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ESTRESSE OXIDATIVO EM TRIGO CAUSADO POR DIFERENTES
DISPONIBILIDADES DE FOSFORO EM SOLUCAO HIDROPONICA'

Autora: Leticia Simionato Tonello
Orientadora: Carla Andrea Delatorre

RESUMO

O fosforo (P) ¢ um dos elementos mais importantes para o desenvolvimento das
plantas. Entretanto, sabe-se que a sua disponibilidade ¢ prejudicada muitas vezes pela
presenca de substancias quelantes no solo que o indisponibilizam para o uso. O objetivo
do trabalho foi estudar o estresse oxidativo causado por diferentes concentragdes de P
em duas cultivares de trigo, Toropi, tolerante a deficiéncia, ¢ Anahuac, sensivel a
deficiéncias de P. As plantulas foram crescidas sob condi¢ao hidropdnica com 0 uM,
100 uM, 500 uM e 1000 uM de KH,PO,, apds 10 dias de tratamento, raizes e parte
aérea foram coletadas. Foram analisadas as enzimas catalase (CAT), glutationa redutase
(GR) e ascorbato peroxidase (APX); quantificado o contetido de acido ascorbico (AsA)
e tiois ndo protéicos (NPSH) e os niveis de clorofila A, B e carotendides. O estresse
oxidativo foi verificado através do teor de malonaldeido (MDA), que avalia os niveis de
peroxidagdo lipidica, e do teor de peréxido de hidrogénio (H,0O;) e superoxido. Toropi e
Anahuac apresentaram diferengas quanto a producao de espécies reativas de oxigénio
quando expostas as situagdes de deficiéncia de foésforo. Houve incremento na producgao
de H,O, na parte aérea de Anahuac, e de superoxido apenas para Toropi com o aumento
da disponibilidade de P. A peroxidacado lipidica mostrou-se muito superior nas folhas de
Toropi, especialmente nas condi¢des extremas de P. Por outro lado nas raizes somente
Anahuac mostrou aumento da peroxidagdo com o aumento da disponibilidade de P. E
possivel que niveis muito baixos de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas raizes, em
decorréncia da auséncia de P, afetem negativamente o crescimento da raiz de Anahuac.
Quanto aos pigmentos cloroplastidicos, o contetdo de clorofila B e carotendides foram
similares e o contetido de clorofila A foi constante. O contetido de AsA foi amplamente
superior nas raizes em comparacdo com as folhas para Toropi e Anahuac e 0 mesmo
padrao de producdo de NPSH foi observado para as duas cultivares. Os resultados
obtidos sugerem que aumento na disponibilidade de P, causa aumento na producao de
EROs, o qual ¢ contra-atacado por incremento na atividade de enzimas antioxidantes,
GR e APX, e pelo aumento na producdo de carotenodides e clorofila B em Toropi.
Anahuac responde ao estresse oxidativo causado pela maior disponibilidade de P via
aumento da atividade de catalase, porém nao eficientemente, uma vez que os niveis de
peroxidagdo de lipideos se elevam.

! Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (54p.) Agosto, 2011.
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OXIDATIVE STRESS IN WHEAT CAUSED BY DIFFERENT AVAILABILITIES
OF PHOSPHORUS IN HIDROPONICS'

Author: Leticia Simionato Tonello
Adviser: Carla Andrea Delatorre

ABSTRACT

Phosphorus (P) is one of the most important nutrients for plant growth.
However, it is known that its availability is often hampered by the presence of chelating
substances in the soil, which turns it unavailable. In order to study the oxidative stress
caused by different concentrations of P in two cultivars of wheat, Toropi (tolerant) and
Anahuac (sensitive to P deficiency), seedlings were grown under hydroponic conditions
with 0 uM, 100 uM, 500 uM e 1000 uM de KH,POy, after 10 days of treatment, roots
and shoots were collected. The activity of antioxidative enzymes, catalase (CAT),
glutathione reductase (GR) and ascorbate peroxidase (APX) were analyzed, the content
of ascorbic acid (AsA) and non-protein thiols (NPSH) chlorophyll A, B and carotenoids
were quantified. Oxidative stress was verified by the content of malonaldehyde (MDA),
which assesses the levels of lipid peroxidation, also hydrogen peroxide and superoxide
were quantified. Toropi and Anahuac showed differences in the production of reactive
oxygen species when exposed to phosphorus deficiency. There was an increase in the
production of H,O, in the shoot of Anahuac, and of superoxide for Toropi when P
availability was increased. Lipid peroxidation was found to be much higher in the
leaves of Toropi, especially in the extreme conditions of P, on the other hand, in the
roots only Anahuac showed increase in lipid peroxidation with increase in P
availability. It is possible that very low levels of reactive oxygen species (ROS) in the
roots, due to the P starvation, negatively affect root growth of Anahuac. The content of
chlorophyll B and carotenoids were similar and the chlorophyll A content was constant.
The AsA content was far greater in the roots than in the leaves for both cultivars and a
similar pattern of NPSH production was observed. The results suggest that increase in P
availability, induces ROS production, which is counteracted by increased activity of
antioxidant enzymes, GR and APX, and higher content of carotenoids and chlorophyll
B in Toropi. Anahuac responded to the oxidative stress caused by higher P availability
by increasing catalase activity, but not efficiently, since the levels of lipid peroxidation
also increased.

' Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (54p.) August, 2011.
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1 INTRODUCAO

As plantas cultivadas precisam de condi¢des ideais de ambiente para que
desenvolvam o seu potencial. Entretanto, normalmente sdo submetidas a situagdes
adversas durante o seu crescimento ¢ desenvolvimento. Entre estas condi¢des, encontra-
se a limitacdo de fosforo. Os solos brasileiros, de uma forma geral, apresentam baixa
disponibilidade de fosforo (P). Praticas de manejo que amenizam este problema, como a
adubacdo fosfatada, sdo normalmente realizadas, apesar de apresentarem alto custo (Ben
& Dechen, 1996). Sabe-se, no entanto, que as fontes de P sdo esgotaveis e que a
presenca de aluminio no solo reduz a disponibilidade de P por formar com este um
precipitado. Atualmente, a pratica da calagem superficial, permite que aluminio téxico
permanega acessivel apds os primeiros 20 cm de solo.

O P ¢ um dos nutrientes mais importantes para o desenvolvimento das plantas,
compde moléculas como acidos nucléicos, fosfolipideos e ATP. A deficiéncia de P
influencia o metabolismo do carbono e seus produtos, como a secre¢do de acidos
organicos das raizes e a acimulo de amido na parte aé¢rea (Fukuda et al., 2007).

Dentro de um cenario propicio para o desenvolvimento das plantas, sabe-se que
estas estdo adaptadas a viverem sob certos niveis de espécies reativas de oxigénio.
Entretanto, um actimulo destas nos tecidos pode levar a morte celular (Forman et al.,
2010; Carvalho et al., 2011). Em casos de toxicidade causada pelas espécies reativas de

oxigénio, as plantas possuem um sistema complexo com objetivo de minimizar estes



efeitos deletérios. Para isso dispdem de mecanismos antioxidantes enzimaticos € ndo
enzimaticos. As clorofilas B e os carotenodides também exercem fungdo de protegdo as
plantas em situagdes de estresse oxidativo (El-Shabrawi et al., 2010; Mittler et al.,
2008).

As cultivares de trigo, Toropi e Anahuac sdao consideradas tolerante e sensivel a
deficiéncia de P, respectivamente (Da Silva, 2007). A deficiéncia nutricional ao afetar o
metabolismo primario, gera incremento na producdo de espécies reativas de oxigénio.
Por outro lado, foi observado que em alta disponibilidade de P, hd o surgimento de nova
isoforma de superoxido dismutase (Espindula, 2009) sugerindo que o excesso de P
também possa induzir a formagdo de espécies reativas de oxigénio. Assim, a
caracterizacdo de cultivares contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia de P em
relacdo a indugdo de estresse oxidativo representa um importante passo para o estudo
dos mecanismos de tolerancia aos estresses nutricionais.

Buscando verificar o efeito da disponibilidade de P sobre a geragdao de espécies
reativas de oxigénio em cultivares de trigo contrastantes quanto a tolerancia de P
(Toropi e Anahuac) este trabalho foi proposto..

1.1 Objetivo principal

Analisar o estresse oxidativo sob diferentes concentragdes de fosforo (P) nas

cultivares de trigo, Anahuac e Toropi, em cultivo hidropdnico.

1.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o dano causado por espécies reativas de oxigénio via peroxidacao de
lipideos em plantulas cultivadas sob diferentes disponibilidades de fésforo (P) em

cultivo hidropdnico;

2. Quantificar carotendides e clorofilas em plantulas cultivadas sob diferentes

disponibilidades de fésforo (P) em cultivo hidroponico;



3. Quantificar as espécies reativas de oxigénio, superoxido e peroxido de
hidrogénio, em diferentes condi¢des de fornecimento de P em plantulas cultivadas em

cultivo hidropodnico;

4. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase,
glutationa redutase e catalase em diferentes condi¢des de fornecimento de P em

plantulas cultivadas em cultivo hidropdnico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica ira ilustrar de uma forma geral este trabalho atendendo
aos seguintes assuntos: cultura do trigo no Brasil, fésforo no solo, importancia do
fosforo para as plantas e por fim, a ocorréncia de estresse € a sua relagdo com a geragao

de espécies reativas de oxigénio nas plantas.

