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RESUMO

LIMA, Natally Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2024. Respostas
antioxidantes de populacoes de trigo sob estresse por seca - Uma perspectiva
enzimatica. Orientador: Maicon Nardino.

No Brasil, o consumo de trigo ultrapassa 10 milhdes de t ano! e, devido a demanda
crescente, a producdo interna do grao € insuficiente para abastecer o mercado, resultando na
importacdo de volumes significativos do grdo. Para contornar este cendrio, é imprescindivel
o desenvolvimento de cultivares de trigo tolerantes a seca e bem adaptadas a regides onde o
periodo de escassez de chuvas € prolongado (cerrado brasileiro, por exemplo). Buscando
explorar um dos mecanismos desenvolvidos pelas plantas que lhes permitem sobreviver em
condi¢des de seca, este estudo avaliou a atividade das enzimas antioxidantes, superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX) em resposta a diferentes niveis de
disponibilidade de 4gua, em populagdes do programa de melhoramento de trigo da
Universidade Federal de Vicosa - UFV, a fim de caracterizd-las como uma possivel
alternativa de tolerancia ao estresse. Os niveis de déficit hidrico foram iniciados durante o
estddio de emborrachamento até o final da antese, periodo que durou cerca de vinte dias, e
ap6s mais dez dias de reidratacio amostras de folhas e raizes foram coletadas para
quantificacdo da atividade enzimdtica. Os resultados mostraram que houve diferenca
significativa dos efeitos de gendtipo, podendo ser associada a tolerancia a seca e indicando
que o gendtipo 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola) obteve, em geral, as melhores médias
de atividade enzimdtica nas amostras foliares. As correlacdes altas e positivas entre as
varidveis de folha, sugerem um comportamento conjunto das enzimas na mitigagdo do

estresse oxidativo.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.; Déficit hidrico; Enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

LIMA, Natally Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2024. Antioxidant
responses of wheat populations under drought stress — An enzymatic perspective.
Adviser: Maicon Nardino.

In Brazil, wheat consumption exceeds 10 million tons per year. Due to the growing demand,
domestic production is insufficient to meet the market's needs, resulting in the importation
of significant volumes of wheat. To address this situation, it is essential to develop drought-
tolerant wheat cultivars that are well adapted to regions where the period of drought is
prolonged, such as the Brazilian Cerrado. To explore one of the mechanisms developed by
plants that allow them to survive under drought conditions, this study evaluated the activity
of antioxidant enzymes—superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and peroxidase
(POX)—in response to different levels of water availability in populations from the wheat
breeding program at the Federal University of Vicosa (UFV). The aim was to characterize
them as a possible alternative for stress tolerance. The water deficit levels were initiated
during the booting stage and continued until the end of anthesis, a period that lasted about
twenty days. After an additional ten days of rehydration, leaf and root samples were collected
for enzyme activity quantification. The results showed significant differences in genotype
effects, which could be associated with drought tolerance, indicating that genotype 5 (TBIO
Astro x ORS Madre Pérola) generally had the highest average enzyme activity in leaf
samples. The high and positive correlations between the leaf variables suggest a joint

behavior of the enzymes in mitigating oxidative stress.

Keywords: Triticum aestivum L.; Water deficit; Antioxidant enzymes.
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1 INTRODUCAO

O trigo surgiu no crescente fértil e € uma das culturas agricolas mais antigas do mundo.
Atualmente, é considerado um dos trés cereais mais consumidos do planeta e, na safra 2024/25
no Brasil, estima-se que sejam plantados 3,3 milhdes de ha e colhidos 9,5 milhdes de toneladas,
com uma produtividade média de 2.937 kg ha! (CONAB, 2024).

O melhoramento genético contribui para o avango de produtividade de trigo, ainda que
persista a preocupacdo com a autossuficiéncia do pais. Em setembro de 2023, o Brasil importou
409,4 mil toneladas em graos para suprir a demanda interna, figurando como o 10° pais que
mais importa trigo no mundo, empatado com o Japao, somando cerca de 5,6 milhdes de
toneladas entre agosto de 23 e julho de 24 (CONAB, 2024).

Buscando contribuir para o processo de autossuficiéncia, estudos como o de Chagas et
al. (2022) elencam vantagens para inclusdo de trigo no cerrado como clima, relevo e condigdes
de solo favoraveis. Neste sentido, a principal chance de expansao da producao de trigo na regiao
do Brasil Central reside no cultivo de sequeiro, sobretudo apos a colheita da safra de soja,
utilizando o sistema de plantio direto e evitando o problema do trigo irrigado que compete por
espaco com culturas mais lucrativas, como feijao, milho semente, café e hortalicas (Junior et
al., 2021).

O cultivo do trigo em sequeiro, entretanto, apresenta algumas limitacdes como a
deficiéncia hidrica no decorrer do ciclo da cultura, sendo identificada como o principal fator de
estresse abidtico, com impacto direto na produgao de culturas em todo o mundo, principalmente
em regiodes tropicais. A seca pode afetar o trigo em todos os estddios da cultura, resultando, por
exemplo, em niveis elevados de esterilidade do pdlen, de acordo com Saini, Sedgley e Aspinall
(1984).

