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RESUMO

O déficit hidrico € um dos fatores que mais afeta o desenvolvimento e a produtividade de
vegetais. O 6leo de mamona (Ricinus communis L.) é rico em dcido ricinoléico (dmega 9), um
dcido graxo de inimeras aplica¢des na medicina, além de ser utilizado como matéria-prima para a
producdo de biodiesel. O presente estudo objetivou classificar bioquimica e fisiologicamente
cinco cultivares de mamoneira quanto ao grau de tolerdncia ao déficit hidrico. Para isso, foram
avaliados o contetdo hidrico relativo (CHR), a liberagdo de eletrélitos (LE), o indice de dano de
membranas (IDM), a peroxidagdo lipidica e a oxidacdo de proteinas em discos foliares incubados
com solucdes de PEG-6000 (Wy de 0 a -2,4 MPa). Verificou-se que todas as cultivares se
recuperaram, em diferentes extensdes, do estresse quando os discos foliares foram reidratados por
24 h. A cultivar BRS-Energia foi a que melhor recuperou seu CHR inicial enquanto que BRS-
Paraguacu apresentou os menores percentuais de recuperacdo. BRS-Paraguacu apresentou um
maximo IDM a Wy de -1,8 MPa, condicdo esta que pouco afetou as cultivares BRS-Energia e
TAC-80. As andlises bioquimicas revelaram que a cultivar IAC-80 apresentou os menores niveis
de hidroperéxido de lipidios (LOOH) que permaneceram constantes independentemente da
intensidade do estresse. Em contraste, os niveis de LOOH em folhas de BRS-Paraguacu
diminuiram com o aumento da severidade do déficit hidrico. O nivel de oxidacdo de proteinas na
cultivar BRS-Energia foi 50% menor que os valores observados para as cultivares IAC-80 e
BRS-Paraguagu quando submetidas a um Wy de -1,8 MPa. O conjunto de resultados sugere que,
sob as condicdes experimentais estudadas, a cultivar BRS-Energia € a mais tolerante ao déficit

hidrico enquanto que IAC-80 é moderadamente tolerante e BRS-Paraguacu € a mais sensivel.

Palavras-chave: mamoneira, déficit hidrico, conteiido hidrico relativo, indice de dano de

membrana, peroxidagdo lipidica, oxidagcdo de proteinas.
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ABSTRACT

Water deficit is critical for plant development and productivity. Castor (Ricinus
communis L.) oil is rich in ricinoleic acid (omega 9), a fatty acid widely used for medicinal
purposes, besides its great potential as a raw material for biodiesel production. This study
focused on the biochemical and physiological screening of five castor bean cultivars
regarding the tolerance degree toward water deficit conditions. The relative water content
(RWC), electrolyte leakage (EL), membrane damage index (MDI), lipid peroxidation and
protein oxidation were then investigated in leaf disks treated with PEG-6000 solutions at Wy
in the range of 0 to -2.4 MPa. All cultivars recovered at different extents from water deficit
stress. BRS-Energia reached the best recovery percentage while BRS-Paraguacu had poorly
recovered. Maximum MDI was observed for BRS-Paraguagu at Wy of -1,8 MPa, a condition
that slightly affected BRS-Energia and IAC-80 cultivars. Biochemical analyses showed that
cultivar IAC-80 exhibited the lowest levels of lipid hydroperoxides (LOOH), that remained
unaffected regardless the stress intensity. In contrast, LOOH levels BRS-Paraguacu leaves
decreased when under severe water déficit. The protein oxidation levels in BRS-Energia was 50%
lower than those for the cultivars IAC-80 and BRS-Paraguacu under ¥, of -1,8 MPa. Overall,
these results indicate that, under our experimental conditions, BRS-Energia is the most
tolerant genotype to water deprivation; BRS-Paraguacu is the most sensitive and IAC-80 fits

as an intermediate genotype.

Keywords: castor bean, water deficit, relative water content, membrane damage index, lipid

peroxidation, protein oxidation.
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1. Introducao

O crescimento e a produtividade dos vegetais sd@o adversamente afetados por
estresses bidticos e abidticos e varias atividades antropogé€nicas contribuem para a
intensificacdo destes estresses (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; Watkinson et al., 2006).
Os estresses ambientais sdo os mais importantes fatores limitantes da produtividade
vegetal. Entre os fatores mais prejudiciais destaca-se a deprivacdo de &dgua. As
mudancas no clima global afetam dramaticamente o suprimento de 4gua para as plantas
(Farooq e Azan, 2001; Watkinson et al., 2006; Germ et al., 2007; Jaleel et al., 2007).
De fato, a 4gua é um dos recursos naturais que se torna mais escasso a cada dia, devido
a um aumento no consumo, na ma distribui¢do, no desperdicio e na poluicdo. A
agricultura contribui para tal cendrio ja que os processos de irrigacdo correspondem a
2/3 do total de dgua destinado ao consumo humano (Fereres e Evans, 2006).

O aumento na demanda por recursos hidricos e a crescente limitacdo de
disponibilidade de tal recurso natural faz da 4gua um bem cada vez mais valioso,
principalmente em regides de crescimento urbano aumentado onde a agricultura irrigada
coexiste com setores tais como turismo e industria (Costa et al., 2007). Diante disto,
varios pesquisadores concentram seus esforcos nas pesquisas que objetivam melhorar a
eficiéncia do uso de dgua pelas plantas cultivadas. Apesar de muitos trabalhos trazerem
uma abordagem mais cldssica ao problema do déficit hidrico (experimentos de campo),
um grande numero de publicacdes enfatiza a importancia de estudos abordando a
fisiologia, a bioquimica e os aspectos moleculares envolvidos na resposta da planta a tal
estresse abiotico (Bewley, 1979; El Hafid et al., 1989; Bartels et al., 1996; Jensen et al.,
1996; Vartanin, 1996; Quarrie, 1996; Bray, 1997; Bandurska, 2000; Franca et al., 2000;

Bajji et al., 2002; Serrano e Montesinos, 2003; Bernacchia e Furini, 2004; Redy et al.,



2004; Sharma e Dubey, 2005; Costa et al., 2007; Pérez-Pérez et al, 2007; Sayar et al.,
2008). Estudos da fisiologia de vegetais sob déficit hidrico sdo conduzidos para se
determinar, de maneira rdpida, parametros eficientes de selecdo de plantas tolerantes
(Pimentel et al., 2002). Com tais resultados é possivel estabelecer estratégias confidveis
para o melhoramento genético (Bajji et al.,, 2002; Farooq e Azan, 2001; Watkinson et
al., 2006).

A mamoneira (Ricinus communis, L.), objeto de estudo desta dissertacdo,
apresenta caracteristicas interessantes que a tornam candidata natural ao posto de uma
das principais culturas agricolas do Brasil. Entre os derivados de sua produgdo se
destaca o 4cido graxo ricinoléico, que possui caracteristicas singulares e versateis,
possibilitando uma ampla gama de utilizac¢do industrial. Sua utilidade € comparavel a do
petrdleo visto que € utilizado na producdo de biodiesel (Azevédo et al., 1997; Freire,
2001). Por se tratar de uma fonte renovavel e de obten¢cdo em baixo custo, o dcido graxo
ricinoléico torna a cultura de mamoneira muito importante para a economia do Brasil
(Azevédo et al., 1997; Freire, 2001). As folhas da mamona podem servir de alimento
para o bicho da seda; a haste, além da celulose para a fabricacido do papel, pode fornecer
matéria-prima para tecidos grosseiros; jd a torta, proveniente do esmagamento das
sementes, € utilizada como adubo organico possuindo, também, efeito nematicida. Nao
menos importante sdo os remanescentes de cultura que podem devolver ao solo até 20
toneladas de biomassa.ha™.ano™ (EMBRAPA, 1997). A mamoneira € de ficil cultivo e
baixo custo de produ¢do. Tem ampla variacdo de cultivares e de hibridos capazes de se
adequarem a diferentes condi¢des edafoclimdticas, podendo ser cultivada em vdrias
regides do pais, incluindo o semi-drido (cultivares de porte médio/alto) e no cerrado
(cultivares de porte menor e hibridos) (Beltrdo et al., 2006, Ferreira et al., 2006, Milani

et al, 2006). Mesmo tendo sua produtividade diminuida sob déficit hidrico, a



mamoneira é considerada resistente a condicdes de baixa precipitacdo, apresentando-se
como uma alternativa de gerac@o de renda para a populacdo do semi-drido (Azevédo e
Lima, 2001; Barros-Jr. et al., 2008).

A mamoneira é atualmente produzida em 30 paises, totalizando uma producdo
de mais de 1.580.000 toneladas em 2008 (FAQO, 2008). Até o inicio da década de 1980,
o Brasil era o maior produtor mundial de mamoneira. Ao contrdrio dos demais paises
produtores, o Brasil reduziu a cada ano sua area plantada em 1,5%, prética esta que fez
o pais perder a primeira posi¢ao quanto a produgdo desta cultura (Ferreira et al., 2006).
Segundo os registros da Organizacdo das NacOes Unidas para a Agricultura e
Alimentagdo (do inglés FAO), o cultivo de mamoneira no Brasil ocupou em 2008 uma
area superior a 156.000 hectares alcangcando uma produtividade em torno de 120.500
toneladas (http://faostat.fao.org). Atualmente, o Brasil ocupa o terceiro lugar em &rea
plantada e em producio, ficando atrds apenas da India e China, respectivamente. No que
se refere a produgdo de sementes, o Brasil ocupa o segundo lugar (FAO, 2008).

Algumas cultivares de mamoneira, tais como BRS-Nordestina e BRS-
Paraguacu, langados pela EMBRAPA Algodao, podem produzir 1200 Kg.hal'1 de bagas
sob precipitacdes pluviométricas anuais tao baixas quanto 500 mm (Beltrdo et al., 2006;
Barros-Jr. et al., 2008). Porém, a maioria dos trabalhos que investigam o
comportamento de tais cultivares sob o déficit hidrico é conduzida em condicdes de
campo (Heckenberger et al., 1998; Beltrao et al., 2006; Barros-Jr. et al., 2008). Ainda
se sabe muito pouco sobre como as demais cultivares se comportam sob o déficit
hidrico, bem como de que forma tal estresse afeta os principais parametros fisiol6gicos
e bioquimicos dessa espécie.

A diminui¢do da disponibilidade dos recursos hidricos, o elevado custo da

irrigagcdo e a relevancia econdmica de culturas de mamoneira tornam mandatoria a



compreensdo dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos de resposta desta espécie
vegetal ao déficit hidrico. Como as respostas ao déficit hidrico em praticamente todas as
plantas dependem da cultivar, evidéncias de variabilidade genética na mamoneira
sugerem um potencial para a descoberta de novos mecanismos fisiolégicos e

bioquimicos de tolerancia ao déficit hidrico.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o grau de tolerancia de discos foliares das cultivares de Ricinus
communis L. BRS-Energia BRS-Nordestina, BRS-Paraguacu, IAC-Guarani e TAC-80

ao déficit hidrico imposto por solugdes de PEG-6000 a diferentes concentragdes.

