2008), a demanda de NADPH e ATP sdo os maiores
fatores que determinam o ®pg,. Adicionalmente, assim como em milho
(Oxborough e Baker, 1997), possivelmente a capacidade de regenerar ADP e
NADP*, é mais importante do que o quenching ndo fotoquimico na regulacéo da
fotossintese de cana-de-acucar sob estresse salino.

Neste sentido, juntos os dados indicam que nos gendétipos CB 47-89 e CB
45-3, o estresse salino, por meio do fechamento estomatico restringe a entrada de
CO,, consequentemente alterando o equilibrio entre a geracdo de poder redutor
(ATP e NADPH) e sua demanda no ciclo de Calvin. Este desequilibrio prejudica o
fluxo linear de elétrons (Szabo et al.,, 2005), mantendo PSII fechado (Qa
reduzida), consequentemente, reduzindo o quenching fotoquimico (qP, Fig. 06).
Concomitantemente, o excesso de energia é dissipado na forma de calor
(Netondo et al., 2004; Szabo et al., 2005), refletindo na reducédo de F\/F' e
aumento do quenching ndo-fotoquimico (Fig. 08). Por fim, h4 o decréscimo do
®pg) € da taxa fotossintética nos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 sob estresse.

Meloni et al. (2003) relatam que a reducdo na taxa fotossintética associa-
se com reducdo na biomassa. Apesar disso, 0 estresse salino, ndo alterou o peso
seco de raizes (Fig. 10 D) e folhas (Fig. 10 C) dos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3.
Contrariando os dados apresentados por Kao et al. (2006), Zhao et al. (2007b) e
Khan e Panda (2008), que observaram queda na biomassa de genétipos de soja,
aveia e arroz, respectivamente, sob condi¢cbes salinas. Contrariam também os
dados de Patade et al. (2008), pois verificaram significativa reducdo na taxa de

crescimento de calos de cana-de-agucar tratados com NacCl.
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A reducao no peso fresco de folha em 168 e 216 horas (Fig. 10 A), o
inalterado peso seco de folha (Fig. 10 C) e o fato da gs e da E nédo chegarem a
zero (Fig. 05), indicam pequena perda de agua durante estresse salino. Isto
reforca a possibilidade dos estbmatos nao estarem totalmente fechados, havendo
ainda uma pequena fenda que permita a saida de agua (Fig. 10 A) e entrada de
CO,, o que corrobora com o fato da P, ndo ter chegado a zero em 120 horas e 0
Ci ndo ter atingido seu valor maximo (380 pL L™) (Fig. 05). Porém, possivelmente
esta pequena concentracado de CO; ndo seja suficiente para ser concentrada pela
PEPcase, e assim, a atividade carboxilase da rubisco caia.

A peroxidacédo lipidica foliar do genoétipo CB 45-3 e principalmente do
genotipo CB 47-89 (Fig. 09) aumentou durante estresse salino. Isto indica que
houve aumento na geracdo de ROS, que entdo, oxidaram os acidos graxos
poliinsaturados (AGPs) de membrana, gerando complexas misturas de lipidios
hidroperoxidos (Mueller, 2004; Halliwell, 2006).

Evidéncias mostram que danos na membrana durante estresse salino
estédo relacionados a aumento na geracdo de ROS (Fadzilla et al., 1997; Gomez
et al., 1999; Hernandez et al., 2000). A peroxidacao lipidica também aumentou em
folnas de milho (Neto et al., 2006) e de S. indicum (Koca et al., 2007) durante
estresse salino.

A reducdo da taxa fotossintética (Fig. 05) de CB 47-89 e CB 45-3
associa-se ao aumento de ROS nestes gendétipos. Uma vez que, Qa reduzida (gP,
Fig. 06) favorece a geracéo de oxigénio singleto (*O;) no PSII (Macpherson et al.,
1993; Hideg et al., 1998, 2002; Fryer et al., 2002; Pospisil et al., 2004; Asada,
2006) e de superoxido (O2) no PSI (Foyer e Noctor, 2003; Pfannschmidt, 2003). A
CuZn-superéoxido desmutase (SOD) converte O, em H,0O, (Asada, 1999), que por
meio da reacdo de Fenton gera HO™ (Moller et al., 2007). Ambos O, e HO™ sdo
altamente reativos com AGPs na membrana do tilacoide (Mueller, 2004; Halliwell,
2006).

