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RESUMO

Resposta antioxidativa em variedades de cana-de-agucar
(Saccharum spp.) sob déficit hidrico

O déficit hidrico € o principal fator limitante na produtividade das culturas
agricolas. A exposicao das plantas a este estresse pode resultar em dano oxidativo
devido ao aumento na producédo de espécies ativas de oxigénio (EAOs). O objetivo
deste trabalho foi estudar os efeitos do déficit hidrico, em 20 variedades de cana-de-
acucar, através da resposta do sistema antioxidante. O déficit hidrico foi imposto pela
supressao da irrigacao durante 3, 10 e 20 dias. A peroxidacao lipidica, mensurada
através do conteudo de MDA, e a concentracao de perdxido de hidrogénio (H2O2) foram
utilizados como indicativos da ocorréncia de estresse oxidativo. A resposta do sistema
antioxidante variou em funcédo das variedades estudadas e da intensidade do estresse
aplicado. Todavia, apés 3 dias de supressao da irrigagdo nao ocorreu variacao no perfil
protéico em SDS-PAGE, no contetdo de MDA, H,O,, prolina e na atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), guaiacol peroxidase (GPOX) e glutationa redutase (GR), para a maioria das
variedades estudadas. Entretanto, aos 10 dias de supressao da irrigacdo, com excecao
da GR, a maioria das variedades demonstrou incremento nestes parametros. Apos 20
dias todos os gendtipos demonstraram incremento no contetdo de MDA, em relacéo ao
controle, refletindo os danos causados pelo estresse oxidativo. As variedades que
demonstraram reducdo na atividade das enzimas SOD e APX, 20 dias apés a
suspensao da irrigacdo, apresentaram maior incremento na peroxidacao lipidica e
conteldo de H»O.. Estes resultados sugerem que sob déficit hidrico moderado, a
maioria das variedades foi capaz de induzir a atividade das enzimas antioxidantes.
Entretanto, a medida que o déficit hidrico torna-se mais severo pode ocorrer o colapso
do sistema de defesa antioxidante, sendo a SOD e APX as enzimas mais afetadas.

Palavras-chave: Cana-de-acucar; Déficit hidrico; Estresse oxidativo; Enzimas
antioxidantes
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ABSTRACT

Antioxidative response of sugarcane
(Saccharum spp.) genotypes under water deficit

Water deficit is the major yield-limiting factor of crop plants. Plant exposure to this
abiotic stress can result in oxidative damage due to the over production of reactive
oxygen species (ROS). The aim of this work was to study the effects of water deficit in
20 sugarcane genotypes in response of the antioxidant system. Water deficit was
imposed by withholding irrigation during 3, 10 and 20 days. Lipid peroxidation,
measured as MDA content, and hydrogen peroxide (H-O.) was used as oxidative stress
markers. Antioxidant system response ranged according to genotypes and stress
intensity. After 3 days of withholding irrigation, no variation in protein profile (SDS-
PAGE), MDA content, H-O,, proline and activity of antioxidant enzymes superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), guaiacol peroxidase
(GPOX) and glutathione reductase (GR) was observed, in the majority of genotypes.
However, 10 days after withholding irrigation, the majority of genotypes showed increase
in these parameters. After 20 days, all genotypes showed increase in MDA content,
compared with control plants, reflecting the damage caused by oxidative stress.
Genotypes that showed decrease in the activity of SOD and APX, 20 days after
withholding irrigation, presented high increase in lipid peroxidation and H>O, content.
These results suggest that under moderate water deficit, the majority of genotypes were
able to induce the activity of antioxidant enzymes. However, as the water deficit became
more severe the collapse of antioxidant system can occur, being SOD and APX the
more affected enzymes.

Keywords: Sugarcane; Water deficit; Oxidative stress; Antioxidant enzymes
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1 INTRODUGAO

A cana-de-agucar é uma cultura de interesse mundial, sendo cultivada em mais
de 90 paises. O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com uma
estimativa de producéo para a safra 2009/2010 de, aproximadamente, 550 milhées de
toneladas (UNIAO DAS INDUSTRIAS DE CANA-DE-AGUCAR - UNICA, 2009), as quais
deverao suprir a crescente demanda interna e externa por alcool combustivel e acucar.
O agronegécio sucroalcooleiro movimenta cerca de R$ 40 bilhdes por ano, com
faturamentos diretos e indiretos, 0 que corresponde a aproximadamente 2,35% do PIB
nacional, além de ser um dos setores que mais empregam no pais, com a geracao de
3,6 milhdes de empregos diretos e indiretos, e de congregar mais de 72.000
agricultores (UNICA, 2009).

Nos ultimos anos vem ocorrendo uma grande expansao da area de cultivo da
cultura, principalmente nas regides Centro-Sul e Centro-Oeste do pais, englobando o
Oeste do Estado de Sao Paulo, Sudoeste de Minas Gerais, além dos Estados de Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias, conhecidos por apresentaram déficit hidrico por
longos periodos durante o ano. Além destas, a regido Nordeste do Brasil apresenta
grande tradicdo no plantio da cana-de-agucar, no entanto a produtividade (ton/ha) é
menor que na maioria das unidades produtoras encontradas na regido centro-sul. Esta
diferenca deve-se a baixa disponibilidade de variedades comerciais adaptadas ao
estresse hidrico que ocorre nesta regido. A compreensao dos mecanismos tolerancia a
seca nas variedades de cana-de-agUcar permitira direcionar os cruzamentos em
programas de melhoramento, visando a obtencao de progénies com maior tolerancia ao
déficit hidrico, 0 que aumentara a viabilidade da cultura canavieira nestas areas.

A tolerancia a seca é um mecanismo que permite a planta manter o seu
metabolismo em niveis considerados normais, mesmo sob baixos potenciais de agua
no solo, devido a uma série de alteragdes fisioldgicas e bioquimicas. Entre as
alteragdes bioquimicas o ajuste osmético e a capacidade antioxidante tém sido
relatados como 0s principais mecanismos que permitem as plantas tolerar a reducao do
potencial hidrico do solo. O ajuste osmoético corresponde ao acumulo de solutos

compativeis ou osmdlitos dentro da célula, reduzindo o potencial osmotico e auxiliando
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na manutencdo do turgor a medida que a planta experimenta o déficit hidrico. A
capacidade antioxidante resulta da habilidade das plantas em inativar as espécies
ativas de oxigénio (EAQOs), as quais provocam um desbalanco redox nas células,
influenciando em todo o transporte de elétrons, e por fim desencadeando o estresse
oxidativo, devido a sua acao téxica e mutagénica (ANGELOVA et al., 2000).

Assim, este trabalho teve como objetivo caracterizar 20 variedades comerciais de
cana-de-agucar, pertencentes ao banco de germoplasma do CTC (Piracicaba, SP),
quanto a resposta ao déficit hidrico, a partir de uma abordagem bioquimica, a fim de
compreender as alteracbes metabdlicas que ocorrem nas plantas submetidas a este
tipo de estresse e que caracterizam a tolerancia ou sensibilidade ao déficit hidrico.
Entretanto, este trabalho faz parte de um projeto mais abrangente, no qual foram
analisadas as alteracbes provocadas pela reducdo na disponibilidade de agua nos

niveis fisiol6gico e molecular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Disponibilidade hidrica do solo versus produtividade da cana-de-acucar

Estresses abidticos causam efeitos adversos na produtividade das culturas
agricolas e influenciam na distribuicdo destas em diferentes ambientes (ARAUS et al.,
2002). Estes efeitos recebem consideravel atencdo devido aos potenciais impactos das
mudancas climaticas no padrao de distribuicdo das chuvas e extremos de temperatura,
salinizagdo de terras pela irrigacdo e a necessidade de expandir a agricultura para
areas marginais mantendo uma alta produtividade (VERSLUES et al., 2006).

A seca é considerada o principal estresse abidtico em plantas (PARRY et al.,
2004; CRUZ DE CARVALHO, 2008) e também o que mais influencia, de forma
negativa, a produtividade da cana-de-acucar no Brasil (RAMESH, 2000). Seus efeitos
sobre as plantas incluem a reducao na assimilacao de CO,, na taxa de transpiracao, de
crescimento, na abertura estomatica (TAIZ; ZEIGER, 2004), crescimento dos perfilhos e
altura final dos colmos (SUGIHARTO, 2004). As necessidades hidricas da cana-de-
acucar variam de acordo com o estadio vegetativo da planta e a cultivar utilizada
(AUDE, 1993) sendo, portanto, funcdo da éarea foliar, estadio fisiolégico e densidade
radicular. A fenologia da cana-de-acucar € dividida em quatro fases: brotacédo e
estabelecimento, perfilhamento, crescimento dos colmos e maturagdo. Segundo
Ramesh (2000) as fases de perfilhamento e crescimento dos colmos, as quais
caracterizam o estadio vegetativo, manifestam maior sensibilidade a reducdo na
disponibilidade hidrica do solo, influenciando negativamente a fase de maturacao.

A cana-de-acucar no Brasil praticamente ndo é irrigada. As necessidades
hidricas tém sido sanadas naturalmente pelo regime de chuvas das regides produtoras
e complementadas pela aplicagdo da vinhaca, subproduto da produg¢ao do etanol, rica
em agua e nutrientes orgéanicos. Entretanto, nos ultimos anos, tem-se observado
alterac@o no regime de chuvas durante a fase de producédo da cultura. Muitos trabalhos
relacionam esta alteragdo com o aquecimento global e prevéem aumento na
irregularidade de distribuicdo das chuvas, caso a concentracdo de CO, na atmosfera
continue a aumentar (PALL et al., 2007; SOLOMON et al., 2009). De acordo com
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Doorenbos e Kasan (1979), periodos com distribuicao inferior a 60 mm ja caracterizam
déficit hidrico.

2.2 Percepcao do déficit hidrico

Ainda nao se conhecem em plantas os receptores responsaveis pela percepcao
da reducgao no potencial hidrico do solo (BARTELS; SUNKAR, 2005). Assim, a maioria
dos estudos esta relacionada a percepcdo do estresse hidrico em leveduras e
microorganismos. Em leveduras, a alteracdo no potencial hidrico é sentida por dois
tipos de osmosensores, SLN1 e SHO1. O déficit hidrico induz a perda de turgor
ocasionando a reducao no volume da célula e aumento na distancia entre a membrana
plasmatica e a parede celular. Acredita-se que SLN1 e SHO1 percebam essa alteragéao
na pressdo de turgor (REISER et al., 2003). Em Arabidopsis thaliana foi encontrado o
receptor AtHK1 capaz de complementar cepas mutantes de levedura deficientes para o
receptor SLN1 (URAO et al.,, 1999). Outros candidatos a receptores em plantas séao
NtC7 e Crel. O gene NtC7 codifica uma proteina receptora de membrana cuja super-
expressao aumentou a tolerancia ao estresse hidrico (TAMURA et al., 2003). Cref1,
encontrado em A. thaliana, apresenta uma organizagao estrutural bastante semelhante
a SLN1 quanto aos dominios receptores e citoplasmaticos de histidina kinase (REISER
et al., 2003).

A transducdo do sinal da-se através de cascatas de sinalizacdo que ativam a
expressao de genes envolvidos na resposta ao estresse. As rotas de sinalizacao
compreendem uma rede de interagdes proteina-proteina, fosforilagdo e desfosforilacao
por meio de MAPK e fosfatases, além de moléculas sinalizadoras como Ca*? e EAOs,
0s quais levam a ativagdo de genes induzidos pelo estresse (BARTELS; SUNKAR,
2005). Os produtos desses genes podem regular a expressao génica e a transducao de
sinais de resposta ou proteger a planta contra as alteragdes ocasionadas pelo estresse
(SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005). No primeiro grupo, envolvido na transducao de
sinais, estdo os fatores de transcricdo, os quais sao ativados através de vias
dependentes e independentes do acido abscisico (ABA), e ligam-se a seqléncias
especificas do DNA conhecidas como ABRE (ABA Responsive Element) e DREB
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(Drought Responsive Element) (SEKI et al., 2003). O segundo grupo inclui proteinas
que funcionam protegendo as células da desidratacdo, como as enzimas envolvidas na
biossintese de varios osmoprotetores (prolina, glicina-betaina, trealose), proteinas LEA
(Late Embryogenesis Abundant), chaperonas, enzimas e composto antioxidantes.
Genes que codificam estes compostos tém sido utilizados na transformagao genética de
plantas visando o aumento na tolerancia a seca (WANG et al., 2005; MOLINARI et al.,
2007; LIU et al., 2009).

2.3 Mecanismos de resisténcia ao estresse hidrico

Por serem organismos sésseis as plantas desenvolveram, ao longo do processo
evolutivo, mecanismos de resisténcias para suportar as diversas alteracées ambientais
a que sao submetidas. Os mecanismos de resisténcia a seca atuam no sentido de
prevenir ou tolerar a queda no potencial hidrico dos tecidos. Assim, sédo classicamente
divididos em fuga, retardo e tolerancia a seca (LEVITT, 1972; VERSLUES et al., 2006).

As plantas que adotam a estratégia de fuga a seca apresentam uma alta
plasticidade e rapido desenvolvimento fenoldgico, adotando mecanismos de dorméncia
que impedem a germinacao, antes que seja atingido um nivel adequado de umidade no
solo. Nas comunidades vegetais encontradas nos desertos e em algumas regides semi-
aridas, existem varias espécies de plantas, que com a chegada das chuvas, germinam,
florescem e produzem sementes em um curto periodo de tempo, antes que o teor de
umidade caia a niveis que possam causar-lhes dano (KRAMER; BOYER, 1995).

