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RESUMO

A seca, a salinidade no solo séo fatores ambientais que limitam o crescimento vegetal e
a produtividade agricola. No entanto, as plantas se aclimatam a esses estresses abidticos
utilizando diversos sistemas de defesa fisioldgicos. A comunidade cientifica vem a cada
dia aumentando o interesse pelas respostas fisioldgicas das plantas a condigdes de
estresses ambientais, devido ao fato de muitos dos mecanismos utilizados, ainda néo
serem completamente compreendidos. Uma vez entendidas, as estratégias de reacdo aos
estresses ambientais poderdo ser utilizadas como ferramentas nos programas de
melhoramento vegetal, para a producdo de plantas economicamente importantes, que
sejam mais resistentes a esses fatores. Considerando assim o estudo dos mecanismos
envolvidos na defesa de plantas, em especial o feijdo caupi aos estresses salino e seca,
buscou-se reunir nessa revisdo informacOes relevantes que possam nortear 0
desenvolvimento de pesquisas sobre a defesa bioquimica/metabdlica de plantas aos
estresses abioticos em questao.
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ABSTRACT

Drought, salinity in the soil are environmental factors that limit plant growth and crop
productivity. However, the plants were acclimatised to these abiotic stresses using
various physiological defences systems. The scientific community comes every day
increasing interest in the physiological responses of plants to environmental stress
conditions due to the fact that many of the mechanisms used are not yet fully
understood. As understood, the response strategies to environmental stresses can be
used as tools in plant breeding programs for the production of economically important
plants which are more resistant to these factors. So considering the study of the
mechanisms involved in plant defence, especially the cowpea to salt stress and drought,
it sought to gather relevant information in this review that can guide the development of
research on the biochemical/metabolic defence of plants to abiotic stresses in question.

Keywords: oxidative stress, cross-tolerance, cowpea
1. INTRODUCAO

As plantas, em seu ambiente natural, estdo freqlentemente expostas a
diversos estresses abidticos como a seca, salinidade e temperaturas extremas. Para as
plantas se aclimatarem aos estresses abidticos, elas utilizam diversos sistemas de defesa.
Na situacdo de estresse, as raizes exercem um papel importante sobre a regulacdo da
absorcdo de agua e manutencdo do conteddo hidrico (STEUDLE e PETERSON, 1998).
Contudo, os processos regulatérios do fluxo hidrico nas raizes, sobre condi¢des de
déficit hidrico, ainda ndo estdo bem entendidos (SIEMENS e ZWIAZEK, 2003).

Atualmente, verifica-se um aumento no interesse da comunidade cientifica
pelas respostas fisiologicas das plantas a condi¢cdes de estresses ambientais, devido ao
fato de muitos dos mecanismos utilizados pelas células, ainda ndo serem completamente
compreendidos. Uma vez entendidas, as estratégias de reacdo aos estresses ambientais
poderdo ser utilizadas como ferramentas nos programas de melhoramento vegetal, para
a producédo de plantas economicamente importantes, que sejam resistentes a estresses
ambientais (Bor et al., 2003).

Em glicofitas, os estresses ambientais interferem drasticamente no
crescimento e na produtividade (BOYER, 1982, EPSTEIN et al., 1980; YANCEY et al.,
1982). Para tanto, os efeitos desses estresses sdo percebidos em quase todos 0s
principais processos fisiologicos, incluindo a fotossintese, respiracdo e fixacdo e
metabolismo do nitrogénio. O feijdo caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma
glicofita economicamente importante para o nordeste brasileiro (FREIRE-FILHO et al.,
2003) por ser amplamente cultivada e consumida, nessa regido. Em muitas areas do
territorio nordestino, pode também ser considerada como uma das principais fontes de
proteinas para 0 homem do campo. A espécie é caracterizada por possuir ampla
variabilidade genética, excelente potencial de producdo e adaptacdo (FREIRE-FILHO et
al., 2003). O feijdo caupi também é considerado uma espécie moderadamente sensivel a
salinidade (SILVEIRA et al., 1999), embora muito bem adaptado as condicbes de
temperaturas elevadas e de seca ambiental, quando comparado a outras espécies
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economicamente importantes (EHLERS e HALL, 1997). Sua relevancia pode ser
comprovada pela escolha da National Aeronautical and Space Administration (NASA)
para ser cultivada e estudada nas estagcOes espaciais. Tal escolha deve-se aos atributos
nutricionais superiores da espécie, bem como sua versatilidade, adaptabilidade e
produtividade (EHLERS e HALL, 1997).

A seca, a salinidade no solo e temperaturas extremas sdo fatores ambientais
que limitam o crescimento vegetal e a produtividade agricola (BOYER, 1982). Em
resposta a esses estresses, muitas plantas sintetizam e acumulam compostos de massa
molecular pequena, assim como agucares alcoois, prolina e glicina-betaina (HELLEBUST,
1976; YANCEY et al., 1982), os quais sdo coletivamente referidos como osmdlitos,
osmoprotetores, ou solutos compativeis. A funcdo exata desses compostos, nas plantas,
embora seja desconhecida, pode estar envolvida na protecdo dos vegetais a estresses
abioticos, funcionando como uma ferramenta para o ajustamento osmotico celular
(HELLEBUST, 1976). Outros estudos indicam que 0s osmoprotetores proporcionam a
preservacdo da estrutura nativa de proteinas (POLLARD e JONES, 1979). Isso pode ser
causado através do retardo na desnaturacdo térmica de enzimas (PALEG et al., 1981;
SMIRNOFF e STEWART, 1985), protecdo de proteinas contra a precipitacdo por
polietilenoglicol (PALEG et al., 1984), estabilizacdo de membranas (JOLIVET et al.,
1983) e protecdo de algumas enzimas contra alguns tipos de desnaturacdo quimica.
Contrariamente, varios outros pesquisadores inferem, aos osmolitos, papéis ndo
protetores (JOLIVET et al., 1983), onde a estocagem destes produtos, durante o estresse,
poderia ser resultante de danos metabdlicos induzidos (SMIRNOFF e CUMBES, 1989).

Correntemente, também se assume que um dos principais efeitos negativos
dos estresses ambientais é a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou a
inibicdo dos sistemas de defesa antioxidativa (ALSCHER et al., 1997; ASADA, 1992).
Dentre os ROS, encontra-se o superéxido (O), o radical hidroxila (OH"), o perdxido de
hidrogénio (H,0,) e o oxigénio singleto (‘O,). Eles sdo produzidos nas membranas de
muitas organelas de células vegetais, com excecdo do H,0,, que é produzido pela
superdxido dismutase (SOD) e varias oxidases nos peroxissomas. Os ROS séo obtidos
normalmente a partir do metabolismo aerébico e produzidos pela interagdo entre O,
com os elétrons que sdo conduzidos através da cadeia transportadora de elétrons (CTE)
nos cloroplastos e mitocondrias (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985).

Um fato importante é que, mesmo 0s dois estresses comentados aqui
(osmotico e oxidativo) poderem exercer respostas diferenciadas nas plantas, eles
possuem pontos em comum. Essa situacdo, pode ser evidenciada pelo fato de que o
manitol € frequentemente usado pelos quimicos como um eliminador de ROS
(SMIRNOFF e CUMBES, 1989), 0 que permite examinar a capacidade de outros solutos
compativeis em eliminar os ROS. Esse conjunto de moléculas é altamente reativo e,
potencialmente, pode danificar as células, em particular através da iniciagdo da
peroxidacdo de lipidios (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984). Em plantas, os ROS séo
gerados nos cloroplastos, quando sob alta intensidade luminosa (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1985).

