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RESUMO

Analise bioquimica do mutante hormonal de tomateiro Never ripe (Nr) submetido aos
estresses por cadmio e salinidade

A exposi¢do das plantas a estresses bioticos e abidticos pode levar ao aumento dos niveis
de espécies ativas de oxigénio (EAOs) nas células, gerando estresse oxidativo. Dentre os
causadores de estresses abidticos mais estudados, estdo a salinidade e o cddmio (Cd). A
salinidade pode causar um desequilibrio de fons nas células, resultando estresse osmotico. Ja o
Cd gera distdrbios nutricionais, estruturais e bioquimicos, levando ao aumento de EAOs. Para
combater este excesso, as plantas desenvolveram um complexo sistema de defesa que inclui
mecanismos enzimdticos € ndo enzimdticos de desintoxicacdo. Os hormoOnios vegetais, como 0
etileno, controlam importantes vias do metabolismo celular, fazendo com que as plantas
respondam de diferentes maneiras as condicdes de estresse. Fatores de estresse distintos podem
resultar em respostas diferenciadas por parte das células e dos diferentes tecidos das plantas. O
presente trabalho utilizou o tomateiro cv. Micro-Tom e seu mutante hormonal para etileno Never
ripe (Nr) cultivados em solucdo nutritiva e submetidos aos estresses por 100 mM de NaCl e 0,5
mM de CdCl, em coletas distintas (sete, 20 e 36 dias). Neste trabalho, as respostas das enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR), ascorbato peroxidase
(APX) e guaiacol peroxidase (GPOX) foram analisadas. Além disso, outros parametros
importantes como quantificacdo de Cd e Na, peroxidacdo lipidica, peréxido de hidrogénio
(H203), anélise do perfil protéico por SDS-PAGE e teor de clorofila foram avaliados. De acordo
com os resultados, o Cd acumulou-se mais nas raizes, e o Na foi absorvido pela plantas e
transportado até as folhas e frutos. O estresse provocado pelo Cd foi mais prejudicial ao
desenvolvimento do MT, aumentando os niveis de H,O, e MDA, assim como a atividade das
enzimas antioxidantes. Alteracdes nos perfis protéicos dos tecidos submetidos aos tratamentos
com Cd e Na também foram observadas. A absor¢do de Na pelos frutos foi elevada, alterando a
atividade das enzimas antioxidantes. A enzima que mais apresentou aumento de atividade foi a
GR, tanto em folhas quanto em raizes, nos trés periodos analisados, sugerindo que essa enzima
pode estar associada a sintese de fitoquelatinas (PCs) nos tecidos. Isso mostra que as enzimas
antioxidantes agem de maneira particular, conforme o periodo de estresse ao qual as plantas estdo
submetidas, de maneira que a resposta antioxidante € dindmica e particular a cada tecido da
planta.

Palavras-chave: Tomate; Cadmio; Salinidade; Mutante hormonal; Enzimas antioxidantes
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ABSTRACT
Biochemistry analyses of hormonal mutant Never ripe (Nr) to cadmium and salt stresses

Plant exposure to abiotic and biotic stresses can lead to enhanced production of Reactive
Oxygen Species (ROS) in cells, causing oxidative stress. Cadmium (Cd) and salt (NaCl) are
among the most studied abiotic stresses. Salinity can cause ion disturb in the cell, resulting in
osmotic stress. In the case of Cd, it can induce nutritional, structural and biochemistry changes,
leading to increased ROS levels. Plants have developed efficient antioxidant systems to act
against ROS, including a series of enzymatic and non-enzymatic detoxification mechanisms.
Plant hormones, such as ethylene, can control important pathways, which may result in different
manners for the plant to respond to stressful conditions. Different stress factors can result in
different responses depending of plant cells and tissues. This work used the miniature tomato
Micro-Tom and its hormonal mutant to ethylene counterpart, Never ripe (Nr), which were
maintained in nutritional solution and submitted to 100 mM of Na Cl and 0.5 mM of CdCl, for 7,
20 and 36 days. Antioxidant enzymes responses mainly by changes in activities of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), gluthathione reductase (GR), ascorbate peroxidase (APX) and
guaiacol peroxidase (GPOX) were analyzed. Moreover, others important evaluation parameters
such as Cd and Na quantification, lipid peroxidation, level of HO,, SDS-PAGE and chlorophyll
amount, were assessed. According to the results, Cd accumulated in roots while Na was uptaked
and translocated to the leaves and fruits. The stress caused by Cd was the most damaging to MT
plant development, increasing H,O, and lipid peroxidation, as well as antioxidant enzymes
activities. Alterations in SDS-PAGE protein profiles were also observed. The uptake of Na in
fruits was high, modifying antioxidant enzymes activities. GR was the enzyme that exhibited the
highest increase in activity in leaves and roots during all periods analyzed, suggesting that this
enzyme can be related to phytochelatin synthesis (PCs) in tissues and/or increased glutathione
synthesis. The results confirmed that the enzymes may respond differently depending on the
tissue, organ, time length of exposure and concentrations of the stressful agent.

Keywords: Tomato; Cadmium; Salinity; Hormonal mutant; Antioxidant anzymes
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo expostas constantemente a estresses ambientais e dentre os estresses
abidticos, a salinidade tem sido muito estudada, pois causa um desequilibrio de fons nas células,
o que resulta em toxidade i0nica e estresse osmatico. Outro estresse abidtico muito pesquisado €
o causado pelos metais. O cddmio (Cd), advindo de industrias de baterias e residuos urbanos,
gera disturbios nas estruturas das células, provocando altera¢des nutricionais, estruturais,
bioquimicas, entre outras. Esses estresses podem aumentar os niveis de espécies ativas de
oxigénio (EAOs) nas células, gerando o chamado estresse oxidativo. Para combater essas
espécies ativas de oxigénio que normalmente sdo produzidas no organismo, as plantas
desenvolveram um complexo sistema de defesa. Esse sistema de defesa inclui mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos de desintoxicac¢do capazes de agir contra as EAOs, interrompendo
as cascatas de oxidagdo descontrolada. Embora existam diversos sistemas antioxidantes, algumas
enzimas como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GR),
ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPOX) foram centralizadas neste estudo.

Sistemas modelo sdo utilizados para entender os fendmenos bioldgicos, tornando possivel
que estas informacdes sejam estendidas a outros organismos. Geralmente, sdo de porte pequeno,
de ciclo de desenvolvimento curto e necessitam de estrutura minima para seu cultivo. Por este
motivo, a cultivar miniatura do tomateiro Micro-Tom pode ser considerado um excelente
material, que além de apresentar alta diversidade em metabdlitos secundérios, é considerado um
modelo alternativo comparado a Arabidopsis, além de produzir frutos vidveis entre 70 e 100 dias.
Além disso, varios mutantes hormonais ja foram introduzidos no Micro-Tom, o que representa
modelos de estudos complementares apresentando sensibilidade a hormodnios. O fitormdnio
etileno € considerado o hormodnio do estresse, respondendo a estresses bidticos e abidticos.

O presente trabalho vem analisando respostas desse mecanismo de defesa em tomateiros
submetidos aos estresses por salinidade (NaCl) e por Cd, na cultivar Micro-Tom e no seu mutante
hormonal para etileno Never ripe (Nr). O objetivo do trabalho foi encontrar quais eram as
respostas fisiolégicas e bioquimicas que permitiriam diferenciar entre o Nr e MT. Em
experimentos preliminares foi demonstrado que as doses de utilizadas de NaCl e de CdCl,
ocasionavam estresse oxidativo em plantas de tomateiro. Assim, buscou-se compreender a

resposta do sistema antioxidante em relacdo ao etileno do mutante Nr sob condigdes estresse.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O tomateiro como modelo de estudos biolégicos

O tomateiro tem sido classificado como um excelente modelo para estudar processos
bioldgicos. A diversidade de metabdlitos secundérios e tecidos que facilitam analises
bioquimicas, além do préprio padrdao morfogenético diferente de Arabidopsis, coloca o tomateiro
como um modelo adicional de dicotiledonea em estudos comparativos (PRATT et al., 1997).
Como Arabidopsis, o tomateiro possui um genoma relativamente pequeno (7,1 x 10® pares de
bases), e poucas seqiiéncias repetitivas de DNA (LIMA et al., 2004), caracteristicas que facilitam
o conhecimento das estruturas gendomicas. Além disso, é uma espécie muito cultivada e de grande
importancia econdmica.

A cultivar miniatura de tomateiro, recentemente proposta por Meissner et al. (1997) como
modelo genético, produz frutos e sementes vidveis em vasos de apenas 50-100 mL de substrato,
completando seu ciclo de vida entre 70 e 90 dias. Com essas caracteristicas, a chamada cultivar
Micro-Tom (MT) pode crescer em laboratério na mesma estrutura minima requerida para
Arabidopsis. O ciclo de vida curto da cultivar MT possui a vantagem adicional de facilitar a
obtencdo de micro-plantas necessdrias aos estudos fisiolégicos. Portanto, esta cultivar pode

crescer em laboratério com a mesma estrutura minima requerida para Arabidopsis (LIMA et al.,

2004).

2.2 Mutantes hormonais em tomateiro

Hormonios vegetais sdo de grande importancia para o desenvolvimento das plantas. As
auxinas, as citocininas e o etileno controlam diversas etapas do desenvolvimento: desde a divisdo
(ZHANG et al.,, 1996), a expansio (CLELAND, 1995) e a diferenciacdo celular até o
amadurecimento de frutos e a senescéncia (BALBI; LOMAX, 2003).

O uso de mutantes para estudos de desenvolvimento tornou-se uma ferramenta muito
importante, a qual tem sido amplamente utilizada nos tltimos anos (GRAY, 2004). Entretanto, ha
poucos trabalhos relacionando as respostas aos variados estresses com os diferentes hormonios

vegetais. Mutantes de tomateiro podem ser utilizados como uma eficiente ferramenta em estudos
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genéticos para compreender os genes e suas fungdes. Poucas mutagdes foram bem caracterizadas
a nivel molecular nesta espécie, apesar de estas terem sido identificadas durante muitas décadas.
Como exemplo disso, podemos citar as mutagdes espontianeas e induzidas (EMMANUEL,;
LEVY, 2002). Entre as varias mutacdes ja descritas em tomateiro, contam-se as que apresentam
alteracdbes no metabolismo ou na sensibilidade a hormonios do tipo auxina (KELLY;
BRADFORD, 1986), acido abscisico (TAYLOR et al., 2000), giberelinas (KOORNNEEF et al.,
1990), etileno (WILKINSON et al., 1995) e brassinoesteréides (KOKA et al., 2000).

2.2.1 O mutante hormonal de tomateiro Never ripe (Nr)

Muitas espécies de plantas sd@o confrontadas com uma série de estresses, bidticos e
abidticos, aos quais sdo capazes de integrar diferentes respostas. Muitos trabalhos relatam a
existéncia de um complexo sistema de sinais reguladores que ocorrem em plantas durante os
estresses abidticos (FRANCIA et al., 2007). Varios estudos mostram que as respostas celulares a
estas mudancgas ambientais podem explicar a razdo pela qual as plantas resistentes a um
determinado estresse sdo, algumas vezes, tolerantes a outros tipos de estresses (FRANCIA et al.,
2007). Os fitormonios como a auxina e o etileno intermedeiam importantes papéis nas vias de
transducdo de sinais, permitindo que as plantas respondam ao estresse (TORRES; DANGL,
2005). Os sinais transducionais induzidos pelo estresse ndo sdao bem conhecidos, mas a
similaridade entre as respostas aos estresses abidticos pode indicar a relacdo das EAOs na
resposta ao hormonio (GRATAO et al., 2009). Assim, o uso de mutantes hormonais que estao
disruptos nas suas respostas aos hormonios sdo frequentemente utilizados para demonstrar ou
excluir interagdes entre vias de sinais de transducao (COENEN; LOMAX, 1998), porém pouco
relacionados diretamente aos fatores de estresse.

No caso do mutante Never ripe (Nr), o gene NR foi identificado através da homologia
com o0 ETRI e isto mostrou que o tomate mutante para amadurecimento (Nr) (RICK; BUTLER,
1956), apresenta uma mutagdo no dominio de ligacdo ao etileno presente no receptor do NR
(WILKINSON et al., 1995), o que impossibilita a ligacdo ao hormdnio. A mutacdo natural semi-
dominante ET-insensivel (Nr), parece ser de uma simples substituicdo de bases na regido de
codificacdo N-terminal do gene LE-ETR3 (NR), homdlogo do ETRI em Arabidopsis
(WILKINSON et al., 1995). A expressdo do ETRI em leveduras mostra que os primeiros 165
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aminodcidos sdo necessarios e suficientes para a ligacdo do etileno (SCHALLER; BLEECKER,
1995). A ligagdo do etileno com o receptor € mediado pelo cofator cobre. Mutantes que nio se
ligam ao cofator cobre sdo incapazes de se ligar ao etileno. O receptor também exibe forte
afinidade com a prata, que € largamente utilizada como um inibidor na percepg¢ao do etileno e age
no complexo receptor por deslocar o cobre no sitio ativo (RODRIGUEZ et al., 1999).

O efeito da mutacdo Nr, unido ao aumento da expressdo do gene NR, observada no inicio
do amadurecimento dos frutos do tipo selvagem, indica uma funcdo especifica desse receptor
durante a etapa do amadurecimento. Sabe-se que este mutante apresenta um amadurecimento
incompleto do fruto pela baixa sensibilidade ao etileno, de modo que o fruto pode apresentar
pigmentacdo de amarela até o vermelho escuro, mas ndo ocorre degradacdo da parede celular,
nao hd mudangas na maciez, nem aumento de sintese de agucares, fatores estes que caracterizam

o amadurecimento dos frutos (WILKINSON et al., 1995).

2.2.2 Biossintese de etileno

De maneira geral, os fitormonios sdo responsdveis pela integracdo de muitos aspectos
relacionados com o crescimento e desenvolvimento das plantas (KLEE, 2004). O etileno é
rapidamente difusivel, tendo um importante papel na integracio de eventos relacionados ao
desenvolvimento vegetal, como germinacdo de sementes, amadurecimento de frutos, abscisdo e
senescéncia, e aos fatores externos como altas e baixas temperaturas, injirias mecanicas,
estresses por metais no solo, entre outros, que podem conduzir a maior sintese de etileno. Pode
estar associado a outros fitormdénios como auxina, citocinina, acido abscisico (ABA), acido
salicilico e jasmonato, relacionados a sua via de sinalizagdo aos estresses bidtico e abidtico nas
plantas (ETHERIDGE et al., 2006).

O aminodcido metionina € o precursor do etileno. A etapa limitante da rota € a conversao
do S-Adenosilmetionina (AdoMet) em dacido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). A
reacdo € catalisada pelo ACC sintase (ACCS), sendo freqiientemente considerada como uma
etapa limitante na sintese de etileno (KENDE, 1993). O ACC ¢ oxidado a etileno, gés carbdnico
(COy) e cianeto de hidrogénio (HCN) pela ACC oxidase (ACCO) (Figura 1). Estas duas enzimas
sdo codificadas por uma familia de genes (KENDE, 1993). A acdo do etileno também pode ser

regulada dependendo do nivel de percepcdo da célula. Seis receptores de etileno em tomate
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(Solanum lycopersicum), designados por LeETR1, LeETR2, LeETR3 (NR), LeETR4, LeETRS5 e
LeETR6 foram isolados e caracterizados (KLEE; TIEMAN, 2002; KLEE, 2004). O LeETRI é
expresso constitutivamente em todos os tecidos, ja o LeETR2 é expresso em baixos niveis em
todos os tecidos, com inducdo de sua expressao em sementes antes da germinagdo e suprimido na
elongacdo de seedlings e na senescéncia dos peciolos foliares. Os mRNAs de LeETR3 (NR) sdo
mais expressos nos ovdrios € no amadurecimento do fruto (WILKINSON et al., 1995;
LASHBROOK et al., 1998). O LeETR4 esta presente em alto niveis em flores e frutos e baixos
nos tecidos vegetativos. A expressdo do LeETRS € similar ao do LeETR4, porém os niveis de
mRNA absoluto sdo mais baixas. Os genes de LeETR6 também sdo expressos em abundancia em
tecidos reprodutivos (flores e frutos) e menos nos tecidos vegetativos (TIEMAN; KLEE, 1999).
O etileno € um componente critico de muitos processos como a germinacao de sementes,
o amadurecimento de frutos, a abscisio e a senescéncia. E também um hormonio ligado ao
estresse, porque os estimulos adversos bidticos e abidticos conduzem a sintese de etileno
(BARRY; GIOVANNONI, 2007). A manipulacdo da biossintese de etileno ou a sua percepcao
permitem a modulacdo de processos e cria plantas com tracos mais robustos e desejaveis, o que

dd a idéia da importancia do etileno na planta (ARORA, 2005).

AdoMet ACC ACC
. . i - 1 i i i id .
Metionina -Satase S-Adenosilmetionina smtase ., Acc 2, Etileno

(AdoMet)

Figura 1 — Biossintese de etileno simplificada

2.3 Estresse oxidativo em plantas

Uma das mais importantes funcdes das células das plantas € a sua habilidade em
responder as modificagdes ambientais. Entender as conexdes entre as respostas iniciais das
plantas aos variados tipos de estresses que conferem a ela sucesso no ajuste as condi¢des de
crescimento alteradas é uma das grandes metas da biologia de plantas (GREENE, 2002;
GRATAO et al., 2008).

Os radicais livres e outras EAOs, como o peréxido de hidrogénio (H,0O,), sdo produzidos

de forma continua e em baixas concentracdes em qualquer sistema vivo, como um dos produtos
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do metabolismo aerdbio. Conseqiientemente, os organismos desenvolveram diversos sistemas
antioxidantes de defesa, visando a protecdo contra os possiveis danos causados pelas EAOs
(GRATADO et al., 2005; 2008). Entretanto, plantas expostas a estresses bidticos e abidticos podem
gerar um aumento na producdo das EAOs maior que sua capacidade antioxidante celular
(PANDHAIR; SEKHON, 2006), caracterizando o processo de estresse oxidativo. Este estresse
pode desencadear processos como a morte celular programada ou aumentar a resposta sistémica
de resisténcia a patégenos (MAHALINGAM; FEDOROFF, 2003). Por outro lado, as EAOs
podem também agir como sinalizadoras em varios processos adaptativos e sinais regulatdrios
intrinsecos de crescimento e desenvolvimento (PITZSCHKE et al., 2006).

Viérios mecanismos sdo utilizados pelas plantas para desintoxicar a célula das EAOs
produzidas, interrompendo as cascatas de oxidagdo descontrolada (GRATAO et al., 2005;
PITZSCHKE et al., 2006). A identificacdo dos pontos de producdao das EAOs, intensidade de
sinal, estdgio de desenvolvimento da planta e interagdes com outras moléculas sinalizadoras estao
envolvidas com respostas bioldgicas especificas (GECHEV et al., 2000).

A resposta das plantas ao estresse oxidativo ndo é bem conhecida como € no caso das
bactérias, leveduras e dos seres humanos (SOARES NETTO, 2001). O radical hidroxila ("OH) é
formado rapidamente na célula e pode causar danos as diversas classes de macromoléculas,
especialmente aos dcidos nucléicos. A funcionalidade das proteinas pode também ser afetada
pelas EAOs, tanto por oxidacdo das cadeias laterais dos aminodcidos como por reacdes
secunddrias com produtos aldeidicos da peroxidacdo lipidica (REINHECKEL et al., 1998). E
possivel que as mudangas observadas em sistemas antioxidantes ocorram como um resultado de
processos de degradacdo celular ndo especifico. Existem poucos estudos enfocando a oxidagdao
das proteinas, embora sejam biomoléculas essenciais as células pelas suas fungdes diversificadas
e tnicas.