O retardo ou prevencdo a seca corresponde a capacidade das plantas em
manterem o potencial hidrico de seus tecidos em niveis préximos aos das plantas nao
estressadas, através de um balangco entre a captacdo e a perda de agua. Visando
manter este equilibrio, as plantas fecham seus estdmatos, em curto prazo, ou
aumentam a razao raiz/parte aérea, a capacidade de estocar agua e a espessura da
cuticula, em longo prazo (TAIZ; ZEIGER, 2004). No caso de estresse moderado ou de
curta duragao, este mecanismo pode ser eficiente (KRAMER; BOYER, 1995), todavia,
apresenta como desvantagem a reducao na concentracao interna de CO.,, receptor de
elétrons no ciclo de Calvin, pelo fechamento estomatico. Além destas desvantagens,
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também podem ocorrer limitacbes em componentes nao estomaticos, resultando em
danos nos centros de reacdo do PSIl, que podem apresentar reversao parcial apéds a
reidratacdo (ANGELOPOULQOS et al., 1996). Isto pode ocasionar o colapso da cadeia
transportadora de elétrons, redugéo na atividade do fotossitema Il (PSll) e o aumento
na sintese de EAOs.

A medida que o déficit hidrico torna-se mais severo, as plantas ndo conseguem
manter o equilibrio entre a captacdo e a perda de agua. Neste caso, a redugdo no
potencial hidrico dos tecidos vegetais ndo pode ser evitada e novas estratégias fazem-
se necessarias para que as plantas possam tolerar a seca. Assim, a tolerancia a seca
pode ser entendida como a habilidade das plantas em resistir a redugéo no potencial
hidrico de seus tecidos (MITRA et al., 2001). Entre os mecanismos adotados nesta fase
estdo o ajuste osmaético e 0 aumento na atividade do sistema de defesa antioxidante
(ASADA et al., 1999).

O ajuste osmético corresponde ao acumulo de solutos compativeis ou osmolitos
como prolina, compostos quaternarios de amdénio (glicina betaina, prolina betaina, B-
alanina betaina e cholina-0-sulfato), trealose, glicose e o composto terciario de sulfato
3-dimetilsulfoniopropionato (DMSP). Estes compostos apresentam a propriedade de,
mesmo em altas concentragbes, nao interferirem na funcdo e estrutura de
macromoléculas. Por serem preferencialmente excluidos da superficie de hidratagéo de
proteinas contribuem para a estabilizacdo destas (HOEKSTRA et al., 2001). A medida
que as plantas perdem agua, podem substituir moléculas destas através de ligagdes
ponte de hidrogénio mantendo o espagamento entre os fosfolipidios e a estrutura da
membrana (HARE, 1998). Além disso, podem contribuir para a reducdo do potencial
osmoético, manutencao da absorcdo de agua e da pressao de turgor da célula. Diante
disso, acumulo de osmdlitos em plantas tem sido utilizado como critério de selecdo em
programas de melhoramento convencional de plantas visando aumento da
produtividade em ambiente com deficiéncia hidrica (CLAUSSEN, 2005). A atuagédo do
sistema de defesa antioxidante em plantas sera discutida em maiores detalhes nos
itens 2.5 e 2.6.
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2.4 Acumulo de prolina sob déficit hidrico

Em plantas, o aminoacido prolina é sintetizado a partir do glutamato via A1-
pirrolina-5-carboxilato (P5C) por duas sucessivas reducdes, as quais sao catalisadas
pelas enzimas P5C sintetase (P5CS) e P5C redutase (P5CR) (HARE et al., 1998) ou,
alternativamente, a partir da ornitina pela enzima ornitina d-aminotransferase — OAT
(LUTTS et al.,, 1999). Embora as duas vias de biossintese de prolina livre sejam
igualmente importantes em condi¢des normais, existem evidéncias que favorecem a via
direta do glutamato, em condicoes de estresse hidrico (SODEK, 2004; BARTELS;
SUNKAR, 2005).

Em condi¢cdes de estresse, o metabolismo de aminoacidos é amplamente
alterado, sendo a sintese de proteinas diminuida e a protedlise aumentada (SODEK,
2004). O acumulo de prolina sob condicoes de estresse da-se através do aumento de
sua sintese e reducdao da oxidagcdo (HARE; CRESS, 1997). Durante o estresse
osmotico ha diferentes rotas de sinalizagcao responsaveis pela regulagdo da sintese de
prolina (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). O horménio ABA e fosfolipase C séo
responsaveis pela inducdo da expressdo do gene p5cs em Arabidopsis, embora a
atuacao da fosfolipase C, no acumulo de prolina, s6 tenha sido detectada sob estresse
salino (ABRAHAM et al., 2003; PARRE et al., 2007). Verslues et al. (2007) acreditam
que o H>O, como parte da sinalizacao pelo ABA também atue na regulagédo da sintese
de prolina.

Varias funcbes sao propostas para este acumulo: ajuste osmoético, reserva de
carbono e nitrogénio utilizada para o restabelecimento apés estresse, desintoxicagao do
excesso de amolnia, estabilizador de proteinas e membranas e eliminadores de EAOs
(KAVI-KISHOR et al., 2005). Por possuir um anel pirrolina, que confere uma baixa
capacidade de ceder elétrons, acredita-se que a prolina possa sequestra o O, livre
(REDDY et al., 2004). Adicionalmente, existem evidéncias de que a biossintese desse
aminoacido poderia estar associada a regulacao do pH citosélico ou a manutencao da
razao NADP*/NADPH, controlando o fluxo de carbono devido a via oxidativa da pentose
fosfato (HARE; CRESS, 1997), além de atuar como fonte de energia, onde uma Unica
molécula oxidada é capaz de produzir 30 ATP (KAVI-KISHOR et al., 2005). Muitos
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trabalhos utilizam o acumulo de prolina como um indicador bioquimico-fisiolégico de
estresse hidrico (MARIN et al., 2006) e relacionam o aumento em sua concentracao
com a tolerancia a seca (SHAO et al., 2006; MOLINARE et al., 2007). Entretanto, o uso
do aminoacido prolina como indicativo de tolerancia a seca, por si sO, deve ser
cauteloso, devido a complexa rede de alteragdes que ocorrem nas plantas quando
submetidas ao déficit hidrico.

2.5 Estresse oxidativo: estresse secundario

O oxigénio molecular (O2) possui baixa reatividade devido a configuracao
paralela de seus elétrons nos dois ultimos orbitais incompletos. Esta organizacado impde
que a reducado do O, deve ser efetuada por transferéncias consecutivas de um unico
elétron. Os produtos resultantes da reducao do O, sdo altamente reativos e recebem a
denominagdo de espécies ativas de oxigénio (EAOs). Estas incluem os radicais
superoxido (O2°), peroxido de hidrogénio (H.O.), radical hidroxila (OH®) e oxigénio
"singlet" ('O2). Sob condicdes normais, estes sdo gerados pelo metabolismo dos
organismos aeroébicos, principalmente através da fotossintese e respiracdo, porém
mantidos em niveis basais através de sistemas antioxidantes de defesa (GRATAO et
al., 2005). Em condicbes adversas como seca, salinidade, alta temperatura, radiacéo
ultravioleta, presenca de metais pesados e patégenos a producido de EAOs pode saltar
de 240 pM s Oy, para 720 uM s O, (POLLE, 2001). Quando esse aumento é maior
que a capacidade antioxidante da célula, caracteriza-se o processo de estresse
oxidativo (PANDHAIR; SEKHON, 2006).

O estresse oxidativo pode ativar a morte celular programada devido a
peroxidagéao lipidica de membranas, oxidacao de proteinas, inibigdo enzimatica e danos
ao DNA e RNA. Por outro lado, as EAOs também podem agir como sinalizadoras em
varios processos intrinsecos de crescimento e desenvolvimento adaptativos
(PITZSCHKE et al., 2006), além de atuarem como mensageiros secundarios envolvidos
na ativacao de genes de resposta ao estresse e rotas de defesa (DESIKAN et al., 2001;
KNIGHT; KNIGHT, 2001).
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A peroxidacao lipidica e oxidagdo de proteinas sdo constantemente utilizadas
como indicadores de estresse oxidativo. A primeira caracteriza-se pelo ataque aos
acidos graxos, ou a um lado especifico da cadeia, por qualquer substancia quimica que
tenha reatividade suficiente para abstrair um H" da cadeia do &cido graxo, sendo os
acidos graxos poliinsaturados mais sensiveis a peroxidacdo (HALLIWELL; CHIRICO,
1993). Esta afeta severamente a funcionalidade e integridade celular e pode produzir
danos irreversiveis a célula, resultado do aumento na permeabilidade da membrana
plasmatica, que provoca o extravasamento de ions K* e outros solutos (CHAQUI et al.,
1997), enquanto que os danos as membranas intracelulares podem afetar a atividade
respiratéria nas mitocdndrias e a fotossintese nos cloroplastos (SCANDALIOS, 2005).
As proteinas sdo afetadas diretamente pela oxidacdo da cadeia de aminoacidos
produzindo grupos carbonil na molécula protéica, as quais podem expor regides
hidrofébicas, produzindo agregados (ROMERO-PUERTAS et al., 2002).

Varios mecanismos sao utilizados pelas plantas para desintoxicar a célula das
EAOs produzidas, interrompendo as cascatas de oxidagdo descontrolada (GRATAO et
al., 2005). Entre os principais mecanismos temos a sintese de compostos antioxidantes
nao-enzimaticos e enzimaticos, cujo aumento da atividade sob condicdo de déficit
hidrico ja foi demonstrado para diversas culturas como feijao (TURKAN et al., 2005),
arroz (GUO et al., 2006), milho (KELLOS et al., 2008), entre outras.

O sistema de defesa antioxidante nao enzimatico inclui composto como
ascorbato (AAs), glutationa (GSH), flavondides, alcaléides, compostos fendlicos,
tocoferol e carotendides. A oxidacao de GSH pelas EAOs produz glutationa oxidada
(GSSG) e o ascorbato € oxidado a monodehidroascorbato (MDHA) e dehidroascorbato
(DHA). Em resposta ao estresse as plantas podem aumentar a atividade das enzimas
envolvidas na biossintese de GSH, ocasionado o aumento de sua concentracao
(NOCTOR et al., 2002). Assim, GSSG, MDHA e DHA podem ser reduzidos formando
GSH e ascorbato através do ciclo ascorbato — glutationa. A habilidade de carotendides
na detoxificacdo de EAOs esta relacionada a especificidade quimica destas moléculas
uma vez que contém uma cadeia de residuos isoprénicos envolvidos na captacédo de
energia de moléculas excitadas e dissipacao desta na forma de calor (MITTLER, 2002).
Tocoferdis também apresentam esta propriedade conferida pela presenga de duplas
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ligagdes conjugadas no motivo benzeno de sua molécula (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999). O mecanismo antioxidante enzimatico inclui as enzimas superéxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), guaiacol peroxidase
(GPOX), catalase (CAT), entre outras, as quais serdo discutidas em maiores detalhes

nos proximos itens.
2.6 Sistema antioxidante enzimatico
2.6.1 Superoéxido dismutase (SOD)

Esta enzima faz parte de um grupo de metaloproteinas que catalisam a formacéao
de H>O: a partir do radical superdxido (O2°). Até o presente momento, a SOD (EC
1.15.1.1) é a Unica enzima descrita cuja atividade controla a concentragdo de Oz e
H.O,, substratos da reacdo de Haber-Weiss, desempenhando, portanto, papel central
no mecanismo de defesa ao prevenir a formacgéo do radical OH (BOWLER et al., 1992).
Este, juntamente com o 'O, apresenta alta reatividade, sendo bastante toxico a célula
(GRATAO et al., 2005). Segundo Scandalios (2005) as SODs compreendem a primeira
linha de defesa contra EAOs nas células. Sua reacéo geral pode ser observada abaixo:

—e —e + D
02 +02 + 2H &’ 02+H202

Trés classes de SODs foram encontradas em plantas e classificadas de acordo
com seu co-fator metélico: manganés (Mn), cobre/zinco (Cu/Zn) ou ferro (Fe)
(ALSCHER et al., 2002). As Mn-SODs estdao localizadas nas mitocondrias e
peroxissomos (DEL RIO et al., 2002), mas também foram encontradas nos cloroplastos
de algumas plantas (HAYAKAWA et al., 1984). As Fe-SODs sdo encontradas em um
nuamero limitado de espécies vegetais e estdo localizadas nos cloroplastos (FERREIRA
et al.,, 2002; ALSCHER et al., 2002). As Cu/Zn-SODs sao as mais abundantes em
folhas verdes e sdo encontradas no citosol, nos cloroplastos e peroxissomos (DEL RIO
et al.,, 2002). Na fracdo citosodlica de uma bactéria do género Streptomyces foi
identificada uma classe de SOD cujo metal cofator é o niquel (Ni) (MATES, 2000). Mn-
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SOD e Fe-SOD possuem estrutura protéica semelhante, porém nao estao relacionadas
a Cu/Zn-SOD. Andlises filogenéticas revelaram que Mn-SOD e Fe-SOD podem ter
evoluido a partir de um ancestral comum, enquanto Cu/Zn-SOD evoluiu
independentemente (CHEN; LIU, 1996).

Plantas contém diversas isoformas da SOD, sugerindo a existéncia de diversos
genes nucleares (SCANDALIOS, 2005). O transporte até seus locais de atuacéao é feito
por meio de sequéncias amino terminais (BOWLER et al., 1992). A regulacdo dos
genes que codificam para a enzima SOD ¢é bastante sensivel a variagbes ambientais,
provavelmente, devido a alteracdo do potencial redox da célula. O aumento na
atividade da SOD, ocasionado pelo déficit hidrico, ja foi reportado em diversas espécies
como arroz (REDDY et al., 2004), milho (JIANG; ZHANG, 2002), trigo (SHAO et al.,
2005), entre outras. Plantas de arroz transformadas com um gene que codifica para a
enzima Mn-SOD apresentaram aumento na tolerancia ao estresse hidrico (WANG et al.,
2005). Resultado semelhante foi obtido por Gupta et al. (1993) em plantas de tabaco
superexpressando Cu/Zn-SOD expostas a baixa temperatura.

