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RESPOSTAS BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS DE PLANTAS JOVENS DE CANA-
DE-AGUCAR SOB DIFERENTES CONCENTRAGOES DE NaCl NO SOLO

RESUMO - Neste estudo foram avaliadas duas cultivares de cana-de-acucar
sob estresse salino. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 4, representado pelas cultivares SP81-3250 e
IAC87-3396 e concentracdes salinas de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ de NaCl, com
avaliagbes aos 15 e 30 dias apdés a aplicagdo dos tratamentos salinos. Foram
avaliados os teores foliares de sodio e potassio, o potencial de agua de antemanha,
0 conteudo relativo de agua, a concentragcao de prolina e glicina betaina, a atividade
enzimatica da dismutase do superoxido, ascorbato peroxidase e catalase, a
concentracdo de aldeido malbnico, o extravasamento de eletrdlitos, a concentragao
de clorofilas a e b, a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il e o perfil de
metabdlitos secundarios baseado em técnicas metaboldmicas. Os tratamentos
salinos promoveram aumento do teor foliar de sédio nas cultivares estudadas, com
maior teor no 30° dia de avaliagdo, enquanto que os teores de potassio
apresentaram leve redugao. Por outro lado, o potencial de agua de antemanha e o
conteudo relativo de agua foram reduzidos em ambas as cultivares e dias de
avaliacdo com o aumento da severidade do estresse salino. Foi observado aumento
na concentragdo de prolina e glicina betaina, sendo este incremento mais evidente
na cv. IAC87-3396 em ambos os dias de avaliacdo. Similarmente, as enzimas
ascorbato peroxidase e catalase tiveram aumento em suas atividades, em particular
na cv. IAC87-3396 no 30° dia. Inclusive, esta cultivar de cana-de-agucar apresentou
maior concentragdo de aldeido maldnico e extravasamento de eletrdlitos em
comparagao a cv. SP81-3250 em ambos os dias de avaliagdo. Verificou-se que o
estresse salino reduziu a concentracdo de ambos os pigmentos clorofilianos sem
diferengas pronunciadas entre as cultivares nos dois dias. A eficiéncia fotoquimica
maxima do fotossistema Il ndo apresentou diferengas significativas entre as
concentragbes salinas mais severas na cv. |AC87-3396 no 30° dia. A analise
metabolémica foliar das cultivares de cana-de-agucar revelou que sob estresse
salino mais severo, a concentracdo de derivados de tricina aumentou, enquanto que
no tratamento controle o metabdlito detectado em maior concentracédo foi o acido
clorogénico. Este estudo sugere que o aumento na atividade antioxidante das
enzimas ascorbato peroxidase e catalase, em paralelo ao incremento da
concentragdo dos osmolitos compativeis prolina e glicina betaina conferem maior
tolerancia ao estresse salino a cultivar IAC87-3396, dada a auséncia de diferencas
significativas entre os tratamentos mais severos de NaCl na eficiéncia fotoquimica
maxima do fotossistema |l desta cultivar em comparacao a cultivar SP81-3250 no
30° dia de avaliagdo. Além disso, o envolvimento do acido clorogénico nas plantas
controle e, sobretudo, de flavonas na cultivar IAC87-3396 sob estresse salino mais
severo pode contribuir para uma possivel tolerancia desta cultivar de cana-de-acucar
ao estresse salino.

Palavras-chave: Sdédio, radicais livres, solutos compativeis, metabolémica
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BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF SUGARCANE PLANTS
UNDER DIFFERENT NACL CONCENTRATIONS IN SOIL

ABSTRACT - In the present study was evaluated two cultivars of sugarcane
under salt stress. The experiment was conducted in a greenhouse with temperature
and relative humidity average of 30.2 + 1 ° C and 40.7 + 1%. The experimental
design was completely randomized in a factorial 2 x 4, represented by the cultivars
SP81-3250 and IAC87-3396 and salt concentrations of 0, 200, 400 and 800 mg dm™
NaCl. The study was evaluated 15 and 30 days after application of the saline
treatments. We evaluated foliar concentrations of sodium and potassium, predawn
leaf water potential, relative water content, proline and glycine betaine concentration,
enzymatic activity of superoxide dismutase, catalase and peroxidase ascorbate,
malondialdehyde concentration, electrolyte leakage, chlorophyll a and b
concentration, the maximum photochemical efficiency of photosystem Il and the
profile of secondary metabolites based on metabolomics techniques. Saline
treatments caused an increase in leaf sodium content in cultivars and both days of
evaluation, while the potassium had a mild reduction. On the other hand, predawn
leaf water potential and relative water content were reduced in both cultivars and
evaluation days with increasing severity of salt stress. There was an increase in the
concentration of proline and glycine betaine. This increase was more evident in
cultivar IAC87-3396 in both days of evaluation. Similarly, enzymes ascorbate
peroxidase and catalase had an increase in their activities, particularly in cultivar
IAC87-3396 in the 30™ day. This cultivar of sugarcane had malondialdehyde
concentration and electrolytes leakage higher compared to cv. SP81-3250 in both
days of evaluation. Salt stress reduced the concentration of both chlorophyllian
pigments with no pronounced differences among cultivars in two days evaluated. The
cultivar IAC87-3396 not presented photochemical efficiency of photosystem Il with
significant differences between the salt concentrations on the 30™ day of evaluation.
Leaf metabolomics analysis of sugarcane cultivars revealed that under severe salt
stress, concentration of tricine derivatives increased whereas in the control treatment
the metabolite detected in higher concentrations was chlorogenic acid. This study
suggests that the increase in the antioxidant activity of the enzymes ascorbate
peroxidase and catalase, in parallel to the increase of concentration of osmolytes
proline and glycine betaine compatible provide greater salt tolerance to cultivate
IAC87-3396, due to the absence of significant differences between harshest
treatments of NaCl in the photochemical efficiency of photosystem Il of this cultivar to
compared cultivar SP81-3396 on the 30th day of evaluation. In addition, the
involvement of chlorogenic acid in the control plants and especially of flavones in
cultivar IAC87-3250 under severe salt stress can contribute to a possible tolerance of
this sugarcane cultivar to salt stress.

Keywords: Sodium, free radicals, compatible solutes, metabolomic



Capitulo 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUGAO

A cana-de-agucar é uma cultura de grande importancia econdmica devido
produzir e acumular consideravelmente sacarose, que € a matéria-prima para a
produgao de agucar e alcool. Em virtude das alteragbes climaticas globais e da
necessidade de consumo de energias renovaveis com menor impacto sobre o clima
mundial, a produ¢ao de energias renovaveis tem sido estimulada, sobretudo a partir
culturas de interesse agroindustrial, como a cana-de-agucar.

O Brasil figura como o maior produtor mundial de cana-de-agucar com
producao de 653,519 milhdes de toneladas de colmo para a safra 2013/1014 e
producdo de acucar de 37,713 milhdes de toneladas de aguicar (UNICA, 2014). O
Estado de Sado Paulo é o mais importante produtor nacional de alcool e agucar a
partir da cana-de-agucar (ORTOLAN, 2006). Entretanto, como a cultura da cana-de-
agucar tem sido classificada como glicéfita moderadamente sensivel ao estresse
salino (FRANCOISE; MAAS, 1999; PATADE et al., 2008) pode exibir retardo ou
nenhum crescimento sob salinidade, podendo o seu crescimento ser reduzido a 50%
ou mais do seu real potencial (SUBBARAO; SHAW, 1985).

A salinidade limita a produgéo agricola pelo mundo inteiro, e mais de 6% dos
solos sao afetados pela salinidade (MUNNS; TESTER, 2008). Esta modalidade de
estresse apresenta uma componente osmodtica e outra ibnica, onde a primeira
implica a redugédo do potencial de a4gua do substrato de crescimento das plantas,
induzindo-as ao déficit hidrico, enquanto que a segunda esta relacionada ao efeito
toxico do Na (MUNNS, 2005). Além disso, a redugdo na produgao de culturas
sensiveis cultivadas em solos salinizados comumente é atribuida ao estresse i6nico
do Na, que conduz a efeitos adversos na aquisicao de potassio, absor¢céo de agua,
reducdo da atividade enzimatica e diminuicdo da fotossintese (TESTER;
DAVENPORT, 2003).

Em plantas, o efeito negativo do estresse salino se mostra evidente através

do acumulo de Na, redug¢do do conteudo hidrico e das trocas gasosas, diminui¢ao



dos pigmentos clorofilianos, alteracdes de parametros fotoquimicos, aumento do
estresse oxidativo, acumulo de osmodlitos compativeis e redugcdo do crescimento
(NETONDO et al., 2004; PINHEIRO et al., 2008; GOMATHI et al., 2010; SHAFI et
al.,, 2011; CHA-UM et al., 2012; KAHLAOUI et al., 2014). Entretanto, as plantas
minimizam o impacto negativo do estresse salino acumulando osmalitos compativeis
como a prolina e glicina betaina (SZABADOS; SAVOURE, 2005; CHEN; MURATA,
2011) e através do aumento da atividade de enzimas antioxidantes como a
dismutase do superoxido, catalase e peroxidase do ascorbato (KHOLOVA et al.,
2010; WILLADINO et al., 2011; PATADE et al., 2011). Além disso, o envolvimento de
metabdlitos secundarios em plantas submetidas ao estresse salino constitui outra
estratégia envolvida na tolerancia a estresses como, por exemplo, a sintese de
compostos fendlicos que sdo poderosos antioxidantes sintetizados via rota do acido
chiquimico ou dos fenilpropandides (SGHERRI et al.,, 2004) e todas essas
estratégias mostraram-se importantes na resposta de cana-de-agucar ao estresse
salino WAHID; GHAZANFAR, 2006; WILLADINO et al., 2011; PATADE et al., 2011).

Deste modo, o objetivo geral deste estudo foi avaliar a resposta de duas
cultivares de cana-de-agucar expostas ao estresse salino com base no seu conteudo
hidrico, fluorescéncia da clorofila, componentes enzimaticos antioxidantes, osmalitos

compativeis e metabdlitos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura-da-agucar

2.1.1. Origem e importancia econdmica

A cana-de-agucar é originaria da Nova-guiné e foi levada para o Sul da Asia,
onde foi usada, de inicio, principalmente em forma de xarope. A primeira evidéncia
do agucar em sua forma sélida, data do ano 500, na Pérsia. A propagacao da cultura
da cana-de-agtcar no norte da Africa e Sul da Europa deveu-se aos Arabes, na
época das invasdes. Nesse mesmo periodo, os chineses a levaram para Java e

Filipinas. As conquistas arabes no Ocidente disseminaram o cultivo da cana-de-



agucar nas margens do Mediterraneo, a partir do século VII. Contudo, foi a América
que ofereceu a cana-de-agucar excelentes condigdes para seu desenvolvimento.
Mais tarde, as maiores plantagdes do mundo se concentraram neste continente.
(MOZAMBANI et al., 2006).

No Brasil, ha indicios de que o cultivo da cana-de-agucar seja anterior a
época dos descobrimentos, mas seu desenvolvimento se deu posteriormente, com a
criacdo de engenhos e plantagdes com mudas trazidas pelos portugueses. Ja em
fins do século XVI, os Estados de Pernambuco e Bahia contavam mais de uma
centena de engenhos, tendo florescido a cultura de tal modo que o Brasil, até 1650,
liderou a producdo de agucar, com grande penetragdo no mercado europeu
(MOZAMBANI et al., 2006). Atualmente, o Brasil lidera a produ¢ao mundial de cana-
de-acUcar, seguido pela india e China (FAOSTAT, 2012) com a producio
concentrada na regidao Centro-Sul e Nordeste, em particular no Estado de S&o Paulo
(RUDORFF et al., 2010; FAOSTAT, 2012; EGESKOG et al., 2014).

Com ampla expansao da area de cultivo, a producédo de cana-de-agucar para
a safra 2014/2015 é estimada em 642,1 milhdes de toneladas de colmo (CONAB,
2014). Entretanto, a expressividade da cultura da cana-de-agucar ndo se restringe a
sua produtividade, mas também a sua importancia como fonte renovavel de energia,
visto que ela é considerada como uma das melhores op¢des dentre as culturas para
a producao de bioenergia de baixo impacto ambiental (SOUZA et al., 2005). Tal fato
€ evidente, pois nos ultimos anos, a bioenergia vem recebendo atengao crescente
em muitos paises, nos campos politico, econbmico e técnico-cientifico,
especialmente em razado das preocupagdées com as mudancas climaticas e a
segurancga energética. Exemplo de um produto bioenergético € o etanol derivado da
cana-de-acgucar, que, no Brasil, se consolidou como importante biocombustivel,
substituindo a gasolina em parcela importante da demanda por combustiveis
veiculares. Como resultado, a participacdo do etanol no consumo de combustiveis
liquidos de ciclo Otto saiu de 35%, em 2002, para 55%, em 2009 (MILANEZ et al.,
2014).

Como o Brasil detém o dominio da tecnologia de produgao sucroalcooleira, é
patente a importancia desta cultura para a economia nacional, sobretudo, por conta

da cadeia produtiva que ela movimenta, a qual gera empregos diretos e indiretos,



além der ser objeto de pesquisa em varias instituicdes de ensino e pesquisas com o

intuito de estuda-la tanto no ambito fitotécnico como energético.

2.1.2. Aspectos gerais da cultura

A cana-de-agucar pertence a familia Poaceae e ao género Saccharum, que
abrange varias espécies. Entretanto, no Brasil e no mundo, ela € um hibrido
proveniente do cruzamento entre as espécies Saccharum que resultou da
hibridizagdo natural entre Saccharum offinarum e Saccharum barberi (DANIELS;
ROACH, 1987). Como a maioria das Poaceae (gramineas), € uma planta C4 que
esta adaptada as condigcbes de alta luminosidade, altas temperaturas e relativa
escassez de agua, visto que a cultura necessita de grandes quantidades de agua
para suprir suas necessidades hidricas, pois apenas 30% de sua massa é
representada por matéria seca, enquanto que o restante pela agua, dependendo do
seu estadio fenolégico (MOZAMBANI et al., 2006). A capacidade de assimilacao de
agua foliar da cana-de-agucar é superior as outras gramineas. Isto implica dizer que
a umidade do orvalho e de chuviscos, que nao atinge o solo, é absorvida pelas
folhas (SEGATO, et al., 2006).

E uma cultura que apresenta ampla escala de adaptagdo sendo cultivada
principalmente em regides de clima tropical, quente e umido situadas entre os
paralelos 35°N e 35°S (SEGATO, et al., 2006). No Brasil, as variagbes climaticas
permitem a colheita da cana-de-agucar de setembro a abril na regido Nordeste e de
maio a dezembro na regido Centro-Sul e, para o seu crescimento, as condi¢cbes de
solo arejado e profundo, com pH variando entre 5,0 e 6,5 sao ideais as exigéncias
da cultura (VAN RAIJ, et al., 1997).

Com relacdo a localizacdo da produgdo no territorio brasileiro, ela se
concentra nas regides Nordeste e Centro-Sul, com deslocamento da produgao
voltado para a regidao Centro-oeste. Tal fato implica que o crescimento da cana-de-
agucar sofre forte influéncia das condicbes edaficas e de fatores ambientais
intrinsecos a cada regido onde é cultivada, apresentando, portanto, variagdes de
producao (MAULE et al., 2001).



O carater semiperene da cana-de-agucar € influenciado por variagcoes
climaticas ao longo do ano, o que pode interferir na produgdo, maturagdo e
qualidade da cultura. Para que seus indices de produtividade sejam mantidos ha a
necessidade de periodos umidos e quentes com intensa luminosidade solar no
estadio vegetativo e periodos secos no estadio de maturagédo e colheita (ALFONSI
et al., 1987) a fim de que haja alteracdo na relagdo fonte dreno da planta e toda
triose fosfatada produzida pela fotossintese seja direcionada ao tecido de reserva do
colmo e nele se acumule na forma de sacarose.

A cultivar de cana-de-acucar SP81-3250 caracteriza-se por ser produtiva, de
maturacdo no inverno, média exigéncia em fertilidade do solo, responsiva nos
ambientes de producéo B e C, boa resposta aos maturadores, ampla adaptabilidade,
o6tima brotacdo de soqueira, alto teor de fibra e sacarose. Em solos de baixa
fertiidade ou ambientes mais desfavoraveis, tem apresentado reducdo de
produtividade e longevidade, apresentando, as vezes, sintomas da doencga
denominada amarelinho e suscetibilidade a cigarrinha das raizes (COPERSUCAR,
1995). A cultivar IAC87-3396 por sua vez, mostra-se produtiva, com excelente
brotagcdo de soca com palha, precoce, rustica e com boa adaptabilidade a ampla
gama de ambientes (PRADO JUNIOR, 2012).