Sabe-se, porém, que a peroxidagcdo dos lipidios das biomembranas é um dos principais
indicadores da ocorréncia do processo de estresse oxidativo (SEO, 1998), gerando vdrios
produtos que podem servir como indicativos da ocorréncia dos danos oxidativos aos lipidios.
Dentre estes produtos, o malondialdeido (MDA), é frequentemente utilizado como indicador do
processo de peroxidagao lipidica (DEWIR et al., 2006).

Os radicais peroxidos podem combinar-se entre si ou podem atacar proteinas da

membrana plasmdtica e da célula em geral, sendo capazes também de abstrair H" de outras
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cadeias e de dcidos graxos, propagando a reacdo em cascata. A velocidade da propagacdo da
reacdo € funcdo de vérios fatores, como a relagado lipidio/proteina na membrana, a composic¢ao de
dcidos graxos, a concentragdo de oxigénio e a presenca de antioxidantes (HALLIWELL et al.,

1993).

2.4 Salinidade em plantas

Durante séculos, a pratica da agricultura em ambientes aridos e semi-aridos € realizada em
solos com alta salinidade. A salinidade € um dos fatores abidticos mais importantes que causam
estresses as plantas, limitando-as em crescimento e produtividade (FLOWERS, 2004). Quase
1000 milhdes de hectares de solos cultivados sdo afetados pela alta salinidade (SZABOLCS,
1994). A salinidade do solo torna-se mais problematica devido ao aumento da irrigacdo nas terras
ardveis no mundo. Os efeitos da salinidade afetam quase todos os aspectos fisiolégicos e
bioquimicos das plantas, causando uma reducgdo significativa na produgdo. Altas concentracoes
de sais exdgenos afetam a germinagdo de sementes, causam déficit hidrico, além de gerarem um
desequilibrio de fons nas células, pelo excesso de Na* e CI', além da troca dos fons Mg," por CI" e
SO42', 0o que resulta em toxidade idnica e estresse osmoético (SAIRAM; TYAGI, 2004;
MANDHANIA et al., 2006). Efeitos especificos de estresses salinos no metabolismo de plantas,
especialmente o envelhecimento de folhas, foram relacionados as atividades dos fons Na* e CI’
em concentracdes toxicas, ou na auséncia de K' e Ca’* em quantidades suficientes (AL-
KARAKI, 2000). Além disso, diversos danos oxidativos estdo relacionados ao desequilibrio
i0nico e ao estresse osmotico.

Estudos prévios informam efeitos do estresse salino no metabolismo de nitrogénio
(CARILLO et al., 2005). O nitrato, carregado pelos transportadores especificos, é reduzido a
amonio por uma reacdo seqiiencial da nitrato redutase no citosol e da nitrito redutase em
plastidios/cloroplastos. A assimilacio do amonio em glutamina e gluatamato sdo essenciais para
o crescimento da planta, pois esses dois aminodcidos servem como precursores para a sintese de
outros aminoacidos, bem como de outros componentes nitrogenados. O estresse salino inibe a
assimilacdo de amonio (SAHU et al., 2001; KHADRI et al., 2001) e induz mudancas no pool de
aminodcidos (ASHRAF; BASHIR, 2003). A redu¢do do nitrato e a assimilacio de amonio

parecem implicar na regulacao do crescimento de plantas em resposta ao estresse salino.
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A fixacdo limitada de CO,, devido a condicdes de estresse, leva a uma diminui¢@o na taxa
de reducdo de carbono ocorrida no Ciclo de Calvin, além de uma reducdo na oxidacdo da
NADP?, que € o receptor de um elétron durante a fotossintese. Quando a ferrodoxina é reduzida
durante a transferéncia de elétrons na fotossintese, estes podem ser transferidos para o oxigénio
do PS-I para formar radicais superéxido (O,") pelo processo denominado Reacdo de Mehler, que
tornam as EAOs mais reativas. Qualquer desequilibrio no potencial redutor da célula pode ser
chamado de estresse oxidativo e resulta na produ¢dao de EAOs. O estresse salino aumenta a taxa
de producdo de EAOs, como O,", H,O,, ‘OH, e oxigénio singlet. Sabe-se que essa citotoxicidade
ativa as EAOs, que também sdo geradas durante os processos metabdlicos nas mitocondrias € nos
peroxissomos, destruindo o metabolismo normal através da peroxidacdo de lipideos, proteinas e
acidos nucléicos (GUETA-DAHAN et al., 1997; GRANT; LOAKE, 2000).

Estudos revelam que a tolerancia de sal pode aumentar se os radicais livres formados
durante os danos oxidativos forem desintoxicados através do sistema antioxidante (SHIGEOKA
et al., 2002), pois hd evidéncia de que a diminui¢do dos danos oxidativos € o aumento da
resisténcia a salinidade e outros estresses ambientais estdo provavelmente ligados a acdo do
sistema antioxidante celular (DEMIRAL; TURKAN, 2005). A capacidade de tolerincia ao sal
nas espécies tolerantes estd intimamente ligada a manutencdo de atividades especificas de
enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD) e as peroxidases. Nas folhas de
quatro cultivares de arroz, por exemplo, as enzimas exibiram diferentes sensibilidades ao estresse
provocado pelo excesso de NaCl (DEMIRAL; TURKAN, 2005). Assim, a intensidade dos danos
provocados pelo excesso de salinidade depende do balanco entre 0 EAOs e sua remog¢do pelo

sistema antioxidante (DEMIRAL; TURKAN, 2005).

2.5 Cadmio

Atualmente existe uma grande preocupagdo sobre os efeitos toxicos que alguns poluentes
ambientais possam exercer sobre a saide publica e o meio ambiente. A contaminacdo do
ambiente por metais pesados estd afetando diferentes areas do mundo como resultado das
atividades agro-industriais, que indiscriminadamente sdo responsédveis pelo aumento da poluicdo
(GRATAO et al., 2005; 2008). O termo “metal pesado” é aplicado a um grupo heterogéneo de

elementos, incluindo metais, semimetais e ndo metais (MELO et al., 1997), que possuem nimero
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atdmico maior que 20 ou peso especifico maior que 5 g.cm'3. Alguns deles sao nutrientes
essenciais aos vegetais, como o cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni), molibdénio
(Mo) e zinco (Zn), outros sdo benéficos ao crescimento das plantas, como o cobalto (Co), e
outros ndo sao essenciais ou nao apresentam fungao, caso do aluminio (Al), cddmio (Cd), cromo
(Cr), selénio (Se), mercurio (Hg) e chumbo (Pb) (MELO et al., 1997).

Metais pesados liberados no ambiente terrestre tendem a se concentrar no solo e
sedimentos, que sdo um grande reservatério disponivel para as raizes das plantas, vulnerdveis a
variacdo de concentracdes destes elementos. A presenga de metais pesados na rizosfera pode
causar decréscimo no crescimento (WOJCIK et al., 2005) e distirbios no metabolismo celular
(GRATADO et al., 2005). Os danos causados pelos metais pesados as plantas estdio relacionados as
suas concentragdes disponiveis no meio e a variacdo genotipica das diferentes espécies vegetais.
Estes danos vém sendo extensivamente estudados sob os aspectos bioldgicos e ecoldgicos. Além
disto, é de se esperar que as propriedades quimicas de cada metal determinem mecanismos
diferentes de estresse oxidativo e de resposta dos organismos a exposicdo ao mesmo, conforme
demonstrado por Cuypers et al. (1999).

O cédmio (Cd) € o principal contaminante ambiental e um dos mais toxicos entre 0s
metais pesados (GRATAO et al., 2005; 2008). Descoberto em 1817 por Stromeyer como uma
impureza do carbonato de zinco, este elemento quimico pertence ao grupo II-B da tabela
periddica, juntamente com o Zn e o Hg, sendo relatado que a concentracdo de Cd na crosta
terrestre varia entre 0,15 e 0,20 mg/kg (MATTIAZZO-PREZOTTO, 1994). O Cd tem sua
concentracdo aumentada no ambiente devido as atividades humanas de mineracao, adubagdo com
lodo de esgoto e efluentes industriais contaminados, fabricacdo de baterias de automoveis,
aplicacdes militares e aeroespaciais, estabilizacdo de pléstico e formulagdo de pigmentos, entre
outros (PRASAD, 1995).

Na planta, o Cd pode provocar alteracdes nas fungdes dos estomatos, transporte de
elétrons, Ciclo de Calvin-Benson, desordens na estrutura dos grana nos cloroplastos e na sintese
de clorofila (VITORIA et al., 2006). Investigacdes ultra-estruturais revelaram que o Cd induz
desorganizacdo na estrutura das folhas, como espacos intercelulares reduzidos, severas alteracoes
na estrutura dos cloroplastos e distirbios na dilatagdo das membranas dos tilacéides (DJEBALI et
al., 2005; GRATAO et al., 2009), afetando ainda a fosforilagdo oxidativa nas mitocOndrias
(KESSELER; BRAND, 1995). O Cd pode causar inibicao da divisdo celular e alteracdes nos
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cromossomos (SOBKOWIAK; DECKERT, 2003), podendo ligar-se a grupos SH de enzimas,
inibindo sua atividade (GUO et al., 2004).

O acumulo de Cd em determinados tecidos da planta pode levar a uma rejei¢cao comercial
de certas cultivares (YANG et al., 2004), além de se tornar perigoso a saide humana (WAGNER,
1993). Rauser (1995) relata que mais de 70% do Cd absorvido pelo homem tem origem na
ingestdo de vegetais. Desta forma, as plantas constituem-se no principal ponto de ligacdo entre
metais pesados e o0 homem, via cadeia alimentar (GALLI et al., 1996), tornando-se necessario o
estudo do efeito do Cd em plantas. Sabe-se que em animais a exposi¢do prolongada ao Cd
provoca distirbios renais e enfisemas pulmonares, desmineralizagdo Ossea, destruicio dos
eritrocitos e cancer (GHOSHROY et al., 1998). Este metal pode se acumular no corpo humano
por um periodo superior a 10 anos (SALT et al., 1995).

Ainda nas plantas, o Cd pode provocar danos a transpiragdo, translocacdo através do
floema, respiracdo, relagdes hidricas, reproducdo, mudancas em certas organelas, rompimento
estrutural e funcional das membranas celulares (PRASAD, 1995) e danos as raizes. Também, o
aparecimento de uma coloracdo marrom avermelhada nas margens das folhas e nervuras
(SCHICKLER; CASPI, 1999) e clorose das folhas, tém sido apontados como um dos sintomas
mais caracteristicos em plantas intoxicadas por este metal (DAS et al., 1997), devido ao fato de
que o Cd facilmente interage e compete com o Fe (SALT et al., 1995), Ni (BACCOUCH et al.,
1998) e Cu (MOCQUOT et al.,, 1996) por sitios de absorcio na membrana plasmética
(NASCIMENTO; PEREIRA, 1997), suprimindo a absor¢do desses elementos e induzindo

deficiéncia desses elementos neste 6rgao.

2.6 Mecanismos de defesa em resposta ao estresse oxidativo em plantas

Plantas expostas ao estresses bidticos e abidticos podem gerar mais EAOs do que sua
capacidade de limpa-los (PANDHAIR; SEKHON, 2006), ativando a morte celular programada
ou aumentando a resposta sistémica de resisténcia a patdégenos (MAHALINGAM; FEDOROFF,
2003). Entretanto, as EAOs podem agir como sinalizadoras em varios processos adaptativos
(APEL; HIRT, 2004; PITZSCHKE et al., 2006), dentro de respostas celulares apropriadas
(BHATTACHARIEE, 2005). Vérios mecanismos sao utilizados pelas plantas para desintoxicar

as EAOs produzidas sob condi¢cdes normais do metabolismo ou quando situagdes de estresse
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oxidativo sdo estabelecidas (GRATAO et al., 2005; POMPEU et al., 2008). Recentemente, as
informacdes sobre o papel das EAOs tém sugerido que elas sdo consideradas ndo apenas
moléculas sinalizadoras de estresse, mas também sinais regultérios intrinsicos de crescimento e
desenvolvimento (VRANOVA et al., 2002). A identificacdo dos pontos de producdo das EAOs,
intensidade de sinal, estdgio de desenvolvimento da planta e interacdes com outras moléculas
sinalizadoras estdo envolvidas com respostas bioldgicas especificas (GECHEV et al., 2006).

A toxicidade das EAOs pode explicar a evolucdo de arranjos complexos de mecanismos
enzimadticos e nao enzimaticos de desintoxicacao capazes de agir contra as EAOs, interrompendo
as cascatas de oxidacdo descontrolada (PITZSCHKE et al., 2006). Estes mecanismos de defesa
em plantas incluem enzimas como a superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), que dismuta O,"
a H,O,. Subsequentemente, H,O, € desintoxicado a H,O pela ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.11), catalase (CAT, 1.11.1.6,) e glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9) (GRATAO et
al., 2005). Além disso, para a desintoxicacdo de H,O,, fitofendlicos podem agir como
antioxidantes pela doacao de elétrons para as peroxidases dependentes de guaiacol (GPOX, EC
1.11.1.7) (SAKIHAMA et al., 2002). O ciclo da GPX gera glutationa reduzida (GSH) a partir da
glutationa oxidada (GSSG) através da acdo da glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2) usando
NAD(P)H como agente redutor (APEL; HIRT, 2004). Todos estes compostos antioxidantes
interagem, formando um sistema de resposta antioxidativa dindmico, que pode minimizar as
conseqiiéncias do estresse e manter o equilibrio pré-oxidante/antioxidante (EMBERSON, 2003).
Quantificar a atividade ou concentracdo dos antioxidantes € uma forma de avaliar o estado da
planta e sua capacidade de tolerancia aos poluentes ambientais (LONG; NAIDU, 2003). Assim, o
estudo da atividade enzimatica e de compostos produzidos por estresse serve como um critério de
avaliagdo da fitotoxicidade da salinidade e de metais em plantas. Uma vez sabendo-se a via
preferencial de desintoxicacdo destes agentes estressantes em diferentes espécies de plantas,
pode-se tragar estratégias de estudo e melhoramento genético, como por exemplo, a manipulacao
de enzimas que possam condicionar tanto sensibilidade como tolerancia a estes agentes
estressores em diferentes cultivares, ou servir como bioindicadores ou marcadores da toxicidade
por determinados efeitos estressores em ambientes particulares. Em todos esses casos, o
parametro bioquimico a ser analisado poderia ser relativo aos niveis de atividade de enzimas

antioxidantes.
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2.6.1 Superoéxido dismutase (SOD)

A superoxido dismutase € a primeira enzima de defesa contra danos provocados por
EAOs nas células largamente distribuidas entre organismos que consomem oxigénio (O;)
(ALSCHER et al., 1997; OLMOS et al., 2003). A SOD ¢ responsavel pela dismutacdo do 0, em
H,0,, influenciando as suas concentracdes (Figura 2). As fontes geradoras de O," podem ser
naturais, pelos produtos de atividades metabdlicas, incluindo cadeia transportadora de elétrons ou
induzida por agentes externos (SEN RAYCHAUDHURI; DENG, 2000). As isoformas de SOD
sdo codificadas no nudcleo e quando necessdrias, sdo transportadas até suas organelas por
sequéncias NH,-terminal sinalizadoras (BOWLER et al.,1994) e entdao compartimentalizadas. Em
plantas superiores, diferentes isoformas tém sido detectadas em plantas e classificadas de acordo
com o cofator metalico, Mn, Fe e Cu/Zn (ALSCHER et al., 2002). Mn-SODs estio localizadas
em mitocondrias e peroxissomos e tém sido reportadas em uma série de espécies (DEL RIO et
al., 2003). A Fe-SOD esta associada com cloroplastos (ALSCHER et al., 2002), enquanto que a
Cu/Zn-SODs sao encontradas no citosol, cloroplastos e peroxissomos (DEL RIO et al., 2002).
Recentemente, uma classe distinta de SOD que contém Ni (Ni-SOD) foi descoberta em
cianobacterias e Streptomyces (BARONDEAU et al., 2004).

A Fe-SOD ¢é uma enzima dimérica formada por duas subunidades idénticas e estd
localizada no cloroplasto. A Mn-SOD € uma enzima que possui estrutura similar a Fe-SOD,
sendo observada na matriz mitocondrial (BOWLER et al., 1994). Ambas sdo encontradas em
procariontes e eucariontes. Entretanto, a Cu/Zn-SOD esta presente geralmente no citoplasma de
células eucaridticas e no cloroplasto. A Fe-SOD e a Mn-SOD parecem ser muito similares na
estrutura primdria e tridimensional e em outras propriedades fisico-quimicas. A Cu/Zn-SOD nao
apresenta tal similaridade. Assim, presume-se que tanto a Fe-SOD como a Mn-SOD podem ter
um ancestral comum, sendo que a Cu/Zn-SOD possivelmente evoluiu independentemente
(CHEN; LIU, 1996). Bowler et al. (1992) relataram em seus estudos de filogenia da SOD que a
Mn-SOD e a Fe-SOD sdo as mais antigas, indicando que provavelmente evoluiram antes da
divergéncia entre procariotos e eucariotos, enquanto que a Cu/Zn-SOD, mais recente, evoluiu
independentemente em algum ponto no inicio da linhagem eucaridtica, indicando uma dupla
evolucdo desta enzima. De maneira geral, as Cu/Zn-SODs s@o encontradas no citosol e no

estroma dos cloroplastos (HAYAKAWA et al., 1984) e sdo sensiveis ao radical cianeto (CN")
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(MALLICK; MOHN, 2000). As Mn-SODs e Fe-SODs nao sido sensiveis ao CN™ e tém sido
encontradas geralmente na matriz mitocondrial de células eucariéticas e em células procaridticas.
Segundo Van Camp et al. (1996), as isoformas de SOD apresentam grande semelhanca entre as
diferentes espécies de plantas. Contudo, o nimero e tipo destas isoformas variam de planta para
planta (SCANDALIOS, 1993). A Cu/Zn-SOD foi encontrada no citosol de arroz (PAN; YAU,
1991), nas mitocondrias de girassol (CORPAS et al., 1991) e no cloroplasto de Arabidopsis
(KLIEBENSTEIN et al., 1998). A Mn-SOD foi encontrada em mitocondria de aveia (SEHMER;
DIZENGREMEL, 1998) e em feijao (CORPAS et al., 1991). A Fe-SOD foi encontrada em
plantas como Arabidopsis (KLIEBENSTEIN et al., 1998), com a funcdo de catalisar a produgdo
de H,0, formado durante a B-oxidacdo de 4cidos graxos e em peroxissomos de folhas verdes
durante a fotorrespiragdo pela transformacdo do glicolato em glioxilato (HAVIR; McHALE,
1989).

0, +0,” +2H" 292, 0, +H,0,

Figura 2 — Modo de agfio da enzima superéxido dismutase para metabolizar o O,

2.6.2 Catalase (CAT)

A catalase metaboliza o H,O; liberado nos peroxissomos em H,O e O, IGAMBERDIEV,
LEA, 2002) (Figura 3). A CAT e vérias aminotransferases do ciclo fotorespiratério estdao
localizados nos peroxissomos, com a CAT representando a maior constituinte da matriz
peroxissomal em tecidos fotossintéticos (REUMANN; WEBER, 2006). A CAT pode também
usar o H,O, para oxidar toxinas, incluindo fendis, adcido formico e formaldeido. As isoenzimas de
CAT sado reguladas temporalmente e espacialmente, podendo responder diferentemente a luz
(SKADSEN et al., 1995) e CO, (AZEVEDO et al., 1998). As isoenzimas de CAT tém sido
estudadas extensivamente em plantas superiores (SKADSEN et al., 1995; SCANDALIOS et al.,
2000; MICHAEL; MCCLUNG, 2002; BAGNOLI et al., 2004).