2.2. Objetivos especificos

Determinar o contetido hidrico relativo (CHR) de discos foliares de mamoneiras
sob déficit hidrico de variadas intensidades;

e Avaliar a liberacao de eletrdlitos (LE) a partir de discos foliares sob estresse;

e Determinar o indice de dano de membrana (IDM) celular decorrente do estresse;

e Quantificar os hidroperéxidos de lipidios (LOOH) originados a partir do déficit
hidrico;

e (Quantificar as proteinas soltuveis oxidadas em decorréncia do estresse imposto;



3. Revisao de literatura

O conceito de déficit hidrico é confuso e a quantificacdo deste parametro é
dificil por se tratar de um tipo de estresse multidimensional (Blum, 1996). Definir o
déficit hidrico como suspensdo da irrigacdo pode nao ser apropriado (embora seja
freqiiente na literatura), uma vez que a reducao do potencial hidrico do solo depende de
uma variedade de fatores, tais como demanda evaporativa, drea foliar e caracteristicas
do solo (Tardieu, 1996). O déficit hidrico pode ocorrer devido a muitos fendomenos, tais
como choque térmico, choque osmético, seca, excesso de luminosidade, aumento na
velocidade do vento, excesso de salinidade entre outros. A combinacdo destes
fendmenos leva a um déficit hidrico de variadas propor¢cdes (Monneveux e Belhassen,
1996). O déficit hidrico, em primeira instancia, poderia ser definido como a condi¢ao
onde ocorre um desequilibrio entre o suprimento de dgua (potencial hidrico do solo) e a
sua demanda, determinada pelo clima (Tardieu, 1996). J4 em nivel celular, o déficit
hidrico poderia ser definido como o resultado de um desequilibrio entre a quantidade de
agua e de solutos no simplasto (espago intracelular), apoplasto (intercelular) e no espago
extracelular (Kocheva et al., 2005). Este desequilibrio seria caracterizado pelo baixo
conteido de dgua em um tecido ou célula quando comparado ao estado de méaxima
hidratacdo dos mesmos (Taiz e Zeiger, 2006). A diversidade de tipos de déficits hidricos
leva também a existéncia de numerosos tipos de respostas vegetais € mecanismos de
tolerancia (Monneveux e Belhassen, 1996). Compreender tais mecanismos ¢é de

fundamental importancia do ponto de vista agrondmico, ecolégico e bioquimico.



3.1. Respostas das plantas ao déficit hidrico

As plantas sdo organismos sésseis € sua sobrevivéncia em um ambiente em
constantes mudancas requer respostas rapidas. Ao longo de seus ciclos de vida, os
vegetais estdo sujeitos a varias condi¢cdes de estresse influenciadas por fatores bidticos e
abidticos que afetam negativamente seu metabolismo, comprometendo a producgdo
(Boyer, 1982). O déficit hidrico estd entre os fatores que mais limita amplamente a
produtividade vegetal (Boyer, 1982; Jensen et al., 1996). Segundo Boyer (1982), uma
grande porcentagem de todos os vegetais do mundo € exposta a periodos cronicos ou
esporddicos de seca. E, mesmo na auséncia de seca efetiva, como em regides
relativamente umidas, a distribui¢do irregular das chuvas e outros fatores ambientais
limitam o desenvolvimento e a produtividade de vegetais em alguma fase de seu ciclo
ou em algum periodo do dia (Boyer, 1982).

Em condicdes de campo, as plantas podem sofrer o déficit hidrico quando o
suprimento de dgua para as raizes se torna dificil ou quando a taxa de transpiracio se
torna muito alta (Bray, 1997; Reddy et al., 2004). As condicdes citadas sdo observadas
em regides aridas e semi-aridas.

O déficit hidrico afeta, em grau variado, todos os estdgios ontogenéticos das
plantas, induzindo modificacdes morfologicas, fisioldgicas e metabdlicas em todos os
orgdos. Em ambientes naturais, tais modificagdes sdo graduais, afetando primariamente
0s processos mais sensiveis. Em conjunto, tais processos podem levar a alteracdes
metabdlicas que culminardo no fim do desenvolvimento (Tardieu, 1996). Para garantir
sua sobrevivéncia, as plantas necessitam manifestar respostas rapidas que lhes permitam
lidar com tal situagdo, evitando a desidratacdo, tolerando a desidratacdo ou

maximizando a eficiéncia do uso de 4gua (Mullet e Whitsitt, 1996).



Quase todas as espécies vegetais parecem apresentar mecanismos de tolerancia
ao déficit hidrico. Porém, a extensdo dessas respostas varia de acordo com a espécie
vegetal, a cultivar estudada, a duracdo e a intensidade do estresse e a fase ontogenética
em que ocorre (Bray, 1997; Reddy et al., 2004). Além disso, respostas celulares
especificas podem variar dependendo do 6rgdo, do tipo e do desenvolvimento celular,
bem como o compartimento subcelular em que ocorrem (Mullet e Whitsitt, 1996; Bray,
1997).

A resisténcia ocorre quando a planta enfrenta o estresse imposto, o que pode ser
alcancado por meio de tolerancia, ou mecanismos que permitam a fuga a situacdo (Bray,
1997). Os mecanismos de fuga dependem primariamente de adaptacdes na arquitetura e
morfologia dos sistemas radicular e caulinar. Quanto a tolerancia, esta parece envolver
processos bioquimicos e moleculares, como o acumulo de chaperoninas, inibidores de
protease, ATPases etc, com o objetivo de proteger as células de danos causados por
baixos potenciais hidricos (Bray, 1997; Hellmann et al., 2000).

Uma vez que o déficit hidrico impde grande restricdo ao desenvolvimento e a
produtividade de vegetais, conhecer o status hidrico das plantas € o primeiro passo para
uma maior compreensdo dos mecanismos fisiolégicos de resposta a este tipo de estresse
(Hsiao, 1973). Os parametros utilizados para avaliar o status hidrico das plantas sdo o
conteddo hidrico relativo (CHR) e o potencial hidrico (W) (Hsiao, 1973; Zhao et al.,
2008; Ko e Piccinni, 2009; Seelig et al., 2009). O CHR ¢é o contetido de dgua do 6rgao
relativo ao conteido de dgua quando este se encontra em pleno turgor (Hsiao, 1973).
Essa técnica de medida foi originalmente descrita por Weatherley (1950) e constitui
uma maneira confidvel de se avaliar os variados graus de déficit hidrico sofridos, de
fato, pelas plantas (Zhao et al., 2008; Seelig et al., 2009). Adicionalmente, a

determina¢ao do CHR pode indicar o momento em que as plantas comecam a desidratar



(Seelig et al., 2009). O Wy reflete o estado termodinamico da dgua na célula vegetal, ou
seja, a energia livre necessdria para que moléculas de 4dgua realizem trabalho (Hsiao,
1973; Taiz e Zeiger, 2006). O Wy nas plantas € afetado pela pressao hidrostatica ou
tensdo, pelos efeitos coligativos dos solutos, e também pela interacdo da dgua com
matrizes de s6lidos (parede celular) e de macromoléculas (Hsiao, 1973). Assim, o Wy é
a soma algébrica dos componentes de potencial vindos dos efeitos da pressao (Wp), dos
solutos (Ws ou W) e da matriz (Wy) (Hsiao, 1973). O Wy compreende um indicador
geral da saude da planta, fornecendo um indice relativo do estresse hidrico ao qual a
planta estd submetida (Hsiao, 1973; Taiz e Zeiger, 2006). Devido a perda de dgua para a
atmosfera através da transpiracdo, as plantas raramente estdo plenamente hidratadas. A
manutencdo do potencial hidrico durante tais periodos ocorre a partir de respostas
imediatas (fechamento estomadtico) ou respostas que levam semanas (alteracdes no
crescimento da folhagem, senescéncia etc) ou até meses (redu¢do da biomassa total ou
produtividade vegetal) para se manifestarem (Tardieu, 1996). O processo mais afetado
pelo déficit hidrico é o crescimento celular (Taiz e Zeiger, 2006). Quando o déficit
hidrico se desenvolve, o ajustamento osmético pode prevenir a desidratacdo iminente
das células foliares por algum tempo. Tal ajuste influenciard o potencial osmoético e o
potencial hidrico sem necessariamente afetar a pressao de turgor ou o CHR da célula,
prevenindo possiveis redu¢des ou impedimentos no crescimento celular.

O ajustamento osmético € definido por Morgan (1984) como um actumulo de
solutos osmoticamente ativos de baixo peso molecular em 6rgdos vegetais tais como
caule, folha ou raiz. Tal condi¢dao leva a uma reducdo no potencial osmoético celular
permitindo a manutencdo de um gradiente de potencial hidrico favoravel que, por sua
vez, garante a prote¢do da célula contra eventuais perdas de turgor (Bray, 1997; Silva et

al., 2009; Silveira et al., 2009). Além disso, o ajustamento osmotico pode permitir que a



capacidade fotossintética das plantas sob déficit hidrico sofra pequenas alteracdes
(Blum, 1996). Assim, plantas capazes de realizar ajustamento osmoético conseguem
manter o CHR e suas atividades metabdlicas normais por mais tempo quando sob déficit
hidrico (Blum, 1996; Monneveux e Belhassen, 1996; Silva er al., 2009, Silveira et al.,
2009).

O actimulo de compostos decorrente do ajustamento osmdético difere entre as
espécies e varia de acordo com a intensidade do estresse € o tempo de estimulo.
AlteragOes subitas no status hidrico da planta ndo permitem ajustamento (Blum, 1996;
Monneveux e Belhassem, 1996; Jaleel et al., 2007). O ajustamento osmético pode
ocorrer através da utilizagdo de produtos diretos da fotossintese (carboidratos soldveis)
ou da hidrdlise de compostos de reserva (amido ou proteinas) (Mullet e Whitsitt, 1996).
Entre os solutos acumulados podem-se incluir o pinitol, o sorbitol, frutanos, prolina e
compostos quaterndrios de amonio (glicina-betaina) (Mullet e Whitsitt, 1996; Bray,
1997; Garcia-Mata e Lamattina, 2001). A prolina € um dos solutos osmoticamente
ativos mais estudados, cuja sintese e metabolismo sdo influenciados pelo déficit hidrico
(Bray, 1997; Jefferies, 1993; Bandurska, 2000; Knipp e Honermeier, 2006; Mohamed e
Tawfik, 2006, Jaleel et al., 2007). Assim, em condi¢des adequadas de suprimento de
agua, as plantas apresentam quantidade reduzida de prolina que aumenta a medida que

as plantas sdo deprivadas de dgua (Teixeira e Pereira, 2007).

3.2. Estabilidade e os danos de membrana
O déficit hidrico diminui o potencial hidrico das células levando a uma reducao
no turgor (Sayar ef al., 2008). Uma estratégia de tolerancia a este tipo de estresse

baseia-se na habilidade das células vegetais em manter a atividade fisiologica mesmo



durante a redu¢@o do potencial hidrico (resisténcia protoplasmaética) (Levitt, 1980). Esta
habilidade € uma propriedade inerente das proprias células (Bewley, 1979).

As membranas bioldgicas sdo um dos primeiros alvos em condi¢des de estresse
(Levitt, 1980; Bajji et al., 2002) e a manutencao de sua integridade e estabilidade pode
ser considerada um dos melhores indicadores fisioldgicos de tolerancia ao déficit
hidrico (Bandurska, 2000; Bajji et al., 2002; Kocheva et al., 2004).

O efeito da perda de dgua através das membranas celulares € um assunto que ha
tempos desperta grande interesse cientifico. Os primeiros estudos foram realizados por
Iljin (1957), que observou a ocorréncia de alteragdes na estrutura das membranas sob
condi¢des de déficit hidrico. De fato, a perda da tolerincia e os danos causados pela
desidratacdo estdo associados a alteragdes bioquimicas ou biofisicas na estrutura das
membranas (McKersie e Stinson, 1980; Senaratna e Mckersie, 1983; Tatteroo et al.,
1996). Estudos ultra-estruturais indicam que tais alteragdes podem ser substanciais
(Senaratna e McKersie, 1983; Tatteroo et al., 1996), sendo causadas por modificacdes
na compartimentalizacdo celular associadas a um aumento da atividade de enzimas
hidroliticas (El Hafid et al., 1989).