Em circunstancias ambientais normais, a concentracdo de ROS ¢é reduzida,
devido a atividade de enzimas protetoras como a superdxido dismutase, catalase e
peroxidase de ascorbato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985; ASADA, 1992). Quando
gramineas encontram-se em situacdo de estresse hidrico, por exemplo, ocorre aumento
na peroxidacdo de lipidios e acumulagdo de antioxidantes (PRICE € HENDRY, 1987),

61



»

L8

El@) ISSN 1983-4209 — VVolume 11 — Numero 01 — 2015

além de aumentar a atividade de enzimas responsaveis pela desintoxicacdo dos
cloroplastos (SMIRNOFF e COLOMBE, 1988). Essas observacfes, permitem sugerir que
ocorre uma elevacdo nas concentragfes de ROS do meio. Vale ressaltar que os solutos
compativeis também sdo acumulados em plantas sobre situacdo de deficiéncia hidrica.
Assim, a capacidade dos osmoprotetores de eliminar ROS é também de grande interesse
cientifico (SMIRNOFF e CUMBES, 1989).

Assim, baseado nas assertivas descritas neste item, considera-se relevante o
aprofundamento nesse tema. Acredita-se, que o exame das respostas fisiologicas e das
alteracdes metabdlicas em plantas, especialmente o feijdo caupi, durante situacGes de
estresse fisiologico, pode auxiliar no desenvolvimento de tecnologias, para o estudo
mais acurado do aparato metabolico de plantas, sob condigdes de estresse ambiental.

2. INTERACOES ENTRE O AMBIENTE E O ORGANISMO VEGETAL

Os vegetais, durante todo o ciclo de vida, estdo sujeitos a uma ampla
variedade de adversidades ambientais (HURKMAN e TANAKA, 1987; KNIGHT e KNIGHT,
2001). Essas adversidades, denominadas de estresses, podem ser subdivididas em duas
vertentes: 0s estresses de origem abiotica (seca, temperatura elevada, salinidade,
excesso de radiacdo, frio, etc.); e os estresses de origem bidtica (fungos, bactérias,
insetos, etc.) (SILVEIRA, 2003). Dentre esses, 0s estresses abioticos serdo enfatizados
nesse estudo, como os principais fatores limitantes na produtividade das plantacdes
(EPSTEIN et al., 1980; YANCEY et al., 1982), inclusive da cultura do feijéo caupi, no
semi-arido nordestino (ARAUJO e WATT, 1988). Vale ressaltar que a problematica dos
estresses abiodticos, em vegetais, tornou-se muito relevante nos Gltimos anos, devido
muitos dos mecanismos de tolerdncia ainda ndo estarem completamente compreendidos
(SHALATA e TAL, 1998; BOHNERT e JENSEN, 1996).

Em glicofitas, os estresses ambientais interferem drasticamente no
crescimento e na produtividade das culturas (BOYERr, 1982, EPSTEIN et al., 1980;
YANCEY et al., 1982). Contudo, os vegetais evoluiram, alcan¢ando o aprimoramento de
diversas estratégias bioquimicas e fisiologicas de tolerancia/resisténcia. Essas
estimulam as respostas, através de alteracdes celulares que interferem no metabolismo
de tecidos, assim como do organismo como um todo (GREENWAY e MUNNS, 1980;
KNIGHT e KNIGHT, 2001; GROVER et al., 1999). Os efeitos dos estresses sdo notados em
quase todos os processos fisioldgicos, incluindo a fotossintese, respiracdo e na fixacéo e
metabolismo do nitrogénio. Diferentes estadios de desenvolvimento da planta, incluindo
a germinacdo, crescimento da plantula, estadio vegetativo, estadio reprodutivo,
maturacdo da semente e senescéncia, sdo diferencialmente afetados em resposta as
condicbes de estresse. Dessa forma, o metabolismo dos carboidratos, gorduras,
proteinas e acidos nucléicos, também, sdo influenciados sobre exposic¢do dos tecidos ao
estresse ambiental (GROVER et al., 1999). Nesse contexto, as raizes sdo Orgaos
vegetativos importantes, pois estdo na ‘linha de frente’ dos sinais abioticos, provindos
das alteragbes da constituicdo do substrato. As raizes exercem o papel principal na
regulacdo da absorcdo de agua e manutencdo do conteudo de &gua, nos vegetais
(SIEMENS e ZWIAZEK, 2003).

3. OS ESTRESSES ABIOTICOS MAIS RELEVANTES AO SEMI-ARIDO
NORDESTINO
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Os estresses abioticos, como a deficiéncia hidrica, aumento da salinidade do
solo e temperaturas extremas sdo 0s principais fatores limitantes do crescimento
vegetativo e produtividade (EPSTEIN et al., 1980; YANCEY et al., 1982). Dentre estes, a
seca e a salinidade sdo os agentes abidticos estressores mais relevantes e mais estudados
pela comunidade cientifica, o que se comprova pela grande producéo literaria em torno
dessa tematica.

A salinidade no solo existe muito antes de se tornar um problema
econémico para 0 homem. Entretanto, esse problema vem sendo agravado por praticas
agricolas deletérias (ZHu, 2001b). Para a agricultura, o problema da salinidade existe
qguando os sais acumulam-se na zona radicular, em concentracdes suficientemente
capazes de impedir a aquisicdo de agua pela planta. Isso pode provocar estado de
deficiéncia hidrica, até causar sintomas muito semelhantes aos provocados pela
estiagem (AYERS e WESTCOT, 1991).

No nordeste brasileiro, dos 1.600.000 km? de terra, cerca de 1.500.000 km?
sdo caracterizados como insuficientes em agua, constituindo o “poligono das secas”
(DANTAS et al., 2002). Nessa regido, a irrigacdo assume papel fundamental no progresso
da agricultura. No entanto, a préatica de irrigar, aumenta as concentraces de sais na
superficie do solo (DANTAS et al., 2002). Como prova, estima-se atualmente que no
mundo, 25 % dos solos irrigados estdo afetados por diferentes niveis de salinidade
(Figura 01) (RHOADES et al., 2003). A incorporacdo de novas areas irrigadas, tende a
aumentar o problema da salinidade (PEREIRA et al., 1985; SANTOS et al., 1990). Com o
agravamento dos problemas de salinizacdo dos solos no Nordeste, em virtude do
crescimento da &rea utilizada com culturas irrigadas, o sucesso da atividade agricola
pode ser alcancado através de praticas de manejo do solo que sejam capazes de reduzir a
salinidade no solo, ou de selecionar gen6tipos tolerantes ao estresse salino. Como o
primeiro procedimento é dispendioso, demorado e, as vezes, impraticavel, a segunda
opcao apresenta-se muito promissora (DANTAS et al., 2002).

Contudo, as formas de estresses abidticos supracitados, geram diversas
conseqiiéncias, causadas tanto pelo agente propriamente dito (por exemplo, a toxicidade
ibnica e estresse osmotico — promovido pelo estresse salino), como por efeitos indiretos
da acdo desses estresses. Para facilitar a compreensdo serdo denominados de estresses
primérios, os causados diretamente pelos agentes estressores e como estresses
secundarios, os causados pelos efeitos indiretos. Mais detalhes ainda serdo descritos.
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Figura 01 — As areas escuras, representam as terras afetadas por salinidade pelo uso de
aguas salinas na irrigacdo (adaptado de RHOADES et al., 2003). No Brasil uma das areas
mais afetadas pela salinizacdo é o nordeste (indicado pela seta vermelha).