2.6.2 Catalase (CAT)

A CAT (EC 1.11.1.6) é uma enzima tetramérica Fe porfirina que catalisa a
conversao do H,O,, liberado durante a transformacéao do glicolato a glioxalato durante a
fotorrespiracdo (IGAMBERDIEV; LEA, 2002) ou durante a B-oxidacdo de acidos graxos
(HOLTMAN et al., 1994), em agua e O.. Entretanto, a CAT tem uma baixa afinidade
pelo H-O, requerendo a ligagcdo de duas moléculas dessa EAO para que a reagao
ocorra, assim, a CAT é provavelmente responsavel pela remocgéao do excesso de EAO’s
durante o estresse (GRATAO et al., 2005), além de proteger a SOD da inativacdo por
altos niveis de H>O, (FRIDOVICH, 1995). Em baixas concentracbes de H>O, (< 1 uM) a
CAT apresenta funcao peroxidativa, onde o Fe interage com o H>O, formando peréxido
de Fe, este pode ser reduzido por doadores de hidrogénio (H), como o acido ascorbico.
Em elevadas concentragcdes a CAT possui fungdo catalitica formando H,O e O
(SCANDALIOS, 2005). O esquema da reacao pode ser observado a seguir:
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CAT
RH, + H202 — R+ ZHQO

AT
2H,0, C—> 2H,0O + O,

A atividade da CAT mostrou ser bastante variavel em plantas sob déficit hidrico.
Zhang e Jiang (2002) verificaram um aumento na atividade desta enzima em plantas de
milho sob déficit hidrico de -0,7 MPa. Em plantas de trigo também se verificou um
aumento acentuado na atividade dessa enzima. Entretanto ocorreu redugéo apds algum
tempo de exposicdo a seca (BAISAK et al., 1994). Resultados semelhantes foram
obtidos por Boo e Jung (1999) em plantas de arroz. Embora pouco se conheca sobre a
atividade das enzimas antioxidantes em cana-de-agucar sob estresse hidrico, €
conhecido que sob atuacado de outra fonte de estresse como o metal pesado cadmio
(Cd) (FORNAZIER et al., 2002) ocorreu um decréscimo na atividade da CAT, nas doses
mais elevadas do metal. Entretanto, outros trabalhos revelam aumento na atividade da
CAT sob déficit hidrico em trigo e milho (NAYYA; GUPTA, 2006), arroz (REDDY et al.,
2004). Estes dados ressaltam a complexidade da resposta do sistema antioxidante ao

déficit hidrico e a importancia da CAT neste processo.
2.6.3 Ascorbato peroxidase (APX)

A APX (EC 1.11.1.11) é uma heme peroxidase encontrada nos cloroplastos,
citosol, mitocéndria e peroxissomos (ASADA, 1999). Assim como a CAT, a APX
converte o H,O, em &gua e O,, entretanto, apresentam afinidades diferentes por essa
EAO. A APX demonstra afinidade pelo H,O, na ordem de micromolar, enquanto a CAT
milimolar. Assim, a APX parece ser responsavel pela fina regulacdo da resposta as
EAOs (MITTLER, 2002), todavia tem elevada importancia na protecao contra o dano
oxidativo em compartimentos subcelulares onde a CAT n&o esta presente, como 0s
cloroplastos onde sdo encontradas duas isoformas, uma ligada ao tilacoide e a outra
dispersa no estroma (ASADA, 1999).
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A APX reduz o H.O. a agua utilizando o ascorbato como doador de elétrons.
Neste processo, um intermediario de dois elétrons oxidados da APX é formado, este
oxida o ascorbato produzindo duas moléculas de monodehidroascorbato sendo, entao,
reduzido novamente (ASADA, 1999).

Sofo et al. (2005) encontraram incremento na atividade da APX, especialmente
sob estresse mais severo, em folhas de oliveira. Além da redugé@o no potencial hidrico
do solo, as plantas foram expostas a altas temperaturas e luminosidade. Os autores
atribuem este aumento a isoforma cloroplastidial da enzima. Aumentos na atividade da
APX sob déficit hidrico sao relatados em outras espécies, como milho (JIANG; ZHANG,
2002) e soja (RIEKERT VAN HEERDEN; KRUGER, 2002), reforcando a importancia
desta enzima no controle do potencial redox da célula. Cloroplastos de tabaco
superexpressando APX de Galdieria partita foram capazes de manter o fluxo de

elétrons e sofreram menor dano fotoxidativo (MIYAKE et al., 2006).
2.6.4 Guaiacol peroxidase (GPOX)

A GPOX (EC 1.11.1.7) participa de reacoes metabdlicas como a decomposicao
de acido indol acético (AlIA), biossintese de lignina e defesa contra patégenos
(GRATAO et al., 2005). O mecanismo de acdo da GPOX é bastante semelhante ao da
APX, porém a GPOX tem preferéncia por doadores de elétrons aromaticos como
guaiacol e pirogalol (ASADA, 1999). Uma peroxidase capaz de oxidar o ascorbato e
com sequéncia peptidica similar a da GPOX foi encontrada em Camellia sinensis
(KVARATSKHELIA, 1997). Entretanto, a GPOX difere da APX na sequéncia de
aminoacidos e nas funcgdes fisiologicas (CHEN et al.,1992). Segundo Asada (1999) a
principal fungdo da GPOX néo é atuar no controle das EAOs, mas produzir compostos
oxidados com fungéo fisiolégica, todavia, como usam H>O, como substrato, podem ser
consideradas como antioxidantes.

Poucos trabalhos relatam a atividade da GPOX em plantas sob déficit hidrico,
entretanto, incremento na atividade dessa enzima foi encontrado em plantas de A.
thaliana sob estresse hidrico caracterizado por TRA de 65% (KUBO et al., 1999), trigo
(NATHAWAT et al., 2007) e arroz (BASU et al., 2010). Entretanto, em alho foi verificada
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reducdo na atividade sob aumento da radiacao UV-B (EGERT; TEVINI, 2003). O
mesmo foi encontrado em plantas de soja expostas ao Cd (NORIEGA et al., 2007).
Entretanto Gomes-Junior et al. (2006) detectaram aumento na atividade da GPOX, em
células de café expostas ao Ni, e Milone et al. (2003) em plantas de trigo com Cd.

2.6.5 Glutationa redutase (GR)

A GR (EC 1.6.4.2) € uma flavoproteina que catalisa a redugdo da GSSG em
GSH, em um processo dependente de NADPH. Apesar de ser sintetizada no citoplasma
pode ser direcionada tanto para cloroplastos quanto mitocéndrias (CREISSEN, 1997),
onde pode atuar no combate as EAOs, mais especificamente o Oz e H,O. Em plantas
superiores, enquanto a GR esta envolvida na defesa contra o estresse oxidativo, a GSH
desempenha varios papéis como a participagdo no ciclo ascorbato glutationa,
manutencdo dos grupos sulfidrilas de cisteinas na forma reduzida, estocagem de
enxofre reduzido e substrato para a glutationa-S-transferase (GST) (GRATAO et al.,
2005), outra enzima antioxidante que catalisa a ligacdo da glutationa a uma ampla
gama de substratos hidrofobicos, eletrofilicos e citotdéxicos (MARRS, 1996).

Aumento na atividade da GR foi verificado em diversas espécies sob reducao na
disponibilidade de agua, como trigo (BAISAK et al., 1994), milho (ZHANG; JIANG, 2002)
e arroz (BOO; JUNG, 1999). Sairam et al. (1997) ao analisarem genotipos de trigo com
diferentes niveis de tolerancia ao déficit hidrico verificaram que a atividade da GR
aumentou em todos, todavia foi maior nos genétipos mais tolerantes. Torres-Franklin et
al. (2008), em genotipos de feijao, encontraram que sob estresse hidrico moderado a
isoforma citosélica da GR foi super-regulada enquanto a atividade das isoformas
mitocéndriais e cloroplastidiais foi reduzida nos gendtipos sensiveis. J& nos genoétipos
tolerantes a atividade das duas isoformas foi mantida estavel. Fornazier et al. (2002)
constataram que o aumento na atividade da GR foi o principal mecanismo de resposta
em canas-de-agucar tratadas com Cd, especialmente nas doses mais elevadas do

metal.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal

Foram utilizadas 20 variedades de cana-de-acucar, pertencentes ao banco de
germoplasma do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), com sede na cidade de
Piracicaba/SP. As variedades utilizadas foram: CTC1, CTC2, CTC3, CTC4, CTC5,
CTCs6, CTC7, CTC8, CTC9, CTC10, CTC11, CTC12, CTC13, CTC14, CTC15, SP90-
3414, SP90-1638, SP83-2847, SP83-5073 e CT94-3116. Os materiais pertencem a trés
geracoes de variedades CTC e, juntamente com as variedades SP, compreendem
variedades com diferentes épocas de colheita, teor de fibra, resisténcia/susceptibilidade
as principais pragas e doencgas da cultura e ambientes de producao, possibilitando a
obtencado de uma amostra representativa das variedades comerciais de cana-de-acucar
disponiveis na atualidade.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacédo localizada no CTC. Mini-
toletes de cada uma das 20 variedades foram plantados em vasos de 40 litros contendo
substrato Plantmax (Eucatex®, Brasil). A adubacdo consistiu na aplicagdo de 320g de
Basacote Plus 12M, 15-8-12(+2), incorporados ao substrato em pré-plantio. O Basacote
€ um fertilizante de liberacdo lenta e controlada, préprio para o uso em substratos.
Durante os seis primeiros meses ap6s o plantio, as plantas foram mantidas em
condicoes de capacidade de campo, sendo 0s seguintes regimes hidricos aplicados:

Tratamento 1 = planta permanentemente irrigada

Tratamento 2 = supressao de rega por 3 dias (72 horas)

Tratamento 3 = supressao de rega por 10 dias (240 horas)

Tratamento 4 = supressao de rega por 20 dias (480 horas)

Apos coletadas, as amostras de folhas foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e mantidas a -80°C até o processamento das analises. Visando
facilitar o manuseio e a maceragéo destas, cada uma foi macerada em moinho L2 (Fred

Stein Laboratories), acondicionada em tubos Falcon de 50 mL e armazenada a -80 °C.
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3.2 Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada pela estimativa do conteudo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) seguindo o método de Heath e
Packer (1968), com modificagdes. Assim, 300 mg de material vegetal foram macerados
em 3 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), contendo aproximadamente 20% de
polivinilpirrolidona (PVPP). Apés a perfeita homogeneizacao o extrato foi centrifugado a
10.000 rpm, 15 °C por 5 minutos. A um volume de 250 pL do sobrenadante adicionou-
se 1 mL de solugao contendo TCA 20% (p/v) e acido tiobarbittrico (TBA) 0,5% (p/v). As
amostras foram mantidas por 30 minutos a 95 °C e, em seguida, transferidas para
banho de gelo. Ap6s o completo resfriamento, as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm, 15 °C por 10 minutos, com o intuito de separar qualquer residuo sélido
formado durante o aquecimento e também clarear as amostras. As leituras foram
realizadas, em triplicata, em espectrofotdbmetro Perkin Elmer — Lambda 40, a 535 e 600
nm. A determinacdo do equivalente da concentracdo de malondialdeido (MDA) foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM.cm'. Os resultados

foram expressos em nmol de MDA/g MF.
3.3 Concentracao de H,0,

A determinagdo dos niveis de HO, nas células foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Gay et al. (1999) e Hermes-lima et al. (1995), com
modificacdes. O método baseia-se na oxidacdo do Fe*?, pelo H20,, a Fe*® em pH acido.
Assim, 100 mg de material vegetal foram macerados em nitrogénio liquido até a
obtencado de um pé fino ao qual adicionou-se 3 mL de metanol a 0 °C. Em seguida, o
extrato foi centrifugado a 10.000 rpm, 4°C por 10 minutos. A um volume de 100 puL do
sobrenadante foram adicionados 250 pL de sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SO4)2)
1mM, 100 pL de acido sulfarico (H2SO4) 250 mM, 100 pL de xylenol orange 1mM e 450
UL de agua destilada. As amostras foram incubadas no escuro por 24 horas e em
seguida realizou-se as leituras, em ftriplicata, em espectrofotometro Perkin Elmer —
Lambda 40, a 560 nm. Os resultados foram expressos em umol de H,O./g MF.
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3.4 Concentracao de prolina

A determinacdao da concentracdo de prolina nas folhas foi realizada de acordo
com Bates et al. (1973), com modificacées. Assim, 300 mg de tecido vegetal foram
macerados em nitrogénio liquido até a obtencao de um pé fino, ao qual adicionou-se 3
mL de acido sulfosalicilico 3% (p/v). Em seguida, o extrato foi centrifugado a 6.000 rpm,
15 °C por 30 minutos. Foram coletados 2 mL do sobrenadante, aos quais
acrescentaram-se 2 mL de ninidrina &cida (1,25 g de nihidrina; 30 ml de acido acético
glacial; 20 ml de acido fosférico 6M) e 2 mL de acido acético glacial. As amostras foram
incubadas a 100 °C por 1 hora e, em seguida, transferidas para o banho de gelo. Apés
o completo resfriamento das amostras, foram realizadas as leituras, em triplicata, em
espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40, a 520 nm. Os resultados foram

expressos em pmol de prolina/g de massa fresca (MF).

3.5 Extracao protéica

Aproximadamente 3g de material vegetal foram macerados em nitrogénio liquido,
juntamente com 20% de PVPP, até a obtencdo de um pé fino ao qual se adicionou 6
mL de tampao fosfato de potassio 100mM, pH 7,5, contendo 1 mM de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 3 mM de ditiotreitol (DTT) (AZEVEDO et al.,
1998). Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000g, 4 °C por 30 minutos e
0 sobrenadante estocado em aliquotas separadas, a -80 °C para posterior quantificacao
de proteinas e as analises de SOD, CAT, APX, GPOX e GR.