2.1 A cultura do trigo no Brasil

O trigo surgiu ha mais de 10 mil anos, na regido da Mesopotamia, chamada
“Crescente Fértil”. Suas espécies ancestrais ainda podem ser encontradas na sua regiao
de origem. Os achados arqueoldgicos indicam ter sido o segundo grao cultivado, apos a
cevada. Este cereal foi a cultura chave para o desenvolvimento da civilizagdo ocidental,
assim como o milho, na América. Seu cultivo permitiu que a espécie humana finalmente
abandonasse milhares de anos de caca e de coleta, fixando-se em povoados e
construindo cidades, desenvolvendo as profissdes, as artes e as ciéncias, gracas a
reserva das sementes armazenadas (Moraes-Fernandes, 2000).

O trigo cultivado Triticum aestivum é uma espécie hexaploide (2n=6x=42),
compreendendo trés genomas (AABBDD). Estudos comprovaram que o genoma A ¢
oriundo da espécies Triticum turgidum (AABB); o genoma B tem origem no Aegilops
speltoides e o D, no Aegilops tauschii (Wang et al., 1997; Dvorak et al., 1998). Segundo

classifica¢@o botanica, o trigo pertence a familia Poaceae. E uma planta autdgama, com



flores completas que, em condi¢des normais de cultivo, apresenta aproximadamente 5%
de taxa de fecundacdo cruzada. No Brasil, as espécies cultivadas apresentam hébito
primaveril e a grande maioria dos genotipos ¢ insensivel ao fotoperiodo
(Embrapa/CNPT, 2009).

Nos ultimos 30 anos, com melhorias genéticas e de manejo, o rendimento
mundial médio da cultura aumentou, passando de 1,9 toneladas para 2,9 toneladas por
hectare (Embrapa/CNPT, 2009). Na Unido Européia, o rendimento de trigo € superior a
4 toneladas por hectare (Figura 1). Mesmo assim, a quantidade produzida atualmente no
mundo, 647 milhdes de toneladas (USDA, 2011), representa apenas 57% do que sera
necessario em 2025. Sendo assim, ¢ clara a necessidade de estudos que envolvam a
interacdo entre a cultura do trigo e estresses bidticos e abidticos para que a
produtividade acompanhe o ritmo da demanda e consumo.

A partir de 1940, a cultura do trigo comegou a se expandir comercialmente no
Brasil, especialmente nos estados do Rio Grande do Sul e do Parana, mas continuou nao
sendo uma planta de facil adaptacdo. Desde aquela época, o rendimento e area plantada
tém passado por oscilagdes significativas, diferentemente da Argentina, onde as
condi¢des de solo e clima permitem aos produtores obter boas colheitas com custos
mais baixos. Mesmo assim, por meio do avanco do melhoramento genético e das
técnicas de cultivo, conseguiu-se aumentar o rendimento. No Brasil o rendimento
dobrou em 45 anos (Embrapa/CNPT, 2009). Porém, a produgdo ainda ndo ¢ suficiente
para atender o consumo da populagdo brasileira. Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) (2011), a safra 2010/2011 estd estimada em 5,8 milhdes de
toneladas de graos, enquanto o consumo ¢ de pouco mais de 10 milhdes de toneladas.
Com as novas cultivares, t€ém-se condi¢des técnicas para produzir a maior parte do trigo

necessario para suprir o consumo interno (Federizzi et al., 2005; Fanan et al., 2006).



Entretanto, questdes relacionadas a agricultura de precisdo e melhores praticas de
manejo ainda precisam ser mais adequadamente utilizadas. Somadas a isso, questdes de
alto custo de adubacdo ainda representam um ponto negativo na busca de atingir essa

producao necessaria.
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FIGURA 1. Produtividade de trigo no mundo nas ultimas décadas (Adaptado de
Canziani & Guimaraes, 2009).

2.2 O fosforo no solo

O fosforo (P) presente no solo, de interesse agrondmico ou ambiental, ¢
constituido por compostos derivados de acido ortofosfoérico e, menos comumente, de
pirofosfatos. A dinamica do P no solo estd associada a fatores ambientais que controlam
a atividade dos microorganismos, os quais imobilizam ou liberam os ions ortofosfato, e
as propriedades fisico-quimicas e mineraldgicas do solo. Assim, com o passar do tempo,
0s processos geoquimicos € bioldgicos transformam os fosfatos naturais em formas
organicas e inorganicas estaveis e transferem o P para os compartimentos do ambiente,
como, por exemplo, solo, agua, ar, sedimentos, biota, aqiliiferos e substincias de
residuos organicos e inorganicos (Santos et al., 2008). O P do solo pode ser classificado

em dois grandes grupos: fosforo inorganico (Pi) e fésforo organico, dependendo do



composto a que esta ligado. O Pi possui papel importante no metabolismo das células
vegetais. Porém, ¢ o mais inacessivel macronutriente em muitos ecossistemas, limitando
o crescimento das plantas (Abel et al., 2002).

Devido a estas questdes, busca-se criar novas cultivares que visem um melhor
aproveitamento do P no solo em alguns programas de melhoramento de trigo no Brasil.
Pesquisas tém demonstrado diferengas entre gendtipos quanto a tolerancia a baixos
niveis de P, quanto a eficiéncia na absor¢do e na sua utilizagdo e quanto a resposta a
adubacdo fosfatada (Fohse ef al., 1988). Grande parte da triticultura brasileira ¢
produzida em solos acidos, com elevado teor de aluminio (Al) trocavel ou soluvel e
baixa disponibilidade de P, acarretando niveis insatisfatorios de produtividade.
Experimentos em hidroponia com cultivares de trigo, centeio e triticale concluiram que
houve significativa diferenca no crescimento das plantas em solugdes com maiores
niveis de P, na presenca de Al. Nestes, as cultivares de trigo apresentaram um
crescimento superior as outras poaceas (Camargo & Felicio, 1987).

Nos sistemas agricolas onde a aplicacdo de P no solo ¢ necessaria para garantir
maior produtividade, a recuperacao pelas plantas do P aplicado ¢ baixa inicialmente,
porque, no solo, mais de 80% do P se torna imovel e indisponivel em razdo da
reabsor¢do, precipitagio ou conversdo para a forma organica (Holford, 1997). E
importante enfatizar que entre 20% e 80% do P no solo ¢ encontrado na forma organica,
onde o acido fitico ¢ o principal componente (Richardson, 1994). Abichequer et al
(2003) destacam que ha uma interagao triplice na eficiéncia de translocag¢do de P para a
parte aérea de plantas de trigo. Essa intera¢@o ocorre entre a absor¢ao, as caracteristicas
da cultivar e a qualidade do solo quanto aos niveis de P e de Al. A capacidade

diferencial de transloca¢do da cultivar Toropi, por exemplo, ocorre porque hd uma



retencdo de P nas raizes em condigdes de deficiéncia, priorizando o crescimento das
raizes em relagdo a parte aérea (Abichequer & Bohnen, 1998).

Sabe-se que a baixa fertilidade de solos acidos, caracterizados pela deficiéncia
de nutrientes como P, célcio (Ca) e magnésio (Mg) e presenga de substancias como Al e
manganés (Mn) em quantidades fitotoxicas, ¢ o principal limitante para a produgdo de
graos nas regides tropical e temperada do mundo (Von Uesckull & Mutert, 1995).
Somado a isso, houve aumento nos ultimos anos de atividades realizadas pelo homem
que contribuem para a poluigdo ambiental o que leva a um aumento nas chuvas acidas
(resultado da polui¢do industrial) e a nitrificagdo, apos a aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados (Mokolobate & Haynes, 2001). Sabe-se que as chuvas acidas afetam as
plantas negativamente pela diminuicao dos nutrientes no solo, deixam as plantas mais
vulnerdveis a ataques de doencas quando danificam suas camadas de protecdo, e
influenciam também, sua reproducdo e germinagao.

Os problemas relacionados ao aproveitamento de P nos solos acidos ocorrem
porque nesses solos ha a presenca de hidroxidos de ferro (Fe) e Al que possuem a
habilidade de adsorver o P e deixa-lo indisponivel para o uso das plantas. O mecanismo
de interacdo Al/P ¢ chamado de reacao de adsor¢ao-precipitacdo (Naidoo et al., 1978).
Essa interagdo resulta em sintomas de deficiéncia de P em plantas que sofrem toxidez
de Al (Foy, 1988).

2.3 O fosforo e sua importancia para as plantas

O fosforo (P) ¢ um importante macronutriente, responsavel por cerca de 0.2% do
peso seco da planta. E componente de moléculas-chave, como acidos nucléicos,
fosfolipideos e ATP. Consequentemente, as plantas ndo podem se desenvolver sem um
fornecimento adequado deste nutriente. O fosforo inorganico (Pi) estad envolvido

também em reacdes enzimaticas e na regulacdo de rotas metabolicas (Theodorou &



Plaxton, 1993). Depois do nitrogénio (N), o P ¢ o segundo mais frequente
macronutriente limitante para o crescimento vegetal. Entretanto, as culturas enfrentam
problemas para utilizar esse componente, principalmente pela baixa disponibilidade de
P nos solos brasileiros aptos ao cultivo, o elevado custo da adubagdo fosfatada e a sua
condi¢do de recurso natural ndo renovavel e escasso (Ben & Dechen, 1996). Se o
consumo de P continuar similar ao atual, prevé-se a utilizacdo completa das fontes com
alta qualidade de rochas fosfatadas em 60 a 90 anos (Yuan & Liu, 2008).