4. ESTRESSE SALINO E SECA

A agua é o componente mais importante para a vida, podendo constituir até
90 % da massa fresca de vegetais, atuando em praticamente todos 0S processos
fisiol6gicos e bioquimicos, como solvente, por meio do qual, gases, minerais e outros
solutos entram nas células e sdo deslocados pela planta. Possui ainda, papel importante
na regulacdo térmica do vegetal, agindo tanto no resfriamento como na manutencédo e
distribuicdo de calor (NEUMAIER e NEPOMUCENO, 1994). Nas plantas, as raizes exercem
o0 papel de responsaveis pela regulacdo da absor¢do de dgua e manutencdo do conteido
hidrico do vegetal (SIEMENS e ZwiIAZEK, 2003). Para estudos focados nas raizes, 0s
estresses ambientais mais importantes, sdo aqueles que exercem seus efeitos no
contetdo de agua do vegetal (BOHNERT et al., 1995). Dentre eles, a deficiéncia hidrica é
um dos mais relevantes, podendo se originado através de diversos fatores abidticos,
como a seca, salinidade e temperaturas extremas (Romo et al., 2001; KUzNETSOV,
1999). Contudo, os mecanismos de regulacdo do fluxo hidrico, na planta, em condicGes
de déficit hidrico, ndo estdo bem entendidos (SIEMENS e ZWIAZEK, 2003).

Atualmente sabe-se que os efeitos da seca na producao provocam alteracdes
no metabolismo e crescimento. Sua intensidade é diretamente dependente do estadio
fisiolégico em que o organismo se encontra e da sua severidade. Em soja, por exemplo,
nas fases de germinacdo e emergéncia, diminui o estande das plantas. No florescimento,
causa o aborto das flores e impede a antese, enquanto que durante o enchimento dos
gréos, pode afetar o ganho de massa e, conseqlientemente a producgéo (BERLATO, 1981;
FAGERIA, 1989). O processo de crescimento celular, através da sintese de proteinas e de
parede celular, é o mais sensivel as reducfes na disponibilidade de agua dos tecidos
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(SALISBURRY e Ross, 1992; NOBEL, 1992). Siemens e Zwiazek (2003) afirmam que a
seca pode também inibir o crescimento radicular, aléem de alterar a estrutura da raiz,
bem como aumentar sua suberizagdo. Entretanto, 0os mecanismos moleculares que
respondem as reducbes no potencial de agua e que desencadeiam 0S pProcessos
responsaveis pela paralisacdo do alongamento celular, ainda ndo estdo bem entendidos.
Acredita-se que, tais processos, sdéo mediados pelo &cido abscisico (ABA), o qual é
encontrado em grande quantidade, durante o estresse (BRAY, 1993; INGRAM e BARTELS,
1996). Adicionalmente, varias espécies vegetais exibem aumento nas concentragdes de
substancias nitrogenadas como prolina, betainas, citrulinas (RABE, 1993), além de
sacarose e agucares-alcoois, como o pinitol (INGRAM e BARTELS, 1996), utilizando-os
como estratégia para ajustamento osmatico e prevencao da perda de agua e subsequente
desidratagéo celular (HANDA et al., 1986).

A falta de &gua também pode afetar a eficiéncia dos processos
fotossintéticos, tanto de forma direta, através da desidratacdo do citoplasma, como
indiretamente, devido ao fechamento estomatico (MIYASAKA e MEDINA, 1981; KELES e
ONCEL, 2002). Uma conseqiiéncia das limitagdes fotossintéticas, induzidas pela seca, é
a exposicdo das plantas a excessos de energia. Esta, quando ndo satisfatoriamente
dissipada, pode prejudicar o fotossistema Il (PSII), devido a super-reducdo dos centros
de reacdo e aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio no cloroplasto
(LoGaGINI et al., 1999). Apesar de anos de pesquisa sobre o estudo do déficit hidrico em
plantas superiores, 0s processos moleculares que sdo mais rapidamente afetados, como
também o0s mecanismos iniciais da resposta molecular, ainda ndo estdo bem
compreendidos (BRAY, 1993).

O excesso de sais no solo também pode diminuir a disponibilidade de agua
para o vegetal. Em adicdo ao estresse idnico, também causa estresse osmotico, como
ocorre na situacao de seca. Concentragdes elevadas de sais no solo reduzem o potencial
hidrico (¥y) do meio, reduzindo a disponibilidade de agua (ZHu, 2001b; WINICOv,
1998). Esses dois estresses, de forma muito semelhante ao estresse por deficiéncia
hidrica, causam danos fisiol6gicos ou provocam estresses secundarios como a oxidacéo.
Cada estresse, primario ou secundario, originado a partir da exposicdo ao sal, ou
deficiéncia hidrica, possui sua prépria cascata de sinalizacdo, via metabolica e estratégia
de adaptacéo e tolerancia (ZHu, 2001a). Entretanto, o grau de interdependéncia dessas
vias existe, mas ainda ndo esta totalmente esclarecido (RouT e SHAw, 2001). Um fato
importante é que o processo de salinizacdo pode ser originado de causas naturais ou
artificiais.

Areas da superficie terrestre que sdo consideradas salinas s3o aquelas que se
encontravam ou se encontram inundadas por aguas salinas (areas de manguezais nas
costas tropicais e subtropicais), desertos salinos e pequenas areas proximas a depositos
de sais (CHAPMAN, 1975; CARDOsSO, 2000). A relacdo entre infiltracdo e evaporacgéo
também aumenta a salinizagcdo dos solos. Se a infiltragdo for maior, os solos séo
lixiviados e consequientemente, se acidificam. Se a evaporagdo predomina, ocorre o
contrario, acumulando sais na superficie do solo e, com facilidade, estes se salinizam.

O homem também pode ser responsavel pela salinizacdo, quando utiliza
inadequadamente os sistemas de irrigacdo. Assim, observa-se que podem existir varias
causas para a salinizacdo, decorrentes de irrigacdo artificial mal conduzida, como:
exploracdo irracional dos recursos hidricos; destruicdo da vegetacdo nativa; auséncia de
drenagem adequada, para evitar a ressuspensdo de sais; camada superficial do solo
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compactada, apds perda de matéria orgénica; utilizacdo de 4gua de baixa qualidade para
irrigacao e etc. (PRIMAVESI, 1987).

Como visto, para salinizar um solo, ndo é preciso que a 4gua do subsolo seja
salina, muito menos que haja temperaturas ambientais elevadas, pois mesmo a “agua
doce” contém sais. Nas zonas aridas, por exemplo, a 4gua do subsolo sobe e evapora, ou
é absorvida pelas plantas; dessa forma, 0 movimento descendente € minimo. O excesso
de sais é depositado na camada superficial do solo, tornando-o salino (PRIMAVESI,
1987). Dentre os ions mais envolvidos no processo de salinizagdo, podemos citar: Na®,
Ca*?, Mg*, CI', SO42 e HCO5 (OLIVEIRA, 1997).

A salinidade também interfere nas concentragbes de potassio (K™)
encontradas nas plantas, um componente essencial para o ajustamento osmotico celular,
principalmente para o fendmeno de abertura e fechamento estomético (MAATHuIS e
AMTMANN, 1999). De acordo com Serrano e Rodriguez-Navarro (2001), durante o
estresse salino ocorre um decréscimo na absorgdo de potassio (K*) e um aumento no
influxo de sodio (Na"). Como o Na* é toxico (AMZALLAG et al. 1990) e o K* é o soluto
que mais contribui para a manutencgdo da pressao osmatica e da forga idnica, as plantas
estressadas por NaCl ativam transportadores de cations no tonoplasto e na membrana
celular, para manter sua homeostase. A maioria dos trabalhos sobre o metabolismo de
Na® em plantas sdo baseados nas caracteristicas de adaptacdo, fornecidas por dois
modelos: a planta Arabidopsis thaliana e a levedura Saccharomyces cerevisiae. A partir
desses modelos s@o observados importantes aspectos na sintese de osmdlitos, transporte
de &gua, estabilizacdo de membranas e proteinas, controle redox e remocdo de ROS
(SERRANO e RODRIGUEZ-NAVARRO, 2001).