2.2. Estresses abidticos

As plantas crescem e se reproduzem em um complexo ambiente composto de
uma gama de fatores abidticos fisicos e quimicos, os quais variam no tempo e
localizacdo geografica. Esses fatores abidticos incluem a qualidade e fluxo de ar,
intensidade de luz, disponibilidade hidrica, concentragdes de nutrientes minerais e
de elementos tragos, salinidade e o ambiente quimico do solo (pH e potencial
redox). Além disso, flutuagbes destes fatores ambientais fora de sua faixa normal
promovem consequéncias fisiolégicas e bioquimicas para as plantas que podem
reduzir o crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013). Portanto, estresse abidtico &€ qualquer
fator externo a planta que altera seu crescimento e desenvolvimento a niveis abaixo
do normal, conduzindo-a a alteragdes nos seus varios niveis funcionais (CRAMER et
al., 2011).



Em condig¢des agricolas ou naturais, as plantas sdo expostas a uma grande
faixa de estresses abidticos que limitam seu crescimento e possibilidades de
sobrevivéncia (ALEXIEVA et al.,, 2003; TAIZ; ZEIGER, 2013) e dentre estes
estresses, o salino figura como um dos mais importantes, devido ao seu efeito

osmotico e ibnico sobre as plantas.
2.21. Estresse salino

Salinidade do solo constitui-se na maior restricdo a produgdo agricola,
afetando uma area estimada de 45 milhdes de hectares de terras irrigadas e com
grandes possibilidades de que esta area tenha suas dimensdes aumentadas devido
as mudancas climaticas globais e como consequéncia de praticas incorretas de
irrigacdo (MUNNS; TESTER, 2008; RENGASAMY, 2010). Salinizagdo de solos
araveis origina-se, sobretudo, da agua de irrigagdo que contem quantidades tragos
de cloreto de sédio (NaCl) e de agua do mar (MANSOUR, 2014). E um dos mais
importantes estresses, por limitar a produgdo agricola em regides aridas e
semiaridas, onde o conteudo de sal do solo é naturalmente alto e a precipitacédo
pode n&o ser suficiente para lixivia-lo (ZHAO et al., 2007).

Solos salinos tém alta concentragao de sais soluveis e sao classificados como
tais quando sua condutividade elétrica é maior ou igual que 4 dS m™. Esta definicao
de salinidade deriva da condutividade elétrica obtida a partir do extrato saturado do
solo, que reduz a produgcdo de varias culturas. Entretanto, muitas espécies sao
afetadas por uma condutividade elétrica inferior a 4 dS m™ (MUNNS; TESTER,
2008).

A presenca de sais no solo inibe a habilidade da planta em absorver agua,
conduzindo a redugéo do crescimento vegetal. Este € o efeito osmoético que leva a
deficiéncia hidrica promovida pela salinidade. A absor¢ao excessiva de ions do solo
como Na* e CI' promove similarmente ao efeito osmético, a redugéo do crescimento
e este é o efeito ibnico da salinidade sobre as plantas (MANSOUR, 2014). O ion Na
tem um efeito adverso sobre o crescimento das plantas, quando presente em
grandes concentragdes no solo, devido sua acéo inibir a atividade de varias enzimas

do metabolismo respiratério e fotossintético.



Uma satisfatoria razao entre K:Na é vital para ativar reagdes bioquimicas
catalisadas por enzimas no citosol e manter o crescimento das plantas (WAKEEL,
2013). Entretanto, esta razdo pode ser desfeita pela presenca excessiva de Na no
solo o qual dificulta a absor¢do de K e desencadeia a deficiéncia deste, além de
desordens fisiologicas e metabdlicas. Este problema acontece pelo fato do ion toxico
Na competir com o K por meio de um mecanismo que envolve transportadores de
membranas de baixa afinidade, com o agravante do K estar comumente em baixa
concentracdo em solos salinizados, o que implica maior absor¢cdo do Na
(SALISBURY; ROSS, 2012).

A cultura da cana-de-agucar tem sido classificada como glicofita
moderadamente sensivel ao estresse salino (FRANCOISE; MAAS, 1999; PATADE
et al., 2008), embora esta classificagdo sofra influéncia de caracteristicas
genotipicas com relagdo ao nivel de sensibilidade a salinidade (WAHID et al., 1997).
Para cana-de-agucar, o valor limite de condutividade elétrica acima da qual ja ha
prejuizos para o desenvolvimento da planta situa-se em 1,7 dS m™ (AYERS;
WESTCOT, 2010).

As estratégias adotadas por plantas tolerantes a salinidade consistem em trés
mecanismos basicos, baseados (i) na exclusdo do ion Na nas raizes com o
envolvimento de proteinas transportadoras (SOS1 e HKT) presentes nas
membranas plasmaticas e compartimentacdo nos vacuolos das células corticais, (lI)
absorcao radicular, transporte via xilema até os tecidos foliares onde o Na é
compartimentado nos vacuolos. Neste processo, ha participagao de transportadores
de ions Na (NHX), bombas de protons e acumulo de osmolitos compativeis como
prolina, glicina betaina e sacarose. O terceiro mecanismo (iii) consiste em uma
sinalizagao entre a raiz e parte aérea, antes mesmo que quantidades consideraveis
de Na sejam absorvidas e translocadas via xilema a parte aérea, e que implica na
reducdo do crescimento da parte aérea, com provavel envolvimento do horménio
acido abscisico (ABA) (MUNNS, 2005; ROY et al., 2014).



2.3. Estado hidrico de plantas

O potencial de agua da folha descreve o estado energético foliar, cujos
gradientes explicam os fluxos da agua no sistema solo-planta-atmosfera. Embora
haja variagdo ao longo do dia, mesmo em plantas irrigadas, esse parametro
descreve o estado hidrico da planta, e tem sido muito utilizado em estudos das
relagbes hidricas dos vegetais (WESTGATE, 1994). Desta maneira, a adogédo da
técnica de medi¢ao do potencial de agua foliar como medida de referéncia do status
hidrico vegetal sob condi¢cbes especificas de crescimento mostra-se importante do
ponto de vista fisioldgico, pois evidencia o quanto fatores ambientais restritivos ao
crescimento vegetal alteram a movimentagcdo da agua no sistema solo-planta-
atmosfera. Além disso, como muitas plantas apresentam a capacidade de ajuste
osmotico em resposta ao déficit hidrico (PREMACHANDRA et al., 1992; TAIZ;
ZEIGER, 2013), o potencial de agua mostra-se como um dos melhores indicadores
do estado hidrico da planta, uma vez que ele se relaciona com a expansao celular
(BERGONCI et al., 2000).

Portanto, o potencial de agua de base ou de antemanha (Ww,n,) corresponde
a medigao feita pela manha, antes do sol nascer a qual deve ser tomada em um
horario no qual o comportamento iso-hidrico (em que o potencial de &gua
permanece elevado) ou aniso-hidrico (em que diminui acentuadamente nas horas
mais quentes do dia) da cultura ou planta ainda ndo se manifestou. Desta forma,
uma das grandes vantagens do Yw,,, quando comparado com outras variaveis que
descrevem o estado hidrico da planta, € sua independéncia com relacdo as
condicbes ambientais diurnas. Esta variavel reflete o equilibrio de potencial de agua
entre a planta e o solo (KATERJI; HALLAIRE, 1984). Em se tratando de estresses
abidticos, varios estudos reportam a avaliagdo do Ww,, como parametro de
interesse na medi¢ao do estado hidrico de plantas, como por exemplo, em cana-de-
acgucar (ALMEIDA et al., 2013; MEDEIROS et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014).

Outro parametro de avaliagao do estado hidrico vegetal é o conteudo relativo
de agua (CRA) que é definido como sendo a quantidade de agua de um tecido
comparada com a maxima quantidade de agua que ele podera reter em um dado

momento (CAIRO, 1995). O CRA é considerado como a variagdo de massa de agua



do tecido, a qual, por sua vez, decorre da variagdo da massa de agua da célula e,
consequentemente, da variagdo do volume celular, entre a turgescéncia plena e a
perda da turgescéncia. Constitui uma valiosa ferramenta na avaliagao de estresses
abidticos que alteram o estado hidrico vegetal pelo fato de sua quantificagdo em
folhas indicar tolerancia a dessecacao em plantas, além de que esta diretamente
relacionado ao conteudo hidrico do solo (MERAH, 2001; LAWLOR; CORNIC, 2002).

2.4, Osmolitos compativeis

Osmolitos podem ser definidos como compostos organicos de baixa massa
molecular que sao utilizados pelas células para manter a pressao de turgor e volume
celular, especialmente sob condi¢cdes de estresse osmadtico. Osmalitos sdo também
denominados como solutos compativeis pelo fato de permanecerem “compativeis”
com o0 maquinario celular, pois mesmo em elevadas concentragcées nao sdo danosos
as estruturas celulares. Além disso, sob condi¢gdes estressantes, estes solutos
compativeis apresentam importantes fungdes de manter a integridade estrutural de
enzimas, membranas, hormdnio e outros componentes celulares (BRAY et al., 2000;
MAJUMDER, et al., 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Quimicamente, os osmoélitos compativeis podem ser classificados em trés tipos:
betainas (aminoacidos N-metilados totalmente derivados) e relacionados compostos
[dimetilsulfopropionato (DMSP) e colina-o-sulfato]; certos aminoacidos (prolina e
ectoina); polidis (mio-inositol, pinitol e outros inositdis metilados) e agucares néo
reduzidos (trealose). Em células vegetais, os osmolitos compativeis estéo,
sobretudo, restritos ao citosol, cloroplastos e outros compartimentos citoplasmaticos
(MAJUMDER, et al., 2010). Em comum, estes compostos tém as caracteristicas de
permanecer quimicamente invariaveis em pH neutro e serem altamente sollUveis em
agua (BALLANTYNE; CHAMBERLIN, 1994).

Em plantas, muitos osmolitos compativeis se acumulam em resposta a
imposicao de estresses ambientais que causam desidratagéo celular (HARE et al.,
1998) e séo potencialmente indicadores de tolerancia a salinidade em plantas, como
a prolina e glicina betaina (ASHRAF; HARRIS, 2004).
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2.4.1. Prolina

Prolina €& um aminoacido proteinogénico com excepcional rigidez
conformacional, sendo essencial ao metabolismo primario e seu acumulo ocorre em
muitas espécies de plantas em resposta aos estresses ambientais (SZABADOS,;
SAVOURE, 2009). Em plantas, a prolina é sintetizada a partir do glutamato, o qual é
reduzido a glutamato semialdeido (GSA) pela enzima pirrolina-5-carboxilato
sintetase (P5CS) e, espontaneamente se converte a pirrolina-5-carboxilato (P5C)
(HU et al., 1992; SAVOURE et al., 1995). A enzima P5C redutase, a seguir, reduz a
P5C a prolina. Estas duas etapas de sintese da prolina é dependente da NADPH,
conforme o esquema 1 (KAVI KISHOR et al., 2005; SZABADOS; SAVOURE, 2009).

O catabolismo da prolina ocorre na mitocondria via agao sequencial da prolina
desidrogenase (PDH) ou prolina oxidase (POX) produzindo P5C de prolina e a
enzima P5C desidrogenase (P5CDH) converte a P5C a glutamato (SZABADOS;
SAVOURE, 2009).
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Esquema 1. Catabolismo e anabolismo do aminoacido prolina em plantas
(SZABADOS; SAVOURE, 2009)

O aminoacido prolina € conhecido por ocorrer em plantas e normalmente
acumular-se em grandes concentragbes em resposta a diversos estresses como

observado em varias culturas como cana-de-agucar (PATADE et al., 2008; PATADE
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et al., 2011; PAGARIYA et al., 2012; MAHAJAN et al., 2013), milho (KHOLOVA et
al., 2010), trigo (CARILLO et al., 2008). Em plantas, o aminoacido prolina mostra-se
multifuncional, contribuindo para o ajuste osmoético, estabilizacdo da estrutura de
proteinas, detoxificacdo de radiais livres, manutencdo de apropriada razao
NADP*/NADPH compativel com o metabolismo (ASHRAF; HARRIS, 2004; KAVI
KISHOR et al., 2005; ASHRAF; FOOLAD, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2013), visto que
varios eventos bioquimicos danosos a ceélula podem resultar de um desbalango
desta razdo como, por exemplo, a formagado de radicais livres na etapa final de
reducdo do NADP* no esquema Z da fotossintese, em situacdes de estresse

osmotico.

2.4.2. Glicina betaina

Glicina betaina (GB) é um composto quaternario de aménio que ocorre em
elevadas concentragdes em plantas. GB é abundante, sobretudo, no cloroplasto e
tem importante funcdo no ajuste e protecdo das membranas tilacoidiais e, deste
modo, ajuda a manter a eficiéncia fotossintética (CHEN; MURATA, 2011). Em
plantas, GB é sintetizada nos cloroplastos a partir da serina via etanolamina, colina,
e betaina aldeido (RHODES; HANSON, 1993). A colina é convertida a betaina
aldeido pela enzima colina monooxigenase (CMQO) com a participagao nesta etapa
de ferredoxina reduzida. Em seguida, a betaina aldeido & convertida a GB pela
enzima betaina aldeido desidrogenase (BADH) e nesta etapa ha a participagdo de
NAD(P)*, conforme o esquema 2 (ASHRAF; FOOLAD, 2007).

G NAD(P)* NADF:Fi'}H
CH 2Fd,, 2Fd, H
| = - CH, GHs
GHg - N-CH, - CH,0H 2 GHa-N-CH,-COH 2 CHy-N-CH, - COO"
|
CHS Choline monooxygenase CH3 Betaine CH3
Choline Betaine aldehyde deha::f:;::age Glycinebetaine

Esquema 2. Sintese de glicina betaina (ASHRAF; FOOLAD, 2007)

Seu acumulo é bastante documentado em varias espécies de plantas

submetidas a estresses, como em cana-de-agucar (PATADE et al., 2008; PATADE
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et al., 2011; MAHAJAN et al., 2013), trigo (CARILLO et al., 2008; WANG et al., 2010;
HE et al., 2011), milho (KHOLOVA et al., 2010; KAYA et al., 2013). Recentemente,
tem sido proposto que a GB tem participagao decisiva na atenuagao de estresses,
induzindo a transcrigao de genes que codificam a sintese de enzimas antioxidantes,
manutencdo da estrutura conformacional das subunidades D1 do fotossistema I,
além de melhorar a resposta fotossintética de plantas frente aos estresses abibticos
(CHEN; MURATA, 2011).

Em gendtipos de cana-de-agucar, a avaliagdo da concentragdo de GB foi
adotada como ferramenta de selecdo de promissores genotipos tolerantes ao
estresse salino (MAHAJAN et al., 2013). Entretanto, o aumento da concentragéo de
GB e ativagdo dos mecanismos antioxidantes foi relacionado com tolerancia ao

estresse salino em cana-de-agucar (PATADE et al., 2011).
2.5. Estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) ou intermediarios reativos de oxigénio
(IROs) sao formas parcialmente reduzidas do oxigénio atmosférico (O;). Elas
tipicamente resultam da excitagao eletrénica do O, para formar oxigénio singleto
(02") ou da transferéncia de um, dois ou trés elétrons para o O, para formar,
respectivamente o radical superéxido (O3’), perdxido de hidrogénio (H202) ou radical
hidroxil (OH") (MITTLER, 2002).

As EROs promovem a oxidacdo de varios componentes celulares e podem
levar a destruicdo oxidativa de células em um fendmeno denominado estresse
oxidativo. Sdo capazes de induzir danos celulares através da degradacdo de
proteinas, inativacdo de enzimas, alteracdbes em genes e interferirem em rotas
metabdlicas importantes (DAT et al., 2000; CHOUDHURY et al., 2013). Apesar de
seu efeito nocivo as células, as EROs sao normalmente produzidas em decorréncia
do metabolismo celular fotossintético e respiratério (MITTLER, 2002), além disso,
plantas utilizam as EROs como moléculas para regular o desenvolvimento e varias
respostas fisiolégicas como, por exemplo o crescimento, ciclo celular e morte celular
programada (KOVTUN et al., 2000; PITZSCHKE et al., 2006; VEAL et al., 2007).
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As EROs O3 e H,0, apresentam baixa reatividade em comparacdo ao OH". Em
plantas o H,O, esta envolvido no fechamento estomatico, crescimento radicular e
alongamento de pelos radiculares (FOREMAN et al., 2003; LALOI et al., 2004). A
producao de EROs pode aumentar por conta de estresses ambientais que sao
experimentados por plantas em condi¢gées naturais ou agricolas. Por exemplo, em
cana-de-agucar, a salinidade desencadeou estresse oxidativo como evidenciado por
Patade et al. (2011) e Pagariya et al. (2012) através de marcadores de estresse

oxidativo representados por enzimas antioxidantes.

