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LISTA DE SIMBOLOS

ABS = absorvancia

APX = peroxidase do ascorbato
ATP = adenosina trifosfato

CAT = catalase

CaCO3 = carbonato de calcio
CRA= contetdo relativo de agua
EAO = espécies ativas de oxigénio
EDTA = acido etileno diamino tetracético
H202 = perdxido de hidrogénio
MDA = aldeido malénico

MS= matéria seca
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0O2- = radical superdxido

PEG= polietileno glicol

PVP = polivinilpirrolidona

SOD = dismutase do superdxido
TBA= 4cido 2-tiobarbiturico

TFK = tampdo fosfato de potassio
¥\, = potencial hidrico

W¥.m = potencial hidrico de antemanha



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Conteudo relativo de agua (CRA) em foliolos de C. guianensis sob
deficiéncia hidrica in vivo e in vitro. Letras mailsculas diferentes denotam
diferencgas significativas entre médias do mesmo regime hidrico (Controle ou
Déficit hidrico) obtidas em diferentes sistemas de inducdo do déficit hidrico
(efeito do método de inducgdo). Letras minusculas diferentes denotam
diferencas significativas entre médias dos tratamentos controle e déficit
hidrico, comparadas dentro de um mesmo sistema de inducdo do déficit
hidrico (efeito da condic¢do hidrica). As comparacdes entre médias foram
realizadas pelo teste de Newman-Keuls (P<0,05) e os dados representam a
média de seis repeticdes * desvio padrdo da média.

Figura 2. Concentracdo de aldeido maldnico (MDA) em foliolos de C.
guianensis sob deficiéncia hidrica in vivo e in vitro. Estatistica como na
Figura 1.

Figura 3. Atividade de enzimas antioxidantes em foliolos de C. guianensis
sob deficiéncia hidrica in vivo e in vitro. Estatistica como na Figura 1. A
sigla nd indica atividade enzimatica ndo detectada.



RESUMO

Para validar a aplicacdo do método in vitro na indugdo déficit hidrico em plantas de C.
guianensis para utilizacdo em experimentos futuros relacionados as repostas oxidativas, foi
examinado o conteudo relativo de agua (CRA), contetdo de aldeido maldnico (MDA),
atividade das enzimas antioxidativas, Superoxido Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), Catalase
(CAT; EC 1.11.1.11) e Ascorbato Peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) em comparacdo ao
método tradicional de inducdo de déficit hidrico, o0 método in vivo. No método in vivo as
plantas foram permanentemente irrigadas (controle) e outras plantas foram submetidas a
suspensdo completa da irrigacdo, cujo déficit hidrico se desenvolveu naturalmente em fungéo
do esgotamento da agua remanescente no solo. A inducdo de déficit hidrico no método in
vitro foi aplicado em discos foliares que foram coletados de plantas plenamente irrigadas,
estes foram imersos imediatamente em TRIS-HCI (pH 7,6), na auséncia (Controle) e presenca
de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) para obtencdo de um potencial osmético equivalente a -
1,5 MPa (Déficit hidrico). O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e em
laboratdrio da Universidade Federal Rural da Amaz6nia, em Belém-PA. Para a imposi¢do do
déficit hidrico in vivo as plantas foram divididas em dois grupos (tratamentos): (i) plantas
permanentemente irrigadas e (ii) plantas submetidas a suspensdo completa da irrigacdo, cujo
déficit hidrico se desenvolveu naturalmente em funcdo do esgotamento da agua remanescente
no solo. Para o in vitro, discos foliares foram coletados de plantas plenamente irrigadas e estes
foram imersos imediatamente em em solucéo de TRIS-HCI (pH 7,6), na auséncia (Controle) e
presenca de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) para obtencdo de um potencial osmético
equivalente a -1,5 MPa (Déficit hidrico). Uma bateria de discos foi utilizada para a
determinacdo do CRA, MDA, SOD, CAT e APX. A redugdo do CRA foi maior no método in
vivo que no método in vitro (Figura 1), embora o déficit hidrico induzido pelo PEG 6000 no
método in vitro ocasionou a reducdo de 12,2% no CRA em comparacdo ao controle, sendo
essa diferenca significativa. O déficit hidrico promoveu incrementos significativos nos teores
de MDA quando os tratamentos foram comparados no mesmo método. Os tratamentos do
método in vitro apresentaram maior atividade significante de SOD comparado com 0s
tratamentos do meétodo in vivo analisado. No método in vivo ndo foi observada diferenca
significativa na atividade de SOD entre seus tratamentos (controle vs.déficit hidrico), assim
como, no metodo in vitro ndo houve também diferenca entre seus tratamentos. Neste trabalho
observa-se um aumento na atividade de SOD no metodo in vitro em comparagéo ao in vivo

enquanto que a atividade de APX e CAT séo detectadas no in vivo e ndo detectadas no in



vitro, portanto, a resposta observada in vitro ndo foi equivalente a resposta in vivo para
contetido de aldeido maldnico e enzimas antioxidantes.

Palavras-chave: Polietilenoglicol 6000, Superdxido Dismutase, Estresse oxidativo, conteddo