3.5.1 Quantificacao de proteinas

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 espectrofotdmetro Perkin Elmer — Lambda 40. O resultado da quantificacao
se deu em mg/mL.
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3.5.2 Perfil protéico em SDS-PAGE

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE é empregada em estudos de proteinas, o
qual utiliza um agente dissociante, dodecil sulfato de sédio (SDS), para desnatura-las
em subunidades. Os tampdes de eletroforese e os géis foram preparados conforme
descrito por Laemmli (1970). As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida
10% utilizando o sistema Mini Protean Il (Bio-Rad). Para confec¢ao do gel de resolucéao
foram utilizados 2,5 mL de acrilamida 40% (Sigma), 2,5 mL de tampéao Tris-HCI 3 M, pH
8,9, 100 pL de SDS 10%, 19 uL de TEMED, 25 uL de persulfato de aménio 1% e 5 mL
de agua destilada. Na confeccao do gel de empacotamento foram usados 500 uL de
acrilamida 40%, 1,25 mL tampéao Tris-HCI 500 mM, pH 6,7, 50 uL de SDS 10%, 10 pL
de TEMED, 50 pL de persulfato de aménio 1% e 2,75 mL de agua destilada. O tampao
de amostra para SDS-PAGE foi preparado adicionando-se 3 mL de agua destilada, 1
mL de tampao Tris-HCI 500 mM, pH6,7, 1,6 mL de SDS (10%), 400 uL de solucdo 0,5
% azul de bromofenol e 400 uL de B-mercaptoetanol. As amostras foram preparadas
adicionando-se tampdo para SDS-PAGE, na proporcdao 1:1 (amostra/tampao), e
incubadas a 100 °C durante 5 minutos. Foram aplicados 6 ug de proteina por canaleta.
O tampéao de eletrodo era composto por SDS 1%, Tris 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192
mM de glicina - 5X concentrado, sendo diluido para 1X. A eletroforese foi conduzida a
temperatura ambiente em corrente constante de 15 mA/placa.

3.5.2.1 Coloracao com prata para SDS-PAGE

Apbs a eletroforese o gel foi incubado por aproximadamente 12 horas em
solugéo fixadora contendo 40 % de etanol absoluto e 10 % de &cido acético. O gel foi
entao transferido para 50 mL de solucao contendo acetato de sodio 0,5 M, etanol 30 %,
tiossulfato de sédio 20 mM e 260 UL de gluteraldeido 25 %, por 15 minutos. Em seguida
foram realizadas trés lavagens, de 15 minutos cada, em agua destilada e adicionou-se
50 mL de solucéo contendo nitrato de prata 6 mM e 10 uL de formaldeido 37 %. O gel
permaneceu nesta solugcao por 15 minutos e, em seguida, foi incubado em 50 mL de

solugao reveladora contendo carbonato de sédio 0,25 M e 5 uL de formaldeido 37 %,
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até aparecerem as bandas. Visando parar a reacao foi adicionada uma solucao
contendo EDTA 50 mM. Os géis foram documentados no Image Scanner — Amersham
Biosciences.

3.5.3 Analise da SOD em PAGE

A atividade da SOD em PAGE foi determinada através de eletroforese em gel (12
%) conforme descrito por Beauchamp e Fridovich (1971) e modificado por Azevedo et
al. (1998), utilizando o sistema Mini Protean Il (Bio-Rad). O gel apresentava espessura
de 1,5 mm, altura de 6,5 cm e largura 7,3 cm. Para confeccdo do gel de resolugao
foram utilizados 3 mL de uma solug¢do 40 % de acrilamida (Sigma), 2,5 mL de tampéo
Tris-HCI 3M, pH 8,9, 19 uL de TEMED, 25 uL de persulfato de aménio 1 % e 4,5 mL de
agua destilada. O gel de empacotamento foi preparado utilizando-se 500 uL de
acrilamida, 1,25 mL tampao Tris-HCI 500 mM, pH 6,7, 10 uL de TEMED, 50 uL de
persulfato de aménio 1 % e 2,75 mL de agua destilada. A eletroforese foi realizada a
4°C, em corrente constante de 15 mA/placa. O tampéao de eletrodo era composto por
Tris 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192 mM de glicina - 5X concentrado, sendo diluido
para 1X e reutilizado até 3 vezes. Em cada gel foi aplicado 10 uL do padrdo de SOD
(Sigma) e 20 ug de proteina dos extratos de cana-de-agucar.

Apbs a separacao das proteinas por eletroforese, a atividade de SOD foi
determinada de acordo com Gomes-Junior et al. (2006). Os géis foram lavados
rapidamente em agua deionizada e incubados no escuro, a temperatura ambiente, em
uma solucao contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05
mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3 % de TEMED. Ao final de 30
minutos, os géis foram colocados em &gua deionizada e expostos a luz até o
aparecimento das bandas. Nestas condicdes ocorre a fotoxidagao do gel, propiciando a
formacao de uma coloracao purpura, enquanto as bandas correspondentes a atividade
de SOD néao sofrem reacao, promovendo uma revelagdo negativa. A fotoxidacao foi
interrompida mergulhando-se o gel em solug¢édo de acido acético (7 %) por 15 minutos.

Os géis foram documentados no Image Scanner — Amersham Biosciences.
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3.5.3.1 Caracterizacao das isoformas da SOD

A caracterizacdo das isoformas de SOD foi realizada em PAGE. Os géis foram
confeccionados da mesma forma descrita no item 3.5.3 Foram utilizados 100 ug de
proteina do extrato de cana-de-acucar e 10 pL do padrédo da SOD. Ao final da
eletroforese, o gel foi dividido verticalmente em trés partes, as quais foram distribuidas
em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8; tampao fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 contendo 2mM de KCN e 1,27 mM de EDTA; tampao fosfato de potassio 100
mM, pH 7,8 contendo 5 mM de H;O, e 1,27 mM de EDTA. Todos os passos descritos
foram realizados no escuro. Apdés 20 minutos, os géis foram submetidos a revelacao
com NBT e riboflavina, como citado anteriormente no item 3.5.3. Ao final da revelacéo,
foi analisada a presenca ou auséncia de bandas no controle, e nos tratamentos com
KCN e H.0O,. As isoformas foram entdo classificadas como Mn-SOD, Fe-SOD ou
Cu/Zn-SOD. Mn-SOD é resistente a ambos os inibidores (KCN e H.0,), Fe-SOD é
resistente ao KCN e inibida por H.O, e Cu/Zn-SOD ¢ inibida por ambas as substancias
(AZEVEDO et al., 1998).

3.5.4 Atividade da CAT

A atividade da CAT foi determinada por método descrito por Kraus et al. (1995)
com modificacbes segundo Azevedo et al. (1998). A atividade da CAT foi determinada
em espectrofotémetro Perkin ElImer — Lambda 40, a 25°C em solugéo contendo 1 mL de
tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5 e 25 uL de perédxido de hidrogénio (H20,) 1
mM. A reacado foi iniciada pela adicdo de 25 uL de extrato protéico e a atividade
determinada seguindo-se a decomposi¢cdao do H»O, por 60 segundos, através das
alteracdes na absorbancia a 240 nm, em espectrofotdmetro Milton Roy - Genesys 5. Os

resultados foram expressos em pmol/minuto/mg de proteina.
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3.5.5 Atividade da APX

A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Gomes-Junior et al.
(2007), com modificagdes. O meio de reagcdo era composto por 690 uL de tampao
fosfato de potassio 80 mM, pH 7,5, 100 uL de ascorbato 5 mM, 100 pL de EDTA 1 mM,
100 pL de H>O> 1 mM e 10 pL do extrato protéico. A atividade da APX foi determinada
pelo monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato a 290 nm, a 30 °C, durante 60
segundos, em espectrofotometro Milton Roy - Genesys 5. Os valores foram expressos

em nmol/min/mg de proteina.

3.5.6 Atividade da GPOX

A atividade da GPOX foi determinada segundo Gomes-Junior et al. (2007). O
meio de reacdo continha 847,5 uL de tampao fosfato citrato (0,2 M de fosfato de sédio
dibasico: 0,1 M de &cido citrico), pH 5,0, 2,5 pyL do extrato protéico, 50 uL de guaicol 0,5
% (v/v) e 50 pL de solucao 0,1 mM de H>O.. Apds completa homogeneizagédo a reacao
foi incubada a 30 °C por 15 minutos. A reacao foi paralisada por resfriamento rapido em
banho de gelo, seguido pela adicdo de metabisulfito de sédio 2 % (p/v). Apdés 10
minutos, a atividade da GPOX foi determinada pela leitura da absorbancia a 450 nm,
em espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40. Os valores foram expressos em

nmol/min/mg de proteina.

3.5.7 Atividade da GR

A atividade da GR foi determinada como descrito por Gomes-Junior et al. (2006)
com modificacdes. O meio de reagado consistiu de uma solugdo composta por 1 mL
tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5, contendo 1 mM de 2-acido nitrobenzébico
(DTNB), 1 mM de glutationa oxidada (GSSG) e 0,1 mM NADPH, a 30 °C. A reacao foi
iniciada pela adicdo de 80 pL de extrato protéico. A atividade da GR foi estimada pela

reducdo de GSSG, acompanhada por monitoramento na alteracdo da absorbancia a
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412 nm, por 60 segundos, em espectrofotdmetro Perkin Elmer — Lambda 40. Os valores

de atividade foram expressos em umol/minuto/mg de proteina.

3.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com trés
repeticoes, sendo que cada repeticdo consistiu de um clone da variedade. Os
tratamentos utilizados foram dispostos no esquema fatorial 20 x 4, para variedades e
regimes hidricos. Devido a elevada quantidade de plantas a serem manipuladas o
estabelecimento dos regimes hidricos e as coletas diferiu em sete dias para cada bloco.
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software SAS (Statistical Analysis

System).
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4 RESULTADOS

4.1 Peroxidacao lipidica

Incrementos no contetdo de MDA (nmol/g MF) foram encontrados, com excecao
de CTC10, CTC15, SP83-2847 e SP83-5073, para as variedades aos 10 dias de
restricdo na disponibilidade de agua (Tabela 4.1.1). Aos 20 dias de déficit hidrico CTC3,

CTC5, CTC7,

CTC9, CTC12, CT94-3116, SP90-1638 aumentaram a concentracao de

MDA, em relagdo ao tratamento de 10 dias de restricao hidrica, assim como CTC10,
CTC15, SP83-2847 e SP83-5073. Sob déficit hidrico elevado todas as variedades
aumentaram a concentracdo de MDA, em relacdo ao controle.

Tabela 4.1.1 — Peroxidacao lipidica, expressa através do conteudo de MDA (nmol/g MF), para 20
variedades de cana-de-agucar apés 3, 10 e 20 dias de supressao da rega. Médias
seguidas pela mesma letra, dentro da coluna, ndo apresentam diferenga pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

(continua)
Dias apo6s a supressao da rega

Variedades Controle 3 10 20
CTCH 517b 7,54 ab 8,13 ab 10,62 a
CTC2 6,96 b 7,17b 9,13 a 9,77 a
CTC3 4,35¢c 5,91 bc 9,67 ab 12,46 a
CTC4 4,75b 4,75b 7,29 a 8,89 a
CTC5 4,27 c 4,56 c 6,99 b 10,45 a
CTC6 6,31 b 6,92 b 9,75a 11,22 a
CTC7 432c 4,70 c 11,03 b 14,19 a
CTCS8 579b 536 Db 8,36 a 7,61a
CTC9 5,09c¢c 5,93c 9,36 b 14,91 a
CTC10 8,62b 9,08 b 8,71b 12,78 a
CTC11 7,29 b 8,74 ab 12,59 a 12,85 a
CTC12 4,75 ¢ 4,47 c 9,23 b 12,19 a
CTC13 6,66 b 8,39 ab 9,48 ab 12,74 a
CTC14 414 b 4,28 b 8,29 a 10,33 a
CTC15 5,24 b 6,13 b 6,99 b 11,23 a

SP90-3414 4,50 b 5,88Db 9,83 a 11,85 a
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Tabela 4.1.1 — Peroxidagao lipidica, expressa através do conteido de MDA (nmol/g MF), para 20
variedades de cana-de-agucar apés 3, 10 e 20 dias de supressao da rega. Médias
seguidas pela mesma letra, dentro da coluna, ndo apresentam diferenga pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

(concluséo)

Dias ap6s a supressao da rega

Variedades Controle 3 10 20

SP83-2847 559b 6,11 b 7,64 b 10,56 a
SP83-5073 6,20 b 6,32 b 7,13 Db 10,44 a
CT94-3116 8,12 ¢ 9,67 bc 11,19 ab 12,62 a
SP90-1638 489 c 4,69 c 12,49 b 13,76 a

4.2 Conteudo de H>0-,

As variedades CTC4 e CTC6 nao demonstraram alteragao no contetdo de H.O»
(umol/g MF) para os tratamentos impostos (Tabela 4.2.1). Aos 3 dias de restricdo na
disponibilidade de agua apenas CTC2 e CTC5 aumentaram a concentracao de H>O, no
tecido foliar. Estas néo alteraram o conteudo de H>O, aos 10 dias de seca, entretanto,
CTC9, CT94-3116, SP90-3414 e SP90-1638 apresentaram aumento significativo para
esta condicao hidrica. Aos 20 dias de restricao hidrica, com excecado de SP90-3414, as
demais variedades demonstram incremento na concentracado de H>O,, em relagdo a 10

dias.