2.5.1. Enzimas antioxidantes

E bem fundamentado que o estresse oxidativo € uma importante causa de
danos celulares associados com diversos estresses abioticos como o salino
(STEPIEN; KLOBUS, 2005; PATADE et al., 2011; PAGARIYA et al., 2012; KAYA et
al., 2013). Entretanto, as plantas apresentam estratégias de defesas contra as EROs
representadas por enzimas detoxificadoras que incluem dismutase do superdxido
(SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidase do ascorbato (APX,
EC 1.11.1.11). A enzima SOD constitui a primeira linha de defesa contra as EROs,
catalisando a reacdo de dismutacdo do anion O, em H,O,. Em sequéncia, as
enzimas CAT e APX catalisam a reagao de conversdao do H,O, em H,O e O, No
entanto, o H,O, pode ser prontamente metabolizado por peroxidases situadas no
apoplasto (ZOLLER et al., 2003) e por catalases nos peroxissomos (DEL RIO et al.,
2002).

Em condicbes ndo estressantes de crescimento, o sistema antioxidante de
defesa das células promove adequada detoxificagdo de radicais livres através de
componentes enzimaticos e nao enzimaticos (ASADA,1999). Entretanto,
desequilibrio entre producéao e detoxificacdo de EROs promove o estresse oxidativo.
Para que isso ndo ocorra € preciso que haja equilibrio coordenado entre a atividade
das enzimas SOD, CAT e APX para que nao haja desbalang¢o na formacao de O, e
H.O, (BOWLER et al.,, 1991). Este balango em conjunto com o sequestro de ions
metalicos (Fe) é importante para evitar a formagado do altamente danoso OH" via
reagédo de Fenton ou Haber-Weiss (ASADA; TAKAHASHI, 1987).
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2.5.1.1. Dismutase do superoéxido

A enzima dismutase do superoxido (SOD) catalisa a reacdo de dismutagao do
O, em H,0;, e O, Por este fato, constitui a primeira enzima da linha de defesa contra
as EROs (POLLE, 2001; ZELKO et al., 2002), influenciando os niveis de O, e H,0O;
os quais formam os dois substratos da reacdo para a formag¢ao de OH™ conforme a
reacao de Haber-Weiss. Ha trés modalidades diferentes de SOD ou isoenzimas que
sao distinguidas pelo seu cofator metalico: Mn, Fe e Cu/Zn (BOWLER et al., 1991).
As Mn-SODs estdo localizadas nos peroxissomos e mitocéndrias (DEL RIO et al.,
2002), enquanto que as Cu/Zn-SODs nos cloroplastos, mitocdndrias e peroxissomos
(DEL RIO et al., 2002). As Fe-SODs sao encontradas nos cloroplastos (ALSCHER et
al., 2002), porém nao em todas as plantas (FERREIRA et al., 2002).

O aumento da atividade da SOD em reposta ao estresse salino foi demostrada
em varias especies como cana-de-agucar (PATADE et al., 2011; SATBHAI; NAIK,
2014), milho (KHOLOVA et al., 2010) e em trigo (STEPIEN; KLOBUS, 2005). Em
genotipo tolerante ao estresse salino o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como a SOD foi relacionado a diminuicdo da peroxidacao lipidica e
protecao contra o estresse oxidativo (SATBHAI; NAIK, 2014).

2.5.1.2. Catalase

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é encontrada nos peroxissomos e catalisa a
oxidagdo do H,O, a H,O e O, (MITTLER et al., 2002) durante a fotorrespiragéo
quando a enzima RUBISCO exerce sua fungao oxigenase, bem como na B —
oxidacdo de acidos graxos nos glioxissomos em tecidos que armazenam lipidios.
Ha varias isoenzimas da CAT que se expressam em diferentes érgaos das plantas
como flores, flor e raizes. Por exemplo, em Arabdopsis thaliana ha seis isoenzimas
diferentes e as mais expressivas sdo a catalase 1, 2 e 3 codificadas pelos genes
cat1, cat2 e cat3, respectivamente. A Cat1 é a mais expressiva e esta situada nos
peroxissomos e € responsavel por 80% da atividade desta enzima em plantas. A
Cat2 esta localizada nos tecidos vasculares e a Cat3 no citosol (FRUGOLI et al.,
1996; SCANDALIOS, 1990).
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O mecanismo de acdo da CAT consiste, provavelmente, em duas etapas onde
inicialmente o H,0O, reage com o Fe do grupo heme da CAT, formando peroxido de
ferro e a reagdo pode, entdo, seguir dois rumos: caso a concentragdo do H,O, do
meio for alta, o peroxido de ferro reagira novamente com outra molécula de H,O,,
formando H,O e O,. Por outro lado se a concentragao de H,O, for baixa, o perdxido
de ferro podera ser reduzido por doadores de H* como o etanol e ascorbato
(PEREIRA, 2008).

2.5.1.3. Peroxidase do ascorbato

A enzima ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) utiliza duas moléculas de
ascorbato para oxidar duas moléculas de H,O, em H,O. O ascorbato é regenerado
pelo ciclo glutationa-ascorbato pela oxidagdo da glutationa reduzida e regeneragao
desta pela glutationa redutase (NOCTOR; FOYER, 1998). A APX é uma importante
enzima para as plantas pelo fato de constituir a segunda linha de frente de
detoxificagdo de EROs, em conjunto com a CAT, podendo ser encontrada nos
cloroplastos, mitocéndrias, apoplasto e citosol (MITTLER, 2002). Alguns estudos tém
mostrado que sua atividade é alterada por varios estresses abidticos como o salino,
como observado em cana-de-agucar (PATADE et al., 2011; PAGARIYA et al., 2012)
e milho (KHOLOVA et al., 2010).

2.5.2. Peroxidagéao de lipidios e aldeido malbnico

A peroxidagédo de lipidios pode ser definida como uma cascata de eventos
bioquimicos resultantes da acdo das EROs sobre os lipidios insaturados das
membranas celulares, havendo a geracédo de radical alquila (L*), alcoxila (LO*) e
peroxila (LOO*) (BARBER; BERHEIM, 1967; CHANGE et al., 1979). Tal fato leva a
destruicdo da membrana plasmatica, faléncia dos mecanismos de trocas de
metabdlitos e, em uma condigao extrema, a morte celular (BENZIE, 1996).

Basicamente, a peroxidacado de lipidios consiste na incorporagao de oxigénio
molecular em um &cido graxo poliinsaturado (AGPI) para produzir um hidroperdxido

lipidico (LOOH) como produto primario inicial. Em sistemas bioldgicos, a peroxidagao
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de lipidios pode acontecer em duas vias: uma enzimatica envolvendo as enzimas
ciclooxigenases e lipoxigenases e a ndo enzimatica que envolve a participacédo de
EROs e metais de transicdo (PORTER et al., 1995).

Uma das técnicas utilizadas para avaliar a peroxidagao de lipidios € o teste de
aldeido malbnico (MDA) que é um dialdeido formado como produto secundario
durante a oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados por cisdo beta dos AGPIs
peroxidados, principalmente o acido araquidénico. O MDA é volatil e possui baixo
peso molecular (C3H4sO,, PM=71,07) (LIMA; ABDALLA, 2001). Entretanto, é
considerado como um marcador bioquimico de estresse oxidativo (SHULAEV;
OLIVER, 2006).

2.6. Extravasamento de eletrdlitos

A membrana plasmatica constitui uma estrutura multifuncional, pois além de
oferecer delimitacado e protecdo mecanica aos constituintes intracelulares, é sitio de
inumeras reagdes bioquimicas, controla o fluxo de entrada e saida de substancias,
além de participar da sinalizagédo celular (KOOMAN; ROHM, 2005) e mudangas na
permeabilidade das membranas refletem a composi¢cao e/ou estrutura dos lipidios e
proteinas que as compdem (COLLADO et al., 2010; ZAMANI et al., 2010). Nesse
sentido, o perfeito funcionamento das membranas plasmaticas é dependente da
manutencdo da integridade de suas estruturas bioquimicas, as quais podem ser
perturbadas pelo estresse oxidativo decorrente de agentes externos danosos, como
a deficiéncia hidrica, metais pesados, estresse térmico e salino.

Ha varias técnicas de estudo da integridade de membranas e uma das mais
simples consiste na leitura da condutividade elétrica de solutos extravasados de
secOes foliares imersas em um volume conhecido de agua, antes e apods
aquecimento (ROLNY et al., 2011). Esta avaliagdo tem se mostrado util no estudo do
efeito de estresses abidticos sobre as membranas, como, por exemplo, em plantas
submetidas ao estresse salino (AYDIN et al.,, 2012; PARIDA; JHA, 2013). Além
disso, a permeabilidade de membranas tem sido considerada como um indicador de
tolerancia ao estresse salino (MANSOUR, 2013) e deficiéncia hidrica (BAJJI et al.,
2001).
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2.7. Pigmentos fotossintéticos

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes presentes em
plantas e ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros 6rgdos nos vegetais
(STREIT et al., 2005). Estes pigmentos fotossintéticos sdo moléculas constituidas
por um anel tetrapirrélico contendo um atomo de magnésio no centro e uma cauda
fitol hidrofobica constituida por 20 carbonos e que ancora a molécula de clorofila aos
complexos protéicos embebidos na matriz lipidica das membranas dos tilacéides. Ha
dois principais tipos de clorofila, as quais se diferenciam pelo radical ligado ao anel |l
da porfirina, onde na clorofila a este radical € o grupamento metila (-CH3) enquanto
que na clorofila b este radical € o formila (-CHO). S&o encontrados de forma
organizada nas membranas dos cloroplastos, no entanto, as moléculas dos
pigmentos fotossintéticos nas membranas dos tilacéides s&o estruturadas de forma
a otimizar a absorgéo de luz (MAJEROXWICZ, 2008).

Estes pigmentos ao absorverem os fotons, alteram temporariamente suas
configuracdes eletronicas, passando do estado basal para um estado excitado, o
qual possui maior nivel energético. Este nivel é instavel e de curta duragdo. Apds a
absor¢cdo dos fotons, estes pigmentos promovem a dissipagdo do excesso de
excitacao eletrénica de quatro formas competitivas entre si, através da (i) dissipagéo
fotoquimica (producdo de ATP e NADPH utilizado pelo ciclo de Calvin Benson e
outras reagdes bioquimicas como anabolismo da prolina nos cloroplastos), (ii)
fluorescéncia (reemissédo na forma de luz), (iii) conversao direta de energia (retorno
da clorofila ao seu estado base sem ocorréncia de emissdo de fétons) e (iv)
dissipagcdo néo fotoquimica (reemissao em forma de calor) (LAWLOR, 2001;
NOBEL, 2009;).

A participagdo destes pigmentos € decisiva na absorgdo e conversao da
luminosidade em moléculas de ATP e NADPH que serdo consumidas pelo ciclo de
Calvin e outras reagdes metabdlicas importantes (TAIZ; ZEIGER, 2013). Por este
fato, a concentragéo de clorofilas pode ser utilizada como indicador fiel de estresses
em plantas, visto que a folhas constituem o local onde se encontra o maquinario
fotossintético de plantas. Além disso, estes pigmentos sao fortemente influenciados

pela disponibilidade de fatores ambientais reinantes como luz, agua e nutrientes
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minerais. Isto pode ser observado quando plantas sdo submetidas a estresse
osmotico induzido por sais, onde se observa efeito negativo nas concentragbes
destes pigmentos fotossintéticos (WAHID; GHAZANFAR, 2006; WILLADINO et al.,
2011; KAYA et al., 2013).

Este efeito do estresse salino sobre este pigmento pode se atribuido a
degradagdo ou diminuigdo da sintese da clorofila coordenada pela enzima
clorofilase. Além disso, pode acontecer que o estresse salino reduza a
disponibilidade do precursor da clorofila, o acido 5-aminolevulinico (ALA) (SANTOS,
2004).

2.8. Fluorescéncia da clorofila a

A medigdo da fluorescéncia da clorofila a para examinar o desempenho
fotossintético é fato generalizado em estudos fisiologicos e ecofisiologicos. A
fluorescéncia da clorofila a pode ser uma poderosa ferramenta para avaliar o
desempenho fotossintético, especialmente quando associada a outras técnicas nao
invasivas de medi¢do como as trocas gasosas (BAKER, 2008).

A luz absorvida pela clorofila associada ao fotossistema Il (PSIl) pode ser
usada para dirigir a etapa fotoquimica da fotossintese, na qual um elétron é
transferido do centro de reagao (P680) para o aceptor primario do PSII, a quinona.
Alternativamente, a energia absorvida da luminosidade solar pode ser perdida
através da fluorescéncia da clorofila ou calor (BAKER, 2008; MURCHIE; LAWSON,
2013) e estes processos competem entre si, de modo que o aumento de um
implica redugdo do outro, pois do total de luz absorvida pelas plantas,
aproximadamente 80% €& convertida em processos fotoquimicos da fotossintese e
parte (~18%) é dissipada na forma de calor ou reemitida na forma de fluorescéncia
(1-2%) (BUONASERA et al., 2011).

As mudancgas na produc¢ao de fluorescéncia da clorofila a sdo atribuidas ao
estado redox do aceptor primario do PSII, a quinona A (Qa) (BUTLER, 1978) é uns
dos principais parametros fotoquimicos estudados sdo a fluorescéncia inicial (Fo),
que é a fluorescéncia quando todos os centros de reagdes estdao abertos ou

oxidados, fluorescéncia maxima (Fm), quando todos os centros de reacgdes estao
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fechados ou reduzidos e rendimento quéntico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm)
(BAKER, 2008; MURCHIE; LAWSON, 2013). Desta maneira, a fluorescéncia da
clorofila a € considerada minima quando a Qa esta oxidada; e maxima, quando a
Qa esta reduzida. A técnica de estudo da fluorescéncia da clorofila a mostra-se
bastante importante no estudo do impacto dos estresses abi6tico em plantas, pois
sob condigdes de estresse salino, varias plantas apresentaram variagdes nos
parametros fotoquimicos, como foi evidenciado em cana-de-agucar (WILLADINO et
al., 2011; CHA-UM, et al., 2013).

2.9. Metabdlitos secundarios em plantas

Plantas produzem um vasto e diverso numero de compostos organicos,
onde a grande maioria ndo parece participar diretamente no crescimento e
desenvolvimento vegetal. Essas substancias tradicionalmente referidas como
metabdlitos secundarios também sao diferencialmente distribuidas entre limitados
grupos taxonémicos do reino vegetal (CROTEAU et al., 2000). Os compostos ou
metabdlitos secundarios constituem um grande grupo que serve para uma ampla
variedade de propdsitos, incluindo defesa e atragao de polinizadores.

As trés principais categorias de compostos quimicos secundarios sao os
fendis, alcaldides e terpenos. Os fenodis incluem uma grande diversidade de
compostos quimicos constituidos de um anel aromatico ligado a um grupo hidroxila
(-OH). Em plantas os compostos fendlicos mais importantes sejam os taninos que
reduzem a digestibilidade dos tecidos vegetais. Outro grupo de compostos
fendlicos € o da lignina, que impregnam as paredes celulares secundarias,
conferindo-lhes resisténcia estrutural, bem como barreira mecanica contra o ataque
de herbivoros e patégenos (GUREVITCH et al., 2009).

Os alcaldides pertencem a outro grupo amplo de compostos e que
apresentam propriedades de interesse farmacéutico. Sdo moléculas pequenas que
contem nitrogénio, com sabor amargo e mostrando-se bastante tdxica para
herbivoros. Estes compostos sdo, em geral, altamente especificos, ocorrendo em
pequeno numero de plantas, como é o exemplo das substancias, cocaina, morfina
e cafeina (TAIZ; ZEIGER, 2002).
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Os terpenos sao formados por multiplas unidades do hidrocarboneto
isopreno (CsHg), podendo ser grandes ou pequenas, dependendo do numero de
unidades de isoprenos que contem. Sao encontrados em todas as plantas e um
mesmo individuo poder conter diversos tipos de terpenos.

A rota de biossintese dos trés principais grupos de metabolitos secundarios

€ apresentada no esquema abaixo.

CO3
Photosynthesis

PRIMARY CARBON METABOLISM

Erythrose-d-phosphate / \ 3-Phosphoglycerate
Phosphoenolpyruvate Pyruvate {3-PGA)

Tricarbouxylic Acetyl Cod

acid cycle
Aliphatic
amino acids
Shikimic acid Malonic Mewvalonic e
pathway acid pathwway acid pattway — BRI
Aromatic
aminao acids-_l

Nitrogen-containing
secondary products

Phenolic
compounds

3

Terpensas

SECONDARY CARBOM METRABOLISM

Esquema 3. Visao simplificada das rotas de biossintese de metabdlitos secundarios
em plantas e de suas inter-relagbes com o metabolismo primario (TAIZ;
ZEIGER, 2002).

