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RESUMO

MONTANARI, Ricardo Marques, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
junho de 2006. Atividade respiratéria e metabolismo antioxidativo
em raizes de plantulas de milho (Zea mays L.) submetidas ao
estresse salino. Orientador: Marco Aurélio Pedron e Silva. Co-
orientadores: José Cambraia, Marco Antonio Oliva Cano e Fabio Murilo
da Matta.

A sensibilidade ao estresse salino foi avaliada em plantulas de milho
(Zea mays L.) das cultivares AGN 3150, BR 106, BR 201, BR 206 e SHS
4040, cultivadas em solucao nutritiva de Hoagland. Os tratamentos com 50 e
100 mM de NaCl reduziram a producdo de biomassa e aumentaram o
extravasamento relativo de eletrdlitos nas raizes e nas partes aéreas de
todas as cultivares estudadas. Porém, os maiores valores de redugao no
crescimento e de extravasamento de eletrdlitos foram apresentados pela
cultivar BR 106 e os menores valores observados na cultivar AGN 3150.
Portanto, entre as cultivares avaliadas, estas duas foram consideradas,
respectivamente, como a mais sensivel e a mais tolerante ao estresse
salino. Verificou-se, entdo, o efeito do tratamento com 100 mM de NaCl
sobre alguns componentes do metabolismo antioxidativo e sobre a
respiracdo mitocondrial nas raizes de plantulas dessas duas cultivares. A

cultivar tolerante apresentou aumento nas atividades das enzimas dismutase

XV



do superéxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase da
glutationa (GR), bem como aumento na razado ascorbato/desidroascorbato. A
cultivar sensivel apresentou redugéo na atividade das catalases (CAT) e GR,
e também da razdo ascorbato/desidroascorbato. O grau de peroxidagcéo de
lipideos aumentou nas raizes e nas mitocéndrias isoladas, apenas na
cultivar sensivel. Nas mitocOndrias isoladas da cultivar tolerante, o
tratamento com NaCl resultou em aumento na taxa respiratdria no estado 4
e na capacidade da rota alternativa. Além disso, houve redugédo nas razdes
ADP/O e de controle respiratério, indicando um menor grau de acoplamento,
possivelmente resultante da maior atividade da oxidase alternativa (AOX) na
cultivar tolerante. Na cultivar sensivel, a atividade respiratoria total e a razdo
ADP/O foram fortemente reduzidas, porém a participacédo percentual da rota
alternativa nao foi alterada. O tratamento com NaCl resultou em reducio na
atividade da proteina desacopladora (UCP) na cultivar tolerante e em
aumento desta atividade na cultivar sensivel. Pelos dados obtidos, a maior
tolerancia da cultivar AGN 3150 esta relacionada a sua maior eficiéncia na
remogao de intermediarios reativos de oxigénio, além da maior possibilidade
de desvio de elétrons pela sua rota alternativa na cadeia respiratoria.
Entretanto, a contribuico da UCP nos mecanismos de tolerancia a

salinidade dessa cultivar nao foi evidenciada.
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ABSTRACT

MONTANARI, Ricardo Marques, M.S., Universidade Federal de Vigosa, June
2006. Respiration activity and antioxidative metabolism in roots of
maize (Zea mays L.) seedlings submitted to salt stress. Adviser:
Marco Aurélio Pedron e Silva. Co-advisers: José Cambraia, Marco
Antonio Oliva Cano and Fabio Murilo da Matta.

Tolerance to salt stress was studied in maize seedlings (Zea mays L.)
cultivars AGN 3150, BR 106, BR 201, BR 206 and SHS 4040, grown in
Hoagland’s nutrient solution. Treatments with NaCl 50 and 100 mM led to a
decrease in the biomass production and to an increase in the relative
electrolyte leakage in the roots and shoots in all cultivars. However, the
largest decrease in growth and electrolyte leakage were shown by cultivar
BR 106 and the smallest ones by cultivar AGN 3150, lead them to be
considered as the most sensitive and the most tolerant to salt stress,
respectively. The effect of NaCl 100 mM was investigated by considering
some components of the antioxidative metabolism and mitochondrial
respiration in roots of the seedlings. The tolerant cultivar showed increased
activities of the enzymes superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase
(APX) and glutathione redutase (GR), as well as increase in
ascorbate/dehydroascorbate ratio. The sensitive cultivar showed reduction in

catalases (CAT) and GR activities as well as in ascorbate/dehydroascorbate

Xvii



ratio. The lipid peroxidation degree increased in roots and isolated
mitochondria, only in the sensitive cultivar. In mitochondria isolated from the
tolerant cultivar, NaCl treatment promoted an increase in the state 4
respiration rate and in the alternative pathway capacity. Additionally, salinity
promoted a decrease in ADP/O and respiratory control ratios, indicating a
lower coupling, likely due to an increase in alternative oxidase (AOX) activity.
In sensitive cultivar, total respiration activity and the ADP/O ratio were
strongly decreased, however the capacity of the alternative pathway was not
altered. The NaCl treatment promoted decrease in the uncoupling protein
(UCP) activity in the tolerant cultivar, but an increase it in the sensitive one
occurred. These results suggest that the tolerant cultivar exhibits a larger
efficiency in the reactive oxygen intermediates scavenging, as compared to
the sensitive one. In addition, the high tolerance of cultivar AGN 3150 to the
salt stress could be related to its high AOX capacity. A possible contribution

of the UCP could not be confirmed from the results observed.
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1 - INTRODUGAO

A alta salinidade no solo é responsavel por um dos estresses
ambientais mais conspicuos em todo o mundo e pode influenciar a
distribuicdo natural das populagdes vegetais, bem como reduzir
significantemente a produtividade de culturas agricolas (Boyer, 1982). De
acordo com dados da FAO (2000), 19,5% das areas sob agricultura irrigada
e 2,1% sob agricultura nado irrigada, em todo o mundo, apresentam alta
salinidade do solo.

Em condigdes naturais, a proximidade com o litoral ou as
propriedades litolégicas e edaficas do terreno podem ser responsaveis pela
alta concentracdo de ions no solo (Resende et al.,, 1995). Todavia,
atividades antropicas, como manejo inadequado da irrigacao e fertilizagdo na
agricultura, também podem resultar num processo de salinizagao,
principalmente em regides aridas e semi-aridas onde o excesso de evapo-
transpiragao remove a agua pura da solugdo do solo, causando o aumento
da concentrag&o de solutos na rizosfera (Boyer, 1982).

A redugdo da produtividade agricola em fungdo da salinizagdo pode
levar ao abandono de areas nobres para a agricultura. Neste contexto, a
utilizacdo de cultivares mais tolerantes a salinidade apresenta-se como uma
alternativa viavel para o reaproveitamento dessas areas marginalizadas
(Willadino et al., 1999). Portanto, esforcos em elucidar os mecanismos de

aclimatagao das plantas ao estresse salino sdo de grande importancia para



trabalhos de selegcdo e melhoramento de cultivares mais tolerantes a
salinidade.

A resposta dos vegetais a salinidade é um fenbmeno complexo, que
envolve desde alteragdes metabdlicas até modificacbes da morfologia e do
desenvolvimento. Entretanto, o grau com que o estresse salino influencia a
fisiologia das plantas é dependente de muitos fatores como a espécie
vegetal, a cultivar, o tipo de salinidade, a intensidade e a duragdo do
estresse, a umidade do solo e do ar e o estadio de desenvolvimento da
planta, entre outros (Azevedo Neto & Tabosa, 2000). Segundo Katerji et al.
(2003), a fase de estabelecimento das culturas pode ser dividida em trés
etapas, sendo elas a germinacédo, a emergéncia e o crescimento inicial das
plantulas. Durante estas etapas, o solo se encontra mais exposto e a
evaporagao pode causar forte aumento da salinidade nas camadas mais
superficiais do substrato. Consequentemente, as plantulas podem estar
expostas a uma salinidade maior do que em estadios posteriores do
crescimento (Van Hoorn, 1991).

Com relagao a cultura do milho, diversos estudos relatam os efeitos
deletérios do estresse salino sobre seu crescimento, independentemente da
variavel utilizada para avaliagéo (lzzo et al., 1991; Alberico & Cramer, 1993;
Saneoka et al., 1995; Azevedo Neto et al., 2004). O milho é considerado
uma espécie moderadamente tolerante a salinidade (Katerji et al., 2003) e
sofre, como tal, redugcao progressiva do crescimento com o aumento da
concentragdo de sais no solo. No entanto, verifica-se que diferentes
cultivares comportam-se distintamente quando sujeitas a salinidade (Alberico
& Cramer, 1993; Willadino et al., 1999; Azevedo Neto et al., 2004), o que
possibilita a busca de cultivares mais tolerantes e o uso dessa espécie em
estudos comparativos dos efeitos desse estresse sobre a fisiologia e
bioquimica da planta. Adicionalmente, o milho apresenta alta producdo de
biomassa em curto periodo de tempo, além de possuir boa adaptacdo ao
cultivo hidropénico, facilitando sua acomodagao em pequeno espaco fisico.