A baixa disponibilidade de dgua nas regides de cultivo do Cerrado, apesar de naturais
do bioma, tem perspectivas alarmantes devido as mudangas climdticas. Eventos climaticos e
meteoroldgicos extremos estdo tornando milhdes de pessoas vulnerdveis a inseguranca
alimentar aguda e reduzindo a seguranga hidrica (IPCC, 2022). Essa realidade fard com que as
plantas sejam expostas a uma variedade de estresses ambientais, podendo ocorrer
simultaneamente, gerando graves consequéncias (Mittler; Blumwald, 2010).

A fim de mitigar tais consequéncias, os programas de melhoramento tém buscado
individuos que apresentem desempenho satisfatorio. Considerando que dentro de uma cultura,
ha uma notével diversidade na capacidade de adaptacdo a seca em plantas cultivadas (Basu et

al., 2016) o sistema de defesa antioxidante, que inclui enzimas antioxidantes como superéxido
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dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT) (Meng et al. 2022), é um dos
mecanismos explorados na busca por gendtipos adaptados.

Apesar de que, as caracteristicas de tolerancia ao estresse no trigo sdo, em sua maioria,
poligénicas e, portanto, complexas de entender nos niveis molecular e fisiolégico (Kulkarni et
al., 2017). Autores como Kumar et al. (2023), destacam que ao controlar o acimulo de espécies
reativas de oxigénio, a resposta do sistema antioxidante esta relacionada com a tolerancia ao
estresse oxidativo.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade das enzimas
peroxidase, catalase e superdxido dismutase, relacionar os padroes de atividades enzimaticas
na parte aérea e raizes das plantas de trigo, em cada um dos niveis de estresse e verificar, através

dos resultados, a existéncia de genotipos adaptados as condi¢des de déficit hidrico.

2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trigo

O trigo (Triticum aestivum L.), também conhecido como trigo pao, € uma espécie
anual, predominantemente autdgama, alohexapldide, composta por 21 pares de cromossomos
organizados em trés subgenomas, A, B e D, genoma AABBDD, 2n = 6x = 42 (Sears, 1952).

Conforme indicado no relatério do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) em maio de 2024 referente os dados da safra 2024/25, a producao de trigo em todo o
mundo para a safra atual é de 798,2 milhdes de toneladas, representando um aumento de 1,3%
em relacdo a safra interior. (CONAB, 2024).

Segundo relatorio da CONAB (2023), o Brasil ocupa a 14* posi¢do no ranking de
maiores produtores de trigo no mundo, com previsdo estimada de 10,3 milhdes de toneladas de
trigo na safra 2023/24.

Apesar dos avangos na producdo e a produtividade do trigo, a cultura é desafiada por
secas recorrentes associadas as alteragdes climadticas a nivel mundial (Bapela, 2022). Daryanto
et al. (2016), concluiram que quando a disponibilidade de dgua € reduzida em cerca de 40%, a
uma queda de 21% na produtividade do trigo. Varios fatores justificam essa queda, entre eles,
o desequilibrio na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que apesar de estarem
envolvidas no metabolismo celular, sua superproducdo sob condi¢des de estresse, causa danos
foto-oxidativos a varias entidades celulares, como proteinas e carboidratos (Raja et al., 2017).

Atributos como a tolerancia a seca sdo dificeis de quantificar nas plantas. Ainda assim

a identificacdo e selecdo de individuos tolerantes consiste em uma estratégia crucial para



11

aumentar a produgdo do trigo. Assim, uma vez investigadas, as reacdes dos genétipos de trigo
em déficit de hidrico podem levar ao desenvolvimento de gendtipos tolerantes a seca (Sewore

et al., 2023).

2.2 Estresse oxidativo e atividade enzimatica

A exposicao das plantas aos estresses ambientais faz com que estas estejam sujeitas a
sofrer com o estresse oxidativo. Naturalmente os processos metabdlicos aerébicos das plantas
produzem EROs em vérias estruturas celulares como cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos
(Barbosa et al., 2023).

Entre os tipos conhecidos de EROs, temos o anion radical superéxido O,, sendo o
mais comum e podendo causar efeitos diretos e indiretos por meio da formagdo de outras
espécies reativas. O per6xido de hidrogénio também € um agente oxidante facilmente difundido
através das membranas e participa da formacdo do radical hidroxila, que por sua vez &
considerado um dos mais reativos (Orabi e Abou-hussein, 2019).

Apesar das EROs induzirem danos irreversiveis ao DNA e a morte celular, também
desempenham um papel fundamental como moléculas sinalizadoras que controlam o
crescimento saudavel das plantas e suas respostas ao estresse (Huang et al., 2019). As respostas
a seca incluem ajustes morfoldgicos e fisioldgicos (Lamaoui et al., 2018), tratando-se da
regulacdo das EROs, esta, é predominantemente gerenciada por mecanismos de defesa que
englobam antioxidantes tanto enzimaticos quanto ndo enziméticos.