Entdo, quando o fornecimento de Pi ¢ limitado, as plantas desenvolvem maior
numero de raizes, na tentativa de aumentar a chance de capturar P do solo, hd uma
mobilizacdo de P das folhas mais velhas, ¢ uma diminui¢do nos estoques de P dos
vacuolos. Além disso, as micorrizas colonizam mais intensamente as raizes. Quando as
plantas tém um adequado fornecimento de P que ¢ absorvido em quantidades que
excedem a demanda, vdarios processos atuam na prevencdo do actimulo de
concentragdes toxicas de P. Esses processos incluem a conversao do P em componentes
organicos (como o acido fitico) e a redugao da captura de P de solugdes externas (Lee et
al., 1990). Qualquer um desses processos representa estratégias importantes para a
manutencao da homeostase intracelular.

Sabe-se que variedades de trigo tolerantes ao Al podem ser mais eficientes no
aproveitamento de P na presenca desse elemento. Diferencas entre variedades de trigo
quanto a eficiéncia no aproveitamento ou uso de P podem estar relacionadas com o
diferente grau de tolerancia dessas variedades a toxidez de Al, comum nos solos onde o
cereal ¢ cultivado no Brasil. A eficiéncia no aproveitamento de P resulta da eficiéncia
de absor¢do, de translocacdo e de utilizacdo deste nutriente (Baligar & Fageria, 1999).

As reacdes de adsorcdo e precipitagdo sdo caracterizadas pela perda de um

ortofosfato da solucdo do solo para a fase solida. O fosfato chega até as raizes por
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difusdo e a sua captura ¢ dependente das caracteristicas das raizes, que podem ser
capazes de explorar um maior volume de solo ou maximizar a absor¢do de ions de P
oriundos das particulas do solo. Para uma melhor captura do nutriente a vantagem
principal ¢ ter uma maior quantidade de raizes por unidade de solo. (Manske et al,
2000). Além disso, a geometria do sistema radicular e o nivel de excrecao de fosfatases
pelas raizes sdo caracteristicas importantes para melhorar a captura de P. Entdo, uma
estratégia para melhorar o aproveitamento de P ¢ elevar a atividade das fosfatases para
obter ou remobilizar fosfato inorganico de fontes organicas. Wang et al. (2009),
superexpressando um gene de arabidopsis, AtPAP15, em raizes de plantas de soja
obtiveram uma atividade 1,5 vezes maior de fosfatases nas raizes das plantas
transgénicas. Esse aumento na atividade das fosfatases acarretou significativa melhora
no aproveitamento do P e rendimentos maiores de soja em solos acidos.

Através de técnicas de protedmica, Fukuda et al. (2007) demonstraram, que a
deficiéncia de P geralmente influencia o metabolismo de carbono e seus produtos finais,
como a secrecdo de acidos organicos das raizes, a acumulagao de amido e as rotas para
a reciclagem interna de Pi.

Proje¢des para 2020 apontam para um aumento de 20% na demanda por
fertilizantes fosfatados em virtude do aumento na produgdao mundial de alimentos. Neste
cendrio, cultivares mais eficientes e responsivas ao fosforo sdo necesséarias (Manske et
al., 2000). Entretanto, hd dificuldades na selecio e melhoramento para eficiéncia e
aproveitamento de nutrientes em razdo de se definir o que ¢ eficiéncia. Diversos autores
descrevem a eficiéncia no uso de fosforo baseados em medidas de rendimento de
graos/unidade de P aplicado, rendimento de graos por unidade de P translocado para o

grao e concentragdo de P no grao, entre outras (Batten et al., 1984; Blair, 1993).
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A cultivar de trigo Toropi ¢ caracterizada por sua tolerancia a deficiéncia de P,
sendo utilizada como geno6tipo doador em programas de melhoramento (Ben & Dechen,
1996, Camargo & Felicio, 1987; Abichequer et al., 2003; Da Silva et al., 2008).
Resultados de experimentos obtidos por Ben & Dechen (1996), mostraram que em solos
com deficiéncia de P, a cultivar Toropi obteve producdo equivalente a 34% da massa
seca obtida na condi¢do de suprimento desse nutriente (massa seca=100%), enquanto
outros gendtipos alcancaram apenas 10% da producdo. J& a cultivar Anahuac ¢
conhecida como sensivel a deficiéncia de P (Da Silva, 2007).

2.4 Estresses em plantas e a geracio de espécies reativas de oxigénio

O termo estresse em plantas normalmente gera muitas davidas, mas, de uma
forma ampla pode ser definida como: “Uma grande variedade de fatores biologicos e
ambientais que culturas agricolas e outras plantas estdo sujeitas diariamente, como ftrio,
seca, calor, competi¢do, exposi¢do a substancias em quantidades fitotoxicas ou
deficiéncias nutricionais, insetos e doencas causadas por fungos, bactérias e virus”
(Lichtenthaler, 1996). Essa exposicdo a fatores bioldgicos impde uma condigdo
desfavoravel aos organismos afetados, podendo leva-los a uma condi¢do de crescimento
e desenvolvimento insuficiente.

As plantas produzem as espécies reativas de oxigénio (EROs) como produtos do
seu metabolismo aerdbico. Essa producdo aumenta em situagdes de estresse aerdbico ou
anaerobico, causando danos em compartimentos celulares (Moller & Sweetlove, 2010)
(Figura 2). As espécies reativas de oxigénio podem ser produzidas em reagdes ocorridas
nas mitocondrias, nos cloroplastos e nos peroxissomos, sdo extremamente reativas e
citotoxicas a todos os organismos (Scandalios, 1993) e sdo produtos intermediarios de

muitas reagdes metabolicas.
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FIGURA 2. Esquema com alguns iniciadores da geracdo de EROs (Espécies
Reativas  de Oxigénio) e algumas conseqiiéncias biologicas do estresse
oxidativo que podem resultar em morte celular. Adaptado de Scandalios
(2005).

O oxigénio, em seu estado natural, ndo € reativo, porém no metabolismo
aerdbico ocorre a formacgdo de espécies reativas de oxigénio, como os superoxidos (O,
), peroxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxil (OH) e oxigénio ‘“singlet” (Oy).
estimando-se que 1% do consumo total de O, de um tecido vegetal participe da
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Moller, 2001). As EROs sao
necessarias para o desenvolvimento das plantas, mas, em elevadas concentragdes,
reagem com lipideos, proteinas, pigmentos e acidos nucléicos, causando danos as
membranas ¢ inativagdo de enzimas, prejudicando a viabilidade celular (Gratdo et al.,
2005).

Um aumento significativo na produgao de espécies reativas de oxigénio leva a

peroxidacdo lipidica (Panda & Parta, 1997). As espécies reativas de oxigénio sao

produzidas nas células como um produto intermediario durante a reducao de O, para
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H,0 e degradam importantes componentes celulares por inducao do estresse oxidativo
(Dietz et al.,1999).

Em relacdo a fotossintese, ha trés tipos de processos que consomem O, nos
cloroplastos: a redugdo direta do oxigénio molecular pelo transporte de elétrons do
fotossistema I (PSI); a reacdo oxigenase da ribulose-1,5 bifosfato carboxilase-oxigenase
(RUBISCO) e a clororrespiracao. A ocorréncia de estresses que afetam estes processos
pode incrementar a formagdo de radicais livres. A presenca de oxidases alternativas
(AOX) nas mitocondrias ndo permite que ocorra elevada producdo de EROs durante o
processo respiratorio. Essas oxidases catalisam a redugdo tetravalente do O, por uma
ubiquinona. A AOX compete com o citocromo bc; por elétrons e, assim, ajuda a reduzir
EROs. A expressao de AOX ¢ induzida pelo aumento de H,O, (Wagner, 1995; Apel &
Hirt, 2004).

As plantas desenvolveram um complexo antioxidante para eliminar as espécies
reativas de oxigénio, como um mecanismo de auto-prote¢ao do ataque oxidativo. Estes
complexos incluem enzimas e antioxidantes de baixo peso molecular, como glutationa,
e carotenoides e outros componentes que tem um papel importante na sua sinalizagao
nas plantas (Vranova et al. 2002, Koca et al., 2006). Esta resposta ¢ variavel e depende
do tipo de planta e do estresse envolvido (Panda & Choudhury, 2005).

As enzimas antioxidantes como, catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR), ascorbato peroxidase (APx) e superoxido dismutase (SOD)
tém sido objeto de estudo em muitas espécies. A CAT tem papel importante na
conversao do H,O, em 4agua e oxigénio e estd localizada nos peroxissomos, sendo
também requerida para a detoxificagdo nas plantas (Panda & Choudhury, 2005). A
destoxificacdo via glutationa S transferase se da através da reacdo RX + glutationa

reduzida <=> HX + R-S-glutationa, onde em RX o R pode ser grupos alifaticos,
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aromaticos ou heterociclicos e o X radicais sulfato, nitrila, halido, todos ecles em
qualquer combinagao (Atkins ef al., 2003).