Um sintoma tipico da injuria por desidratacdo ¢ um aumento na permeabilidade
da membrana celular (McKersie e Stinson, 1980; Senaratna e McKersie, 1983), o que
leva a um aumento na saida de fons e outros solutos citoplasmadticos (Levitt, 1980;
McKersie e Stinson, 1980; Senaratna e Mckersie, 1983; Tatteroo et al., 1996; Alonso et
al., 1997; Pré&sil e Zamecnik, 1998; Bandurska, 2000; Franca et al., 2000; Bajji et al.,
2002; Kocheva et al., 2004; Kocheva et al., 2005; Sayar et al., 2008; Faisal e Anis,
2009). A desidratacdo aumenta a liberacdo de eletrdlitos e solutos citoplasmaticos
induzindo um de dois possiveis tipos de danos de membrana. A primeira hipétese

baseia-a no rompimento da membrana promovendo a formacdo de uma bicamada
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lipidica descontinua (Senaratna e McKersie, 1983). A segunda hipdtese trata da
alteracdo na membrana intacta sem provocar fragmentacdo (Senaratna e McKersie,
1983). A natureza da lesdo metabdlica induzida pela desidratagdo é que determinard as
alteracOes na membrana (Senaratna e McKersie, 1983).

Orgios danificados liberam mais rapidamente solutos devido ao rompimento
mecanico da plasmalema e/ou do tonoplasto durante o processo de desidratacdo
(Senaratna e McKersie, 1983). Na maioria das vezes, os danos ocasionados pela
desidratacdo ndo sdo tdo severos a ponto de se verificar a ruptura das membranas
(McKersie e Stinson, 1980; Vasquez-Tello et al., 1990; Tatteroo et al., 1996).

McKersie e Stinson (1980), estudando os efeitos da desidratacdo sobre as
membranas de Lotus corniculatus L., verificaram que a amostra com dano por
desidratacdo ainda apresentava evidéncias de uma permeabilidade seletiva durante a
reidratacdo. Segundo esses autores, se 0 colapso celular tivesse induzido uma ruptura na
plasmalema com consequente destruicdo de sua continuidade, a quantidade de soluto
liberada refletiria as suas concentracdes citoplasmaticas no 6rgdo afetado. Porém, tal
correlacdo ndo foi observada (McKersie e Stinson, 1980). Os autores também
observaram que o aumento da permeabilidade pode ser o resultado de uma
reorganizacdo dos componentes das membranas decorrentes dos baixos niveis de
hidratacdo (McKerise e Stinson, 1980).

Um modelo alternativo € que a desidratacdo induz uma alteracdo na
hidrofobicidade das membranas, ou seja, membranas celulares hidratadas ou
desidratadas sdo estruturalmente diferentes (McKersie e Stinson, 1980). O status
conformacional das membranas é predominantemente determinado pela prevaléncia dos
fosfolipidios. Em condi¢cdes de hidratacdo, as membranas dos organismos vivos se

encontram na fase liquido-cristalina. Durante a remo¢do de dgua (desidratacdo), a
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distancia entre os grupos fosfolipidicos outrora solvatados diminui, levando a um
aumento das interacdoes de van der Waals entre as cadeias acilas dos dcidos graxos
(Crowe et al., 1992). Formacgdo de imperfeicdes na bicamada fosfolipidica é observada
durante a transicdo de fases, o que torna as membranas mais permedveis a solutos
(Hammoudah et al., 1981). Nesse caso, o estresse por desidratacdo pode aumentar a
permeabilidade das membranas, aumentando a taxa de difusdo passiva através da
bicamanda fosfolipidica (Senaratna e McKersie, 1983). Isso frequentemente resulta em
dano extensivo, podendo inclusive, levar a morte celular por alteragdo do equilibrio
osmotico celular (Tatteroo et al., 1996).

A transicdo de fases das membranas durante a reidratacdo compromete a
sobrevivéncia das plantas sob déficit hidrico (Crowe et al., 1992). Este fendmeno pode
ser prevenido por meio de um ajuste do metabolismo celular com um aumento do
nimero de 4cidos graxos insaturados que constituem a membrana celular (Lynch e
Steponkus, 1989). Este mecanismo bioquimico garante a tolerdncia de graos de pdlen e
embrides a desidratacdo (estado vitreo). Contudo, o aumento do conteido de édcidos
graxos insaturados na membrana torna esta estrutura celular mais suscetivel ao ataque
de radicais livres. Como um resultado, os lipidios sdo peroxidados o que causa
alteracOes na membrana que levam a uma extensiva liberagao de eletrdlitos (Tatteroo et
al., 1996).

Alteragdes na conformacdo de proteinas de membrana também podem
desencadear uma liberagdo extensiva de solutos e eletrdlitos a partir de 6rgdos vegetais
sensiveis a desidratacdo. Nesse caso, o estresse por desidratacdo pode aumentar a
permeabilidade das membranas diminuindo a taxa de recaptacdo ativa, o que pode
ocorrer se a atividade ou eficiéncia dos sistemas membranares de transporte for alterada

(Senaratna e McKersie, 1983). Tais alteracdes podem ser uma consequéncia da
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mudanca de fase dos fosfolipidios, que faz com que essas proteinas se tornem
irreversivelmente agregadas (Tatteroo et al., 1996). Em seus estudos, Tatteroo et al.
(1996) encontraram evidéncias das duas hipéteses, demonstrando que tanto os lipidios
em fase gel quanto a agregacdo de proteinas de membrana ocorrem durante a
desidratacdo rdpida de embrides somadticos de cenoura. Esses autores verificaram a
ocorréncia de separacdo de fase lateral de fosfolipidios e proteinas de membrana. A
alteracdo de fase pareceu ser oriunda do processo de desidratacdo celular. As
membranas dos embrides que sofreram desidratacdo rdpida permaneceram em fases
separadas e duas hipéteses foram levantadas (Tatteroo et al., 1996). Por um lado, os
fosfolipidios na membrana podem permanecer na fase gel apds a reidratacdo devido ao
acimulo de 4cidos graxos livres e lipidios peroxidados ambos originados pela acdo de
radicais livres (Senaratna e McKersie, 1983; Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; Reddy et al.,
2004; Teixeira e Pereira, 2007; Veljovic-Jvanovic et al., 2008).

Individuos tolerantes a desidratacdo sdo capazes de restabelecer a estrutura
original das membranas celulares reabsorvendo dgua durante um determinado periodo
de reidratacdo enquanto que individuos sensiveis sdo incapazes de se restabelecer
completamente (McKersie e Stinson, 1980). Sendo assim, testes baseados na avaliagdo
da resisténcia das membranas costumam ser usados para a selecdo de cultivares
parentais para programas de melhoramento (Vasquez-Tello et al., 1990; Stevanovic et
al., 1997; Kocheva et al., 2004).

O grau de dano as membranas celulares induzido por estresse pode ser
facilmente estimado através da medida da liberagdo de eletrdlitos (LE) dos tecidos
vegetais (Présil e Zamecnik, 1998; Bandurska, 2000; Bajji et al., 2002; Kocheva et al.,
2004; Kocheva et al., 2005; Sayar et al., 2008; Faisal e Anis, 2009). Em muitos casos,

esse efluxo é determinado pela andlise da condutividade da solu¢do em que o tecido foi
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incubado. Assim, a condutividade da 4dgua desionizada que contém certo material
vegetal aumenta gradualmente com a liberagdo de ions a partir do citoplasma de células
com permeabilidade de membrana alterada (Kocheva et al., 2005). Este método foi
descrito pela primeira vez por Dexter ef al. (1930) para estimar o dano de membrana em
plantas causado por estresse por congelamento. O método se baseia na medida da
quantidade de eletrdlitos liberados em 4gua desionizada a partir de 6rgdos danificados
(Prasil e Zamecnik, 1998). O uso de técnicas condutimétricas para esse tipo de
propdsito ndo perdeu a credibilidade a despeito do tempo em que surgiam 0s primeiros
relatos de trabalhos (Dexter et al., 1930; Dexter et al., 1932). Tal fato é notado na
literatura, onde uma permanente tendéncia para o aperfeicoamento da técnica é
observada (Vasquez-Tello et al., 1990; Prasil e Zamecnik, 1998; Bajji et al., 2002;
Kocheva et al., 2005).

A LE é amplamente empregada como forma de avaliar a integridade das
membranas submetidas a estresses ambientais de vérios tipos, como o de temperatura
(Préasil e Zamecnik, 1998; Li et al., 2008; Zhao et al., 2009; Wang et al., 2009), o salino
(Chen et al., 1999), o choque osmético (Vasquez-Tello et al., 1990; Stevanovi€ et al.,
1997; Bandurska, 2000; Franca et al., 2000; Bajji et al., 2002; Kocheva et al., 2004;
Kocheva et al., 2005; Sayar et al., 2008;), além de estresses bidticos (Nyochembeng et
al., 2007). A LE também pode ser empregada para a determinacdo da evolucdo de
processos naturais como a desidratacdo de sementes (McKersie e Stinson, 1980;
Senaratna e McKersie, 1983; Tatteroo et al., 1996).

Como a maioria dos métodos eletroquimicos, esta técnica € acurada e sensivel o
bastante, possibilitando uma alta reprodutibilidade dos resultados (Kocheva et al.,
2005). Além disso, € um método que requer pequena quantidade de material vegetal

cuja praticidade permite a andlise de um grande nimero de amostras em laboratorio,
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além de andlises de rotina em condicdes de campo (Bajji et al., 2002; Kocheva et al.,
2005). Adicionalmente a estimativa da extensdo do dano causado as membranas
bioldgicas, a LE permite avaliar as variagdes genotipicas entre as espécies de plantas no
que se refere ao grau de integridade de membrana das mesmas (Stevanovi¢ et al., 1997;
Bandurska, 2000; Bajji et al., 2002; Kocheva et al., 2004; Li et al., 2008; Wang et al.,
2009). Também foi demonstrado que a LE correlaciona-se com muitos pardmetros
fisiolégicos e bioquimicos indicadores das respostas das plantas aos estresses
ambientais. Esses pardmetros incluem a integridade do aparato fotossintético (Kocheva
et al., 2004; Wang et al., 2009), a peroxidacao de lipidios (Wang et al., 2009), o
acimulo de prolina (Bandurska, 2000) e a eficiéncia do uso de dgua (Franca et al.,
2000). Por tudo isso, essa metodologia € recomendada como critério valioso para a
identificacdo de cultivares tolerantes ao estresse em muitas espécies (Vasquez-Tello et

al., 1990; Stevanovi¢ et al., 1997; Kocheva et al., 2004).

3.3. Alteracoes estruturais em membranas

Uma das respostas primdrias da planta aos estresses bidticos e abidticos € a
producdo massiva de espécies reativas de oxigénio (ROSs) e de nitrogénio (RNSs),
respostas estas que levam ao estresse oxidativo celular (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998;
Apel e Hirt, 2004; Reddy et al., 2004; Teixeira e Pereira, 2007; Veljovic-Jvanovic et al.,
2008; Modolo, 2010). A producdo de ROSs e RNSs durante a intera¢do planta-patégeno
compreende um mecanismo de defesa da planta para o controle da disseminag¢do do
agente invasor (Modolo, 2010). No entanto, a producdo descontrolada de agentes
oxidantes em 6rgaos vegetais sob estresse abidtico € algo critico para o metabolismo da
planta (Dat et al., 2000). O actiimulo de ROSs € potencialmente perigoso sob condi¢des

de déficit hidrico porque pode levar a peroxidagdo de lipidios e a oxidacdo de grupos
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tidis criticos a funcdo de certas proteinas (Iturbe-Ormaetxe er al., 1998; Reddy et al.,
2004; Zgallai et al., 2006). De igual relevancia € o dano celular causado por ROSs no
que se refere a liberacdo de ions (McKersie e Stinson, 1980; Senaratna e McKersie,
1983; Tatteroo et al., 1996; Alonso et al., 1997; Prasil e Zamecnik, 1998; Bandurska,
2000; Franga et al., 2000; Bajji et al., 2002; Kocheva et al., 2004; Kocheva et al., 2005;
Sayar et al., 2008; Faisal e Anis, 2009).