Devido a sua ampla distribuicdo e capacidade de degradar rapidamente o H,O,, foi
proposto por vdrios pesquisadores que a CAT desempenha um papel fundamental nos sistemas

que capacitam os organismos a viverem em ambientes aerébicos (MALLICK; MOHN, 2000). A
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CAT ¢ a tnica entre as enzimas degradantes de H,O, que ndo consome equivalentes redutores
celulares e possui um mecanismo muito eficiente para remover o H,O, formado nas células sob
condicdes de estresse (MALLICK; MOHN, 2000). As evidéncias sugerem que a CAT utiliza
mecanismos de dois estigios, tanto nas reacdes peroxidativas como nas cataliticas. No primeiro
estdgio, o ferro do grupo heme da CAT interage com o H,O, para formar um peréxido de ferro
rico em O,. Este composto intermedidrio € denominado de componente I. Em baixas
concentracdes de H,O (<10-6 mol L), o componente I pode ser reduzido por uma variedade de
doadores de hidrogénio (por exemplo, etanol e dcido ascérbico). As elevadas concentracdes de
H,0,, o componente I reage com uma segunda molécula de H,O, para produzir 4gua e uma
molécula de O, (SCANDALIOS, 1994).

Existem trés tipos distintos de isoenzimas de CAT identificadas (CAT1, CAT2, CAT3)
(SCANDALIOS, 1993). Em plantas a CAT1 € responsdvel por 80% da atividade total desta
enzima e estd localizada no interior dos peroxissomos, sendo 15 responsdveis pela transformacao
do H,O; produzido na fotorrespiracio em H,O e O, (WILLEKENS et al., 1997). A CAT2 ¢é
encontrada nos tecidos vasculares. A CAT3 estd localizada no meséfilo das folhas
(SCANDALIOS, 1990). Em plantas, as CATs concentram-se no citoplasma, principalmente nos
peroxissomos de folhas e glioxissomos de tecidos que armazenam lipideos, com exce¢do da
CAT3 de milho e da CAT de algumas algas verdes que sdo mitocondriais, embora esta dltima
ainda ndo tenha papel fisiologico totalmente compreendido (SKADSEN et al., 1995; FRUGOLI
et al., 1996; IWAMOTO et al., 1998).

2 H202 ﬂb 2 Hzo + 02

Figura 3 — Modo de ac@o da enzima catalase para metabolizar o H,0,

2.6.3 Glutationa redutase (GR)

A glutationa reduzida (GSH) € um importante metabdlito no combate as EAOs
(especificamente O,"~ e H,0») via o Ciclo Halliwell-Asada. Para a regeneracio de GSH, a partir
da sua forma oxidada (GSSG), a enzima chave € a glutationa redutase (GR) (LEE et al., 1998)

(Figura 4). A enzima GR € de ocorréncia quase universal, sendo amplamente distribuida entre
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procariotos e eucariotos, desde bactérias heterotréficas e fotossintetizantes até plantas e animais
superiores (CREISSEN et al., 1994). Em folhas de ervilha, a GR encontra-se presente no
cloroplasto, mitocondrias e compartimentos celulares (EDWARDS et al., 1990). A GR contém
um grupo prostético flavina adenina dinucleotideo (FAD) transferidor de elétrons que catalisa a
reducdo dependente de NADPH da GSSG para GSH (CREISSEN et al., 1994; VOET; VOET,
1995).

Foram realizados trabalhos estudando a GR em microrganismos, sendo relatado um
aumento na atividade desta enzima sob elevada irradiacdo de UV (LESSER; STOCHAIJ, 1990),
deficiéncia de dgua (SMIRNOFF, 1993) e estresses promovidos por extremos de temperatura
(RADY et al.,, 1994). Em Anabaena doliolum, entretanto, a exposi¢do ao Cu promoveu um efeito
negativo na atividade da GR (MALLICK; RAI, 1999). A glutationa (GSH) é o componente tiol
mais abundante em plantas, sendo considerado essencial para células de plantas e animais contra
uma variedade de estresses oxidativos, incluindo poluicao do ar, calor, frio e seca. Fadzillah et al.
(1996) verificaram que em plantas de arroz submetidas ao frio ocorreu um aumento da
concentracdo de H,O, e mudangas na razdo de GSH para GSSG nos tecidos desta espécie.

A GSH tem papel importante como antioxidante e na sintese de fitoquelatinas (PCs). O
papel da GSH na tolerancia a metais pesados foi pesquisado por Gallego et al. (1996), que ao
tratarem plantas de girassol com Cd observaram a diminui¢cdo do nivel de GSH e a inducdo de
PCs trés dias apds o inicio do tratamentos. De acordo com Creissen et al. (1994), para realizacdao
destas fungdes, a GSH deve estar na sua forma reduzida, reacdo esta causada pela GR. Desta
forma, a GR tem importante papel na protecao do cloroplasto contra danos oxidativos mantendo a
razdo entre os niveis de GSH e GSSG (GALLEGO et al., 1996). Os genes de GR de ervilha e
tabaco foram clonados e seqiienciados (CREISSEN; MULLINEAUX, 1995; STEVENS et al.,,
1997) e mais recentemente clones de cDNA tém sido obtidos a partir de enzimas humanas, o que
confirmou a homologia na seqiiéncia de aminodcidos de seres humanos e plantas (TUTIC et al.,
1990). Porém, dificuldades na purificagcdo e sequenciamento em plantas superiores tém, até
recentemente, impedido algumas comparagdes diretas entre a sequéncia de aminodcido de uma
GR de planta e de outros organismos (CREISSEN et al., 1994). Schickler e Caspi (1999)
mostraram que em plantas do género Alyssum, altas concentracdes de metal diminuiram a
atividade da GR. Em trigo, foi verificado o aumento da atividade da GR na presenca do Ni

(PANDOLFIN et al., 1996).



31

NADPH + H" NADP*

GR
GSSG > GSH

Figura 4 — Modo de a¢@o da enzima glutationa redutase para converter GSSG em GSH

2.6.4 Ascorbato peroxidase (APX)

Em células vegetais, o substrato redutor mais importante para a destoxificacao de H,O, é
o ascorbato (MEHLHORN et al., 1996; NOCTOR; FOYER, 1998). A ascorbato peroxidase
(APX) catalisa a reagdo em que duas moléculas de ascorbato sdo oxidadas para reduzir uma
molécula de H,O, a dgua. A regeneracdo de ascorbato envolve a oxidacdo de glutationa reduzida,
o que por sua vez € regenerado por acdo da GR (FOYER; HALLIWELL, 1976), constituindo o
Ciclo de Ascorbato-Glutationa (FOYER; HALLIWELL, 1976) (Figura 5).

As isoenzimas de APX estao distribuidas em pelo menos quatro compartimentos celulares
distintos: o estroma e membrana do tilacéide, nos cloroplastos, e microcorpos e citosol (ASADA,
1992; MIYAKE; ISHIKAWA et al., 1995). Os cDNAs que codificam as isoenzimas de APX
foram isoladas de varias espécies vegetais e ja foram bem caracterizados por varios grupos de
pesquisa (MITTLER; ZILINSKAS, 1994), sendo que uma segunda familia de cAPX também ja
foi relatada em vdrias espécies tais como espinafre, Arabidopsis, soja e arroz (ISHIKAWA et al.,
1995; SANTOS et al., 1996; JESPERSEN et al., 1997).

Diversos trabalhos relatam as alteracdes na atividade e no nivel de expressdao de APX sob
condicdes de estresse ambiental, tais como o0zdnio, radiacdo ultravioleta, baixa temperatura
associada a alta luminosidade, estresse hidrico e infec¢dio por patégenos (SCHONER; KRAUSE,
1990; MITTLER; ZILINSKAS, 1994; MITTLER et al., 1998), além de estresse gerado por

metais pesados, principalmente Cd e Cu.
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DHAR

GSS GS

GR
(77 >
Ascorbato NADPH NADP*
Dehidroascorbato
MDHAR
NADP*
APX NAD(P)H
H,0, 2H,0 Monodehidroascorbato

Figura 5 — Modo de a¢do da enzima ascorbato peroxidase para converter H,O, em H,O
2.6.5 Guaiacol peroxidase (GPOX)

As peroxidases sdo hemeproteinas que catalizam a oxidacdo do substrato
concomitantemente a reducdo do peréxido de hidrogénio. O mecanismo de acdo da guaiacol
peroxidase (GPOX) é o mesmo da APX, embora a GPOX utilize doadores de elétrons aromaticos
como guaiacol e pirogalol (ASADA, 1999). Entretanto, uma peroxidase que oxida ascorbato com
um aminoacido similar a GPOX foi encontrada em Camellia sinensis (KVARATSKHELIA et al.,
1997). A GPOX tem quatro pontes dissulfeto ligadas a oito residuos conservados de cisteina para
a ligacdo de carboidratos e Ca**. A APX ndo contém carboidrato e ndo apresenta sequéncias
correspondentes para glicosilagdo e ligagdao ao Ca® (ASADA, 1999). As peroxidases participam
de vdrios processos metabolicos essenciais incluindo regulagdo do crescimento celular,
lignificacdo, oxidacdo fendlica, defesa contra patégenos e protecdo contra estresses.
(GOLDBERG et al.,, 1986). Nas espécies vegetais e em particular no linho (Linum

usitatissimum), a GPOX apresenta isoformas dcidas e bdsicas. A isoforma 4cida estd envolvida
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numa variedade de processos relacionada com a biossintese da parede celular, incluindo a
formacdo de lignina. A isoforma bdsica participa da regulacdo da degradacdo do 4cido indol-
acético (AIA) e da sintese de etileno (FIELDES; GERHARDT, 1998).

Em experimentos in vitro, a GPOX catalisa a oxidacdo dos doadores de hidrogénio devido
a auséncia de substrato especifico. No entanto, in vivo a GPOX pode utilizar o ascorbato como
substrato para suas reacdes. Neste caso, a destoxificagdo pode se tornar a fun¢@o principal de
algumas isoformas (FIELDES; GERHARDT, 1998). Como exemplos, podemos citar em plantas
o aumento na atividade da GPOX na presenga da radiacio UV-B, constatado em Hibiscus rosa-
sinensis e Beta vulgaris (PANAGOPOULOQOS et al., 1990). Supde-se que o estudo das alteracdes
provocadas pela inducdo de estresses fisioldgicos poderia contribuir para a melhor compreensao

da a¢do especifica das isoformas da GPOX (CAMPA, 1991).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética e Bioquimica de Plantas do
Departamento de Genética e no Laboratério do Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal
do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da

Universidade de Sao Paulo (ESALQ-USP).

3.1 Materiais biologicos

Para o presente trabalho, foi utilizado o mutante hormonal Never ripe (Tabela 1) ja obtido
em plantas de tomateiro de porte pequeno, bem como o parental Micro-Tom. Esse mutante foi
selecionado em func¢do do etileno estar relacionado a uma variedade de trabalhos envolvendo
estresse oxidativo. O etileno estd principalmente envolvido no inicio da resposta ao estresse,

como abscisdo foliar, senescéncia, regeneracdo de lesdes e aumento na resisténcia a moléstias.

Tabela 1 - Caracteristicas morfoldgicas e fun¢des dos genes do Never ripe

Classe Caracteristicas morfoldgicas e funcgoes
Mutante Ref.
hormonal dos genes correspondentes
— Plantulas ndo apresentam triplice
Never ripe Etileno resposta ao serem tratadas com etileno; Wilkinson et
(Nr) — Frutos ndo amadurecem totalmente; al. (1995)

— Defectivo para gene receptor de etileno.

3.2 Experimento basico

O mutante Never ripe e o parental Micro-Tom foram semeados em substrato organico
inerte (Plantmax HT Eucatex, Brasil) com vermiculita, na propor¢ao 1:1, adubado com 1 g de
NPK (10-10-10), com 4 g de calcario dolomitico (Ca + Mg) por litro de substrato
(homogeneizado). Apos duas semanas da semeadura, foi realizado o transplantio das mudas para
vasos Leonard com areia de rio autoclavada de textura média com flocos de isopor, na propor¢ao
de 1:1 (Figura 6). O isopor foi utilizado para promover aeracdo no substrato. Posterior ao
transplantio, solu¢c@o nutritiva padrao de Hoagland e Arnon (1950) a 25% foi utilizada nos dois

primeiros dias, sendo substituida por solu¢do 100% apds esse periodo de aclimatacdo, trocada
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constantemente a cada sete dias. No inicio da floracdo, as concentragdes do metal e do sal foram
colocadas na solu¢do nutritiva. Os materiais (folha, raiz e fruto) foram coletados nos seguintes
periodos:
—TO: plantas sem contaminac¢do, coletadas no dia da aplicagc@o dos tratamentos;
— 1% coleta: sete dias ap6s a aplicacao dos tratamentos;
— 2% coleta: 20 dias apds a aplicagdo dos tratamentos;
— 3% coleta: 36 dias apds a aplicagdo dos tratamentos.

A coleta aos sete dias foi realizada para observar uma provavel resposta rdpida dos
genotipos aos estresses €, as posteriores coletas, para acompanhar as respostas do sistema

antioxidante frente aos estresses ao longo do desenvolvimento dos gendtipos.

Figura 6 — Plantulas de tomateiro e vasos Leonard utiliza. A. Tamanho das plantulas transplantadas; B. Vaso
Leonard com areia e isopor na proporcao 1:1



37

3.2.1 Vasos Leonard

Os vasos foram montados a partir de garrafas de pldstico de um litro cortadas ao meio e
uma das metades (a do bico) virada para baixo, de modo a encaixar na outra parte, e perfuradas
para colocagdo de fios de ndilon que serviriam de capilares. Esses vasos foram entdo pintados
com tinta spray prata para ndo ocorrer absor¢cdo da radiagdo solar durante o dia na casa de
vegetacdo, assim como para impedir a proliferacdo de algas no recipiente. A solugc@o nutritiva
com os tratamentos era passada semanalmente pela areia, deixada escorrer em recipientes

proprios e no recipiente suporte era colocado dgua destilada para manter o substrato imido.

3.3 Matéria seca

Os materiais vegetais foram coletados nos periodos determinados e colocados em sacos de
papel pardo para serem secos em estufa a 55°C durante cinco dias. Apds a secagem, foi medida a
massa seca da folha e da raiz aos sete, 20 e 36 dias de exposi¢@o aos tratamentos € massa seca dos

frutos aos 36 dias de exposi¢ao aos tratamentos. Os dados estdo expressos em gramas.

3.4 Determinacao de clorofila por SPAD

O medidor de clorofila (ou medidor SPAD) é uma ferramenta simples, portétil que mede a
perda da cor verde ou a concentragdo relativa de clorofila em folha (KARIYA et al., 1982). A
medicao fornece leituras instantaneas e nao destrutivas em plantas baseadas na quantificacao da
intensidade de luz absorvida da amostra de folha. Desenvolvido pela Companhia Minolta no
Japao, o aparelho Chlorophyll Meter SPAD-502 (Soil and Plant Analysis Development) permite
a avaliacdo indireta do teor de clorofila nas plantas. Esse aparelho recebeu no Brasil o nome de
clorofildmetro e expressa os resultados em valor de unidades SPAD. Por ser portatil e de fécil
manuseio, esse aparelho é usado diretamente no campo e fornece resultados imediatos de
estimativa do teor de clorofila através de leituras realizadas no limbo foliar (KONICA
MINOLTA SENSING, 2003). Um dos métodos utilizados em laboratdrio para a determinagao de
clorofila € descrito por Arnon (1949). Porém esse método, ainda que fécil, apresenta

desvantagens como coleta destrutiva do material vegetal e extracdo via maceracdo com acetona.
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Com o advento de medidores portateis a estimativa do teor de clorofila tornou-se facil e ripida,
sendo realizada diretamente no campo (YADAVA, 1986).

O aparelho foi utilizado semanalmente fornecendo leituras correspondentes ao teor do
pigmento presente na folha. Os valores foram calculados pelo equipamento com base na
quantidade de luz transmitida pela folha em duas regides de comprimento de onda (400-500 nm e
600-700 nm) nas quais a absor¢cdo de clorofila é diferente. O instrumento foi utilizado para
estimar a concentragdo de nitrogénio da folha, visto que o teor de clorofila se relaciona

positivamente com a concentracao desse nutriente (MALAVOLTA et al., 1997).

3.5 Extracio de proteinas

Os materiais vegetais coletados (raiz, folha e fruto) foram coletados nos determinados
periodos na casa de vegetacdo e colocados em nitrogénio liquido, sendo conservados em freezer
-80° até o momento da extragdo. Posteriormente, foram colocadas em um mortar no qual foi
adicionado N, liquido e feita a maceracdo até ficar com o aspecto de farinha. As amotras foram
homogeineizadas em tampao fosfato de potdssio 100 mM, pH 7,5, contendo 1 mM EDTA (4cido
etileno diamino tetracético), 3 mM DTT (ditiotreitol) e 4% (p/v) PVPP (polivinilpolipirrolidona)
de acordo com Gomes-Junior et al. (2007). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por
30 minuto a 4°C, utilizando uma centrifuga Beckmam modelo J2-MC. O sobrenadante foi

coletado, aliquotado e estocado em freezer -80°C até o momento das andlises.

3.6 Determinacao de proteina

A concentracdo das proteinas totais foi determinada segundo o método de Bradford
(1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrdo. Foi utilizado o
espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40. O resultado da quantificacdo estd apresentado em

mg/mL.
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3.7 SDS-PAGE

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE é empregada em estudos de proteinas, o qual
utiliza um agente dissociante para desnaturd-las em subunidades. O agente dissociante
comumente utilizado € o detergente i6nico dodecil sulfato de sédio (SDS). A mistura de proteina
¢ desnaturada pelo aquecimento, na presenga do SDS e mercaptoetanol, cuja funcdo € quebrar as
ligacdes dissulfeto (LAEMMLI, 1970).

As proteinas das amostras foram separadas utilizando o sistema Mini Protean II da Bio-
Rad. A concentracdo do gel foi de 10% de poliacrilamida. Para a confec¢do de um mini gel foi
utilizado 2,5 mL de uma solucdo 40% de acrilamida (Sigma), 2,5 mL de tampado TRIS 2,9 M,
pH 8,9 e 5 mL de dgua e 100 pL. de SDS 10%. Como catalisadores foram utilizados 19 pL de
TEMED e 25 uL de persulfato de amonio (1%). Apds a polimerizacdo desse gel de resolugao
(cerca de 30 minutos), foi aplicado o gel de empacotamento segundo o protocolo: 500 uL de
acrilamida, 1,25 mL tampao TRIS 500 mM, pH 6,7 e 2,75 mL de dgua e 50 uL. de SDS 10%.
Para a polimerizagao foram utilizados 10 uLL de TEMED e 50 uL de persulfato de amonio (1%).