relativo de agua, Catalase, Danos celulares



ABSTRACT

To validate the method in vitro to induce water deficit in plants of C.guianensis for use in
future experiments related to oxidative responses looked at the relative water content (RWC),
content of malondialdehyde (MDA), activity of antioxidant enzymes, Superoxide Dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1), Catalase (CAT; EC 1.11.1.11) and ascorbate peroxidase (APX, EC
1.11.1.11) in comparison to the traditional method of induction of water stress, in vivo
method. In the in vivo method, the plants were continuously irrigated (control) and other
plants were subjected to full suspension of irrigation, water deficit which developed naturally
due to the depletion of water remaining in the soil. The induction of water deficit in the in
vitro method was applied to leaf discs were collected from plants fully irrigated, they were
immediately immersed in Tris-HClI (pH 7.6) in the absence (Control) and
presence polyethylene glycol 6000 (PEG-6000) to obtain an osmotic potential equivalent to -
1.5 MPa (water deficit). The experiment was conducted in greenhouse and laboratory of the
Federal Rural University of Amazonia, Belem-PA. For the imposition of water deficit in vivo
plants were divided into two groups (treatments): (i) permanently irrigated plants and (ii)
plants submitted to full suspension of irrigation, water deficit which developed naturally due
to the depletion of the remaining water in soil. For the in vitro leaf discs were collected from
plants fully irrigated and they were immediately immersed in TRIS-HCI (pH 7.6) in the
absence (Control) and presence of polyethylene glycol 6000 (PEG-6000) to obtain an osmotic
potential equivalent to -1.5 MPa (water deficit). A battery of discs was used for determining
the CRA, MDA, SOD, CAT and APX. The reduction in RWC was higher in the in vivo
method for in vitro assays (Figure 1), although the water deficit induced by PEG 6000 on in
vitro caused a reduction of 12.2% in the CRA compared to control, and this
difference significant. The water stress caused significant increases in levels of MDA when
the treatments were compared in the same method. The treatments of the in vitro method
showed significant higher activity of SOD compared with treatments in vivo method of
analysis. In the in vivo method was not significant difference in SOD activity between their
treatments (control vs.déficit water), as well as for in vitro assays also no difference between
their treatments. In this work there is an increase in SOD activity in in vitro compared to in
vivo while the activity of APX and CAT are detected in vivo and in vitro were not detected,
so the response observed in vitro was not equal the in vivo response to malondialdehyde

content and antioxidant enzymes.



Keywords: Polyethylene glycol 6000, Superoxide dismutase, oxidative stress, relative water

content, Catalase, cellular damage.



1. INTRODUCAO

As espécies florestais predominantes na Amaz6nia representam uma fonte
importante de recursos naturais para as populacdes tradicionais e para o desenvolvimento da
regido. Assim, varios produtos ndo-madeireiros (alimentos, fibras, artesanatos, resinas,
medicinais e plantas ornamentais) sdo explorados extrativamente (SCARCELLO et al., 1999).

No entanto, grande parte das florestas tropicais vem sofrendo uma exploracéo
predatdria provocada pelas atividades do homem, que transforma e fragmenta grandes areas
naturais em pequenas manchas de florestas. Essa exploracdo predatéria, aliada a inexisténcia
de informacdes sobre o comportamento ecoldgico e biolégico de espécies vegetais e animais,
tem ameacado muitas espécies de extingdo. Por outro lado, muitos esforgos tém sido alocados
em estudos sobre a dindmica florestal na zona tropical visando fornecer dados e tecnologias
que possibilitem um manejo equilibrado e sustentavel dos recursos florestais, de forma a
garantir que os mesmos estejam disponiveis para futuras geracdes (OLIVEIRA, 1997).

A Carapa guianensis (Aubl.), espécie lenhosa pertencente a familia Meliaceae,
popularmente conhecida como andiroba, enquadra-se no contexto de espécie tipica da flora
amazonica explorada extrativamente. Sua importancia econémica deve-se as excelentes
propriedades medicinais e cosméticas do dleo extraido de suas sementes, aplicado comumente
na manufatura de xampus, sabonetes e repelentes.

O o6leo de andiroba atua na pele, regenerando e estimulando o tecido epitelial, e
apresenta efeito positivo sobre os tecidos inflamados. Funciona como febrifugo, vermifugo,
purgativo, vesicante, cicatrizante, emoliente, anti-séptico, hidratante e suavizante (LEITE,
1997; FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002). Como fitocosmético € usado na formulagdo
de cremes e hidratantes, xampus, condicionadores, lo¢des e géis, o que permite avaliar a
importancia econémico-social desta espécie (BOUFLEUER, 2004).

Segundo Leite (1997), C. guianensis apresenta uma alta plasticidade fenotipica no
tamanho das suas folhas, frutos, sementes e na qualidade do 6leo extraido das sementes. Essa
plasticidade depende principalmente das condi¢fes ambientais onde a espécie se encontra.
Talvez, por esse motivo, a sua frutificacdo varie entre as regifes de ocorréncia, podendo
variar até mesmo entre individuos dentro de uma mesma populacdo (EMBRAPA, 2004)

Dada a escassez de plantios comerciais de andiroba, a exploracdo de sementes para
producdo de 6leo tem sido realizada quase que exclusivamente de forma extrativista. Embora
esta pratica seja muito intensa, ndo ha garantia de oferta em quantidade e qualidade do
produto, limitando a geracdo de renda ao produtor e de matéria prima para o mercado.

Percebe-se, dessa forma, a necessidade de se introduzir novas técnicas de cultivo que



permitam a domesticacdo da espécie e, com isso, gerar tecnologias para o desenvolvimento de
plantios comerciais da mesma (FERRAZ; CAMARGO; SAMPAIO, 2002).

Uma vez que a espécie ndo foi ainda domesticada, materiais genéticos que relinam
caracteristicas silviculturais desejaveis ndo estdo disponiveis no mercado. Para a obtencédo de
materiais promissores é importante levar em conta os aspectos fisioldgicos, bioquimicos e
morfoanatdmicos da planta como um todo durante seu desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo. Estes permitirdo entender como a planta responde aos diferentes habitats,
condicdes climaticas (periodos chuvoso e seco), técnicas de manejo, etc. (MORAES, 2010).

Na regido Amazonica, o clima predominante é do tipo Afi, segundo a classificacdo
de Koppen. Este é caracterizado pela abundéncia de chuvas durante todo o ano (acima de
2.500 mm anuais) e, no més de menor precipitacdo, as chuvas alcangam em torno de 60 mm
(BASTOS et al., 1986). Devido a irregular distribuicdo de chuvas dentre épocas chuvosa e
seca, tem-se constatado que nesta Ultima a evapotranspiracdo geralmente excede as médias
das precipitagdes, caracterizando uma condicdo de deficiéncia hidrica limitante ao
crescimento e desenvolvimento das plantas (KRAMER; BOYER, 1995).