A inibicdo do crescimento das plantas pelo estresse salino pode ser
causada, dentre outros fatores, pela reducdo do potencial osmatico e, ou o

acumulo excessivo de ions, o que pode induzir a toxicidade i0nica,



desequilibrio nutricional ou a ambos (Greenway & Munns, 1980). Assim, a
sobrevivéncia em ambientes salinos pode ser relacionada aos processos de
adaptacao e aclimatacédo, que envolvem absorcgao, transporte e distribuicdo
de ions nos varios 6rgdos da planta e sua compartimentagdo dentro das
células. Portanto, estratégias fisioldgicas que conduzam a uma melhor
seletividade da absorgéo idnica e exclusdo de Na* e ClI” de tecidos mais
ativos metabolicamente podem estar envolvidas com a tolerancia das
culturas ao estresse salino (Greenway & Munns, 1980). Esta exclusao pode
ser efetuada por meio do acumulo preferencial de ions em tecidos
relativamente tolerantes da raiz ou da parte aérea (Azevedo Neto & Tabosa,
2000).

Sob condigdes de estresse salino existe um decréscimo na relagao
Ca®*/Na" da rizosfera, o qual afeta as propriedades da membrana
plasmatica, devido ao deslocamento, pelo Na®, do Ca®* associado a
plasmalema, reduzindo sua seletividade (Cramer et al., 1985). Isto causa
perturbagdo na absorg¢ao de ions e na sua particdo nas células e ao longo da
planta, principalmente do ion K*, além de favorecer o aumento de Na* dentro
da célula, o que acarreta alteragdes na atividade de enzimas, resultando em
disturbios metabdlicos (Silva et al., 2003). Logo, os antagonismos idbnicos em
ambientes salinos sdo usualmente seguidos por deficiéncias nutricionais e,
consequentemente, a composicao idnica no perfil da planta € um aspecto
importante no que diz respeito a avaliagao da tolerancia ao estresse salino.

O ajustamento osmadtico também tem sido considerado importante
para a tolerancia a seca e salinidade em plantas (Richardson & McCree,
1985). Este mecanismo promove a redugao do potencial osmotico celular
por meio do acumulo liquido de solutos, os quais podem ser ions inorganicos
e, ou solutos organicos compativeis, como carboidratos soluveis e
aminoacidos, principalmente prolina (Hasegawa et al., 2000). Deste modo, o
ajustamento osmoético contribui para manutencao da absorgdo de agua e da
turgescéncia celular, interferindo em processos celulares, como abertura
estomatica e expanséao celular (Serraj & Sinclair, 2002). Em adi¢c&o ao seu
papel nas relagdes hidricas da célula, o acumulo de solutos organicos

também pode contribuir para a manutengcdo da homeostase ibnica, controle



do pH citoplasmatico, remocdo de radicais livres, estabilizagdo de
macromoléculas e organelas e como reservatorio de carbono e nitrogénio
para utilizagado apos o estresse (Bray et al., 2000).

Diante disto, observa-se que o0s componentes fisiologicos e
bioquimicos relacionados com a homeostase ibnica e osmaética tém sido os
principais alvos dos estudos a respeito da tolerancia a salinidade em plantas
(Kafi et al., 2003; Silva et al., 2003), inclusive ao nivel molecular (Apse et al.,
1999; Xiong et al., 2002; Zorb et al., 2005). Por outro lado, assim como
varios outros tipos de estresses ambientais, o estresse salino pode provocar
0 aumento na producao de intermediarios reativos de oxigénio (ROls), os
quais podem causar sérios danos estruturais e ao metabolismo (Hernandez
et al.,, 1993; Mittler, 2002). Deveras, intermediarios reativos de oxigénio
como anion superoxido (O," 7), radical hidroxila (OH®) e peréxido de
hidrogénio (H»O;) sao produtos universais do metabolismo aerdbico
(Scandalios, 1993). Em plantas, ROIs sdo geradas em niveis significantes
por reacgdes intrinsecas a fotossintese, fotorrespiracdo, fosforilagao
oxidativa, B-oxidagdo de acidos graxos e atividade de varios tipos de
oxidases (Alscher et al., 1997). Porém, em condi¢gbes normais, a geragéo e a
remocdo de ROIs apresentam um balango apropriado, o qual requer a
coordenacao eficiente de reagdes em diferentes compartimentos celulares e
€ governado por uma rede complexa de sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes (Foyer & Noctor, 2005). A falha no controle desta homeostase
redox leva ao fendmeno conhecido como estresse oxidativo (Foyer & Noctor,
2000).

O sistema antioxidante das plantas inclui tanto componentes nao
enzimaticos como ascorbato, glutationa e moléculas hidrofébicas (tocoferol,
carotendides e xantofilas), como enzimas desintoxicantes que operam em
diferentes organelas (Noctor & Foyer, 1998). Entre estas enzimas estao as
dismutases do superoéxido (SODs; EC 1.15.1.1), que catalisam a dismutagao
do O,* " em H,0, e O, (Scandalios, 1993). Trés classes de SODs tém sido
identificadas, com base em seu cofator metdlico. As FeSODs sao
encontradas somente em cloroplastos, MnSODs sdo encontradas

principalmente em mitocéndrias e Cu/ZnSODs estdo localizadas em



cloroplastos, citosol, apoplasto e peroxissomas (Bowler et al., 1992). As
principais enzimas de remog¢ao de H,O, de células fotossintetizantes séo as
catalases (CAT; EC 1.11.1.6), que convertem H,O, em H,O e O, (Willekens
et al., 1997), e as peroxidases do ascorbato (APX; EC 1.11.1.11), que usam
0 ascorbato como doador de elétrons para a redugdo do H»O, (Asada,
1992). A peroxidase do ascorbato é parte do ciclo ascorbato-glutationa, o
qual usa glutationa reduzida para regenerar ascorbato (Foyer & Halliwell,
1976), sendo a glutationa regenerada pela redutase da glutationa (GR; EC
1.6.4.2). O ciclo ascorbato-glutationa é o mais importante sistema de
desintoxicacao de H,O, nos cloroplastos, mas também tem sido identificado
no citosol (Noctor & Foyer, 1998), peroxissomos e mitocdndrias (Jimenez et
al., 1997; Mittova et al., 2004ab).

Os radicais superoxido produzidos durante a respiragao mitocondrial
podem prover um aporte consideravel para a carga oxidativa apresentada
pela célula vegetal como um todo, principalmente em condigbes de estresse
(Mgller 2001). Portanto, as mitocondrias requerem um sistema antioxidante
eficiente para prevenir a peroxidagao de lipideos e proteger as enzimas de
danos oxidativos. Com efeito, mitocondrias vegetais apresentam algumas
vias alternativas que podem desempenhar um papel importante no controle
da formagdo e remocgdo de ROIls. Estas incluem desidrogenases de
NAD(P)H ndo bombeadoras de prétons que evitam o complexo |
(Rasmusson et al., 1998), uma oxidase alternativa (AOX) que aceita elétrons
diretamente do “pool” de ubiquinol, sem a intervencdo da oxidase do
citocromo ¢ (Maxwell et al. 1999), e a proteina desacopladora (UCP) que
promove influxo de protons para a matriz, reduzindo o gradiente
eletroquimico (Vercesi et al.,1995; Brandalise et al., 2003). Estas vias
alternativas permitem o desacoplamento do transporte de elétrons da
producdo de ATP, prevenindo uma super-reducado da cadeia de transporte
de elétrons que, caso contrario, poderia ocorrer em situacbes de maior
restricdo ao fluxo de elétrons (Day & Wiskich, 1995; Vanlerberghe &
Mclintosh, 1997).

Assim, em adicdo aos sistemas antioxidantes, o metabolismo

mitocondrial também poderia estar relacionado com a capacidade de evitar,



reduzir ou reparar os danos celulares causados pelo desbalango oxidativo.
Ademais, diversos trabalhos tém sugerido tal envolvimento das mitocéndrias
vegetais na tolerdncia ao estresse oxidativo induzido por tratamentos
bioticos e abidticos (Mgller, 2001; Mittler, 2002; Foyer & Noctor, 2003).
Considerando que o sistema radicular € normalmente o primeiro
orgao exposto ao estresse salino, e que as raizes dependem das
mitocdndrias para a maior parte de sua produgdo de energia celular, os
prejuizos a funcdo mitocondrial relacionados ao estresse salino séo
particularmente importantes para o sistema radicular. Ademais, alguns
autores tém relatado o possivel envolvimento da AOX (Jolivet et al., 1990) e
da UCP (Trono et al., 2004) na resposta fisiologica ao estresse salino.
Portanto, procurou-se investigar o efeito do estresse salino sobre as
atividades respiratéorias, envolvendo a AOX e a UCP, e sobre alguns
componentes do metabolismo antioxidativo, em raizes de plantulas de milho

submetidas ao estresse salino.



2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como obijetivos verificar a tolerancia a alta
salinidade em plantulas de cinco cultivares comerciais de milho e analisar o
efeito do estresse salino sobre o metabolismo antioxidativo e sobre a
respiracdo de mitocdndrias isoladas de raizes de plantulas de milho de

cultivares com tolerancia diferencial a salinidade.



3 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas as cultivares comerciais de milho (Zea mays L.) AGN
3150, BR 106, BR 201, BR 206 e SHS 4040. As sementes da cultivar AGN
3150 (hibrido triplo) foram adquiridas da empresa Agromen Sementes
Agricolas LTDA, das cultivares BR 106 (variedade), BR 201 e BR 206
(hibridos duplos) da empresa Riber® Sementes LTDA e da cultivar SHS
4040 (hibrido duplo) da empresa Santa Helena Sementes LTDA.

3.1 — Condigoes de Cultivo

ApOs a esterilizagdo superficial em hipoclorito de sodio 0,2% (v/v) por
60 minutos, as sementes foram lavadas com agua destilada, acondicionadas
em cartuchos de papel absorvente embebidos em solugdo nutritiva de
Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) com um décimo da forga ibnica, e
acondicionadas em camara escura para germinagado, com umidade relativa
saturada e temperatura de 30° £1°C, por trés dias.