Tabela 4.2.1 — Contetdo de H,O, (umol/g MF) para 20 variedades de cana-de-agucar apds 3, 10 e 20
dias de supressao da rega. Médias seguidas pela mesma letra, dentro da coluna, nao
apresentam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

(continua)
Dias apés a supressao da rega
Variedades Controle 3 10 20
CTCH 2,53b 2,60b 2,51b 3,39a
CTC2 2,29 ¢c 3,03b 3,45b 415 a
CTCS3 2,46 b 3,05b 2,96 b 7,85 a
CTC4 3,16 a 2,85a 2,99 a 3,55a
CTC5 2,83 ¢ 4,14 b 4,26 b 6,56 a
CTC6 2,83 a 2,89 a 2,90 a 3,64 a

CTC7 429D 412D 554 b 8.30 a
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Tabela 4.2.1 — Conteudo de H,O, (umol/g MF) para 20 variedades de cana-de-agucar apds 3, 10 e 20
dias de supressdo da rega. Médias seguidas pela mesma letra, dentro da coluna, ndo
apresentam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

(concluséo)

Dias apés a supressao da rega

Variedades Controle 3 10 20
CTC8 2,89b 2,69b 2,65b 5,73 a
CTC9 3.183¢ 3.26 ¢ 4.75b 7.68 a
CTC10 2,14 b 2,43 b 2,40 b 7,02 a
CTC11 3,70b 3,79b 3,67b 5,32 a
CTC12 1,52 b 1,62 b 1,79b 413 a
CTC13 2,61b 2,61b 2,76 b 7,94 a
CTC14 4,03b 4,06 b 446 b 8,29 a
CTC15 3,01b 2,59b 2,52 b 6,19 a

SP90-3414 2,49 c 2,86 bc 4,06 ab 5,22 a

SP83-2847 2,98 b 3,26 b 3,85b 7,88 a

SP83-5073 1,97 b 2,17b 2,23 b 4,96 a

CT94-3116 1,57 ¢ 1,97 ¢ 3,85b 7,10 a

SP90-1638 2,68 ¢ 2,80 bc 3,16 b 9,87 a

4.3 Conteudo de prolina

Todas as variedades sofreram aumento na concentracao de prolina (80 a 95%)
aos 10 dias de restricdo na disponibilidade de &agua (Tabela 4.3.1). Redugédo no
contetdo de prolina, em relacdo a 10 dias de seca, foram encontradas em CTC1,
CTC5, CTCe, CTCS8, SP90-3414 e SP83-2847, 20 dias apds a supressao da rega.
Enquanto incrementos foram detectados em CTC4, CTC7, CTC9, CTC10, CTC15,
SP83-5073 e CT94-3116. As demais variedades ndo demonstraram diferenga em

relacao ao tratamento de 10 dias de déficit hidrico.
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Tabela 4.3.1 — Conteudo de prolina (umol/g MF) para 20 variedades de cana-de-agucar apds 3, 10 e 20
dias de supressdo da rega. Médias seguidas pela mesma letra, dentro da coluna, nao
apresentam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Dias apoés a supressao da rega

Variedades Controle 3 10 20
CTCH 0,44 c 0,33 ¢ 3,18 a 2,10b
CTC2 0,36 b 0,34 b 2,29 a 1,66 a
CTC3 0,27 b 0,95b 3.45a 3,46 a
CTC4 0,26 c 0,43 ¢ 1,64 b 2,85a
CTC5 0,29 c 0,50 ¢ 2,74 a 2,12b
CTC6 0,32 ¢ 0,29 c 2,82 a 2,35b
CTC7 0,28 ¢ 0,31 ¢ 2,23b 3,09 a
CTCS8 0,37 c 0,26 c 2,85a 1,63 b
CTC9 0,20 ¢c 0,29 ¢c 2,32b 2,93 a
CTC10 0,35¢ 0,46 c 1,89 b 3,18 a
CTC11 0,45b 0,93 b 3,87 a 4,60 a
CTC12 0,33 b 0,34 b 3,34 a 3,15a
CTC13 0,56 b 0,64 b 3,02 a 3,49 a
CTC14 0,21b 0,24 b 1,88 a 2,63 a
CTC15 0,33 ¢ 0,41c 1,90 b 3,34 a

SP90-3414 0,23 ¢ 0,25¢ 3,66 a 2,35b

SP83-2847 0,27 ¢ 0,28 ¢ 2,57 a 2,19b

SP83-5073 0,25¢ 0,23 ¢ 1,48 b 2,47 a

CT94-3116 0,51c 0,66 c 2,40b 2,97 a

SP90-1638 0,36 b 0,43 b 3,22 a 2,76 a

4.4 Perfil proteico em SDS-PAGE

Na analise em gel (Figuras 4.4.1 a 4.4.10), foram observadas mudancas no perfil
protéico em relagdo ao controle. Tais diferencas estdo relacionadas a alteragdes de
intensidade e auséncia/presenca de bandas entre os tratamentos. Nas variedades
CTC5, CTC8, CTC10, CTC12, CTC13, SP90-3414 e SP83-2847 ocorreu o
desaparecimento de uma banda acima de 220 kDa (banda 1), 20 dias ap6s a supressao
da rega. Com excecgao de CTC9, CTC10, CTC13, CTC14 e CTC15, pode-se observar a
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auséncia de uma banda de aproximadamente 220 kDa (banda Il), aos 10 e/ou 20 dias
de déficit hidrico. Para as variedades CTC1, CTC4, CTC5, CTC7, CTC8, CTC10,
CTC11, CTC12, SP90-3414 e SP83-5073 também se observou a auséncia de uma
banda de cerca de 150 kDa (banda lll). Uma banda de aproximadamente 100 kDa
(banda V) desapareceu em CTC3, CTC4, CTC5, CTC7, CTC10 e CTC11 aos 3 dias de
déficit hidrico, enquanto para CTC12, SP83-2847 e SP90-1638, isto ocorreu aos 20
dias. Surpreendentemente, para SP90-1638 a mesma banda apareceu aos 3 e 10 dias
de deficiéncia hidrica e desapareceu aos 20 dias. Em CTC3 ainda foi possivel verificar
o desaparecimento de uma banda com cerca de 60 kDa. Apenas CTC1 e CTC13
revelaram o aparecimento de uma banda de 80 e 60 kDa, respectivamente, 10 dias
apos a supressao da rega.
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Figura 4.4.1 - Andlise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CTC1 (A) e CTC2 (B). As

setas indicam a presenga/auséncia de banda em relagéo ao controle (C), 3, 10 e 20 dias
apds a supressao da rega. Padrao (P) BSA
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Figura 4.4.2 - Andlise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CTC3 (A) e CTC4 (B). As
setas indicam a presencga/auséncia de banda em relagdo ao controle (C), 3, 10 e 20 dias
apds a supressao da rega. Padrao (P) BSA
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Figura 4.4.3 - Andlise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CTC5 (A) e CTC6 (B). As
setas indicam a presenga/auséncia de banda em relacdo ao controle (C),3, 10 e 20 dias
apds a supressdo da rega. Padréo (P) BSA
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Figura 4.4.4 - Andlise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CTC7 (A) e CTC8 (B). As
setas indicam a presencga/auséncia de banda em relagdo ao controle (C), 3, 10 e 20 dias
de supresséo da rega. Padréo (P) BSA
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Figura 4.4.5 - Andlise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CTC9 (A) e CTC10 (B). As
setas indicam a presenca/auséncia de banda em relagdo ao controle (C), 3, 10 e 20 dias
de supresséo da rega. Padrao (P) BSA
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Figura 4.4.6 - Andlise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CTC11 (A) e CTC12 (B). As
setas indicam a presenca/auséncia de banda em relagdo ao controle (C), 3, 10 e 20 dias
de supresséo da rega. Padréo (P) BSA
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Figura 4.4.7 - Analise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CTC13 (A) e CTC14 (B). A
seta indica a presenca de banda em relagédo ao controle (C), 3, 10 e 20 dias de supressao
da rega. Padrao (P) BSA
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Figura 4.4.8 - Analise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CTC15 (A) e SP90-3414 (
As setas indicam a presencga/auséncia de banda em relagao ao controle (C) aos 3,10 e 20
dias de supressao da rega. Padréao (P) BSA
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Figura 4.4.9 - Anédlise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades SP83-2847 (A) e SP83-5073
(B). As setas indicam a presenca/auséncia de banda em relagéo ao controle (C), 3, 10 e 20
dias de estresse hidrico. Padrao (P) BSA
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Figura 4.4.10 - Andlise do perfil protéico em SDS-PAGE para as variedades CT94-3116 (A) e SP90-1638
(B). As setas indicam a presencga/auséncia de banda em relagéo ao controle (C), 3, 10 e
20 dias de supressao da rega. Padrdo (P) BSA

4.5 Atividade da SOD

A atividade da SOD foi determinada pelo método de PAGE, o que dificulta a
comparagao entre variedades e tratamentos. Embora a comparacgéo, entre tratamentos,
em fungdo da intensidade das bandas seja um carater subjetivo, é claramente visivel
que CTC1 aumentou a atividade aos 3 dias, enquanto as variedades CTC4, CTC5,
CTC7, CTC8, CTC9, CTC10, CTC11, CTC12, CTC13, CTC14, CTC15, SP90-3414,
SP83-2847, SP83-5073 e SP90-1638 aumentaram a atividade da SOD aos 10 dias de
déficit hidrico (Figuras 4.5.1 a 4.5.10). CTC1, CTC3, CTC4, CTC7, CTC15, SP83-2847
e SP83-5073 demonstraram incremento aos 20 dias, enquanto CTC2, CTC5, CTCS,
CTC9, CTC10, CTC11, CTC13, SP90-3414, CT94-3116 e SP90-1638 reduziram a
atividade. CTC6 manteve elevados os niveis de atividade da SOD durante todo o
experimento. O padrdo de isoenzimas variou entre as variedades analisadas. CTC1,
CTC11 e SP83-5073; CTC4, CTC5, CTC7, CTC14 e SP83-2847; CTC8 e CTC10;
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CTC13 e CTC15; CT94-3116 e SP90-1638; CTC2; CTC3; CTC6; CTC9; CTC12 e
SP90-3414 demonstram padrdes distintos.

Na caracterizacdo das isoenzimas foi selecionada somente uma variedade entre
as que apresentavam o mesmo padrao (Figura 4.5.11). Entretanto, como CTC4, CTC5,
CTC7, CTC14 e SP83-2847 diferiram em apenas uma banda de CTC1, CTC11 e SP83-
2847 estas foram caracterizadas em um mesmo gel. As bandas | e Il correspondem a
Mn-SOD (resistente a presenca de KCN e H>O,) a qual é encontrada nas mitocéndrias.
A banda Il foi caracterizada como Fe-SOD (resistente a KCN e inativada na presenca
de H20,), presente nos cloroplastos, para CTC3, CTC8, CTC9, CTC10 e SP90-3414,
enquanto para as demais variedades a mesma foi classificada como Cu/Zn (inativada
por KCN e H>0,) encontrada no citoplasma e nos cloroplastos. Com excecao de CTCS3,
as mesmas apresentaram uma terceira banda classificada como Mn-SOD. Essa
diferenca na caracterizacao pode estar relacionada a atividade da enzima para cada
variedade e ao método utilizado, sugerindo que a quantidade dos reagentes utilizados
pode ndo ter sido suficiente para inativar a enzima. As demais bandas, independente da
variedade, correspondem a Cu/Zn-SOD.

Apbs 20 dias de supressao da rega, pode-se observar em CTC9, CTC10, CTC11
e CTC14 a auséncia da banda | (Mn-SOD). Em CTC13, CTC15 e SP90-3414 pode-se
notar a falta da isoforma V (Cu/Zn-SOD), enquanto em CTC5 desapareceu a banda IV
(Cu/Zn-SOD). CTC9 ainda demonstra a auséncia das isoformas Il (Mn-SOD) e IV.
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Figura 4.5.1 - Andlise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CTC1 (A) e CTC2 (B). As setas
indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20 dias de
supressao da rega. Padrdo (P) SOD bovino
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Figura 4.5.2 - Analise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CTC3 (A) e CTC4 (B). As setas
indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20 dias de supressao
da rega. Padrao (P) SOD bovino
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Figura 4.5.3 - Andlise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CTC5 (A) e CTC6 (B). As setas
indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20 dias de
supressao da rega. Padrdo (P) SOD bovino

Figura 4.5.4 - Analise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CTC7 (A) e CTCS8 (B). As setas
indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20 dias de supressao
da rega. Padrao (P) SOD bovino
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Figura 4.5.5 - Analise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CTC9 (A) e CTC10 (B). As
setas indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20 dias de
supressao da rega. Padrao (P) SOD bovino
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Figura 4.5.6 - Analise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CTC11 (A) e CTC12 (B). As
setas indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20 dias de
supressao da rega. Padrao (P) SOD bovino
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Figura 4.5.7 - Anadlise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CTC13 (A) e CTC14 (B). As
setas indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20 dias de
supressdo da rega. Padrao (P) SOD bovino
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Figura 4.5.8 - Analise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CTC15 (A) e SP90-3414 (B). As
setas indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20 dias de
supressao da rega. Padrao (P) SOD bovino
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Figura 4.5.9 - Analise da atividade da SOD em PAGE para as variedades SP83-2847 (A) e SP83-5073
(B). As setas indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), 3, 10 e 20
dias de supressao da rega. Padrédo (P) SOD bovino
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Figura 4.5.10 - Andlise da atividade da SOD em PAGE para as variedades CT94-3116 (A) e SP90-1638
(B). As setas indicam as diferentes isoenzimas encontradas no controle (C), aos 3, 10 e
20 dias de supresséo da rega. Padréo (P) SOD bovino
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Figura 4.5.11 - Caracterizacdo das isoenzimas da SOD.SP83-5073 (A); CTC8 (B); CTC15 (C); SP90-
1638 (D); CTC2 (E); CTC3 (F); CTC6 (G); CTC9 (H); CTC12 (l); SP90-3414 (J). Padrao
(P) SOD bovino. KCN 2mM e H,O, 5mM

4.6 Atividade da CAT

Aos 3 dias de restricdo na disponibilidade de agua, apenas CTC3 aumentou a
atividade da enzima (Tabela 4.6.1). Aos 10 dias de seca CTC2, CTC8, CTC12, CTC13,
CTC14, CTC15, SP90-3414 e CT94-3116 apresentaram incremento na atividade da
CAT. Reducéo a niveis proximos ao das plantas controle ocorreu em CTC2 e CTC8 aos
20 dias de restricao na disponibilidade de agua. CTC1, CTC4, CTC5, CTC7, CTC10,
CTC15 e SP90-3414 demonstraram incremento na atividade desta enzima para o
regime hidrico considerado. CTC6, CTC9, CTC11, SP83-2847, SP83-5073 e SP90-

1638, embora diferencas numéricas tenham sido verificadas, ndo demonstraram
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diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey para todos
os tratamentos a que foram submetidas.