Sao exemplos de ROSs, o oxigénio singleto (102*), o radical peridroxil (*OOH),
o peréxido de hidrogénio (H,O»), o anion superéxido (*0O,) e o radical hidroxil (*OH)
enquanto que o 6xido nitrico (*°NO), o peroxinitrito (ONOO)e o diéxido de nitrogénio
(*°NO,) sdo considerados RNSs. O simbolo e indica um elétron desemparelhado e o
asterisco (*) indica que esta espécie referenciada estd em um estado energético excitado.
Todas as espécies exemplificadas sdo altamente reativas levando a formacgdo de espécies
ainda mais oxidantes. As ROSs e RNSs estdo presentes em todas as plantas e em varios
niveis como resultado do metabolismo aerébico normal. Tais espécies sao produzidas
nos cloroplastos € em outros componentes subcelulares tais como mitocOndrias e
peroxissomos (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; Reddy et al., 2004; Zgallai et al., 2006).

Quando as ROSs acumulam nas células, fosfolipidios insaturados, proteinas de
membrana e proteinas soldveis (citossdlicas) sdo oxidados, processo este que afeta
severamente as funcdes metabdlicas destas macromoléculas (Elstner, 1982; Iturbe-
Ormaetxe et al., 1998; Jaleel et al., 2007). Outras macromoléculas como carboidratos e
acidos nucléicos também sdo suscetiveis a danos causados pela acdo das ROSs e RNSs
(Blokhina et al., 2003).

A peroxidacdo lipidica é um processo metabolico que ocorre naturalmente sob
condi¢Oes aerdbicas normais € é um dos fendmenos afetados pelas ROSs mais estudado

(Griffiths et al., 2000; DeLong et al., 2002; Gigon et al., 2004; Sattler et al., 2004; Li et
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al., 2007; Pinto et al., 2007). Os fosfolipidios poliinsaturados, principais componentes
de membrana, sdo suscetiveis a peroxidacdo (Blokhina et al., 2003). O grau de
insaturacdo, a composicdo e organizacao dos lipidios nos sistemas membranares, bem
como a existéncia de um sistema antioxidante efetivo sdo quesitos imprescindiveis para
garantir o controle da oxidagcdo destas macromoléculas tdo importantes (Blokhina et al.,
2003; Gigon et al., 2004).

A concepgdo de que a peroxidacgdo lipidica € um processo unicamente destrutivo
passou por um processo de mudancga durante a dltima década. Hoje ja se sabe que os
hidroperéxidos de dcidos graxos, os produtos oxigenados da degradacdo de lipidios,
bem como os agentes oxidantes (ROSs, por exemplo) podem atuar como sinalizadores
(Griffiths et al., 2000). Os hidroper6xidos de 4cidos graxos desempenham um papel
importante na sinaliza¢io para a producdo de compostos de defesa em plantas (Griffiths
et al., 2000). No entanto, pouco se sabe sobre os niveis de hidroperéxidos de édcidos
graxos necessdrios para regular as respostas de defesa das plantas (Griffiths et al.,
2000). Os testes de substancias reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS) que estimam a
quantidade de malondialdeido (MDA), um produto secundario da oxidagdo de édcidos
graxos poliinsaturados, sdo muito utilizados para determinar a oxidacdo global de
lipidios num sistema (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; Hodges et al., 1999; Loggini et al.,
1999; Reddy et al., 2004; Lai et al., 2007; Faisal e Anis, 2009; Simova-Stoilova et al.,
2009; Wang et al., 2009). Porém, esta técnica apresenta sensibilidade muito limitada no
que diz respeito a hidroper6xidos de lipidios (LOOH), que sdao mais relevantes
fisiologicamente (Griffiths et al., 2000). Em fun¢do disso, novas metodologias foram
criadas, melhoradas e/ou adaptadas a modelos em plantas visando a quantificacdo direta
dos niveis de LOOH. Dentre tais metodologias, destaca-se aquela que utiliza o reagente

FOX (do inglés ferrous oxidation-xilenol orange) (Griffiths et al., 2000; DeLong et al.,
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2002; Pinto et al., 2007). Esta técnica é bastante sensivel e permite a discriminacdo de
lipidios peroxidados daqueles decorrentes de outros processos de oxidacao.

A oxidagcdo de proteinas soliveis ou de membranas € definida como a
modificagdo covalente na estrutura de tais macromoléculas, um processo desencadeado
por ROSs e/ou outros produtos do estresse oxidativo (Mgller e Kristensem, 2004). As
proteinas podem ser oxidadas por uma variedade de vias, algumas essencialmente
irreversiveis, outras reversiveis (Mgller e Kristensem, 2004). A oxidagdo de grupos as
pontes dissulfeto € um mecanismo importante na regulacdo da fun¢do de certas enzimas
(Mgller e Kristensem, 2004). Uma grande variedade de modificagdes oxidativas ocorre
nas proteinas em tecidos vivos. O numero de sitios de modificacdo, porém,
frequentemente aumenta marcantemente sob condi¢des de estresse (Mgller e
Kristensem, 2004). Uma das modificagdes mais comuns € a transformacdo que da
origem a grupos carbonilas na cadeia lateral de alguns residuos de aminoacidos que
constituem as proteinas (Halliwell e Gutteridge, 1999). As proteinas carboniladas sdo
encontradas normalmente nos tecidos, aumentando seus niveis em condi¢cdes de
estresse. Assim, em tecidos estressados, uma proporcao significante de todas as
proteinas estd carbonilada, o que pode comprometer o metabolismo normal do
organismo (Mgller e Kristensem, 2004). Sabe-se que os dcidos graxos poliinsaturados
sdo capazes de proteger as proteinas contra danos provocados pela reagdo com as ROSs.
Por outro lado, os aldeidos formados a partir da peroxidacdo de &cidos graxos
poliinsaturados podem reagir com as proteinas tornando-as carboniladas (Mgller e
Kristensem, 2004).

As consequéncias do estresse oxidativo dependem da organizacdo das
membranas, do conteddo antioxidante endégeno e da habilidade de resposta das plantas

(Blokhina et al., 2003). As plantas apresentam um sistema antioxidante que € altamente
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eficiente na captura de radicais livres oriundos da atividade fotossintetizante e da cadeia
de transporte de elétrons da mitocOndria, quando a planta se encontra em condicdes
metabodlicas normais (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; Loggini et al., 1999; Blokhina et al.,
2003; Reddy et al., 2004). As proteinas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-
transferase (GST), entre outras, constituem o sistema antioxidante enzimatico celular.
Substancias do metabolismo primério (dcido ascorbico e a-tocoferol) e do secunddrio
(flavondides, carotendides, cumarinas, etc) fazem parte do sistema antioxidante ndo-
enzimatico (Foyer et al., 1994; Reddy et al., 2004).

A extensdo da atividade dos sistemas antioxidantes de plantas em resposta ao déficit
hidrico depende ndao somente da intensidade e duracio do estimulo como também da do
tecido, da espécie vegetal, de seu estigio de desenvolvimento e de seu estado
metabodlico (Reddy et al., 2004). A resposta da planta, neste contexto, pode inclusive
diferir entre cultivares de uma mesma espécie (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; Loggini et

al., 1999; Blokhina et al., 2003).
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4. Materiais e métodos

4.1. Material vegetal

Foram utilizadas cinco cultivares de mamoneira, sendo estas BRS-Energia,
BRS-Nordestina, BRS-Paraguacu, IAC-Guarani e IAC-80 (Figura 1). As sementes
foram gentilmente cedidas pelo Instituto Agrondomico de Campinas (IAC) e pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Algoddo). A cultivar IAC-
Guarani foi desenvolvida pelo cruzamento das variedades Campinas e Preta, se
destacando pela produtividade e adaptabilidade e ciclo de 180 dias. A TAC-80 é uma
cultivar produtiva, de grande porte e ciclo de 240 dias, sendo recomendada para
agricultura familiar e pequenos produtores que disponham de colheita manual. A BRS-
Nordestina é uma cultivar de porte médio que apresenta um ciclo médio de 250 dias. E
recomendada para plantio no semi-arido brasileiro, sendo desenvolvida para o uso na
agricultura familiar. Possui exigéncia moderada da fertilidade do solo, apresentando um
contetido de 6leo nas sementes de 49%. A BRS-Paraguacu € uma cultivar que apresenta
caule de coloracdo roxa, € de porte médio e apresenta ciclo médio de 250 dias. Esta
cultivar foi desenvolvido para o uso na agricultura familiar em regidoes semi-aridas. A
cultivar BRS-Energia apresenta pequeno porte, ciclo de 120 a 150 dias, sendo bem
adaptada a regido nordeste do pais. Estudos avaliando sua adaptabilidade em outros
locais encontram-se em andamento
(www.iac.sp.gov.br/Centros/Graos_Fibras/Cultivares/Mamona.htm;

www.cnpa.embrapa.br/produtos/mamona/cultivares.html).
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Figura 1. Fotos de Ricinus
communis L., objetos deste estudo.
A, BRS-Energia; B, BRS-
Nordestina; C, BRS-Paraguagu; D,
IAC-Guarani; e E, IAC-80.
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4.2. Condicoes de cultivo

As sementes foram desinfestadas com uma solucao de hipoclorito de sédio 0,3%
por 5 min e lavadas abundantemente com d4gua desionizada. Trés dias apds a
germinacdo, as sementes foram transferidas para potes plésticos de 8 L contendo
substrato composto por solo (fertilidade corrigida por adubacgdo) e areia na propor¢do de
2:1. Cada pote contendo quatro plantulas foi mantido em casa de vegetacdao a umidade
relativa média de 61,8 %, temperatura maxima em torno de 27,6 °C e minima em torno
de 18,2 °C e intensidade luminosa didria em torno de 1270,3 prnol.rn'2.s'1 (intensidade
méxima) e 17,3 pmol.m'z.s'l(intensidade minima). As plantulas foram irrigadas a
capacidade de campo utilizando solucdo de Hoagland e Arnon (1950) trés vezes por
semana. Folhas de plantas de 45 dias de idade foram utilizadas nos experimentos ex-

Vivo.

4.3. Imposicao do estresse

Quarenta e cinco dias apés o plantio (DAP), folhas jovens intactas e
completamente expandidas foram coletadas para a conducao dos experimentos. Discos
foliares de cada cultivar (1 cm de didmetro) foram submetidos ao estresse hidrico por
imersdo em solugdes de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000), preparadas de acordo com
Money (1989), proporcionando os seguintes potenciais hidricos (Wy): -1,2, -1,8, e -2,4
MPa. Agua desionizada foi empregada como tratamento controle (¥y = 0 MPa). O
potencial hidrico de cada solu¢do de PEG-6000 foi confirmado por andlises ao
osmometro de déficit de pressao de vapor Wescor 5100C (Wescor Inc., Logan, UT). Os
discos foliares sob tais tratamentos foram entdo mantidos na auséncia de luz e
temperatura ambiente por um periodo de 15 h. Apés o periodo de imposi¢ao do estresse,

foram realizados testes de liberagcdo de eletrdlitos (LE) e consequente indice de dano de
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membranas (IDM). Os dados obtidos em tais testes foram empregados como um dos

critérios para a selecdo das cultivares quanto a tolerancia ao déficit hidrico.