A deficiéncia hidrica, no solo e na atmosfera, juntamente com alta a temperatura e
radiacdo tem sido citada como uma das principais restricdes a sobrevivéncia e produtividade
das espécies agrondmicas e florestais (FLEXAS et al., 2002). Entdo, o entendimento dos
efeitos da deficiéncia hidrica nas plantas é vital para a melhoria de praticas de manejo e
melhoramento agricola e florestal (CHAVES et al., 2003).

Sob condicdes de seca, a principal mudanca adaptativa temporaria que previne maior
perda de &gua pelas plantas € o fechamento dos estdmatos das folhas. Porém, com o
fechamento estomatico pode ocorrer uma diminuicdo na entrada de CO, na folha, resultando
na reducdo da taxa fotossintética (LAWLOR; UPRETY, 1993). Em virtude da diminuigdo na
atividade do ciclo de Calvin, um excesso de energia fotoquimica ndo é dissipado. Sob
condicgdes de alta luminosidade, o desequilibrio entre o transporte de elétrons e as taxas de
fixacdo de CO, pode resultar na producdo de espécies ativas de oxigénio (EAO), os quais
podem causar danos irreversiveis nas células (STEFFEN, 1991; BAISAK et al., 1994).

As EAO podem ser referidas como radicais livres os quais sdo definidos como
moléculas ou fragmentos moleculares que possuem um elétron ndo pareado. Desta forma, um
radical livre tem a capacidade de subtrair um elétron de uma molécula proxima a ele, o que
causa a formacdo de outro radical livre, provocando assim uma reagéo em cadeia (SLATER,
1984). Os radicais livres podem ser formados através da absor¢do de radiagdo ionizante, UV,

visivel ou térmica; ou por reacdes redox como reacdes de transferéncia de elétrons nédo



enzimaticas, reacOes catalisadas por metais ou processos catalisados por enzimas. Esses
radicais, geralmente sdo do tipo oxirradicais e sdo altamente toxicos e o estresse oxidativo
resultante de sua acdo € um fenbmeno muito comum nos sistemas biolégicos (MONK et al.,
1989). O radical superéxido (O,*), o peréxido de hidrogénio (H20,) e o radical hidroxil
(OH*®), os quais em conjunto com o oxigénio singleto (*O,), constituem as formas biolégicas
mais importantes de EAO.

As EAO sdo extremamente citotoxicas para todos 0s organismos, pois inativam
enzimas e provocam importantes danos as células. Sdo também responsaveis pelo inicio da
peroxidacao de lipidios e produzem radicais peroxilipidios e hidroperoxilipidios, que por sua
vez sdo também muito reativos. A peroxidacdo dos lipidios da plasmalema provoca perda de
eletrolitos e outros componentes celulares, rapida dessecacdo e morte celular (BENSON,
1990). Radicais hidroxil podem causar danos a todas as classes de macromoléculas
biologicamente importantes, especialmente aos acidos nucléicos.

Estudos extensivos com sistemas modelos, e com materiais bioldgicos in vitro,
tém mostrado claramente que as EAO sdo capazes de produzir modificacdes quimicas e danos
em proteinas, lipideos, carboidratos e nucleotideos. Por isso, se as EAO sdo produzidas in
vivo, ou em células in vitro, em concentracfes suficientes que superem 0s mecanismos
protetores normalmente eficientes, pode-se esperar que ocorram disturbios metabdlicos e
celulares de varios tipos (SLATER, 1984).

As plantas tém um sistema de defesa bem desenvolvido contra as EAO, tanto
limitando sua formacdo quanto instituindo sua remocdo (ALSCHER et al., 2002). Esse
sistema consiste de uma complexa gama de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que
atuam protegendo as células dos danos oxidativos (VRANOVA et al., 2002). Enzimas como a
dismutase do superdxido (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase (POX), a peroxidase do
ascorbato (APX) e a redutase da glutationa (GR) e os antioxidantes ndo-enzimaticos como o
tocoferol, o &cido ascorbico e a glutationa trabalnam em conjunto para regular as
concentracgdes celulares de EAO (HUNG et al., 2005).

A SOD (EC 1.15.1.1) dismuta 0 O,*" formando H,O, (MIZUNO et al., 1998). Dentro
de uma célula, essa enzima constitui a primeira linha de defesa contra as EAO sendo,
portanto, crucial que esteja presente e ativa para a remogédo do O,°* nos compartimentos onde
ele € formado (ALSCHER et al., 2002). Segundo Mizuno et al. (1998), as plantas possuem
diferentes isoformas de SOD, que estdo localizadas em diversos compartimentos celulares.
Dependendo do cofator utilizado pela enzima, as SOD séo classificadas em trés grupos:

FeSOD (cloroplastos); MnSOD (mitocondrias e peroxissomos); e Cu/ZnSOD (cloroplastos,



citossol e possivelmente no espago extracelular) (BOWLER et al., 1992; ALSCHER et al.,
2002). De acordo com Konieczny et al. (2008), as diferentes isoformas da SOD séo as
principais seqiiestradoras de O,*, enquanto a remocdo do excesso de H,O, da célula é
realizada pela APX e CAT. A SOD reage com radicais superoxido para produzir H,0O,. Como
a acdo da SOD resulta na formacgdo de H,O,, essa enzima estd intimamente ligada ao ciclo
ascorbato-glutationa. Assim, a SOD age paralelamente as outras enzimas e antioxidantes.

Em plantas, a CAT (EC 1.11.1.6) é encontrada predominantemente nos
peroxissomos, onde atua na remocao do H,O, formado durante a fotorespiracdo (BOWLER et
al. 1992). Essa enzima apresenta baixa ou nenhuma atividade no citossol, na mitocondria e
nos cloroplastos (MIZUNO et al., 1998). Apesar da sua localizagdo restrita, a CAT pode ter
um papel significativo na defesa contra o estresse oxidativo, removendo o H,O; de outros
compartimentos subcelulares que ndo os peroxissomos, pois o H,O, pode facilmente se
difundir pelas membranas (BOWLER et al. 1992; WILLEKENS et al., 1997).