Tabela 4.6.1 — Atividade da CAT (umol/minuto/mg de proteina) para 20 variedades de cana-de-agucar
apés 3, 10 e 20 dias de supressao da rega. Médias seguidas pela mesma letra, dentro da
coluna, nao apresentam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Dias apds a supressao da rega

Variedades Controle 3 10 20
CTC1 32,20 b 27,14 b 51,98 b 118,29 a
CTC2 29,36 b 35,86 b 50,30 a 33,33 b
CTC3 28,93 b 44,60 a 56,46 a 47,29 a
CTC4 30,89 b 34,22 b 70,28 ab 91,84 a
CTC5 38,95 b 43,71 b 54,89 b 80,69 a
CTC6 25,54 a 32,33 a 39,23 a 39,77 a
CTC7 39,67 b 40,21 b 49,67 b 94,51 a
CTC8 43,92 b 51,94 b 78,29 a 59,56 ab
CTC9 19,51 a 25,17 a 48,49 a 65,95 a
CTC10 24,28 b 25,20 b 37,63 b 69,55 a
CTC11 28,96 a 26,70 a 39,49 a 50,91 a
CTC12 36,34 b 39,30 b 56,70 a 55,28 a
CTC13 22,46 b 26,04 b 56,75 a 57,75 a
CTC14 34,25 c 37,98 bc 54,34 ab 59,38 a
CTC15 47,40 c 58,80 bc 57,01 b 82,07 a

SP90-3414 31,96 ¢ 34,31 ¢ 66,44 b 79,72 a

SP83-2847 35,68 a 62,43 a 63,41 a 48,35 a

SP83-5073 27,20 a 23,26 a 28,82 a 31,00 a

CT94-3116 28,73 b 22,44 b 60,35 a 55,36 a

SP90-1638 39,82 a 36,83 a 57,46 a 35,41 a

4.7 Atividade da APX

Aos 3 dias de restricdo na disponibilidade hidrica apenas CTC11 aumentou a
atividade da APX, em relagdo ao controle (Tabela 4.7.1). Incremento na atividade desta
enzima ocorreu aos 10 dias para CTC1, CTC5, CTC7, CTC9, CTC11, SP83-2847 e
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SP90-1638. As variedades CTC1, CTCS3, CTC4, CTC6, CTC7, CTC12, CTC15 e SP83-
5073 demonstraram elevagao apés 20 dias supressao da rega. Entretanto reducao na
atividade da APX foi encontrada para CTC5, CTC8, CTC9, CTC10, CTC11, CTC13 e
SP90-3414 para o mesmo tratamento. CTC2, CTC14 e CT94-3116 ndo demonstraram
diferenga significativa para os tratamentos a que foram submetidos, enquanto SP83-
2847 e SP90-1638 nao apresentaram variacao entre 10 e 20 dias.

Tabela 4.7.1 — Atividade da APX (nmol/min/mg de proteina) para 20 variedades de cana-de-agUcar apos
3, 10 e 20 dias de supressdo da rega. Médias seguidas pela mesma letra, dentro da
coluna, nao apresentam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Dias apés a supressao da rega

Variedades Controle 3 10 20
CTCH 692,03 c 639,02 c 999,46 b 1725,55 a
CTC2 1083,1 a 1163,4 a 1168,4 a 1297,5a
CTCS3 668,92 b 854,02 ab 857,79 ab 1096,04 a
CTC4 685,32 b 666,19 b 887,77 ab 1087,38 a
CTC5 813,3b 816,3 b 1557,4 a 7273 b
CTC6 692,67 b 732,76 b 864,20 b 1159,46 a
CTC7 7776 ¢ 824,8 bc 1220,8 b 2273,3 a
CTC8 791,48 ab 827,91 ab 1000,49 a 740,72 b
CTC9 708,64 b 821,01 b 1009,46 a 511,58 ¢
CTC10 835,94 a 835,11 a 965,79 a 641,94 b
CTC11 740,55 ¢ 1087,98 b 2081,29 a 642,74 c
CTC12 551,2b 623,3 b 957,1 ab 1397,0 a
CTC13 938,1 ab 953,1 ab 1254,6 a 531,2b
CTC14 766,46 a 795,77 a 957,02 a 861.56 a
CTC15 856,69 b 943,12 b 1105,39 b 1610,15a

SP90-3414 1092,32 ab 1152,19 ab 1214,24 a 788,44 b

SP83-2847 584,3 b 867,1 ab 1279,2 a 1239,8 a

SP83-5073 978,32 b 711,69 b 782,41 b 1568,25 a

CT94-3116 690,7 a 858,2 a 1173,9 a 1150,4 a

SP90-1638 764,5b 750,7 b 1318,7 a 1543,8 a
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4.8 Atividade da GPOX

Aos 3 dias de restricdo hidrica apenas CT94-3116 aumentou a atividade da
GPOX (Tabela 4.8.1). Aos 10 dias incremento na atividade desta enzima ocorreu para a
maioria das variedades estudadas. Apenas CTC1, CTC9, SP90-3414, SP83-5073 e
SP90-1638 ndao demonstram aumento para este regime hidrico. Para CTC2, CTC5,
CTC10, CTC11, CTC13, CTC14, SP83-2847 e CT94-3116 nao foi verificada alteracao,
na atividade, entre 10 e 20 dias de estresse hidrico. Apenas CTC3 sofreu reducao aos
20 dias. SP90-1638 nao apresentou variacao na atividade da GPOX para nenhum dos
tratamentos a que foi submetida. As demais variedades demonstraram incremento na

atividade da enzima sob maior estresse hidrico.
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Tabela 4.8.1 — Atividade da GPOX (nmol/min/mg de proteina) para 20 variedades de cana-de-agucar
apés 3, 10 e 20 dias de supressao da rega. Médias seguidas pela mesma letra, dentro da
coluna, nao apresentam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Dias ap6s a supressao da rega

Variedades Controle 3 10 20
CTCH1 63,91 b 73,79 b 104,17 b 494,68 a
CTC2 61,48b 64,62 b 142,01 a 218,26 a
CTC3 47,76 c 55,58 bc 176,9 a 93,55b
CTC4 45,43 ¢ 65,01 bc 87,58 ab 129,42 a
CTC5 60,39 b 61,69 b 158,81 a 188,24 a
CTC6 34,94 c 30,48 ¢ 57,61b 104,88 a
CTC7 58,32 b 64,72 b 63,2 b 171,72 a
CTCS8 40,99 ¢ 32,56 ¢ 88,93 b 147,62 a
CTC9 45,52 b 37,35b 76,36 b 269,11 a
CTC10 24,63 b 23,85 b 36,86 a 38,75 a
CTC11 40,44 b 41,34 b 70,23 a 86,13 a
CTC12 55,52 ¢ 57,87 ¢ 103,95 b 244,66 a
CTC13 53,96 b 61,7b 167,80 a 192,98 a
CTC14 57,59 b 48,26 b 90,09 a 77,83 a
CTC15 77,31 ¢ 74,66 Cc 165,08 b 209,71 a

SP90-3414 63,59 b 49,04 b 77,37 b 181,06 a

SP83-2847 45,53 b 51,59 b 89,92 a 114,01 a

SP83-5073 33,54 b 26,16 b 30,43 b 208,28 a

CT94-3116 35,52 b 88,13 a 116,74 a 88,38 a

SP90-1638 103,03 a 129,03 a 178,46 a 162,21 a

4.9 Atividade da GR

Aumento na atividade da GR s6 foi verificado aos 10 dias de restricado hidrica
para as variedades CTC5, CTC11, CTC13 e SP90-1638 (Tabela 4.9.1). Destas, apenas
CTC5 apresentou acréscimo aos 20 dias de reducdao na disponibilidade de agua,
enquanto CTC11 demonstrou tendéncia de queda, em comparacdo com o tratamento
de 10 dias de estresse hidrico. SP83-2847 ndo demonstrou incremento para nenhum
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dos tratamentos. As demais variedades aumentaram a atividade aos 20 dias de
estresse hidrico.

Tabela 4.9.1 — Atividade da GR (umol/min./mg de proteina) para 20 variedades de cana-de-aglcar apds
3, 10 e 20 dias de supressao da rega. Médias seguidas pela mesma letra, dentro da
coluna, nao apresentam diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Dias ap6s a supressao da rega

Variedades Controle 3 10 20
CTCH 1,67 b 1,69b 2,73 b 7,24 a
CTC2 1,51b 1,87 ab 1,80 ab 3,69 a
CTCS 1,10 b 1,29 b 1,27 b 3,70 a
CTC4 0,87 b 0,78 b 0,67 b 1,86 a
CTC5 1,42 ¢ 1,62 bc 2,59 b 5,75 a
CTC6 1.70 b 1.56 b 2.81 ab 3.82a
CTC7 2,19b 2,26 b 2,61b 541 a
CTC8 2,83b 2,71b 3,42 b 6,64 a
CTC9 1,34 b 1,18 b 2,02b 21,13 a
CTC10 1,49 b 1,47 b 2,11b 452a
CTC11 1,39b 1,48 b 3,95 a 2,86 ab
CTC12 1,00 b 1,09 b 1,60 b 2,78 a
CTC13 1,65b 1,58 b 5,30 a 6,73 a
CTC14 1,40 b 1,29 b 1,86 b 4,83 a
CTC15 1,81b 2,78b 2,54 b 7,73 a

SP90-3414 2,34 b 2,46 b 2,50 b 7.21a

SP83-2847 0,88 a 1,01 a 1,51 a 1,50 a

SP83-5073 1,51b 1,74 b 1,53 b 7,23 a

SP94-3116 1,68 b 1,97 b 2,59 b 4,94 a

SP90-1638 1,30 b 1,16 b 519 a 5,63 a
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5 DISCUSSAO

O déficit hidrico provoca uma série de alteracdes bioquimicas, especialmente, no
sistema de defesa antioxidante, além do acumulo de solutos compativeis, mudangas na
composicéo de lipidios nas membranas ou mesmo a peroxidacdo destes (GRATAO et
al., 2005). Entretanto, é importante destacar que as alteracdes observadas, assim como
a adaptacéao das plantas a condi¢coes adversas, estdo fortemente associadas a duracao
e intensidade do estresse (BEHERA et al., 2003), a espécie (GHANNOUM, 2009) e
genotipo analisado (GIMENEZ et al, 1992; ABRAHAM et al., 2004).

Para facilitar a analise e compreensao dos resultados, a discussao encontra-se
separada de acordo com os periodos de déficit hidrico impostos as variedades de cana-
de-acucar estudadas. Entretanto, €& importante destacar que, embora, varios
parametros fisiolégicos tenham sido analisados, para cada regime hidrico imposto,
estes nao foram apresentados por se tratarem de dados relativos a outra dissertacao.

A peroxidacao lipidica é utilizada como um dos principais indicadores da
ocorréncia de estresse oxidativo, uma vez que as EAOs reagem com &cidos graxos
insaturados e causam a peroxidacdo de lipidios nas membranas (GRATAO et al.,
2005). Para manter as EAOs sob niveis basais, as plantas desenvolveram um complexo
sistema de defesa antioxidante. Entretanto, sob déficit hidrico de curta duragéo, néo foi
encontrada variacdo no conteudo de MDA, para todas as variedades estudadas,
sugerindo que o estresse imposto nao foi suficiente para causar danos as membranas.
Nas variedades CTC1, CTC3, CTC11 e CT94-3116 houve incremento da atividade da
SOD, CAT, APX e GPOX, respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos por
Nayyar e Gupta (2006) e Wang (2009), evidenciando que o aumento na atividade
dessas enzimas pode ter contribuido para manter o potencial redox e evitar danos a
célula. CTC5 e CTC2 sofreram incremento na concentracdo de H>O,, 0 que sugere um
possivel papel sinalizador desta EAO na ativacdo de enzimas, expressao génica e no
fechamento estomatico (NEILL et al.,2002), sob condi¢cdes de estresse leve, uma vez
que nao foi detectada alteracao no conteudo de MDA. As concentracoes enddégenas de
H.O. reportadas, em uma ampla gama de espécies, sdo bastante variaveis, de
nanomols a centenas de pmol/g MF (VELJOVIC-JOVANOVIC et al., 2002), o que
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dificulta o estabelecimento de niveis téxicos. Assim, é importante destacar que o H>O»
por ser uma molécula mais estavel e apresentar menor reatividade em comparagao
com outras EAOs (GRATAO et al., 2005) pode nido ter atingido, nestes materiais,
concentracao suficiente para causar dano.