4.4. Avaliacao do contetdo hidrico relativo

O contetido hidrico relativo (CHR) dos discos foliares foi estimado antes e apds
a submissdo do material vegetal ao estresse como outro dos critérios para a selecao das
cultivares quanto a tolerancia ao déficit hidrico. A estimativa do CHR foi efetuada
segundo a expressao:

(MF —MS)

(MT —MS)

CHR = x100

onde, MF € a massa fresca dos discos foliares; MT € a massa tirgida dos discos foliares,
determinada 24 h apds a imersdo do material vegetal em 10 mL de dgua desionizada a
temperatura ambiente; e MS € a massa seca dos discos foliares, obtida apds secagem
completa do material vegetal em estufa de circulacio for¢ada de ar a 60 °C.

Neste trabalho, o contetido hidrico relativo (CHR) das cultivares estudadas foi
avaliado em duas situacdes distintas: (1) estresse imposto pela exposicdo do tecido
foliar a solu¢des de PEG-6000 (10 mL) por 15 h em concentracdes que simulem os
potenciais hidricos de 0 (controle), -1,2, -1,8 e -2,4 MPa; e (2) recuperagdo do estresse

apos reidratacdo dos tecidos foliares por 24 h em 10 mL de dgua desionizada.

4.5. Determinaciao do tempo 6timo de imersao em agua dos discos foliares

Foi realizado um teste para avaliar o melhor tempo necessdrio para a remog¢ao
dos eletrdlitos provenientes do dano mecanico em decorréncia do corte dos discos
foliares das cinco cultivares de mamoneira antes que tais materiais vegetais fossem

submetidos a andlise de liberacdo de eletrélitos e a determinagdo do indice de dano de
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membrana celular como fun¢do da deprivacao de dgua. Foram obtidos 10 discos foliares
de 1 cm de didmetro a partir de folhas jovens totalmente expandidas e ndo-estressadas
de cada cultivar. As amostras foram acondicionadas em tubos seguindo-se a adicdo de
20 mL de dgua desionizada de acordo com Bajji ef al. (2002). A condutividade elétrica
inicial (CEj) de cada sistema foi determinada através do uso de um condutivimetro
digital (Digimed DM-3 — Digicron Analitica). Com o auxilio de um agitador orbital
(Orbit Shaker — Lab-Line) a velocidade de 100 rpm, os tubos contendo as amostras
foram agitados a cada 15 min até os 180 min decorridos da medida de CEy. Nova
medida de condutividade elétrica (CEs) foi realizada para cada amostra apds cada
periodo de agitacdo. A liberacdo de eletrdlitos (LE) foi determinada levando-se em

conta a massa fresca (MF) do material vegetal de acordo com a expressao:

(CE, - CE,)
MF

LE =

Para estimar a quantidade de eletrdlitos liberados durante cada intervalo de 15
min, foram considerados apenas os eletrdlitos recém-liberados, subtraindo-se a
condutividade elétrica (CE) do intervalo anterior daquela do intervalo atual. Estes

experimentos foram realizados com 10 replicatas bioldgicas.

4.6. Determinacao da liberacao de eletrélitos decorrente do estresse hidrico

ApO6s a determinag@o do melhor tempo para remogao dos eletrélitos decorrentes
do dano mecénico dos discos foliares, foi realizado um experimento para determinar a
liberagdo de eletrdlitos desencadeada pelos diferentes niveis de déficit hidrico. Este
experimento foi realizado em quintuplicata onde cada uma das replicatas era constituida

de 10 discos foliares (1 cm de diametro) obtidos a partir de folhas jovens totalmente
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expandidas. Amostras deste mesmo lote de plantas foram reservadas para a determingdo
do indice de dano de membranas a ser detalhado no préximo item. Os materiais vegetais
foram incubados em dgua desionizada por um periodo de tempo de 15 min, determinado
nos experimentos do item 3.5 para garantir a total liberacao de eletrélitos desencadeada
pelo dano mecéanico ao obter os discos foliares. Os discos foliares foram entdo
acondicionados em tubos contendo 10 mL de solucdo de PEG-6000 em diferentes
concentracdes de maneira a proporcionar os seguintes Wy: O (controle), -1,2, -1,8 e -2,4
MPa. As amostras foram mantidas na auséncia de luz e a temperatura ambiente por um
periodo de 15 h seguindo o procedimento de Bajji e al. (2002). Decorridas as 15 h de
incubacdo, os discos foram lavados abundantemente com d4gua desionizada e
submetidos a reidratacio em 6 mL de dgua desionizada. A CE de cada amostra foi
medida imediatamente apds o inicio da reidratacdo (CE;) e em intervalos de tempo de
reidratacdo (CEf) que variaram de 0,5 a 22,5 h. Apés 22,5 h de reidratagdo, os discos
foliares foram autoclavados (1 atm, 121 °C em 20 min) para se determinar a CE
referente a liberacdo completa de eletrdlitos a partir do material vegetal (CE;). O
percentual de liberacdo de eletrdlitos (LE) ocasionado pelo déficit hidrico foi

determinado segundo a expressao:

(CE, - CE,)
E=-—21—"12%100
(CE, - CE))

4.7. Determinacao do indice de dano de membranas

O indice de dano de membranas (IDM) ocasionado pelo déficit hidrico foi
determinado em quintuplicata em amostragens constituidas de 10 discos foliares (1 cm
de didmetro) obtidos como descrito no item 3.6. O célculo do IDM foi realizado de

acordo com Bajji et al. (2002) a partir da expressao:
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(CE, -CE,)-(CE, - CE,)

e (CE —CE))]

x100

onde CE; é a CE medida logo no inicio da reidratacdo; CE¢ € a CE medida no intervalo
de tempo de reidratacdo igual a 8 h, definido no experimento anterior (item 4.6 — LE)
como intervalo de tempo onde a LE comeca a estabilizar; e CE; € a CE medida apds

autoclavagem.

4.8. Avaliacao da peroxidacao lipidica

Os estresses abidticos induzem, nas plantas, um aumento dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROSs) e de nitrogénio (RNSs). O aumento descontrolado de tais
espécies pode acarretar a oxidacdo de macromoléculas. A peroxidacao de lipidios € um
processo bioquimico que pode ocasionar efeitos deletérios as células por alterar a
permeabilidade de membranas. A Figura 2 mostra uma representacdo esquemadtica do
processo de peroxidagdo lipidica em células vegetais. Lipidios insaturados, como
aqueles constituintes de membranas biolégicas sdo os alvos primérios de espécies
radicalares. Os radicais livres promovem a formacdo de uma espécie radicalar de
carbono a partir do esqueleto carbonico lipidico. A instabilidade da espécie formada
leva a um rearranjo molecular com consequente formacdo de um dieno conjugado
radicalar. O oxigénio do meio celular leva a formacio do radical peroxil (LOO®), que na
presenca de H® d4 origem ao correspondente hidroperéxido de lipidio (LOOH).

O grau de peroxidagdo lipidica em discos foliares de Ricinus communis L. sob
déficit hidrico foi determinado a partir do uso do reagente FOX (do inglés Ferrous
Oxidation-Xylenol orange). Esta técnica ¢ amplamente empregada na determinacdo de
LOOH em sistemas de membranas reconstruidas, tecidos de mamiferos e extratos de
soro. Ela foi recentemente adaptada para a utilizacdo de extratos brutos de tecidos

vegetais e para a determinacdo da atividade lipoxigenase de animais e vegetais, uma
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enzima que catalisa a dioxigenacdo de 4cidos graxos poli-insaturados (DeLong et al.,
2002; Pinto et al., 2007). Em plantas, essa enzima estd envolvida no metabolismo de
lipidios de armazenamento e na producdo do 4cido jasmoOnico. Além da atividade
dioxigenase, as lipoxigenases de plantas também podem dar origem a hidroperéxidos de

lipidios (Pinto et al., 2007).

R — — —

Espécie radicalar de carbono (instavel)

j Rearranjo molecular

R! — R?

Dieno conjugado

j(02

R — RE — -

em cadeia

Peroxidagao lipidica ]

_0O Radical peroxil
°0

R — R?
@)
HO™
Hidroperdxido de lipidio (LOOH)

Figura 2 — Modelo da reag@o de formacdo de hidroperdxidos de lipidios (LOOH) em células
vegetais. Espécies radicalares, tais como o radical hidroxil (*OH), promovem a quebra
homolitica da liga¢do C-H liberando o radical H* (oriundo do hidrogénio alilico). A espécie
radicalar de carbono recém formada ¢ muito instdvel, levando ao um rearranjo molecular para a
formagdo de um dieno conjugado (espécie radicalar mais estdvel). O oxigénio molecular (O,)
reage com o dieno conjugado radicalar formando o radical peroxil (LOO®), que pode
proporcionar a peroxidagio em cadeia de outros lipidios ou entdo abstrair um H® do meio para
formar o hidroperéxido de lipidio correspondente (LOOH). Os grupos R' e R* foram utilizados
para indicar que a cadeia carbdnica dos dcidos graxos que constituem os lipidios apresenta

tamanho variavel.
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O FOX constitui um método sensivel (detecta LOOH na ordem de nmols) e de
baixo custo, que ndo sofre interferéncias do oxigénio do meio. Além disso, o método
possui uma alta linearidade e os resultados obtidos sdo altamente reproduziveis
(DeLong et al., 2002; Pinto et al., 2007). Este método de determinacdo de LOOH € uma
técnica de colorimetria baseada na oxidacio de Fe** presente na formulagdo do reagente
FOX por peréxidos de lipidios existentes na amostra biolégica. O Fe** oriundo desta
reacdo de oxirredugdo reage com o alaranjado de xilenol, em meio 4cido, formando um
complexo de coloragdo que varia de alaranjada a purpura, com maxima absor¢dao em
560 nm (Pinto et al., 2007).

Discos foliares (0,2 a 0,4 mg) submetidos a diferentes Wy (0 a -2,4 MPa), como
descrito nos itens anteriores, foram avaliados para o grau de peroxidagdo lipidica
utilizando o reagente FOX de acordo com DelLong et al. (2002) e Gay e Gebicki (2002),
com algumas modificagdes. O material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido
juntamente com 30 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Os homogenatos foliares
foram obtidos a partir da adicdo de 1,5 mL de uma solucdo aquosa de etanol 80%
contendo hidroxitolueno butilado (BHT) 0,01% (m/v). Os homogenatos foram entdo
centrifugados a 9000 x g por 5 min. Foram adicionados a 25 pL. do sobrenadante
resultante 25 uL. de uma solu¢do metandlica de trifenilfosfina (TPP) 10 mM ou 25 pL
de metanol. O sistema foi incubado por 30 min a temperatura ambiente seguido da
adicao de 500 pLL de uma solucdo recém-preparada de reagente FOX, constituida de
metanol 90%, acido perclorico (HC1O4) 110 mM, BHT 4 mM, sulfato ferroso amoniacal
250 uM e alaranjado de xilenol 100 uM. As amostras foram incubadas por 10 min a
temperatura ambiente para a determinacdo da quantidade de lipidios peroxidados. A
densidade 6tica de cada amostra foi determinada a 560 nm em leitor de microplacas

Thermo Scientific Multiskan Spectrum. O grau de peroxidacao lipidica foi determinado
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em termos de equivalentes de per6xido de hidrogénio (H,O») a partir de uma curva
padrdo utilizando a substancia comercial (Merck) nas concentra¢des de 0 a 320 uM. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em nmol de

LOOH.g"' de massa seca.

4.9. Avaliacao da oxidacao de proteinas

Um dos métodos de quantificagdo da oxidag¢do de proteinas é a determinacgdo da
quantidade de carbonilas (de aldeidos ou cetonas) oriundas da reacdo entre ROSs e a
cadeia lateral dos residuos de aminodcidos histidina e triptofano presentes na estrutura
protéica (Halliwell e Gutteridge, 1999). Essa quantificacdo € baseada na reacdo da 2,4-
dinitrofenilidrazina (2,4-DNPH) com as carbonilas presentes nas proteinas, levando a
formagdao de uma base de Schiff estdvel (2,4-dinitrofenilhidrazona) que é detectada na

faixa de 360 a 390 nm (Reznick e Packer, 1994; Klebl et al., 1998).