A alta inespecificidade permite a acdo contra varios elementos toxicos, 0s quais
sao complexados pela glutationa S-transferase. Ezaki et al. (2004) comprovaram o
aumento da expressao de dois genes de glutationa S transferase (A¢GST1 e AtGSTI11) de
arabidopsis, induzidos por Al. Aumento da quantidade de enzimas antioxidantes, como
lipoxigenase (LOX, EC 1.13.11.12) e na atividade de superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase (POD) e redugdo no conteudo de ascorbato (ASC) no éapice
de raizes de Cassia tora, foram observados em resposta ao Al (Wang & Yang, 2005).
Genotipos de milho tolerantes ao Al, apds 72 h de exposicao ao ion, apresentaram um
aumento da atividade da SOD nas raizes destas plantas. A presenga do Al induziu a
producao do radical superoxido o qual foi removido pela acdo da SOD (Giannakoula et
al., 2010). Em soja e arroz, esse mesmo efeito foi observado (Cakmak & Horst, 1991;
Meriga et al, 2004). Estas enzimas atuam na cascata de oxidacdo e anulam o poder
destrutivo das espécies ativas de oxigénio, preservando a integridade da célula (Noctor
& Foyer, 1998).

Nem sempre a producdo de EROs ¢ negativa. As plantas podem produzir

EROs como moléculas sinalizadoras, para controle de processos como mecanismo de
defesa apos ataque de patdogenos, morte celular programada e comportamento estomatal
(Apel & Hirt, 2004). De acordo com suas concentragdes, poderd ocorrer um efeito
sinalizador ou destrutivo de EROS (Gechev, 2006). Se ocorrer um efeito destrutivo, a
severidade do estresse oxidativo depende da capacidade das plantas produzirem
mecanismos de defesa (Noctor & Foyer, 1998).

Sabe-se que ha uma forte relagdo entre a exposi¢do a elementos toxicos e a

resposta oxidativa nas plantas. Isso se reflete na aclimatacdo das plantas em situagdes de
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exposicdo a esses elementos. E observado um aumento na atividade de enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase ou peroxidase, ¢ isso pode indicar que o
primeiro “efeito” da exposicdo de plantas a metais toxicos seja a geragao de espécies
reativas de oxigénio (EROS). A principal funcdo desses antioxidantes ¢ reduzi-las ou
elimina-las (Kochian et al., 2005; Naik et al., 2009).

A producdo de EROS nas plantas pode ser considerada um fendomeno natural.
Entretanto, o estresse oxidativo representa um desbalanco na homeostase levando a uma
super producao de EROS. Essa correlacdao entre estresses causados por quantidade de
substancias que se tornam toxicas para as plantas ja foi observada em inimeras espécies
(Naik et al., 2009).

Em linhagens contrastantes de milho quanto a tolerancia ao aluminio, foi
observado um aumento na peroxidagao da membrana lipidica acompanhada de uma
diminui¢do da atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
peroxidase (POD) na linhagem suscetivel quando exposta ao estresse causado por Al. Ja
nas linhagens tolerantes, as atividades de SOD e POD aumentaram e nao foi observado
mudangas quanto a peroxidagdo lipidica (Giannakoula et al., 2010). Em plantas de
cevada submetidas a um tratamento similar, a atividade da peroxidase também
aumentou (Tamas et al., 2003). Esses experimentos permitem concluir que a toxicidade
ao metal, no caso o aluminio, ¢ mediada pelo estresse oxidativo e que a melhor protecdo
contra os danos causados provém do aumento da atividade do sistema antioxidativo da
planta.

Plantas de milho, tomate e ervilha quando submetidas a estresse salino, também
tiveram aumento na atividade da SOD (Shalata et al., 2002; Ahmad et al, 2008; Tuna et

al., 2008). Em plantas de pepino, trigo e alfafa expostas a estresses por alta temperatura,
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o aumento na atividade da glutationa redutase, levou a acumulacao de glutationa,
conferindo-as tolerancia (Lee & Lee, 2000; Keles & Oncel, 2002; Vital ef al, 2008).

Plantas de arabidopsis cultivadas em condi¢cdes de baixa concentracdo de P
acumularam baixos niveis de ascorbato quando comparadas as plantas cultivadas na
suficiéncia de P. Sabe-se que o 4acido ascorbico detoxifica as espécies reativas de
oxigénio e estas, juntamente com o acido ascorbico, estdo envolvidas na regulacao de
processos afetados pela deficiéncia de P (Tyburski et al., 2010).

Genotipos de canola suscetiveis e tolerantes a deficiéncia de P quando
submetidos a essa situagdo apresentaram diferencas quanto a expressao de proteinas,
producao de biomassa e crescimento radicular. Quanto a formacao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), o gendtipo tolerante com maior capacidade de captura de fosforo
inorganico (Pi) e maior concentragdo de Pi nos tecidos sentiu uma menor pressdao de
EROs. Por outro lado, o gendtipo suscetivel sentiu uma maior pressao de EROs e uma
indugdo de lipoxigenases com func¢do na oxidagao lipidica (Yao et al, 2011).

A ocorréncia de severos estresses abidticos acarreta um aumento na
concentracdo de EROs nas células vegetais, o que, em geral ¢ prejudicial, visto que
provoca o inicio da peroxidacdo e destrui¢do de lipideos, acidos nucléicos e proteinas
(Yamaguchi & Shinozaki, 2006; Tabaldi et al., 2009). Sabe-se que ha diferencas quanto
a funcdo das EROs apos a ocorréncia de um estresse bidtico, durante o mecanismo de
defesa apds o ataque de um patdgeno, por exemplo; € um estresse abidtico. Durante o
ataque de um patdgeno, a inducdo de um receptor ativa oxidases localizadas na
membrana celular ou no apoplasto que irdo produzir radicais superdxidos (O), que sdo
altamente toxicos e podem ajudar a eliminar o patégeno invasor. Por outro lado, o
superoxido € rapidamente transformado em peroxido de hidrogénio, que, em contraste

com o superoxido, pode rapidamente atravessar a membrana plasmatica. Entdo, ha um
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aumento nos niveis intracelulares de EROs devido nao somente a sua producgdo
extracelular, mas também pelos mecanismos intracelulares de expulsao das EROs.

Durante o estresse abidtico, as enzimas eliminam as EROs e induzem a
diminui¢do da concentragcdo dos niveis toxicos de EROs intracelulares. Essa diferenca
nos estresses biotico e abidtico quanto ao funcionamento das EROS pode surgir pela
acdo de hormonios nos locais onde as EROS sao produzidas ou acumuladas durante a
ocorréncia do estresse (Mittler ef al., 1999; Apel & Hirt, 2004).

O estresse oxidativo acarretado por diferentes disponibilidades de fosforo nas
plantas nao ¢ objeto de muitos trabalhos. Buscou-se com este trabalho a obtencao de

dados referentes a essa hipotese ainda pouco difundida.



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos buscando em um primeiro momento
verificar se diferentes disponibilidades de P afetavam a ocorréncia de estresse oxidativo
em cultivares de trigo contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia de fosforo, para
tanto foram avaliados os danos causados as membranas via peroxidacao de lipideos. Em
seguida buscou-se determinar se havia diferenca na concentragao de algumas espécies
reativas de oxigénio. E por fim, avaliou-se a atividade de enzimas antioxidantes, bem

como de outros integrantes ndo-enzimaticos do sistema antioxidativo.

3.1 Material genético e local de conducido dos experimentos

Os genotipos de trigo utilizados foram Toropi (Frontana/Quaderna A//Petiblanco
8) e Anahuac (II 12300/Lerma Rojo), obtidos junto ao Banco de Germoplasma de
Trigo, mantido pela Embrapa Trigo/CNPT — Passo Fundo, (RS). Os experimentos
foram realizados nos laboratorios do Departamento de Plantas de Lavoura, da

Faculdade de Agronomia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2 Cultivo do material

As sementes dos genétipos Toropi, tolerante a deficiéncia de fosforo (P) e
Anahuac, sensivel a deficiéncia de P, foram desinfectadas em uma solugdo 4% de

hipoclorito de s6dio durante 3 minutos sob agitacdo continua, e apds, foram submetidas



19

a sucessivas lavagens em agua destilada. Apds a desinfecgao, estas foram distribuidas
em papel germinador e colocadas para germinar em camaras de crescimento, na
temperatura de 23°C (= 1°C) durante 72 horas. Apos esse periodo, por meio de corte
com lamina de bisturi, o endosperma foi removido das sementes (Figura 3). O
endosperma foi removido porque contém reserva de fosforo (P) que pode influenciar as

andlises posteriores (Da Silva, 2007).

FIGURA 3. Retirada do endosperma de plantulas de trigo apds 72 horas de
germinagdo. A) Plantula com endosperma nao retirado; B) Plantula com
endosperma retirado ao lado; C) Plantula de trigo pronto para ser
colocada em tratamento.

As plantulas que apresentaram tamanho semelhante de radicula
(aproximadamente 3 cm) foram selecionadas e distribuidas uniformemente em telas
plasticas adaptadas a recipientes plasticos com capacidade de 3L de volume (Figura 4)
de solucdo nutritiva (Tabela 1) com pH 5,8. A solugdo nutritiva dos recipientes foi
renovada a cada 48 horas, sendo o pH verificado em cada troca de solugdo, mantida sob
aeragdo continua e com temperatura de 21°C(£1°C). As plantulas foram mantidas sob
luz constante. Essas plantulas foram submetidas a solugdo nutritiva com 4
concentragdes de fosforo (0, 100, 500, 1000 uM), sendo o fésforo adicionado na forma

de KH,PO,, a cada 48 horas, durante 10 dias. Essas concentragdes foram definidas com
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base nos dados obtidos por Espindula (2009), que observou em 1000 uM de P, o
aparecimento de uma isoforma de superoxido dismutase (SOD) ndao presente na
auséncia de P, o que poderia indicar excesso do nutriente, bem como nos dados de Da
Silva (2007), que utilizou 0 uM como concentragdo de deficiéncia, e identificou 100
UM como condicao adequada de fornecimento de P. A concentragao de 500 uM foi

utilizada por ser uma concentracdo intermediaria entre 100 uM e 1000 pM.