A biossintese de terpenos ocorre a partir de metabdlitos primarios em duas
vias: a rota do acido mevalbnico onde trés moléculas de acetyl-CoA sao unidas para
formas o acido mevalbnico e pela rota do metileritritol fosfato (MEP) que opera nos
cloroplastos e outros plastidios. A biossintese de compostos fendlicos envolve duas

rotas representadas pela do acido chiquimico e maldnico e a dos alcaloides ocorre a
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partir de aminoacidos, em particular a lisina, tirosina e triptofano, podendo alguns

alcaloides derivar da rota dos terpenos.
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Capitulo 2 — Enzimas antioxidantes e osmélitos compativeis revelam resposta
diferencial de cultivar de cana-de-agucar ao estresse salino

RESUMO - Nos ultimos anos a cana-de-agucar tem recebido maior atencéo
por ser fonte de matéria-prima para a producado de alcool, um biocombustivel de
baixo impacto ambiental. Entretanto, pelo fato desta cultura ser considerada como
uma glicéfita moderadamente tolerante ao estresse salino, a presenca de excesso
de sais soluveis no solo pode limitar seu crescimento. Duas cultivares de cana-de-
acucar foram avaliadas aos 15 e 30 dias apo6s a adigdo de quatro concentracdes de
NaCl em vasos plasticos contendo solo como substrato. Os resultados evidenciaram
que a concentragao foliar de sd6dio aumentou proporcionalmente a concentracéo
salina do solo, em particular na cv. SP81-3250, ndo evidenciando grandes
alteragcdes no teor de foliar de potassio. O impacto do estrese salino sobre o
potencial de agua de antemanha foi mais perceptivel nas concentragdes de 400 e
800 mg dm™ de Na, havendo maior reducdo do contetido relativo de agua no 30° dia
de avaliagcdo e na cv. SP81-3250. Houve reducdo da concentracdo de pigmentos
fotossintéticos, porém, a diminuicdo da concentracdo de clorofila a e b foi similar,
mas em maior intensidade da cultivar SP81-3250. O NaCl promoveu aumento na
atividade antioxidante das enzimas dismutase do superéxido, peroxidase do
ascorbato e catalase, bem como na concentragdo de prolina e glicina betaina. O
aumento da atividade das enzimas antioxidantes e da concentracdo de osmoalitos
compativeis pode ter contribuido para reduzir o impacto do estresse oxidativo,
evidenciado pela diminuicdo da peroxidacao lipidica e melhor resposta na eficiéncia
quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm), sobretudo, na cv. IAC87-3396 em
comparagao com a cv. SP81-3396. Este estudo revelou que o simultaneo aumento
da atividade enzimatica antioxidante e da concentragcdo de osmodlitos compativeis
avaliados mostra-se como uma eficiente estratégia de mitigacdo do estresse
oxidativo e melhoria da Fv/Fm na cv. IAC87-3396.

Palavras-chave: Sddio, radicais livres, glicina betaina, prolina,
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1. INTRODUGAO

A cultura da cana-de-agucar figura como a maior produtora de agucar nos
tropicos e subtropicos, além de ser matéria-prima para a producao de etanol, fonte
renovavel de energia cuja produgcdo tem sido estimulada com o objetivo de
diversificar a matriz energética, mitigar as mudancgas climaticas globais e garantir a
seguridade energética (WALTER et al., 2014). O Brasil destaca-se como o maior
produtor mundial de cana-de-agucar, com a producédo brasileira concentrada na
regido Centro-Sul e Nordeste, em particular no Estado de Sdo Paulo (RUDORFF et
al., 2010; FAOSTAT, 2012; EGESKOG et al., 2014). Com ampla expansao da area
de cultivo, a produgao de cana-de-agucar para a safra atual é estimada em 594,1
milhdes de toneladas (CONAB, 2014). Entretanto, apesar da cana-de-acucar ser
uma cultura que tem sido categorizada como glicéfita e moderadamente sensivel ao
estresse salino (FRANCOISE; MAAS, 1999; PATADE et al., 2008), ela mostra
diferengas genotipicas no seu nivel de sensibilidade a salinidade (WAHID et al.,
1997).

O estresse salino representa o maior fator que contribui para o decréscimo da
producdo de diferentes culturas glicéfitas (TESTER; DAVENPORT, 2003) e afeta
mais de 800 milhdes de hectares de terras no mundo (MUNNS; TESTER, 2008). No
Brasil, aproximadamente 30% das areas irrigadas no Nordeste sdo afetadas pela
salinizacao do solo (AGUIAR NETO et al., 2007). Solos afetados por salinidade séo
ricos em uma variedade de sais que sao facilmente dissolvidos em agua, com a
disponibilizagéo de ions toxicos como o sédio (Na*) os quais sdo absorvidos pelas
raizes e transportados via xilema a parte aérea, afetando negativamente o
crescimento e desenvolvimento de plantas, antes de conduzi-las a morte (TESTER,;
DAVENPORT, 2003; DAVENPORT et al., 2005; MUNNS et al., 2006).

O estresse salino é um fenbmeno complexo que envolve mudangas na
morfologia e desenvolvimento dos vegetais, bem como em processos bioquimicos e
fisiolégicos (KAHLAOUI et al., 2014). Dois componentes tém sido identificados como
provaveis causas de desordens fisioldgicas induzidas por sais, o estresse osmotico
e a toxicidade do ion Na, que induz respostas multigénicas em que 0os mecanismos

de tolerancia séo alterados nos niveis de expressao de varios solutos compativeis e
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espécies reativas de oxigénio (EROs) (MUNNS; TESTER, 2008). O acumulo de sais
em plantas glicofitas acelera um conjunto chave de parametros fisiologicos através
da desordem ibnica, redu¢cdo da biomassa (AKHTAR et al.,, 2003) e limitacdo do
metabolismo fotossintético (CHA-UM et al., 2012). A salinidade altera o processo
fotossintético, modifica a homeostase celular e possibilita maior estresse oxidativo
(KATSUHARA et al.,, 2005; KOCA et al., 2007), o que conduz a desordem da
homeostase celular e, em ultimo caso, a morte celular (MITTLER, 2002; MILLER et
al., 2010; SHARMA et al., 2012).

Com o intuito de manter os niveis de EROs em niveis que ndo causem danos
celulares, as plantas adotam a estratégia que consiste em um eficiente sistema de
defesa, onde as EROs sao detoxificadas por enzimas antioxidantes e defesas nao
enzimaticas que evitam o estresse oxidativo (MILLER et al., 2010; RIVAS et al.,
2013). Os sistemas de defesas antioxidantes compreendem enzimas como a
dismutase do superoéxido (SOD, EC 1.15.1.1) a qual dismuta o O, em H,0, e este
pode ser detoxificado pela peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e/ou
catalase (CAT, EC 1.11.1.6), bem como antioxidantes ndo enzimaticos como prolina
e glicina betaina (MITTLER, 2002; SZABADOS; SAVOURE, 2010; MILLER et al.,
2010; EL-BELTAGI; MOHAMED, 2013).

A adaptagédo de plantas ao estresse salino requer uma homeostase celular
idnica envolvendo a absorcdo de Na® e CI' e subsequente compartimentalizagéo
celular sem acumulo de ions toxicos no citosol (DATTA et al., 2009). Este
mecanismo inclui o ajuste osmoético que é acompanhado de acumulo de solutos
compativeis como prolina e glicina betaina (GHOULAM et al.,, 2001; ASHRAF,;
FOOLAD, 2005). Varias fungdes sao propostas para o acumulo de prolina as quais
incluem o ajuste osmotico, a estabilizacdo de membranas, protecdo a atividade
fotossintética e neutralizagdo das EROs (KAVI KISHOR et al., 2005). No entanto, o
significado da prolina em ajuste osmético € controverso e variado entre as espécies
(RHODES; HANSON, 1993; LUTTS et al., 1996).

Glicina betaina, um quaternario de aménio é considerado soluto compativel
por agir na estabilizacdo da estrutura de proteinas, na atividade de enzimas e nos
complexos protéicos, além de manter a integridade de membranas contra danos
decorrentes do estresse osmotico (QUAN et al., 2004; ASHRAF; FOOLAD, 2005) e
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seu papel no ajuste osmotico é inequivoco (YEO, 1998). Em plantas submetidas a
estresses ambientais, alguns estudos tém evidenciado acumulo destes osmodlitos
compativeis em conjunto com o aumento da atividade de enzimas antioxidantes,
com efeito positivo sobre o metabolismo fotossintético (CHEN; MURATA, 2011;
AHMAD et al., 2013). O envolvimento de enzimas antioxidantes na protegcéo celular
contra o estresse oxidativo e acumulo de osmdlitos compativeis na defesa da
integridade de membranas e atividade enzimatica foram evidenciados em cana-de-
agucar (SATBHAI; NAIK, 2014), o que sugere uma agao conjunta destes
componentes bioquimicos na melhoria das respostas fisiolégicas de cana-de-agucar
frente ao estresse salino.

Com a demanda crescente por fontes de energias renovaveis a cana-de-
agucar figura como uma das principais culturas de interesse energético pelo fato de
produzir a matéria prima para a producdo de alcool. Entretanto, a expansado do
cultivo desta cultura em areas com solos que apresentam algum nivel salinizagéo
resultante de irrigagdo com agua rica sais ou drenagem insuficiente sao fatores
potencialmente limitantes ao crescimento da cana-de-agucar.

O objetivo deste estudo foi avaliar parametros fisiolégicos e bioquimicos em
duas cultivares de cana-de-acucar visando verificar se 0 aumento da atividade de
enzimas antioxidantes e da concentragao foliar de prolina e glicina betaina atenuam

o estresse salino promovido por niveis crescentes de NaCl aplicados no solo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, condi¢des de crescimento, salinizagdo do solo e tratamentos

O presente estudo foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - Universidade Estadual Paulista, Campus Jaboticabal, Sdo Paulo,
Brasil em condicbes de casa de vegetacdo com temperatura e umidade relativa
média de 30,211 °C e 40,7+£1%, respectivamente, entre os meses de fevereiro a abril
de 2013. Neste estudo foram utilizadas as cultivares de cana-de-agucar SP81-3250
e IAC87-3396. A cv. SP81-3250 caracteriza-se por ser produtiva, de maturagéo no

inverno, meédia exigéncia em fertilidade do solo, responsiva nos ambientes de



37

produgcdo B e C, boa resposta aos maturadores, ampla adaptabilidade, 6tima
brotagcdo de soqueira, alto teor de fibra e sacarose (COPERSUCAR, 1995) enquanto
que a cv. IAC87-3396 mostra-se produtiva, com excelente brotacdo de soca com
palha, precoce, rustica e com boa adaptabilidade a ampla gama de ambientes
(PRADO JUNIOR, 2012). Mini-toletes de aproximadamente 10 cm de comprimento
das cultivares de cana-de-agucar SP81-3250 e IAC87-3396 foram plantados em
areia estéril e irrigados com agua deionizada por 15 dias. Apds esse periodo, as
plantulas de cana-de-agucar foram transplantadas para vasos de 8 dm?® contendo
solo coletado de um Latassolo Vermelho Distrofico na profundidade de 0-20 cm,
retirado de area localizada na Fazenda Experimental da FCAV/Unesp, Campus de
Jaboticabal, com a seguinte caracterizacdo quimica: pH de 5,7; 10 mg dm™ de
matéria organica; 0,1 mg kg™’ de Na; 26 mg dm™ de P,0s; 1,6 mmol. dm™ de K,O; 34
mmol, dm™ de Ca; 21 mmol, dm™ Mg; 12 mmol, dm™ de H + Al; 341 g kg'1de argila;
28 g kg''de silte; 310 g kg™’ de areia fina; 321 g kg™ de areia grossa; classe textural
meédia e densidade de 1,24 kg dm?.

A salinizagao do solo foi realizada conforme método proposto por Raij et al.
(2001). Para tanto foi realizado um teste preliminar que consistiu na salinizagdo de
0,1 dm®de solo com 30 mL das solucdes salinas nas concentragdes de 0, 200, 400 e
800 mg NaCl dm™ solo, utilizando-se NaCl como fonte salina (Sigma-Aldrich). Apds
24 h de secagem das amostras sob ambiente de casa de vegetacdo, as amostras
foram peneiradas (malha de 2 mm ) e uma fragdo de 10 cm® foi coletada a qual foi
adicionado 50 mL de agua deionizada na proporg¢ao 1:5 (solo:agua). Apds agitacéo
por 15 min, seguido de decantagdo, o sobrenadante foi filtrado e mensurada a
condutividade elétrica do extrato do solo em 0,074, 0,264, 0,462, 0,816 dS m™,
respectivamente para 0, 200, 400 e 800 mg dm™ de NaCl, conforme curva de
calibracdo, a qual relacionou a concentracao de NaCl no solo e sua respectiva
condutividade elétrica: CE (dS m™) = 0,1848[NaCl] — 0,1047 R? = 0,9989. A
adubacdao do solo foi realizada em trés parcelas em intervalos de 10 dias
fornecendo-se 1,18 g vaso” de NH4H,PO4 e 1,40 g vaso' de KH,PO, (primeira
parcela) e 1,77 g vaso™ de uréia e 1,42 g vaso' de K,SO, (segunda e terceira
parcelas). A aplicacdo das solugdes salinas foi realizada quando as plantas jovens

de cana-de-agucar apresentaram 45 dias de vida. As avaliagcbes foram feitas no 15°
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e 30° dia apos a aplicagdo dos tratamentos salinos (plantas com 60 e 75 dias de

vida, respectivamente).

2.2. Teores foliares de sodio e potassio

Os teores de sddio (Na) e potassio (K) foram obtidos a partir da massa da
matéria seca foliar (folha +3) de plantas de cana-de-agucar, empregando-se a

metodologia proposta por Carmo et al. (2000).

2.3. Potencial de agua no antemanha e conteudo relativo de agua

O potencial de agua no antemanha (¥wan) foi determinado entre 3:30 e 4:30 h
segundo Scholander (1956), utilizando-se camara de pressdo modelo m670 (Pms
Instrument Co., Albany, USA). O conteudo relativo de agua (CRA) foi determinado a
partir de dez discos foliares de 1 cm de didmetro. Inicialmente os discos foram
pesados obtendo-se a massa fresca (MF). A seguir, os discos foram imersos em
placas de Petri contendo agua deionizada por 24 h a 20 °C em auséncia de
luminosidade. Apds esse periodo, os discos foram novamente pesados, obtendo-se
a massa turgida (MT). Finalmente, os discos foram secos em estufas de ventilacdo
forcada a 65 °C por 48 h e pesados novamente, obtendo-se a massa seca (MS). O
CRA foi obtido segundo a formula CRA = (MF-MS)/(MT-MS) e a unidade expressa
em % (SLAVICK, 1979). Ambas as avaliacbes da condi¢do hidrica foram realizadas

na folha +1.

2.4. Prolina

A concentragédo de prolina livre foi determinada conforme método de Bates et
al. (1973) e descrito por Guzel e Terzi (2013). Amostras de 0,5 g tecido foliar seco
(folha +2) triturado foram homogeneizados em 5 mL de agua deionizada e incubados
em banho-maria (Modelo TBN 12/100) a 100 °C por 30 min, seguido de
centrifugagédo a 10000 x g por 10 min (centrifuga modelo Beckman Avanti J-25). A 1

mL do sobrenadante foi adicionado 1 mL de acido acético glacial (P.A.) e 1 mL de
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ninhidrina acida. Apos aquecimento em banho-maria a 100 °C por 1 h, a reagéao foi
interrompida em banho de gelo. O cromoforo formado foi extraido com 3 mL de
tolueno e os tubos de ensaio contendo o croméforo e tolueno foram mantidos no
escuro. A seguir, a absorbancia da camada organica superior foi lida em
espectrofotdbmetro a 520 nm (modelo Beckman DU 640, USA). A concentragao de
prolina foi estimada tomando como referéncia uma curva-padrdao de L-prolina

(Sigma-Aldrich) e expressa pmol prolina g”' MS.
2.5. Gilicina betaina

A concentragao foliar de glicina betaina foi determinada conforme Grieve e
Grattan (1983) com algumas modificacées. Amostras de 0,5 g de tecido foliar seco
(folha +2) triturado foram homogeneizados em 2 mL de agua deionizada e mantidas
sob agitacédo constante por 24 h a 25 °C . Apds centrifugagéo a 3500 x g por 10 min
a 25 °C (centrifuga modelo Beckman Avanti J-25), uma aliquota de 250 uL do
sobrenadante foi misturada com igual volume de 2 N H,SO, e incubada em banho
de gelo por 1 h. A seguir, 200 yL de iodeto de potassio foi adicionado e, apds
agitacéo vigorosa, foram mantidas em overnight por 16 h a 0 °C. A seguir, foram
centrifugadas a 3500 x g por 15 min a 0 °C e o sobrenadante foi descartado. Os
cristais de periodato foram lavados duas vezes com 2 mL de 1 N H,SO4 gelado (8
°C). As amostras foram centrifugadas a 3500 x g por 5 min a 0 °C e o sobrenadante
foi descartado. Os cristais de periodato foram dissolvidos com 3 mL de 1,2-
dicloroetano (0 °C) e as absorbancias lidas 365 nm em espectrofotdbmetro (modelo
Beckman DU 640, USA). O conteudo de GB foi determinado através de uma curva
padrao usando GB (Sigma-Aldrich) como padrao e os resultados expressos em pmol
de GB g MS.