No sistema enzimdtico, o superéxido dismutase (SOD) desempenha um papel crucial
na conversao da hidroxila em peréxido de hidrogénio, processo catalisado por enzimas como a
peroxidase (POX) e a catalase (CAT) (Mansoor et al., 2022).

Compreender as atividades do sistema de defesa antioxidante enzimético diante dos
niveis de EROs, sdo essenciais para a dinamica da tolerancia das plantas durante estresses, a
exemplo da seca (Barbosa et al., 2023).

Entretanto, embora existam investigacoes acerca dos mecanismos de tolerancia a seca
em diferentes culturas de cereais, incluindo o trigo, estudos sobre estresse oxidativo e resposta

antioxidante sdo limitados (Havrlentova, 2021).

2.3 Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
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Superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) é uma enzima de oxidorredutase, presente
em seres tanto anaerdbicos facultativos como obrigatdrios e aerébicos (Scandalios, 1990; Rice-
Evans et al., 1991).

Jiang et al. (2019) concluiram em seu trabalho, que SOD estd entre as primeiras
enzimas a participar na eliminag@o de espécies reativas de oxigénio, estando muito envolvido
na resposta das plantas ao estresse. Da mesma forma Basu et al. (2010), ao analisar gen6tipos
de arroz induzidos a seca por polietileno glicol (PEG) demonstraram aumento na atividade de
SOD induzido pelo estresse. Tais resultados tem destacado a relagao desse mecanismo de defesa

com o melhor desempenho das plantas expostas a deficiéncia hidrica.

2.4 Catalase (CAT - EC 1.11.1.6)

Presentes na maior parte dos organismos aerdbicos, as catalases (E.C. 1.11.1.6) s@o
enzimas que auxiliam a célula na regulacao de espécies reativas de oxigénio (Tonello, 2011).
Agindo na catdlise da conversdo de peréxido de hidrogénio (H,0,) em &4gua e oxigé€nio
(Switala; Loewen, 2002), em plantas, encontra-se localizada nos principais sitios de producao
de H,0,, como citosol, cloroplasto e mitocondria (Del Rio et al., 2003).

Estudos como os de Chakraborty e Pradhan (2012) e Wang et al., (2019), afirmam a
influéncia da atividade da CAT como um mecanismo de remoc¢do do H,0, em situacdes de
estresse oxidativo. A reagao catalisada pela catalase pode ser descrita com a seguinte equagao:

2H,0, — 2H,0 + 0,

2.5 Peroxidase (POX - EC 1.11.1.7)

A seca pode provocar a inibi¢do ou estimulo de enzimas envolvidas nos processos
metabolicos, como a peroxidase (EC 1.11.1.7). A peroxidase € uma das enzimas responsaveis
por mudancas fisiolégicas em plantas submetidas a estresses (Gaspar et al., 1985). Presente em
diversas estruturas celulares, como paredes € membranas, ribossomos e nicleo (Frick, 1976).

Entre os trabalhos relacionados com a atividade dessa enzima, destacam-se sua
atividade no sistema de defesa antioxidante, prevenindo a ocorréncia de danos ou até mesmo a

morte das células (Magalhaes, 2015; Quiriban, 2020).

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Instalacio do experimento

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetacdo (Figura 1) no ano de
2023, nas dependéncias do Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo Professor Diogo Alves de
Mello (20°45'14" S; 42°52'55" O; 648 m de altitude), do Departamento de Agronomia (DAA)
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vicosa, Minas Gerais.

Figura 1. Instalacdo dos vasos em casa de vegetacdo. A — Vasos dispostos nas bancadas; B —

Marcacao vermelha nos vasos indicando nivel critico de estresse.

|
A N R

Fonte: Elaborada pela autora

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial, 9
x 3, com quatro repeticdes, sendo nove os niveis do fator gendtipo, com sete populacdes
oriundas de cruzamentos realizados no programa de melhoramento de trigo da UFV e duas
testemunhas e trés niveis do fator niveis de disponibilidade de dgua.

Os genotipos utilizados neste trabalho foram populacdes que estdo na geracdo Fj,
provenientes de um dialelo parcial realizado em 2021, com avango de geracdo em 2022 (Fi-
F»/verao) e (F2-Fs/outono-inverno). As testemunhas foram classificadas em tolerante (BRS 404)
e suscetivel (TBIO Calibre), esta classificacdo € de acordo com os obtentores das cultivares,

Embrapa Trigo e Biotrigo Genética (Quadro 1).

Quadro 1 - Gendétipos selecionados para o experimento e cultivares controle.

Genotipos Populacoes F3
1 TBIO Aton x ORS Madre Pérola
2 TBIO Aton x ORS Destak
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TBIO Duque x ORS Madre Pérola
TBIO Duque x ORS Destak
TBIO Astro x ORS Madre Pérola
TBIO Astro x ORS Destak
TBIO Toruk x ORS Madre Pérola
Testemunhas
TBIO Calibre

9 BRS 404

~N O\ b W

o0

Fonte: Elaborada pela autora

Cinco sementes de cada gendtipo foram semeadas em um vaso plastico de 7L cheio com
6 kg de solo coletado no vale da agronomia UFV, areia e substrato, nas propor¢des de 2:1:1.
Amostras do contetddo dos vasos foram retiradas antes do plantio para a andlise quimica e fisica
e curva de retencdo de dgua (CRA).