FIGURA 4. Plantulas retiradas do papel germinador e distribuidas uniformemente nos
recipientes plasticos com solucdo nutritiva.

TABELA 1. Composicao da solu¢ao nutritiva: fontes minerais usadas e concentracao

final.
Componente quimico Concentragdo final do sal (mM)
Ca(NO:;),.4H,0 4
MgS0,.7H,0 2
KNO; 4
(NH,4),SO,4 0.4
MnSO,.1H,0 0,002
CuSO,5H,0 0,0003
ZnS0,4.7H,0 0,0008
NaCl 0,003
NaMoO,.2H,0 0,0001
H;BO; 0,01

GeoFe-6 0,009
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Os experimentos seguiram o delineamento experimental de blocos inteiramente

casualizados, com trés repetigdes para cada tratamento.

3.3 Analises enzimaticas

3.3.1 Extracao enzimatica

O tecido de raiz e parte aérea foi separado e pesado. A extracdo enzimadtica foi
conduzida sobre o gelo. As células de trigo foram homogeneizadas (2:1 volume de
tampao/ massa fresca) em mortar e pistilo, em 100 mM de tampao fosfato de potassio
(pH 7,5) contendo ImM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3mM de DL-
ditiotreitol e 5% (m/v) de PVPP insoluvel. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000
g por 30 min e o sobrenadante estocado em aliquotas separadas a —80°C, para as
analises enzimaticas.

3.3.2 Determinac¢io da concentracio de proteina

A concentracdo de proteina nas amostras foi determinada pelo método de
Bradford (1976), utilizando como padrdo curva calibrada por BSA (Bovine Sorum
Albumine). A absorbancia foi determinada em espectrofotometro ultravioleta-visivel,
modelo Spectronic Génesis II, em 595 nm.

3.3.3 Determinacao da atividade de catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada conforme proposto por Azevedo et al.
(1998), com pequenas modificagdes. A atividade da CAT foi avaliada em
espectrofotometro a 25°C em uma reagdo composta de 1 mL de tampao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 2,5 pL de solucdo a 30% (v/v) de H,O,, preparado
imediatamente antes do uso. A reacao foi iniciada pela adigao de 25 pL de extrato
vegetal e a atividade determinada pelo monitoramento de degradagdo de H,O, a 240 nm

com amostragem de 10 em 10 segundos durante 1 minuto, contra um branco livre de
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extrato vegetal. Os resultados foram corrigidos considerando o conteudo protéico das
amostras, a fim de normaliza-las.

3.3.4 Determinacio da atividade de glutationa redutase (GR)

A atividade da GR foi determinada conforme Azevedo et al. (1998). A atividade
da GR foi avaliada em espectrofotdometro a 30°C em reagdo composta de 1 mL de
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo ImM de 5,5”- ditiobis (&cido 2-
nitrobenzoico) (DTNB), 1mM de glutationa oxidada (GSSG) e 0,1 mM de NADPH. A
reacao iniciou pela adi¢ao de 50 puL de extrato enzimatico. A taxa de reducao da GSSG
foi acompanhada pelo monitoramento do aumento na absorbancia a 412 nm durante 1
min. Os resultados foram corrigidos considerando o contetido protéico das amostras, a
fim de normaliza-las.

3.3.5 Determinacio da atividade de ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asana (1981),
pelo monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato via leitura da absor¢do a 290 nm,
na temperatura de 30°C. O meio de reacao foi composto de tampao fosfato de potassio
80 mM (pH 7,0), 5 mM de ascorbato, ] mM de EDTA, 1 mM de H,0; ¢ 50 puL de
extrato enzimatico, em um volume total de 1 mL. A reacao foi iniciada pela adicao da
solucdao contendo ascorbato, previamente preparada. O decréscimo na absorbancia foi
monitorado a partir de 10 até 60 s do inicio da reag@o. Os resultados foram corrigidos
considerando o conteudo protéico das amostras, a fim de normaliza-las.

3.4 Analises de estresse oxidativo

3.4.1 Estimativa da peroxidacao de lipideos (Técnica TBARS)

Para a estimativa da peroxidacdo lipidica, utilizou-se a técnica descrita por El-
Mosahaty et al. (1993). Amostras de 0,8 g de de raizes e de parte aérea foram trituradas

separadamente, em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 8 ml de tampao fosfato de



23

citrato 0,2 mM (pH 6,5) com adi¢dao de Triton 0,5%. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 20.000 g durante 15 minutos a 4°C. Aliquotas de 1 ml dos
sobrenadantes foram adicionadas a 1 ml de uma solu¢do de acido tiobarturico (TBA)
0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v). Os tubos de ensaio foram cobertos com bolitas de vidro
a fim de evitar evaporagdo e as amostras foram incubadas em banho-maria a 95°C
durante 40 min. Apos o periodo de incubagdo, a reagdo foi paralisada, transferindo-se os
tubos de ensaio para banho de gelo durante 15 min. Posteriormente, foram
centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos e a absorbancia dos sobrenadantes
determinada a 532 nm. A absorbancia inespecifica a 600 nm foi medida e subtraida das
amostras. A concentracdo do complexo aldeido maldnico-TBA foi calculada usando o
fator de correcdo estimado a partir da curva de MDA.

3.4.2 Quantificacao de peréoxido de hidrogénio

Para quantificagdo do peroxido de hidrogénio utilizou-se o0 método descrito por
Loreto & Velikova (2001). Amostras de 0,25 g de raizes e de parte aérea,
separadamente, foram trituradas em nitrogénio liquido e, entdo, homogeneizadas em 5
ml de TCA 0,1%. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g, por 15 min, a 4°C,
coletando-se o sobrenadante. Aliquotas de 500 puLL do sobrenadante foram adicionadas a
um meio de reagdo constituido de 0,5 ml de tampao fosfato de potassio 10 mM ( pH
7,0) e 1 ml de KI 1M. A leitura de absorbancia foi determinada a 390 nm. O branco foi
preparado em paralelo e subtraido da amostra. As concentragdes de HO, nas amostras
foram estimadas com base em curva de calibracdo preparada com padrdes de H,O,,
utilizando um fator fixo de 0,54.

3.4.3 Avaliacio do teor de superodxido

Para a detec¢do do teor de superdxido utilizou-se o método baseado na redugao

do “nitro blue tetrazolium” (NBT) (Doke, 1983). Aproximadamente 100 mg de parte
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aérea de plantulas de trigo foram cortadas em fragmentos de Imm x 1mm e imersos em
tampao K-fosfato 10 mM ( pH 7.8) contendo 0.05% (w/v) NBT e 10mM de nitrato de
sodio (NaN3), mantidos por 1 hora em temperatura ambiente. Apos esse periodo, 2 mL
da solucdo foram aquecidos a 85°C por 15 minutos e resfriados rapidamente (gelo). A
densidade otica foi medida no comprimento de onda de 580 nm e o contetido de
superoxido expresso como Asgg PF (aumento da absorbancia a cada grama de peso
fresco (Kubis, 2008).

3.4.4 Extracao de clorofila e carotendides

Para extragdo de clorofila e carotenoides, utilizou-se o método de extragao de
clorofila sem maceragdo proposto por Hiscox & Israelstam (1979). Amostras de 0,07 g
de parte aérea foram transferidas para tubos de vidros graduados, incubados com 5 ml
de dimetilsulfoxido (DMSO) em banho-maria a 65°C por 30 min até o branqueamento
das folhas. Os tubos foram cobertos com bolitas de vidro para evitar evaporacao. Em
seguida, os tubos foram retirados do banho-maria ¢ o volume completado para 7 ml de
DMSO. O sobrenadante transferido para espectrofotometro e a leitura procedeu-se nos
comprimentos de ondas a 645, 663 ¢ 471 nm. Os teores de clorofilas e carotenoides
(mg/g de peso fresco) foram mensurados a partir das seguintes férmulas:
Clorofila a (mg/g PF) = {[( 11,75 x A663) — (2,35 x A645)]x 50}/500
Clorofila b (mg/g PF) = {[( 18,61 x A645) — (3,96 x A663)]x 50}/500
Carotenoides (mg/g PF) = {[(1000 x A470) — (2,27 x Conc.Clor.a) — (81,4 x
Conc.Clor.b)]/227 x 50}/ 500

3.4.5 Determinacio de Acido Ascérbico (AsA) e de tiois ndo-protéicos

(NPSH)
Foi homogeneizado 1g de tecido em uma solu¢do contendo 50 mM Tris-HCI

(pH 7,5) (1:5). As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min e, em seguida
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foi adicionado ao sobrenadante 4cido tricloroacético (TCA) 10% na proporcao 1:1 (v:v),
seguindo para uma nova centrifugacdo a 3000rpm durante 10 minutos para remocao de
proteinas.

A determinacao do acido ascérbico foi realizada conforme descrito por Jacques-
Silva et al.(2001). Aliquotas de 300uL foram incubadas a 37°C em um meio contendo
100pL de TCA 13,3%, 100pL de 4gua deionizada e 75uL de 1L 24-
dinitrophenylhydrazine (DNPH). A solucdo de DNPH foi composta por: 0,23% tiuréia,
0,27% CuSOy diluida em 49% H,SO4. Ap6s 3h, adicionou-se 500uL. de H,SO4 65% as
amostras e procedeu-se a leitura em espectrofotometro a 520 nm.