2.6. Extragao enzimatica e determinagao de proteinas
Amostras foliares (folha +2) de 0,5 g foram maceradas na presenca de

nitrogénio liquido e homogeneizadas com 50 mM de tampao fosfato de potassio (pH
7,5) contendo 2 mM de EDTA, 5§ mM de 2-mercaptoetanol e 20% de PVP em um
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volume final de 3 mL. O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 30 min
(centrifuga modelo Beckman Avanti J-25) e o sobrenadante armazenado em freezer
-80 °C para as analises das enzimas antioxidantes. A dosagem de proteina foi

determinada utilizando-se albumina sérica bovina (BRADFORD, 1976).
2.6.1. Dismutase do superodxido

A atividade da superéxido dismutase foi determinada em 25 °C em meio de
reacado constituido de 50 mM de tampao fosfato de potassio pH 7,5, contendo 0,1
mM de EDTA, 10 mM de metionina, 2 um de riboflavina, 0,075 mM de NBT e 20 pL
do extrato enzimatico em um volume final de 3 mL (GIANNOPOLITIES; RIES, 1977).
A produgao de formazana azul proveniente da reducdo do NBT em presencga de luz
€ maxima na auséncia da enzima. A atividade da SOD estd relacionada a
capacidade da enzima presente no extrato em inibir a producédo de formazana azul e
uma unidade de SOD é a quantidade de enzima requerida capaz de reduzir em 50%
a produgdo de formazana azul. A producdo de formazana azul proveniente da
reducdo do NBT em presenga de luz foi lida em espectrofotbmetro (modelo
Beckman DU 640, USA) a 560 nm e a atividade enzimatica da SOD expressa em

unidade SOD mg™ proteina.
2.6.2. Peroxidase do ascorbato

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada em meio de reacéo
constituido por 50 mM de tampao fosfato de potassio contendo 0,1 mM de H,0,, 0,5
mM de ascorbato e 25 uL de extrato enzimatico em um volume final de 2 mL. A
atividade da APX foi monitorada pela taxa de oxidagao do ascorbato a 290 nm e 28
°C em espectrofotdbmetro (modelo Beckman DU 640, USA) (NAKANO; ASADA,
1981) a 290 nm. A atividade da APX foi expressa em expressa em pmol ascorbato
min”" mg” proteina. O coeficiente de extingdo molar do ascorbato utilizado nos

calculo da atividade enzimatica da APX foide € =2,8 mM"' cm™.
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2.6.3. Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada em um meio de reagao constituido
por 50 mM de tampao fosfato de potassio pH 7,5, contendo 12 mM de H,O, em um
volume final de 2 mL. A atividade da CAT foi monitorada pela decomposi¢cdo do
H,O, através da mudanca na absorbancia lida a 240 nm e 25 °C em
espectrofotdbmetro (modelo Beckman DU 640, USA). (HAVIR; McHALE, 1987). A
atividade da CAT foi expressa em pmol H,0, min™ mg™ proteina. O coeficiente de
extingdo molar do peréxido de hidrogénio utilizado nos calculos da atividade

enzimatica da CAT foi de € = 36 mM "' cm™.
2.7. Aldeido maldnico e extravasamento de eletrélitos

A concentragdo de aldeido malbdnico foi determinada estimando-se as
substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBA) e expresso em equivalentes de
aldeido malénico (MDA) (CAKMAK; HORST, 1991). O tecido foliar (0,25 g da folha
+2) foi macerado na presenga de nitrogénio liquido e homogeneizado com 0,1%
(p/v) de &acido tricloroacético (TCA) e 20% de insoluvel polivinilpirrolidona. O
homogenato foi centrifugado a 15000 x g por 15 min a 4°C. Foi adicionada uma
aliquota de 0,5 mL do sobrenadante a 1,5 mL de 0,5% de acido 2-tiobarbiturico
(TBA) (preparado em 20% de TCA). As amostras foram homogeneizadas e a reagéo
colorimétrica foi conduzida a 90 °C por 20 min apés incubacdo em banho-maria. A
seguir, as amostras foram imersas em banho de gelo e clarificadas através de
centrifugagédo a 15000 x g por 15 min a 4 °C. A absorbancia das amostras foi lida a
532 nm e a absorbancia inespecifica (660 nm) descontada, em espectrofotdmetro
(modelo Beckman DU 640, USA). A peroxidacdo de lipidios foi estimada como
conteudo total de substancias reativas ao TBA e expressa como equivalentes de
MDA. O coeficiente de extingdo molar do MDA (155 mM™" cm™) foi utilizado para os
calculos e os resultados expressos como nmol de MDA g™ MF.

O extravasamento de eletrdlitos foi determinado a partir de dez discos foliares
(folha +1) de 1 cm de didmetro acondicionados em tubo de ensaio contendo 10 mL

de agua deionizada, mantidos por 24 h a 25 °C em banho-maria. A seguir, realizou-
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se a leitura da condutividade elétrica da solugéo (L4). Posteriormente, os tubos de
ensaio foram incubados a 90°C por 1 h e apds entrar em equilibrio térmico com o
ambiente, procedeu-se nova leitura (L;) da condutividade elétrica da solugdo. O
extravasamento de eletrdlitos foi calculado conforme a férmula EL (%) = (L+4/L2)*100
(LUTTS et al., 1996).

2.8. Concentragao de clorofilas

A extracao de clorofilas a e b foi conduzida a partir de 0,25 g de tecido foliar
(folha +2) macerados na presencga de nitrogénio liquido e homogeneizado com 10
mL de acetona 80% e 50 mg de CaCOs. A seguir, o homogenato foi centrifugado a
4000 x g por 20 min e o sobrenadante coletado e repetida novamente a extragao
com 8 mL de acetona 80% nas condigbes acima. A seguir, 0os sobrenadantes das
extragdes foram combinados e aferidos para 25 mL em baldo volumétrico protegido
da luz e mantido em banho de gelo. Os teores de clorofilas foram determinados
conforme Lichthenthaler (1987) a 641,652 e 660 nm em espectrofotdmetro (modelo
Beckman DU 640, USA).

2.9. Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il

O parametro eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) foi
mensurado na folha +2 totalmente expandida apds serem adaptadas ao escuro por
meia hora usando um portatil fluorbmetro modelo OS-30p (Opti-Science, USA). As

medi¢des foram realizadas entre 8h e 9h.
2.10. Delineamento experimental e analises estatisticas dos dados

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 4 com as cultivares (cv. SP81-3250 e IAC87-3396) e concentragdes
salinas (0, 200, 400 e 800 mg dm™ de NaCl). Cada tratamento foi constituido por
quatro repeticbes com avaliagdes aos 15 e 30 dias apos a aplicagao dos tratamentos

salinos. A analise estatistica dos dados foi realizada através do pacote estatistico
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AgroStat (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2012). Os dados foram submetidos &
analise de variancia pelo teste F e diferengas significativas entre os tratamentos
foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados foram

apresentados na forma de média * desvio padrao.
3. RESULTADOS
3.1. Teores de sddio, potassio e relagao sédio/potassio

As analises de variancia (ANOVA) dos teores de sédio (Na), potassio (K) e
relacdo Na/K sao apresentadas na tabela 1. De acordo com a ANOVA, verifica-se
que houve efeito significativo dos fatores cultivar e salinidade, bem como da
interacao cultivar e salinidade no 15° e 30° dia para a concentracido foliar de Na
(Tabela 1). Entretanto, para a concentracdo de K, apenas foi observado efeito
significativo do fator salinidade no 30° dia de avaliacdo. Para a relagao Na/K, houve
efeito significativo dos fatores cultivar e salinidade e da interagao entre cultivar e
salinidade no 15° dia de avaliagcao, entretanto, no 30° dia apenas o fator salinidade
mostrou efeito significativo (Tabela 1).

Houve aumento do teor foliar de Na no 15° e 30° dias (Figura 1A e 1B) em
ambas as cultivares de cana-de-agucar com o incremento das concentracdes NaCl
aplicadas no solo. No 15° dia de avaliagao, a cv. SP81-3250 apresentou teor foliar
de Na significativamente maior nas doses de 400 e 800 mg dm™ de NaCl em
comparacgao a cv. IAC87-3396 (Figura 1A). Por outro lado, no 30° dias a cv. IAC87-
3396 apresentou maior teor foliar de Na em comparagdo a cv. SP81-3250 no
tratamento salino de 800 mg dm™ de NaCl (Figura 1B). O teor de potassio (K) no 15°
e 30° dias (Figura 1C e 1D) nao foi alterado nos tratamentos salinos em ambas
cultivares. Entretanto, no 30° dia de avaliacdo a cv. SP81-3250 apresentou redugao
dos teores de K com o aumento da concentragdo salina. (Figura 1D). A relagao
Na/K apresentou padréao de resposta similar aos teores foliares de Na em ambos os

dias de avaliacao (Figura 1E e 1F).



Tabela 1. Analises de variancias dos teores de sodio (Na), potassio (K) e relacdo Na/K determinados na folha +1 de plantas
jovens de cana-de-agucar avaliadas aos 15 e 30 dias apds aplicagado das concentragdes de 0, 200, 400 e 800 mg

dm de NaCl no solo. Jaboticabal, Sao Paulo. 2012-2013.

Quadrados médios

Causas da variagao Na (g kg'1 MS) K(g kg'1 MS)

15° dia 30° dia 15° dia 30° dia 15° dia 30° dia
Cultivar (CV) 1 79600,5000** 134810,2812** 0,4512™ 6,0378™ 522,9731** 1173,6102"
Salinidade (SAL) 3 895855,5416**  1731499,3645** 11,9537™ 15,5336* 5462,9271** 9992,9873**
CV x SAL 3 39288,5833** 52773,0312** 3,2504™ 0,9886™ 228,0540** 467,0170"
Tratamento 7 412147,5535 783946,7812 6,5805 7,9435 2513,7023 4650,5176
Residuo 24 486,5258 2992,8437 4,5406 3,5801 23,0747 1367,1940
C.V. (%) 7,30 14,89 14,55 12,46 21,31 14,11

***: Significativo a 5 ou 1%; ns: nao significante; C.V.: coeficiente de variagédo; G.L.: graus de liberdade
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cultivares de cana-de-acucar avaliadas aos 15 e 30 dias apds aplicacao

das concentracdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ NaCl. Letras maitsculas

diferentes entre as cultivares e minusculas entre as concentragdes de
NaCl mostram diferengas significativas (p < 0.05), conforme teste Tukey.
Valores sao médias = DP (n=4).
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3.2. Potencial de agua no antemanha e conteudo relativo de agua

As analises de variédncia (ANOVA) do potencial de agua no antemanha (¥Yw;n)
e conteudo relativo de agua (CRA) estdo apresentadas na tabela 2. Conforme a
ANOVA do Yw,, no 15° dia, apenas o fator salinidade apresentou efeito
significativo, enquanto que no 30° dia, os fatores cultivar e salinidade, e a interagcéo
entre cultivar e salinidade evidenciaram efeito significativo (Tabela 2). Com relagéo
ao CRA, somente o fator salinidade apresentou efeito significativo em ambos os dias
de avaliacéo (Tabela 2).

Ambas as cultivares de cana-de-agucar evidenciaram redugdo o Ywam
conforme a severidade do tratamento salino, tanto no 15° como no 30° dia (Figura
2A e 2B). Apenas no 30° dia o Wwam foi reduzido na cv. SP81-3250 pelos
tratamentos salinos de 400 e 800 mg dm™ de NaCl (Figura 2B). Do mesmo modo,
apenas no 30° dia o CRA foi reduzido (Figura 2D) em comparagéo com o do 15° dia
(Figura 2C), apesar do tratamento salino mais severo (800 mg dm™) o que
evidenciou, neste caso, que ambas as cultivares responderam negativamente a

maior concentracao salina no solo (Figura 2D).
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Tabela 2. Analises de variancias do potencial de agua no antemanha (¥wam) e
conteudo relativo de agua (CRA) determinados na folha +1 de plantas
jovens de cana-de-agucar avaliadas aos 15 e 30 dias ap6s aplicagéo das
concentracdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ de NaCl no solo.
Jaboticabal, Sdo Paulo. 2012-2013.

Quadrados médios

Causas da variagao  G.L. Ywam (-MPa) CRA (%)

15° dia 30° dia 15° dia 30° dia
Cultivar (CV) 1 0,00044™ 0,0215** 33,2549™ 136,9615™
Salinidade (SAL) 3 0,05367** 0,0770** 197,8834*  650,5899**
CV x SAL 3 0,00123"™ 0,0084** 23,3115™ 13,5163
Tratamento 7 0,02359 0,0397 99,5485 304,1829
Residuo 24 0,00122 0,0001 58,4913 76,7445
C.V. (%) 17,05 5,91 8,83 10,84

***: Significativo a 5 ou 1%; ns: n&o significante; C.V.: coeficiente de variagao; G.L.: graus de liberdade
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Figura 2. Potencial de agua de antemanha (A e B) (-MPa) e conteudo relativo de
agua (C e D) (%) em duas cultivares de cana-de-agucar avaliadas aos 15
e 30 dias apds aplicagdo das concentragdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™
NaCl. Letras maiusculas diferentes entre as cultivares e minusculas entre
as concentragcdes de NaCl mostram diferengas significativas (p < 0.05),
conforme teste Tukey. Valores sdo médias + DP (n=4).
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3.3. Gilicina betaina e prolina

As analises de variancia (ANOVA) da concentragao de glicina betaina (GB) e
prolina estdo apresentadas na tabela 3. A ANOVA da concentragdo de prolina
evidenciou que apenas os fatores cultivar e salinidade no 15° dia mostraram efeito
significativo. Por outro lado, no 30° dia, os fatores cultivar e salinidade, e a interacédo
entre cultivar e salinidade apresentaram efeito significativo (Tabela 3). Similarmente,
a ANOVA da concentracdo de GB revelou o mesmo padrdo de resposta que a
prolina em ambos os dias de avaliagéo (Tabela 3).

Os tratamentos salinos provocaram o acumulo de GB e de prolina no 15° e
30° dias, nas duas cultivares de cana-de-agucar (Figura 3A, 3B, 3C e 3D). Porém,
dentre elas, a cv. IAC87-3396 foi a que mais acumulou GB e prolina em condi¢des
de estresse salino, embora o acumulo de GB tenha sido maior em 400 e 800 mg dm"
% de NaCl (Figura 3A e 3B), enquanto que o acimulo de prolina ocorreu em todos os
tratamentos salinos (Figura 3C e 3D). No 30° dia, a cv. SP81-3250 sob efeito de 800
mg dm™ de NaCl apresentou actimulo de prolina, similarmente a cv. IAC87-3396
(Figura 3D).
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Tabela 3. Analises de variancias da concentragdo de glicina betaina e prolina
determinada na folha +2 de plantas jovens de cana-de-agucar avaliadas
aos 15 e 30 dias apos aplicagao das concentragdes de 0, 200, 400 e 800
mg dm™ de NaCl no solo. Jaboticabal, Sd0 Paulo. 2012-2013.