A andlise do perfil protéico em gel SDS-PAGE revelou que para as variedades
CTC3, CTC4, CTC5, CTC7, CTC10 e CTC11 ocorreu o desaparecimento de uma
banda de, aproximadamente, 100 kDa (banda 1V), 3 dias ap6s a supressao da rega. A
alteracdo no padrao de proteinas sugere que os processos de sintese ou protedlise ja
sdo alterados sob curtos periodos de restricio na disponibilidade de agua. Estes
resultados estdo de acordo com dados reportados em outras espécies como algodao
(PARIDA et al., 2007) e milho (RICCARDI et al., 1998). Entretanto, ndo seré possivel
realizar constatacbes sem que seja feito o sequenciamento dessas bandas. Assim,
seria recomendada a anadlise dessas variedades através da técnica de separagao de
proteinas por eletroforese 2D, em futuros trabalhos de continuidade, desta forma
identificando e caracterizando o papel fisiol6gico dessa banda no metabolismo celular e
sua relagao com o estresse.

Os resultados indicam que para a grande maioria das variedades, 3 dias de
déficit hidrico ndo causaram alteracdes bioquimicos significativas e eventuais danos
poderiam ser revertidos pelo retorno da irrigacdo. Plantas de arroz sob déficit hidrico
leve sofreram alteragdo em 42 proteinas, entretanto, estas foram restabelecidas ap6s a
irrigacao (SALEKDH et al., 2002). Em trigo, Wu et al. (1999) verificaram que a atividade
de Mn-SOD decresce apods a reidratacao atingindo niveis préximos ao das plantas
controle. Hernandez e Almansa (2002) também encontraram reducao na atividade da
SOD e nos niveis de MDA, em plantas de ervilha expostas a estresse salino de curta
duracao, 24 horas apés a reidratacao.

Com excecdo das variedades CTC10, CTC15, SP83-2847 e SP83-5073, o
conteudo de MDA aumentou, aos 10 dias de restricdo na disponibilidade de agua. Estes
resultados indicam que o aumento no periodo de exposicao ao déficit hidrico induziu
estresse oxidativo, para a maioria das variedades estudadas. Fan et al. (2009)
estabeleceram que as estratégias de adaptacao das plantas a seca podem ser divididas
em trés fases. No periodo inicial de exposicdo a seca, as plantas fecham seus
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estdmatos para evitar a perda de agua e ndo ocorrem alteracdes nos niveis de MDA. A
medida que o déficit hidrico aumenta, as plantas elevam os niveis das EAOs, a
atividade enzimatica e a peroxidacéao lipidica. Os danos as membranas intracelulares
podem afetar a cadeia respiratéria em mitocondrias, causar a quebra de pigmentos,
além de reduzir a habilidade de fixacdo do C nos cloroplastos, enquanto danos a
membrana plasmatica estao relacionados a liberagdo de conteldo eletrolitico e a morte
celular (SCANDALIOS, 1993). Entretanto, o aumento na peroxidacao lipidica variou em
funcdo dos materiais analisados, assim como a resposta do sistema de defesa
antioxidante, 10 dias ap6s a imposi¢ao do déficit hidrico.

Com excecao de CTC1, CTC2, CTC3, CTC6, SP90-3414, CT94-3116 e SP83-
5073, as variedades aumentaram a atividade da SOD, todavia CTC6 demonstra ter
mantido uma atividade alta j& no controle. Embora o numero de isoformas da SOD
tenha variado em fungdo dos materiais analisados, a maioria das isoformas
encontradas corresponde a Cu/Zn-SOD localizada no citoplasma, nos cloroplastos e
peroxissomos (DEL RIO et al., 2002). Eyidogan et al. (2003) trabalhando com plantulas
de trigo sob estresse salino demonstraram que Cu/Zn-SOD é responsavel por 90% da
atividade total da SOD. O cloroplasto é o principal sitio de producéo das EAOs uma vez
que a cadeia transportadora de elétrons da fotossintese ocorre em um meio rico em O,
onde, inevitavelmente, elétrons sdo doados para o O, (EDREVA et al., 2005). O maior
namero de isoenzimas encontrado nestes locais pode estar relacionado a esta
caracteristica. Plantas transgénicas de batata, super-expressando Cu/Zn-SOD
apresentaram maior tolerancia aos efeitos da aplicacdo do herbicida paraquat (PERL et
al., 1993). Resultados semelhantes foram observados em plantas transgénicas de
tabaco super-expressando Cu/Zn-SOD (GUPTA et al., 1993).

Aos 10 dias de restricao na disponibilidade de agua, as variedades CTC3, CTC?7,
CTC9, CTC12, CTC14, SP90-3414 e SP90-1638 foram as que apresentaram maior
incremento na concentracao de MDA, entre 50 e 60%. Destas, apenas CTC9, SP90-
3414 e SP90-1638 aumentaram o conteudo de H»O,, em relagdo ao controle,
demonstrando que o aumento na atividade da CAT (SP90-341), APX (CTC9 e SP90-
1638) e GR (SP90-1638) nao foi suficiente para controlar os niveis desta EAO, nestas
variedades. O H,O,, juntamente com o O.’, € substrato da reacao de Haber-Weiss, na
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qual é gerado o radical OH’, extremamente téxico a célula (SCANDALIOS, 2005).
Embora CTC9 e SP90-1638 tenham apresentado incremento na atividade da SOD,
para este regime hidrico, este pode nao ter sido suficiente para conter os niveis de O,
0 que poderia ocasionar o incremento da peroxidacao lipidica. Com excec¢ao de CTCS3,
as demais variedades também aumentaram a atividade da SOD. O incremento na
atividade da CAT (CTC14 e CTC12), APX (CTC7) e GPOX (CTC3, CTC12 e CTC14) foi
suficiente para manter os niveis de HO,, porém nao controlou o aumento na
concentracéao de MDA.

As variedades CTC5 e CTC11, com excecao da CAT, aumentaram a atividade
das enzimas, apos 10 dias de supressao da irrigacdo. Este incremento foi suficiente
para conter a elevagdo nos niveis de HxO,, entretanto, o contetdo de MDA aumentou,
em cerca de 40%, em relacdo ao controle. Yong et al. (2006) analisando diferentes
genotipos de Radix astragali verificaram que os genétipos com maior aumento na
atividade das enzimas SOD, CAT e peroxidase (POD), em resposta ao déficit hidrico,
sofreram maior sensibilidade. A atividade da APX e SOD também foi maior para a
cultivar sensivel a seca, em trigo (SGHERRI et al., 2000). Loggini et al. (1999) ao
compararem cultivares de trigo com diferentes niveis de tolerancia ao déficit hidrico
constataram que a adaptacdo a seca depende de diferentes mecanismos incluindo a
capacidade de aumentar a atividade do sistema antioxidante enzimatico e nao
enzimatico. Entretanto, esta caracteristica parece variar em funcdo dos gendétipos
estudados. Os autores verificaram que na cultivar tolerante a manutencao da atividade
das enzimas antioxidantes analisadas foi suficiente para manter o H.O. e a peroxidacao
lipidica em niveis basais. Em trigo, genétipos com maior flutuacéo nos niveis de MDA e
H.O, tiveram maior atividade da CAT, indicando que estes materiais sofreram maior
estresse oxidativo (SIMOVA-STOILOVA et al., 2009).

As variedades que ndo demonstraram variacdo na concentracdo de MDA tiveram
comportamento distinto. Enquanto CTC15 e SP83-2847 aumentaram a atividade da
SOD e GPOX, CAT (CTC15) ou APX (SP83-2847), SP83-5073 nao alterou a atividade
das enzimas, enquanto CTC10 sé aumentou a atividade da GPOX, em
aproximadamente 30%. Embora o aumento na atividade destas enzimas possa ter sido

suficiente para conter o incremento das EAQOs, outras enzimas ou mesmo compostos
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antioxidantes nao enzimaticos podem estar atuando. A manutencao de baixos niveis de
peroxidagao lipidica em folhas de trigo, sob déficit hidrico, foi relacionada com o
aumento na concentracdo de a-tocoferol e B-caroteno por Bartoli et al. (1999). Plantas
de tabaco super-expressando o gene VTE7 que codifica para a enzima tocoferol
ciclase, a qual atua na sintese de a-tocoferol, demonstraram aumento na tolerancia ao
déficit hidrico (LIU et al., 2008). Os carotendides sdo componentes essenciais das
membranas dos tilacdides e atuam reduzindo o estado excitado da clorofila e/ou Oy,
enquanto o a-tocoferol atua na estabilizacdo de membranas e controle das EAOs
(SCANDALIOS, 1993). Nogueira et al. (2003) encontraram em cana-de-agucar, sob
estresse por baixa temperatura, aumento na expressdao de um transcrito, que codifica
uma proteina que participa da sintese de flavondides. Shao et al. (2005) estabelecem
que ha um nivel minimo de reducédo no potencial hidrico do solo que desencadeia as
alteracées bioquimicas que caracterizam o estresse, assim diferentes mecanismos
adaptativos séo ativados.

As demais variedades variaram o conteudo de MDA entre 25 e 35% e também
apresentaram alta variabilidade na resposta do sistema antioxidante. Enquanto CTC8 e
CTC13 aumentaram a atividade da maioria das enzimas. CTC2 e CT94-3116, além da
atividade da CAT, aumentaram a atividade da GPOX, assim como CTC4 e CTC6. CTC1
demonstrou incremento apenas na atividade da APX, cerca de 30%. E interessante
notar que para CTC2 e CTC5 o aumento na atividade de diferentes enzimas foi
suficiente para controlar os niveis de H>O,, em relacdo a 3 dias de déficit hidrico,
entretanto CTC5 demonstrou maior peroxidacao lipidica. Segundo Lascano et al. (2001)
a complexidade do sistema de resposta antioxidante a seca esta relacionada a
interagédo entre diversos fatores ambientais como intensidade luminosa e temperatura.
Shao et al. (2006) ao analisarem 10 gendétipos de trigo sob estresse hidrico verificaram
que estes dispdem de diferentes mecanismos adaptativos para regular seu estado
redox. Essa variabilidade esta relacionada a presenca de diferentes alelos entre as
cultivares. A cana-de-acucar é uma espécie polipldide com alta freqiéncia de
aneuploidia (GRIVET; ARRUDA, 2002). Sairam et al. (2001) encontraram diferenca na
resposta a seca em fungao do nivel de ploidia em trigo.
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A concentragdo do aminod&cido prolina aumentou aos 10 dias de estresse hidrico,
entre 80 e 95%, para todas as variedades estudadas. A correlacdo entre o incremento
de prolina livre e variagdes nos niveis de estresse hidrico tém sido relatada em diversas
espécies como batata (SCHAFLEITNER et al., 2006), trigo (NAYYA; WALIA, 2003),
milho (EFEOGLU et al., 2009), entre outras, sendo a maior quantidade encontrada em
plantas submetidas a maiores déficits hidricos, sendo esta, uma das razdes pela qual o
acumulo de prolina € relacionado a tolerancia a seca. Nos estudos de genétipos de
cana-de-agucar em diferentes niveis de disponibilidade hidrica do solo, as informacgdes
sdo bastante variaveis, enquanto alguns trabalhos demonstram consideraveis
incrementos na quantidade deste osmolito, sob baixos niveis de agua no solo
(RINCONES 1997; BIDOIA et al., 2006), outros relatam pequenos actmulos de prolina,
somente apo6s 30 dias de exposicao ao estresse mais severo (QUEIROZ, 2006). Assim,
o acumulo de prolina também parece variar em funcao dos materiais estudados.

Ainda existe controvérsia se o acumulo de prolina € uma conseqiéncia do
estresse ou proporciona beneficios as plantas sob condicbes adversas (ASHRAF;
FOOLAD, 2007). Nao foi encontrada diferenca para o acumulo de prolina entre as
variedades o que sugere que o acumulo de prolina ndo é um parametro adequado para
diferenciar entre genétipos. Entretanto, a prolina pode ter atuado na estabilizacdo de
membranas e/ou proteinas (HOEKSTRA et al., 2001), e ainda no controle de EAOs
(OZDEN et al., 2008).

A variedade CTC1 revelou o aparecimento de uma banda de aproximadamente
80 kDa (banda V), aos 10 dias de restricao hidrica. Para SP90-1638 uma banda de,
aproximadamente, 100 kDa (banda IV) apareceu aos 3 e 10 dias de deficiéncia hidrica
e desapareceu aos 20 dias. Diversos trabalhos relacionam o acumulo de proteinas da
familia das dehidrinas, que variam de 9 a 200 kDa, em diversas espécies de plantas,
sob restricdo na disponibilidade de agua. (WOOD; GOLDSBROUGH, 1997; ARORA et
al., 1998). Dehidrinas sao classificadas como um grupo de proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant), cujo acumulo esta relacionado a imposicao de varios tipos
de estresse como seca, salinidade e temperatura (WAHID; CLOSE, 2007). Embora
existam controvérsias, acredita-se que estas proteinas possam atuar na protecéo de
membranas. Em plantas de tomate, sob déficit hidrico, foi verificado o acumulo de uma
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proteina de 65 kDa no nucleo e cloroplasto (TABAEIZADEH et al., 1995), a qual atuaria
sob a estrutura da cromatina. A subunidade maior da rubisco possui tamanho de,
aproximadamente, 60 kDa e seu incremento foi encontrado em variedades de trigo,
independente da tolerancia/sensibilidade a seca (DEMIREVSKA et al., 2008). Em
CTC13 foi encontrada uma banda com cerca de 60 kDa (banda VI), aos 20 dias de
supressdao da rega, enquanto para CTC4 uma banda com tamanho semelhante
desapareceu. Entretanto, o fato de a maioria das variedades ter demonstrado o
desaparecimento de bandas, sugere que o processo de protedlise pode ser
intensificado, enquanto a sintese pode ser diminuida (SODEK, 2004), com a reduc¢ao
na disponibilidade de agua as plantas

Apbs 20 dias de supressado da irrigacao, as variedades CTC3, CTC5, CTC?7,
CTC9, CTC12 e SP90-1638 demonstraram o maior acumulo de MDA, acima de 60%,
em relagdo ao controle. CTC14 e SP90-3414, embora ndo tenham apresentado
diferenga estatistica, em relagdo a 10 dias de déficit hidrico, também tiveram aumento
na concentracdo de MDA, em magnitude semelhante. Todas estas variedades
aumentaram o contetdo de H,O,, para este regime hidrico. E interessante notar que
estas variedades sofreram queda na atividade de pelo menos uma das enzimas
analisadas. SOD e APX foram as mais afetadas.