A concentracdo de tidis nao-protéicos foi mensurada a partir de aliquotas
contendo 400uL de amostra, 550uL de tampao fosfato de potassio 1u (pH 7,4) e 50uL
de DTNB. A absorbancia foi quantificada a 412 nm. Para o calculo da concentracao do
grupo de tidis ndo protéicos, foi utilizado o valor de uma curva de cisteina (Tabaldi et
al., 2009).

3.5 Analise estatistica

Os experimentos foram elaborados segundo o delineamento inteiramente
casualizado. Os dados foram submetidos a analise da varidncia e a comparagao entre as
médias foi realizada pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todos os testes

estatisticos foram realizados com o programa SAS (Statistical Analysis System).



4 RESULTADOS

4.1 Metabolismo antioxidativo

O metabolismo antioxidativo foi avaliado na parte aérea e nas raizes dos
genotipos Toropi (tolerante) e Anahuac (sensivel a deficiéncia de P) em diferentes
disponibilidades de P. A disponibilidade de P e o genotipo interferiram
significativamente nos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS), atividade de catalase
(CAT) e teores de clorofila B. A interacao triplice (tecido, dose de P e gen6tipo) nao foi
significativa para as caracteristicas avaliadas (Tabela 2). A dose de P mostrou
interferéncia significativa nos teores de peroxidacdo lipidica, conteudo de &cido
ascorbico, atividade de glutationa redutase e teor de clorofila B. O tecido vegetal (raiz
ou parte aérea) mostrou interferéncia significativa para as mesmas caracteristicas,
enquanto o geno6tipo (Toropi ou Anahuac) afetou a peroxidagdo lipidica, o conteudo de
tidis ndo protéicos e de acido ascorbico e a atividade da glutationa redutase B (Tabela

2).
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TABELA 2. Analise de variancia, com valores de probabilidade determinados
para o efeito dos fatores: dose de fosforo, 6rgao e genotipo.

Pr>F
Causas
Var(i1:gﬁo GL TBARS TIOIS AsA H,0, CAT APX GR O, CAROT. CLORB CLORA
Dosrfde 3 x NS * NS NS NS * NS NS x NS
Tecido 1 o NS Kk NS NS NS *% - - - -
Vegetal
Genotipo 1 ok * * NS NS NS ok * NS NS NS
DosePx 5 NS * NS NS NS NS NS - . - -
Tecido
Tecido x o NS NS NS NS NS ® . - - -
Genotipo
Genotipo 5 NS NS NS * NS NS NS NS x NS
x Dose P
Tecido x
DosePx 3 NS NS NS NS NS NS NS - - - -
Genotipo
C. V.
%) 21,5 20,9 17,5 36,6 228 280 43 569 16,7 10,6 37,48

AsA: Acido ascorbico; CAT: Catalase; APX: Ascorbato peroxidase; GR: Glutationa redutase; O, : Superédxido;
ClorA: Clorofila A; ClorB: Clorofila B; Carot.: Carotendides.
CV: Coeficiente de variagdo. Foi aplicado o teste Tukey.
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
- : Nao determinado
NS: Nio significativo

Houve correlagdo negativa (Tabela 3) entre a peroxidagdo de lipideos (TBARS)
e os niveis de acido ascorbico e positiva com os teores de superdxido. Ja os niveis de
acido ascorbico correlacionaram-se negativamente com a atividade da enzima glutationa
redutase. O teor de H,O; correlacionou-se positivamente com os teores de clorofila A .
Houve correlagdo positiva entre as enzimas GR e CAT. Os niveis de carotenoides
correlacionaram-se com os niveis de peroxidacao de lipideos e de H,O,. A clorofila A
correlacionou-se positivamente com H,0O,. O teor de carotendides correlacionou-se

positivamente com os teores de ambas as clorofilas, mas mais intensamente com a

clorofila B.
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TABELA 3. Coeficientes de correlagdao entre as diferentes analises relacionadas
ao metabolismo antioxidativo e pigmentos cloroplastidicos nos
gendtipos de trigo Toropi e Anahuac.

Pr>F
TBARS AsA H,0, Oy CAT ClorA ClorB GR CAROT
TBARS T ] 0347 | 006" | 04450 | 1o, [ oo, | 031 | g v, | 029
19748 | 0,027, 12

AsA * - NS - NS - - NS
-0,33 43 - 0.15% 0,237 0,08, 0,054 027, | 0427 -0,127%54
O L1 | oo, |- [012%% ] s, | 0465 | 016 | 0.19%% | 0,15,
0% * - NS - - - - NS
0,44 5, 0.23%,, 0,127 - 0.10%,, | 0.06%,, | 0,08, | 033, -0,04™,

CAT - - - - - - NS NS
0195, | 0,08, | 017, | 0.10%,, - 0218, | 0.11,, 0,125 | 0,067

ClorA - NS * - - NS NS *
0.02%5,, 0,054 | 0,46 54 0,065, | 021, - 0,384 | 0,174 | 0,48 4

ClorB NS - NS - - NS - o

0,30 0,16 0,38 - 0,84
24| 026, 2| 0,08, | 0.11%,, 24 0.03%5,, 2

AsA: Acido ascérbico; H,0,. Peréxido de hidrogénio; O, Superdxido; CAT:

Catalase; ClorA: Clorofila A; ClorB: Clorofila B; GR:Glutationa redutase; Carot:
Carotenoides.

*: significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

**: significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

NS: Nio significativo

Obs: Numeros subscritos representam a quantidade de valores utilizados na analise de correlacdo.

4.1.1 Analises enzimaticas

4.1.1.1 Atividade da enzima catalase (CAT)

O gendtipo Anahuac apresentou diferenca significativa na atividade da CAT
entre doses de P na parte aérea; sendo a maior atividade obtida na dose 100 uM e a
menor em 1000 uM de P. Ja para Toropi, ndo houve efeito significativo das doses de
fosforo na atividade desta enzima nas raizes e parte aérea das plantulas. Comparando
dentro das doses, apenas a dose 100 uM foi diferente entre as cultivares na parte aérea,
sendo a atividade do gendtipo Anahuac superior a Toropi.

4.1.1.2 Atividade da enzima glutationa redutase (GR)

Quanto a enzima GR, entre as cultivares, foram observadas diferengas
significativas na parte aérea das plantulas submetidas aos tratamentos de 100 pM e 1000
uM de P e nas raizes para todas as doses. Comparando dentro da cultivar, observou-se
diferenga na parte aérea e nas raizes de Toropi entre as 4 doses de P, havendo um

aumento da atividade com o aumento dos niveis de P na folha e na raiz. Este aumento
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ocorreu até 500 uM de P (Figura 6). Nao foi observada diferenca significativa entre as
doses de P no gendtipo Anahuac. No entanto, quando comparados os genétipos dentro
das doses, observou-se que Anahuac na parte aérea apresentou atividade de GR mais

elevada que Toropi, em 100 uM P.

100 -+ Aa

80 - NS — AB NS NS

60 1|, B 00 puM
100 uM

W 500 uM

20 - M 1000 uM

40 -

Atividade da Catalase
(umol/min/mg prot)

Toropi  Anahuac Toropi Anahuac

Parte aérea Raiz

FIGURA 5. Atividade da enzima catalase nas raizes e na parte aérea de plantulas de
trigo dos gendtipos Toropi e Anahuac submetidas a diferentes
concentragoes de fosforo (P) durante dez dias. Letras maitsculas
comparam doses dentro do mesmo genotipo e 6rgao e letras minusculas
comparam genotipos dentro do mesmo 6rgao e dose, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5%. NS: diferenga ndo significativa.
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FIGURA 6. Atividade da enzima glutationa redutase nas raizes e na parte aérea de
plantulas de trigo dos genotipos Toropi e Anahuac submetidas a diferentes
concentragoes de fosforo (P) durante dez dias. Letras maitsculas
comparam doses dentro do mesmo genotipo e 6rgao e letras minusculas
comparam genotipos dentro do mesmo o6rgao e dose, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5%. NS: diferenga ndo significativa.

4.1.1.3 Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX)
Nao foi observado efeito significativo das doses de P sobre a atividade desta

enzima na parte aérea, nem nas raizes de ambos os genoétipos (Figura 7).

10
NS

NS
NS ]

0ouM
— 100 uM
B 500 M
m 1000 pM

Atividade de Ascorbato Peroxidase
{umol/min/mg prot)

Toropi Anahuac Toropi Anahuac

Parte aérea Raiz

FIGURA 7. Atividade da enzima ascorbato peroxidase nas raizes e na parte aérea de plantulas
de trigo dos genoétipos Toropi e Anahuac submetidas a diferentes concentra¢des de
fosforo (P) durante dez dias. NS: diferenca nio significativa.
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4.1.2 Analises de estresse oxidativo

4.1.2.1 Peroxidaciao de lipideos (TBARS)

A peroxidacdo de lipideos foi acessada avaliando-se os niveis de malonaldeido
(MDA). Nas raizes do genotipo Toropi, o nivel de peroxidacao de lipideos permaneceu
similar, independente da disponibilidade de P. Na parte aérea da cultivar Toropi, por
outro lado, observou-se reducdo da peroxidacdo de lipideos nas concentragdes
intermediarias e ndo foi observada diferenga entre os extremos (Figura 8). O gendtipo
Anahuac apresentou redu¢@o dos niveis de MDA com a diminui¢do dos niveis de P na

raiz e parte aérea. Os niveis de MDA foram superiores na parte aérea de Toropi.
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FIGURA 8. Efeito de diferentes concentracdes de fosforo (P) nos niveis de
malonaldeido (MDA) nas raizes e parte aérea de plantulas dos gendtipos
Toropi e Anahuac. Letras maitsculas comparam doses dentro do mesmo
gendtipo e 6rgdo e letras mindsculas comparam gendtipos dentro do
mesmo 0rgdo e dose, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. NS: diferencga
ndo significativa.