No terceiro dia apds a semeadura, plantulas de tamanhos
homogéneos foram transferidas para um sistema hidropbénico contendo
solugdo nutritiva de Hoagland, com metade da forga ibnica, e pH ajustado

diariamente para 5,6. O sistema foi mantido em camara de crescimento a



temperatura de 25° +2°C, densidade de fluxo de fétons de 230 pmol m?s™ e
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

A partir do quarto dia, exceto para o tratamento controle, os
recipientes receberam a adicdo de 25 mM de NaCl, a cada 12 horas, até
completar os tratamentos de 50 ou de 100 mM.

No sexto dia de cultivo, a solucdo dos recipientes foi trocada por
solucédo de Hoagland completa, com a adicdo de zero, 50 ou 100 mM de
NaCl, conforme os tratamentos.

No décimo dia as plantas foram coletadas e utilizadas para os ensaios

analiticos.

3.2 — Avaliagao de Cultivares Comerciais de Milho quanto a Tolerancia

ao Estresse Salino

Inicialmente, as cinco cultivares mencionadas foram avaliadas quanto
a sensibilidade ao estresse salino, tomando-se como parametros a producao
de biomassa e a possivel ocorréncia de danos a membrana plasmatica. Com
base nesses parametros, foram selecionadas as duas cultivares com maior
diferenca na tolerancia a salinidade, as quais foram utilizadas nos
experimentos posteriores.

O experimento seguiu esquema fatorial (cinco cultivares de milho,
AGN 3150, BR 106, BR 201, BR 206 e SHS 4040 e trés niveis de NacCl,
zero, 50 e 100 mM), no delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticoes. Cada unidade experimental consistiu de um vaso com 1,7 L de

solugdo nutritiva, contendo 15 plantas.

3.2.1 — Ganho de Massa Seca

Foi avaliado o ganho de matéria seca total dos sistemas radiculares e
das partes aéreas. No momento do transplantio, uma amostra de 125

pléntulas de cada cultivar foi coletada. Os sistemas radiculares e as partes



aéreas foram separados, acondicionados em sacos de papel e colocados
em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 80°C, até atingirem
massa constante para a mensuragcdo da massa seca inicial. As plantulas das
cinco cultivares foram coletadas apds sete dias de tratamento e submetidas
a secagem, conforme descrito acima, para mensuragdo da massa seca final.
O ganho de massa seca foi obtido subtraindo-se da massa seca final a

massa seca inicial.

3.2.2 — Avaliagao de Danos a Plasmalema

A integridade da plasmalema, nos sistemas radiculares e nas partes
aéreas das plantulas das cinco cultivares, foi verificada pelo método de
extravasamento de eletrdlitos. Para tanto, 0,2 g de segmentos de raizes de
cerca de 2 cm e 0,2 g de discos foliares com 0,75 cm de didmetro foram
coletados e lavados cinco vezes com agua desmineralizada. Em seguida,
foram imersos em 15 mL de agua desmineralizada, em tubos com tampa
rosqueada, onde permaneceram por 6 h a temperatura ambiente. A
condutividade da solugdo externa foi entdo medida com condutivimetro
Digimed, modelo DM31 (Santo Amaro, Brasil), e representou o
extravasamento inicial de eletrélitos. Em seguida, os tubos foram incubados
a temperatura de 90°C, por 2 h. Apds o resfriamento, a condutividade da
solucao externa foi novamente medida e representou o extravasamento total
de eletrdlitos. O extravasamento relativo de eletrdlitos foi determinado como

a razao entre o extravasamento inicial e o total, expresso em porcentagem.

3.3 — Avaliagao da Peroxidagao de Lipideos, Atividades Enzimaticas e

Teores de Ascorbato

Para as analises enzimaticas e de teores de metabdlitos, os
experimentos foram montados em esquema fatorial (duas cultivares de
milho, AGN 3150 e BR 106, e dois niveis de NaCl, zero e 100 mM), no

delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Cada unidade
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experimental foi constituida por um vaso com 1,7 L de solugdo nutritiva,

contendo 15 plantas.

3.3.1 — Avaliacao da Peroxidagao de Lipideos

A peroxidacao de lipideos nos tecidos radiculares e em mitocondrias
isoladas de raizes foi avaliada pela quantificacdo do acumulo de aldeido
maldnico (MDA), utilizando o teste do acido tiobartbiturico (TBA) (Cakmak &
Horst, 1991). Para os tecidos radiculares, 0,1 g destes foram
homogeneizados em almofariz de porcelana com 2 mL de acido
tricloroacético (TCA) 1% (p/v). Para as mitocondrias, 100 yL de suspensao
mitocondrial foram adicionados a 900 pL de TCA 1% (p/v) e agitados
vigorosamente, por 2 minutos. Os materiais assim obtidos foram
centrifugados a 12.000 g, por 15 min. As etapas do processo de extragao
foram conduzidas entre zero e 4°C.

Em seguida, aliquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes foram
adicionadas a tubos contendo 1,5 mL de solugdo de TBA 0,5% (p/v),
preparado em TCA 20% (p/v). As amostras e o branco foram incubados a
95°C, por 2 horas, com agitacdo ocasional. Logo apds, os tubos foram
transferidos para banho de gelo, por 5 minutos, seguindo-se de
centrifugacéo a 9.000 g, por 10 min. A absorbancia do sobrenadante foi
mediada a 532 nm, descontando-se a absorbancia inespecifica a 600 nm. A
estimativa da quantidade do complexo MDA-TBA foi obtida utilizando-se o
coeficiente de absortividade de 155 mM™" cm™ (Heath & Packer, 1968).

3.3.2 — Dismutases do Superéxido (SOD; EC 1.15.1.1)

O extrato enzimatico foi obtido pela homogeneizagdo de 0,3 g de
tecido radicular com 15 mg de polivinil-poli-pirrolidona (PVPP) e 2 mL de
tampdo de extragdo, constituido de &cido -etileno-diamino-tetra-acético
(EDTA) 0,1 mM em tampao de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8. O

11



homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e
centrifugado a 12.000 g, por 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo da atividade enzimatica. As etapas do processo de extracio
foram executadas entre zero e 4°C.

A 1,5 mL da mistura de reacao, constituida de metionina 13 mM, azul
de p-nitro tetrazodlio (NBT) 75 uM, EDTA 100 nM e riboflavina 2 yM em
tampao de fosfato de sddio 50 mM, pH 7,8, foram adicionados 100 uL do
extrato enzimatico diluido em meio de extragdo (10% v/v). A reagéo foi
conduzida a 25°C numa cadmara de reacdo sob a iluminacdo de uma
lampada fluorescente de 15 W. A reacéao foi iniciada pelo acionamento da
lampada e, apdés 5 min, interrompida pelo desligamento da mesma. A
producado de formazana azul, resultante da fotorreducdo do NBT, foi medida
pela determinagao do incremento na absorbancia a 560 nm (Giannopolitis &
Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorredugdo do NBT (Beauchamp &
Fridovich, 1971).

3.3.3 — Catalases (CAT; EC 1.11.1.6)

O extrato enzimatico foi obtido pela homogeneizagdo de 0,3 g de
tecido radicular em 15 mg de PVPP e 2 mL de solugdo de extracdo,
constituida de EDTA 0,1 mM em tampéao de fosfato de potassio 0,1 M, pH
6,8. O homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de gaze e
centrifugado a 12.000 g, por 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a
determinacao da atividade enzimatica. As etapas do processo de extragao
foram executadas entre zero e 4°C.

A atividade da enzima foi determinada pela adicdo de 100 uL do
extrato enzimatico a 2,9 mL de meio de reacdo, constituido de H,O, 12,5
mM em tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 25°C (Havir & McHale,
1987). A atividade da enzima foi determinada pelo consumo de HO.,
medindo-se o decréscimo na absorbancia a 240 nm, no intervalo de 10 a 40

segundos apods o inicio da reacao (Beers & Sizer, 1952). A atividade da CAT
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foi calculada, utilizando-se, o coeficiente de extingdo molar de 36 M 'em™
(Anderson et al., 1995).

3.3.4 — Peroxidase do Ascorbato (APX; EC 1.11.1.11)

O extrato enzimatico foi obtido pela homogeneizagdo de 0,3 g de
tecido radicular em 15 mg de PVPP e 2 mL de solugdo de extragao,
constituida de ascorbato 1 mM e EDTA 0,1 mM em tampéao de fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0. O homogeneizado foi filtrado através de quatro
camadas de gaze e centrifugado a 12.000 g, por 15 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica.
Todas as etapas necessarias ao processo foram executadas entre zero e
4°C.

A atividade de APX foi determinada de acordo com Nakano & Asada
(1981), modificado por Koshiba (1993). A 2,8 ml da mistura de reagéo
constituida de ascorbato 0,8 mM em tampao de fosfato de potassio 50 mM,
pH 6,0, adicionou-se 100 pL do extrato enzimatico. O ensaio foi iniciado pela
adicdo de 100 pyL de H,O, (concentragao final 1,0 mM) a mistura de reagéo,
sendo o decréscimo na absorbancia a 290 nm registrado no intervalo de 15
a 45 segundos. A atividade da enzima foi determinada pela quantificagao do
ascorbato consumido, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM"
'em™ (Nakano & Asada, 1981).