O efeito tdxico sobre o metabolismo celular e fisiolégico, pelo acimulo de
Na* e CI" nos tecidos e a reducéo na disponibilidade de &gua, causada pela diminuicéo
do potencial hidrico do solo, pode explicar danos fisiol6gicos como a reducdo do
crescimento de plantas, quando submetidas a salinidade. A queda no potencial hidrico
do solo explica a reducdo da transpiracdo e da assimilacdo de fotossintatos. A
turgescéncia da parte aérea também é afetada, impedindo a expansdo de folhas mais
jovens. Muitos autores acreditam que a turgescéncia € a principal forca que impele a
expansdo celular nos tecidos em crescimento. Em situacdes de estresse salino, a
expanséo foliar decresce com a limitacdo da disponibilidade de agua (AMZALLAG, 1997;
ZHu, 2001D).

Neste contexto, muitos dos estudos realizados sobre a sinalizacdo do
estresse hidrico focalizam o estresse salino, devido as respostas ao sal e a seca, serem
intrinsecamente relacionadas e 0s mecanismos de resposta e sinalizacdo, sobrepostos.
Por um ponto de vista préatico, o estresse salino pode ser imposto com mais facilidade e
precisdo em experimentos de laboratério (ZHu, 2002).

4.1. Respostas fisiologicas e celulares ao estresse salino e a seca

Sabe-se atualmente, que as inUmeras espécies vegetais apresentam enorme diversidade
de mecanismos fisiol0gicos para adaptacéo a seca, apesar destes mecanismos ainda néo
serem completamente compreendidos (INGRAM e BARTELS, 1996). De certa forma, €
sabido que a primeira etapa no disparo das respostas moleculares ocorre através da
percepcao do estresse e 0 subsequente repasse da informacgédo por uma via de transducao
de sinais. Estas vias, eventualmente, promovem mudancas fisiologicas, como o
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fechamento estomaético, expressdo de genes e modificagdes em processos celulares e
moleculares. Conforme a Figura 02, as vias que conduzem os estimulos da seca e do
estresse salino sdo interconectadas pelos estresses primarios e pelas respostas
conferidas (homeostase, desintoxicacdo e controle do crescimento). Dentre as vias de
sinalizacéo, destaca-se a via SOS como mediadora da homeostase i0nica e tolerancia ao
Na’; a cascata de proteinas quinases (MAPK) mediadora da homeostase osmotica; e a
cascata de proteinas do tipo LEA (‘late embriogenesis activated’), responsaveis pelas
vias que promovem a desintoxicagdo ou alivio dos danos oxidativos.

O conhecimento sobre estas vias de sinalizacdo aumenta a cada ano
(KNIGHT e KNIGHT, 2001). Ao contrério do que era veiculado anteriormente, as vias de
sinalizacdo ndo sdo isoladas umas das outras, participando de uma maior e complexa
rede de vias, com diversas sobreposi¢cdes entre as cadeias. Esse fato, permite especular,
que muitos genes podem ser induzidos por mais de um estimulo em particular (KNIGHT
e KNIGHT, 2001).
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Figura 02 — Os trés aspectos da tolerancia ao sal em plantas (homeostase, desintoxicacdo e controle do
crescimento) e as vias que 0s interconectam; a homeostase é dividida em homeostase osmotica e idnica. A
via SOS media homeostase i6nica e tolerancia ao Na'. Uma cascata de proteinas quinases (MAPK)
ativada por mitogénese, similar a via HOG1 em levedura, media a homeostase osmotica. Os dois estresses
primarios, ibnico e osmatico, causam danos ou estresses secundarios assim como a oxidacéo. Proteinas do
tipo LEA induzidas por estresse assim como as RD29A promovem desintoxicacdo e aliviam danos.
Fatores de transcricdo do tipo CBF/DREB mediam algumas das expressdes génicas para a sintese de
proteinas em resposta a estresses secundarios, causados pelas altas concentragdes de sais, frio, seca, ou
acido abscisico (ABA). A homeostase idnica, homeostase osmética e vias de desintoxicagdo sustentam
ativamente a divisdo e expansdo celular (adaptado de Zhu, 2001b).

4.2. Tolerancia cruzada

Para sobreviver, as plantas utilizam vias e componentes comuns durante a
resposta a varios tipos de estresses diferentes (PASTORI € FOYER, 2002). Este fen6meno,
conhecido como tolerancia cruzada, permite a planta se adaptar/aclimatar a uma gama
de estresses, apds exposicdo a um Unico estresse especifico (PASTORI e FOYER, 2002).
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Vale ressaltar que, aos mecanismos utilizados para responder 0s estresses ambientais,
sob estas circunstancias, € dado o nome de resposta cruzada (KNIGHT e KNIGHT, 2001).
As respostas cruzadas ocorrem quando duas ou mais vias de sinalizacdo, de estressores
diferentes, convergem para um mesmo ponto, ou em vias de sinalizacdo que interagem,
interferindo nas respostas, uma das outras, para atingir objetivos diferentes, como
exemplificado na Figura 03. No exemplo, as vias de sinalizagdo de diversos estresses
utilizam componentes comuns das vias de sinalizacdo do etileno. As respostas cruzadas,
também podem ocorrer entre vias, em diferentes 6rgdos da planta. Nessa situacdo, um
sinal sistémico, assim como o peroxido de hidrogénio (H,0.), e outros sinalizadores, se
deslocam de uma célula estimulada para outro tecido (KNIGHT e KNIGHT, 2001).

No caso da tolerancia a seca e a salinidade, elas também podem ser obtidas
através da manutencdo, ativacdo ou promocao de sistemas fisiol6gicos comuns. Zhu
(2002) propde que, para sobreviver sob condicdes de estresse salino ou seca, O
organismo vegetal utiliza trés processos: (a) homeostase, que inclui a homeostase
ibnica, relevante principalmente durante o estresse salino, e homeostase osmotica ou
ajustamento osmdtico; (b) controle dos danos e reparo, ou desintoxicagdo; e (c) controle
do crescimento.
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Figura 03 — Resumo de algumas das respostas de estresse e ou sinais ligados a fatores de transcricdo ERF
(fatores de resposta ao etileno). A figura também mostra que diferentes estresses ou moléculas elicitoras,
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como ABA, écido jasmdnico e etileno podem ativar os mesmo fatores de transcricdo e gerar respostas a
niveis de expressdo génica, que conferem aclimatacdo a outros estresses abidticos (adaptado de SINGH et
al., 2002).

Assim, a sinalizacdo durante os estresses salino e seca pode ser subdividida
em trés categorias funcionais: (a) sinalizacdo do estresse iGnico e osmotico para o
restabelecimento da homeostase celular, sob condi¢des de estresse; (b) sinalizacdo da
desintoxicacdo para controle e reparo dos danos causados pelos estresses; e (c)
sinalizacéo para coordenar a expansao e divisao celular (Figura 04) (ZHu, 2002).

4.3. Ajustamento osmotico

O ajustamento osmoético é considerado um componente importante na
tolerancia a seca e a salinidade em plantas. Quando submetidas a diferentes estresses
ambientais, as plantas acumulam solutos organicos de baixo peso molecular,
habitualmente denominados de solutos compativeis, os quais incluem aminoacidos,
betainas e agucares (BAui et al., 2001). Glicofitas (como o feijdo caupi) expostas a um
ambiente salino, por exemplo, provocam muitas modificacdes em sua fisiologia e,
embora o crescimento das glicofitas, sob estas condices, seja reduzido, a absorcdo de
macro e micronutrientes nao sdo sempre inibidas o que é verificado pelo aumento da
absorcéo de K*, Ca™, Mg™, HPO,?, NO;3 e microelementos, ap6s exposicdo ao sal,
como explica Alam (1994).