A CAT néo utiliza poder redutor para sua atividade e possui menor afinidade pelo
H,0, do que a APX (INZE; VAN MONTAGU, 1995; WILLEKENS et al., 1997). A APX
necessita de ascorbato como poder redutor e possui uma maior afinidade pelo H,0,,
permitindo o seqliestro de pequenas quantidades dessa EAO em locais mais especificos
(WILLEKENS et al., 1997). Segundo Mittler (2002), a diferenga de afinidade da APX e da
CAT pelo H,0; sugere que elas pertencam a duas classes distintas de enzimas seqliestradoras
de EAO: a APX deve ser responsavel pela modulacdo fina de EAO visando sinalizacdo
celular e a CAT deve ser responsavel pela remoc¢édo do excesso de EAO durante o estresse.

Recentemente, Costa et al. (2010) demonstraram que plantas jovens de C.
guianenesis submetidas ao déficit hidrico apresentaram danos celulares (peroxidacdo de
lipideos) ap6s 15 dias da suspensdo da irrigacdo, quando o potencial hidrico de antemanha
(Wam) foi aproximadamente -1,5 MPa. Nesse caso, a ocorréncia de danos oxidativos nas
plantas estressadas foi associada a manutencdo das atividades da SOD, CAT e APX nos
mesmos patamares das plantas controle. Entretanto, os mesmos autores demonstraram que
quando o déficit hidrico se prolongou (27 dias apds a suspensdo da irrigacdo e W,m = -3,0
MPa), os danos foram controlados devido a manutencdo da atividade da SOD e aumento das
atividades da CAT e APX. Aparentemente, existe uma ativacao diferencial do sistema de
defesa celular nessa espécie em funcdo do progresso da seca.

Segundo Sgherri et al. (2000), as respostas das plantas a fatores ambientais de

estresse, dentre eles a seca, dependem de varios fatores, tais como: a espécie em estudo, o



genotipo (variedade ou cultivar), o tecido vegetal em anélise, a idade da planta ou tecido, a
duracéo e intensidade do estresse.

Sabendo-se que as folhas de andiroba sdo compostas e seus foliolos apresentam
consideraveis mudancas na coloracao e taxa de assimilacdo liquida do carbono (A) até atingir
a maturidade (MORAES, 2010), pode-se sugerir que a ocorréncia de danos celulares seja
diferentemente pronunciada em fun¢édo da idade do tecido (foliolo).

Segundo Moraes (2010), a transicdo de coloracdo do limbo de C. guianensis durante
a fase inicial de expansdo é muito rapida, durando cerca de 30 dias, e esta transicdo é
acompanhada por aumentos significantes na A. Isto impossibilitaria determinar, in vivo, a
magnitude dos danos oxidativos em resposta ao déficit hidrico e a idade do foliolo
simultaneamente, pois nesse tipo de experimento o déficit hidrico é simulado pelo
esgotamento progressivo da agua do solo, o que em plantas de C. guianensis cultivadas em
vaso leva em torno de 30 dias para que o potencial hidrico de antemanhd reduza de -0,5 MPa
a-3,2 MPa (COSTA et al., 2010).

Assim, estudar os efeitos do déficit hidrico de acordo com a idade do foliolo em um
sistema in vivo fica limitado em funcdo das transicdes na expansdo foliar durante o
desenvolvimento do estresse. Contudo, esta limitacdo pode ser contornada utilizando-se
experimentos que simulem o déficit hidrico in vitro, por meio da imerséo de discos foliares
em polietilenoglicol (PEG 6000), como previamente demonstrado em Solanum tuberosum
(MARTINEZ et al., 2001).

Sabe-se, no entanto, que a metodologia in vitro nem sempre induz respostas
condizentes aquelas observadas em sistemas in vivo (plantas em casa de vegetacdo ou campo),
em raz&o do déficit hidrico in vitro ser imposto de maneira rapida (geralmente 24 h de
imersdo em polietilenoglicol, PEG) em um fragmento de tecido, 0 que muitas vezes limita a
capacidade de resposta que se espera. Portanto, antes de utilizar deliberadamente a
metodologia de inducdo do déficit hidrico in vitro para estudos de fisiologia e bioquimica de
plantas, é preciso valida-la para que os resultados obtidos ndo sejam mal interpretados e que
conclusdes erradas ndo sejam obtidas.

Do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi comparar a magnitude da peroxidagéo de
lipideos e atividade de enzimas antioxidantes em plantas de C. guianensis submetidas ao
déficit hidrico in vivo e in vitro (com uso do PEG), visando validar a aplicacdo deste altimo

para utilizagdo em experimentos futuros relacionados as repostas oxidativas nesta espécie.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal e condicOes de crescimento

Sementes de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) foram coletadas de matrizes no
campus da Universidade Federal Rural da Amazoénia (UFRA), no més de janeiro de 2010. As
sementes foram embebidas em &gua por 24 h e semeadas em vasos de polietileno de 30 L,
preenchidos com 16 kg de um latossolo amarelo, textura média, previamente seco ao ar e
peneirado (malha de 4”) para a retirada de impurezas, sendo trés sementes por vaso.
Posteriormente, foi realizado um desbaste das plantulas menos vigorosas, deixando apenas
uma plantula por vaso. As plantulas para o experimento foram selecionadas com base na sua
uniformidade com relacdo a altura e didmetro do caule e quanto ao numero de folhas e
foliolos. Foi realizada a analise de solo e ndo houve necessidade de adubagdo complementar.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural
da Amazbnia, em Belém-PA (01°28°03”S, 48°29’18”W, onde durante todo o periodo
experimental as plantas foram irrigadas diariamente com a finalidade de manter o solo

préximo a capacidade de campo. O controle das ervas daninhas foi realizado manualmente.