Quadrados médios

Glicina betaina Prolina
Causas da variagao G.L.
(Mmol g'1 MS)

15° dia 30° dia 15° dia 30° dia
Cultivar (CV) 1 117,4428* 128,8368** 0,1124** 0,2816**
Salinidade (SAL) 3 657,5262** 659,9433** 0,1880** 0,0822**
CV x SAL 3 37,8935™ 59,6251** 0,0116™ 0,0167*
Tratamento 7 314,8146 326,7917 0,1016 0,0826
Residuo 24 16,5106 5,2465 0,0063 0,0046
C.V. (%) 18,650 10,23 13,330 10,55

*,**: Significativo a 5 ou 1%; ns: n&o significante; C.V.: coeficiente de variagao; G.L.: graus de liberdade
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Figura 3. Concentracéo de glicina betaina (A e B) e prolina (umol g”' MS) (C e D) em
duas cultivares de cana-de-agucar avaliadas aos 15 e 30 dias apéds
aplicagdo das concentracdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ NaCl. Letras
maiusculas diferentes entre as cultivares e minusculas entre as
concentragbes de NaCl mostram diferengas significativas (p < 0.05),
conforme teste Tukey. Valores sdo médias + DP (n=4).
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3.4. Enzimas antioxidantes

As analises de variancia (ANOVA) da atividade enzimaticas da dismutase do
superéxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT) estéo
apresentadas na tabela 4. A ANOVA da atividade da SOD evidenciou que no 15° dia
apenas o fator salinidade teve efeito significativo, enquanto que no 30° dia o fator
salinidade e a interacao cultivar e salinidade tiverem efeitos significativos (Tabela 4).
A ANOVA da atividade da APX no 15° revelou o mesmo padrdao de resposta
apresentado pela SOD neste dia de avaliagcao, entretanto, no 30° dia todos os
fatores mostraram efeitos significativos para a atividade da APX (Tabela 4). O
mesmo padrao de resposta da ANOVA da atividade da APX foi apresentado pela
enzima CAT em ambos os dias (Tabela 4).

A atividade das enzimas SOD, APX e CAT apresentou aumento significativo
em ambas as cultivares de cana-de-acucar com o incremento do estresse salino em
ambos os dias de avaliacao (Figura 4A, 4B, 4C, 4D, 4E e 4F, respectivamente). No
15° dia, a atividade da SOD foi significativamente maior na cv. SP81-3250 em
comparagao a cv. IAC87-3396, considerando a atividade da enzima no tratamento
controle (Figura 4A). Este resultado evidencia mais nitidamente, que o incremento
da atividade da SOD foi em resposta ao estresse imposto nesta cultivar. Por outro
lado, no 30° dia, apenas a cv. IAC87-3396 apresentou atividade da SOD
significativamente maior no tratamento mais severo (800 mg dm™ NaCl) em
comparagao a cv. SP81-3250 (Figura 4B). A atividade da APX apresentou um
padrdao de atividade semelhante ao da SOD, apresentando maior atividade na cv.
IAC87-3396 apenas em 800 mg dm™ de NaCl, porém este resultado ocorreu no 15°
dia de avaliagéo (Figura 4C). No 30° dia de avaliacado, a cv. IAC87-3396 apresentou
a atividade da APX significativamente maior nos tratamentos salinos (200, 400 e 800
mg dm™) em comparagdo a cv.SP81-3250 (Fig 4D). A CAT mostrou 0 mesmo
padrao de atividade que foi apresentado pela APX nas duas cultivares de cana-de-

acucar e em ambos os dias de avaliacédo (Figura 4E e 4F).



Tabela 4. Analises de variancias da atividade das enzimas antioxidantes dismutase do superdxido (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT) determinada na folha +2 de plantas jovens de
cana-de-agucar avaliadas aos 15 e 30 dias apos aplicagao das concentragdes de 0, 200, 400 e 800
mg dm™ de NaCl no solo. Jaboticabal, Sd0 Paulo. 2012-2013.

Quadrados médios

SOD APX CAT
Causas da variagao G.L.
(umol min™ mg'1 proteina)

15° dia 30° dia 15° dia 30° dia 15° dia 30° dia
Cultivar (CV) 1 1,669™ 25,722" 1237,531™ 133257,031** 28,918™ 699,847**
Salinidade (SAL) 3 347,956** 734,248** 44027,114** 172923,697** 411,643** 947,448**
CV x SAL 3 9,313™ 25,677* 400,614™ 27477,614** 10,275™ 77,028**
Tratamento 7 153,354 329,357 19217,245 104922,995 184,953 539,039
Residuo 24 4,166 7,706 377,343 855,968 9,781 15,177
C.V. (%) 4,730 5,900 3,27 4,240 6,220 6,820

***: Significativo a 5 ou 1%; ns: n&o significante; C.V.: coeficiente de variagéo; G.L.: graus de liberdade
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Figura 4. Atividade da dismutase do superéxido (A e B) (unidade mg™ proteina),
peroxidase do ascorbato (C e D) e catalase (E e F) (umol min™' mg’
proteina) em duas cultivares de cana-de-agucar avaliadas aos 15 e 30
dias apds aplicacédo das concentragdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™
NaCl. Letras maiusculas diferentes entre as cultivares e minusculas entre
as concentragées de NaCl mostram diferengas significativas (p < 0.05),
conforme teste Tukey. Valores sdo médias £ DP (n=4).
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3.5. Aldeido maldnico e extravasamento de eletrélitos

As analises de variancia (ANOVA) da concentragdo de aldeido malbnico
(MDA) e extravasamento de eletrélitos (E.E.) estdo apresentadas na tabela 5. Em
ambos os dias a ANOVA da concentragao de MDA evidenciou efeito significativo dos
fatores cultivar, salinidade e interagédo cultivar e salinidade (tabela 5). Este mesmo
padrdao de resposta foi observado em ambos os dias para a variavel E.E., onde
todos os fatores cultivar e salinidade, e a interacdo entre cultivar e salinidade
apresentaram efeito significativo (tabela 5).

As cultivares de cana-de-agucar apresentaram aumento significativo na
concentracdo de MDA no 15° e 30° dias, com maior intensidade nas concentragdes
salinas de 400 e 800 mg dm™ de NaCl (Figura 5A e 5B). Entretanto, este aumento foi
maior na cv. SP81-3250 em comparagdo a cv. IAC87-3396 (Figura 5A),
evidenciando que a cv. SP81-3250 foi mais responsiva ao estresse salino em menor
periodo de tempo que a cv. IAC87-3396. Similarmente, no 30° dia houve maior
peroxidagao lipidica na cv. SP81-3250 nas concentragdes salinas de 400 e 800 mg
dm™ (Figura 5B). O E.E. aumentou significativamente em ambas as cultivares de
cana-de-acucar, nos dois dias de avaliagdo, com o incremento do estresse salino
(Figura 5C e 5D). No 15° dia de avaliagao, a cv. SP81-3250 apresentou maior E.E.
nas concentracdes salinas de 200, 400 e 800 mg dm™ de NaCl, em comparagdo a
cv. IAC87-3396. Por outro lado, apenas nas concentragdes de 200 e 800 mg dm™ de
NaCl, a cv. SP81-3250 apresentou maior E.E. em comparacédo a cv. IAC87-3396
(Figura 5C e 5D).
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Tabela 5. Analises de variancias da concentragdo de aldeido malénico (folha +2) e
extravasamento de eletrdlitos (folha +1) determinados em plantas jovens
de cana-de-agucar avaliadas aos 15 e 30 dias apds aplicagdao das
concentracdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ de NaCl no solo.
Jaboticabal, Sdo Paulo. 2012-2013.

Quadrados médios

Causas da variagdo  G.L. MDA (nmol g™ MF) E.E. (%)
15° dia 30° dia 15° dia 30° dia
Cultivar (CV) 1 65,3842**  33,7172**  323,0246** 164,1219**

Salinidade (SAL) 3 156,3362** 225,3019** 1007,8398**  1385,1586**
CV x SAL 3 32,0725** 115,6574*  38,7835** 65,2238**
Tratamento 7 90,0872 150,9422 494,6992 654,0384
Residuo 24 1,5129 2,6000 0,3456 0,4542
C.V. (%) 7,89 8,63 3,00 3,02

***: Significativo a 5 ou 1%; ns: nao significante; C.V.: coeficiente de variagéo; G.L.: graus de liberdade



57

15 dias 30 dias
40 - 40 -
(A) O SP81-3250 (B) OSP81-3250
OIAC87-3396
~ 2] OIACS7-3396 ~ 3 N
= Aa _2 Aa
o 94 Aa o 5y Aa ‘}Ba Ba
° {‘ Aa 'g {‘ ‘} _I_
g " Ab Bb «} g i\IE
= 16 A < 16 A
<QC Ac ¢ —I—_I_ {_ A Bb Bb
8 A 8 A
0 T T T 1 0 T T T 1
(C) 100 { (D) 100 -
Z 80 1 = 80 A
£ z
= 2
5 60 - £ 60 -
o ©
Q 5} Aa
o o<
g 40 - ¥ Ba g 401 Ab T 7
2 Ac Ab Bb g Ac
2 20 A g 20 A 5
% Ad Bce Bc 2 Ad Ad ©
£ |—’—|—I—| 5 |—I—|—I—|
u?j O T T T 1 L;j 0 T T T 1
0 200 400 800 200 400 800
NaCl (mg dm solo) NaCl (mg dm solo)

Figura 5. Peroxidagao de lipidios (nmol g”' MF) (A e B) e estabilidade de membranas
(%) (C e D) em duas cultivares de cana-de-agucar avaliadas aos 15 e 30
dias apés aplicagdo das concentragdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™
NaCl. Letras maiusculas diferentes entre as cultivares e minusculas entre
as concentragées de NaCl mostram diferengas significativas (p < 0.05),
conforme teste Tukey. Valores sao médias + DP (n=4).
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3.6. Concentragao de clorofilas e eficiéncia quantica maxima do fotossistema I

As analises de variancia (ANOVA) da concentragao de clorofilas a (Cl a) e b
(Cl b), e eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) estdo apresentadas
na tabela 6. Em ambos os dias de avaliagdo a ANOVA da concentragao de Cl a
evidenciou que apenas o fator salinidade teve feito significativo (Tabela 6). Por outro
lado, todos os fatores e a interagcdo entre os fatores tiveram efeito significativo
conforme ANOVA para a concentragdo de Cl b em ambos os dias (Tabela 6). Com
relacdo a Fv/IFm, a ANOVA mostrou que apenas o fator salinidade teve efeito
significante (Tabela 6).

A concentracdo de pigmentos clorofilianos de ambas cultivares de cana-de-
agucar foram significativamente reduzidos pelo estresse salino, em ambos os dias
de avaliagao (Figura 6A a 6B). A reducao da concentracado da clorofila a (Cl a) foi
similar para ambas cultivares e o decréscimo foi intensificado conforme aumentou as
concentracbes de NaCl (Figura 6A e 6B). Os resultados para a concetragcdo de
clorofila b (Cl b) foram similares aos da Cl a, porém no tratamento de 800 mg dm’
®de NaCl no 15° dia (Figura 6C) e no 200 mg dm™de NaCl no 30° dia (Figura
6D), a cv. SP81-3250 apresentou concentragao de Cl b menor em comparagao a
cv. IAC87-3396.

A reducdo da eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) nas
cultivares de cana-de-agucar foi significativa, com o incremento dos tratamentos de
estresse salino ndo havendo, entretanto, de modo geral, diferengas significativas
entre as cultivares de cana-de-agucar em cada tratamento de NaCl. No 15° dia,
houve maior decréscimo da Fv/Fm na cv. SP81-3250 em comparagdo com a cv.
IAC87-3396 (Figura 7A). No 30° dia, o declinio de Fv/Fm foi mais brando,
principalmente, na cv. SP81-3250, porém, no tratamento de 200 mg dm™ de NaCl

esta cultivar mostrou menor Fv/Fm em comparacgéo a cv. IAC87-3396 (Figura 7B).
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Tabela 6. Analises de variancias da concentragao de clorofilas a (Cl a) e b (Cl b) e eficiéncia quéantica
maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) determinadas na folha +2 de plantas jovens de cana-de-
agucar avaliadas aos 15 e 30 dias apos aplicagéo das concentragdes de 0, 200, 400 e 800 mg
dm™ de NaCl no solo. Jaboticabal, Sd0 Paulo. 2012-2013.

Quadrados médios

Causas da variagdo  G.L. Cla(mgg’ MF) Clb (mgg” MF) Fv/Fm

15° dia 30° dia 15° dia 30° dia 15° dia 30° dia
Cultivar (CV) 1 93,4719ns  111,0566™ 59,5686 80,9310* 0,0002" 0,00003™
Salinidade (SAL) 3 409,1509**  546,5119**  255,7789**  287,5781**  0,0149* 0,00704**
CV x SAL 3 46,7334™  34,5016™ 12,3581*  153,6654** 0,0057" 0,00014™
Tratamento 7 208,7321  264,8711 123,4256 200,6659 0,0088 0,00308
Residuo 24 52,8276 44,4043 3,2184 10,5711 0,0028 0,00022
C.V. (%) 9,720 9,150 3,570 6,03 7,07 1,930

***: Significativo a 5 ou 1%; C.V.: coeficiente de variacdo; G.L.: graus de liberdade
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Figura 6. Concentragdo de clorofila a (A e B) e b (C e D) (mg g MF) em duas
cultivares de cana-de-agucar avaliadas aos 15 e 30 dias apo6s aplicagao
das concentragdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ NaCl. Letras maitisculas
diferentes entre as cultivares e minusculas entre as concentragbes de
NaCl mostram diferencas significativas (p < 0.05), conforme teste Tukey.
Valores sdo médias + DP (n=4).
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Figura 7. Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) em duas cultivares
de cana-de-agucar avaliadas aos 15 (A) e 30 dias (B) ap6s aplicagéo das
concentracdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ NaCl. Letras mailsculas
diferentes entre as cultivares e minusculas entre as concentragdes de
NaCl mostram diferengas significativas (p < 0.05), conforme teste Tukey.
Valores sao médias + DP (n=4).
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4. DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar o conteudo de Na e o efeito do seu componente ion
especifico sobre o K foram determinados os teores destes elementos minerais em
folhas de cana-de-acucar. Neste estudo ficou evidente que as concentracdes de Na
aplicadas no solo incrementaram os teores foliares de Na (Figura 1A e B). No
entanto, o aumento das concentragdes de NaCl aplicadas no solo ndo implicou
impacto negativo na absorgao e translocacédo de K para as folhas, uma vez que os
valores médios dos teores foliares de K dos tratamentos salinos de 200, 400 e 800
mg dm™ nao variaram entre si, ficando proximos da média geral apresentada pelas
cultivares de cana-de-agticar que foram de 14,76 e 14,53 g kg™, respectivamente,
para cultivares SP81-3250 e IAC87-3396. O aumento da relagdo Na/K pode ser
devido a consideravel absorcdo de Na pelas cultivares de cana-de-agucar em
relacdo a absor¢cdo de K (Figura 1C e 1D), embora a cv. IAC87-3396 tenha
apresentado menor tendéncia de absorver elevadas quantidades de Na no 15° dia
de avaliagcdo em comparacéao a cv. SP81-3250 (Figura 1A).

Este resultado mostra-se relevante devido as inumeras fungdes fisioldgicas
exercidas pelo ion K em plantas como, por exemplo, regulacdo do potencial
osmatico celular, além de que a manutencao da relacdo Na/K em um nivel ideal é
vital para ativar reagdes enzimaticas no citoplasma que sdo necessarias para manter
o crescimento vegetal (WAKEEL, 2013), sugerindo uma possivel estratégia
nutricional da cv. IAC87-3396 em manter niveis satisfatérios de K em condicbes
mais severas de estresse por NaCl. Por exemplo, em estudos com gendtipos de
cana-de-agucar tolerantes ao estresse salino, a elevada absorcao de K foi
relacionada a maior seletividade de K em detrimento do Na nos sitios de trocas da
membrana plasmatica na interface solugao do solo e sistema radicular (CARDEN et
al., 2003; ASHRAF et al., 2007).

As condi¢des hidricas de ambas as cultivares sob estresse salino foram
avaliadas com base no potencial de agua de antemanha (¥Ywam ) e conteudo
relativo de agua (CRA). Diversas pesquisas mostram o impacto negativo do estresse
salino no conteudo hidrico de cana-de-agucar (PATADE et a., 2008; PATADE et al.,

2011; MURAD et al., 2014). O efeito do estresse salino em ambas as cultivares de
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cana-de-acucar reduziram o Ywam em ambas as cultivares de cana-de-acucar nos
dois dias de avaliagao (Figura 2A e 2B). Esse resultado ocorreu devido a redug¢ao do
potencial osmaético do solo promovido pelo estresse salino (YADAV et al., 2011).

O aumento do acumulo de metabdlitos protetores como prolina e glicinabetaina
(GB) em plantas sob estresse salino € bastante documentado na literatura
(ASHRAF; HARRIS, 2004; ASHRAF; FOOLAD 2005; CARILLO et al., 2008; KAYA et
al., 2013). Neste estudo, coincidentemente, as concentragdes dos osmoprotetores
proline e GB foram incrementados com o aumento das concentragbes de NaCl em
ambos os dias de avaliagdo. Entretanto, a magnitude do aumento da concentragéo
desses osmolitos compativeis foi maior na cv. IAC87-3396, sobretudo, nas
concentracdes de 400 e 800 mg dm™ de NaCl.