3.3.5 — Redutase da Glutationa (GR; EC 1.6.4.2)

O extrato enzimatico foi obtido pela homogeneizagdo de 0,3 g de
tecidos radiculares com 15 mg de PVPP e 2 mL de solugédo de extragao,
constituida de EDTA 1 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM, em tampao de fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,5. O homogeneizado foi filtrado através de quatro
camadas de gaze e centrifugado a 12.000 g, por 15 minutos. O

sobrenadante foi utilizado para a determinagcdo da atividade enzimatica.
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Todas as etapas necessarias ao processo foram executadas entre zero e
4°C.

A atividade de GR foi determinada pela adicdo de 500 uL de extrato
enzimatico a 2,5 mL da mistura de reacéo constituida de glutationa oxidada
1 mM, NADPH 0,15 mM (preparado em tampao Tris-HCL 10 mM, pH 7,0),
EDTA 1mM em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 (Carlberg &
Mannervik, 1985). O ensaio foi iniciado pela adicdo do NADPH e o
decréscimo na absorbéancia a 340 nm foi registrado no intervalo de 20 a 60
segundos. Para os calculos, foi utilizado o coeficiente de extingdo molar para
o NADPH de 6,22 mM™" cm™ (Foyer & Halliwell, 1976)

3.3.6 - Determinacao dos Teores de Ascorbato e

Desidroascorbato

Os teores de ascorbato reduzido (Asc) e desidroascorbato (DHA)
foram determinados em 0,3 g de tecido radicular homogeneizado em 2,0 mL
de &cido tricloroacético (TCA) 5% (p/v), e centrifugado a 15.000 g, por 15
min (Arakawa et al., 1981).

Uma aliquota de 100 pyL do sobrenadante foi coletada e diluida em
150 pyL de TCA 5%.0 ascorbato total (Asc + DHA) foi determinado apds
reducao do DHA pelo ditiotreitol (DTT). A 250 pyL do extrato diluido foram
adicionados 125 yL de DTT 0,06% (p/v), preparado em etanol, e 125 pL de
NaHPO,4 (0,2 M) + NaOH (1,2 M). A mistura foi incubada a 25°C, por 10
min. Subsequentemente, acrescentaram-se a mistura 125 ul de etanol
absoluto e os seguintes reagentes dissolvidos em etanol: 125 yL de N-
etilmaleimida 0,24% (p/v), 125 uL de H3POs 4% (v/v), 250 uL de
batofenantrolina 0,5% (p/v) e 150 uL de FeCl; 0,03% (p/v). Apds agitacéo
vigorosa, a mistura foi incubada a 30°C, por 90 min, e a reagao foi
paralisada, transferindo-se os tubos para banho de gelo. A absorbancia da
mistura foi medida a 534 nm. A concentracdo de Asc foi determinada por
meio de uma curva de calibragdo, utilizando-se de concentracdes

conhecidas de ascorbato.
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O ascorbato reduzido (Asc) foi determinado como descrito acima,
sendo apenas o DTT omitido e substituido por etanol absoluto. DHA foi

calculado pela diferenga entre o ascorbato total e o ascorbato reduzido.

3.4 — Isolamento e Purificagcao de Mitocondrias de Raizes

Para os isolamentos de mitocdndrias, os experimentos foram
montados em esquema fatorial (duas cultivares de milho, AGN 3150 e BR
106, e dois niveis de NaCl, zero e 100 mM), no delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticbes. Cada unidade experimental foi composta
por um vaso com 15 L de solucdo nutritiva, contendo 250 plantas.

O isolamento de mitocondrias foi realizado como descrito por Day &
Hanson (1977), com modificagées. Aproximadamente 150 g de raizes foram
fragmentados em 800 mL de meio de extrag&o, constituido de sacarose 250
mM, albumina de soro bovino (BSA) 0,1% (p/v), acido etileno glicol-bis-(p-
aminoetil éter)-NN’-tetra acético (EGTA) 1 mM, cisteina 4 mM e acido 4-(2-
hidroetil)-1-piperazinoetano-sulfénico (HEPES) 10 mM, pH 7,4. Em seguida,
foram homogeneizados, com auxilio de triturador Politron (Kinematica AG
Littau), por 3 segundos. O homogeneizado foi filtrado através de 4 camadas
de gaze, o pH ajustado para 7,2, e submetido a centrifugacao a 1.000 g, por
15 min. O sobrenadante foi submetido a nova centrifugagéo, a 15.000 g, por
15 min, e o precipitado resultante suspenso em 3 mL de meio de suspenséo,
constituido de sacarose 250 mM e HEPES 10 mM, pH 7,2. A suspensao
obtida foi submetida a centrifugacdo em gradiente descontinuo de Percoll
para a purificagdo de mitocondrias, como descrito por Jackson et al. (1979).
As solugdes de Percoll foram preparadas com sacarose 250 mM, BSA 0,1%
e tampao HEPES 10 mM, em pH 7,2, e dispostas em tubos formando um
gradiente de trés fases: fase inferior, Percoll 45%; fase intermediaria, Percoll
21%; fase superior, Percoll 13,5%. A suspensdo de mitocbndrias foi
depositada cuidadosamente no topo das solugdes de Percoll e o conjunto foi
submetido a centrifugacao, a 7.500 g, por 30 min. A fracao de mitocondrias

purificadas foi coletada entre as fases de 21 e 45% de Percoll, suspensa em
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40 mL de meio de suspensao, e submetida a duas etapas de centrifugacao a
15.000 g, por 15 min cada. Em seguida, o precipitado foi suspenso em trés
gotas de meio de suspenséo e utilizado nos ensaios posteriores. Todas as

operacoes foram realizadas em temperatura entre zero e 4°C.

3.5 — Avaliacao da Atividade Respiratéria em Mitocondrias Purificadas

As atividades respiratérias mitocondriais foram determinadas pelo
consumo de oxigénio, pela utilizacdo de eletrodo tipo Clark, de fase liquida,
acoplado a um registrador polarografico, segundo método modificado de
Hiser & Mcintosh (1990). Aliquotas das suspensdes de mitocéndrias
correspondentes a 0,5 mg de proteina mitocondrial foram adicionadas a 3
mL de meio de reacdo, composto por sacarose 125 mM, KCI 65 mM, HEPES
10 mM, BSA 0,1%, KH,PO4 2 mM, MgCl, 2 mM, succinato 5 mM, rotenona 5
uM e ATP 100 uM.

Foram efetuadas trés adicdes de ADP 100 uM, a fim de avaliar as
variagdes na velocidade de respiracdo nos estados 3 e 4, para os calculos
dos coeficientes de controle respiratorio e das razées ADP/O.

A atividade da via da oxidase do citocromo c foi avaliada por meio da
inibicdo da respiragao, ao nivel de complexo lll, pela adicdo de antimicina A
5 ug / mg de proteina mitocondrial.

A atividade da via alternativa foi determinada por meio da inibicdo da

oxidase alternativa, pela adicdo de acido salicil-hidroxamico (SHAM) 1mM.

3.6 — Avaliacao do Potencial Elétrico Transmembrana (A¥) em

Mitocondrias Purificadas

O potencial elétrico transmembrana (AW) foi determinado a partir da
distribuicdo do cation lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP*), entre o meio de
reacdo e a matriz mitocondrial, utilizando-se de um eletrodo especifico,

montado de acordo com Kamo et al. (1979).
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Os testes foram realizados por meio da adicao de 0,5 mg de proteina
mitocondrial em 1 mL de meio de reacdo, a 25°C, contendo sacarose 125
mM, KCI 65 mM, Hepes 10 mM (pH 7,2), BSA 0,1%, KH,PO4 2 mM, MgCl, 2
mM, succinato 5 mM, rotenona 5 pM. Foram realizadas duas adicbes de
ADP (100 uM cada), seguidas de duas aplicagdes de acido linoléico (7 uM
cada) e uma aplicagao de BSA (0,1% pl/v).

A atividade da proteina desacopladora (UCP) foi avaliada pela

variagédo do potencial elétrico transmembrana.

3.7 — Dosagem de Proteinas

Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos e das suspensdes
mitocondriais foram determinados espectrofotometricamente conforme
Bradford (1976), utilizando curva padrao de BSA.

3.8 — Analises Estatisticas

O efeito dos tratamentos foi avaliado por meio da analise de variancia
e as meédias comparadas pelo teste F ou teste de Duncan, a 5% de
probabilidade, ou analise de regressdo, conforme o caso. As analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa de computagao
GENES (versdo 2005.6.1), do Departamento de Biologia Geral da

Universidade Federal de Vigosa.
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4 —- RESULTADOS

4.1 — Selecao de Cultivares de Milho quanto a Tolerancia ao Estresse

Salino

4.1.1 — Ganho de Massa Seca

A exposicdo ao estresse salino resultou em reducdo no ganho de
massa seca nas partes aéreas de todas as cultivares investigadas (Figura 1
e Quadro 1). Na condi¢do controle, a cultivar BR 106 apresentou os maiores
valores de producao de massa seca para a parte aérea. Porém, a analise de
regressao indica que esta cultivar apresentou maior grau de redugao no
ganho de massa seca com o aumento da concentracdo de NaCl na solugao
nutritiva. No tratamento com 50 mM de NaCl, os ganhos de biomassa das
partes aéreas nas cultivares AGN 3150, BR 106 e BR 201 foram similares e
ligeiramente superiores aos das cultivares BR 206 e SHS 4040. No entanto,
em termos percentuais, observa-se que as cultivares BR 106 e SHS 4040
apresentaram as maiores redugdes (cerca de 45%), enquanto as cultivares
AGN 3150 e BR 201 apresentaram apenas 31% e 35% de redugao,
respectivamente. Padrdes similares de resposta, porém mais intensos, foram
observados no tratamento com 100 mM de NaCl, no qual as cultivares BR

106 e SHS 4040 apresentaram cerca de 65 % de reducdo, enquanto as
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cultivares AGN 3150, BR 201 e BR 206 apresentaram cerca de 55% de
reducao no ganho de massa seca de suas partes aéreas.