Sinalizacéo i6nica ~

Homeostase
|_¥| 16nica e Osmoética

Sinalizacdo osmotica

Sal e
Seca Tolerancia
Regulacdo da expanséo 5 Inibicdo do | _»<SCTeRSSIEER
e diviséo celular crescimento
Sinalizagéo da Reparo e controle
desintoxicacdo [ dos danos

Figura 04 — Demarcacdo funcional das vias de sinalizacdo do estresse salino e seca. A ativacdo das vias
de sinalizagdo idnica e osmoética ocorre com alteracBes ibnicas (excesso de Na®) e osmoéticas (por
exemplo, turgescéncia) no meio. O final da sinalizacdo é a homeostase celular. Os sinais que promovem a
desintoxicagdo sdo estresses secundarios (injurias). A cascata de sinalizagdo culmina no reparo e controle
dos danos (por exemplo, ativacdo de genes responsaveis pela tolerancia a dessecacdo). Interacdo entre
homeostase, regulacdo de crescimento, e vias de desintoxicacdo também sdo indicadas (adaptado de ZHu,
2002).

No entanto, a restricdo da absorcéo de CI e Na" pelas raizes, caules e folhas,
durante estresse salino € um mecanismo importante de tolerancia em glicofitas
(WAHOME et al., 2001), as quais sdo sensiveis as altas concentracdes de Na®,
principalmente devido a baixa atividade antiporte Na'/H" (GRUWEL et al., 2001).
Interessantemente, ao contrario das glicofitas, que sdo injuriadas com o decréscimo do
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potencial hidrico e acimulo de fons Na* e CI (toxicos) no citosol, as haldfitas ndo
sofrem tanto os efeitos deletérios causados pela alta concentracdo de NacCl
devido a um avancado sistema transportador de ions. As hald6fitas utilizam a absor¢éo
controlada de Na*, para o interior dos vactolos, como estratégia fisiol6gica na absorgao
de 4gua, em um ambiente externo com potencial hidrico reduzido (GRUWEL et al. 2001).
Acredita-se, portanto, que 0 ajustamento osmoético permite as plantas manterem a
turgescéncia celular compativel ao crescimento. Dessa forma, os solutos organicos
contribuem para o balanco osmético intracelular e protecdo de enzimas citoplasmaticas,
guando as concentracdes de ions nos vacuolos sdo elevadas (CARDOSO, 2000).

Apesar de V. unguiculata ser considerada uma espécie com capacidade de
ajustamento osmotico limitado (MCCREE e RICHARDSON, 1987), Cardoso (2000),
afirmou que, em condi¢des de estresse hidrico, essa espécie aumenta até trinta vezes a
concentracdo de prolina (osmdlito) nas raizes. Esse aumento € considerado rapido,
assim como o decréscimo ap0s a reidratacdo dos tecidos (CosTA, 1999). Com base
nessa idéia, € que foi proposto que esse aminoacido pode participar do ajustamento
osmatico de plantas de feijdo caupi, quando submetidas ao estresse hidrico. Entretanto,
a efetividade da prolina, como um agente que pode conferir tolerancia diferencial a essa
espécie, € uma questdo que ainda permanece em aberto, inclusive durante condigdes de
estresse salino (SILVEIRA et al., 1999).

Prolina é o aminoacido mais acumulado, na maioria das espécies (ASPINALL
e PALEG, 1981). Algumas apresentam acumulo de prolina nas folhas na ordem de até
100 vezes durante a resposta ao estresse hidrico (LEA, 1997). Entretanto, poucos
trabalhos mostram a variagcdo na concentracdo desse aminoacido em raizes (ASPINALL e
PALEG, 1981).

Trabalhos que relacionam a tolerancia ao estresse e 0s osmolitos organicos,
mostram que esses solutos também podem agir como agentes desintoxicadores que
reduzem os niveis de ROS citoplasmaticos (ZHu, 2001b; BARTELS, 2001; HAMILTON e
HECKATHORN, 2001). Assim, ZHU (2001b) acredita que, a producdo localizada desses
osmolitos, nos cloroplastos (fontes de producdo de ROS), a partir de uma sequéncia
sinalizadora, resultaria em uma maior protecéo local.

4.4. Alteracdo no padréo proteico

Estudos das respostas moleculares ao déficit hidrico revelam mudangas na
expressao génica. Um grande numero de genes, induzidos por estresse, ja foram
identificados. Genes induzidos pela seca codificam proteinas que exercem papeis
importantes nas respostas ao estresse hidrico, promovendo a formacéo de proteinas, que
conferem tolerancia a desidratacdo, protegendo estruturas celulares ou se envolvendo
nas vias de transducdo de sinais, permitindo a inducdo de genes sobre condicdes de
estresse. Contudo, a funcdo de varias proteinas induzidas por estresse, tais como
dehidrinas, LEAs (abundantes ap6s embriogénese), LTPs (proteinas de transferéncia de
lipidios) e RABs (resposta ao acido abscisico), permanece desconhecida (Romo et al.,
2001).

Outras proteinas que tém sua concentracdo influenciada durante a situacéo
de estresse sdo as aquaporinas. Segundo Kjelloom et al. (1999), as aquaporinas séo
proteinas que facilitam o movimento passivo de moléculas de &gua atraves da
membrana, acompanhando o gradiente de potencial osmdtico. Em plantas, as
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aquaporinas sdo geralmente encontradas na plasmalema e no tonoplasto. Segundo o
mesmo autor, a expressao de algumas aquaporinas € regulada pela seca. O estresse
salino também pode estimular a sintese de algumas proteinas. Como exemplo, em
situacdo de estresse i6nico, a producéo de diversos tipos de ATPase que mobilizam o
Na’ para fora da célula, ou para dentro do vactolo, pode ser estimulada (MANSOUR et
al., 2003, Apsk, 1999).

E sabido, que a sintese protéica é fortemente influenciada pelo déficit
hidrico (BRADFORD e HsIAO0, 1982). Simultaneamente a diminui¢do na sintese protéica,
h& 0 aumento no ‘turnover' de proteinas, através do aumento da atividade de proteases, 0
que aumenta a concentragdo intracelular de aminoacidos livres (RABE, 1993).
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4.5. Respostas a estresses secundarios

A mais importante e melhor documentada resposta das plantas aos estresses
abioticos e biodticos, como o calor, frio, alta intensidade luminosa, seca, choque
osmotico, embebicdo, radiacdo UV-B, 0z6nio e patdgenos, € a producdo acelerada de
ROS (PASTORI € FOYER, 2002).

Plantas tolerantes a salinidade e a seca, além de serem capazes de regular o
movimento da agua e dos ions na condicdo de estresse, possuem também um eficiente
sistema de defesa contra o estresse oxidativo. Para tanto, enzimas antioxidantes séo 0s
principais componentes dos sistemas antioxidativos de plantas, sendo, portanto,
largamente responsaveis pela remocdo de ROS (HOEKSTRA et al., 2001). O papel das
enzimas antioxidantes, como mecanismo principal de resposta a diferentes estresses
ambientais, seré enfatizado adiante.