R R

H | ) H I
OQNQN—NHQ + O=C—proteina OQNQN—N:C—proteina

NO, . NO,
Carbonila-alvo
2,4-Dinitrofenilhidrazina (aldeido ou cetona) 2,4-Dinitrofenilhidrazona

Para determinar o comprimento de onda de mdxima absor¢do, as amostras foram
submetidas a andlise espectrofotométrica na faixa de 340 a 400 nm. A Figura 3 mostra
que a absor¢do maxima ocorreu a 360 nm. Portanto, a determinacdo da quantidade de

proteinas oxidadas foi realizada utilizando os valores de absorbancia a 360 nm.
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Figura 3 — Espectro de absorcdo de 2,4-dinitrofenilhidrazona-proteina obtido de discos foliares

de Ricinus communis L., cultivar IAC-80. Discos foliares foram submetidos a analise do teor de

proteinas oxidadas através do método da 2,4-dinitrofenilhidrazina. A 2,4-dinitrofenilhidrazona-

proteina oriunda do sistema de reagdo foi analisada espectrofotometricamente na faixa de 330 a

400 nm para a determinagdo do comprimento de onda de maxima absorcdo. Este espectro é

representativo das demais cultivares avaliadas (BRS-Energia e BRS-Paraguacu).

A determinacdo do grau de oxidagdo de proteinas foi realizada de acordo com o
descrito por Levine ef al. (1990) e Reznick e Packer (1994), com algumas modificagdes.
O material vegetal (0,2 a 0,4 g) sob déficit hidrico foi macerado com 30 mg de PVPP
em nitrogénio liquido e homogeneizado com 1,5 mL de tampao Hepes 50 mM a pH 7,0.
Os homogenatos foram centrifugados a 8000 x g por 5 min. A 375 pL do sobrenadante
foram adicionados 250 uL de uma solu¢do 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) 8§ mM
contendo HC1 2 M. O sistema foi incubado por 1 h a 150 rpm, na auséncia de luz e a
temperatura ambiente. Duzentos e cinquenta microlitros de uma solu¢cdo de 4cido

tricloroacético (TCA) 30% (m/v) foram adicionados ao meio para proporcionar a
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precipitacao das proteinas. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 10000 x g por
5 min e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado 3 vezes com 1,5 mL de
uma solugdo de etanol/acetato de etila (1:1) para completa remocao de 2,4-DNPH livre.
Foram utilizados 500 pL de uma solu¢do de guanidina 6 M preparada em tampao
KH,PO4 20 mM, pH 2,3 para ressuspender as proteinas. As amostras foram submetidas
a andlise espectrofotométrica nos comprimentos de onda na faixa de 300 a 400 nm. A
determinagdo da quantidade de proteinas oxidadas foi realizada utilizando os valores de
absorbancia a 360 nm e um coeficiente de absortividade molar (¢) de 22000 M'.cm™
segundo Klebl et al. (1998). Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados expressos em nmol de carbonila.mg™ de proteina total.

4.10. Determinacao de proteinas totais

A quantificacio de proteinas totais nas amostras foi realizada, quando
conveniente, através do método de ligacado com Coomassie blue utilizando o reagente de
determinagdo de proteina (Pierce, Rockford, IL) e albumina de soro bovino (BSA) como

padrao (Bradford, 1976).

4.11. Analise estatistica

Os dados primdrios, apds verificacdo de distribuicdo normal e varidncia
homocedéstica, foram submetidos a andlise estatistica de varidncia (ANOVA) para
dados paramétricos e Kruskal Wallis para dados nao-paramétricos em cada parametro
estudado. As médias foram comparadas através dos testes ¢ Student e Tukey a 5% de

probabilidade. As anélises foram efetuadas utilizando o programa BioEstat v. 5.0.
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5. Resultados

5.1. Avaliacao do status hidrico das plantas

Os resultados decorrentes do tratamento controle mostram que existem
diferengas constitutivas no CHR entre as cinco cultivares (Figura 4). A cultivar BRS-
Paraguacu apresentou o maior valor de CHR (93,2%), seguida de BRS-Energia e IAC-
Guarani com valores de CHRs de ~ 89,0%. Em um outro grupo, cujas plantas diferiram
significativamente (P < 0,01) do primeiro, encontram-se BRS-Nordestina e IAC-80, que
apresentaram valores de CHR de aproximadamente 83,1 e 82,4%, respectivamente. O
CHR diminuiu em todas as cinco cultivares a medida que o estresse se tornava mais
severo (Figura 4). As plantas da cultivar BRS-Nordestina, contudo, ndo apresentaram
reducdo significativa no CHR em relagdo ao tratamento controle quando as plantas
foram submetidas a um estresse moderado (Wy = -1,2 MPa). O Wy de -1,8 MPa foi
considerado a condic¢do critica, uma vez que no potencial de -2,4 MPa (estresse severo)
ndo foram observadas diferencas significativas entre as cultivares estudadas (Figura 4).

As cultivares que apresentaram maior decréscimo no CHR no potencial de -1,2
MPa foram IAC-Guarani e TAC-80 (17,4 e 15,4%, respectivamente). As demais
cultivares — BRS-Paraguacu, BRS-Energia e BRS-Nordestina — apresentaram
diminuic¢des discretas no CHR (7,7%, 6,4% e 4,4%, respectivamente). Como esperado,
a diminui¢do do CHR em relacdo ao tratamento controle foi mais dristica quando as
plantas foram submetidas a Wy < -1,8 MPa. Essa condicao de estresse refletiu em um
decréscimo no CHR na faixa de 24 - 32% para um Wy = -1,8 MPa e na faixa de 31 -
449% para um Wy = -2,4 MPa (Figura 4). Diferencas significativas foram observadas

entre as cultivares e entre os tratamentos (P < 0,001) (Figura 4).
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Figura 4 — Contetdo hidrico relativo (CHR) de folhas de Ricinus communis L. como funcao de
diferentes niveis de déficit hidrico. Discos foliares de mamoneiras foram incubados com
solugdes de PEG-6000 (Wy de 0, -1,2, -1,8 ou -2,4 MPa) por 15 h na auséncia de luz. O CHR de
cada amostra foi determinado e os valores expressos como a média + erro padrio da média
(EPM) de experimentos realizados em quintuplicata. Letras mintsculas indicam diferencas
significativas entre tratamentos aplicados a uma mesma cultivar (BRS-paraguacu e IAC-80, P <
0,05; BRS-nordestina P < 0,01; e BRS-energia e IAC-guarani, P < 0,001). Letras maidsculas
indicam diferengas significativas entre cultivares em um referido tratamento (controle, P < 0,01;

e demais tratamentos, P < 0,05).

O padrao de decréscimo no CHR dos discos foliares de todas as cultivares
apresentou comportamento similar, sendo este proporcional ao aumento do estresse
imposto (Figura 5).

Para o processo de reidratacdo a partir do tratamento a Wy = -1,2 MPa,
verificou-se que a maioria das cultivares recuperou de 82,6 a 97,5% o seu CHR em
relacdo ao controle (Figura 5). Diferentemente das demais cultivares, BRS-Nordestina
apresentou-se indiferente a condi¢des moderadas de déficit hidrico (Wy = -1,2 MPa)
exibindo valores de CHR similares aos daqueles observados para o tratamento controle

(Figura 5) e apresentando recuperacdo de 97% de seu CHR apds o periodo de

reidaratacdo. Em compensac¢do, o menor percentual de recuperacdo no potencial de -1,2
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MPa foi apresentada pela cultivar IAC-Guarani (Tabela 1) . No potencial de -1,8 MPa,
observa-se uma continuidade na tendéncia de recuperacdo do CHR. A tnica cultivar a
recuperar menos de 80% de seu CHR original neste tratamento foi IAC-Guarani
(79,5%). Apenas BRS-Nordestina e IAC-80 conseguiram obter uma recuperagcdo
superior a 80% de seu CHR original quando submetidas a um déficit hidrico severo (Wy
= -2,4 MPa) (82,6 e 82,7% respectivamente). As demais cultivares recuperaram em
torno de 78% de seu CHR. A cultivar BRS-Energia apresentou uma capacidade
surpreendente de recuperacdo do estresse imposto no que refere ao CHR. A recuperacao
desta cultivar a partir dos diferentes graus de déficit hidrico foi em torno de 80% para
condicdes mais severas de estresse (Figura 5). Por outro lado, a cultivar que
aparentemente mais sofreu os efeitos do déficit hidrico quanto ao CHR foi a BRS-
Paraguacu, uma vez que tal cultivar, embora tenha sofrido decréscimos mais baixos do
CHR, também foi a que apresentou menores percentuais de recuperagao (Figura 5).

A avaliacdo do status hidrico durante o estresse e apds a reidratacdo dos discos
foliares foi empregada com um dos critérios para determinar o grau de tolerancia das
cultivares estudadas quanto ao déficit hidrico, a fim de selecionar trés cultivares: uma
mais tolerante (BRS-Energia), uma mais sensivel (BRS-Paraguacu) e uma com

comportamento intermedidrio (IAC-80).
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Figura 5 - Percentual de recuperagdo de discos
foliares de Ricinus communis L. em fungdo da
reidratacdo apds a imposicdo do estresse hidrico.
Medidas de contetido hidrico relativo (CHR) dos
discos foliares foram realizadas antes (m) e apds a
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5.2. Avaliacao da liberacao de eletrélitos e determinacao do indice de dano de

membrana
Como observado na Figura 6, a maioria dos eletrélitos liberados em decorréncia
do dano mecanico nos discos foliares foi removida nos primeiros 15 min de imersao em

dgua independente da cultivar avaliada.
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Figura 6 — Tempo 6timo de imersdo dos discos foliares de Ricinus communis L em agua.
Discos foliares de mamoneiras (@ = 1 cm) das cultivares BRS-Nordestina, BRS-Paraguacu,
BRS-Energia, IAC-Guarani e IAC-80 foram acondicionados em tubos com 20 mL de 4dgua
desionizada e agitados em intervalos de 15 min imediatamente apds a delimitag@o da drea foliar
a ser analisada. O tempo 6timo foi determinado como sendo aquele onde a liberacdo de
eletrélitos (LE).g" de massa fresca decorrente da injiria tecidual fora praticamente nula. Os
dados representam a regressao ndo-linear com os dados obtidos a partir de todas as cultivares

em experimento realizado com 10 repeticdes.
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Determinando-se 15 min como o tempo 6timo para remogdo dos eletrdlitos
provenientes do dano mecanico, realizou-se a avaliacdo da LE a partir de discos foliares
submetidos ao déficit hidrico. Observou-se que as curvas de LE apresentaram um
modelo bifdsico ao longo do tempo, que foi similar em todas as cultivares e tratamentos
(exceto o tratamento controle, com LE quase linear). Inicialmente, houve um efluxo
répido de eletrolitos a partir dos discos foliares (Figura 7). Apds 4,5 h, o efluxo de
eletrdlitos se apresenta moderado, chegando a se tornar constante apds 7,5 h (Figura 7).

A distancia entre as curvas de LE em cada tratamento mostra que, na maioria das
cultivares, a LE ocorreu de forma gradativa a medida que o estresse aumentava. Para a
cultivar BRS-Paraguacu, a LE foi baixa no potencial de -1,2 MPa, aumentou cerca de
10 vezes (em relacdo ao controle) no potencial de -1,8 MPa e atingiu certa estabilidade
no potencial de -2,4 MPa (Figura 7). O potencial de -2,4 MPa, considerado severo na
avaliacdo de CHR pelo fato de os percentuais de recuperagdo nao terem apresentado
diferencas significativas entre as cultivares, aqui também apresentou a mesma
caracteristica, pois neste potencial todas as cultivares apresentaram LE superior a 50%
apos de 7,5 h de reidratacao (Figura 7).