Os dados da andlise fisica do solo para a curva de retencdo de dgua no solo (CRA, kpa)
foram: -10kpa = 0,178kg kg!; -30kpa = 0,159kg kg!; -50kpa = 0,148kg kg'; -100kpa =
0,135kg kg'!; -300kpa = 0,114kg kg'!; -1500kpa = 0,081kg kg!.

Os vasos foram colocados em casa de vegetacdo para promover a germinagdo das
sementes e foram regados diariamente com a mesma quantidade de dgua até o surgimento da
primeira folha. Nesta fase, foi realizado um processo de desbaste deixando duas plantas em
cada vaso. Os genétipos receberam adubacio adequada conforme as exigéncias da cultura e
foram irrigadas igualmente até o estddio de emborrachamento, onde o inicio do estresse por

déficit hidrico comecou.
3.2 Controle do estresse e irrigacao

Como tratamento controle, os vasos foram irrigados até atingirem a capacidade total
do vaso e foram mantidos bem regados até ao final da experi€ncia. Para avaliar o impacto do
estresse por défice hidrico nos gendtipos avaliados, foram impostos diferentes niveis de
disponibilidade de dgua, adaptados do trabalho de AL et al., (2024). Para tal, foi necessario
suspender a rega, pesar 0s vasos, € 0s irrigar novamente para atingir a capacidade de vaso
desejada de 60% e 50% para os niveis de estresse intermedidrio e severo, respectivamente. Este
ciclo foi mantido durante vinte dias. Posterior a isso, as plantas receberam reidratacdo, com
regas normais durante dez dias, sendo coletadas uma planta de cada vaso para as avaliacoes
subsequentes.

Os niveis de estresse foram: Nivel 1 = controle, nivel 2 = -1,5 Mpa e nivel 3 = -3,0

Mpa (Quadro 2).
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Quadro 2 - Niveis de estresse.

Nivel de estresse Irrigaciao
1 Controle Capacidade total
2 -1,5 Mpa 60% da capacidade
3 -3,0 Mpa 50% da capacidade

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 Extracio e quantificacio de proteinas

As andlises bioquimicas foram realizadas em amostras derivadas das folhas e raizes de
plantas estressadas/recuperadas e controle, o material fresco foi ultracongelado em nitrogénio
liquido e armazenado a -80 °C até as analises.

A obtenc¢do do extrato foliar para determinar a atividade das enzimas POX, CAT e
SOD, foi realizada através de uma adaptacao da proposta de Peixoto, et. al., (1999), onde 0,3 g
de fragmentos de folhas e raizes foram macerados com nitrogénio (N,) liquido em almofariz
até a obtencao de um po fino. O po obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampao fosfato de
potassio 0,1 M (pH 6,8) contendo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulféonico (PMSF) 1 mM, diluido em 1 mL de etanol, e polivinilpolipirrolidona
(PVPP) 1% (m/v). O conteido homogeneizado foi centrifugado a 15.000 x g por 15 min a 4°C
e o sobrenadante foi usado como extrato para as determinacdes enzimdticas em
espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Scientific).

Para calcular as atividades enziméticas utilizou-se a relacao de Beer-Lambert:

AA = AC .e.L

Em que:

AA = variacao de absorbancia no tempo

AC = concentragao da enzima

€: coeficiente de extingdo molar

L: caminho 6ptico

Figura 2 - Maceragdo das amostras ultracongeladas no nitrogénio liquido (N,)
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Fonte: Propria da autora.

A quantificacdo de proteinas soliveis totais seguiu o protocolo modificado de
Bradford (1976). A amostra para a determinacio foi preparada coletando-se 20 puL do extrato
enzimatico e 200 pL do reagente corante de proteina (Bradford reagente Sigma, B6916). A
leitura de absorbancia foi feita em espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Scientific) a 595
nm. A curva padrdo foi feita com onze concentragdes de albumina de soro bovino (BSA): 0,
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 pL, diluidas em 1000, 950, 900, 850, 800, 750,
700, 650, 600, 550 e 500 pL, respectivamente. A placa foi agitada durante 10 min e incubada a
temperatura ambiente por 15 min. O resultado foi expresso em mg de proteina g'' de matéria

fresca.

Figura 3 - Quantificacio de proteinas totais em espectrofotometro

Fonte: Propria da autora.