5. ESTRESSE OXIDATIVO

A geracdo de ROS é uma das principais respostas bioguimicas das células
eucarioticas a estresses bioticos e abidticos. Os cloroplastos (HERNANDEZ et al., 1995) e
mitocondrias (HERNANDEZ et al., 1993) das células vegetais sdo os principais geradores
de ROS, onde, através de suas cadeias transportadoras, 0s elétrons podem reagir com o
O,, durante o metabolismo aerébico normal, como também, sob condi¢do de estresse
salino e seca, produzindo espécies ativas de oxigénio (Figura 05). Essas espéecies de
oxigénio ativado sdo altamente reativas e, na auséncia de qualquer mecanismo protetor,
podem desorganizar seriamente 0 metabolismo (DIONISIO-SESE e TOBITA, 1998).

Se analisarmos antropomorficamente, para se livrar dos danos causados
pelos ROS a célula poderia muito bem conduzi-los ao vacuolo, obedecendo a uma
estratégia de escape imediato. Entretanto, a notdvel permeabilidade dos ROS as
membranas, impossibilita a compartimentalizacdo (MCKERSIE, 1996). Por esta razéo as
células vegetais adotam, como sistema de defesa, um aparato metabdlico de substancias
e enzimas antioxidantes tais como as dismutases de superdxido (SOD — EC 1.15.1.1),
gue metaboliza o superdxido (Oy); as catalases (CAT —EC 1.11.1.6.), uma variedade de
peroxidases, que removem o peroxido de hidrogénio (H,O;) (SCANDALIOS, 1993;
JIMENEZ et al., 1997; DEL RI0 et al., 1998; BREUSEGEM et al., 2001), além de diversos
antioxidantes ndo enzimaticos como acido ascorbico, glutationa e a-tocoferol (SELOTE
et al., 2004; KELES e ONCEL, 2002).
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Assim, como as SODs, CATs e as POXs sdo importantes enzimas do
sistema de defesa das plantas contra ROS, o aumento da atividade dessas, pode ser
considerado uma evidéncia circunstancial da producdo de ROS (CAKMAK e HORST,
1991) e o0 que é mais importante, da tentativa da planta em evitar os danos oxidativos
promovidos por eles.
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Figura 05 — Sitios de producdo de ROS no cloroplasto [A]. a) O oxigénio ativado pode ser convertido a
partir de seu estado primario na clorofila, durante a coleta de energia luminosa. b) O, e H,O, podem ser
formados no lado oxidante da PSII. ¢) Oxigénio em seu estado primario pode ser reduzido a O, pela
ferredoxina presente no lado redutor da PSI. Sitios de producdo de ROS na mitocéndria [B]. A produgéo
de ROS na mitocondria compreende dois sitios principais; a) 0 complexo respiratorio | e b) o complexo
respiratorio 111. Desde que a ubiquinona (UQH,) reduzida esteja limitada pelas superficies interna e
externa da membrana mitocondrial interna (MIM), ROS podem ser formados em ambos os lados da
membrana (CIHII). Em vermelho (**) os inibidores das proteinas respiratorias (adaptados de Cavalcanti,
2002).
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5.1. Espécies reativas de oxigénio

Um dos grandes paradoxos da realiza¢do da vida reside no fato da molécula
que sustenta a bioquimica dos seres aerobicos, 0 oxigénio, ndo ser apenas
fundamentalmente essencial para o metabolismo energético e respiragdo, mas tambem,
causa de muitas doencas e condi¢Oes degenerativas (MARX, 1985; SCANDALIOS, 1993).
Em humanos, sdo conhecidos exemplos de desordens metabdlicas que envolvem formas
ativas de oxigénio, tais como cancer, artrite e disfungdes nervosas. Essas formas de
oxigénio, também sdo responsaveis por disfuncdes em plantas cultivadas, onde sua
producdo é induzida por estresses bidticos e abidticos (MAXWELL et al., 1999).
Contudo, estudos de deteccdo e monitoramento de ROS sdo recentes. Esse fato é
devido, em parte, a grande dificuldade de deteccdo e monitoramento dessas moléculas,
seja pela variedade de intermediarios e formas que o oxigénio pode assumir, seja pela
elevada taxa de reatividade quimica, envolvida nas rea¢fes. Como conseqliéncia,
freqlentemente adota-se, a titulo experimental, o0 acompanhamento de sinalizadores
moleculares de reacOes oxigenadas a fim de determinar a relacdo causa/efeito nas
respostas ao estresse (MCKERSIE, 1996).

Na fisiologia da planta, varios processos metabodlicos fazem uso de ROS
como forma benéfica. Como exemplo, pode ser citado o envolvimento de H,0, e O, na
formagdo de lignina da parede celular. Outro exemplo é observado sobre infecgdo de
plantas com patdgenos, ou sobre tratamento com elicitores, quando hd o aumento
exagerado das espécies ativas de oxigénio. Esta explosdo oxidativa é responsavel pela
morte celular, nas respostas de hipersensibilidade e na rapida formacdo de proteinas
ricas em hidroxiprolina, associadas a defesa contra patdgenos (INz e VAN MONTAGU,
1995).

A reducdo do oxigénio a forma de superédxido, peroxido de hidrogénio e
radicais hidroxila é o mecanismo principal de ativacdo do oxigénio, na maioria dos
sistemas biologicos. Contudo, em plantas fotossintéticas, a formacgéo de oxigénio ativo,
pelos fotossistemas, tem importancia fundamental. O oxigénio ativado é frequentemente
produzido como um dos componentes do metabolismo, que permite reagdes quimicas
complexas, como a polimerizacdo da lignina (SCANDALIOS, 1993; PEIXOTO, 1998;
DIONISIO-SESE e TOBITA, 1998; DATTA e MUTHUKRISHNAN, 1999). No entanto, em
outras situacdes, 0 oxigénio ativado é produzido por meio de distarbios enzimaticos ou
em sistemas de transporte de elétrons, como resultado de perturbacGes no metabolismo
causadas por estresse quimico ou ambiental (ZHu, 2001b).

Um das formas mais instaveis, porém uma das mais reativas é o radical
superdxido (O2) (Figura 06). Este pode agir como oxidante ou como redutor, podendo
oxidar enxofre, acido ascorbico ou NADPH, além de ser capaz de reduzir o citocromo ¢
e ions metalicos. Para ser eliminado, ocorre uma reacdo de dismutagdo no radical, que
leva a formacdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio (O,), o que pode ocorrer
espontaneamente ou ser catalisado pela enzima dismutase de superdxido (GRANT e
LOAKE, 2000; BREUSEGEM et al., 2001; FOYER e NOCTOR, 2000). Vale ressaltar, que o
peroxido de hidrogénio ndo pode ser considerado um radical livre, devido a todos seus
elétrons estarem emparelhados.
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5.2. Sitios celulares de producéo e eliminagdo dos ROS
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Existem muitas fontes moleculares de producdo de ROS nas plantas (Tabela 01).
Algumas delas sdo reacdes envolvidas no metabolismo normal, assim como a
fotossintese e respiracdo. Outras sdo vias que aumentam sua atividade, durante os
estresses abidticos, como a via que utiliza a enzima glicolato oxidase nos peroxissomas,
durante a fotorrespiracdo. Contudo, novas fontes metabdlicas que produzem ROS foram
identificadas em plantas. Isso inclui as reacgOes catalisadas por NADPH oxidases,
amino-oxidases e peroxidases ligadas a parede celular (MITTLER, 2002). Em situagdes
de estresses abioticos, como o estresse salino e a seca, a producdo de ROS € resultante
principalmente da fotorrespiracdo, do aparato fotossintético, da respiracdo mitocondrial
e em menor proporcdo, das reacdes da NADPH oxidase (HAMMOND-KOSACK e JONES,
1996).
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Figura 06 — Os estados de ativacdo de oxigénio. O oxigénio ndo ativo é um bi-radical. A partir desse
estrado tripleto, ele pode ser ativado ou por reversao do spin em um dos elétrons ndo empareados para
formar o estado singleto ou pela reducdo. A primeira redugdo é endotérmica, formando superdxido.
Reducdes subseqiientes formam perdxido de hidrogénio, radicais hidroxila e agua. O estado eletrénico de
cada etapa de ativacdo é mostrada com a reacdo em kcal/mole (adaptado de McKersie, 1996).