O indice de dano de membrana (IDM) aumentou gradualmente com o déficit
hidrico na maioria das cultivares, apresentando comportamento quase linear para as
cultivares BRS-Energia, BRS-Nordestina, IAC-Guarani e IAC-80 (Figura 8). O estresse
hidrico moderado (Wy = -1,2 MPa) pouco afetou a membrana celular das cultivares
estudadas. No Wy = -1,2 MPa, os discos foliares de BRS-Paraguacu foram os menos
afetados, apresentando um IDM em torno de 9% (Figura 8). Os IDMs para as cultivares
BRS-Energia, BRS-Nordestina, IAC-Guarani e IAC-80 sob Wy de -1,8 MPa foram de
28.4; 25,5; 38,9 e 36,8%, respectivamente (Figura 8). A cultivar BRS-Paraguacu exibiu

maximo IDM (45,5%) quando submetido a este mesmo grau de déficit hidrico (Figura
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2,4 MPa, proporciou um IDM em torno de 50% para todas as cultivares avaliadas.
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5.3. Analise dos efeitos do déficit hidrico sobre macromoléculas

5.3.1. Peroxidacao lipidica

O grau de peroxidagdo lipidica de discos foliares das cultivares BRS-Energia,
BRS-Paraguacu e IAC-80 sob déficit hidrico foi determinado e expresso em termos de
nimero de mols de hidroperéxidos de lipidios (LOOH). g'1 de massa seca.

Verificou-se que as cultivares BRS-Energia e BRS-Paraguacu apresentaram
graus semelhantes de peroxidacdo lipidica. A diferenca entre essas duas cultivares sé €
marcante sob estresse severo (Wy de -2,4 MPa), quando BRS-Paraguacu exibiu 7,8
nmols de LOOH.g" massa seca ¢ BRS-Energia apresentou 31,9 nmols de LOOH.g'1
massa seca (Figura 9). Ainda, o conteido de LOOH em discos foliares de BRS-
Paraguacu diminuiu de maneira significativa com o aumento da severidade do estresse
(Figura 9). A cultivar IAC-80 mostrou-se a menos afetada pelo déficit hidrico no que se
refere a formacdo de hidroperdxidos de lipidios. A formacdo de LOOH nas amostras
controle e sob estresse variaram entre 10 e 12 nmols. g'1 massa seca. Cabe ressaltar que a
massa seca de discos foliares desta cultivar € aproximadamente 35% maior que a massa
seca de discos foliares, de mesmo didmetro, das cultivares BRS-Energia e BRS-

Paraguacu. Por isso, € necessario cautela ao se analisar tais resultados.
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Figura 9 — Quantificagdo de hidroperdxidos de lipidios formados em discos foliares sob déficit
hidrico. Discos foliares (® = 2 cm) foram submetidos aos Wy indicados por 15 h na auséncia de
luz. Apés lavagem exaustiva com dgua desionizada, os materiais vegetais foram submetidos a
andlise do conteudo de lipidios peroxidados (LOOH) utilizando o reagente FOX. Os valores
representam a média de LOOH formado + EPM de experimento realizado triplicata. MS, massa
seca. Letras mindsculas indicam diferengas significativas entre tratamentos aplicados a uma
mesma cultivar (P < 0,01). Letras maitsculas indicam diferencas significativas entre cultivares

em um referido tratamento (P < 0,05).

5.3.2. Oxidacao de proteinas

Os resultados da quantificagdo de proteinas soluveis oxidadas sdo apresentados
na Figura 10. Nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo ao grau de
oxidacao de proteinas na interacao entre cultivares e tratamentos (Figura 10). A cultivar
BRS-Energia apresentou um grau de oxidacdo de proteinas significantemente menor
(2,1 nmol carbonilas.mg'1 proteina; P < 0,01) que as demais cultivares quando
submetido ao Wy de -1,8 MPa. (Figura 10). Neste potencial hidrico, a cultivar BRS-

Paraguacu apresentou 4,3 nmol carbonilas.mg™' proteina enquanto que a cultivar IAC-80
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apresentou 3,9 nmol carbonila.mg'lde proteina). J4 na comparacdo entre tratamentos
para uma mesma cultivar, verificou-se que, embora nao houvesse diferenca significativa
nos valores, BRS-Paraguacu apresentou uma tendéncia a elevar o grau de oxidagdo de
proteinas até um Wy tdo baixo quanto -1,8 MPa (Figura 10). A unica cultivar a
apresentar diferencas significativas para os tratamentos (P < 0,01) foi o IAC-80 cujo
grau de oxidacdo protéica foi de 2,2 nmol carbonilas.mg™ proteina para um valor de Wy

igual a -1,2 MPa (Figura 10).
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Figura 10 - Quantificagc@o de proteinas oxidadas em discos foliares de Ricinus communis L. sob
déficit hidrico. Discos foliares (® = 2 cm) foram submetidos aos Wy indicados por 15 h na
auséncia de luz. Apds lavagem exaustiva com dgua desionizada, os materiais vegetais foram
submetidos a andlise do contetido de proteinas oxidadas utilizando o método da guanidina. Os
valores representam a média de carbonilas formadas.mg’ de proteinas totais + EPM de
experimento realizado triplicata. Letras mindsculas indicam diferencas significativas entre
tratamentos aplicados a uma mesma cultivar (P < 0,01). Letras maitsculas indicam diferencas

significativas entre cultivares em um referido tratamento (P < 0,01).
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6. Discussao

Neste trabalho foram realizados experimentos ex-vivo com vdrias cultivares de
mamoneira (Ricinus communis L.) com o objetivo de se determinar, através de andlises
fisico-quimicas e bioquimicas, o grau de tolerancia do tecido foliar dessas plantas ao
déficit hidrico. Foi visada a andlise de alguns parametros bioquimicos, comumente
alterados em funcdo de estresses. Adicionalmente, medidas da liberagdo celular de
eletr6litos foram conduzidas para se determinar a ocorréncia ou ndo de tolerancia
diferencial ao déficit hidrico de cinco cultivares de mamoneiras empregando técnicas
inéditas para Ricinus communis L.

A mamoneira é uma espécie ainda muito pouco estudada quanto aos efeitos da
deprivagdo de dgua. Os trabalhos sobre esta temética até entdo publicados concentram-
se em andlises em condi¢cdes de campo. Neste contexto, enfoque é dado ao impacto
ecofisiolégico no que se refere a eficiéncia do uso de dgua, manejo de irrigacdo,
fotossintese, movimento estomdtico e crescimento e produgdo (Dai et al., 1992; Vijaya-
Kumar et al., 1996 e 1999; Schurr et al., 2000; Ferreira et al., 2006; Barbour e Buckley,
2007; Barros-Jr. et al., 2008; Miranda-Pinto et al., 2008; Montenegro et al., 2009). Os
Unicos trabalhos que relacionam parametros bioquimicos e moleculares tratam da
expressdo génica de aquaporinas e de proteinas semelhantes a deidrinas (Han e
Kermode, 1996; Eisenbarth e Weig, 2005).

Uma vez que o déficit hidrico € responsavel por restringir o desenvolvimento e a
produtividade, conhecer o status hidrico das plantas é fundamental para uma
compreensdo mais aprofundada dos mecanismos fisiologicos de resposta a este tipo de
estresse (Hsiao, 1973). A literatura relata que redugdes de potencial hidrico geralmente
sdo acompanhadas por alteracbes no CHR (Hsiao, 1973). A reducdo no CHR

apresentada pelas cinco cultivares a medida que o déficit hidrico se tornava mais severo
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(Figura 4) corrobora os resultados obtidos para outras espécies vegetais (Zhao et al.,
2008; Seelig et al., 2009). Segundo Hsiao (1973), a planta sofre um estresse suave
quando seu CHR apresentar-se reduzido em cerca de 8 a 10% em relagdo ao CHR da
mesma planta sob condi¢Oes ideais de hidratacio e demanda evaporativa leve. O
estresse moderado refere-se as reducdes do CHR entre 10 e 20% enquanto que o
estresse severo € acompanhado de redugdes no CHR superiores a 20%. Dessecacdo
seria o estado em que a redu¢do do CHR da planta supera os 50%.

Utilizando-se da classificagdo criada por Hsiao (1973), o potencial de -1,2 MPa
foi considerado uma condicdo moderada de déficit hidrico uma vez que duas das
cultivares estudadas (IAC-Guarani e IAC-80) apresentaram reducao de 17,4 e 15,4% no
seu CHR, respectivamente (Figura 5). O potencial de -1,8 MPa foi considerado critico
pelo fato de todas as cultivares terem apresentado redu¢do no CHR superior a 30%
(Figura 5). J4 o potencial de -2,4 MPa foi considerado severo porque trés das cinco
cultivares (BRS-Energia, BRS-Paraguacu e IAC-Guarani) recuperaram menos de 80%
de seu CHR original (Figura 5).

Uma vez que a avaliacdio do CHR constitui um pardmetro confidvel no
entendimento de como o déficit hidrico estd de fato afetando os processos fisiologicos
das plantas, a capacidade de recuperacao do CHR apés o estresse pode ser um indicador
de possiveis mecanismos de tolerdncia ou adaptacdo ao estresse (Selote e Khanna-
Chopra, 2006). Os dados obtidos na avaliagdo do CHR durante os trés niveis de déficit
hidrico e posterior reidratacio mostraram que as células de todas as cultivares
recuperaram pelo menos 80% de seu CHR quando submetidos a potenciais hidricos tdo
baixos quanto -1,8 e 2,4 MPa (Figura 5). Outros estudos também relatam recuperacio
do CHR ap6s um periodo de reidratacdo. Pérez-Pérez et al. (2007) observaram uma

recuperagdo total do CHR quando plantas de Citrus sinensis X Poncirus trifoliata foram
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expostas a um Wy de -2,0 MPa e reidratadas por 8 dias. Selote e Khanna-Chopra (2006),
por sua vez, mostraram uma recuperacdo total do CHR apds 48 h de reidratagdo em
plantas de trigo previamente deprivadas de irrigacdo. Gigon et al. (2004) relataram a
recuperagdo de CHR em Arabidopsis a valores proximos do controle, 24 h apds
reidratacao.

A determinagdo do CHR apds os trés niveis de estresse e posterior reidratacao
foi um dos critérios utilizados na classificacdo das cultivares de mamoneira quanto a
tolerancia ao déficit hidrico. O potencial que se mostrou mais efetivo para discriminar
as cultivares foi o de -1,8 MPa, condicdo esta onde todas as cultivares sofreram reducdo
de mais de 30% no CHR, seguida de uma recuperacdo do CHR superior a 80%. A
recuperacdo inferior a 80% no Wy de -2,4 MPa sugere a ocorréncia de morte celular
devido a severidade da deficiéncia de dgua.

A variagdo no CHR deve ser cuidadosamente avaliada uma vez que este
parametro, por si sO, ndo € suficiente para determinar o grau de tolerancia das cultivares.
Assim, se faz necessdria a investigacdo de outros parametros fisico-quimicos e
bioquimicos para que correlagcdes mais precisas sejam obtidas (Selote e Khanna-Chopra,
2006; Pérez-Pérez et al., 2007; Seelig et al., 2009). Por esse motivo, também foram
avaliadas a extensio da LE bem como a de dano de membrana.