O ganho de massa seca do sistema radicular também foi afetado pela
salinidade, em todas as cultivares analisadas, tendo a cultivar BR 106
apresentado a maior redugado no ganho de biomassa deste érgao (Figura 02
e Quadro 02). No tratamento com 50 mM de NaCl, as cultivares AGN 3150 e
BR 201 apresentaram cerca de 7% e 10% de redugdo no ganho de massa
seca, respectivamente, enquanto as demais cultivares apresentaram
reducdes acima de 25%. Na presenca de 100 mM de NaCl, a cultivar BR
106 sofreu uma reducgéo de aproximadamente 48%, enquanto a cultivar AGN
3150 apresentou apenas 22% de reducdo. As demais cultivares

apresentaram graus de reducédo intermediarios a estes.
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Figura 1 — Ganho de massa seca da parte aérea de plantulas de cinco
cultivares de milho, submetidas a concentragdes crescentes de NaCl, apds

sete dias de tratamento. Médias (6 erro padrdo) seguidas da mesma letra, para as
diferentes cultivares em um mesmo tratamento, ndo diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Duncan (n = 5).

Quadro 1 — Equacgdes de regressédo para o ganho de massa seca da parte
aérea de plantulas de cinco -cultivares de milho,
concentracdes de zero, 50 e 100 mM de NaCl, apds sete dias de tratamento.

submetidas as

Cultivares Equacio* R?

AGN 3150 y=-0,418x + 76,767 0,984
BR 106 y =—0,554x + 83,580 0,897
BR 201 y=-10,423x + 73,912 0,962
BR 206 y =-0,388x + 65,884 0,888

SHS 4040 y =-0,456x + 68,500 0,910

* Todos os coeficientes apresentados séo estatisticamente significativos a 5% de
probabilidade pelo teste t bilateral (n = 5).
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Figura 2 — Ganho de massa seca do sistema radicular de plantulas de cinco
cultivares de milho, submetidas a concentragdes crescentes de NaCl, apds

sete dias de tratamento. Médias (6 erro padrdo) seguidas da mesma letra, para as
diferentes cultivares em um mesmo tratamento, ndo diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Duncan (n = 5).

Quadro 2 - Equagbdes de regressdo para o ganho de massa seca do
sistema radicular de plantulas de cinco cultivares de milho, submetidas as
concentracdes de zero, 50 e 100 mM de naCl, apds sete dias de tratamento.

Cultivares Equagao* R?

AGN 3150 =—0,049x + 22,325 0,916
BR 106 y =-0,133x + 27,371 0,977
BR 201 y =—0,054x + 22,666 0,982
BR 206 =—-0,050x + 19,47 0,762

SHS 4040 =—-0,074x + 19,068 0,908

* Todos os coeficientes apresentados s&o estatisticamente significativos a 5% de
probabilidade pelo teste t bilateral (n = 5).
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4.1.2 — Extravasamento Relativo de Eletrolitos

Todas as cultivares estudadas apresentaram porcentagens de
extravasamento de eletrdlitos semelhantes em suas folhas, quando
cultivadas na condicao controle (Figura 3). Os tratamentos com NaCl
aumentaram o extravasamento de eletrolitos em todas as cultivares
analisadas (Quadro 3). Tanto no tratamento com 50 mM como no tratamento
com 100 mM de NaCl, a cultivar BR 106 apresentou o maior extravasamento
relativo de eletrélitos nas folhas, enquanto a cultivar AGN 3150 apresentou o
menor. As demais cultivares apresentaram valores intermediarios a estes.

A plantas controle das AGN 3150 e BR 201 apresentaram menores
porcentagens de extravasamento de eletrélitos na raizes, enquanto as
cultivares BR 106 e SHS 4040 apresentaram as maiores porcentagens
(Figura 4). O tratamento com NaCl aumentou o extravasamento em todas as
cultivares, sendo que na presenca de 50 mM de NaCl os mesmo padrdes
descritos acima foram observados. Sob tratamento com 100 mM de NaCl, a
cultivar AGN 3150 apresentou a menor porcentagem de extravasamento e a
cultivar BR 106 apresentou a maior porcentagem, enquanto as demais
cultivares apresentaram valores intermediarios.

Os valores dos coeficientes angulares obtidos nas analises de
regressao corroboram o que foi descrito acima (Quadros 3 e 4). Tanto para a
parte aérea quanto para o sistema radicular, a cultivar BR 106 apresentou
maior incremento da porcentagem de extravasamento de eletrdlitos,
enquanto a cultivar AGN 3150 apresentou o menor incremento, como
consequéncia do aumento da salinidade no meio de cultivo.

Com base nestes resultados e naqueles encontrados para a producao
de biomassa, foram selecionadas as cultivares AGN 3150 e BR 106,

respectivamente, como tolerante e sensivel ao estresse salino.
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Figura 3 — Extravasamento relativo de eletrdlitos em folhas de plantulas de
cinco cultivares de milho, submetidas a concentra¢gdes crescentes de NaCl,

apos sete dias de tratamento. Médias (6 erro padréo) seguidas da mesma letra, para
as diferentes cultivares em um mesmo tratamento, ndo diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Duncan (n = 4).

Quadro 3 — Equacgdes de regressao para o extravasamento relativo de
eletrdlitos em folhas de pléantulas de cinco cultivares de milho, submetidas as
concentracdes de zero, 50 e 100 mM de NaCl, apds sete dias de tratamento.

Cultivares Equagao* R?

AGN 3150 y =0,015x + 2,1226 0,999
BR 106 y = 0,028x + 2,2357 0,993
BR 201 y =0,022x + 2,2375 0,983
BR 206 y = 0,022x + 2,1504 0,987

SHS 4040 y =0,025x + 2,0816 0,998

* Todos os coeficientes apresentados séo estatisticamente significativos a 5% de
probabilidade pelo teste t bilateral (n = 4).
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Figura 4 — Extravasamento relativo de eletrdlitos em raizes de plantulas de
cinco cultivares de milho, submetidas a concentragdes crescentes de NaCl,

apos sete dias de tratamento. Médias (6 erro padréo) seguidas da mesma letra, para
as diferentes cultivares em um mesmo tratamento, ndo diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Duncan (n = 4).

Quadro 4 — Equacdes de regressao para o extravasamento relativo de
eletrdlitos em raizes de plantulas de cinco cultivares de milho, submetidas as
concentracdes de zero, 50 e 100 mM de NaCl, apds sete dias de tratamento.

Cultivares Equagio* R?

AGN 3150 y = 0,007x + 2,856 0,949
BR 106 y =0,016x + 3,166 0,965
BR 201 y =0,012x + 2,721 0,971
BR 206 y =0,011x + 3,051 0,973

SHS 4040 y =0,011x + 3,195 0,996

* Todos os coeficientes apresentados séo estatisticamente significativos a 5% de
probabilidade pelo teste t bilateral (n = 4).
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4.2 - Influéncia do Estresse Salino sobre Enzimas do Sistema
Antioxidativo, Teores de Ascorbato e Peroxidagao de Lipideos

nos Tecidos Radiculares

A atividade das dismutases do superéxido (SOD) na cultivar BR 106
foi sempre menor que na cultivar AGN 3150, independente da presenca de
NaCl (Figura 5). Sob estresse salino, a atividade de SOD aumentou em
cerca de 28% na cultivar AGN 3150, porém nao sofreu alteragao significativa
na cultivar BR 106. A atividade de SOD que, nas plantas controle, foi 41%
mais elevada na cultivar AGN 3150 que na BR 106, sob estresse passou a

ser 99% mais elevada.

O Controle
B NaCl 100 mM

Atividade de SOD
(Unidades mg'1 proteina)
N

- Ab Ba

AGN 3150 (Tolerante) BR 106 (Sensivel)
Cultivares

Figura 5 — Atividade das dismutases do superéxido (SOD) em raizes de
plantulas de duas cultivares de milho, submetidas a concentragao de 100

mM de NaCl, apds sete dias de tratamento. Médias (6 erro padrao) seguidas da
mesma letra nao diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras
maiusculas comparam as cultivares, em um mesmo tratamento, e as minusculas comparam
os tratamentos, na mesma cultivar, (n = 3).
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As cultivares analisadas apresentaram atividades de catalases (CAT)
similares na condigdo controle (Figura 6). O tratamento com NaCl nao
alterou significativamente a atividade de CAT na cultivar AGN 3150, mas

reduziu esta atividade em cerca de 26% na cultivar BR 106.
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Figura 6 — Atividade de catalases (CAT) em raizes de plantulas de duas
cultivares de milho, submetidas a concentracdo de 100 mM de NaCl, apods

sete dias de tratamento. Médias (6 erro padrao) seguidas da mesma letra néo diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras mailsculas comparam as
cultivares, em um mesmo tratamento, e as minusculas comparam os tratamentos, na
mesma cultivar, (n = 3).
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As atividades da peroxidase do ascorbato (APX) nas plantas controle
foram semelhantes em ambas as cultivares (Figura 7). A exposigdo ao
estresse salino causou forte aumento na atividade de APX (cerca de 127%)
na cultivar AGN 3150, porém néo resultou em alteragao significativa para a
cultivar BR 106.
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Figura 7 — Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) em raizes de
plantulas de duas cultivares de milho, submetidas a concentragao de 100

mM de NaCl, apds sete dias de tratamento. Médias (6 erro padrao) seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras
maiusculas comparam as cultivares, em um mesmo tratamento, e as minusculas comparam
os tratamentos, na mesma cultivar, (n = 3).
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As plantas controle das duas cultivares estudadas apresentaram
atividades similares de redutase da glutationa (GR) (Figura 8). A cultivar
AGN 3150, quando exposta ao estresse, apresentou incremento de
aproximadamente 60% na atividade de GR, enquanto a cultivar BR 106

sofreu reducgao de cerca de 27%.
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Figura 8 — Atividade da redutase da glutationa (GR) em raizes de plantulas
de duas cultivares de milho, submetidas a concentracdo de 100 mM de

NaCl, apds sete dias de tratamento. Médias (6 erro padréo) seguidas da mesma letra
nao diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras mailusculas
comparam as cultivares, em um mesmo tratamento, e as minusculas comparam o0s
tratamentos, na mesma cultivar, (n = 3).