Alguns estudos tém evidenciado a participagao desses dois osmoprotetores
como agentes antioxidantes ndo enzimaticos e, a agao destes osmoprotetores esta
ligada a capacidade que os mesmos tém proteger e estabilizar enzimas
antioxidantes como SOD, APX e CAT (HOQUE et al., 2008; ISLAM et al., 2009;
REJEB et al., 2014), detoxificacao de radicais hidroxil (SMIRNOFF; CUMBES, 1989)
e oxigénio singleto (ALIA et al., 2001). Adicionalmente, a prolina pode estabilizar o
DNA, membranas e complexos protéicos (REJEB et al., 2014). Por exemplo, alguns
estudos evidenciaram aumentos da atividade de enzimas antioxidantes em paralelo
ao acumulo de prolina e GB (KHOLOVA et al., 2010; HE et al., 2011; PATADE et al.,
2011; PAGARIYA et al.,, 2012; KAYA et al.,, 2013) e estes resultados foram
confirmados no presente estudo, em particular na cv. IAC87-3396, a qual apresentou
elevadas concentracdes de prolina e GB paralelamente a maior atividade da SOD,
APX e CAT, fato refletido na menor concentragdo de MDA nas concentracdes
salinas de 400 e 800 mg dm™ de NaCl na cv. IAC87-3396 em comparacgdo & cv.
SP81-3250 nos dois dias de avaliagao.

Estes resultados evidenciam que a cv. IAC87-3396, sob acdo coordenada dos
osmoprotetores prolina e GB, e das enzimas antioxidativas apresentou melhor
resposta frente ao estresse salino aplicado, em particular quando se considera que o
parametro fotoquimico F./F, desta cultivar mostrou variagdes nao significativas no
15° dia de avaliagao entre as concentragdes de 200, 400 e 800 mg dm, bem como

alteracdes muito pouco perceptiveis no 30° dia.
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Algumas enzimas antioxidantes chaves tém mostrado responder ao estresse
oxidativo promovido pelo estresse salino (MITTLER, 2002; ASHRAF; HARRIS, 2004;
STEPIEN; KLOBUS, 2005; ASHRAF, 2009; ABOGADALLAH, 2010; MILLER et al.,
2010; SHARMA et al.,, 2012). O aumento da atividade da SOD neste estudo
mostrou-se dependente do estresse salino, ndo evidenciando resposta diferencial de
uma cultivar especifica de cana-de-agucar utilizada no estudo e em ambos os dias
de avaliacdo. No entanto, a atividade desta enzima mostrou-se alta, sobretudo, nas
concentracdes de 400 e 800 mg dm™ de NaCl no 30° dia de avaliacdo (Figura 4B).
Pelo fato desta enzima constituir a primeira linha de detoxificagdo de radicais livres
(ASADA, 2006), promovendo a dismutagado do O, a HyO,, o aumento da atividade
desta enzima é relevante, visto que tolerancia a uma vasta faixa de condigdes
ambientais estressantes tem sido correlacionada com incremento da atividade de
enzimas antioxidantes (ABOGADALLAH, 2010; SHARMA et al., 2012). O aumento
da atividade da APX ocorreu no tratamento mais severo (800 mg dm™ de NaCl) no
15° dia (Figura 4C) e em todos os tratamentos salinos (200, 400 e 800 mg dm™) no
30° dia (Figura 4D), com maior magnitude na cv. IAC87-3396. A SOD e APX séao
enzimas que estdao compartimentadas nas mesmas estruturas celulares permitindo
uma acdo coordenada na detoxificagdo de radicais livres e manutencdo da
homeostase em compartimentos celulares (SALES et al., 2013).

Ambas as enzimas tém fungao primordial no ciclo agua-agua ao redor do PSl e
no ciclo ascorbato-glutationa nos cloroplastos (MITTLER, 2002; ASADA, 2006). A
CAT apresentou o mesmo padrdo de resposta que a APX em ambos os dias de
avaliacado (Figura 4E e 4F). Embora a fungéo fisiolégica da atividade da CAT em
plantas C4 ainda seja controversa (ABOGADALLAH, 2010), esta enzima apresentou
0 mesmo padrao de resposta que a APX em ambos os dias de avaliagao (Figura 4E
e 4F). Portanto, este estudo mostra que os componentes antioxidantes de natureza
enzimatica avaliados constituem importantes estratégias antioxidativas que contribui
para minimizar o estresse oxidativo desencadeado pelo estresse salino,
particularmente na cv. IAC87-3396.

Pelos estudos realizados sobre o impacto do estresse salino na fisiologia de
cana-de-agucar (HUSSAIN et al., 2004; PATADE et al., 2011; WILLADINO et al.,
2011; MEDEIROS et al.,, 2014), pode-se inferir que esta cultura utiliza a via
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antioxidativa gerada pelas enzimas antioxidantes como um dos mecanismos de
mitigacdo do estresse salino. Este fato é confirmado pelas semelhangas
significativas na concentragcdo de aldeido malénico (MDA) nas cultivares estudadas
neste trabalho (Figura 5B). A maior atividade enzimatica pode ter protegido as
membranas dos efeitos das EROs gerados pelo estresse oxidativo. Salienta-se que,
o MDA é considerado componente bioquimico amplamente utilizado como marcador
de injurias oxidativas aos lipidios das membranas (ABOGADALLAH et al., 2010;
SHARMA et al., 2012), cuja concentracao varia de acordo com o tipo de estresse
(TAULAVUORI et al., 2001; DAVEY et al., 2005). Além disso, a cv. IAC87-3396, nos
dois dias de avaliagdo, apresentou menor extravasamento de eletrélitos em
comparacdo a cv. SP81-3250 nos tratamento salinos de 200, 400 e 800 mg dm™ de
NaCl. Esta resposta pode ser considerada um reforco de que as enzimas
antioxidantes avaliadas sdo os principais compostos bioquimicos para atenuar o
impacto do estresse oxidativo sobre as membranas desta cultivar de cana-de-agucar
(Figura 5C e 5D).

De forma geral, foi observado um impacto negativo do estresse salino na
concentracao das clorofilas com reducao das clorofilas a e b (Figura 6A, 6B, 6C, e
6D). Entretanto, a magnitude desta redugéo foi menor na cv. IAC87-3396, tanto no
15° como no 30° dia de avaliagéo, sugerindo menor dano as membranas tilacoidiais,
com a consequente preservacdo e manutencdo da funcionalidade do aparato
fotoquimico do processo fotossintético. Entretanto, a redugcado da concentracdo dos
pigmentos clorofilianos observado neste estudo, pode ser atribuida, a diminuicdo do
precursor da clorofila, o acido d-aminolevulinico cuja sintese é reduzida sob estresse
salino severo (SANTOS, 2004) ou mesmo pelo efeito idbnico do Na que induz o
aparecimento de deficiéncias de nutrientes minerais importantes ao metabolismo da
clorofila, como o Mg (GOMATHI; THANDAPANI, 2005). Os resultados de clorofilas
aqui obtidos confirmam o impacto positivo da estratégia antioxidante representada
pelas enzimas avaliadas, que possibilitaram menor peroxidacdo de lipidios e,
provavelmente, redugdo do estresse oxidativo sobre os pigmentos clorofilianos
presentes nas membranas tilacoidiais.

As técnicas de investigagdo do aparato fotossintético com base na

fluorescéncia da clorofila a consiste em uma opgao nao deletéria de estudo in vivo
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do FSII (MURCHIE; LAWSON, 2013), além de permitir a visualizagao dos efeitos das
condicbes adversas sobre a fotossintese, em particular, da etapa fotoquimica
(BAKER, 2008). A eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) das plantas
sob as concentragdbes maiores de NaCl nao foi severamente afetada,
independentemente do dia de avaliagdo e cultivar avaliada. Este parametro
fotoquimico constitui uma estimativa da eficiéncia quantica maxima da atividade
fotoquimica do fotossistema Il, quando todos os centros de reagao do FSIl estéo
abertos (BAKER; ROSENQVST, 2004) e tem sido utilizado com frequéncia para
detectar perturbacdes no sistema fotossintético causadas por estresses bidticos e
abidticos, visto que sua diminuicdo indica inibicdo da atividade fotoquimica
(KONRAD et al., 2005). Os resultados apresentados pela Fv/Fm, no presente
estudo, supostamente ocorreram por conta do estresse oxidativo promovido pelo
NaCl, que ativou os mecanismos enzimaticos antioxidantes representados pelas da
SOD, APX e CAT duas enzimas compartimentadas nos cloroplastos (MITTLER,
2002), visto que com a intensificacdo da severidade do estresse salino, os valores
apresentados pela Fv/Fm foram muito préximos do limite inferior do intervalo
considerado como n&o estressante em plantas que é de 0,81-0,83 (MURCHIE;
LAWSON, 2013). Este fato constitui uma importante resposta que permite a
manutengado da atividade fotoquimica, evitando, portanto, processos prejudiciais ao
aparato fotoquimico como a fotoinibicdo e outros efeitos deletérios desencadeados
pelo estresse oxidativo.

Estes resultados evidenciam que a cv. IAC87-3396, sob acdo coordenada dos
osmoprotetores prolina e GB e das enzimas antioxidativas apresentou melhor
resposta frente ao estresse salino aplicado, em particular quando se considera que o
parametro fotoquimico Fv/Fm desta cultivar mostrou variagdes nao significativas no
15° dia de avaliagao entre as concentragdes de 200, 400 e 800 mg dm, bem como

alteracdes muito pouco perceptiveis no 30° dia.
5. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a cv. IAC87-3396 apresenta melhor resposta

frente ao estresse salino em comparagdo a cv. SP81-3250, pois 0 aumento da
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atividade das enzimas antioxidantes e da concentragdo dos osmolitos compativeis
constituiu uma excelente estratégia de atenuagdo do estresse oxidativo com
repercussao positiva na diminuicdo da peroxidagao de lipidios e melhoria da
resposta da eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il. Além disso, a natureza
rustica da cv. IAC87-3396 sugere que este genotipo de cana-de-agucar tolere
estresse abiotico do solo, como evidenciado neste estudo, visto que € uma cultivar

pouco exigente em fertilidade do solo.
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Capitulo 3 — Caracterizagao metaboldmica de cultivares cana-de-agucar sob
estresse salino

RESUMO - O estresse salino constitui um dos maiores impedimentos ao
crescimento de plantas e producédo agricola, em particular em climas aridos e
semiaridos, onde a evapotranspiracdo mostra-se maior que a precipitagao
pluviométrica. Este estudo objetivou avaliar o perfil metaboldmico de duas cultivares
de cana-de-agucar submetidas ao estresse salino. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdao com temperatura e umidade relativa média de 30,211 °C e
40.7£1%. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 4, representado pelas cultivares SP81-3250 e IAC87-3396 e
concentracdes salinas de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ de NaCl, com avaliacdes aos
15 e 30 dias apdés a aplicacdo dos tratamentos salinos. Os resultado obtidos
revelaram que sob estresse salino severo, as cultivares aumentaram a concentragao
de derivados de flavonas, enquanto que sob menores concentracdes salinas houve
aumento da concentracédo de acido clorogénico. Estes resultados sugerem que estes
componentes metabdlicos estejam associados a uma possivel estratégia
antioxidante em cana-de-agucar em decorréncia do aumento da concentracdo de
acido clorogénico e, principalmente, de derivados flavonas que ocorrerem em de
resposta ao estresse salino, além de que estes componentes estdo associados em

vegetais a redugao do estresse oxidativo promovido por agentes estressantes.

Palavras-chave: Sddio, metabdlitos secundarios, compostos fendlicos, flavonas
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1.  INTRODUGAO

Salinidade é uma das mais proeminentes e sérias perturbagdes do solo e sua
ampla faixa de efeitos sobre as plantas impde restricbes a produgcado de alimentos
(ASHRAF et al., 2014). Inicialmente, o estresse salino inibe o crescimento vegetal
em decorréncia de seu componente osmotico, que reduz o potencial de agua do solo
diminuindo a capacidade das raizes de absorverem agua, além de induzir perda
hidrica pelas folhas devido ao excessivo acumulo de Na (MUNNS, 2005). A
absor¢éo de ions como o Na' e CI pelas raizes promove inimeras desordens
fisiolégicas em plantas, que implicam na reducédo da fotossintese, surgimento de
desordens nutricionais e geragcdo de espécies reativas de oxigénio com a
consequente diminuigdo do crescimento e produtividade vegetal.

A cultura da cana-de-agucar é uma importante fonte de alimento, bioenergia e
um significante componente na economia de muitos paises nos tropicos e
subtrépicos (WACLAWOVSKY et al., 2010). O Brasil destaca-se como o principal
produtor mundial de cana-de-agucar, com a produgao brasileira concentrada nos
Estados da regido Centro-sul e Nordeste, sobretudo no Estado de S&o Paulo
(RUDORFF et al., 2010; EGESKOG et al., 2014). Sdo Paulo figura como o maior
produtor (37,713 milhdes toneladas ano™') e exportador (26,629.993 toneladas ano™)
de agucar obtido a partir da cana-de-agucar. Com ampla expansao da area de
cultivo, a produgao desta cultura para a safra de 2013/2014 foi estimada em 653,519
milhdes de toneladas (UNICA, 2014). Apesar de sua importancia, plantas de cana-
de-agucar sdo categorizadas como glicofitas, moderadamente sensiveis ao estresse
salino (FRANCOISE; MAAS, 1999; PATADE et al., 2008), embora haja diferengas
genotipicas no nivel de sensibilidade a salinidade desta cultura (WAHID et al., 1997),
o que limita seu crescimento e producdo em ambientes onde existam consideraveis
niveis de sais soluveis, como o NaCl.

Varios estudos tém investigado o efeito da salinidade no contexto fisiolégico
de cana-de-agucar, evidenciando o impacto negativo deste estresse nesta cultura
(WAHID et al., 1997; PATADE et al., 2008; PATADE et al., 2011). Entretanto, a

resposta de cana-de-agucar quando cultivada sob estresse salino carece de maiores
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informagdes, sobretudo no que tange ao perfil de metabdlitos que se expressam
nessas condicdes de cultivo.

As plantas produzem um extenso conjunto de metabdlitos especializados
(produtos naturais) que nao somente sad0 essenciais ao crescimento e
desenvolvimento, mas também tém importantes fungbes na adaptagcdo em
ambientes estressantes (Ql et al.,, 2014). Metabdlitos sdo indicadores diretos de
atividades bioquimicas e proporcionam a leitura do estado celular (PATTI et al.,
2012). Constituem o produto final da expressdo génica (FIEHN, 2002;
WECKWERTH, 2002), refletindo a integracdo da expressdo de genes e outros
diferentes processos regulatorios, representando, portanto, mais o fendétipo do que
os transcritos de mRNA ou proteinas somente (ARBONA et al., 2013). Entretanto, o
estudo da biossintese de produtos naturais €, ainda, incipiente, pois mais de 90% de
metabdlitos de plantas sdo desconhecidos e somente um pequeno numero de
genes/enzimas envolvidos no metabolismo esta identificado em modelos de plantas
baseados em arroz e Arabidopsis (Ql et al., 2014).

O acumulo de metabdlitos secundarios em plantas, como resposta a
estresses abioticos € bastante documentado. Por exemplo, compostos fendlicos se
acumulam em decorréncia de deficiéncia nutricional, danos mecanicos, altas
temperaturas, estresse osmoético e ataque de patégenos (DIXON; PAIVA, 1995;
ABUL EL-SOUD et al., 2013; AL-WAKEEL et al., 2013) e representam um grupo
diverso de metabdlitos secundarios compreendendo simples fenilpropandides,
cumarinas, derivados de acido benzadico, lignina e seus precursores, flavondides e
taninos (WILFRED; NICHOLSON, 2006). Dependendo da concentragéo e estrutura,
os compostos fendlicos podem detoxificar radicais livres, inibir a peroxidagdo de
lipidios e estabilizar membranas (CATHERINE, 1997; MILIC et al., 1998; ARORA et
al., 2000).