Para cada gel foram aplicados 4 uL. de padrao BenchMark - Protein Ladder — Invitrogen
e 8 ug de proteina por canaleta . A eletroforese foi conduzida a temperatura ambiente em
corrente constante de 15 mA/placa. O tampao de corrida (5X concentrado) contém 25 mM
TRIS, pH 8,3 acrescido de 192 mM de glicina e 1% de SDS 10%. O tampdo de amostra contém
3 mL de dgua destilada, 1 mL de tampao de empacotamento, 1,6 mL de SDS (10%), 400 uL de
solucdo 0,5% de azul de bromofenol e 400 uLL de mercaptoetanol.

Ap6s a corrida, o gel foi colocado em solucdo fixadora overnight contendo 40% de
etanol e 10% de 4cido acético glacial, completando o volume para 50 mL com 4gua destilada.
Posteriormente, o gel foi colocado em solu¢do incubadora por 15 minutos, contendo 3,4 g de
acetato de sodio trihidratado, 15 mL de etanol, 0,2 g de tiossulfato de sédio e 260 pL de
glutaraldeido 25%, completando o volume para 50 mL. Lava-se o gel por 45 minutos (3 x 15
minutos) com dgua destilada e incubacdo do mesmo em solucdo de prata por 15 minutos,
contendo 0,05 g de nitrato de prata e 10 UL de formaldeido, completando o volume para 50 mL
com agua destilada. O gel € colocado em solugdo reveladora (contendo 1,25 g de carbonato de

sodio e 5 uL de formaldeido, completando o volume para 50 mL de 4gua destilada) até
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aparecerem as bandas e posteriormente repassados em solugado stop (0,73 g de EDTA em 50 mL
de 4gua destilada) para parar a reacdo. Os géis foram documentados no Image Scanner —

Amersham Biosciences.

3.8 Peroxidacao de lipideos

A peroxidacdo de lipideos foi determinada através da producdo de metabdlitos reativos a
dcido 2-tiobarbiturico (TBA), principalmente o malondialdeido (MDA), segundo Heath e Packer
(1968). As amostras frescas foram maceradas com 1 mL de TCA (acido tricloroacético) (0,1%)
juntamente com 20% de PVPP. Apés a perfeita homogeneizacdo, foram transferidas para tubos e
centrifugados a 10.000 rpm por cinco minutos. Do sobrenadante, foi retirado 250 uL ao qual foi
adicionado 1 mL de TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi colocada em banho seco por 30
minutos, a 95°C e resfriada em gelo, na sequéncia. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 10.000 rpm. A leitura foi realizada em espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40 a

535 e 600 nm. A quantidade de MDA ¢ expressa em nmol/g de matéria fresca.

3.9 Contetdo de peroxido de hidrogénio

O contetdido de peréxido de hidrogénio (H,O,) foi determinado através da reacdo com
iodeto de potéssio (KI), segundo Alexieva et al.(2001). As amostras frescas foram maceradas
com 1 mL de TCA 0,1%. Apds a perfeita homogeneizagdo, foram transferidas para tubos e
centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos, a 4°C. Do sobrenadante, foi retirado 200 uL. ao qual
foi adicionado 200 uL de tampao fosfato de potdssio 100 mM (pH 7,5) e 800 uL de solugao 1 M
de KI (a solu¢do deve ser preparada com dgua ultrapura). O branco consiste na mesma mistura
descrita acima, porém, ao invés do sobrenadante da amostra, coloca-se 200 uL. de TCA 0,1%. Os
tubos com a reacdo foram colocados em gelo e permaneceram no escuro durante uma hora. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro Perkin Elmer — Lambda 40 a 390 nm. A quantidade

de H,0O, é expressa em umol/g de matéria fresca.
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3.10 Atividade das enzimas antioxidantes

Para os ensaios enzimdticos foram utilizados extratos protéicos provenientes das
amostras vegetais estocadas em freezer -80° C. Foram realizados ensaios de atividade das
enzimas Superdxido Dismutase (SOD) em géis ndo desnaturantes (PAGE), Catalase (CAT),
Glutationa Redutase (GR), Ascorbato Peroxidase (APX), Guaiacol Peroxidase (GPOX) em

espectrofotometro.

3.10.1 Atividade da SOD

A atividade da SOD foi determinada unicamente em gel nao desnaturante (PAGE).

3.10.1.1 Atividade em PAGE

A atividade da superéxido dismutase em PAGE foi determinada através dos extratos
vegetais, cujas proteinas foram separadas por eletroforese em gel 12%. Foi utilizado o sistema
Mini Protean II da Bio-Rad. O gel possui espessura de 1,5 mm, altura de 6,5 cm e largura 7,3
cm. Para a confec¢do de um mini gel foi utilizado 3,0 mL de uma solu¢do 40% de acrilamida
(Sigma), 2,5 mL de tampao TRIS 3 M (hidroximetil)-aminometano (pH 8,9) e 4,5 mL de dgua
destilada. Como catalisadores foram utilizados 19 uL. de TEMED e 25 pL de persulfato de
amonio (1%).

Ap6s a polimerizacdo desse gel de resolucdo (cerca de 30 minutos), foi aplicado o gel de
empacotamento segundo o protocolo: 500 puL de acrilamida, 1,25 mL tampao TRIS 500 mM, pH
6,7 e 2,75 mL de 4gua. Para a polimerizagdao foram utilizados 10 uL. de TEMED e 50 puL de
persulfato de amoénio (1%).

A eletroforese foi realizada a 4°C em corrente constante de 15 mA/placa. O tampao de
eletrodo foi TRIS 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192 mM de glicina - 5X concentrado, sendo
diluido para 1X e reutilizado até 3 vezes. Para cada gel foram aplicadas amostras de padrdao de
SOD de figado de boi — Sigma (2 unidades) e 40 ug de proteina dos extratos protéicos. Apds a
separacdo das proteinas por eletroforese , a atividade de SOD foi determinada de acordo com

Gomes-Junior et al. (2006).
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Os géis foram lavados rapidamente em dgua deionizada e incubados no escuro a
temperatura ambiente em uma mistura de reacdo contendo 50 mM de tampao fosfato de potéssio
pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3%
TEMED. Ao final de 30 minutos, a mistura de reagdao foi removida, os géis enxaguados com
agua deionizada e colocados sob iluminacdo por alguns minutos até o desenvolvimento de
bandas brancas sob fundo roxo. Nestas condi¢des ocorre a fotoxidacdo do gel, propiciando a
formacdo de uma coloragdo purpura e as bandas correspondentes a atividade de SOD
permanecem sem se fotoxidar, promovendo uma revelacdo negativa. A fotoxidagcdo foi
interrompida mergulhando-se o gel em solucdo de acido acético (7%) por 15 minutos. Os géis

foram documentados no Image Scanner — Amersham Biosciences.

3.10.1.2 Determinacao das isoformas da SOD

Para a determinacdo das isoformas da SOD foi realizada uma eletroforese com 200 pg de
extrato protéico de folha, raiz e fruto, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente para SOD
(item 3.9.5.1). Ao final da eletroforese, o gel foi dividido verticalmente em trés partes. A primeira
parte foi mantida a 4°C em tampao fosfato de potdssio 100 mM, pH 7.8. A segunda foi imersa em
100 mL do mesmo tampao contendo 2 mM de KCN e 0,0292 g de EDTA. A terceira, imersa em
100 mL do referido tampao contendo 5 mM de H,O, e 0,0292 g de EDTA. Todos os passos
descritos foram realizados no escuro.

Ap6s 20 minutos nestas solucdes, os géis foram submetidos a revelacio com NBT e
riboflavina, como citado anteriormente no item item 3.9.5.1. Ao final da revelacdo, foi analisada
a presenga ou auséncia de bandas no controle, e nos tratamentos com KCN e H,O,. As isoformas
foram entdo classificadas como Mn-SOD, Fe-SOD ou Cu/Zn-SOD. Mn-SOD ¢ resistente a
ambos inibidores (KCN e H,0,), Fe-SOD ¢ resistente ao KCN e inibida por H,O, e Cu/Zn-SOD
€ inibida por ambas as substancias (AZEVEDO et al., 1998).

3.10.2 Atividade da CAT

A atividade da CAT foi determinada por espectrofotometria.
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3.10.2.1 Atividade em espectrofotometro

A atividade da CAT foi determinada como descrito por Kraus et al. (1995) com algumas
modificacdes conforme Azevedo et al. (1998).

Em espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40, a catalase foi determinada a 25°C em
solucdo contendo 1 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 uL. de perdxido de
hidrogénio (solucao de 0,25%) preparada imediatamente antes do uso. A reacdo foi iniciada pela
adicao de extrato protéico e a atividade determinada seguindo-se a decomposic¢ao de peréxido de
hidrogénio (H,O;) por 1 minuto, através das alteragdes na absorbancia a 240 nm em cubetas de

quartzo. Os resultados foram expressos em wmol/minuto/mg de proteina.

3.10.3 Atividade da GR

A atividade da GR foi determinada por espectrofotometria.

3.10.3.1 Atividade em espectrofotometro

A atividade da GR foi determinada como descrito por Gomes-Junior et al. (2006), com
algumas modificacdes.

Em espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40, a glutationa redutase foi determinada a
30°C em uma mistura de reagdo consistindo de 1 mL tampao fosfato de potdssio 100 mM (pH
7,5) contendo 1 mM de DTNB (2-4dcido nitrobenzo6ico), 1 mM de GSSG (glutationa oxidada) e
0,1 mM NADPH. A reacao foi iniciada pela adi¢do de extrato protéico. A atividade da GR foi
estimada pela reducdo de glutationa oxidada acompanhada por monitoramento na alteracdo da
absorbancia a 412 nm por 1 minuto. Os valores de atividade foram expressos em

pmol/minuto/mg de proteina.

3.10.4 Atividade da APX

A atividade da APX foi determinada por espectrofotometria.
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3.10.4.1 Atividade em espectrofotometro

A atividade de APX foi determinada como descrito por Moldes et al. (2008).

Em espectrofotdmetro Perkin Elmer — Lambda 40, a ascorbato peroxidase foi
determinada em solucdo contendo 650 uL tampdo fosfato de potdssio 80 mM (pH 7,0), 100 uL
ascorbato 5 mM, 100 uL EDTA 1 mM, e extrato protéico, permanecendo em banho a 30°C. O
H,0, (100 uL 1 mM H,0,) foi adicionado na hora da leitura, que foi monitorada durante 1
minuto em cubetas de quartzo a 290 nm. Os valores de atividade foram expressos em

nmol/minuto/mg de proteina.

3.10.5 Atividade da GPOX

A atividade da GPOX foi determinada por espectrofotometria.

3.10.5.1 Atividade em espectrofotometro

A atividade de GPOX foi determinada como descrito por Matsuno e Uritani (1972),
padronixada no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Embrapa Clima Temperado.

Em espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40, o ensaio foi conduzido em uma
mistura de reacdo contendo 780 uL de tampao fosfato-citrato (solucdo de fosfato de sédio
dibasico 0,2 M e dcido citrico 0,1 M, pH 5,0), 50 uL de guaiacol a 0,5% e extrato protéico, sendo
misturados em vortex. Em seguida, foram adicionados 50 uL de H,0O, e misturados novamente
em vortex. Posteriormente, esta mistura foi incubada a 30°C por 15 minutos. Em seguida, apds a
incubacgao, a mistura foi colocada em banho de gelo adicionando-se a mesma 50 uL de solugao
de metabissulfito de s6dio a 2% e deixada em repouso por 10 minutos. As leituras foram

realizadas a 450 nm. Os valores de atividade foram expressos em unidades da enzima.

3.11 Anadlise densitométrica dos géis de atividade enzimatica

Para os géis de atividade enzimdtica da SOD foi realizada andlise densitométrica

(intensidade) de cada banda, com o auxilio do programa Kodak Digital Science — 1D Image
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Analysis Software versdo 3.0.1. O resultado da intensidade das bandas foi dado em pixels,

porém, para uma melhor discussdo, esses numeros foram transformados em porcentagem.

3.12 Anadlise das concentracoes de Na e Cd em folhas, raiz e frutos

Para a determinacgdo das concentracdes de Na e Cd nos tecidos vegetais foi realizada uma
digestdo nitro-percldrica em material seco e moido, segundo Malavolta et al. (1997). Mediu-se
250 mg de material seco e moido e colocou-se em um tubo. Posteriormente, adicionado-se 2,5
mL de é4cido nitrico concentrado sob temperatura ambiente. Apds 0 repouso por uma noite, 0s
tubos foram aquecidos em bloco digestor (80-100° C) por aproximadamente 3 horas e 30
minutos, para evaporar o dcido nitrico. Em seguida, foi adicionado 500 uL de 4cido percldrico
concentrado (72%) e a temperatura foi gradativamente aumentada até atingir 200°C,
prosseguindo a digestdo até a dissipacdo de vapores emanados do tubo. Posteriormente, foram
adicionados 25 mL de dgua ultrapura e realizada as leituras. Nao houve necessidade de filtragem
da solucao.

As concentragdes de Na nos tecidos vegetais foram determinadas em fotometro de chama
Micronal — modelo B462, e as concentragdes de Cd foram determinadas em espectrometro de
absor¢do atdbmica com chama Perkin Elmer — modelo 3110, equipado com lampada c4todos oco
de cddmio, com comprimento de onda 229 nm, fenda 0,7 nm, corrente de 1ampada 4 mA e
chama de ar e acetileno. Os valores de concentracdo foram expressos em mmol por grama de

tecido seco.

3.13 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes e
utilizadas duas repeticdes com valores mais proximos para andlise estatistica. Aos dados
quantitativos foi aplicada a Andlise de Varidncia (ANOVA) e Teste de Média (TUKEY),
utilizando o programa SAS (Statistical Analysis System — Proc GLM) a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise de matéria seca e de clorofila por SPAD

O estresse salino pode provocar mudancas no crescimento, morfologia e fisiologia da raiz,
alterando a absor¢do de dgua, de fons e a intensidade de sinalizacdo (hormonios) a parte aérea.
Segundo os dados das figuras 7 e 11 a 13, houve reducdo de massa seca da folha com 20 e 36
dias de exposi¢cdo ao NaCl para ambos os genétipos. Os resultados de massa seca da raiz (Figura
8), ndo mostraram alteracdes significativas para ambos os gendtipos durante o desenvolvimento
das plantas em exposicdo ao NaCl. A massa seca em fruto ndo variou entre os genotipos no
tratamento com NaCl em relagdo aos controles (Figura 9). Nos resultados apresentados na figura
10, ndo houve alteracdes significativas para ambos os genétipos nos teores de clorofila medidos
por SPAD ao longo do desenvolvimento das plantas.

Em plantas, o Cd provoca diminui¢do da sintese de clorofila e subseqiiente reflexo na taxa
de fotossintese. Nos resultados apresentados para o CdCl,, houve diminui¢do da massa seca da
folha de MT e Nr aos 20 e 36 dias de exposi¢do ao tratamento se comparado ao seu controle
(Figuras 7 e 11 a 13). A andlise de massa seca da raiz ndo apresentou alteragdes para ambos 0s
genotipos submetidos ao CdCl,, em relacdo aos seus controles (Figura 8), assim como para a
massa seca de fruto (Figura 9). O teor do pigmento presente na folha (Figura 10) apresentou

diferencas aos 28 e 35 dias de exposi¢ao ao CdCl,, principalmente para o genétipo MT.
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Figura 7 - Massa seca da folha de plantas de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposi¢do aos tratamentos. MT
controle 0 mM ((0); MT 100 mM de NaCl (E8); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr controle 0 mM ((3); Nr
100 mM de NaCl (E¥); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 8 - Massa seca da raiz de plantas de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposi¢do aos tratamentos. MT
controle 0 mM (CJ); MT 100 mM de NaCl (E8); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr controle 0 mM (); Nr
100 mM de NaCl (E¥); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 9 - Massa seca do fruto de plantas de MT e Nr ap6s sete, 20 e 36 dias de exposi¢do aos tratamentos. MT
controle 0 mM ((0); MT 100 mM de NaCl (E8); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr controle 0 mM ((3); Nr
100 mM de NaCl (E¥); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 10 - SPAD em folha de plantas de MT e Nr apds zero, sete, 14, 21, 28 e 35 dias de exposicdo aos

tratamentos. MT controle 0 mM ((J); MT 100 mM de NaCl (E2); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr

controle 0 mM (E); Nr 100 mM de NaCl (88); Nr 0,5 mM de CdCl, (E)
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Figura 11 - Efeito dos tratamentos em plantas de MT e Nr sete dias apds a exposi¢do aos tratamentos. A. MT
Controle; B. MT 100 mM de NaCl; C. MT 0,5 mM de CdCl,; D. Nr Controle; E. Nr 100 mM de
NaCl; F. Nr 0,5 mM de CdCl,

Figura 12 - Efeito dos tratamentos em plantas de MT e Nr 20 dias apds a exposicdo aos tratamentos. A. MT
Controle; B. MT 100 mM de NaCl; C. MT 0,5 mM de CdCl,; D. Nr Controle; E. Nr 100 mM de
NaCl; F. Nr 0,5 mM de CdCl,
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Figura 13 - Efeito dos tratamentos em plantas de MT e Nr 36 dias apds a exposi¢do aos tratamentos. A. MT
Controle; B. MT 100 mM de NaCl; C. MT 0,5 mM de CdCl,; D. Nr Controle; E. Nr 100 mM de NaCl,
F. Nr 0,5 mM de CdCl,

4.2 Perfil protéico em SDS-PAGE

Na anélise dos géis de folha, raiz e fruto foram observados mudangas no perfil protéico
em relacdo aos controles. Tais diferencas estdo relacionadas a alteracdes de intensidade e
auséncia/ presencga de bandas entre os materiais.