28



As plantas controle das duas cultivares nao diferiram entre si quanto
aos teores de ascorbato reduzido (Asc), desidroascorbato (DHA), ascorbato
total (Asc + DHA) e quanto a razédo Asc/DHA (Quadro 5).

A cultivar AGN 3150 nao apresentou alteragdes nos teores de
ascorbato total, quando submetida ao estresse por NaCl. No entanto, o teor
de desidroascorbato foi reduzido em aproximadamente 30%, o que resultou
num aumento consideravel da razdo Asc/DHA.

Na cultivar BR 106 observou-se reducdo dos teores de ascorbato
reduzido e total, porém, o teor de desidroascorbato ndao foi modificado.
Consequientemente, observou-se um decréscimo na razao Asc/DHA para

esta cultivar.

Quadro 5 — Teores de ascorbato reduzido (Asc), desidroascorbato (DHA),
ascorbato total (Asc+DHA) e razdo ascorbato reduzido/desidroascorbato
(Asc/DHA) em raizes de plantulas de duas cultivares de milho, submetidas
as concentracdes de zero e 100 mM de NaCl, apds sete dias de tratamento.

AGN 3150 (Tolerante) BR 106 (Sensivel)

Controle NaCl 100 mM Controle NaCl 100 mM

Ascorbato* 0,98 60,12 1,20 6 0,06 1,156 0,08 0,856 0,04
(Asc) Aa Aa Aa Bb

Desidroascorbato* 0,37 6 0,03 0,26 6 0,02 0,40 6 0,02 0,44 6 0,02
(DHA) Aa Bb Aa Aa

Ascorbato total* 1,356 0,11 1,46 6 0,04 1,55 6 0,05 1,29 6 0,05
(Asc + DHA) Aa Aa Aa Ab

Razao 2,74 6 0,49 4,80 6 0,59 2,94 6 0,34 1,96 6 0,15
Asc/DHA Ab Aa Aa Bb

* Dados expressos em pmol g'1 matéria fresca. Médias (6 erro padrao) seguidas da mesma
letra ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras mailsculas
comparam as cultivares, em um mesmo tratamento, e as minldsculas comparam o0s
tratamentos, na mesma cultivar, (n = 3).

29



As plantas controle das duas cultivares nao diferiram entre si quanto a
peroxidagao de lipideos nos tecidos radiculares (Figura 9). A exposi¢ao das
plantas ao estresse salino, contudo, aumentou significativamente o acumulo
de aldeido malbénico (MDA) apenas na cultivar BR 106 (aproximadamente

120%).
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Figura 9 — Peroxidagcdo de lipideos em raizes de plantulas de duas
cultivares de milho, submetidas a concentracido de 100 mM de NaCl, apds

sete dias de tratamento. Médias (6 erro padrao) seguidas da mesma letra néo diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras mailsculas comparam as
cultivares, em um mesmo tratamento, e as minusculas comparam os tratamentos, na
mesma cultivar, (n = 3).

30



4.3 — Efeito do Estresse Salino sobre a Peroxidagdao de Lipideos,
Atividade Respiratoria e Potencial Elétrico Transmembrana (A¥)

em Mitocondrias Isoladas de Raizes

O acumulo de aldeido malénico (MDA) em mitocéndrias isoladas de
raizes das plantas controle foi similar nas duas cultivares (Figura 10). O
tratamento com NaCl resultou em aumento significativo do teor de MDA

apenas para a cultivar BR 106 (aproximadamente 88%).
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Figura 10 — Peroxidacao de lipideos em mitocdndrias isoladas de raizes de
plantulas de duas cultivares de milho. As plantulas foram submetidas as

concentracdes de zero e 100 mM de NaCl, durante sete dias. Médias (6 erro
padréo) seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo
teste F. Letras mailsculas comparam as cultivares, em um mesmo tratamento, e as
minusculas comparam os tratamentos, na mesma cultivar, (n = 3).
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As taxas de consumo de oxigénio em mitocdndrias isoladas de raizes
de plantas controle foram similares, tanto no estado 3 como no estado 4
(Figura 11). A exposicdo ao estresse salino ndo resultou em alteracdo
significativa no consumo de oxigénio no estado 3 para a cultivar AGN 3150,
mas causou aumento de aproximadamente 30% deste consumo no estado
4. Diferentemente, para a cultivar BR 106, o tratamento com NaCl acarretou
reducdes significativas (cerca de 50%) das taxas respiratérias em ambos os

estados.
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Figura 11 — Consumo de oxigénio nos estados 3 e 4 em mitocéndrias
isoladas de raizes de plantulas de duas cultivares de milho, submetidas as
concentracdes de zero e 100 mM de NaCl, apds sete dias de tratamento.
Médias (6 erro padrado) seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste F. Letras maiusculas comparam as cultivares, em um mesmo
tratamento, e as mindsculas comparam os tratamentos, na mesma cultivar, (n = 3).
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Os coeficientes de controle respiratério (CR) também apresentaram
valores similares para ambas as cultivares na condigc&o controle (Figura 12-
A). A presencga de NaCl na solugao nutritiva ocasionou pequeno decréscimo
destes valores para as duas cultivares, porém esta redugéao foi significativa
somente pra a cultivar AGN 3150.

Os valores de razao ADP/O encontrados para as mitocondrias
isoladas da cultivar AGN 3150 foram superiores aos encontrados para a
cultivar BR 106, tanto na auséncia quanto na presenca de estresse salino
(Figura 12-B). Ambas as cultivares apresentaram reduc¢des significativas nas
razdes ADP/O, quando submetidas ao tratamento com NaCl, porém esse
decréscimo foi mais expressivo para a cultivar BR 106 (cerca de 23%) do
que para a cultivar AGN 3150 (cerca de 12%).

A capacidade de consumo de oxigénio pela via da citocromo c
oxidase, que foi semelhante para as duas cultivares na condi¢do controle,
apresentou forte reducdo (cerca de 51%) na cultivar BR 106, quando
submetida ao estresse salino, porém, permaneceu inalterada na cultivar
AGN 3150 (Figura 13). Por outro lado, a capacidade de consumo de
oxigénio pela via alternativa apresentou grande incremento (cerca de 92%)
na cultivar AGN 3150, em resposta ao NaCl, enquanto na a cultivar BR 106
nao houve diferenga significativa.

O consumo residual de oxigénio foi semelhante para as duas
cultivares na condigédo controle (Figura 13). O tratamento com NaCl causou
aumento do consumo residual de oxigénio apenas para a cultivar AGN 3150.
No entanto, na condicdo controle, as taxas de consumo residual
correspondiam a 3% da respiragdo no estado 4 para ambas as cultivares,
mas sob a condicdo de estresse, estas taxas se elevaram para 7% na
cultivar AGN 3150 e para 10% na cultivar BR 106.
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Figura 12 — (A) Coeficiente de controle respiratorio e (B) razao ADP/O em
mitocondrias isoladas de raizes de plantulas de duas cultivares de milho,
submetidas as concentracdes de zero e 100 mM de NaCl, apds sete dias de

tratamento. Médias (6 erro padréo) seguidas da mesma letra no diferem estatisticamente
a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras mailusculas comparam as cultivares, em um
mesmo tratamento, e as minusculas comparam os tratamentos, na mesma cultivar, (n = 3).
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Figura 13 — Consumo de oxigénio pelas vias da oxidase do citocromo c (Cit
c) e da oxidase alternativa (AOX) e consumo residual de oxigénio em
mitocondrias isoladas de raizes de plantulas de duas cultivares de milho,
submetidas as concentrac¢des de zero e 100 mM de NaCl, apds sete dias de

tratamento. Médias (6 erro padréo) seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente
a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras mailsculas comparam as cultivares, em um
mesmo tratamento, e as minusculas comparam os tratamentos, na mesma cultivar, (n = 3).
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O potencial elétrico transmembrana (AY) no inicio da avaliagéo era
similar para as mitocdndrias isoladas da cultivar BR 106 (203 mV) e para a
cultivar AGN 3150 (197 mV), quando as plantas ndo foram submetidas ao
estresse salino (Figura 14). Apds a fosforilagdo do ADP adicionado, o AY
atingiu valores superiores ao inicial e semelhantes nas duas cultivares. O
tratamento das plantulas com NaCl ndo alterou o AY inicial nas mitocéndrias
da cultivar AGN 3150, porém o reduziu fortemente na cultivar BR 106 (189
mV).