Durante muito tempo, os cloroplastos foram considerados 0s principais
produtores de ROS nas células e consequentemente, um dos principais alvos dos ROS
durante os estresses (MITTLER, 2002). Entretanto, as mitocondrias também sao sitios de
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producdo de ROS. Estudos recentes, sugerem que, quando a concentracdo de ROS
aumenta no meio mitocondrial, ocorre morte celular programada (LAM et al., 2001).
Contudo, tanto as mitocondrias, quanto os cloroplastos, devem possuir mecanismos
eliminadores de ROS.

Uma das caracteristicas mais importantes do H,O, é sua capacidade de
difundir-se livremente através das aquaporinas (HENZIER e STEUDLE, 2000). Dessa
forma, os ROS produzidos nos cloroplastos e nas mitocéndrias, por exemplo, podem
afetar outros compartimentos celulares. Como prova dessa idéia, Karpinski et al. (1997)
e Mittler (2002) relatam que 0s estresses capazes de aumentar a producdo de ROS no
cloroplasto induzem mecanismos de eliminagdo de ROS citosélicos e ndo, mecanismos
de eliminacdo de ROS cloroplasticos. Portanto, o citosol, assim como 0s peroxissomas,
podem atuar como zonas de tamponamento para o controle dos ROS, que alcangam
diferentes compartimentos celulares, durante 0 metabolismo normal e em situacdes de
estresse.
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Tabela 01 — Producéo, eliminacdo e escape dos intermediarios reativos de oxigénio em plantas. Siglas:
Apo - apoplasto; Chl - cloroplasto; CW - parede celular; Cyt - citosol; ET - transporte de elétrons; Mit -
mitocondrias; O," - oxigénio singleto; Per - peroxissoma; PM - membrana plasmatica; PS - fotossistema;
ROS — espécies reativas de oxigénio; Vac - vactolo.
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MECANISMO LOCALIZACAO ROS
Producéo
Fotossintese ET e PSl ou Il Chl Oy
Respiracao ET Mit O,
Oxidase de glicolato Per H,0,
Clorofila excitada Chl 0,
NADPH oxidase PM Oy
[-oxidacdo de &cidos graxos Per H,0,
Oxidase de oxalato Apo H,0,
Oxidase de xantina Per Oy
Peroxidases, Mn*? e NADH CW 07, H,0,
Oxidase de aminas Apo H,0,
Eliminacdo
Dismutase de superdxidos Chl, Cyt, Mit, Per, Apo Oy
Peroxidase de ascorbato Chl, Cyt, Mit, Per, Apo H,0,
Catalase Per H,0,
Peroxidase de glutationa Cyt H,0,, ROOH
Peroxidases CW, Cyt, Vac H,0,
Peroxidase de tiorredoxina Chl, Cyt, Mit H,0,
Acido ascorbico Chl, Cyt, Mit, Per, Apo 0., H,0;
Glutationa Chl, Cyt, Mit, Per, Apo H,0,
a-tocoferol Membranas 0,', ROOH
Carotendides Chl 0,
Escape
AdaptacGes anatdmicas Estrutura foliar, epiderme 07, Hy0,, 05!
Metabolismo C, ou CAM Chl, Cyt, Vac 07, H,0,
Movimento cloroplastico Cyt 0, H,0,, O,
Suspensao da fotossintese Chl 07, H,0,
Modulagéo dos OS e antenas Chl 07, Oy
Alternativa oxidase Chl, Mit O,

Fonte: MITTLER, 2002

No citosol, o ciclo ascorbato-glutationa € uma via eficiente para eliminagéo
dos ROS. Essa via, geralmente é atuante em localizacGes celulares que sdo atingidas por
H.0, e ndo tem catalase presente. O ciclo ascorbato-glutationa utiliza o acido ascorbico
e a glutationa como substratos redutores (INZE e VAN MONTAGU, 1995) (Figura 07). As
enzimas envolvidas neste ciclo de oxidagdo/reducdo sdo a redutase de
monodesidroascorbato (MDHAR), redutase de desidroascorbato (DHAR), e redutase de
glutationa (GR). Em mitocondrias purificadas a partir de folhas de ervilha, ja foi
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observado a presenca de todas as enzimas do ciclo (JIMENEZ et al., 1997). As quatro
enzimas, peroxidase de ascorbato (APX), redutase de monodesidroascorbato
(MDHAR), redutase de desidroascorbato (DHAR) e redutase de glutationa (GR) foram
evidenciadas em peroxissomas. Da mesma forma, em peroxissomas e mitocéndrias, a
presenca de ascorbato e glutationa com suas formas oxidadas, desidroascorbato (DHA)
e GSSH (glutationa reduzida), respectivamente, foram identificados por HPLC
(JIMENEZ et al., 1997).

0,
I
Dismutase de
Superéxido
H 0 Glutationa
PAe) \ Ascorbato \ / NAD(P) / Oxidada \ / NADPH
Peroxidase Redutase de Redutase de Redutase de
de Ascorbato monodeidroascorbato deidroascorbato glutationa

Monodeidroascorbato Reduzida

/\/\wﬁvm/\m

Deldroascorbato

©1995 Curente Opinion in Biotechnology

Figura 07 — O ciclo ascorbato-glutationa. O H,0, é removido pela peroxidase ascorbato e o ascorbato é
regenerado pelo ciclo ascorbato-glutationa, o qual envolve a redutase de monodesidroascorbato, redutase
de desidroascorbato e redutase de glutationa. Quando o H,0, é consumido, 0 ascorbato é primeiramente
oxidado para monodesidroascorbato. Se 0 monodesidroascorbato ndo é rapidamente reduzido novamente
a ascorbato pela redutase de monodesidroascorbato, ele é convertido espontaneamente a desidroascorbato.
O desidroascorbato é reciclado a ascorbato utilizando glutationa reduzida que é regenerada através da
acdo da redutase de glutationa em uma reacdo dependente de NADPH (adaptado de INZE e VAN
MONTAGU, 1995).

5.3. Enzimas relacionadas a eliminacéo de ROS

a) Dismutases de Superoxidos [EC 1.15.1.1]

A SOD ¢ atualmente conhecida por catalisar a dismutacéo de superdxido, na
formacéo de peroxido de hidrogénio e oxigénio (MCKERsIE, 1996; RouT e SHAw, 2000;
BREUSEGEM et al., 2001) pela reacéo:

0,"+0, + 2H" > H,O, + O,

Evidenciada em praticamente todos os organismos aerébios, na maioria dos

compartimentos subcelulares geradores de oxigénio ativado, atualmente é sabido que a

SOD possui uma funcdo central na defesa dos organismos contra o estresse oxidativo
(SCANDALIOS, 1993; BHATTACHARYA et al., 2001; BORSANI et al., 2001; MARTINEZ et
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al., 2001; PoLLE, 2001). De uma maneira geral, existem trés isoenzimas de SOD em
plantas, classificadas com base em seu cofator metalico: cobre/zinco (Cu/Zn — SOD);
manganés (Mn-SOD) e o ferro (Fe-SOD) (BANNISTER et al., 1987).