Em folha, na figura 14, foi observado o aparecimento da banda II para o MT tratado com
NaCl e intensidade diferente para todos os tratamentos nas bandas V, VII e IX. O perfil protéico
mostrado na figura 15 apresentou auséncia da banda I para o MT tratado com NaCl e CdCl, e
diferenga de intensidade dessa banda para o Nr tratado com NaCl e CdCl,. As bandas Il e V
apresentaram diferenca de intensidade nos tratamentos com NaCl e CdCl, para ambos genétipos.
A banda VI apareceu nos tratamentos do MT e do Nr. Na figura 16, a banda I foi observada
somente nos controles MT e Nr, e a banda II apresentou-se menos intensa para os dois genoétipos
tratados com NaCl e auséncia para os dois genétipos tratados com CdCl,. J4 a banda III apareceu
nos dois genoétipos tratados com CdCl, e para o MT tratado com NaCl. A banda IV apresentou-se
menos intensa para o Nr tratado com NaCl. A banda V apresentou auséncia nos dois genoétipos
tratados com CdCl,. No MT tratado com CdCl,, a banda VII apresentou-se menos intensa que
nos outros tratamentos e no outro gendtipo em relacdo aos controles. Em geral, tanto o MT
quanto o Nr tratado com CdCl, apresentaram bandas menos intensas que os controles e as plantas

tratadas com NaCl.
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Figura 14 - SDS-Page em folha de MT e Nr sete dias apds exposicdo aos tratamentos. P. Padrdo BSA; 1. MT
controle 0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3. MT 0,5 mM de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100
mM de NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,
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Figura 15 - SDS-Page em folha de MT e Nr 20 dias apds exposicdo aos tratamentos. P. Padrdo BSA; 1. MT
controle 0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3. MT 0,5 mM de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100
mM de NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,
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Figura 16 - SDS-Page em folha de MT e Nr 36 dias apds exposi¢do aos tratamentos. P. Padrdo BSA; 1. MT
controle 0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3. MT 0,5 mM de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100
mM de NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,

Para os perfis protéicos de raiz, apresentados nas figuras de 17 a 19, ocorreu diferenga na
intensidade das bandas. Na figura 17, as bandas I, II e III apresentaram maior intensidade para os
tratamentos dos dois gendtipos com CdCl,, em relagdo aos controles. Para as plantas tratadas com
NaCl, a banda III apresentou-se mais intensa quando comparados aos seus controles. A figura 18
apresentou a banda I com menor intensidade tanto para o MT quanto para o Nr tratados com
NaCl. O MT tratado com NaCl apresentou a banda V mais intensa que seu controle, ao contrario
do Nr. Ja a banda VI apresentou-se mais intensa nas plantas tratadas com CdCl, quando
comparadas aos seus controles. Aos 36 dias (Figura 19), o perfil protéico de raiz apresentou
menor intensidade de bandas para o MT tratado com CdCl,, ao contrdrio do Nr, quando

comparados aos seus controles, mostradas pelas bandas III, IV, V e VL.
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Figura 17 - SDS-Page em raiz de MT e Nr sete dias apds exposi¢do aos tratamentos. P. Padrdo BSA; 1. MT
controle 0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3. MT 0,5 mM de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100
mM de NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,
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Figura 18 - SDS-Page em raiz de MT e Nr 20 dias apds exposi¢@o aos tratamentos. P. Padrdo BSA; 1. MT controle
0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3. MT 0,5 mM de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100 mM de
NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,
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Figura 19 - SDS-Page em raiz de MT e Nr 36 dias apds exposi¢do aos tratamentos. P. Padrdo BSA; 1. MT controle
0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3. MT 0,5 mM de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100 mM de
NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,

Para fruto, a figura 20 mostra o perfil protéico com poucas alteragdes entre os genotipos e
tratamentos. O Nr controle apresentou maior intensidade de bandas quando comparados com os

outros tratamentos (bandas I, II, IIl e IV).
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Figura 20 - GSDS-Page em fruto de MT e Nr 36 dias apds exposicdo aos tratamentos. P. Padrdo BSA; 1. MT
controle 0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3. MT 0,5 mM de CdCL,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100
mM de NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,

Os perfis protéicos de folha, raiz e fruto apresentaram diferencas entre as bandas com
maior intensidade que se repetem aos sete, 20 e 36 dias na folha, pois sdo de mesma massa
molecular, diferentemente dos perfis de raiz e fruto. De maneira geral, os tratamentos com NaCl
e com CdCl, apresentaram maiores diferencas em folha e raiz aos 36 dias, quando comparados

aos seus controles.

4.3 Quantificacdo de malondialdeido (MDA) em espectrofotometro

As EAOs reagem com 4cidos graxos insaturados e causam a peroxidacdo de lipideos nas
membranas, indicada como aumento no conteido de MDA. Em plantas submetidas ao estresse
por NaCl, pode-se observar o aumento do conteido de MDA ao longo do seu desenvolvimento,
sendo mais evidente aos 36 dias de exposicdo na folha para ambos os gendtipos, quando
comparados aos seus controles (Figura 21). Porém, notou-se aumento do conteido de MDA
também na raiz e no fruto aos 36 dias de exposicao, principalmente no MT (Figuras 22 e 23).

O Cd causa desordens oxidativas em plantas, evidenciadas pelo aumento da peroxidacdo

lipidica. Em folha, o aumento no conteido de MDA foi observado ao longo do desenvolvimento
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dos genétipos, quando comparado aos seus controles (Figura 21). Para a raiz, o aumento do
conteddo de MDA ocorreu aos sete dias de exposicao em MT e aos 36 dias de exposicdo para o
Nr, quando comparado aos seus controles (Figura 22). Em fruto, ndo foi observado aumento

significativo no contetido de MDA para ambos os genétipos (Figura 23).
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Figura 21 - Contetdido de MDA em matéria fresca de folha de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposicdo aos
tratamentos. MT controle 0 mM (CJ); MT 100 mM de NaCl (E3); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (0); Nr 100 mM de NaCl (EN); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 22 - Conteido de MDA em matéria fresca de raiz de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposicdo aos
tratamentos. MT controle 0 mM (CJ); MT 100 mM de NaCl (E3); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (0); Nr 100 mM de NaCl (E¥); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 23 - Contetido de MDA em matéria fresca de fruto de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposicdo aos
tratamentos. MT controle 0 mM (CJ); MT 100 mM de NaCl (E3); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (0); Nr 100 mM de NaCl (E8); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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4.4 Quantificacao de peréxido de hidrogénio (H,0,) em spectrofotometro

O aumento de EAOs nas células de plantas € outro indicador de estresse, assim como o
aumento do conteido de MDA. Entre as EAOs, o peroxido de hidrogénio é muito estudado por
ser um dos principais compostos que aumenta quando ocorre algum estresse na célula. O
aumento do conteddo de H,O, pode regular a atividade de diversas enzimas antioxidantes, como
a CAT e a APX. Pela andlise do contetido de H,O,, observou-se aumento para o MT e para o Nr,
em folha, durante todo o periodo analisado, tanto para o tratamento com NaCl quanto para o
tratamento com Cd (Figura 24). Em raiz, o aumento do conteiido de H,O; foi observado aos sete
e 20 dias para ambos os genétipos e tratamentos. Porém, aos 36 dias, tanto o MT quanto o Nr
tratados com NaCl nao apresentaram diferengas significativas em relagdo aos seus controles,
diferentemente do tratamento com CdCl, que apresentou do conteido de H,O, aumentos
significativos para os dois gendtipos (Figura 25). Em fruto, observou-se aumento do contetido de
H,0,; para o gen6tipo Nr nos dois tratamentos, e o MT apresentou diferencga significativa para os

tratamentos somente quando comparado ao seu controle (Figura 26).
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Figura 24 - Contetido de per6xido de hidrogénio (H,O,) em matéria fresca de folha de MT e Nr apds sete, 20 e 36
dias de exposicdo aos tratamentos. MT controle 0 mM ((J); MT 100 mM de NaCl (E3); MT 0,5 mM de
CdCl, (&d); Nr controle 0 mM (00); Nr 100 mM de NaCl (88); Nr 0,5 mM de CdCl, (B)
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Figura 25 - Contetdo de peréxido de hidrogénio (H,0,) em matéria fresca de raiz de MT e Nr apos sete, 20 e 36
dias de exposicdo aos tratamentos. MT controle 0 mM ((); MT 100 mM de NaCl (E3); MT 0,5 mM de
CdCl, (£&d); Nr controle 0 mM ((00); Nr 100 mM de NaCl (88); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 26 - Contetido de perdxido de hidrogénio (H,O,) em matéria fresca de fruto de MT e Nr apds sete, 20 e 36
dias de exposicdo aos tratamentos. MT controle 0 mM ((J); MT 100 mM de NaCl (E3); MT 0,5 mM de
CdCl, (£&d); Nr controle 0 mM (E0); Nr 100 mM de NaCl (88); Nr 0,5 mM de CdCl, (B)
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4.5 Analises das enzimas antioxidantes

Nos itens seguintes serdo apresentados os resultados obtidos para cada enzima analisada.

4.5.1 Atividade da superoxido dismutase (SOD) em PAGE

A superoxido dismutase (SOD) é considerada a primeira linha de defesa contra as EAOs,
agindo contra o radical superéxido, transformando-o em H,O, e 4gua. A SOD foi analisada
através de gel de poliacrilamida ndo desnaturante (PAGE) e da andlise densitométrica de cada
banda.

Trés isoformas de SOD foram observadas nos dois gendétipos e nos trés tempos e tecidos
analisados. Em folha aos sete dias e vinte dias, os tratamentos no MT induziram ao aumento da
intensidade nas trés isoformas quando comparado ao seu controle, enquanto que no Nr exposto ao
CdCl,, as isoformas apresentaram menor intensidade, como também para as isoformas I e II no
Nr tratado com NaCl. Aos 36 dias, em folha, notou-se intensidade da isoforma I menor para os
dois gendtipos tratados com NaCl e aumento nos tratamentos com CdCl,. Para a isoforma II,
observou-se aumento de intensidade para o MT exposto ao NaCl e para o Nr tratado com CdCl,,
e menor intensidade para o MT tratado com CdCl; e para o Nr tratado com NaCl. A isoforma III
apresentou maior intensidade para todos os tratamentos, exceto para o MT tratado com CdCl,,
quando comparados aos seus controles (Figura 27 e Tabela 2). As isoformas foram determinadas
através da inibicdo por KCN e/ou por H;O,. A isoforma I foi caracterizada como Mn-SOD
(resistente a presenca de KCN e H,0;) presente nas mitocondrias, a isoforma II como Fe-SOD
(resistente a KCN e inativada na presenca de H,0,) presente no cloroplasto, e a isoforma III
como Cu/Zn-SOD (inativada na presengca de KCN e H,0O,) presente no citoplasma e no

cloroplasto, como apresentado na figura 28.
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Figura 27 — Atividade especifica de SOD em PAGE em folha de MT e Nr. A. sete dias; B. 20 dias; C. 36 dias ap6s
exposicdo aos tratamentos. P. Padrdao SOD bovino; 1. MT controle 0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3.
MT 0,5 mM de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100 mM de NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,
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Tabela 2 — Andlise densitométrica para a atividade de SOD em PAGE em folha de MT e Nr aos sete, 20 e 36 dias de
exposi¢do aos tratamentos. Os valores tabulados correspondem a variacdo da intensidade em relacdo aos
seus respectivos controles para cada isoforma

Isoformas MT Nr
Folha
NaCl CdCl, NaCl CdCl,
SOD 1 +71,87% +97,43% -18,61% -29,10%
7 dias SOD II +5295% +52,44% -13,19% -11,04%
SOD III +12,55% +12,54% +2,11% -4,30%
SOD 1 +14,20% +21,03% -297%  -24,07%
20 dias SOD II +2891% +49,28% -2,07%  -34,19%
SOD III +50,43% + 66,37% +20,40% -52,29%
SOD I -10,24%  + 37,89% -14,00% + 16,86%
36 dias SOD II +6,96% -11,37% -2441% +1,76%

SOD III +13,19% - 18,02% +3,10% +191%

<— Mn-SOD

<«— Fe-SOD
<«— Cu/Zn-SOD

Figura 28 — Determinacdo das isoformas de SOD em PAGE em folha. P. Padrdao SOD bovino; 1. MT controle 20
dias na condi¢@o padrdo; 2. MT controle 20 dias com KCN; 3. MT controle 20 dias com H,0,

Para raiz, aos sete dias a isoforma I apresentou maior intensidade para todos os
tratamentos, exceto para o MT tratado com CdCl,. A isoforma II apresentou aumento de
intensidade em todos os tratamentos, ao contrdrio da isoforma III que apresentou intensidade
menor para todos os tratamentos, exceto para o MT tratado com NaCl. Aos 20 dias, a isoforma I
apresentou aumento de intensidade para os tratamentos do MT e decréscimo para os tratamentos

do Nr. A isoforma II apresentou menor intensidade para todos os tratamentos, exceto para o0 MT
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exposto ao NaCl. A isoforma III apresentou aumento nos tratamentos com NaCl e decréscimo
nos tratamentos com CaCl,.com 36 dias, o MT apresentou maior intensidade na isoforma I que
seu controle, e o Nr apresentou decréscimo de intensidade nos tratamentos. A isoforma II
apresentou menor intensidade em todos os tratamentos, exceto no MT exposto ao NaCl, que
apresentou aumento de intensidade. As plantas tratadas com NaCl apresentaram aumento de
intensidade na isoforma III quando comparadas ao seus controles, ao contrario das tratadas com
CdCl,, que apresentaram menor intensidade que seus controles (Figura 29 e Tabela 3). A

1isoforma I foi caracterizada como Mn-SOD, a isoforma II como Fe-SOD e a isoforma III como

Cu/Zn-SOD, como apresentado na figura 30.
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Figura 29 — Atividade especifica de SOD em PAGE em raiz de MT e Nr. A. sete dias; B. 20 dias; C. 36 dias apds
exposi¢do aos tratamentos. P. Padrdao SOD bovino; 1. MT controle 0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3.
MT 0,5 mM de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100 mM de NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,
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Tabela 3 — Andlise densitométrica para a atividade de SOD em PAGE em raiz de MT e Nr aos sete, 20 e 36 dias de
exposicao aos tratamentos. Os valores tabulados correspondem a variacdo da intensidade em relag@o aos
seus respectivos controles para cada isoforma

Isoformas MT
Raiz
NaCl CdCl, CdCl,
SOD 1 +18,95% -13,92% + 7,88%
7 dias SOD I +0,38% +0,70% + 7,66%
SOD 11 +9,64% -3251% - 9,82%
SOD I +32,88% +17,16% -30,57%
20 dias SOD II +18,33% - 2,60% -16,26%
SOD 11 +62,84% -42,48% -52,54%
SOD I +4,36% +32,72% -20,74%
36 dias SOD II + 13,66% -20,07% -25,13%
SOD 11 +6391% -44,65% -57,37%

«— Mn-SOD

'¢— Fe-SOD
<«— Cu/Zn-SOD

Figura 30 — Determinagdo das isoformas de SOD em PAGE em raiz. P. Padrao SOD bovino; 1. MT controle 20
dias na condi¢do padrdo; 2. MT controle 20 dias com KCN; 3. MT controle 20 dias com H,0,

Em fruto, a isoforma I apresentou maior intensidade no MT exposto ao NaCl e no Nr

exposto ao CdCl,. A isoforma II apresentou menor intensidade em todos os tratamentos, exceto

para o MT tratado com NaCl. A isoforma III apresentou menor intensidade para todos os

tratamentos (Figura 30 e Tabela 4). A isoforma I foi caracterizada como Mn-SOD, a isoforma II

como Fe-SOD e a isoforma III como Cu/Zn-SOD, como apresentado na figura 31.
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<« II
<« 1II

Figura 31 — Atividade especifica de SOD em PAGE em fruto de MT e Nr aos 36 dias apds exposi¢do aos
tratamentos. P. Padrao SOD bovino; 1. MT controle 0 mM; 2. MT 100 mM de NaCl; 3. MT 0,5 mM
de CdCl,; 4. Nr controle 0 mM; 5. Nr 100 mM de NaCl; 6. Nr 0,5 mM de CdCl,

Tabela 4 — Andlise densitométrica para a atividade de SOD em PAGE em fruto de MT e Nr aos 36 dias de exposi¢ao
aos tratamentos. Os valores tabulados correspondem a variagdo da intensidade em relacdo aos seus
respectivos controles para cada isoforma

Isoformas MT Nr
Fruto
NaCl CdCl, NaCl CdCl,
SOD 1 +4,43% -39,05% -23,19% + 83,84%
36 dias SOD 11 +12,13% -7,91% -951% -22,07%
SOD III -16,06% -29,23% -16,22% - 29,14%

<4— Mn-SOD

<+— Fe-SOD
<— Cu/Zn-SOD

Figura 32 — Determinagdo das isoformas de SOD em PAGE em fruto. P. Padrdo SOD bovino; 1. MT controle 20
dias na condi¢do padrdo; 2. MT controle 20 dias com KCN; 3. MT controle 20 dias com H,0,
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4.5.2 Atividade da catalase (CAT) em spectrofotometro

A catalase (CAT) estd localizada nos peroxissomos e metaboliza o H;O, em O, e H,O. A
CAT foi estudada através de sua atividade em espectofotdmetro e o cédlculo baseado na
quantificagdo das proteinas totais. As andlises da CAT estdo apresentadas em forma de graficos
de folha, raiz e fruto.

A atividade da CAT em folha apresentou aumento de atividade aos sete e 36 dias para o
MT e aumento de atividade nos trés periodos analisados para o Nr, quando expostos ao NaCl
(Figura 33). Os tratamentos com CdCl, apresentaram aumento de atividade para os trés periodos
analisados, quando comparados aos seus controles (Figura 33). Em raiz, a atividade da CAT nos
dois gendtipos expostos ao NaCl apresentaram aumento aos 36 dias (Figura 34). A exposicdo ao
CdCl, levou ao aumento da atividade da CAT nos dois gendtipos e nos trés periodos analisados
(Figura 34). Em fruto, a atividade de CAT apresentou decréscimo para o Nr e o MT tratados com
NaCl, e aumento de atividade no Nr tratado com CdCl, aos 36 dias de exposicdo se comparado

aos seus controles (Figura 35).
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Figura 33 — Atividade especifica da catalase em folha de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposi¢do aos
tratamentos. MT controle 0 mM (J); MT 100 mM de NaCl (E8); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (0); Nr 100 mM de NaCl (&¥); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 34 —

Atividade especifica da catalase em raiz de MT e Nr apés sete, 20 e 36 dias de exposi¢do aos
tratamentos. MT controle 0 mM (CJ); MT 100 mM de NaCl (E2); MT 0,5 mM de CdCl, (E);
Nr controle 0 mM (3); Nr 100 mM de NaCl (&8); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 35 — Atividade especifica da catalase em fruto de MT e Nr apés sete, 20 e 36 dias de exposicdo aos

tratamentos. MT controle 0 mM (CJ); MT 100 mM de NaCl (E2); MT 0,5 mM de CdCl, (E);
Nr controle 0 mM (); Nr 100 mM de NaCl (&8); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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4.5.3 Atividade da glutationa redutase (GR) em spectrofotometro

A glutationa redutase (GR) age de maneira indireta no combate das EAOs, através do
ciclo Halliwell-Asada, regenerando a GSH a partir da sua forma oxidada GSSG. E uma enzima
importante também no ciclo ascorbato-glutationa. Essa enzima também foi estudada por
espectrofotometro, e calculada com base na quantificacdo das proteinas totais. Os resultados
estdo apresentados em gréficos de folha, raiz e fruto.

A atividade da enzima GR, em folha e raiz, apresentou aumento de atividade para todos os
tratamentos ao longo do desenvolvimento das plantas quando comparados aos seus controles
(Figuras 36 e 37). A atividade de GR em fruto ndo apresentou resultados significativos aos 36

dias de exposi¢do ao NaCl para ambos gendtipos e pequeno aumento de atividade no Nr tratado

com CdCl, (Figura 38).
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Figura 36 — Atividade especifica da glutationa redutase em folha de MT e Nr apés sete, 20 e 36 dias de exposicdo
aos tratamentos. MT controle 0 mM ((J); MT 100 mM de NaCl (E); MT 0,5 mM de CdCl, (E2); Nr
controle 0 mM (0); Nr 100 mM de NaCl (EN); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 37 — Atividade especifica da glutationa redutase em raiz de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposi¢do aos
tratamentos. MT controle 0 mM (J); MT 100 mM de NaCl (E2); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (0); Nr 100 mM de NaCl (EN); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 38 — Atividade especifica da glutationa redutase em fruto de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposi¢do
aos tratamentos. MT controle 0 mM ((J); MT 100 mM de NaCl (E2); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (); Nr 100 mM de NaCl (E¥); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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4.5.4 Atividade da ascorbato peroxidase (APX) em spectrofotometro

A enzima ascorbato peroxidase (APX) € um importante catalisador na reacdo de redugao
do H;0, a dgua pela oxidagdao do ascorbato. As andlises realizadas para essa enzima estao
apresentadas em forma de gréficos para cada tecido vegetal, e o cdlculo da atividade especifica
foi baseado na quantificagdo das proteinas totais.