3.4 Analise da atividade de superdxido dismutase (SOD) por espectrofotometria
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Por fim, a atividade da SOD foi determinada pela adicdo de 50 pL da preparagdo
enzimdtica bruta em 1 mL de mistura de reacdo constituida de tampao fosfato de potassio 50
mM (pH 7,8), metionina 19,5 mM, azul de nitro-tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 10 uM (Del Longo et al., 1993). A reacdao ocorreu em temperatura ambiente sob
iluminacdo de uma lampada de 10 W. Apés 5 min de exposi¢ao a luz, a iluminagdo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pela fotoredu¢do do NBT, foi medida em
espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Scientific) utilizando-se a absorbancia de 560 nm
(Giannopolitis e Ries, 1977). As amostras controle, também tiveram suas absorbancias medidas
a 560 nm utilizando- se mistura de reacdo mantida no escuro por 5 min. Os valores obtidos
foram subtraidos das leituras das amostras dos tratamentos que receberam iluminagdo. Uma
unidade da SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir a fotorredugdo
do NBT em 50% (Beauchamp e Fridovich, 1971), a qual foi expressa em U SOD min™! mg™! de

proteina.
3.5 Analise da atividade de catalase (CAT) por espectrofotometria

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada adicionando a preparacao
enzimatica diluida, a uma solu¢do contendo H,0, e tampao fosfato de potdssio e medindo a
diminuicio da absorbancia baseado no estudo de Havir e McHale (1987). Foi adicionado 200uL
de tampao fosfato de potassio 75 mM (pH 7,0), 10 uL de extrato enzimatico diluido e de 90 uLL
de H,0, 41,66 mM. A atividade foi determinada pelo consumo de H,0,, lida em
espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Scientific), a 240 nm, em intervalos de 15 segundos
durante 5 min, a 30°C. O coeficiente de extingio molar de 36 M cm™ (Anderson et al., 1995)
foi usado para determinar a atividade da CAT, a qual foi expressa em mmol min"' mg™! de

proteina.
3.6 Analise da atividade de peroxidase (POX) por espectrofotometria

A atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada adicionando 10 uL da
preparagdo enzimdtica bruta, diluida em uma solugdo contendo 185 uL tampdo fosfato de
potassio (pH 6,8) contendo H,0, 20 mM. Apds incubagao da solugao a 25°C durante 3 minutos,
foi adicionado 5 pL pirogalol e a leitura foi feita durante 5 minutos, em intervalos de 15
segundos. A absorbancia foi lida em espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Scientific) a

420 nm, com base no trabalho de Kar e Mishra (1976). O coeficiente de extin¢gdo molar de 2,47



18

mM! cm™ (Chance e Maehley, 1955) foi usado para calcular a atividade da POX, a qual foi
expressa em pumol de purpurogalina min! mg™! de proteina.
Figura 4 - Reacdo de transformacdo do pirogalol em purpurogalina na presenca de peréxido de

hidrogénio e peroxidase.

oH
OHQ  on
OH HO
o @E — + o
OH HO

Peroxidase
Pyragaliol d Purpurogallin

Fonte: Schmidt, T. F. 2008.

Figura S - Amostras ap6s fotorreducido do NBT. A- Branco da reacdo. B- Amostra com baixa
reducdo de NBT. C- Amostra com alta redugao de NBT.

Fonte: Prépria da autora.

3.7 Analises estatisticas

Para todas as varidveis, foi realizada andlise de variancia, onde os efeitos dos genétipos
(g;), nivel (n;) e interagdo tratamento X nivel (gn;;) foram considerados como fixos, como

segue:
Yl_]k = U + gi + le + gnl-j + eijk
Onde:

Yjx: observacgdo do i-ésimo genétipo no j-€simo nivel na k-ésima repeticdo;

u: média geral;
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gi: efeito fixo da i-ésimo genotipo;
n;: efeito fixo do j-€simo nivel,
gn;;: efeito fixo da interagdo entre o i-€simo genotipo e o j-€simo nivel;

e;jk: erro aleatdrio experimental médio associado a observag@o Yij.

Uma vez constatada significancia dos efeitos pelo teste F, para discriminar as médias
entre os gendtipos e interagcdes GxN, foi aplicado o teste de agrupamento de média proposto
por Scott e Knott (1974), a 5% de probabilidade. Por fim, procedeu-se a andlise de correlacdo,
pela metodologia de Pearson. As andlises estatisticas e preparo das figuras foram feitos

utilizando o software GENES (Cruz, 2016) e RStudio (R Core Team, 2023).

4 RESULTADOS
4.1 Analise de variancia

Os resultados da andlise de varidncia (ANOVA) indicaram que houve efeito
significativo do efeito de gendtipo a 1% de probabilidade pelo teste F, para as atividades de
todas as enzimas. Além disso, apesar do efeito de nivel ndo apresentar significancia, houve
significancia para o efeito de interagdo gendtipo X nivel a 1% de probabilidade pelo teste F para

todas as enzimas (GxN), exceto para CATF (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados da andlise de variancia de nove genétipos de trigo em trés niveis de
irrigacdo para oito varidveis.
Feal

Fv GL PTF PTR SODF SODR CATF CATR POXF POXR
Gen (G) 8 384" 2927 25667 27487 3,987 3917 14967 293"
Nivel (N) 2 19,12" 16,04 0,72 0,93" 0,44™ 222" 0,06™ 0,18
GxN 16 3,107 2,99 10,617 10,40 1,18™ 6,767 6,197 223"
Residuo 81 - - - - - -
Total 107 - - - - - - - -
H? (%) 73,98 65,78 96,10 96,36 74,85 7453 93,32 65,99