A primeira adi¢ao de acido linoléico resultou em leve decréscimo do
AY em todos as avaliagdes. Apos a segunda adicdo de acido linoléico, as
mitocdndrias isoladas das plantulas da cultivar AGN 3150, mantidas na
condicdo controle, apresentaram queda de aproximadamente 30 mV no AY,
enquanto as mitocdndrias oriundas de plantulas estressadas apresentaram
queda de cerca de 20 mV. O contrario foi observado para a cultivar BR 106,
enquanto as mitocéndrias isoladas das plantulas controle apresentaram
queda no AY de 19 mV apds a segunda adicdo de &acido linoléico, as
mitocondrias isoladas das plantulas estressadas apresentaram queda de 26
mV no AY. Ressalta-se que os valores de AY, no momento da adicido de
acido linoléico, ja se apresentavam bastante inferiores nas plantulas da

cultivar sensivel, tratadas com NaCl.
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Figura 14 - Variagdo do potencial elétrico transmembrana (AY¥Y) em
mitocondrias isoladas de raizes de plantulas de milho das cultivares AGN
3150 (A) e BR 106 (B). As plantulas foram submetidas as concentragdes de
zero e 100 mM de NaCl, durante sete dias. Setas indicam as adi¢cdes de: ADP 0,1

mM; acido linoléico 7 uM; BSA, albumina de soro bovino 0,1% (p/v). Os tragados s&o
representativos de trés repeti¢cdes, obtidas de trés preparagdes mitocondriais diferentes.
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5 - DISCUSSAO

5.1 — Tolerancia a Salinidade em Cultivares Comerciais de Milho

Diversos parametros tém sido utilizados como marcadores da
tolerancia e da sensibilidade ao estresse salino. Dentre estes, os parametros
de crescimento tém se mostrado os mais efetivos, principalmente o ganho
de massa seca (Willadino et al., 1999; Azevedo Neto & Tabosa, 2000; Katerji
et al., 2003; Silva et al. 2003). Segundo Magalh&es (1985), a produgao de
biomassa seria um dos parametros mais significativos para caracterizar a
tolerancia das plantas, pois € consequéncia da associagdao de varias
alteracgdes fisioldgicas decorrentes da exposigao ao estresse.

As cultivares estudadas apresentaram respostas diferenciadas a
salinidade, quanto a produgédo de massa seca (Figuras 1 e 2, Quadros 1 e
2). A cultivar BR 106 apresentou as maiores redugbdes na producgido de
biomassa das duas partes da planta. Em contrapartida, a cultivar AGN 3150
apresentou-se como a menos afetada, principalmente para o sistema
radicular, onde a porcentagem de redugdo de matéria seca foi de apenas
22% no tratamento com 100 mM de NaCl. A cultivar BR 106 apresentou uma
reducado de 28% no crescimento radicular, no tratamento com 50 mM de
NaCl, chegando a 48% no nivel mais elevado de salinidade. Redugbes
dessa magnitude sao relatadas na literatura, podendo atingir valores maiores

com o0 aumento da concentragdo de sal ou com o prolongamento do
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tratamento (Izzo et al., 1991; Saneoka et al., 1995; Willadino et al., 1999;
Azevedo Neto & Tabosa, 2000).

Observa-se, também, que a reducdo do crescimento na parte aérea
foi mais expressiva que no sistema radicular (Figuras 1 e 2). Este padréo é
observado na maioria dos resultados de literatura referentes a plantas de
milho (Willadino et al., 1999; Azevedo Neto & Tabosa, 2000). Os autores
acreditam que isto se deve a um ajustamento osmotico mais rapido e a uma
perda de turgor mais lenta das raizes, quando comparadas com a parte
aérea. Ademais, o decréscimo do crescimento radicular significa que menor
volume de solo estaria disponivel para a absor¢do de agua e nutrientes.
Desta forma, a manutencado da capacidade de crescimento das raizes pode
ser considerada uma caracteristica importante para a tolerancia das plantas
em condicdes de alta salinidade.

O extravasamento de eletrélitos pode ser um indicativo da injuria
causada a plasmalema em condigdes de alta salinidade, seja pelo
deslocamento do Ca?*, devido ao excesso de Na*, ou pelas agressdes
oxidativas aos lipideos e proteinas. Assim, o maior extravasamento de
eletrdlitos apresentado pela cultivar BR 106 sugere que esta cultivar seja
mais sensivel ao estresse salino, enquanto a cultivar AGN 3150 se
apresenta como a mais tolerante.

Em funcdo desses resultados, entre as cultivares estudadas, foram
selecionadas a cultivar BR 106, com sendo a mais sensivel, e a AGN 3150,

como a mais tolerante ao estresse salino.

5.2 — Enzimas Antioxidantes, Teores de Ascorbato e Peroxidacao de

Lipideos no Sistema Radicular

De maneira geral, a exposicdo ao estresse salino resultou em
alteracdes diferenciadas nas atividades das enzimas nas duas cultivares
analisadas. O aumento da atividade de SOD apresentado pela cultivar AGN
3150 indica maior capacidade de degradagao dos radicais O;" ", na situagao

de estresse salino, o que deve estar relacionado com sua maior tolerancia a
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salinidade (Figura 05). O incremento da producdo de radicais O," ™ tem sido
amplamente demonstrado como resultado da exposicao das plantas a varios
tipos de estresses abioticos (Mittler, 2002), inclusive o estresse salino
(Hernandez et al., 1993).

Aumento da atividade de SOD tem sido demonstrado em cultivares
tolerantes a salinidade de varias espécies, tanto em folhas (Gosset et al.,
1994; Hernandez et al. 2000) como em raizes (Shalata et al., 2001). Em
milho, entretanto, Azevedo Neto et al. (2006) observaram diminuicdo na
atividade de SOD nas raizes de uma cultivar tolerante submetida ao
estresse salino, porém, o decréscimo na atividade dessa enzima na cultivar
sensivel foi mais acentuado. Os dados do presente trabalho permitem inferir
que a cultivar tolerante apresenta maior capacidade de remoc¢ao dos radicais
02" " na condigao de estresse, em comparagdo com a cultivar sensivel.

O produto da atividade da SOD ¢é o H,O,, que também é muito tdxico
para as células, mas pode ser eliminado por reagdes espontaneas ou
catalisadas por peroxidases e, ou catalases. Eventualmente, os radicais O," "
e 0 H,O, podem ser utilizados como substratos para a reagao de Haber-
Weiss, produzindo OH®, considerado o radical mais reativo e danoso para as
macromoléculas (Bowler et al., 1992). Portanto, a coordenagao adequada
das atividades das SOD, CAT e peroxidases € fundamental para manter sob
controle a producgéo do radical OH".

Neste contexto, espera-se que o aumento da atividade de SOD seja
seguido pelo aumento das atividades das enzimas removedoras de H,O»
(Foyer & Noctor, 2005). Embora a atividade de CAT nao tenha sido alterada
pela salinidade, a atividade de APX foi fortemente aumentada na cultivar
tolerante (Figuras 06 e 07). A cultivar sensivel, por outro lado, n&o
apresentou alteragcdes significativas na atividade de APX, enquanto a
atividade das CAT foi reduzida na presenca do estresse. Estes resultados
indicam que, além de apresentar melhor prote¢do contra o O’ ", isto &, maior
atividade de SOD, a cultivar tolerante apresentou, também, maior
capacidade de remocéao de H,O,, quando submetida ao estresse salino.

A atividade de APX tem como produtos a agua e o

monodesidroascorbato (MDHA), o qual sofre dismutacdo espontanea,
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rendendo desidroascorbato (DHA) (Nakano & Asada, 1981). Todavia, o
aumento da atividade de APX na cultivar tolerante foi acompanhado por
diminuicdo da concentragédo desidroascorbato (Quadro 5). Estes resultados,
embora paregcam conflitantes, devem-se, provavelmente, ao aumento na
atividade de GR, também apresentado por esta cultivar (Figura 8). A
atividade desta enzima resulta na producédo de glutationa reduzida (GSH),
que pode ser utilizada como doadora de elétrons pela redutase do
desidroascorbato (DHAR) para a regeneragédo do ascorbato a partir do DHA.
Da mesma maneira, o decréscimo na atividade de GR na cultivar sensivel
poderia justificar a diminuicdo do teor de ascorbato reduzido apresentado
por esta cultivar. Cabe ressaltar, porém, que existe a possibilidade de
regeneragao do ascorbato diretamente a partir do monodesidroascorbato,
pela atividade da redutase do monodesidroascorbato (MDHAR), que utiliza
NADPH como fornecedor de elétrons. No entanto, como as atividades de
DHAR e MDHAR néao foram avaliadas neste trabalho, a contribuicido relativa
do ciclo ascorbato-glutationa na resposta das cultivares a salinidade nao
pdde ser completamente esclarecida.

Paralelamente, a glutationa reduzida (GSH) pode doar elétrons
diretamente para intermediarios reativos de oxigénio, como o OH®,
produzindo H,O e glutationa oxidada (GSSG), a qual é convertida a GSH
pela atividade de GR, com o consumo de NADPH (Bray et al., 2000). Desta
forma, o aumento da atividade de GR na cultivar tolerante e a diminuicéo na
cultivar sensivel indicam uma diferenga na capacidade de regeneragao de
GSH entre as mesmas, sugerindo que a cultivar tolerante possua maior
eficiéncia na remogado de intermediarios reativos de oxigénio pela via da
glutationa, em comparagdo com a cultivar sensivel. A determinagcdo da
concentragdo de glutationa, bem como de seu estado redox, forneceria
indicios mais relevantes a esta suposi¢do. No entanto, estes parametros
também nao foram determinados no presente trabalho.