A atividade da APX em folha, aos 20 dias, apresentou diferenca significativa para o Nr
tratado com CdCl, (Figura 37). Aos 36 dias de exposi¢do ao NaCl e ao CdCl,, ambos os
genodtipos apresentaram aumento de atividade quando comparados aos seus controles (Figura 39).
A atividade da enzima, em raiz, apresentou aumento de atividade aos sete dias de exposicdo ao
NaCl e ao CdCl, para os dois gendtipos. Aos 20 dias, somente o Nr tratado com NaCl apresentou
diferenca de atividade (Figura 40). Aos 36 dias de exposicdo, o MT tratado com CdCl,
apresentou decréscimo de atividade quando comparado ao seu controle (Figura 40). Em fruto, a
atividade de APX ndo apresentou diferencas significativas para ambos os gendtipos e tratamentos

(Figura 41).
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Figura 39 — Atividade especifica da ascorbato peroxidase em folha de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposicdo
aos tratamentos. MT controle 0 mM ((0); MT 100 mM de NaCl (&2); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (3); Nr 100 mM de NaCl (E8); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 40 — Atividade especifica da ascorbato peroxidase em raiz de MT e Nr apés sete, 20 e 36 dias de exposicdo
aos tratamentos. MT controle 0 mM ((J); MT 100 mM de NaCl (E3); MT 0,5 mM de CdCl, (&); Nr
controle 0 mM (0); Nr 100 mM de NaCl (EN); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 41 — Atividade especifica da ascorbato peroxidase em fruto de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposicdo
aos tratamentos. MT controle 0 mM ((0); MT 100 mM de NaCl (&2); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (3); Nr 100 mM de NaCl (E¥); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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4.5.5 Atividade da guaiacol peroxidase (GPOX) em spectrofotometro

A guaiacol peroxidase (GPOX) age de forma similar a APX, de maneira indireta,
catalisando a reacao de quebra do H,O, em dgua e O,, através de um agente redutor, neste caso o
guaiacol. O célculo dessa enzima foi baseado na quantificagdo das proteinas totais, € os
resultados apresentados em gréficos distintos para cada tecido vegetal.

Em folha, a atividade da GPOX apresentou aumento de atividade aos sete, 20 e 36 dias
para o gendtipo Nr tratado com NaCl e CdCl, (Figura 42). O genétipo MT apresentou maior
diferenca da atividade da APX aos sete e 20 dias no tratamento com CdCl,, e aos 36 dias para
ambos os tratamentos (Figura 42). Em raiz, a atividade de APX apresentou diferencas
significativas aos sete e 20 dias para ambos os genétipos e tratamentos quando comparados aos
seus controles (Figura 43). Em fruto, a maior diferenca encontrada na atividade da enzima foi no

Nr tratado com NaCl (Figura 44).
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Figura 42 — Atividade especifica da guiacol peroxidase em folha de MT e Nr apés sete, 20 e 36 dias de exposicdo
aos tratamentos. MT controle 0 mM ((J); MT 100 mM de NaCl (E3); MT 0,5 mM de CdCl, (&); Nr
controle 0 mM ((); Nr 100 mM de NaCl (&8); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 43 — Atividade especifica da guiacol peroxidase em raiz de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposi¢do aos
tratamentos. MT controle 0 mM (CJ); MT 100 mM de NaCl (E8); MT 0,5 mM de CdCl, (&); Nr
controle 0 mM (0); Nr 100 mM de NaCl (E8); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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Figura 44 — Atividade especifica da guiacol peroxidase em fruto de MT e Nr apds sete, 20 e 36 dias de exposicio
aos tratamentos. MT controle 0 mM ((CJ); MT 100 mM de NaCl (E2); MT 0,5 mM de CdCl, (E); Nr
controle 0 mM (3); Nr 100 mM de NaCl (&¥); Nr 0,5 mM de CdCl, (H)
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4.6 Analise das concentracoes de Na e Cd em folhas, raiz e frutos

As determinagdes de Na e Cd foram realizadas conforme metodologia descrita e estdo
apresentadas em forma de tabela. A andlise dessas concentragdes € importante para o
conhecimento do acimulo desses elementos ao longo do desenvolvimento da planta. Para o
tratamento com NaCl, nota-se que houve absor¢do de s6dio (Na) também pelos controles. Apesar
de essas concentracdes terem sido detectadas, sdo de valores inferiores aos dos tratamentos. Nas
andlises dos dados observou-se um aumento gradativo de concentracdo dos elementos estudados
(Na e Cd) com o desenvolvimento dos tecidos da planta (folha, raiz e fruto) e sem diferencas
significativas entre os genotipos (Tabela 5). Ou seja, para a absorcao dos elementos estudados, os

dois gendtipos atuaram de maneira semelhante.

Tabela 5 - Resultado da quantificacdo de Na e de Cd em mmol/g de matéria seca em raiz, folha e fruto de tomateiro

Orgio Tratamento 7 dias 20 dias 36 dias
MT controle 0 mM de NaCl 48,66 +2.93 70,43 +6,17 71,07 +10,16
MT 100 mM de NaCl 438,64 +22,18 672,36 + 50,82 640,35 + 67,46
Nr controle 0 mM de NaCl 62,41 +7,70 79,40 +19,24 110,14 + 10,58
Raiz Nr 100 mM de NaCl 387,41 +111,3 710,78 +19,21 768,42 + 66,54
MT controle 0 mM de CdCI2 - - -
MT 0,5 mM de CdCI2 1,40 +0,18 8,70 +0,82 24,55 +0,88
Nr controle 0 mM de CdCI2 - - -
Nr 0,5 mM de CdCI2 3,42 +0,68 10,24 +0,42 27,22 +2.45
MT controle 0 mM de NaCl 37,78 + 1,10 46,10 +6,92 72,36 +17,43
MT 100 mM de NaCl 342,58 + 30,87 845,26 +57,63 1082,19 +48,34
Nr controle 0 mM de NaCl 37,78 +3,99 60,19 +26,98 64,03 +25,07
Folha Nr 100 mM de NaCl 326,57 + 34,63 755,61 +79,98 979,73 +3842
MT controle 0 mM de CdCI2 - - -
MT 0,5 mM de CdCI2 0,59 +0,02 2,13 +0,40 4,65 +0,22
Nr controle 0 mM de CdCI2 - - -
Nr 0,5 mM de CdCI2 0,63 +0,08 2,17 +0,23 5,16 +1,03
MT controle 0 mM de NaCl 23,69 +9,07
MT 100 mM de NaCl 150,48 + 14,54
Nr controle 0 mM de NaCl 23,69 +9.85
Fruto Nr 100 mM de NaCl 144,71 + 9,85
MT controle 0 mM de CdCI2 -
MT 0,5 mM de CdCI2 0,20 + 0,06
Nr controle 0 mM de CdCI2 -
Nr 0,5 mM de CdCI2 0,23 +0,00

Notas: Dados numéricos arredondados.
Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.
... Dado numérico ndo disponivel.
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5 DISCUSSAO

Muitos trabalhos reportam a existéncia de um complexo de sinais reguladores que
ocorrem em plantas durante estresses abidticos (FRANCIA et al., 2007). As plantas sdo
confrontadas com uma série de estresses aos quais elas sdo capazes de integrar respostas. Muitos
estudos t€ém mostrado que as respostas celulares destas mudancgas ambientais podem explicar
porque as plantas resistentes a um estresse sao algumas vezes tolerantes a outros estresses
(FRANCIA et al., 2007).

Os fitormonios sdo responsaveis pela integracdo de muitos aspectos relacionados com o
crescimento e desenvolvimento da planta (KLEE, 2004). Estudos mostram que o fitormdnio
etileno desempenha um importante papel na regulacdo e modulagdo das respostas a estresse
bidtico e abidtico em plantas, o qual conduz a uma especulacdo que o etileno € o principal
regulador das respostas de defesa em plantas (JOHNSON; ECKER, 1998), de maneira a regular a
producdo de EAOs e a sensibilidade das células a esses sinais.

O etileno € rapidamente difusivel tendo um importante papel na integracao de eventos
relacionados ao desenvolvimento e fatores externos. E um componente critico de muitos
processos como germinacdo de sementes, amadurecimento de frutos, abscisdo e senescéncia.
Alteragdes na acdo do etileno sdo avaliadas através da engenharia genética de cultivares. A
manipulacdo da biossintese de etileno ou percep¢ao permite a modulagdo de processos e criam
plantas com tracos mais robustos e desejaveis, dando-nos a idéia da importancia do etileno na
planta (ARORA, 2005). Assim, o uso de mutantes hormonais que estdo disruptos nas respostas

aos hormonios ou sinais ambientais sdo frequentemente utilizados para demonstrar ou excluir

interacdes entre vias de sinais de transdu¢ao (COENEN; LOMAX, 1998).

5.1 Salinidade

O efeito do estresse salino na producdo do etileno ainda nao estd claro. Em plantulas de
Arabidopsis submetidas a duas concentragdes de sal, a produgdo de etileno aumentou na mesma
proporcdo que aumentou a concentragdo de NaCl aplicada (HALL; SMITH, 1995). Outros
pesquisadores estudaram tomateiro, € a medida que aumentava a concentracdo de sal na zona
radicular, aumentava a producao de etileno nas folhas (FENG; BARKER 1992). Em contraste, a

salinidade nao provocou aumento da produgao de etileno em milho (CRAMER, 1992). Ainda nao
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estd claro se o aumento das taxas de etileno produzido pode ser a conseqiiéncia do estresse salino
ou a indug@o de um processo de aclimatacdo ao sal em plantas (PETRUZZELLI et al., 2000).

Para entender melhor a relacdo entre os efeitos do estresse salino e a resposta do etileno
frente a esse estresse, o estudo do mutante Nr nos pareceu ser um material interessante. A
discussao dos resultados segue a ordem do tempo de exposi¢do dos gendtipos ao tratamento com
100 mM NaCl em cada tecido. Para melhor visualizagdo dos resultados e acompanhamento da
discussao, decidiu-se colocar a numeracao das figuras e tabelas apds citagdao de cada resultado.
Somente os dados mais relevantes foram discutidos, sempre tentando comparar as respostas
fisiolégicas e bioquimicas do mutante Nr com o genétipo MT expostos ao NaCl. Os tempos sete,
20 e 36 dias mencionados no texto correspondem ao periodo de exposi¢do ao tratamento com
NaCl, e ndo o tempo de desenvolvimento das plantas.

Pela andlise de concentracdo de Na nos tecidos, observou-se acimulo desse elemento
também nos controles, o que provavelmente provém da dgua da solu¢@o ou de residuos contidos
nos sais utilizados, ou mesmo da areia de rio utilizada. Nos tratamentos, notou-se que o acimulo
desse elemento foi gradativo ao longo do desenvolvimento das plantas, sendo que a raiz, aos sete
dias, acumulou mais que a folha (Tabela 5). O mesmo nao ocorreu aos 20 e 36 dias, pois os
maiores valores de Na obtidos foram em folha (Tabela 5). Tal resultado assemelha-se ao
observado em folha de Atriplex nummularia, em cujo tecido a concentracdo de Na foi muito
maior que a apresentada em raiz (SILVEIRA et al., 2009). Em espécies de Atriplex, o Na é
acumulado nos vacuolos e em estruturas especializadas da folha, como nos tricomas e em
vesiculas, evitando o dano que o ion poderia causar com o contato direto com organelas
citosolicas e com biomoléculas (BRADLEY; MORRIS, 1991).

Apesar das plantas apresentarem actimulo de Na nos trés tecidos, somente em folha
observou-se reduc¢do da massa seca para o MT e para o Nr tratados com NaCl (Figura 7). A
reducdo de massa seca em folha aos 20 dias foi de 18% para ambos os gendtipos. Ja aos 36 dias
em folha, a reducao foi de 26% para o MT e de 23% para o Nr. O acimulo de Na nos tecidos
pode reduzir a assimilagiio de nitrato (NO3"), através do desbalango entre Na* e K*, jd que o K*
estd envolvido na absorcao e no transporte de NO3” (CRAMER et al., 1995). Estudos de Debouba
et al. (2006) em plantulas de tomateiros (Solanum lycopersicum Mill, cultivar Chicli F1) com 10
dias de exposicdo a 100 mM de NaCl mostraram redugdo de 70 % na massa seca de folha e de

10% na massa seca de raiz.
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A folha do MT tratada com NaCl por sete dias, apresentou maior conteido de MDA
(Figura 21), bem como aumento da intensidade da Mn-SOD (banda I), isoenzima que ¢é
encontrada nas mitocondrias, e da Fe-SOD (banda II), isoenzima que € encontrada nos
cloroplastos (Figura 27 e Tabela 2). Esses resultados sugerem que pode estar ocorrendo estresse
no sistema de fotorespiracdo das células (FOYER; NOCTOR, 2003). Em anédlise de SDS-PAGE
do MT tratado com NaCl (Figura 14), observou-se o aparecimento de um um polipeptideo de
aproximadamente 220 kDa, ndo observado no controle. Um polipetideo de massa molecular
similar, ou seja, de 220 kDa, o qual foi encontrado em ervilha (Pisum sativum), através de
cromatografia, € muito semelhante com subunidades de fibronectina de mamiferos (PELLENC et
al., 2004), que ¢ uma glicoproteina estrutural envolvida com vdrias atividades bioldgicas, entre
elas a diferenciagcdo celular (ORNELLAS et al., 2006), o que pode sugerir um caso similar, visto
que aos sete dias as plantas estavam em pleno processo de diferenciacdo celular. J4 em folha do
mutante Nr, aos sete dias de desenvolvimento, apresentou aumento da atividade de GR (Figura
36) e de GPOX (Figura 42), indicando que possivelmente esse sistema antioxidante estd atuando
para a desintoxicacdo do H,O, que aumentou em relacdo ao controle (Figura 24), ou seja,
diferentemente do MT que ndo apresentou tais respostas. Aumento da atividade de GPOX em
resposta a salinidade também foi observado tanto em folha como raiz de Mentha pulegium
(OUESLATI et al., 2009).

Em raizes de MT, aos sete dias de tratamento, observou-se um aumento na concentracao
de MDA (Figura 22), que pode ter originado aumento na concentracdo de H,O, (Figura 25). A
enzima GPOX (Figura 43) que apresentou aumento de atividade aos sete dias em MT, poderia
estar aturando na desintoxicacdo do H,0O, produzido em excesso. O mutante Nr apresentou
aumento na concentracdo de H,O, (Figura 25) e na atividade das enzimas GR (Figura 37) e APX
(Figura 40). As enzimas GR e APX poderiam estar atuando na remocao do H,O, no Nr aos sete
dias de forma indireta pelo ciclo da ascorbato-glutationa (GRATAO et al., 2005). Um composto
muito estudado que também poderia estar atuando contra o excesso de H,O, (Figura 25) na raiz
de Nr poderia ser a glutationa (NOCTOR; FOYER, 1998), devido ao aumento da atividade de
GR, tanto em raiz (Figura 37) quanto em folha (Figura 36). Trabalhos futuros devem atentar para
este aspecto e muito possivelmente a andlise de outros metabdlitos e enzimas do ciclo glutationa-

ascorbato, particularmente no mutante Nr.
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Aos 20 dias de tratamento, folha do mutante Nr apresentou aumento no contetido de MDA
(Figura 21) com diferenca ndo significativa em relagdo ao MT, assim como a atividade das
enzimas analisadas em espectrofotdmetro. Ambos os gendtipos apresentaram aparecimento ou
aumento bastante significativo, de uma banda com de aproximadamente 45 kDa em folha (Figura
15). Um polipeptideo com massa molecular semelhante foi encontrado em trigo submetido a uma
dose de 200 mM de NaCl, indicando ser da membrana do tilacéide, ou seja, polipeptideos
correlacionados ao fotossistema II (PSII) do cloroplasto (SULEYMANOV; HUSEYNOVA,
2008). Esse resultado pode confirmar a indu¢ao da Cu/Zn-SOD (banda III) (Figura 27 e Tabela 2)
observada nesse trabalho, que € uma isoenzima encontrada nos cloroplastos, assim como o
aumento de H,O, em folha de MT (Figura 24). Além disso, observou-se também que uma banda
do gel de SDS-PAGE com massa molecular de aproximadamente 220 kDa desapareceu em folha
MT aos 20 dias de tratamento (Figura 15). Esse polipeptideo poderia até ser o mesmo encontrado
aos sete dias em folha de MT, correspondente a uma glicoproteina relacionada a diferenciacdo
celular (PELLENC et al., 2004; ORNELLAS et al., 2006). Em raiz de MT com 20 dias de
tratamento, o estresse por NaCl também induziu a Cu/Zn-SOD (banda III) (Figura 29 e Tabela 3),
aumentando ainda a atividade das enzimas GR (Figura 37) e GPOX (Figura 43), que
possivelmente estariam atuando no sistema de defesa da planta contra o aumento do conteido de
H,0, (Figura 25), principalmente nos cloroplastos.

Com 36 dias de exposicao ao NaCl, a folha apresentou aumento no conteido de MDA
(Figura 21) e de H,O, (Figura 24) e na atividade das enzimas analisadas, com relacdo aos
controles, para ambos genétipos. Ainda aos 36 dias de exposi¢do, em folha foi observado o
aparecimento de uma banda de aproximadamente 80 kDa para ambos os genétipos (Figura 16).
Com essa massa molecular proteinas conhecidas como heat shock proteins (HSPs) foram
caracterizadas. As HSPs sdo proteinas induzidas rapidamente quando ocorre algum tipo de
estresse nas células (HE; HUANG, 2007). Novamente, futuros trabalhos mais detalhados
utilizando-se 2D-PAGE podem ser empregados para melhor caracterizacdo dessas proteinas,
seguido de um eventual seqiienciamento para identificacdo das mesmas.

Em raiz de MT aos 36 dias de tratamento, observou-se aumento no conteddo de MDA
(Figura 22), assim como aumento da intensidade da isoforma Cu/Zn-SOD (banda III) (Figura 29
e Tabela 3), relacionada com cloroplasto e citosol. A salinidade pode levar ao aumento da

peroxidacdo lipidica (YING et al., 1995), sendo que um dos sintomas mais evidentes de estresse
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oxidativo € a peroxidacdo de lipideos em membranas biolégicas (CHO; SEO 2005). Com 36 dias
de exposicao ao NaCl, a atividade da enzima APX (Figura 40) mostrou-se mais elevada no MT,
quando comparada ao Nr ja na condi¢do controle, ou seja, sugerindo que muito provavelmente
esta enzima na raiz poderia melhor predispor o MT a uma resposta mais imediata a algum
estresse oxidativo do que o Nr, pelo menos para este estdgio de desenvolvimento das plantas.

Em fruto de MT e Nr notou-se aumento da peroxidagdo lipidica (Figura 23), assim como
aumento na concentragdo de H,O, (Figura 26). Para a remocao do H,O, em excesso na célula, a
enzima que apresentou aumento na atividade foi a GPOX (Figura 44). Além da GPOX, outras
enzimas existentes relacionadas a respostas antioxidativas, as quais ndo foram analisadas nesse
trabalho, podem estar atuando na remoc¢do do H,O, que possa ter escapado da acdo da GPOX,
seja por excesso do metabolito ou pela incapacidade celular de geracao de GPOX e sua respectiva
acdo na desintoxicagdo do H,O,. Por exemplo, a monodehidroascorbato redutase (MDHAR)
localizada também nos peroxissomos e mitocondrias (DEL RIO et al.,, 2002), ou mesmo a
glutationa peroxidase (GPX) localizada no citosol, cloroplasto, mitocondria e reticulo
endoplasmatico (MILLAR et al., 2003), podem estar tendo papel ativo e prioritdrio nesse tecido e
nessas condicoes.