Indmeras varidveis podem interferir na determinacdo da LE, a citar, o tempo de
lavagem das amostras antes da exposi¢do ao PEG (Vasquez-Tello et al., 1990), o
nimero, tamanho e a forma dos segmentos vegetais, bem como a duragdo do tempo de
reidratacdo (Prasil e Zamecnik, 1998). Segundo Prasil e Zamecénik (1998), o nimero de
amostras ndo influencia significantemente a determinacdo da LE, enquanto que
variacdes na LE sdo observadas em funcdo do tamanho do disco foliar. Quanto menor o

segmento, maior a condutividade relativa devido ao fato de que os eletrélitos tém mais
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facilidade em difundir através do interior do tecido até alcancar a superficie do
segmento. O diametro de disco foliar utilizado no presente estudo para a determinacdo
da LE foi de 1 cm, medida esta previamente determinada como a mais adequada para a
medida de condutividade elétrica (Prasil e Zamecnik, 1998). Como a mamoneira € uma
espécie em que ainda ndo se estudou a LE, um teste de determina¢do do tempo 6timo de
lavagem do material vegetal foi empregado para evitar superestimacdes causadas por
eletrdlitos liberados em fun¢do do dano mecanico causado pela delimitacdo de drea da
amostra. O padrao de remog¢ao da maioria dos eletrdlitos a partir de discos foliares de
mamoneiras foi semelhante aqueles obtidos em estudos com cultivares de trigo por Bajji
et al. (2002), que também determinaram o intervalo de 15 min como o mais adequado
para a imersao dos discos foliares em dgua.

A LE exibida pelas cinco cultivares de mamoneira (Figura 5) apresentou um
perfil bifasico ao longo do tempo, uma observagdo similar a encontrada para outros
sistemas bioldgicos vegetais (McKersie e Stinson, 1980; Senaratna e Mckersie, 1983;
Tatteroo et al., 1996; Alonso et al., 1997; Prasil e Zamecnik, 1998; Bandurska, 2000;
Franca et al., 2000; Bajji et al., 2002; Kocheva et al., 2004; Kocheva et al., 2005; Sayar
et al., 2008; Faisal e Anis, 2009). Durante as 3-4 h iniciais de reidratacao houve um
aumento praticamente linear da condutividade elétrica (Figura 5). Apdos 4 h a LE
diminui até atingir a estabilidade em torno de 8 h pds-reidratacdo. Este comportamento
cinético sugere a contribui¢do de processos distintos para liberagd@o total de eletrélitos.
Durante as primeiras horas de reidratacdo, os eletrélitos liberados seriam provenientes
do espaco apopldstico e apds este periodo de tempo, a liberacdo seria oriunda do
citoplasma celular devido a um desmantelamento da plasmalema (McKersie e Stinson,
1980; Senaratna e McKerise, 1983; Vasquez-tello et al., 1990). A LE constante ap6s 8 h

de reidratacdo compreende um melhor indicador da permeabilidade das membranas
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visto que os eletrdlitos provenientes do apoplasto ndo contribuiriam para
superestimacao dos resultados (McKersie e Stinson, 1983). Por esse motivo o tempo de
incubacao em dgua por 8 h foi considerado o ideal para a conduc¢do da andlise de IDM.

O aumento no IDM em fun¢do do estresse (Figura 6) relacionou-se com as
reducdes no CHR observadas para a maioria das cultivares (Figura 5). Relagcdes
semelhantes entre IDM e CHR foram também observadas em plantas de cevada
(Bandurska, 2000; Kocheva et al., 2004). O estresse por desidratagdo causa um aumento
na permeabilidade das membranas, que pode eventualmente dificultar o processo de
recuperacdo dos tecidos apds a tentativa de reidratacdo (Kocheva et al. 2004). Ainda,
grandes perdas de d4gua com baixos percentuais de recupera¢ao correspondem a danos
de membrana severos (Kocheva et al. 2004). Isso explica a relagdo observada entre
CHR e IDM.

O conjunto de resultados obtidos (CHR, LE e IDM) possibilitou a determinagao
do grau de tolerancia do tecido foliar das cultivares de mamoneira estudadas. A Tabela
1 resume a classificacdo especifica das cultivares segundo cada parametro avaliado.
Baseando-se nestes critérios aplicados as condi¢des experimentais aqui apresentadas,
conclui-se que os tecidos foliares das cultivares BRS-Energia e BRS-Nordestina sdo
tolerantes ao déficit, as cultivares IAC-80 e IAC-Guarani apresentam tecidos foliares
com tolerancia intermedidria e BRS-Paraguacu é a cultivar com tecido foliar mais
sensivel.

Para fins de andlise bioquimica, foram escolhidas as cultivares BRS-Energia,
IAC-80 e BRS-Paraguacu para avaliar o quanto o estresse ocasionado pelo déficit
hidrico afetou lipidios poliinsaturados e proteinas soldveis.

E comum na literatura a apresentaco do grau de peroxidacdo lipidica em termos

de quantidade de LOOH por unidade de massa fresca (Sattler et al., 2004). Devido a
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natureza do estudo aqui apresentado, optou-se por expressar os valores de
hidroperéxidos de lipidios em termos de massa seca (Martins et al., 2008). A TAC-80
foi a cultivar que apresentou os menores niveis de hidroperdxidos de lipidios, valores
estes que ndo variaram com a intensidade do estresse (Figura 9). Embora os valores de
massa seca para discos foliares desta cultivar sejam 35% maiores que aqueles
apresentados pela BRS-Energia ou BRS-Paraguacu, ainda assim seus conteidos de
LOOH nao foram menores. Resultados semelhantes foram obtidos por Simova-Stoilova
et al. (2009) para plantas de trigo sob déficit hidrico. Esses autores observaram que os
niveis mais baixos de peroxidacdo lipidica foram apresentados pela cultivar mais
tolerante. Nenhuma variacdo significativa foi observada para os niveis de LOOH em
amostras de BRS-Energia sob diferentes intensidades de déficit hidrico. Em contraste, a
cultivar BRS-Paraguacu apresentou reducdo nos niveis de LOOH em condicdes de
estresse severo (Figura 9). Isso se deve possivelmente a um aumento da degradagdo de
acidos graxos polares em func¢do do aumento do déficit hidrico. A diminui¢do da oferta
de substrato (&cidos graxos poliinsaturados) contribuiria para uma diminui¢do na
formacdo de hidroperéxidos de lifdios. E descrito na literatura que o déficit hidrico,
além de afetar a estrutura e composicdo dos lipidios de membrana, induz a degradacdo
de lipidios polares (Sahsah et al., 1998; Gigon et al., 2004). Gigon et al. (2004)
relataram uma reducdo progressiva no contetiido total de lipidios do estresse moderado
para o estresse severo em Arabidopsis thaliana. Os autores também observaram que o
conteddo de lipidios em folhas extremamente desidratadas aumentou rapidamente apds
reidratacdo, caracterizando nessa espécie uma forte capacidade de tolerar o déficit
hidrico. Fato semelhante também foi observado por Martins et al., (2008) em estudos
com plantas de feijdo, porém, sem a recuperacdo completa das plantas apds a

N

reidratacdo. Os resultados obtidos para BRS-Paraguacu quanto a capacidade de
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recuperacdo poés-estresse (Figura 5) e quanto ao teor de hidroperdxidos de lipidios sob
severo déficit hidrico (Figura 9) estdo de acordo com as observagdes relatadas para A.
thaliana e plantas de feijdo (Gigon et al., 2004; Martins et al., 2008). E valido ressaltar
que a sintese de novo de lipidios demanda gasto de energia, uma alternativa pouco
vidvel quando a planta precisa reagir ao estresse. Assim, a preservacao dos lipidios
durante o estresse pode ndo ser alcancada, impossibilitando também a preservacao da
estrutura de membranas (Blokhina et al., 2003).

Quanto aos efeitos do déficit hidrico sobre proteinas soluveis, observa-se que
BRS-Energia foi a cultivar que apresentou um menor grau de oxidagdo dessas
macromoléculas quando submetido ao potencial de -1,8 MPa (Figura 10). Na
comparacao entre tratamentos em uma mesma cultivar, mais uma vez verificou-se uma
tendéncia da cultivar BRS-Paraguacu em elevar o grau de oxidacdo de proteinas com a
reducdo do potencial hidrico até o Wy de -1,8 MPa (Figura 10). A provavel degradacdo
de lipidios poliinsturados verificada para essa cultivar neste mesmo potencial
juntamente com estes resultados de oxidacdo de proteinas, sugere que o metabolismo
foliar foi mais comprometido em BRS-Paraguagu do que nas demais cultivares.

A Unica cultivar a apresentar diferencas significativas (P < 0,01) para os
tratamentos foi [AC-80 (Figura 10; Wy de -1,2 MPa). A reduc¢do dos niveis de proteinas
oxidadas em condi¢cdes moderadas de déficit hidrico em relacdo ao controle pode
compreender uma tentativa da planta de controlar o furnover dessas macromoléculas
(Voet e Voet, 2004). Além disso, a suavidade do estresse pode desencadear oxidagdes
protéicas reversiveis, passiveis de sofrerem novamente reducao (Mgller e Kristensem,
2004). O fato de o Wy de -2,4 MPa ndo induzir um aumento significativo na oxidagao
de proteinas (Figura 10) em nenhuma das trés cultivares sugere que essas

macromoléculas sdo menos sensiveis ao déficit hidrico que os lipidios para o sistema
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bioldgico Ricinus communis L. Estes resultados sdo esperados visto que o alvo primério
do déficit hidrico é a membrana celular e as proteinas avaliadas para a oxidac@o sdo as
soluveis, presentes no citoplasma celular.

De uma maneira geral, os resultados obtidos neste estudo permitiram determinar
que Ricinus communis L., cultivar BRS-Energia, € a que apresenta um tecido foliar mais
tolerante ao déficit hidrico sob as condi¢des experimentais estabelecidas apresentando
caracteristicas interessantes para programas de melhoramento genético. A cultivar IAC-
80 apresenta tecido foliar categorizado como intermedidrio quanto ao grau de tolerancia,
enquanto que BRS-Paraguacu € a cultivar que apresenta tecido foliar mais sensivel. Tais
resultados contradizem dados apresentados pela literatura que indicam a cultivar BRS-
Paraguacu como tolerante ao déficit hidrico em condi¢des de campo. Nesse contexto,
uma comparacdo dos resultados aqui apresentados com aqueles advindos de
experimentos ex-vivo com raizes e experimentos in vivo se faz necessdria para a
indica¢do regional da cultivar adequada. Uma vez confirmada tal correlagdo evidencia-
se que a utilizacdo do modelo experimental aqui descrito, associado as andlises
empregadas, compreende uma ferramenta interessante para a triagem rdpida de

cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico.
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Tabela 2 — Classificacdo das cultivares de Ricinus communis L. quanto ao grau de tolerancia ao déficit hidrico. Foram utilizados como critério de
classificacdo o status hidrico (CHR), a liberacdo de eletrdlitos (LE), o indice de dano de membrana (IDM), o contetiido de hidroperéxidos de lipidis (LOOH),

indicativo de peroxidacdo lipidica, e o nivel de oxidagdo de proteinas.

Parametro avaliado Grau de tolerancia
Reducdo do conteudo hidrico relativo (CHR) BRS-Nordestina > BRS-Energia > BRS-Paraguacu > IAC-80 = IAC-Guarani
Recuperacdo do CHR apds reidratacio BRS-Nordestina = IAC-80 = BRS-Energia > BRS-Paraguacu > IAC-Guarani
Liberagdo de eletrélitos (LE) BRS-Energia > BRS-Nordestina > IAC-80 = IAC-Guarani > BRS-Paraguacgu
Indice de dano de membrana (IDM) BRS-Energia > IAC-80 > BRS-Nordestina > [AC-Guarani > BRS-Paraguacu
Peroxidagao lipidica IAC-80 < BRS-Energia < BRS-Paraguagu
Oxidacao de proteinas BRS-Emergia < IAC-80 < BRS-Paraguacgu
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