2.2. Imposicdo do déficit hidrico in vivo, avaliacdo do status hidrico e amostragens

Quando as plantas apresentaram quatro meses de idade, as mesmas foram divididas
em dois grupos (tratamentos): (i) plantas permanentemente irrigadas e (ii) plantas submetidas
a suspensdo completa da irrigacdo, cujo déficit hidrico se desenvolveu naturalmente em
funcdo do esgotamento da &gua remanescente no solo.

As avaliacOes foram realizadas apds 20 dias da diferenciacdo dos tratamentos, visto
que este tempo seria suficiente para promover a reducdo potencial hidrico de antemanha (¥am)
para valores em torno de -2,0 MPa (COSTA et al., 2010).

O Yanm foi determinado como indicativo do déficit hidrico do solo e da planta. Para
isto, foliolos maduros foram coletados da terceira ou quarta folha a partir do apice e
imediatamente levados ao laborat6rio, em sacos de polietileno umedecidos e sob gelo. Esta
avaliacdo foi realizada entre 04:30 e 05:30 h. Paralelamente, amostra de foliolos foram
coletadas para a determinacao do contetdo relativo de 4gua (CRA).

No mesmo dia, entre 11 e 13 h, foram coletadas amostras de foliolos para a avaliacdo
de aldeido malénico (MDA) e das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX). Como



amostras, discos de foliolos maduros foram coletados da terceira ou quarta folha a partir do
apice e imediatamente congelados a -20°C.

2.3. Imposicao do déficit hidrico in vitro, avaliacao do status hidrico e amostragens

Foi realizada conforme descrito em Martinez et al. (2001) com algumas modificagdes.
Os discos foliares foram coletados de plantas plenamente irrigadas e estes foram imersos
imediatamente em 10 ml de 50 mM de TRIS-HCI (pH 7,6), na auséncia (Controle) e presenca
de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) para obtencdo de um potencial osmético equivalente a -
1,5 MPa (Déficit hidrico). Os tubos contendo as amostras foram mantidos em laboratorio, sob
luz fluorescente indireta, a 25° C. Apo6s 24 horas de incubacdo, uma bateria de discos foi
utilizada para a determinacdo do CRA, enquanto o restante dos discos foram congelados para
as analises posteriores (MDA, SOD, CAT e APX).

2.4. Conteudo relativo de agua

Para 0 método in vivo foram retirados 10 discos foliares (1,5 cm de diametro) de cada
tratamento (controle e déficit hidrico), determinando-se imediatamente a massa fresca dos
mesmos (MF) em balanca analitica. Os discos foram transferidos para microtubos
(eppendorfs) contendo 2 mL de agua destilada por um periodo de 24 h. Em seguida, 0s
mesmos foram rapidamente secos em papel absorvente para retirada da agua superficial
seguindo-se da determinacdo de sua massa targida (MT). Os discos foram entdo colocados em
sacos de papel e levados a estufa de ventilacdo forcada (75° C) para secagem até massa
constante para a determinacdo de sua massa seca (MS). O conteudo relativo de dgua (CRA)
foi calculado segundo Slavick (1979).

Para o metodo in vitro foram utilizados 10 discos foliares (1,5 cm de diametro) de
cada tratamento (controle e déficit hidrico) logo ap6s o periodo de incubagdo. Os discos foram
lavados brevemente com agua destilada para a retirada de residuos de PEG-6000 ou solugédo
tampdo. Em seguida, os discos foram rapidamente secos em papel filtro e imediatamente
pesados para determinacdo de sua massa fresca (MF). As amostras foram acondicionadas em
sacos de papel e levadas a estufa de ventilacdo forcada (75° C) para secagem até massa
constante, seguindo-se da determinacdo de sua massa seca (MS). O contetdo relativo de agua
(CRA) foi calculado segundo Slavick (1979). Para os discos imersos em PEG -6000, foi

utilizado como massa targida a média obtida para os discos do tratamento controle.



2.5. Peroxidacéo de lipidios

Foi determinada estimando-se o teor de substéncias reativas ao acido-2-tiobarbitdrico
(TBA) em equivalentes de aldeido malonico (MDA), conforme descrito por Cakmak e Horst
(1991). A extracdo foi realizada pela homogeneizagéo dos discos foliares (cinco discos de 1,5
cm de didmetro cada) em 3 mL de &cido tricloroacético 0,1% (p/v) e o homogenato foi
centrifugado a 15.000 g, por 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a uma aliquota de
500 pL deste foi adicionado 1,5 mL de TBA 0,5% (preparado em acido tricloroacético 20%).
Os tubos foram fortemente agitados e incubados a 90°C, por 20 min. A reacdo foi paralisada
em banho de gelo e a mistura clarificada por centrifugacéo a 13.000 x g, por 8 min a 4°C. Em
seguida, a absorbancia (ABS) da amostra foi registrada a 532 nm em um espectrofotémetro
(Genesys' 10series, Thermo Electron Co, Wisconsin, USA) e a ABS inespecifica (a 600 nm)
foi subtraida. O coeficiente de extincdo molar do MDA (155 mM™ cm™) foi utilizado para os
célculos e os resultados foram expressos em nmol MDA g™ de matéria seca (MS).

2.6. Ensaios enzimaticos

A extracdo da dismutase do superoxido (SOD, E.C. 1.15.1.1) foi realizada a partir de
quatro discos foliares (1,5 cm de diametro cada) homogeneizados em 3 mL de 100 mM de
tampdo fosfato de potassio (TFK; pH 7,8); 0,1 mM de EDTA; 0,1% (v/v) de 2-
Mercaptoetanol; 0,1% (v/v) de Triton X-100; 30 mg de Polivinilpirrolidona (PVP) e 20 mM
de ascorbato. Apds centrifugacdo a 15.000 x g, por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi coletado
para as analises posteriores.

A atividade da dismutase do superédxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada segundo
Giannopolitis e Ries (1977), modificado como descrito por Costa et al. (2010). O meio de
reacao foi constituido de 52,5 mM de TFK (pH 7,8); 0,1 uM de EDTA; 13 mM de metionina
(pH 7,8); 2 uM de riboflavina; 0,075 mM de azul de nitrotetrazélio (NBT) e uma aliquota de
15 pL do extrato enzimatico. Os resultados foram expressos em unidades de SOD mg™
proteina, considerando-se que 1 unidade de SOD ¢ a quantidade de enzima requerida capaz de
reduzir em 50% a producdo de formazana azul.