Em relacdo mais especificamente aos tecidos da planta, em folha observou-se uma
resposta mais imediata para o gendtipo MT ao estresse, como observado pelo aumento do
conteddo de MDA (Figura 21), claro indicativo de uma situacio de estresse instalada, e inducdo
de um novo polipeptideo aos sete dias (Figura 14), aumento do contetido de H,O, aos 20 dias
(Figura 24), ou seja, também indicativo de estresse pelo aumento dessa EAO e incapacidade
celular de, nesse momento e nessas condi¢des, de responder a geracdo excessiva dessa EAO. Sob
condic¢des de estresse por NaCl, Ying et al. (2004) verificaram que hé diferenca na expressao dos
genes relacionados aos receptores de etileno em seedlings de tomate. A expressdao do gene
LeETRI é promovida apds 12 horas de tratamento com diferentes concentragdes de NaCl,
enquanto que a expressdo dos genes LeETR2 e LeETR3 aumentam com mais de 12 horas de
exposicao ao NaCl. Geralmente, as plantas respondem rapido ao aumento dos niveis de hormdnio
na tentativa de reduzir os efeitos em multiplos caminhos. Os mecanismos para manter a
homeostase na célula podem incluir a conjugacdo, degradacdo, sequestro e alteracdo da
sensibilidade aos hormonios (TIEMAN et al., 2000). Além disso, as respostas ao estresse salino

ndo estdo relacionadas somente com o hormonio etileno. Um hormonio que apresenta interagao
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com o etileno é o acido abscisico (ABA), como observado em mutantes de tomateiro deficientes
em ABA que super produziam etileno (TAL et al., 1979). O ABA também pode induzir o
acimulo de prolina (OBER; SHARP, 1994), que é um aminoécido que pode estar envolvido no
processo de retengdo de dgua na célula, protecdo e estabilizagdo de macromoléculas e estruturas
celulares (BOHNERT; JENSEN, 1996). Estudos de El-Khallal et al. (2009) mencionam que o
estresse por NaCl pode levar a um desbalan¢co hormonal que estd associado com o acumulo de
ABA e decréscimo dos niveis de dcido indol-dcetico (AIA), giberilina (GA3) e citocininas.
Finalmente, o ABA pode induzir ao acimulo de proteinas LEA, que sao consideradas
osmoprotetoras (THOMAS; BOHNERT, 1993). Apesar desses aspectos serem importantes e
merecerem futura investigacdo, o que faz parte da continuidade desse trabalho, para esta pesquisa
procuramos focar e centralizar mais na resposta antioxidante e na comparacao entre dois agentes
estressores e dois gendtipos distintos. Ainda, mais especificamente no caso da prolina, seria
interessante investigar se ocorreu acimulo nas plantas submetidas ao NaCl ja que seu aumento
em resposta a estresse salino e hidrico € bem conhecido e muito provavelmente deve ter ocorrido

em nossas plantas.

5.2 Cadmio

Alguns metais como o Cd interferem na sintese de etileno, estimulando a atividade da
ACC sintase, enzima chave para a biossintese desse hormoénio. Este aumento na atividade
enzimadtica estd associado com o efeito indireto através de sinais de células adjacentes que sao
diretamente afetadas pelo Cd (FUHRER, 1982). Entretanto, este contato direto entre o Cd e a
proteina da ACC sintase in vitro resulta na inibi¢do da atividade enzimética (FUHRER, 1982). A
literatura mostra que um aumento na producao do etileno ocorreu em folhas de feijao expostas ao
Cd (FUHRER, 1982) e em raiz de ervilha tratadas com Cd (RODRIGUEZ-SERRANO et al.,
2006). Além disso, lakimova et al. (2008) relataram que o aumento da producio de etileno em
células de tomate tratadas com Cd coincidiu com o aumento de H,O, quantificado nas células, o
que sugere que o etileno pode agir através da estimulagdo da producdo de EAOs em plantas
estressadas.

Em plantas, os sintomas gerais dos processos fisioldgicos e metabdlicos influenciados

pelas concentragdes em niveis toxicos de Cd sdo: inibi¢do do crescimento radicular e da parte
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aérea (BOUSSAMA et al., 1999), senescéncia acelerada nas folhas (SIEDLECKA; KRUPA,
1999), alteracdes no metabolismo de nitrogénio em diversas espécies de plantas
(BALESTRASSE et al., 2006), reducao do vigor e interferéncia no processo de fotossintese
(PRASAD, 1997) devido a alteracdao nas funcdes dos estomatos, no transporte de elétrons, no
ciclo de Calvin, desordens na estrutura dos grana e na sintese de clorofila (SIEDLECKA;
KRUPA, 1999).

Como mencionado para o estresse com NaCl, a discussdo dos resultados para Cd segue a
ordem do tempo de exposicdo dos gendtipos ao tratamento com 0,5 mM de CdCl, em cada
tecido. Para melhor visualizacdo dos resultados, decidiu-se colocar a numeracdo das figuras e
tabelas apds citagdo do resultado. Somente os dados mais relevantes foram discutidos, sempre
tentando comparar as respostas fisioldgicas e bioquimicas do mutante Nr com o genétipo MT
expostos ao CdCl,. Os tempos sete, 20 e 36 dias mencionados no texto correspondem ao periodo
de exposicdo ao tratamento com NaCl e ndo o tempo de desenvolvimento das plantas.

A anélise da distribui¢do e acimulo de Cd nas plantas revelou que o metal acumulou em
maior concentracdo na raiz, seguida da folha e fruto (Tabela 5). A distribuicdo do metal nas
plantas ocorre de forma generalizada, porém o primeiro sistema a acumular os metais
normalmente tem sido o radicular (MEDIOUNI et al., 2006; GRATAO et al., 2005). Fatores
como estidgio de crescimento e tempo de exposicdo ao metal, também afetam a absorcdo e
distribuicio de Cd entre diferentes partes da planta (FOJTOVA et al., 2002;
SCHUTZENDUBEL; POLLE, 2002), como também o sistema de cultivo utilizado. Apesar das
plantas apresentarem acimulo de Cd nos trés tecidos, apenas em folha aos 20 e 36 dias observou-
se diminui¢do da massa seca para o MT e para o Nr tratados (Figura 7). A massa seca em folha de
MT apresentou reducdo de 13,5% aos 20 dias e 22 % aos 36 dias (Figura 7). J4 o Nr apresentou
redugcdo em massa seca de folha de 17% aos 20 dias e de 18,5% aos 36 dias (Figura 7).

Para folha do gen6tipo MT com sete dias de tratamento, notou-se um maior aumento no
conteddo de MDA (Figura 21) e nas atividades das isoenzimas de SOD, mais significativamente
na Mn-SOD (banda I) (Figura 27 e Tabela 2) e atividade da CAT (Figura 33). J4 em raiz, o MT
tratado com Cd apresentou aumento no conteido de MDA (Figura 22) e redugao de atividade de
forma intensa da isoenzima Cu/Zn-SOD (banda III) (Figura 29 e Tabela 3). Pelos resultados
obtidos para MT, nota-se que ocorreram danos nas membranas em folha e raiz, assim como

diminui¢do da atividade da SOD em cloroplasto ou no citosol. O mutante Nr também apresentou
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respostas ao estresse por Cd, tais como aumento do conteido de MDA e de H,0,, porém os
resultados foram menos expressivos que em MT, ou seja, aparentemente o estresse pelo Cd foi
mais forte em periodo curto de tempo de exposicdo em MT do que em Nr, quando considerados
apenas os indicadores diretos de estresse celular, MDA e H,0,.

Com 20 dias de exposi¢ao ao Cd, os danos provocados foram mais severos do que aqueles
apresentados no inicio dos tratamentos. Em folha, o MT apresentou aumento de maior
intensidade da isoenzima Cu/Zn-SOD (banda III) (Figura 27 e Tabela 2), ao contrario do ocorrido
para o Nr, que apresentou decréscimo geral de atividade de SOD, principalmente pela redugao de
atividade da isoenzima Cu/Zn-SOD (banda III) (Figura 27 e Tabela 2), indicando possivelmente
vias de acdo distintas entre os dois gendtipos em se tratando da resposta a possivel aumento na
geracdo do radical superoxido. A atividade de CAT (Figura 33) em folha apresentou maior
aumento no gendtipo MT, que pode estar relacionado ao aumento de intensidade da Cu/Zn-SOD,
também encontrado em citosol, assim como aparecimento da banda de aproximadamente 45 kDa
(Figura 15), aparentemente a mesma que apareceu para os tratamentos com NaCl, referente a
peptideos correlacionados ao fotossistema II (PSII) (SULEYMANOV; HUSEYNOVA, 2008).
Contudo, as heat shock proteins (HSPs) também se enquadram nesta mesma massa molecular
(HE; HUANG, 2007). Estudos de He e Huang (2007) observaram a inducdo de vérias HSPs em
Kentucky Bluegrass (Poa pratensis L.) submetidas a estresse por temperatura, sendo algumas de
citoplasma (64, 78 e 85 kDa) e de membranas (39, 45 e 66 kDa). Ainda em folha tratada com
CdCl, aos 20 dias, para o gendtipo MT observou-se a repressdo de uma banda de
aproximadamente 220 kDa (Figura 15), como no MT tratado com NaCl aos 20 dias. Esse
polipeptideo de 220 kDa poderia estar relacionado com a diferenciacio celular (PELLENC et al.,
2004). Assim como jé anteriormente discutido para NaCl, as andlises para variacdes em proteinas
feitas por SDS-PAGE devem, e serdo, ampliadas com o uso de 2D-PAGE para melhor
caracterizar e possivelmente seqiienciar e identificar essas proteinas e outras que apresentaram e
apresentem as variacOes mais significativas para as condi¢cdes de estresse € em entre OS
tratamentos e genotipos.

Para a raiz aos 20 dias de tratamento com o metal, pode-se observar aumento significativo
de H,O, (Figura 25) para os dois gendétipos, seguido de forte reducdo da atividade da isoenzima
Cu/Zn-SOD (banda III) (Figura 29 e Tabela 3). O aumento de H,O, encontrado na raiz aos 20
dias poderia estar relacionado com a sinalizacdo celular (APEL, HIRT, 2004; LALOI et al.,
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2004) dos danos causados pelo estresse por Cd nas células, visto ainda que o metal acumulou
ainda mais com o tempo de exposicao (Tabela 5).

O Cd, em contraste com outros metais pesados, ndo parece agir diretamente na produgao
de EAOs, via Fenton e/ou reacdes Haber Weiss (SANITA DI TOPPI; GABRIELLI, 1999). Os
tratamentos com Cd aos 36 dias foram os mais danosos para as plantas do MT que para plantas
Nr, como reduc@o de massa seca de folha (Figura 7), aumento no conteido de MDA (Figura 21) e
na quantificacdo de H,O, (Figura 24) assim como diminui¢@o dos teores de clorofila medidos por
SPAD (Figura 10). Curiosamente, o Cd sempre mostrou maiores acimulos em Nr do que em MT,
nao s6 com 20 dias de exposi¢do, mas durante todo o periodo analisado. Apesar dos aumentos de
MDA e H,0,, a atividade das enzimas CAT (Figura 33) e GR (Figura 36) foram maiores na folha
do Nr, indicando que a alteragdo na resposta por estas enzimas no mutante foi mais eficiente que
para o MT. A CAT estaria atuando em combate ao H,O, formado devido ao estresse gerado pelo
Cd nas células, bem como a enzima GR, que participa da redugcdo da glutationa (GSH)
(CREISSEN et al., 1994). A GSH tem uma afinidade alta para ligacdo ao Cd fazendo deste
composto um quelante potencial no citosol (fitoquelatinas — PCs) (BECK et al., 2003). Em arroz,
o efeito positivo da acdo da GSH foi verificado mediante a sintese de PCs (peptideos ricos em
cisteina) o que conduziu a uma reducdo do nivel de Cd livre nas raizes desta planta (CHEN;
KAO, 1995). Segundo Zhu et al. (1999), a alta concentragdao de GSH em raizes de plantas tem
contribuido para aumentar a tolerancia ao Cd. Apesar de ndo termos determinado ou analisado
PCs nesse estudo, € provavel que tenha ocorrido aumento em PCs visto o acimul de Cd em raizes
e o aumento de atividade de GR e muito provavelmente de GSH.

Outro efeito observado nos dois genétipos submetidos ao CdCl,, aos 36 dias em folha, foi
a repressao de duas bandas no gel de SDS-PAGE, uma de aproximadamente 200 kDa (Figura 16)
e outra de aproximadamente 60 kDa (Figura 16). O polipeptideo com massa de aproximadamente
200 kDa poderia ser da familia génica wesl20, que sdo proteinas relacionadas com aclimatacao
em cereais (SARHAN et al., 1997, VAZQUEZ-TELLO, 1998), bem como da familia das
proteinas LEA (late embryogenesis abundant), que sdo proteinas relacionadas a estresse hidrico e
estresse por altas temperaturas (ALLAGULOVA, et al., 2003). Em Arabidopsis thaliana, o
etileno pode modular o ABA, induzindo o fechamento estomatico (TANAKA et al., 2005). O Cd
também pode regular a disponibilidade de dgua nas folhas e apresentar regulacio osmotica

(PERFUS-BARBEOCH et al., 2002), podendo por conseqiiéncia gerar o estresse hidrico. O
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polipeptideo com aproximadamente 60 kDa poderia ser uma HSP, pois essa familia de proteinas
j4 muito estudada tem massas moleculares varidveis dependendo da organela onde se encontra
(HE; HUANG, 2007). No tratamento com Cd também observou o aparecimento da banda de
aproximadamente 80 kDa nos dois gendtipos (Figura 16), provavelmente a mesma proteina que
apareceu nos tratamentos com NaCl aos 36 dias, com potencial de ser uma heat shock proteins
(HSPs) (HE; HUANG, 2007).

Em raiz aos 36 dias, observou-se o quase desaparecimento da isoenzima Cu/Zn-SOD
(banda III) (Figura 29 e Tabela 3), tanto para MT como para Nr, o que comprova que com o
aumento do tempo de estresse pelo Cd esta isoenzima foi a mais afetada em raiz, tendo um
padrdao bem identificavel de reducdo de atividade crescente com o estresse pelo Cd, porém, ndao
restrito a um ou outro gendtipo. Observou-se ainda um aumento do conteido de MDA (Figura
22) nos dois gendtipos tratados com CdCl,. Porém, a atividade da CAT (Figura 34) e da GR
(Figura 37) foi maior em MT do que em Nr quando na presenca do metal. Pelo aumento de
atividade das enzimas antioxidantes relacionadas com desintoxica¢do do H,O,, como apresentado
em raiz, o sistema estd trabalhando para manter a homeostase na célula principalmente nesse
6rgao, no qual o acimulo do metal foi maior e cumulativo. Porém, pelo decréscimo de certa
forma geral da atividade total (somatdria das atividades das isoenzimas) de SOD, particularmente

da isoenzima Cu/Zn-SOD (banda III) que estd relacionada com cloroplasto, peroxissomos e

(@'N

citosol, fica claro que apesar do estresse indiretamente gerar o radical superdxido, que
dismutado pela SOD gerando H,O,, a resposta desse grupo de isoenzimas sugere que com O
tempo de exposicdo ao metal, a geracdo de superéxido possa até estar sendo diminuida.
Entretanto, pela diminuicdo da geracdo de superdxido e reducio da atividade de SOD, o excesso
de H,O, que estd sendo gerado ao longo do tempo levando ao aumento de outras enzimas
catabolizadoras deva ter outra origem na célula. O H,O, é também um produto da [-oxidagdo
associada ao glioxissomo de 4cidos graxos e nas reagdes de fotorrespiracio (SCANDALIOS,
1993; IGAMBERDIEV; LEA, 2002), assim como ¢é produzido nos peroxissomos, principalmente
em plantas C3, como o tomateiro, em virtude da reacdo da glicolato oxidase (FOYER; NOCTOR,
2003).

Em fruto de Nr tratado com CdCl,, as respostas mais evidentes foram o aumento do
conteido de H,0O, (Figura 26) e aumento da intensidade da Mn-SOD (banda I) (Figura 31 e

Tabela 4), relacionada com as mitocOndrias e peroxissomos (DEL RIO et al., 2003), resultado o
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qual é o oposto do observado para o0 mesmo tratamento mas para o gendtipo MT, que mostrou
reducdo de atividade (Figura 31 e Tabela 4). Em MT, de forma geral ndo foram observados
aumentos mais expressivos na atividade das enzimas antioxidantes nesse tecido. No fruto podem
estar atuando outros compostos ndao enzimaticos que protegem as células contra estresse
oxidativo, como os licopenos e beta-carotenos, vitamina E, entre outros (ROSATI et al., 2000;
GRATAO et al., 2005), que muito provavelmente possam ter papel até maior na protecio celular
nesse 0rgao especificamente.

O MT foi o genétipo que mais apresentou alteracdes no metabolismo medido através das
enzimas antioxidantes e de compostos como o MDA para folha e raiz submetidos ao Cd ao longo
de todo o desenvolvimento. O etileno poderia estar envolvido com essas respostas, pois estd
relacionado a importantes processos fisiol6gicos na planta, com importante papel na transdugao
de sinais associados com estresses bidticos e abidticos (BLEECKER; KENDE, 2000; VAN
LOON et al., 2006), como também pode estar associado a outros hormonios como auxina,
citocinica, ABA, 4cido salicilico e jasmonato (GUO; ECKER, 2004; ETHERIDGE et al., 2006).
O etileno pode estar ainda relacionado com a elevacdo do cdlcio (Ca®) através da ativacio dos
canais permedveis de Ca* na membrana plasmitica da célula guarda (ZHAO et al., 2007). Em
plantas, o Ca" atua como um mensageiro secunddrio durante a sinalizacio de estresse abidtico
(KNIGHT, 2000), além disso é a molécula principal na sinalizacio do desenvolvimento da
planta, podendo regular hormonios. A sinaliza¢do do Ca" aos estresses abidticos é dependente do
tipo de estresse (KIEGLE et al., 2000), da fase de desenvolvimento da planta (PLIETH et al.,
1999) e do tipo de tecido (KIEGLE et al., 2000). Além disso, o etileno pode estimular o influxo
de Cd através dos canais permedveis de Ca* da membrana plasmdtica (YAKIMOVA et al., 2006).
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6 CONCLUSOES

— As plantas tratadas com CdCl, apresentaram danos mais severos que as plantas tratadas com

NaCl, em relag@o aos controles;

—O gendtipo Nr apresenta respostas diferenciadas para os sistemas enziméticos estudados para

cada estresse ao qual foi submetido;

— O gendtipo MT apresentou maior sensibilidade aos estresses que o Nr;

—A enzima antioxidante GR foi a mais atuante na resposta aos estresses nos dois genoétipos

submetidos ao CdCl, e ao NaCl.
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APENDICE A - Andlise de variancia dos dados provenientes das medi¢des de SPAD em folha. Teste de Tukey com
5% de probabilidade

FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 8,1092 1,6218 1,2979 4,39 MT C 42,15 a
Residuo 6 7,4975 1,2496 MT NaCl 4335a
TO Total 11 15,6067 MT CdCl, 43,05 a
NrC 43,57 a
ATukey 4,4502 Nr NaCl 4392 a
CV % 2,57 Nr CdCl, 44,85 a
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 23,8035 4,7607 12,2396 4,39 MTC 40,27 ¢
Residuo 6 2,3337 0,3890 MT NaCl 43.85a
,7 Total 11 26,1373 MT CdCl, 41,10 bc
dias NrC 43,47 ab
ATukey 2,4828 Nr NaCl 4382 a
CV % 1,46 Nr CdCl, 43,25 ab
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 28,0760 5,6152 11,7545 4,39 MTC 39,37 ¢
Residuo 6 2,8663 0,4777 MT NaCl 39,02 ¢
14 dias  Total 11 30,9423 MT CdCl, 39,37 ¢
NrC 42,32 ab
ATukey 2,7515 Nr NaCl 43,10 a
CV % 1,70 Nr CdCl, 40,52 abc
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 8,2742 1,6548 1,9642 4,39 MTC 37,55a
Residuo 6 5,0550 0,8425 MT NaCl 38,15a
21 dias Total 11 13,3292 MT CdCl, 39,30 a
NrC 39,60 a
ATukey 3,6541 Nr NaCl 39,90 a
CV % 2,36 Nr CdCl, 38,55 a
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 123,6042 24,7208 26,3689 4,39 MT C 3895a
Residuo 6 5,6250 0,9375 MT NaCl 37,40 ab
28 Total 11 129,2292 MTCdCl,  3040c¢
dias Nr C 37,90 ab
ATukey 3,8546 Nr NaCl 40,20 a
CV % 2,64 Nr CdCl, 35,00 b
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 135,5267 27,1053 144,2412 4,39 MT C 36,47 a
Residuo 6 1,1275 0,1879 MT NaCl 37,05a
3?5 Total 11 136,6542 MT CdCl, 27,80 ¢
dias Nr C 37222
ATukey 1,7257 Nr NaCl 36,25 a

CV % 1,25 Nr CdCl, 33,05b
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APENDICE B — Anilise de varidncia dos dados provenientes das quantificacdes de MDA em folha, raiz e fruto.