Para o estudo dos perfis desses metabdlitos utiliza-se a metodologia
denominada “Fingerprinting” ou “impresséo digital” que consiste na analise de um
conjunto de amostras de forma rapida em que um grande e diverso numero de
metabdlitos é avaliado, sem a inteng¢ao de identificar cada metabdlito detectado, mas
sim, comparar e classificar perfis ou modelos metabdlicos que possam variar em

resposta a perturbagdes genéticas ou ambientais (DETTMER et al., 2007).
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O metabolismo primario de cana-de-agucar tem sido bem estudado em
condi¢gdes normais ou de salinidade, no entanto, ha caréncia de informagéo sobre a
biossintese e fungao de metabdlitos secundarios nesta cultura sob condi¢cbes de
crescimento de salinidade, embora se acumulem em baixo niveis sob condi¢cbes
normais (FRANCA et al., 2001). A hip6tese segundo a qual o acumulo de
metabdlitos secundarios ocorre em respostas ao estresse salino como mecanismo
de tolerancia foi avaliada. O objetivo deste estudo foi analisar o perfil de metabdlitos
em plantas jovens de duas cultivares de cana-de-agucar submetidas ao estresse

salino simulado em condi¢cdes de crescimento em solo.
2, MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, condigbes de crescimento, salinizagdo do solo e

tratamentos

O presente estudo foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias- Universidade Estadual Paulista, Campus Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil
em condigdes de casa de vegetagcdo com temperatura e umidade relativa média de
30,211 °C e 40.7+£1%, respectivamente, entre os meses de fevereiro a abril de 2013.
Mini-toletes de aproximadamente 10 cm de comprimento das cultivares de cana-de-
agucar SP81-3250 e IAC87-3396 foram plantados em areia estéril e irrigados com
agua deionizada por 15 dias. Apds esse periodo, as plantulas de cana-de-agucar
foram transplantadas para vasos de 8 dm® contendo solo tipo Latassolo Vermelho
coletado na profundidade de 0-20 cm com a seguinte caracterizacdo quimica: pH de
5.7; 10 mg dm™ de matéria organica; 0.1 mg kg™’ de Na; 26 mg dm™ de P,Os; 1.6
mmols dm™ de K,0; 34 mmol. dm™ de Ca; 21 mmol, dm™ Mg; 12 mmol. dm=deH +
Al; 341 g kg'de argila; 28 g kg''de silte; 310 g kg™ de areia fina; 321 g kg™’ de areia
grossa; classe textural média e densidade de 1.24 kg dm™.

A salinizagao do solo foi realizada conforme método proposto por Raij et al.
(2001). Para tanto foi realizado um teste preliminar que consistiu na salinizagéo de
0,1 dm®de solo com 30 mL das solucdes salinas nas doses de 0, 200, 400 e 800 mg

NaCl dm™ solo, utilizando-se NaCl como fonte salina (Sigma-Aldrich). Apds 24 h de
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secagem das amostras sob ambiente de casa de vegetacdo, as amostras foram
peneiradas (malha de 2 mm ) e uma amostra de 10 cm® foi coletada a qual foi
adicionado 50 mL de agua deionizada. Apds agitacdo por 15 min, seguido de
decantacdo, o sobrenadante foi filtrado e mesurada a condutividade elétrica do
extrato do solo em 0,074, 0,264, 0,462, 0,816 dS m™", respectivamente para 0, 200,
400 e 800 mg dm™ de NaCl, conforme curva de calibragdo a qual relacionou a
concentracdo de Na no solo e sua respectiva condutividade elétrica: CE (dS m™) =
0,1848[NaCl] - 0,1047 R? = 0,9989. A adubacdo do solo foi realizada em trés
parcelas intervalares de 10 dias fornecendo-se 1,18 g vaso™ de NH4H,PO4 e 1,40 g
vaso” de KH,PO, (primeira parcela) e 1,77 g vaso™ de uréia e 1,42 g vaso™' de
K>SO, (segunda e terceira parcelas). A aplicagao das solugdes salinas foi realizada
quando as plantas jovens de cana-de-agucar apresentaram 45 dias de vida. As
avaliagdes foram feitas no 15° e 30° dia apds a aplicacdo dos tratamentos salinos

(plantas com 60 e 75 dias de vida, respectivamente).
2.2. Teores foliares de sédio

Amostras de tecido foliar seco (folha +3) foram inicialmente solubilizadas em
solugdo nitro-perclorica e os teores de sédio (Na) foram determinados por

espectrometria de chama de emissao (Carmo et al., 2000).
2.3. Condicao hidrica da planta

O potencial de agua de antemanha (¥wa.n) foi determinado entre 3:30 e 4:30
h segundo Scholander (1956), a partir de aproximadamente 10 cm do segmento
apical da folha +3 , utilizando-se uma camara de pressdo modelo m670 (Pms
Instrument Co., Albany, USA).
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2.4. Fingerprinting de metabdlitos

2.4.1. Preparagao das amostras

As folhas das cultivares de cana-de-acucar SP81-3250 e IAC87-3396 sob
condicdo de estresse salino e controle foram coletadas aos 15 e 30 dias apds a
aplicagdo das concentragbes salinas no solo. Imediatamente apds a coleta das
folhas, a atividade enzimatica foi inibida por congelamento em nitrogénio liquido e,
em seguida, o material vegetal foi armazenado em freezer -80°C. As amostras
foliares (folha +3) foram submetidas a liofilizagdo e, a seguir, trituradas em moinho
(Modelo IKA A11). Nesta etapa, as amostras foram mantidas sob baixa temperatura
utilizando-se nitrogénio liquido antes e apos submeté-las a trituragao.

As etapas de preparo dos extratos e analise por UHPLC-DAD foram
realizadas de acordo com a metodologia desenvolvida por Leme et al. (2014). Os
extratos foram preparados a partir de 100 mg de material vegetal seco, no qual
adicionou-se 1 mL da mistura de agua/etanol/isopropanol (35:45:25 v/v/v), com
sonicagdo durante 15 minutos em banho de ultra-som (ELMA®, modelo
TANSSONIC 700, de frequéncia de 35 kHz), centrifugacdo por 5 minutos. O
sobrenadante foi separado e ao residuo foram adicionados mais 1 mL para segunda
extragdao. Apos a segunda extracdo, o material vegetal restante no frasco foi lavado
com 1 mL da mistura de solvente e adicionado mais 1 mL para terceira extragao em
ultra-som. O volume final de 4 mL foi seco em evaporador rotativo a vacuo
(Speedvac - Thermo).

Depois de seco o extrato foi solubilizado em 1 mL da mistura agua/etanol (1:1
v/v), aplicado em cartucho de extragcao em fase sélida (EFS) C18 (10 x 3 mL, com
500 mg de adsorvente, Agilent Technologies) e eluido com 4 mL de etanol/agua 1:1
v/v. O volume final de 4 mL foi filtrado e seco em evaporador rotativo a vacuo. O

extrato seco foi reconstituido em 500 pL de MeOH/H20 (1:1 v/v) para analise.
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2.4.2. Analise instrumental

As analises foram realizadas empregando o cromatégrafo liquido de ultra-alta
eficiéncia (UHPLC) Ultimate3000, marca Dionex® equipado com duas bombas
modelo DGP-3600RS, detector de arranjo de diodos (DAD) modelo DAD3000(RS),
amostrador automatico modelo WPS3000RS e software Chromeleon versao 6.80. A
frequéncia de aquisicdo de dados foi de 5,0 Hz. As condigdes cromatograficas
utilizadas foram as mesmas descritas para o sistema da Shimadzu, com excecao da

fase mdével onde se utilizou 1% de acido acético na fase movel ao invés de 0,1%.
2.4.3. Analise dos dados

Os dados cromatograficos obtidos foram organizados na forma de matrizes
Xixs, Onde | sédo as linhas (amostras) e J colunas (variaveis). As variaveis foram as
intensidades (em mV) de absorbancia, medidas a 350 nm, a cada 640 ms de corrida
cromatografica. O processamento dos dados foi realizado empregando o software
Mathlab 7.10.0 (The MathWorks, Co., Natick, MA, USA) e o pacote computacional
PLS-Toolbox (Eigenvector Research, Inc.). A analise de componente principal (PCA)
foi utilizada como método exploratdrio.

Os dados foram submetidos a etapa de pré-tratamento. Os métodos de pré-
tratamento utilizados foram alinhamento, normalizagdo e centragem na média. A
determinacdo da complexidade do modelo em PCA foi baseada na selegao de
componentes principais que correspondessem ao numero de PCs em que a curva
porcentagem de variancia explicada por n° da PC (componente principal) comega a
decrescer assintoticamente para zero e considerando todas as componentes
principais que descrevessem 95% da informacgéo original dos dados. Os dados
referentes ao teor de sodio e potencial de agua foram apresentados através de

meédias e desvio padrédo.
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3. RESULTADOS
3.1. Teor de Na foliar e potencial de agua no antemanha

Em ambos os dias o teor de Na aumentou com a severidade do estresse
salino nas duas cultivares de cana-de-acgucar, sobretudo, nas concentragcbdes de 400
e 800 mg NaCl dm™ (Fig. 1A e 1B). No 15° dia, o teor de Na da cv. SP81-3250 foi
151 e 23% maior nas concentragdes de 400 e 800 mg NaCl dm=>em comparagao a
cv. IAC87-3396 respectivamente (Figura 1A). No 30° dia, ambas as cultivares
apresentaram teores de Na similares. No entanto, na concentragdo de 800 mg dm™
a cv. IAC87-3396 teve um incremento observado de 152% em relagdo a cv. SP81-
3250 (Figura 1B).

Nos dois dias de avaliacdo e em ambas as cultivares de cana-de-agucar o
Yw,m foi reduzido com o aumento da severidade dos tratamentos salinos (Fig. 2A e
2B). No 15° dia, o0 Yw,, da cv. IAC87-3396 foi 16 e 6% menor em comparagao a cv.
SP81-3250 nas respectivas concentracdes de 400 e 800 mg NaCl dm™ (Fig 2A).
Similarmente, o Yw,n no 30° dia da cv. IAC87-3396 foi 36 e 14% menor em
comparagao a cv. SP81-3250 nas concentracées de 400 e 800 mg NaCl dm™

respectivamente (Fig. 2B).
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Figura 1. Teores de Na (g kg™') em duas cultivares de cana-de-agtcar avaliadas aos
15 (A) e 30 (B) dias apos aplicagdo das concentragbes de 0, 200, 400 e
800 mg dm™ NaCl no solo. Valores sdo médias + DP (n=4).
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Figura 2. Potencial de agua de antemanha (Yw.n) em duas cultivares de cana-de-
agucar avaliadas aos 15 (A) e 30 (B) dias apods aplicagdo das
concentracdes de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ NaCl no solo. Valores s&o
médias = DP (n=4).
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3.2.  Fingerprinting de metabadlitos

O perfil cromatografico dos gendtipos SP81-3250 e IAC87-3396 em condi¢ao
de estresse salino e controle estdo ilustrados nas figuras 3A e 3B. As amostras
compreendidas entre 1 e 8 s&o referentes ao gendtipo SP81-3250 e as
compreendidas entre 9 e 16 sdo referentes ao gendtipo IAC87-3396. Os numeros
representados por 1, 2, 3 e 4, bem como 5, 6, 7 e 8 sao referentes as concentragbes
de 0, 200, 400 e 800 mg dm™ de NaCl. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata, mas por questdo de visualizagdo, somente um cromatograma de cada
amostra esta ilustrado.

Como pode ser observado no cromatograma ha uma pequena diferenga no
perfil qualitativo sob diferentes condigdes de estresse salino devido ao aumento do
pico em 27,5 minutos e na regidao entre 2,5-10 minutos em ambos os genotipos.
Além do que podem ser observadas diferengas qualitativas entre os gendtipos na
regidao de 17,5-27,5 minutos. Os picos observados na regido entre 2-12 minutos sao
referentes aos acidos fendlicos e as flavonas C e O glicosilados entre 17-40 minutos
(COUTINHO, 2014).

Para uma avaliagdo mais minuciosa dos dados, foi realizada a PCA como
método exploratério para uma melhor visualizagado do fingerprinting metabdlico. O
grafico de scores representa as amostras no espago. No grafico de scores PC1 x
PC2 (Figura 3) foi possivel observar trés grupos, sendo o controle (C) na parte
negativa da PC1 e positiva da PC2, o genétipo IAC87-3396 na parte positiva da PC1
e PC2, e a SP81-3250 na parte negativa da PC1 e PC2. A PC2 foi responsavel pela
discriminagao entre os gendtipos. A replicata 2_2 é considerada outlier por estar fora
do limite de confianca de 95%. Além da discriminacédo entre as amostras, pode ser
observada a tendéncia das amostras da parte positiva da PC2 para a parte negativa
quando aumenta a concentracéo de solugao salina e o tempo de 15 para 30 dias.

Através do grafico de loadings PC1 x PC2 foi possivel localizar quais as
variaveis (picos cromatograficos) responsaveis pela discriminagao entre as amostras
no grafico de scores. Como podemos observar no grafico de loadings da figura 4, a
discriminagao entre as amostras na PC1 é devido a maior quantidade de flavonas

nas amostras localizadas na parte positiva da PC1, principalmente derivados de
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tricina (32,5-35 minutos, figura 1) nas amostras sob maior concentracado de solugéo
salina, enquanto que as amostras controle localizadas na parte negativa da PC1 e
positiva da PC2 mostraram maior correlagdo com os acidos fendlicos, principalmente
0 acido clorogénico (9 minutos na figura 1). Com base nos resultados apresentado
acima, podemos inferir que, de uma forma muito sutil, ha um aumento na
concentracdo de derivados de flavonas nas amostras sob maior condigdo de
estresse salino, enquanto que as amostras com menor concentragao salina, como a

controle mostrou maior correlagédo com o acido clorogénico.
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4, DISCUSSAO

Neste estudo, o teor de Na foi determinado com o objetivo de avaliar a
capacidade das cultivares de cana-de-agucar em absorvé-lo e transloca-lo a parte
aérea a fim de se ter um referencial de seu efeito toxico. Os resultados mostraram
que, com o aumento da severidade do estresse salino os teores foliares de Na em
ambas as cultivares de cana-de-acucar incrementaram, desencadeando tanto o
estresse osmotico, evidenciado pela redu¢ao do Yw,,, como toxicidade por acumulo
de Na e isto ficou evidente na cv. IAC87-3396, a qual apresentou maior teor de Na e
menor Ywan, (Figura 2B). Os resultados encontrados neste estudo, bem como nos de
Patade et al. (2008), Patade et al. (2011) e Murad et al. (2014), confirmam o efeito
ibnico e osmotico do estresse salino em plantas de cana-de-agucar, dado a
absorgcao crescente de Na e reducdo Yw,, em ambas as cultivares de cana-de-
agucar nos dias de avaliagao.

Alguns estudos reportam o acumulo de metabdlitos secundarios em cana-de-
agucar, como resultado do estresse salino (WAHID; GHAZANFAR, 2006). No
presente estudo, o estresse salino promoveu maior concentracdo de flavonas e
acido clorogénico nas cultivares de cana-de-agucar. Flavonas e acido clorogénico
caracterizam-se por serem metabdlitos secundarios produzidos por plantas e
pertencerem ao grupo dos compostos fendlicos.

Em plantas, estes compostos estdo associados a varios tipos de respostas
ambientais. Por exemplo, o acido clorogénico tem sua concentragdo aumentada em
plantas sob excesso de radiagdo ultravioleta ou luz visivel, danos mecéanicos e
infecgdes por patdogenos (FARAH; DONAGELO, 2006) e o aumento de sua
concentracdo nas cultivares de cana-de-acucar do presente estudo pode ter ocorrido
em reposta a restricdo hidrica dos tratamentos menos severos de salinidade.
Entretanto, o padrdo de reposta do acido clorogénico mostra-se dependente da
especie de planta e 6rgdo analisado, pois em algodoeiro submetido a limitagao
hidrica a concentracao foliar deste acido manteve-se baixa em comparagdao ao
tratamento controle (YILDIZ-AKTAS et al., 2009).

O aumento na concentracido dos derivados de flavonas nas cultivares de cana-

de-agucar nos tratamentos salinos mais severos pode estar relacionado a
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capacidade antioxidante destes compostos, pois a restricdo hidrica desencadeada
pelo estresse salino resulta em estresse oxidativo, com a formagao de radicais livres
em varios sitios celulares. Nesse sentido, supbe-se que as propriedades
relacionadas aos compostos fendlicos, destacando-se os flavondides, sdo baseadas
principalmente na sua atividade antioxidante, atuando como sequestradores de
radicais livres (PRIOR; CAQO, 2000) e quelantes de metais capazes de catalisar a
peroxidagao de lipideos (TERAO et al., 1999), contribuindo para reduzir o estresse
oxidativo. Portanto, sugere-se que tanto o acido clorogénico como as flavonas
encontradas nos tecidos foliares das cultivares estudadas de cana-de-acucar podem
contribuir como uma estratégia a mais na diminuigdo do estresse oxidativo resultante

dos tratamentos salinos adotados neste estudo.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados acima, podemos inferir que de uma
forma muito sutil que ha um aumento na concentracado de derivados de flavonas nas
amostras de cana-de-acucar sob maior severidade de estresse salino, enquanto que
as amostras com menor severidade do estresse salino mostraram maior correlagao
com o acido clorogénico. Possivelmente estes metabdlitos encontrados constituam
uma estratégia visando diminuir o estresse oxidativo resultante da salinidade em

cana-de-agucar.
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