Fonte: Elaborada pela autora. FV: Fontes de variacdo; GL: graus de liberdade; Fcal: F
calculado; PTF: proteinas totais na folha; PTR: proteinas totais na raiz. SODF: superoxido
dismutase para folha; SODR: superoxido dismutase para raiz; CATF: catalase para folha;
CATR: catalase para raiz; POXF: peroxidase para folha; POXR: peroxidase para raiz; H? (%):
coeficiente de determinagdo; ~: Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade; ™: ndo
significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Os valores observados do coeficiente de determinacao genotipica, variaram de 65,78%
(PTR) a 96,10% (SODR) indicando de que estes caracteres possuem maior parte de sua
variabilidade explicada pelo efeito de gendtipo. Esses resultados sugerem que as populagdes
tém potencial para obtencdo de gendtipos tolerantes a seca.

A ANOVA para proteinas totais em folham e raizes apresentou significancia.
Indicando que os genétipos possuem expressao diferencial dos genes e que houve influéncia
dos niveis de disponibilidade de dgua no total de proteinas, observado na interacio GxN

significativa a 1% de probabilidade.
4.2 Analises enzimaticas
4.2.1 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

No que se refere a SOD, foi possivel observar que o gen6tipo 5 (TBIO Astro x ORS
Madre Pérola) apresentou a maior atividade de SOD, indicando que esse gendtipo possui a

maior resposta, para essa enzima, entre todos os genotipos avaliados (Figura 7).

Figura 7 - Resultados da atividade enzimética da superdxido dismutase expressa em U SOD

mg! proteina min’', A - em folhas (SODF) e B - raizes (SODR) dos genétipos avaliados.
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3-TBIQ Astro x ORS Madre Pérola
. 6-TBIO Astro x ORS Destak
. 7-TBIO Toruk x ORS Madre Pérola
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Genotipos em cada Nivel

a

Fonte: Elaborada pela autora. Letras minusculas distintas indicam diferenca significativa pelo
teste de Skott e Knott (5%) entre os genétipos do mesmo nivel e letras distintas maidsculas
entre os niveis.

Todos os gendtipos, com excecdo da 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola),
apresentaram atividade de SODF igual estatisticamente as cultivares controle, ja para a
atividade da SODR, as populag¢des apresentaram médias inferiores as plantas controle.

As testemunhas, suscetivel (8; TBIO Calibre) e tolerante (9; BRS 404) demonstraram
atividades similares de SODF, mas para SODR tiveram comportamento oposto, onde a
testemunha suscetivel (8; TBIO Calibre) teve menos atividade da enzima antes do estresse e
maior no nivel mais critico, ao passo que a testemunha tolerante (9; BRS 404) obteve médias
elevadas no nivel 1 (controle) e queda significativa quando submetidas ao nivel 3 (-3,0 Mpa).

Os demais gendtipos, com valores mais baixos de SODF, indicaram uma menor
capacidade antioxidante medida pela atividade da enzima SOD nas folhas, mas, elevadas em

comparacao as amostras de raiz.

4.2.2 Atividade da enzima catalase (CAT)

De acordo com o teste de Skott e Knott (5%), as médias de CATF apresentaram
diferenca significativa. Nota-se também, que todos os tratamentos apresentaram uma variacao
semelhante, com excecdo do gendtipo 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola) e da testemunha
suscetivel (8; BRS 404), destacando-se com atividade elevada de catalase, como observado na

figura 6.
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Figura 6 - Resultados da atividade enzimética da catalase expressa em mmol de H,0, mg’!

protefna min!, A - em folhas (CATF) e B - raizes (CATR) dos genétipos avaliados.
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Fonte: Elaborada pela autora. Letras mindsculas distintas indicam diferenca significativa pelo
teste de Skott e Knott (5%) entre os gendtipos do mesmo nivel e letras distintas maidsculas

entre os niveis.

O gendtipo 6 (TBIO Astro x ORS Destak), apresentou a maior atividade da catalase

em amostras de raizes, diferindo de todas, com excecdo dos genétipos 2 (TBIO Aton x ORS

Destak) e 3 (TBIO Duque x ORS Madre Pérola), com concentragdes superiores as testemunhas.
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4.2.3 Atividade da enzima peroxidase (POX)

Quanto a POXF, a ANOVA indicou diferenca significativa tanto para efeito de
gendtipo quanto para a interagdo (GxN). O genétipo 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola)
apresentou média estatisticamente maior que os demais. Ja para POXR, o mesmo, apresentou
a menor média, porém, estatisticamente igual a todos os outros, incluindo testemunhas, exceto
o gendtipo 3 (TBIO Duque x ORS Madre Pérola) que obteve média superior para o nivel 3 (-
3,0 Mpa) (Figura 5).