Teste de Tukey com 5% de probabilidade

FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 5,2262 1,0452 29,2532 4,39 MTC 1,8308 bc
Residuo 6 0,2144 0,0357 MT NaCl 3,5140 a
F?;IZSA Total 11 5.4406 MTCACL,  3,0428a
NrC 1,5934 ¢
ATukey 0,7525 Nr NaCl 2,6484 b
CV % 7,51 Nr CdCl, 24771 b
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 3,3140 0,6628 12,3001 4,39 MTC 2,3202 ¢
Residuo 6 0,3233 0,0539 MT NaCl 2,6903 bc
FOLHA Total 11 3,6373 MT CdCl, 3,6211 a
20 dias Nr C 2,4637 ¢
ATukey 0,9241 Nr NaCl 3,4640 ab
CV % 7,73 Nr CdCl, 3,4586 ab
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 13,9478 2,7896 46,5643 4,39 MTC 2,0824 cd
Residuo 6 0,3594 0,0599 MT NaCl 3,4061 b
FOLHA 151 1 14,3073 MTCdCL,  5,0371a
36 dias Nr C 1,7938 d
ATukey 0,9744 Nr NaCl 2,8390 bc
CV % 7,80 Nr CdCl, 3,6661 b
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,1253 0,0251 28,5067 4,39 MT C 0,3291 d
Residuo 6 0,0053 0,0009 MT NaCl 0,4973 b
};‘;Ifs Total 11 0,1306 MTCACL,  0,6317a
NrC 0,3570 cd
ATukey 0,1180 Nr NaCl 0,408 bed
CV % 6,66 Nr CdCl, 0,4567 bc
FV GL SQ QM Fcalculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,1631 0,0326 4,3887 4,39 MTC 0,2713 a
Residuo 6 0,0445 0,0074 MT NaCl 0,2828 a
RAIZ — poar 11 02076 MTCACL, 0,365 a
20 dias NrC 0,2904 a
ATukey 0,3428 Nr NaCl 0,5062 a
CV % 22,59 Nr CdCl, 0,5702 a
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,2785 0,0557 33,9595 4,39 MTC 0,2532 ¢
Residuo 6 0,0098 0,0016 MT NaCl 0,5478 ab
RAIZ — poa 11 0,2883 MTCACL, 04054 be
36 dias Nr C 0,2677 ¢
ATukey 0,1612 Nr NaCl 0,3075 ¢
CV % 9,99 Nr CdCl, 0,6591 a
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,4898 0,0980 23,7732 4,39 MTC 1,3382 ¢
Residuo 6 0,0247 0,0041 MT NaCl 1,8909 a
FRUTO 1y 1 0,5146 MT CdCl, 1,5086 be
36 dias Nr C 1,3312¢
ATukey 0,2556 Nr NaCl 1,5989 b
CV % 4,27 Nr CdCl, 1,3339 ¢
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APENDICE C — Anilise de varidncia dos dados provenientes das quantificacdes de H,0, em folha, raiz e fruto.

Teste de Tukey com 5% de probabilidade

FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,3423 0,0685 54,0745 4,39 MT C 0,6178 be
Residuo 6 0,0076 0,0013 MT NaCl 1,0038 a
F?;IZSA Total 11 0,3499 MTCACL,  09415a
NrC 0,6077 ¢
ATukey 0,1417 Nr NaCl 1,0016 a
CV % 4,33 Nr CdCl, 0,7565 b
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,7622 0,1524 76,3203 4,39 MT C 0,8321 ¢
Residuo 6 0,0120 0,0020 MT NaCl 1,1098 b
FOLHA Total 11 0,7742 MT CdCl, 1,3385 a
20 dias NrC 0,6776 ¢
ATukey 0,1779 Nr NaCl 0,7586 ¢
CV % 4,49 Nr CdCl, 1,2534 ab
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 1,4923 0,2985 32,0363 4,39 MT C 0,5681 cd
Residuo 6 0,0559 0,0093 MT NaCl 0,9505 be
FOLHA 151 1 1,5482 MT CdCl, 1,5548 a
36 dias Nr C 0,5076 d
ATukey 0,3842 Nr NaCl 0,7564 bed
CV % 10,70 Nr CdCl, 1,0736 b
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamento 5 0,0017 0,0003 30,5686 4,39 MT C 0,0653 ¢
Residuo 6 0,0001 0,0000 MT NaCl 0,0779 be
};‘;Ifs Total 11 0,0017 MTCACL,  0,0868 ab
Nr C 0,0658 ¢
ATukey 0,0132 Nr NaCl 0,0939 a
CV % 4,10 Nr CdCl, 0,0932 a
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,0051 0,0010 63,1315 4,39 MT C 0,0159 ¢
Residuo 6 0,0001 0,0000 MT NaCl 0,0401 b
RAIZ - poral 11 0,0052 MTCACL,  0,0506 b
20 dias Nr C 0,0188 ¢
ATukey 0,0161 Nr NaCl 0,0534 b
CV % 9,51 Nr CdCl, 0,0758 a
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,0057 0,0011 40,0286 4,39 MT C 0,0394 b
Residuo 6 0,0002 0,0000 MT NaCl 0,0485b
RAIZ - poral 11 0,0058 MTCACL,  00912a
36 dias Nr C 0,0347 b
ATukey 0,0212 Nr NaCl 0,0544 b
CV % 9,03 Nr CdCl, 0,0852 a
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,4871 0,0974 88,1675 4,39 MT C 0,2511 ¢
Residuo 6 0,0066 0,0011 MT NaCl 0,5052 b
FRUTO 11y 1 0,4937 MTCACl, 04109 b
36 dias Nr C 0,3746 be
ATukey 0,1323 Nr NaCl 0,7675 a
CV % 6,42 Nr CdCl, 0,7970 a
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APENDICE D - Anilise de variancia dos dados provenientes da atividade de catalase em folha, raiz e fruto. Teste de
Tukey com 5% de probabilidade

FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 4392,1367 878,4273 42,7407 4,39 MTC 35,0649 ¢
Residuo 6 123,3149 20,5525 MT NaCl 58,8656 b
F7O(];iI:SA Total 11 45154516 MTCdCL, 89,1956 a
Nr C 33,0081 ¢
ATukey 18,0478 Nr NaCl 53,8406 b
CV % 8,08 Nr CdCl, 66,6964 b
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 2686,1678 537,2336 21,1803 4,39 MT C 31,8871 bc
Residuo 6 152,1886 25,3648 MT NaCl 41,7111 be
FOLHA Total 11 2838,3564 MT CdCl, 71,2714 a
20 dias NrC 24,2799 ¢
ATukey 20,0497 Nr NaCl 46,9730 b
CV % 11,30 Nr CdCl, 51,1751b
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 4824,6573 964,9315 214,6261 4,39 MT C 43,0465 d
Residuo 6 26,9752 4,4959 MT NaCl 67,0683 ¢
FOLHA Total 11 4851,6325 MT CdCl, 83,6382 b
36 dias NrC 44,1256 d
ATukey 8,4411 Nr NaCl 64,5122 ¢
CV % 3,17 Nr CdCl, 99,1299 a
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 2756,2611 551,2522 43,7834 4,39 MTC 433810 b
Residuo 6 75,5427 12,5905 MT NaCl 56,7443 b
5’3;25 Total 11 2831,8038 MTCdCL, 77,7877 a
Nr C 43,4700 b
ATukey 14,1258 Nr NaCl 45,7708 b
CV % 6,16 Nr CdCl, 78,2905 a
FV GL SQ QM F calculado F tabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 585,2120 117,0424 19,5720 4,39 MT C 45,0390 ¢
Residuo 6 35,8806 5,9801 MT NaCl 54,5345 be
RAIZ o) 11 621,0927 MTCdCL, 56,6305 ab
20 dias Nr C 48,2875 be
ATukey 9,7353 Nr NaCl 47,2404 be
CV % 4,62 Nr CdCl, 65,5853 a
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 16952,5858 3390,5172  267,2309 4,39 MT C 40,9343 d
Residuo 6 76,1256 12,6876 MT NaCl 63,6066 ¢
RAIZ o) 11 17028,7114 MTCdCL,  145,1591 a
36 dias Nr C 44,1346 d
ATukey 14,1802 Nr NaCl 60,1887 ¢
CV % 4,62 Nr CdCl, 108,4291 b
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 65,2321 13,0464 21,7432 4,39 MT C 24,4813 ab
Residuo 6 3,6001 0,6000 MT NaCl 20,7767 ¢
FRUTO 1, 1 68,8322 MT CdCl, 24,9679 ab
36 dias Nr C 23,5359 be
ATukey 3,0837 Nr NaCl 20,9592 ¢
CV % 3,27 Nr CdCl, 27,4833 a
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APENDICE E — Anilise de variancia dos dados provenientes da atividade de glutationa redutase em folha, raiz e
fruto. Teste de Tukey com 5% de probabilidade

FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,0138 0,0028 36,1730 4,39 MTC 0,0790 ¢
Residuo 6 0,0005 0,0001 MT NaCl 0,1174 b
F7O(];iI:SA Total 11 0,0142 MTCACL,  0,1656 2
Nr C 0,0938 be
ATukey 0,0348 Nr NaCl 0,1556 a
CV % 6,79 Nr CdCl, 0,1602 a
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,0106 0,0021 33,8503 4,39 MT C 0,0866 ¢
Residuo 6 0,0004 0,0001 MT NaCl 0,1430 ab
FOLHA Total 11 0,0110 MT CdCl, 0,1549 a
20 dias Nr C 0,0868 ¢
ATukey 0,0316 Nr NaCl 0,1200 b
CV % 6,34 Nr CdCl, 0,1549 a
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,0580 0,0116 35,5146 4,39 MT C 0,0780 ¢
Residuo 6 0,0020 0,0003 MT NaCl 0,1935b
FOLHA 15 1 0,0599 MTCdCl,  02126b
36 dias Nr C 0,1125 ¢
ATukey 0,0719 Nr NaCl 0,1492 be
CV % 10,46 Nr CdCl, 0,2902 a
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 3,8222 0,7644 346,3754 4,39 MTC 2,2824 ¢
Residuo 6 0,0132 0,0022 MT NaCl 3,3234b
5’3;25 Total 11 3.8355 MTCACL, 3,343 ab
NrC 2,1087 ¢
ATukey 0,1870 Nr NaCl 3,5107 a
CV % 1,04 Nr CdCl, 3,3443 ab
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 11,9545 2,3909 72,2635 4,39 MT C 2,2340d
Residuo 6 0,1985 0,0331 MT NaCl 4,6440 a
e 11 12,1530 MTCACL,  3,9565 ab
20 dias Nr C 1,7273d
ATukey 0,7241 Nr NaCl 3,0536 ¢
CV % 5,66 Nr CdCl, 3,6440 bc
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 31,8774 6,3755 141,3012 4,39 MT C 2,2751d
Residuo 6 0,2707 0,0451 MT NaCl 4,2697 ¢
RAIZ g 11 32,1481 MTCACL,  7,1515a
36 dias Nr C 2,6527 d
ATukey 0,8456 Nr NaCl 4,4434 ¢
CV % 4,88 Nr CdCl, 5,2929 b
FV GL SQ QM F calculado  F tabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 0,0243 0,0049 7,2254 4,39 MT C 0,8008 a
Residuo 6 0,0040 0,0007 MT NaCl 0,7819 ab
FRUTO 1y 1 0,0283 MTCACl, 0,809 a
36 dias Nr C 0,6930 b
ATukey 0,1032 Nr NaCl 0,7142 ab
CV % 3,38 Nr CdCl, 0,7938 ab
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APENDICE F — Anilise de variancia dos dados provenientes da atividade de ascorbato peroxidase em folha, raiz e
fruto. Teste de Tukey com 5% de probabilidade

FV GL SQ QM Fcalculado  Ftabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 181642067 3632,8413  1,2364 4,39 MT C 417,1351 a
Residuo 6 17629,4630  2938,2438 MT NaCl 482,6511 a
F%ESA Total 1 35793,6697 MTCACl, 4844885 a
Nr C 536,4484 a
ATukey 215,7930 Nr NaCl 514,2635 a
CV % 11,00 Nr CdCl, 521,4184 a
FV GL SQ QM F calculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 687652699  13753,0540 20,1284 4,39 MT C 286,6613 b
Residuo 6 4099,5952  683,2659 MT NaCl 306,4036 b
FOLHA Total 11 728648651 MT CdCl,  372,0329 b
20 dias Nr C 345,8862 b
ATukey 104,0611 Nr NaCl 289,8549 b
CV % 7,44 Nr CdCl, 506,0716 a
FV GL SQ QM F calculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 468177,380 936354761 1478721 4,39 MT C 266,5080 ¢
Residuo 6 3799,3174  633,2196 MT NaCl 551,7658 b
FOLHA Total 11 471976,698 MTCdCl,  668,6435a
36 dias Nr C 166,2157 d
ATukey 100,1776 Nr NaCl 4532165 b
CV % 5,37 Nr CdCl, 702,3564 a
FV GL SQ QM F calculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 505006,698 101001,339 16,5841 4,39 MT C 14532314 a
Residuo 6 36541,4379  6090,2397 MT NaCl 1310,343 ab
5’3;25 Total 1 541548,136 MTCACl,  1263,045 ab
Nr C 1226,381 ab
ATukey 310,6781 Nr NaCl 1107,9859 b
CV % 6,54 Nr CdCl, 795,8026 ¢
FV GL SQ QM F calculado  Ftabelado Tratamento  Médias
Tratamentos 5 414921,105 829842210 15,7473 4,39 MT C 832,8185 b
Residuo 6 31618,5225  5269,7537 MT NaCl 750,5542 b
RAIZ 1ol 1 446539,627 MTCACl,  849.4069 b
20 dias Nr C 977,0771 b
ATukey 288,9938 Nr NaCl 13272237 a
CV % 7,70 Nr CdCl, 915,7823 b
FV GL SQ QM F calculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 464686,318 92937263 10,5604 4,39 MT C 1278,5722 a
Residuo 6 52803,2305  8800,5384 MT NaCl 1365,2878 a
RAIZ 1ol 1 517489,549 MTCdCl, 8264129 b
36 dias Nr C 8765829 b
ATukey 373,4634 Nr NaCl 1113,016 ab
CV % 8,70 Nr CdCl, 1010,992 ab
FV GL SQ QM F calculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 60499518 120999,03  4,1961 4,39 MT C 1208,96 a
Residuo 6 173015,86  28835,97 MT NaCl 170231 a
FRUTO 1y 1 778011,04 MTCACl,  125334a
36 dias Nr C 1302,61 a
ATukey 676,0219 Nr NaCl 1100,03 a
CV % 12,41 Nr CdCl, 164406 a
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APENDICE G — Anilise de varidncia dos dados provenientes da atividade de guaiacol peroxidase em folha, raiz e
fruto. Teste de Tukey com 5% de probabilidade

FV GL SQ QM Fcalculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 11864,4567  2372,8913 44,2495 439 MT C 76,263 b
Residuo 6 321,7519 53,6253 MT NaCl 93,8944 b
F%ESA Total 1 12186,2086 MTCACL, 133,871 a
Nr C 45,7452 ¢
ATukey 29,1527 Nr NaCl 123,642 a
CV % 7,32 Nr CdCl, 126,109 a
FV GL SQ QM Fcalculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 13614,6182  2722,9236 41,0120 4,39 MT C 47234 cd
Residuo 6 398,3604 66,3934 MT NaCl 73,662 be
FOLHA Total 11 14012,9787 MTCdCl,  116,010a
20 dias Nr C 40,5340d
ATukey 32,4381 Nr NaCl 99,303 ab
CV % 9,63 Nr CdCl, 130,934 a
FV GL SQ QM Fcalculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 27382147 5476429 62,9844 4,39 MT C 14,803 ¢
Residuo 6 52,1694 8,6949 MT NaCl 28,753 b
FOLHA a1 1 2790,3841 MTCdCl, 494716 a
36 dias Nr C 15,5301
ATukey 11,7389 Nr NaCl 24,714 be
CV % 9,50 Nr CdCl, 52,9476 a
FV GL SQ QM Fcalculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 318063,6935 63612,738 85,6274 439 MT C 124,091 d
Residuo 6 4457,4107  742,9018 MT NaCl 537,385 a
5’3;25 Total 1 322521,1041 MTCdCl, 412,38 be
Nr C 124,417d
ATukey 108,5073 Nr NaCl 319,486 ¢
CV % 8,15 Nr CdCl, 486,72 ab
FV GL SQ QM Fcalculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 413368,0762 82673,615  134,7215 4,39 MT C 204,868 d
Residuo 6 3681,9798  613,6633 MT NaCl 706,171 a
RAIZ o 1 417050,0560 MTCACl,  439.480
20 dias Nr C 210,460 d
ATukey 98,6185 Nr NaCl 605,574 b
CV % 5,65 Nr CdCl, 461,662 ¢
FV GL SQ QM Fcalculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 292505,8289 58501,165 52,0777 4,39 MT C 380,154 a
Residuo 6 6740,0664 11233444 MT NaCl 464,823 a
RAIZ 1o 1 299245 8953 MTCdCl,  433.702a
36 dias Nr C 63,6518 b
ATukey 133,4289 Nr NaCl 153,816 b
CV % 12,18 Nr CdCl, 154,076 b
FV GL SQ QM Fcalculado  Ftabelado Tratamento Médias
Tratamentos 5 5209,708 1041941 36,0304 4,39 MT C 69,330 cd
Residuo 6 173,5105 28,9184 MT NaCl 95,309 b
FRUTO 71 1 5383,2193 MT CdCl, 94,4964 b
36 dias Nr C 58,8845 d
ATukey 21,4082 Nr NaCl 124,248 a

CV % Nr CdCl, 88,298 bc