Neste cenario, além da reducdo na demanda de poder redutor, a
peroxidacao lipidica (Fig. 09) possivelmente, esteja interferindo indiretamente no
fluxo linear de elétrons. Extensa peroxidacgéo lipidica reduz a fluidez da membrana
e causa danos secundarios nas proteinas membranares (Halliwell e Gutteridge,
1999), desorganizando a cadeira transportadora de elétrons, conseqientemente,
diminuindo gP (Fig. 06) e aumentando NPQ (Fig. 08).
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Além dos danos nas membranas celulares, ROS pode provocar danos na
estrutura de algumas proteinas. Em folhas expostas a baixa temperatura, o HO
gerado na reacdo de Fenton, possivelmente provoque a degradacdo do PSI
(Scheller e Haldrup, 2005), aumentando a concentracdo de Fe?' livre. Fe?*
difunde da membrana do tilacoide para o estroma do cloroplasto podendo levar a
geracdo de HO", o qual pode atacar proteinas do estroma tais como a rubisco.

Nakano et al. (2006) verificaram que ROS provoca a degradacdo da
rubisco, os dados sugerem o envolvimento de HO e O, e indicam que Fe®'
participa da geracao de ROS, por meio da reagdo de Fenton. Adicionalmente, a
geracdo de 'O,, provavelmente causa fragmentacao da proteina D1 (Okada et al.,
1996). Durante estresse por excesso de luz, a producdo de 'O, aumenta
drasticamente ocasionando a fotoinibicdo do PSII (Hideg et al., 2002).

Aumento no NPQ (Fig. 08) pode estar freqientemente acoplado a
fotoinativagdo dos centros de reacdo PSIl (Melis, 1999). Porém, F./F, (Fig. 07) e
Fo (dado ndo mostrado) dos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 nao foram
significativamente alterados pelo estresse salino, indicando que, apesar do
aumento na peroxidacao lipidica (Fig. 09), ndo houve fotoinativagéo.

Portanto, a peroxidacao lipidica e a queda na demanda do poder redutor,
e ndo a fotoinativacdo, podem estar colaborando para a desorganizacdo e
reducdo na atividade da cadeia transportadora de elétrons e concomitantemente,
reducdo no gP (Fig. 06) e aumento do NPQ (Fig. 08) dos gendtipos CB 47-89 e
CB 45-3 tratados como NacCl.

Neste cenario, os genotipos CB 47-89 e CB 45-3 podem estar usando
duas estratégias para proteger o aparelho fotossintético contra fotoinibicao.
Primeiro, aumentam a dissipacao termal do excesso de energia na antena do PSII
(Fig. 08). Segundo, o PSII pode transferir elétrons para varios aceptores dentro do
cloroplasto (Ort e Baker, 2002). Durante a baixa disponibilidade de CO, dentro da
folha (C;, Fig. 05), a reducéo de O, por PSI (Mehler, 1951) e a via fotorrespiratéria
podem desempenhar um essencial papel foto-protetor.

Por exemplo, a atividade oxigenase da rubisco de plantas C3; constitui a
principal alternativa para escape de elétrons. Assim, sustentando a parcial
oxidacdo de Qa e prevenindo a fotoinativacdo do PSII, sob baixa concentracédo de
CO; (Ci, Fig. 05). Alem da fotorrespiracéo, reducdo de oxigénio no PSI também

sustenta os niveis de fluxo linear de elétrons. Cerca de 30% do total de elétrons
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transportado pode estar envolvido na reducdo de O, pela ascorbato peroxidase
(Asada, 1999). Assim, ROS possivelmente esteja desempenhando papel foto-
protetor nos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3 como alternativa de escape de
elétrons.

O H,0; é gerado pela SOD (Asada, 1999) e pela atividade oxigenase da
rubisco que aumenta o gliocolato, que ao ser oxidado pela glicolato oxidase gera
H.O, (Apel e Hirt, 2004; Moller et al., 2007). Como sinalizador H,O, participa
juntamente com ABA do fechamento estomatico (Pei et al., 2000; Wang e Song,
2008). Além do possivel papel foto-protetor de ROS, o H,O, pode estar
contribuindo para reducédo da gs (Fig. 05) dos gendtipos CB 47-89 e CB 45-3. A
drastica queda na gs do gendtipo CB 47-89 (Fig. 05), junto com o significativo
aumento na peroxidacao lipidica de folha (Fig. 09) sugerem um efeito aditivo entre
ABA e geracdo de ROS, que culminou na queda da gs. Esta € uma possivel
resposta adaptativa dos genétipos para evitar a perda de agua durante o estresse
salino.

Queda na gs, mais do que meramente uma conseqiéncia negativa, pode
representar um mecanismo adaptativo contra o excesso de sal (Flanagan e
Jefferies, 1989; Clark et al., 1999). As halofitas P. coronopus (L.) (Koyro, 2006),
Beta vulgaris ssp. maritima and Spartina townsendii toleram a salinidade
combinando baixa P, minima E, alta resisténcia estomatica e minimo C; (Koyro,
2000, 2003). Esta estratégia tende a reduzir o sal translocado para o tecido foliar
e ajuda a aumentar a longevidade, mantendo os sais em niveis subtdxicos, o que
nao ocorreria se E ndo reduzisse (Everard et al., 1994). Adicionalmente, o declinio
na gs, COmo mecanismo adaptativo, permite que a planta economize agua e
melhore a eficiéncia do uso de agua (Chaves et al., 2009).