Figura S - Resultados da atividade enzimatica da peroxidase expressa em pumol de pupurogalina

min' mg'! de protefna, A - em folhas (POXF) e B - raizes (POXR) dos genétipos avaliados.
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Fonte: Elaborada pela autora. Letras mintsculas distintas indicam diferenca significativa pelo
teste de Skott e Knott (5%) entre os genétipos do mesmo nivel e letras distintas maidsculas
entre os niveis.

Para POXF as médias dos genétipos de 1 (TBIO Aton x ORS Madre Pérola) a 4 (TBIO
Duque x ORS Destak) foram iguais a testemunha suscetivel a seca (8; TBIO Calibre), a qual
teve atividade enzimatica, tanto para POXF quanto POXR, maior que a testemunha tolerante
(9; BRS 404) que obteve média similar ao genétipo 6 (TBIO Astro x ORS Destak).

O gendétipo 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola), apresentou interagdo com os niveis
de disponibilidade de agua, sendo o segundo nivel (-1,5 Mpa) aquele que com média mais
elevada seguido pelo terceiro nivel (-3,0 Mpa). Esta, também foi superior aos demais genotipos
em relacdo a média, sugerindo uma resposta positiva por parte do genétipo, no que diz respeito
a atividade da enzima POX parte aérea das plantas.

As testemunhas tiveram comportamento igual em ambos os niveis para POXF. Para o
nivel 3 (-3,0 Mpa), a testemunha suscetivel (8; TBIO Calibre) demostrou médias superiores a
testemunha tolerante (9; BRS 404) e o inverso em relag@o ao nivel 1 (controle), para a atividade

de POXR.

4.3 Correlacoes

As médias ajustadas foram usadas para estimar as correlacOes entre varidveis com
interagdes GxN significativas, considerando a atividade de todas as enzimas avaliadas nos

gendtipos, em relagcdo aos niveis de disponibilidade de dgua (Figura 8).
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Figura 8 — Resultados para a andlise de correlacdo linear de Pearson entre atividade enzimatica
de folha, raiz e proteinas totais. As correlagdes -0,77 e acima de 0.70 foram significativas a 5%

de probabilidade.
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Fonte: Elaborada pela autora. a) Correlacdo entre as varidveis no nivel 1 (controle), b)
Correlagdo entre as varidveis no nivel 2 (-1,5 Mpa), ¢) Correlagdo entre as varidveis no nivel 3
(-3,0 Mpa).

No nivel 1 (controle), (Figura 8.a), ndo houve correlagdes significativas a 5% pelo
teste t. Quando submetidas ao nivel 2 (-1,5 Mpa), (Figura 8.b), as enzimas POXF e SODF
apresentaram correlacdo alta e positiva (0,92). A mesma associacao das variaveis considerando
o nivel 3 (-3,0 Mpa), (Figura 8.c), e entre todos os niveis (Figura 8.d), havendo correlagdo alta
e positiva (0,90) entre as enzimas POXF e SODF. Ja a enzima CATF se correlacionou

positivamente com POXF e SODF.
5 DISCUSSAO

Os coeficientes de determinacdo genotipicos (H?) elevados (acima de 60%),
observados na Tabela 1, indicam baixa dispersdao dos dados e que a maior parte da variagdo €
devida aos genétipos. Como afirmado por CRUZ et al. (2012) esses valores explicam

satisfatoriamente o comportamento destas, em fun¢ao dos niveis.
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A tolerancia a seca € entendida como um mecanismo complexo, que envolve varios
genes, proteinas, fito hormdnios e metabdlitos, regulando processos fisiologicos e bioquimicos
(Karalija et al., 2022). A perturba¢do do metabolismo celular causado pela seca conduziu os
gendtipos ao estresse oxidativo, por conseguinte observou-se respostas por parte das enzimas
avaliadas.

A atividade da enzima peroxidase nas folhas (POXF) no nivel 1 (controle), foi similar
para todos os genétipos sugerindo que o sistema antioxidante ndo mostrou diferencas
significativas, sendo o genodtipo 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola) aquele que obteve maior
incremento em sua atividade, obtendo médias superiores a testemunha tolerante em todos os
niveis de estresse.

Zhang e Kirkham (1994) e Huseynova (2012) propdem que o acréscimo na atividade
POX esta relacionado com a formacdo de grandes quantidades de H,0, durante o estresse
hidrico, ou seja, o aumento de H,0, no sistema induz a atividade POX. Sugerindo que o
decréscimo na atividade de POXF e POXR observado nos genoétipos, comparada a CATF e
CATR, se deve a uma menor concentracdo de H,0,, devido a maior atividade CAT tanto na
parte aérea quanto nas raizes das plantas.

A CAT € uma enzima importante utilizada para eliminar o H,0,. Diferentemente, do
que foi observado por Wang et. al, (2019), avaliando a atividade do sistema de defesa
antioxidante de arroz (Oryza sativa L.), com o prolongamento do nivel de seca, a atividade da
CATF ndo diferiu com relagdo aos niveis (Fig. 6b), entretanto, as médias sugerem atividade
enzimatica elevada no genodtipo 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola) e testemunha suscetivel
(8; TBIO Calibre).