As variedades CTC2, CTC5, CTC8, CTC9, CTC10, CTC11, CTC13, CTC14,
SP90-3414 e SP90-1638 demonstraram decréscimo na atividade da SOD. A reducao
na atividade da SOD pode estar relacionada a alteracdo da sintese e acumulo de
enzimas menos ativas (BASU et al., 2010). Zaefyzadeh et al. (2009) encontraram
reducdo na atividade da SOD, em genotipos de trigo sensiveis a seca, enquanto nos
gendtipos tolerantes a atividade da enzima n&o foi alterada ou aumentou. Resultados
semelhantes foram reportados por Guo et al. (2006) em plantas de arroz, sob acéo do
herbicida paraquat, com consequente aumento na peroxidacao lipidica, para o genétipo
sensivel. Em arroz também foi encontrada reducdo na atividade da SOD e APX em
genotipos sensiveis ao estresse salino (MORADI; ISMAIL, 2007). A SOD ¢é a primeira
enzima na linha de resposta ao estresse oxidativo. A analise da atividade em gel
permite que as diferentes isoenzimas sejam analisadas e as variagfes totais de

atividade de SOD possam ser melhor comparadas. Isso € muito importante justamente
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pelo fato das diferentes SODs estarem localizadas em compartimentos celulares
diferentes, podendo desta forma, correlacionar uma eventual alteragdo de atividade
com uma isoenzima, em especial, e com a organela na qual atua. E possivel observar
em CTC9, CTC10, CTC11 e CTC14 a auséncia da isoenzima | (Mn-SOD), em SP90-
3414 a falta da isoforma V (Cu/Zn-SOD), enquanto em CTC5 desapareceu a isoenzima
IV (Cu/Zn-SOD). CTC9 ainda demonstra a auséncia das isoformas Il (Mn-SOD) e IV.
Sairam et al. (2005) ao analisarem gendétipos de trigo com niveis distintos de tolerancia
a salinidade encontraram reducao na atividade de Cu/Zn-SOD e Mn-SOD para o
genotipo mais sensivel, a qual foi acompanhada de aumento na peroxidagéao lipidica. A
manutencao ou incremento na atividade de Mn-SOD também é relacionada a maior
tolerancia em arroz (PAN et al., 2006).

A atividade da APX caiu para CTC5, CTC8, CTC9, CTC10, CTC11, CTC13 e
SP90-3414, enquanto CTC14 e SP90-1638, nao variaram a atividade entre 10 e 20
dias. Plantas transgénicas de A. thaliana contendo o gene que codifica para APX na
posicao anti-sense demonstram reducao na tolerancia ao estresse oxidativo pela acao
do herbicida paraquat (TARANTINO et al., 2005). O decréscimo na atividade da APX foi
acompanhado de reducao no fluxo de elétrons entre os fotossistemas em tabaco
(MIYAKE et al., 2006). A reducao na atividade da APX esta relacionada a diminuigdo da
capacidade de regenerar o ascorbato pelas enzimas monodehidroascorbato redutase
(MDHAR) e dehidroascorbato redutase (DHAR) (PIGNOCCHI et al.,, 2003). CTC2,
CTC8 e SP90-1638 apresentaram tendéncia de queda na atividade da CAT, entretanto,
esta Ultima ndo variou a atividade das demais enzimas entre 10 e 20 dias de déficit
hidrico. A redugédo na atividade da CAT pode ser correlacionada a reducédo da sintese
de novas enzimas ou fotoinativagdo (BASU et al., 2010). CTC3 e CTC14 demonstram
tendéncia de queda na atividade da GPOX. Durante a fase de aclimatagéo ao estresse,
as plantas tentam estabelecer um novo estado de equilibrio, porém, se este nao é
encontrado pode ocorrer a degradacao do sistema, reduzindo a habilidade das células
em controlar as EAOs (TAUSZ et al., 2004). Fan et al. (2009) consideram esta a terceira
fase de aclimatacdo ao estresse, quando ocorre o colapso do sistema antioxidante.

Surpreendentemente, a queda na atividade de uma ou mais enzimas foi

acompanhada de altos incrementos na atividade de outra enzima, com excecao de
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CTC11 e SP90-1638. Azevedo-Neto et al. (2009) relatam consideravel aumento na
atividade da CAT em amendoim sob déficit hidrico nos genoétipos mais sensiveis,
enquanto a atividade da APX ndo varia. Como a CAT esta localizada principalmente
nos peroxissomos, o aumento na atividade da CAT pode ser um indicio da
fotorrespiracao (WILLEKENS et al., 1997). Em trigo, a atividade da APX e GR atingiu
niveis bastante elevados, enquanto a atividade da CAT e SOD caiu (FAN et al., 2009).
Segundo Bowler et al. (1991), o equilibrio na atividade da CAT, SOD, APX é essencial
para determinar o nivel fixo de Oy e H>O,. Assim, mecanismos compensatorios sdo
induzidos se o balango das enzimas de defesa for modificado. O desequilibrio do
sistema antioxidante indica que estas variedades ndo foram capazes de se adaptar a
nova condicdo ambiental imposta, sofrendo maior dano oxidativo, sugerindo maior
sensibilidade ao estresse hidrico.

As variedades CTC7 e CTC12, embora tenham demonstrado alta peroxidacao
lipidica e aumento nos niveis de H>O,, 20 dias ap6s a imposicao do estresse, elevaram
a atividade de CAT, APX, GPOX e GR. CTC7 aumentou a atividade da SOD, porém
CTC12 néo alterou a atividade da enzima, entre 10 e 20 dias. Estes resultados indicam
que o aumento na atividade das enzimas antioxidantes nao foi suficiente para controlar
as EAOs e resultou em aumento na peroxidacao lipidica. A variedade CTC1 apresentou
desempenho analogo, com incremento na atividade de todas as enzimas. Entretanto, o
incremento na concentracdo de MDA foi ligeiramente menor, cerca de 50%, assim
como o0 acumulo de H>O,. Ja CTC13, a qual reduziu a atividade de SOD e APX, teve
maior aumento nos niveis desta EAO, para um mesmo incremento na peroxidagao
lipidica. Estes dados evidenciam que diferentes variedades tém comportamentos
distintos quando expostas a um mesmo estresse. Malencic et al., 2008, ao analisarem
20 genotipos de sorgo, sob estresse hidrico, verificaram que embora a peroxidacao
lipidica tenha aumentado, com a imposicao da seca, diferentes sistemas antioxidantes
foram ativados.

As variedades CTC2, CTC8, CTC10, CTC11, embora tenham sofrido reducéao na
atividade de SOD, APX ou CAT e aumento nos niveis de H>O,, ndo alteraram
drasticamente o conteutdo de MDA, em comparacdo com as variedades que
demonstraram comportamento semelhante. Isto pode estar relacionado ao fato de que
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no ensaio de quantificagdo utilizando o TBA, outros compostos além do MDA podem
reagir com o acido em funcao de variagdes como pH, presenca de ferro, alto teor de
acucares (BARYLA et al., 2000). CT94-3116, também apresentou baixo incremento na
peroxidagao lipidica, porem o aumento nos niveis de H»O, foi de aproximadamente
80%. Esta variedade também reduziu a atividade da SOD aos 20 dias de estresse
hidrico. Estas variedades ja apresentam maior MDA no controle, em comparag¢ao com
as demais. Todavia, ndo se pode descartar a hipétese de que outros compostos ou
enzimas estariam atuando na protecdo celular contra os danos oxidativos, como ja
discutido anteriormente.

As variedades CTC4 e CTC6, nao aumentaram a concentracao de H.O, ao longo
de todo o experimento. Estas também ndo demonstraram acréscimo no conteudo de
MDA entre 10 e 20 dias de seca. Juntamente com CTC15, SP83-2847 e SP83-507
apresentaram niveis intermediarios de incremento na concentragdo de MDA,
comparados aos demais materiais. Isto parece estar relacionado a manutencdo do
equilibrio do sistema de defesa antioxidante (TAUSZ et al., 2004). BASU et al. (2010),
analisando cultivares de arroz com diferentes niveis de tolerancia a seca, verificaram
que a cultivar tolerante foi capaz de manter a atividade da SOD e CAT, enquanto na
cultivar sensivel, a atividade destas decresceu.

CTC15 e CTC4 aumentaram a atividade de todas as enzimas estudadas, em
amplitudes préximas para cada enzima, embora a banda V (Cu/Zn-SOD) tenha
desaparecido em CTC15. CTC6 e SP83-5073, ndo demonstram variacdo na atividade
da CAT. Embora, ndo seja perceptivel aumento na atividade da SOD, para este regime
hidrico, esta parece ter sido mantida em niveis elevados ao longo de todo o
experimento para CTC6. Alto nivel constitutivo na atividade da atividade da SOD pode
estar relacionado a maior tolerdncia ao dano oxidativo em plantas (BOWLER et al.,
1992). SP83-2847 nao variou a atividade de CAT e GR, ao longo do experimento,
enquanto APX e GPOX nédo sofreram alteragdo entre 10 e 20 dias de estresse.
Entretanto, SP83-2847 e SP83-5073 aumentaram a atividade da SOD. Segundo
Martinez et al. (2001) o aumento na atividade da SOD pode ser correlacionado com a
protecdo do PSIl. Aqui, como ja discutido anteriormente, pode néo ter havido
necessidade de aumentar a atividade das demais enzimas ou outros compostos e/ou
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enzimas podem estar atuando. A ativacédo do ciclo da xantofila tem sido reportada, em
varias espécies, como um mecanismo de tolerancia a seca (SHAO et al., 2009). Até
mesmo prolina pode ter contribuido para controlar o dano oxidativo.

Surpreendentemente, o conteudo de prolina, para o regime hidrico de 20 dias de
seca, apresentou decréscimo nas variedades CTC1, CTC5, CTC6, CTC8, SP90-3414 e
SP83-2847, em comparacao com o tratamento de 10 dias de seca. Geralmente, parte
dos estudos realizados em plantas, sob condicbes de deficiéncia hidrica, evidenciam
que o0 acumulo deste aminoacido aumenta gradativamente, conforme o tempo de
imposicao ao estresse, embora, também seja verificada em outros trabalhos,
tendéncias de estabilizacdo e/ou decréscimo deste osmodlito nos tecidos foliares de
artemisia (Tanacetum parthenium L.) e de algumas cultivares de trigo (SAIRAM; DUBE
1984, FUMIS; PEDRAS, 2002; CARVALHO et al., 2003). Entretanto, a queda ou
aumento no conteudo de prolina nao parece estar relacionada a maior
sensibilidade/tolerancia a seca.

Diferencgas varietais no acumulo de prolina foram verificadas em calos de cana-
de-acucar das variedades RB72-454 e SP81-3250, respectivamente, sensivel e
tolerante a seca em condicbes de campo (BRITO et al., 2008), cultivados sob
concentracoes de PEG correspondentes aos potenciais osméticos de 0, -0,3, -0,6, -0,9
e -1,2 MPa, por 120 horas. Os autores observaram tendéncia de diminuigdo na
concentracdao do aminod&cido prolina para a variedade SP81-3250 (tolerante), enquanto
a variedade sensivel, RB72-454, apresentou forte elevacdo nos niveis de prolina, nos
potenciais hidricos mais elevados. Rincones (1997), analisando oito variedades de cana
de acucar, verificou que duas delas (V 71-39 e Ragnar), apresentaram reducao na
concentracao de prolina para os menores potenciais de agua no solo. Destas, apenas a
variedade Ragnar foi classificada como sensivel a seca. Resultados semelhantes foram
obtidos por Brinholi et al. (1980), Rao e Asokan (1978) para cana-de-acucar. Estes
dados reforcam que a prolina ndo é um bom indicador de tolerancia/sensibilidade a
seca em cana-de-agucar.

Finalmente, é importante salientar que varios parametros bem conhecidos e
utilizados de analise foram empregados nesse estudo. Imaginar que um determinado
parametro pudesse claramente identificar ou estar associado a todos os materiais seria,
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naturalmente, muito improvavel. Como ja mencionado, mesmo para uma unica espécie,
as naturais variacoes entre os genétipos que sdo submetidos a condigbes hidricas
variaveis geram respostas distintas. Assim, para cada variedade e em cada momento,
pode-se tentar relacionar determinados padrdes de resposta que indiquem
particularidades da variedade e do tratamento mais especificamente.
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6 CONCLUSOES

1 — A resposta do sistema de defesa antioxidante ao estresse hidrico variou em fungao
das variedades analisadas, das enzimas avaliadas e do periodo de déficit hidrico
imposto;

2 — O déficit hidrico aumentou a peroxidacéo lipidica e os niveis de H.O, para a maioria
das variedades estudadas. A alteracao nestes parametros foi maior para o tratamento
de 20 dias de supressao da rega, caracterizando a ocorréncia de estresse oxidativo,
nestas variedades;

3 — Sob déficit hidrico moderado, a maioria das variedades foi capaz de induzir a
atividade das enzimas antioxidantes. Entretanto, a medida que o déficit hidrico torna-se
mais severo pode ocorrer 0 colapso do sistema de defesa antioxidante, sendo a SOD e
APX as enzimas mais afetadas.
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