A peroxidase do ascorbato (APX, E.C. 1.11.1.11) foi extraida a partir de quatro discos
foliares (1,5 cm de diametro cada) para cada 3 mL de TFK 50 mM (pH 7,0); acrescido de 2
mM de EDTA,; 0,1% (v/v) de Triton X-100; 0,1% (v/v) de 2—Mercaptoetanol; 20 mM de
ascorbato e 30 mg de PVP. Apds centrifugacdo a 15.000 x g, por 15 min a 4°C, o



sobrenadante foi coletado e uma aliquota de 50 pL do extrato enzimético foi utilizada na
reacdo. O meio de reacdo foi constituido de TFK 50 mM (pH 7,0); 0,1 mM de H,0,; 0,5 mM
de ascorbato e a atividade da APX calculada com base na taxa de consumo do ascorbato
avaliada em espectrofotdbmetro a uma ABS de 290 nm (NAKANO; ASADA, 1981). Foi
considerado para os calculos que 1 unidade de APX é a quantidade de enzima capaz de oxidar
1 pmol de ascorbato min™.

A catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) foi extraida pela homogeinizacdo das amostras em
meio de extracdo contendo TFK 100 mM (pH 7,0), 2 mM de EDTA; 0,1% (v/v) de Triton X-
100; 0,1% (V/V) de 2—Mercaptoetanol; 20 mM de ascorbato; 30 mg de PVP. O homogentao
foi centrifugado a 15.000 x g, por 15 min a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para a
determinacéo da atividade da enzima. O meio de reacdo (3 mL) foi composto de TFK 50 mM
(pH 7,0) e H,0, 12,5 mM; e a reacdo foi iniciada pela adicdo de 30 pL de extrato. A atividade
da CAT foi determinada pelo monitoramento do decréscimo da ABS a 240 nm (HAVIR,;
McHALE, 1987) e para os calculos foi considerado que uma unidade de APX é a quantidade
de enzima capaz de oxidar 1pmol de H,0, min™.

Apbs a determinacdo das atividades enzimaticas, os extratos foram congelados para a
dosagem de proteinas, realizada segundo o método de Bradford (1976). O resultado desta

quantificacdo foi utilizado nos célculos das atividades enzimaticas.

2.7. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a anélise de varidncia, ndo havendo necessidade de
transformacdo dos mesmos. As diferencas estatisticas entre médias foram averiguadas pelo
teste de Newman Keuls (P<0,05), levando-se em conta o esquema fatorial 2 x 2 (dois

métodos de imposi¢do do déficit hidrico x duas condi¢fes hidricas).



3. RESULTADOS

3.1. Conteudo relativo de agua e aldeido maldnico

Os resultados obtidos para CRA e MDA nos dois métodos avaliados ndo se mostraram
anélogos. A reducdo do CRA foi maior no método in vivo que no método in vitro (Figura 1),
embora o déficit hidrico induzido pelo PEG 6000 no método in vitro ocasionou a reducédo de
12,2% no CRA em comparacao ao controle, sendo essa diferenca significativa.

A peroxidacéo lipidica medida como contetudo de MDA, é dado na Fig. 2. Em cada um dos
métodos, no nivel de MDA, da-se alteracdo. As maiores alteracbes sdo observadas no método
in vivo que sofreu também as maiores reducdes de CRA, ainda que, tenha havido reducdo no
CRA no método in vivo ndo ocorreu aumento nos teores de MDA, ou seja, ndo ocorreram
danos intensos aos lipidios de membranas, embora fique evidente que o déficit hidrico
promoveu incrementos significativos nos teores de MDA quando os tratamentos foram
comparados no mesmo meétodo. Nesse caso, a alteracdo no conteddo de MDA do método in

vitro ndo foi alcancada.
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Figura 1. Contetdo relativo de &gua (CRA) em foliolos de C. guianensis sob deficiéncia hidrica in
Vvivo e in vitro. Letras mailsculas diferentes denotam diferencas significativas entre médias do mesmo
regime hidrico (Controle ou Déficit hidrico) obtidas em diferentes sistemas de inducdo do déficit
hidrico (efeito do método de inducdo). Letras minusculas diferentes denotam diferencas significativas
entre médias dos tratamentos controle e déficit hidrico, comparadas dentro de um mesmo sistema de
inducdo do déficit hidrico (efeito da condicao hidrica). As comparacdes entre médias foram realizadas
pelo teste de Newman-Keuls (P<0,05) e os dados representam a média de seis repeticdes = desvio
padrdo da média.



600
Ab o Controle
T 0O Déficit hidrico
& 450 I
= Aa
o =
2 300 A
> Bb
<
@) Ba T
= 150 -
T
0 T
In vivo In vitro

Método de inducdo do déficit hidrico

Figura 2. Concentragdo de aldeido malénico (MDA) em foliolos de C. guianensis sob deficiéncia
hidrica in vivo e in vitro. Estatistica como na Figura 1.

3.1. Enzimas antioxidantes

Como mostrado na Figura 3, os resultados obtidos para atividade enziméatica nos métodos
avaliados ndo se mostraram equivalentes.

Os tratamentos do metodo in vitro apresentaram maior atividade significante de SOD
comparado com os tratamentos do método in vivo analisado. No método in vivo ndo foi
observada diferenca significativa na atividade de SOD entre seus tratamentos (controle
vs.déficit hidrico), assim como, no método in vitro ndo houve também diferenca entre seus
tratamentos. O maior valor de SOD foi encontrado no tratamento sob déficit hidrico do
método in vitro (73,3 U mg™ prot) e o menor no tratamento sob déficit hidrico do método in
vivo (29,0 U mg™ prot).