4.1.2.2 Teor de Peroxido de Hidrogénio (H,0,)
Nao se observou incremento significativo do teor de peréxido de hidrogénio nas
duas cultivares em resposta a disponibilidade de P tanto na raiz quanto na parte aérea

(Figura 9).
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FIGURA 9. Efeito de concentragdes de fosforo (P) na producdo de peroxido de
hidrogénio nas raizes e parte aérea de plantulas dos gendtipos Toropi e
Anahuac. NS: diferenga ndo significativa.

4.1.2.3 Avaliacao do teor de superoxido

Quanto ao teor de superdxido (Figura 10), houve efeito apenas de cultivar. O
genotipo Toropi apresentou, de forma geral, maior teor do que Anahuac, mostrando
diferenca significativa entre as duas cultivares. Na concentragdo 100 uM de P, pode-se
observar uma maior diferenga entre os dois genotipos.

4.1.2.4 Atividade nao enzimatica: Pigmentos Cloroplastidicos

O conteudo de carotendides nao apresentou diferengas significativas entre as
cultivares nem entre as doses de P (Figura 11).

Os teores de clorofila B foram maiores na alta disponibilidade de P em Anahuac,
enquanto que em Toropi, o maior conteudo foi observado com 500 uM de P (Figura
12). Os teores de clorofila B foram similares aos teores de carotenoides. Houve
diferenca significativa entre cultivares apenas na dose de 500 uM de P, quando Toropi

apresentou maior teor de clorofila B que Anahuac.
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FIGURA 10. Efeito de diferentes concentragdes de fosforo (P) no teor de
superoxido na parte aérea de plantulas dos gendtipos Toropi e
Anahuac. submetidas ao estresse por diferentes concentragdes de
fosforo (P) durante dez dias. Letras maitsculas comparam doses
dentro de genotipos, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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FIGURA 11. Conteudo de carotendides na parte aérea de plantulas de trigo dos
genoétipos Toropi e Anahuac submetidas ao estresse por diferentes
concentragdes de fosforo (P) durante dez dias. NS: ndo significativo.
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‘IGURA 12.  Conteudo de clorofila B na parte aérea de plantulas de trigo dos
gendtipos Toropi e Anahuac submetidas a diferentes tratamentos de
fosforo (P) durante dez dias. Letras maitsculas comparam doses
dentro de gendtipos e letras minusculas comparam entre genotipos
dentro da dose, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

O contetdo de clorofila A foi cerca de trés vezes superior que o conteudo de
clorofila B. O conteudo de clorofila A ndo apresentou diferencas significativas, sendo

constante para as duas cultivares nas diferentes doses.
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FIGURA 13. Contetdo de clorofila A nas folhas de plantulas de trigo dos genotipos Toropi e Anahuac
submetidas a diferentes tratamentos de fosforo (P) durante dez dias. NS: ndo significativo.
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4.1.2.5 Conteudo de acido ascorbico (AsA) e tidis ndo protéicos (NPSH)

O conteudo de acido ascoérbico (Asa) foi superior nas raizes em comparacao a
parte aérea (Figura 14). Isso foi observado para ambos os gendtipos. Independentemente
da parte da plantula analisada, para a cultivar Anahuac nao foi observado efeito
significativo das doses de P na producdao de AsA. J4 Toropi apresentou diferenca na
producao de AsA nas raizes e parte aérea entre as diferentes concentracdes de P. Nas
raizes de Toropi, a maior quantidade de AsA foi observada na auséncia de P ¢ a menor

em 1000 uM de P.
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FIGURA 14. Efeito de diferentes tratamentos de fosforo (P) na concentragdao de
acido ascorbico nas raizes e na parte aérea de plantulas de trigo dos
gendtipos Toropi e Anahuac. Letras maiusculas comparam doses
dentro do mesmo genotipo e 6rgao e letras mintusculas comparam
genoétipos dentro do mesmo 6rgdo e dose, pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%. NS: diferen¢a ndo significativa.

Com o aumento das concentragdes de fosforo ndo foram observadas diferengas
em relacdo ao conteudo de tidis ndo protéicos nos dois genotipos. Toropi e Anahuac

mantém o mesmo padrdo de quantidade de producdo de tidis ndo protéicos quando as

concentragdes sdo comparadas (Figura 15).
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FIGURA15. Efeito de diferentes concentragdes de fosforo (P) no contetido de tidis

ndo protéicos (NPSH) nas raizes e parte aérea dos genotipos Toropi e
Anahuac. NS: diferenca nao significativa.



5 DISCUSSAO

Estresses abioticos, tais como seca, salinidade, temperaturas extremas,
toxicidade quimica, limitacdo nutricional e estresse oxidativo acarretam uma série de
mudancgas morfolégicas, fisiologicas e moleculares nas plantas. Essas mudancas afetam
o crescimento e a produtividade das culturas (Javadian ef al., 2010). Entre as limitagdes
nutricionais, a de fosforo (P) torna-se principalmente importante ao se considerar as
interacdes deste nutriente com outros elementos do solo, como o aluminio, o que resulta
em reducao da capacidade de aproveitamento do P presente no solo pelas plantas
(Baligar & Fageria, 1999).

Estratégias para um melhor aproveitamento de fosforo do solo t€ém sido
utilizadas em alguns programas de melhoramento de trigo. A cultivar de trigo Toropi ¢
considerada tolerante a deficiéncia de P, com maior habilidade de absor¢ao e utilizagao
de P, sendo utilizada como fonte melhoradora (Ben & Rosa, 1983; Camargo & Felicio,
1987; Abichequer & Bohnen, 1998; Abichequer et al., 2003; Camargo et al., 2006; Da
Silva et al., 2008; Espindula, 2009), enquanto que a cultivar Anahuac ¢ considerada
sensivel a deficiéncia de fosforo.

Apesar de consequéncia comum a vida aerdbia, uma resposta comum a
ocorréncia de estresses ¢ a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Cakman

& Horst, 1991). Em trigo, alteragdes na ocorréncia destes, bem como nos niveis de
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atividade de enzimas antioxidantes, tém sido observadas em resposta a estresses, tais
como niquel (Yusuf et al., 2011), cddmio (Moussa & Gamal, 2010), salinidade (Sairam
et al.,2002) e frio (Javadian et al.,(2010).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo responsaveis por induzir danos as
macromoléculas e as estruturas celulares. Com isso, o papel das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e
catalase (CAT) e metabolitos como acido ascorbico (AsA), carotendides e flavondides,
que sdo responsaveis por extinguir as EROs, se tornou importante (Sairam et al., 2002).
O papel dos antioxidantes que atuam no mecanismo enzimatico de defesa nas plantas ¢
minimizar os possiveis danos causados por agentes bidticos e abioticos.

As plantas desenvolveram diversos mecanismos enzimaticos € nao-enzimaticos
para lidar com o estresse oxidativo. Estes incluem peroxidases, superéxido dismutases,
catalases, glutationas redutases e outros antioxidantes com baixo peso molecular como
o acido ascorbico, glutationa e carotendides (Miller et al., 2008; Mittler et al., 2004;
Noctor et al., 2002). Portanto, a atividade de algumas destas enzimas foram avaliadas
buscando verificar o efeito da disponibilidade de P (limitacdo ou excesso) sobre estas.

Foi observada correlagdo positiva entre a peroxidacao de lipideos e os niveis de
peroxido de hidrogénio, clorofila B e carotendides (Tabela 3). O aumento da
peroxidagdo de lipideos ¢ esperado quando ha incremento nos niveis de H,O,, uma vez
que as ligacdes duplas presentes nos acidos graxos insaturados dos lipideos sdo
excelentes alvos para a acdo de espécies reativas (Nordberg & Arnér, 2001). O aumento
de H,O, pode gerar a formacao de aldeidos derivados da peroxidagdo de lipideos, os
quais iniciam uma reag¢do em cadeia, aumentando a quantidade de lipideos peroxidados

(Yin et al., 2010b). Por outro lado, houve correlagdo negativa com as enzimas GR e
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CAT e com o antioxidante acido ascorbico (AsA), o que sugere que a acdo destes foi

eficiente em reduzir o dano causado por EROs.

A peroxidacdo de lipideos foi avaliada através da medicdo dos niveis de
malonaldeido (MDA). O MDA ¢ o produto final da peroxidagdo lipidica e a sua
quantidade pode ser usada como uma medida da peroxidacdo. O MDA pode ser
prejudicial para as plantas. Geralmente sua quantidade muda em resposta a estresses
abidticos, principalmente em relagdo a temperatura (Hendry et al., 1993; McDonald,
1999; Mei & Song, 2010).