A reducao do teor de ascorbato total na cultivar BR 106 também pode
ser um fator relacionado com sua sensibilidade ao estresse salino (Quadro
5). O ascorbato € um componente ndao enzimatico muito importante para o

sistema antioxidativo das plantas, pois pode reagir diretamente com O" ’,
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OH" e '0,, e também participa da reciclagem do a-tocoferol, dentre outras
fungdes (Smirnoff & Wheeler, 2000). No entanto, alguns autores ressaltam
que a integragdo entre a biossintese, regeneracdo e degradagao do
ascorbato, em resposta a estimulos ambientais € muito complexa (Leonardis
et al., 1995; Munné-Bosch & Alegre, 2003; Lorence et al., 2004). Ostergaard
et al. (1997) demonstraram que a ultima etapa da biossintese do ascorbato é
catalisada pela enzima desidrogenase da galactono-y-lactona (GLDH), que
oxida a galactono-y-lactona (GL) utilizando citocromo ¢ como aceptor de
elétrons. Posteriormente, Bartoli et al. (2000) confirmaram a localizagéo da
GLDH na membrana mitocondrial interna, e demonstraram que a restricao
ao fluxo de elétrons entre os complexos lll e IV inibe a sintese de ascorbato,
devido ao alto grau de redugdo do “pool” de citocromo c. Portanto, a
diminuicdo do conteudo de ascorbato apresentado pela cultivar sensivel
pode estar relacionada com o forte decréscimo da atividade respiratoria,
induzido pela salinidade nas mitocondrias isoladas desta cultivar (Figuras 11
e 13). Estes resultados reforgam a opinido de outros autores que sugerem
melhor investigacdo da atividade da GLDH em estudos relacionados ao
estresse salino (Mittova et al., 2004a).

A produgdo de aldeido maldnico (MDA), em decorréncia da
peroxidagcao de lipideos, tem sido utilizada como indicativo dos danos
oxidativos sofridos pelos tecidos vegetais (Gutteridge & Halliwell, 1990).
Assim, como mostrado na literatura (Hernandez & Almansa, 2002; Azevedo
Neto et al., 2006), o aumento do acumulo de MDA nas raizes da cultivar
sensivel (Figura 9) indica menor protecdo desta cultivar contra danos
oxidativos sob estresse salino. Por outro lado, a manutengcdo dos niveis
baixos de peroxidacdo de lipideos, apresentada pela cultivar tolerante
(Figura 9), sugere maior eficiéncia dos seus mecanismos de eliminagao de
radicais livres. Esses resultados, portanto, corroboram aqueles relacionados

as enzimas antioxidativas e ao extravasamento de eletrélitos.
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5.3 — Atividade Respiratéria, Potencial Elétrico Transmembrana (A¥) e

Peroxidacao de Lipideos em Mitocondrias Isoladas de Raizes

A capacidade de consumo de oxigénio pela rota alternativa em
mitocondrias isoladas das plantas controle representou 18% da atividade
respiratoria no estado 4 (Figuras 11 e 13). O tratamento com NaCl elevou a
participagdo percentual da rota alternativa para 26%, apenas na cultivar
tolerante, indicando que a atuacdo da AOX pode explicar o menor
acoplamento observado nas mitocéndrias desta cultivar. Jolivet et al. (1990)
também observaram aumento da atividade da AOX em mitocondrias
isoladas de plantas de cevada tratadas com NaCl e relacionaram esse
aumento com a aclimatagao das plantas ao estresse salino. Segundo Mgller
(2001), a atuacdo de elementos dissipadores de energia nas mitocéndrias
vegetais € indispensavel para a prote¢cdo contra a produgcdo de
intermediarios reativos de oxigénio em condi¢cdes adversas, bem como para
o controle do metabolismo energético da célula. A oxidase alternativa pode
desviar os elétrons que fluem na cadeia respiratéria e utiliza-los para reduzir
o O; a Hy0O. Assim, além de diminuir os niveis de ubiquinona reduzida, a
AOX também diminui os niveis de O, substrato para a produgdo de
intermediarios reativos de oxigénio, na organela (Maxwell et al., 1999;
Mittler, 2002). Portanto, os resultados sugerem que o aumento da atividade
da AOX na cultivar AGN 3150, induzido pelo estresse salino, pode estar
relacionado com a maior tolerancia desta cultivar a este estresse.

Em mitocéndrias isoladas de plantulas de milho, Hamilton &
Heckathorn (2001) observaram que o NaCl promoveu forte redugdo na
oxidacdo de succinato pelo complexo Il. No presente trabalho, o succinato
foi utilizado como substrato respiratério. Portanto, a reducdo na capacidade
de consumo de oxigénio, apresentada pelas mitocdndrias da cultivar BR
106, pode estar relacionada ao efeito toxico dos ions Na* e ClI” absorvidos
pelas plantulas. Em adi¢cdo, Pastore et al. (2002) relataram que os anions
superoxidos causaram danos ao transporte de succinato através da
membrana interna mitocondrial. Como p&de ser observado (Figuras 5a 9 e

Quadro 5), a cultivar BR 106 apresentou menor eficiéncia na atividade de
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remocgao de espécies reativas de oxigénio, na condigado de estresse. Deste
modo, os danos oxidativos, causados pelo estresse salino, também podem
estar relacionados com os prejuizos a atividade respiratéria apresentados
pela cultivar sensivel.

A exposicao ao estresse salino causou a reducio do potencial elétrico
transmembrana (AY¥), apenas na cultivar sensivel (Figura 14). Esse
resultado pode estar relacionado com uma menor ejecdo de protons pela
cadeia respiratoria, evidenciada pela redug¢ao da capacidade de consumo de
oxigénio apresentada pelas mitocondrias isoladas dessa cultivar (Figura 11).
Schwarz et al. (1991) observaram que mitocéndrias isoladas de células em
suspensao de tabaco, adaptadas a meio salino, mantinham a capacidade
fosforilativa e o consumo de oxigénio, o0 que ndo ocorria nas células nao
adaptadas.

A redugdo do AY em mitocOndrias isoladas da cultivar tolerante,
causada pela adicdao de acido linoléico, foi mais lenta e menos intensa
quando as plantulas foram submetidas ao estresse salino (Figura 14). Esse
resultado indica que a atividade da proteina desacopladora (CPU) foi
reduzida pelo estresse salino, nesta cultivar. Contrariamente, a maior
reducdo do AY, na presenga de acido linoléico, na cultivar sensivel sugere
aumento na atividade da UCP, quando exposta ao estresse salino. Em
mitocdndrias isoladas de plantulas de trigo, Trono et al. (2004) observaram o
aumento da atividade da UCP em plantulas tratadas com NaCl. Estes
autores sugerem que o aumento da atividade da UCP pode estar
relacionado com a tolerancia ao estresse, pois esse aumento também foi
capaz de reduzir a produgao de radicais superéxidos. Da mesma forma,
outros estudos tém sugerido que a participacdo da UCP é importante para a
defesa celular contra o estresse oxidativo (Pastore et al., 2000; Brandalise et
al., 2003), o que torna os resultados observados contrarios as expectativas
relacionadas a atuacado da UCP sob condigdes de estresse salino.

Adicionalmente, Smith et al. (2004) propuseram um modelo para a
participacdo da UCP na modulagédo do balango energético nas mitocéndrias.
Neste modelo, o 4-hidroxi-2-trans-nonenal, produto resultante da

peroxidagcdo de lipideos desencadeada por intermediarios reativos de
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oxigénio, € a molécula ativadora da condutancia a prétons promovida pela
UCP. Segundo esses autores, um AY elevado leva ao aumento na produgéo
de ROIs e, consequentemente, a producao de 4-hidroxi-2-trans-nonenal e a
ativacao da UCP. Desta forma, a elevada condutancia a prétons reduz o AW,
diminuindo a produgéo de ROIls e aliviando a restricdo termodinamica sobre
o fluxo do ciclo dos acidos tricarboxilicos. No presente trabalho, observou-se
o0 aumento da peroxidagao de lipideos apenas nas mitocondrias da cultivar
sensivel (Figura 10), o que pode explicar o aumento da atividade da UCP
nessa cultivar. Todavia, a atividade da UCP aparentemente nao contribui

para a tolerancia a salinidade na cultivar tolerante.
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6 — CONCLUSOES

As plantulas das cultivares AGN 3150 e BR 106 apresentaram
sensibilidade diferenciada ao estresse salino. A cultivar AGN 3150 foi mais
tolerante, enquanto a cultivar BR 106 foi mais sensivel ao estresse salino.

O aumento da raz&o ascorbato/desidroascorbato e das atividades das
enzimas dismutase do superoxido, peroxidase do ascorbato e redutase da
glutationa indicam que a maior eficiéncia da cultivar AGN 3150 na remogao
de intermediarios reativos de oxigénio pode ser parte do seu mecanismo de
tolerancia ao estresse salino.

A manutencdo da atividade da cadeia respiratéria € 0 menor grau de
acoplamento promovido pela oxidase alternativa, nas mitocdndrias da
cultivar AGN 3150, também podem contribuir para a maior tolerancia desta
cultivar ao estresse salino.

Os dados obtidos, referentes a proteina desacopladora, ndo permitem
relacionar a sua atividade com a maior tolerancia da cultivar AGN 3150 ao

estresse salino.
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