Os efeitos do déficit hidrico nas atividades da APX e CAT foram evidentes comparando-se 0s
tratamentos no método in vivo. Para a atividade da APX o maior valor registrado foi de 2,11
U mg™ prot no tratamento déficit hidrico do método in vivo e para a atividade de CAT o
maior valor foi registrado também no tratamento déficit hidrico do método in vivo (96,8 U
mg™ prot).

O tratamentos com auséncia de PEG (controle) e com adicdo de PEG (déficit hidrico) do

método in vitro ndo induziu a atividade de APX e CAT.
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Figura 3. Atividade de enzimas antioxidantes em foliolos de C. guianensis sob deficiéncia hidrica in
vivo e in vitro. Estatistica como na Figura 1. A sigla nd indica atividade enzimatica ndo detectada.



5. DISCUSSAO

A seca, devido ao seu efeito osmotico natural em habitats agricolas podem
provocar um grande nimero de respostas que vao desde a inibicdo do crescimento e sintese de
alguns compostos para aumentar o potencial osmotico na célula e assim permitir que 0s
processos metabolicos continuem, com cooperacao de atividades das enzimas antioxidantes.

Neste experimento a resposta observada in vitro ndo foi equivalente a resposta in
vivo para contetdo de aldeido malbnico e enzimas antioxidantes. Alguns trabalhos tém
demonstrado que uma resposta observada in vitro pode ter ou ndo relagdo com uma resposta
da planta inteira (BAJJI et al., 1998; MARTINEZ et al., 2005). Essa diferenga pode ser
explicada pelo fato de a resisténcia ao estresse hidrico ser um carater quantitativo, que
envolve a expressao de diversos genes (KNIGHt e KNIGHT, 2001) e a acdo de complexos
mecanismos biogquimicos e fisiologicos, coordenados nos niveis de célula, tecido, 6rgao,
planta inteira (ZHU, 2001).

O PEG utilizado no método in vitro tem sido amplamente utilizado como um
agente osmético para inducdo de déficit hidrico em plantas (KRIZEK, 1985). O PEG é inerte,
ndo-idnico, um polimero de cadeia longa, mas altamente solivel em &gua e disponivel em
uma ampla gama de massa molecular (LAWLOR, , 1970). O PEG de alto peso molecular de
mais de 4000 induz déficit hidrico em plantas, diminuindo o potencial hidrico de solugdes
nutritivas, sem ser absorvidos e com nenhuma evidéncia de toxicidade (LAWLOR, 1970).

O déficit hidrico induzido pelo PEG 6000 no método in vitro ocasionou a reducao
de 12,2% no CRA em comparacéo ao controle. Resultados diferentes foram demonstrados por
Turkan et al. (2004) em folhas de P. acutifolius onde o CRA néo se alterou com o tratamento
com PEG enquanto que em folhas de P. vulgaris diminuiu 10% no 14 ° dia de tratamento,
indicando um decréscimo acentuado sob potential osmotico de _0.40 MPa,.

Considerando que in vivo, a agua é continuamente extraido pelas plantas e € perdida
para a atmosfera por evapotranspiracao, as plantas em experimentos in vivo onde a irrigacéo é
suspensa por algum tempo, a progressdo do déficit hidrico ocorre de leve a grave. Esta
consideracdo é importante na comparacdo dos resultados do presente experimento in vitro
com os obtidos in vivo pois este Ultimo apresentou uma reducéo de 45,2 % no CRA.

A diminuicdo do CRA ¢ um indicativo de perda de &gua, 0 que pode ocasionar
aumento do MDA indicativo de dano oxidativo. A importéncia dos danos oxidativos difere
entre espécies ou gendtipos e em resposta a intensidade e duracdo do estresse (SGHERRI et

al., 2000). No presente trabalho, as concentracdes foliares de MDA foram maiores no método



in vivo indicando danos oxidativos aos lipidios de membrana tanto no controle como no sob
déficit hidrico, enquanto que ndo ocorreu resultado semelhante no in vitro. Ou seja, as
atividades das enzimas SOD, APX e CAT ndo atenuaram os danos oxidativos no método in
vivo. Resultado semelhante foi registrado por Costa (2009) em plantas de andiroba em que as
concentragOes foliares de MDA evidenciaram claramente que as plantas de andiroba também
sofreram danos oxidativos aos lipidios de membrana, independentemente do regime hidrico.

A peroxidacao de lipidios gera o aldeido malénico (MDA), que é um produto da
decomposicdo de acidos graxos das biomembranas e é uma forma de atestar a presenca de
radicais livres. (LIN e KAO, 2000; MUNNE-BOSCH et al, 2002). A ocorréncia de
peroxidacdo de lipidios nas plantas irrigadas (no caso, o controle) poderia ser atribuida aos
distdrbios normais que ocorrem nas rotas metabolicas que envolvem reacdes de transferéncia
de elétrons, como na fase fotoquimica da fotossintese, na fotorespiracdo (em plantas C3) e na
respiragdo mitocondrial (MITTLER, 2002).

Segundo Foyer et al, (1994) sob condi¢Ges normais, as plantas geralmente estdo bem
adaptadas para minimizar os danos devido a inevitavel formacdo de ERO na fotossintese,
porém a seca intensifica a formacdo de radicais livres nas plantas por limitar o pool de
NADP+ disponivel para receber elétrons do fotossistema I. Dessa maneira, aumenta a
probabilidade de transferéncia de energia de excita¢do para O2, levando a produgdo de O2e-.
O balanco entre a formacdo e detoxificacdo de ERO € critico para sobrevivéncia da célula
durante periodos de estresse hidrico. Nos tecidos hidratados, a producdo de radicais livres
normalmente é regulada através do sistema antioxidante. Possivelmente o estresse hidrico
altera o equilibrio entre a producdo de radicais livres e as reacdes de defesa favorecendo a
producéo dos radicais livres (Zhang e Kirkham 1994).

A atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT) é geralmente
incrementada para promover melhor eliminagdo das ERO e promover uma maior protecdo
celular contra danos oxidativos (MITTLER, 2002). Tal et al. (1998) e Bor et al. (2003),
encontraram uma correlagdo entre maior atividade das enzimas antioxidantes e diminuigdo na
peroxidacdo de lipidios em tomate tolerante (Lycopersicum pennelli) e beterraba selvagem
(Beta maritima), respectivamente, sob estresse salino. Lima et al. 2002, observou que maiores
atividades da SOD, CAT e APX em plantas de Coffea canephora, clone 120 (tolerante a
seca), promoveram consideraveis decréscimos nos teores foliares de MDA e extravasamento

de eletrdlitos que no clone 109 A (sensivel a seca) sob condic¢des de deficiéncia hidrica.



Neste trabalho observa-se um aumento na atividade de SOD no método in vitro em
comparagdo ao in vivo enquanto que a atividade de APX e CAT sé&o detectadas no in vivo e
ndo detectadas no in vitro. E bastante claro a diferenca entre os dois métodos avaliados.

Aumentos e decréscimos na atividade da SOD sob condicdes de seca in vivo tém
sido relatados em literatura (MARTINEZ et al., 2001; PINHEIRO et al., 2004 e COSTA et
al.,2009). Como as atividades da APX e CAT foram maiores nas plantas de andiroba sob
déficit hidrico in vivo, pode-se inferir que o estresse desencadeou uma maior producdo de
H202, portanto, a detoxificacdo de O2:- nessas plantas pode ser parcialmente resultante da
atividade da SOD nos cloroplastos, como também a partir da reacdo direta do O2:-- com o
ascorbato e a glutationa reduzida (MITTLER, 2002).

Provavelmente a atividade das enzimas antioxidantes no método in vitro néo
atuaram na protecdo aos lipidios de membrana em virtude da reducdo do CRA ndo ter sido
suficiente para promover aumento no nivel de aldeido mal6nico. Em experimento realizado
por Turkan et al. (2004) in vitro com variedades de feijdo mostraram que maiores atividades
da SOD, CAT e APX na variedade P. acutifolius promoveram consideraveis decréscimos nos
teores foliares de MDA que na variedade P. vulgaris. Assim como, foram encontradas
diminuicdo da atividade da SOD em mudas de girassol (QUARTACCI et al.,1992), e
Aegilops squarrosa L. (BADIANI et al., 1990) e aumento na atividade da SOD em trigo
(BADIANI et al., 1990 e LUNA et al., 1985) sob estresse hidrico induzido por PEG.

A APX e a CAT pertencem a duas diferentes classes de enzimas de dissipacédo do
H202 devido as suas diferentes afinidades, com a APX tendo 0 Km na gama uM e a CAT na
gama mM. Portanto enquanto a APX seria responsavel pela modulacédo refinada das ROS para
sinalizacdo, a CAT seria responsavel pela remo¢do do excesso de ROS gerado durante o
estresse (Mittler, 2002), entretanto, deve-se considerar o papel da APX no combate ao
estresse oxidativo gerado em compartimentos que ndao possuem a CAT, como os cloroplastos.
O H202 produzido pela SOD é degradado pela CAT principalmente nos peroxissomos
(Scandalios, 1990, Azevedo et al., 1998).

A Catalase elimina H202, quebrando-a diretamente para formar agua e
oxigénio. Neste experimento o tratamento com PEG ndo teve efeito sobre a atividade da CAT
no meétodo in vitro. Zhang e Kirkham (1996) e Fu e Huang (2001) tambem relataram que a
atividade da CAT néo foi afetada pela seca moderada. A enzima CAT ¢é sensivel a luz in vitro
e sofre de fotoinativagdo com subseqliente degradacdo assim como em folhas intactas
(FEIERABEND e ENGEL, 1986). Fotoinativagdo do PSII e da catalase representam sintomas

gerais de sensibilidade a luz e fotodano cedo nas folhas.



Também foi postulado que a inativagdo de CAT pode também ser mediada por
eventos fotooxidativos iniciados através de absor¢do de luz pela clorofila nos cloroplastos
(Feierabend e Kemmerich, 1983). A demonstracdo da inativacdo de CAT na presenca de
cloroplastos isolados irradiados com luz vermelha em um simplificado sistema de modelo in
vitro supriu evidencia clara que CAT pode ser inativada por ROS liberadas dos cloroplastos.
Uma comparacao dos efeitos dos inibidores, doadores, ou aceptores para locais especificos do
transporte de elétrons fotossintéticos indicou que uma superreducdo do PSII e plastoquinona
representa a maior origem de formacdo de O2 e- e algum radical ndo identificado que
apareceu para mediar a inativagcdo da CAT fora dos cloroplastos (Shang e Feierabend, 1999).
A CAT ndo é uma enzima resistente. Ela é susceptivel para fotoinativacdo e degradacédo
(FEIERABEND e ENGEL, 1986; FEIERABEND et al., 1992; STREB et al., 1993).

No presente experimento nao foi observado também atividade de APX no método
in vitro. A enzima APX dissipa H202 em cloroplastos (onde ndo contem catalase).
Isoenzimas de APX sdo expressas por mecanismos regulatérios em resposta a varios estresses
ambientais ou celulares, e tem um papel co-operativo para proteger cada organela e minimizar
injuria tecidual (Lorkovi’c et al., 2000). Segundo Pastori e Trippi (1992) a atividade de APX
geralmente aumenta juntamente com a atividade de outras enzimas antioxidantes como a CAT
e SOD em resposta a varios fatores de estresse ambientais, sugerindo que 0s componentes de
sistemas dissipadores de ROS séo co-regulados.

6. CONCLUSAO

A metodologia empregada para avaliar a resposta ao estresse hidrico in vitro em
folhas de andiroba, foi insuficiente para validar este método. E necessario ampliar as
pesquisas na indugdo do déficit hidrico in vitro para andiroba, para que os resultados obtidos
ndo sejam mal interpretados e que conclusdes erradas ndo sejam obtidas. Danos aos lipidios

de membrana foram abrandados por meio da modulacéo da APX e CAT no método in vivo.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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