As variagOes na atividade enzimatica em funcio dos niveis de disponibilidade de 4dgua,
foram diferentes para cada enzima e genoétipo, indicando que a resposta imediata a uma
diminui¢do da irriga¢do, ndo pode ser associada a tolerancia a seca. Entre as trés enzimas
avaliadas, a CATF respondeu igualmente diante dos niveis de disponibilidade de dgua. Neste
sentido, pode ser considerada como a que tem a resposta mais estivel no estddio de
desenvolvimento em que as amostras foram coletadas. Por outro lado, os genétipos 3 (TBIO
Duque x ORS Madre Pérola), 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola) e 6 (TBIO Astro x ORS
Destak) para CATR apresentaram resposta diferente, na magnitude do aumento da atividade
quanto a baixa disponibilidade de d4gua. Dessa forma, poderiam ser utilizadas como indicadores
de tolerancia ao estresse, complementando o seu estudo com outros parametros do estado

oxidativo, como a concentragdo de H,0, e MDA.
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A catalase, portanto, desempenhou um papel importante na tolerancia do que as demais
enzimas sob estresse prolongado, por ter a capacidade de responder desde o inicio e elevar sua
atividade de acordo com a gravidade do estresse (Chakraborty e Pradhan, 2012). Como
observado no trabalho de Rossato et al, (2017).

Constituindo a primeira linha de defesa contra EROs acumulados pelo estresse
abidtico, SOD, é capaz catalisar a dismutacdo de O, ™ para H,0, e 0, (Saibi e Brini, 2018). O
H,0, gerado pela SOD ¢ eliminado pela catalase, peroxidase e outras enzimas (KIM et al.,
2014). As médias elevadas de SODF nos gendtipos 2 (TBIO Aton x ORS Destak), 3 (TBIO
Duque x ORS Madre Pérola) e 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola), sugerem maior tolerancia
ao estresse abidtico, como afirmado por BERWAL e RAM (2018), que em seu trabalho
ressaltam que o aumento significativo nas atividades totais de SOD nas folhas foram relatadas
em muitas espécies de plantas.

As médias elevadas U SOD podem ser resultado de altos niveis constitutivos ou
induzidos de antioxidantes em uma célula vegetal conferindo resisténcia a um determinado
estresse (Liu et al., 2011). Apesar do tipo e quantidade de isoformas de SODF expressas no
gendtipo 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola) ndo tenham sido medidas, o nivel constitutivo
da enzima poderia explicar, em parte, as diferencas encontradas entre os genoétipos na
magnitude e dindmica da atividade da SOD, como sugerido por Quiriban (2020).

As concentracdes de SODR nos genotipos 2 (TBIO Aton x ORS Destak) e 6 (TBIO
Astro x ORS Destak), tiveram incremento significativo quando as plantas foram estressadas.
Resultados contrarios aos observados no trabalho de Rossato et al, (2017).

J4 a baixa atividade de SODR nos genoétipos, pode se dar pela maior afinidade de
POXR e CATR, pelo peroxido de hidrogénio (Barbosa et al., 2014). Fazendo com que, estas,
atuassem de maneira mais eficiente na eliminacdo de EROs.

Na testemunha suscetivel (8; TBIO Calibre) o comportamento de SODR foi crescente,
indicando que a medida que a cultivar foi submetida a seca em niveis mais severos a resposta
antioxidante foi proporcional a ela. O oposto, foi observado na cultivar tolerante. Isto pode
indicar que os mecanismos de defesa antioxidante das testemunhas atuam em momentos
diferentes quando submetidos ao estresse.

Em um retrospecto geral, a atividade para ambas as enzimas da testemunha suscetivel,
em relacdo a testemunha tolerante, obteve médias superiores, isso pode ocorrer devido as
tecnologias investidas na producdo de novas cultivares. Visto que, a cultivar tolerante foi
lancada no ano de 2014 enquanto a cultivar suscetivel foi lancada no ano de 2022, tendo assim,

o incremento em seu desenvolvimento, de ferramentas atuais utilizadas no melhoramento.



28

As correlacOes altas e positivas entre as varidveis de folha, sugerem um
comportamento conjunto das enzimas na mitigacdo do estresse oxidativo. Ao passo que nao
houve correlagdes entre a atividade das mesmas enzimas avaliadas nas raizes das plantas, nem

destas, com as avaliadas nas folhas.

6 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a resposta dos gen6tipos a reducdo da disponibilidade de
dgua foi significativa, podendo estar associada a carateristica de tolerancia a seca.

Dentre os gendtipos avaliados o 5 (TBIO Astro x ORS Madre Pérola) obteve, em geral,
as melhores médias nas amostras foliares. A atividade enzimatica das raizes foi inferior a da
parte aérea, a ndo ser pela POXR onde a média do genétipo 6 (TBIO Astro x ORS Destak) se
destacou entre os demais.

As correlacOes altas e positivas entre as varidveis de folha, sugerem um
comportamento conjunto das enzimas na mitigacdo do estresse oxidativo. E que, apesar de
terem ocorrido correlagdes entre atividade enzimadtica de folhas e raizes, nesse estudo elas nao

foram significativas.
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