A significativa reducdo na peroxidacao lipidica foliar apés 48 horas em
ambos o0s gendtipos e 0 aumento nos tempos posteriores (Fig. 09), sugerem
ativacdo do sistema de detoxificacdo. Entretanto, em milho a atividade das
enzimas antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR)
aumentou ao longo do tempo no tecido foliar tratado com NaCl (Neto et al., 2006),
contrapondo-se a queda observada em 48 horas (Fig. 09).

O aumento da peroxidacdo lipidica apés 48 horas em ambos os

genotipos, sugere que ROS pode estar participando como sinalizador.
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Geralmente observa-se que, a producdo de ROS e seus danos aumentam
durante estresses abidticos, sendo estas importantes moléculas sinalizadoras
(Apel e Hirt, 2004; Foyer e Noctor, 2005; Gechev et al., 2006).

Diferentemente do gendtipo CB 47-89 tratado com NaCl, CB 45-3 sofre
aumento na peroxidacdo lipidica de raiz ao longo de 216 horas (Fig. 09),
principalmente em 168 e 216 horas, que possuem respectivamente a primeira e
segunda maior média. Isto sugere que, possivelmente, a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial das células radiculares do gendtipo CB 45-3 esteja no
estado de redugdo. Consequentemente, elevando a concentragcdo de ROS ao
longo do tempo, e assim, causando maiores danos nas membranas celulares.

Segundo Maxwell et al. (1999) e Moller (2001), nos tecidos n&o
fotossintetizantes como a raiz, a principal fonte de ROS € a mitocondria,
geralmente pelo estado de redugdo da cadeia transportadora de elétrons,
ocasionando a producdo de O,. Porém, a contribuicdo efetiva da mitocondria
para geracdo de ROS é baixa (Purvis, 1997). Devido a presenca da alternativa
oxidase (AOX), que compete com complexo citocromo bc; pelos elétrons,
reduzindo a producéo de ROS. Dados mostram que H,O, induz a expressao de
AOX (Wagner, 1995), e a super-expressdo de AOX reduz a produgcao de ROS,
adicionalmente células com reduzidos niveis de AOX acumulam cinco vezes mais
ROS que células controle (Maxwell et al., 1999).

Além disso, os sistemas de detoxificagdo de ROS podem ser menos
eficientes nas raizes de plantas CB 45-3 do que CB 47-89, ocasionando
significativas alteracdes na peroxidacéao lipidica ao longo de 216 horas. Neto et al.
(2006) observaram que, nas raizes de genotipo de milho tolerante a salinidade a
atividade das enzimas catalase CAT e SOD diminuiu e das enzimas APX, GPX e
GR permaneceu inalterada em comparagdo ao controle. Porém, nas raizes do
gendtipo sensivel a salinidade, a atividade de todas as enzimas estudadas
diminuiu. Entretanto, para confirmar a hipdtese acima ensaios que avaliam a

atividade cinética de enzimas antioxidades seriam necessarios.
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7. RESUMO E CONCLUSOES

O estresse salino afeta a taxa fotossintética dos gendétipos de cana-de-
acucar estudados, por meio do fechamento estomatico, restringindo assim, a
difusdo de CO,. Esta restricdo, por sua vez, desequilibra a geracédo e demanda de
poder redutor no ciclo de Calvin, reduzindo a atividade da cadeia transportadora
de elétrons, consequentemente interferindo indiretamente no funcionamento do
PSIl. E possivel inferir que um mecanismo de foto-protecdo esteja atuando
promovendo a dissipacao térmica de energia e transferéncia de elétrons para O,
aumentando a geracdo de ROS.

O H,0, gerado durante a reducdo dos fotossistemas e fotorrespiragéo,
junto com ABA contribui para o fechamento estomatico, evitando a perda de agua.
Sendo este um possivel mecanismo adaptativo ao estresse salino em cana-de-
acucar. Apesar de afetar a taxa fotossintética, por meio do fechamento
estomatico, o estresse salino nos tempos avaliados, ndo alterou a biomassa de
ambos os gendtipos.

O genotipo CB 47-89 apresentou um melhor desempenho fotossintético e
mostrou-se mais sensivel ao estresse salino, conforme os dados de assimilacdo
de carbono. Entretanto, mesmo apresentando as maiores quedas na taxa
fotossintética sob estresse salino, o genétipo CB 47-89 ainda mostrou-se superior
ao CB 45-3.
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