Na cultivar sensivel a limitagao de P, Anahuac, os niveis de MDA aumentaram
com a elevacdo da dose de P (Figura 8). J& Toropi ndo mostrou diferenga nas raizes sob
diversas doses de P. E sabido que a limitagdo de P causa crescimento determinado da
raiz, ou seja, induz a diferenciacio do meristema radicular, além de afetar o
alongamento das células (Delatorre et al., 2004; Sanchez-Calderon et al., 2005;
Sanchez-Calderon et al., 2006; Silva & Delatorre, 2009). Recentemente, foi sugerido
que a inibicdo da divisdo celular e a reducdo do crescimento celular na zona de
alongamento da raiz sdo acompanhadas por uma eliminacdo no padrdo tipico de
distribuicdo de EROs (Tyburski et al., 2010). O padrio tipico de distribuicdo de EROs
possui duas areas de producdo, o centro quiescente e a zona de alongamento (Jiang et
al., 2003; Liszkay et al., 2004). No centro quiescente, EROs seriam necessarias para
manter a baixa taxa de divisdo celular e, na zona de alongamento, para aumentar a
extensibilidade da parede celular. Assim, ¢ possivel que menor ocorréncia de EROs nas
raizes em Anahuac sob auséncia de P relacione-se ao menor crescimento da raiz. Das
principais EROs, apenas peroxido de hidrogénio foi avaliado neste experimento nas

raizes, ndo sendo observada diferenca significativa entre as doses de P. Entretanto, na
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auséncia de P, Toropi apresentou teores mais elevados desta espécie reativa de oxigénio
que Anahuac.

Por outro lado, na parte aérea, Toropi apresentou maior quantidade de MDA
tanto na auséncia quanto em 1000 uM P. Ressalta-se que houve significativa variacao
entre amostras na parte aérea de Toropi. Os teores de superdxido foram superiores em
Toropi na parte aérea.

A atividade da GR contribui para uma maior remoc¢ao de H,O, a partir da
glutationa reduzida (GSH) aumentando a tolerancia a estresses abidticos (Szalai et al.,
2009). A GR tem papel essencial nas cé¢lulas de defesa contra as espécies reativas de
oxigénio porque sustenta o status reduzido da glutationa, um importante antioxidante
(Seo et al., 2006). A glutationa ¢ um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e
glicina. Suas propriedades antioxidativas sdo devido ao grupo thiol presente no seu
residuo de cisteina. A glutationa também ancora metais de transi¢do, especialmente
cobre e atua como primeira linha na defesa antioxidante prevenindo a formagao de
espécies reativas de oxigénio (Halliwell & Gutteridge, 1999; Netto, 2001).

Neste trabalho, foi observado efeito positivo na atividade da GR, com o aumento
na dose de P para a cultivar Toropi (Figura 6). Na parte aérea, Anahuac, de modo geral,
apresentou menor atividade de GR que Toropi. E Toropi, incrementou a atividade de
forma significativa com o aumento das doses de P. Espindula (2009) trabalhando com
os mesmos genotipos (Toropi e Anahuac) observou que em 1000 uM de fésforo (P), a
atividade da GR aumentava com o passar do tempo (entre 24 e 240 horas) sendo inferior
na auséncia total de P, sugerindo que a presenca do P acarreta maior produgdo de
radicais livres, o que contribui para uma maior atividade da GR. A presenca, em 1000

uM de P, em ambos os gendtipos, de uma isoforma de SOD ndo presente na auséncia de
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P, também sugere aumento na produgao de radicais livres em altas concentracdes de P
(Espindula, 2009).

Outra enzima envolvida na reducdo de espécies reativas ¢ a catalase (CAT).
Sabe-se que a CAT elimina o H,O,, quebrando-o diretamente em H,O e O; e 0o aumento
na sua atividade esta relacionado com o aumento na tolerdncia ao estresse. Foram
identificadas trés classes de CAT nas plantas: 1. mais comum nos tecidos fotossintéticos
e envolvida na remog¢dao de perdxido de hidrogénio (H,O,), produzida durante a
fotorrespiracao; 2. Produzida nos tecidos vasculares e pode ter fun¢do na lignificagdo e
3. Presente nas sementes e plantas jovens e sua atividade estd relacionada com a
remog¢ao do excesso de H,O, produzido durante a degradacdo dos acidos graxos no
ciclo do glioxilato nos glioxissomos (Willekens ef al., 1994).

As doses de P interferiram significativamente somente nas folhas das plantulas
de Anahuac quanto a atividade da catalase. Nas maiores concentragdes de P, o gendtipo
Anahuac mostrou menor producao da enzima na comparacao dentro do genotipo € com
Toropi. Espindula (2009) mostrou que, na auséncia ou presenga de P no gendtipo
Toropi, a producao da catalase apds 240 horas ndo se modificou. Isso pode sugerir a
maior resisténcia deste genotipo a deficiéncia de P. Nas raizes e no genotipo Toropi, a
dose de P ndo mostrou um efeito significativo sobre a atividade da catalase. De forma
similar, diferentes genotipos de trigo expostos a tratamentos relacionados a
disponibilidade hidrica apresentaram diferencas quanto a atividade enzimatica da CAT.
Entretanto, observou-se um aumento nessa atividade quando as plantas foram
submetidas a um nivel médio de irrigacdo (Hameed et al., 2011), indicando que a
resposta oxidativa a determinado recurso pode nao ser linear.

A ascorbato peroxidase (APX) ¢ a principal peroxidase que atua na remog¢ao do

perdxido de hidrogénio no interior das células. A APX atua em conjunto com outras
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enzimas que participam do ciclo ascorbato-glutationa (Foyer & Noctor, 2000; Carvalho
et al., 2011). Ela utiliza o acido ascérbico como doador de elétrons para a reducdo do
H,0; a H,0. Logo, o aumento da sua atividade ¢ relacionado com o aumento na
producao de acido ascoérbico (AsA) e a redugcao no contetido de H,O, (Dipierro et al.,
2005). Neste trabalho, ndo foram observadas diferencas significativas entre os genotipos
e as doses de fosforo utilizadas na raiz (Figura 7). Houve redugdo do teor de AsA com o
aumento da dose de P em Toropi, novamente sugerindo que a maior disponibilidade de
P induz acréscimo na producdao de radicais livres. A atividade da APX aumentou
significativamente na parte aérea de plantas de trigo submetidas ao estresse por altas
temperaturas, € nas raizes foi observado um declinio na sua atividade (Goyal & Asthir,
2010).

De um modo geral, as cultivares Toropi ¢ Anahuac se comportaram de formas
diferentes em relacdo a atividade das enzimas antioxidantes. A atividade das enzimas
antioxidantes nas raizes foi pouco alterada pela disponibilidade de fosforo.
Basicamente, apenas GR teve a atividade aumentada nas raizes de Toropi conforme a
dose de P aumentava. Na parte aérea, a importancia de cada enzima antioxidante foi
diferente entre as cultivares. Anahuac apresentou alteracdo na atividade da catalase,
enquanto Toropi incrementou a atividade de GR. O aumento na atividade da catalase na
parte aérea em Anahuac ndo foi eficiente na redu¢do de H,O, nem na redugdo da
peroxidagdo de lipideos. No caso de Toropi, em todas as condi¢cdes houve superior
peroxidagdo de lipideos na parte aérea, sugerindo que seja caracteristica do genotipo.
Porém, o incremento na atividade de GR parece ter sido efetivo aos 100 uM e 500 uM
de P, onde observou-se reduc¢do da peroxidagdo, mas ndo em 1000 uM de P. Convém

ressaltar que os niveis de carotendides e clorofila B, com fun¢do de protecdo contra
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estresses abidticos, podem ter auxiliado em 500 uM de P onde seus conteudos foram
mais elevados.

Sob condicdes de estresse, a fotossintese ¢ um dos processos do metabolismo
vegetal que pode ser primeiramente afetado, tanto de forma direta através da restri¢ao
estomatica, como indireta, pelo desbalango entre a producdo e remoc¢do das espécies
reativas de oxigénio durante o processo fotossintético que culminam no estresse
oxidativo (Moller et al., 2007; Chaves et al., 2009). Sabe-se que os carotendides ¢ a
clorofila B t€ém fung¢des importantes na prote¢ao contra estresses (Knox & Dodge, 1985;
Agarwal & Shaheen, 2007). Eles agem como eliminadores do oxigénio singleto ('O,),
uma das formas de EROs (Mittler, 2002).

O sistema antioxidativo responde diferentemente em Toropi e Anahuac ha
disponibilidade de P, o que era esperado uma vez que os gendtipos sdo contrastantes
quanto a tolerancia a deficiéncia deste nutriente, embora essas diferengas ndo sejam
suficientes para explicar a tolerancia a deficiéncia de P. E portanto, esperado que a
tolerancia acontega pela atuagcdo de outros processos, € que o controle antioxidativo seja

um fator secundario.



6 CONSIDERACOES FINAIS

As cultivares contrastantes em relagdo a tolerancia a deficiéncia de fosforo (P)
apresentam diferentes respostas a disponibilidade de P em termos de estresse oxidativo.
Toropi e Anahuac apresentaram diferencas quanto a produgdo de espécies reativas de

oxigénio quando expostas as situagdes de deficiéncia de fosforo.

O aumento da atividade de glutationa redutase (GR) foi eficiente em minimizar
os efeitos do estresse oxidativo em Toropi, sendo importante ressaltar, a contribuicio da

clorofila B nesta funcao.

Os resultados obtidos sugerem que aumento na disponibilidade de P causa
aumento na producao de EROs, o qual ¢ minimizado por incremento na atividade de

enzimas antioxidantes e pelo aumento na produgao de clorofila B.

Nao foram encontradas evidéncias de que a maior tolerancia a deficiéncia de P
em Toropi seja relacionado a controle do estresse oxidativo. Seria interessante localizar
as EROs no sistema radicular para verificar sua influéncia sobre o alongamento e

divisao celular.
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