Essas isoenzimas podem ser separadas por eletroforese nativa em gel de
poliacrilamida e sua atividade detectada por revelacdo negativa com base na sua
sensibilidade ao KCN e/ou ao superoxido. Existem distingBes entre as isoenzimas,
como, por exemplo, a afinidade com substratos: a Mn-SOD ¢ resistente ao KCN e ao
H,0O,, enquanto que a Cu/Zn-SOD ¢é sensivel a ambas substancias. Fe-SOD é resistente
ao KCN e sensivel ao H,0,. As isoenzimas da SOD também se distinguem pela
distribuicdo subcelular: a Mn-SOD é comumente encontrada na mitocéndria de células
eucaridticas; algumas isoenzimas Cu/Zn-SOD sdo encontradas no citosol e outras em
cloroplastos de plantas superiores (MCKERSIE, 1996).

As Fe-SOD ndo sdo detectadas em plantas com frequéncia, mas quando
evidenciadas, estdo usualmente associadas com os cloroplastos (BOWLER et al., 1992).
Peroxissomas e glioxissomas também podem ter atividade Cu/Zn-SOD e Mn-SOD
(SANDALIO e DEL RI10, 1988; DEL RI0 et al., 1998; HERNANDEZ et al., 1995, 2001), mas
ndo existiam, até pouco tempo, citacdes se referindo a SOD extracelular em plantas
(McKERsIE, 1996). Entretanto, recentemente, foi encontrado em apoplasto de folhas de
Hordeum vulgare e Avena sativa a presenca, nao apenas de atividade da SOD, mas
também de CAT e outras enzimas antioxidativas do ciclo ascorbato-glutationa
(HERNANDEZ et al., 2001). Em raizes, como ndo existem plastos, ha a predominancia de
SOD citosolica e mitocondrial.

b) Catalases [EC 1.11.1.6.]

A catalase é uma enzima que possui um grupamento heme em sua estrutura
e catalisa a dismutacdo do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, sem utilizar
antioxidantes ndo enziméticos (ZAMoOCKY et al., 2001). A enzima é encontrada em todos
0s eucariotos aerobios e € muito importante na remocdo do perdxido de hidrogénio
produzido nos peroxissomas e glioxissomas pelas oxidases, envolvidas na B-oxidagédo
de acidos graxos, nas reacbes do glioxilato (fotorrespiracdo) e no catabolismo das
purinas (BREUSEGEM et al., 2001).

Diversas formas de catalase foram descritas em muitas espécies de plantas
(PEIXOTO, 1998). Em milho, por exemplo, foram encontradas trés isoformas (cat-1, cat-
2 e cat-3) cujos genes estdo em cromossomos separados e sdo expressos e regulados
distintamente (BREUSEGEM et al., 2001), em diferentes localizag¢bes celulares: cat-1 e
cat-2 localizadas nos peroxissomas e no citosol; cat-3 na mitocondria (SCANDALIOS,
1990). Breusegem et al. (2001) sugerem, ainda, que as catalases sdo as principais
enzimas de remocdo de H,O, em plantas. Vale ressaltar, que as catalases e as
peroxidases sdo consideradas enzimas presentes em plantas tolerantes a salinidade
(RouT e SHAW, 2001).

c¢) Peroxidases
As peroxidases sdo, provavelmente, as enzimas mais amplamente
distribuidas, sendo, aparentemente, as mais estaveis das enzimas associadas com a

oxidagdo, em tecidos de plantas (MCKERSIE, 1996). As peroxidases de planta séo
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glicoproteinas que contém um grupamento heme em sua estrutura e possuem a fungéo
bésica de catalisar a oxidacdo do peroxido de hidrogénio, a partir de numerosas espécies
de substratos organicos e inorganicos, tais como citocromo c, nitrito, ascorbato, indol-
aminas e outros (ZAMOCKY, 2001). As peroxidases ocorrem em numerosas isoformas,
tanto em animais, como em plantas. Alguns exemplos dos processos fisioldgicos, nos
quais existe a participacdo de peroxidases de plantas séo: o metabolismo das auxinas,
biossintese do etileno, formac&o de lignina, respiracao, processos intermediados por luz,
defesa da planta contra patdgenos, crescimento e senescéncia (DATTA e
MUTHUKRISHNAN, 1999).

As peroxidases sao classificadas em dois grandes grupos: a superfamilia das
peroxidases de planta e a superfamilia das peroxidases de animal. As peroxidases sao
também evidenciadas em fungos e bactérias (LOPRASERT et al., 1989; LOEWEN, 1990).
Entretanto, devido a seqiiéncia de aminoacidos das peroxidases de fungos e bactérias
serem semelhantes, as peroxidases de planta em suas estruturas primarias e terciarias,
essas enzimas sdo catalogadas na superfamilia das peroxidases de planta (WELINDER et
al.,, 1992). A superfamilia das peroxidases de planta pode ser subdividida em trés
classes principais. A classe | é intracelular e de organismos procarioticos (peroxidases
de citocromo c, de bactérias, de cloroplastos e peroxidases de ascorbato citosolica). A
classe Il inclui as peroxidases extracelulares fungicas (peroxidase de Phanerochaete
chrysosporium e peroxidase de Coprinus cinereus). A classe Il inclui a maioria das
peroxidases extracelulares vegetais (peroxidase de horseradish, por exemplo) (DATTA e
MUTHUKRISHNAN, 1999).

Com relacdo a sua funcionalidade, Sreenivasulu et al. (1999) relata que o
aumento da producdo de ROS é responsavel pela peroxidacdo de membranas lipidicas.
O grau de danos peroxidativos é controlado por um sistema enzimatico antioxidativo,
composto por peroxidases. O aumento na atividade peroxidasica total, durante
condicdes de estresse salino, reflete modificacdes nas propriedades mecanicas da parede
celular e na integridade das membranas. A atividade das peroxidases é freqlientemente
alta, durante a resposta a agentes estressores, onde essas enzimas possuem a fungédo
principal de proteger as células contra reacdes oxidativas (CAKMAK e HORST, 1991).

Segundo Gaspar et al. (1985), o aumento na atividade de peroxidases nao
resulta da sintese ‘de novo’, mas da ativacao de enzimas preexistentes nos tecidos. Em
oposicdo a essa afirmativa, Peixoto (1998) relata que as peroxidases acidas, rapidamente
incorporam amino&cidos marcados, indicando alta taxa de sintese.

d) Peroxidases dependentes de ascorbato (APX) [EC. 1.11.1.11]

As peroxidases de ascorbato (APX) sdo heme-peroxidases cujo grupo
prostético é uma protoporfirina. As APX apresentam alta especificidade por ascorbato,
o0 qual funciona como substrato redutor. Em geral, sdo inibidas por cianeto e azida e, em
conjunto com as CATSs, catalisam a reducdo de H,O, para agua no meio intracelular
(SHIGEOKA et al., 1980; CHEN e ASADA, 1989). No entanto, comparadas as CATS, as
APX possuem maior afinidade por H,O, e menor velocidade de reacdo (NOCTOR e
FOYER, 1998). A reacdo catalisada pela APX ¢ a primeira reacdo do ciclo ascorbato-
glutationa ou ciclo Halliwell-Asada (Figura 07). Esse ciclo é particularmente importante
para o equilibrio redox no cloroplasto (McKERsIE, 1996). Entretanto, isoformas desta
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enzima sdo encontradas em todos os compartimento celulares como mitocondrias e
citosol (FOYER e NOCTOR, 2000).

e) Peroxidases de parede celular (POX) [E.C. 1.11.1.7]

As peroxidases também sdo ativas na lignificacdo da parede celular. A
parede celular de plantas é envolvida nas respostas ao estresse osmético (AMAYA et al.,
1999). A adaptacdo de células de tomate as altas concentracdes de sal no meio de
cultura, é correlacionada com modificacdes na parede celular. Essas modificacbes sdo
correlacionadas com transcritos TPX2 de um gene de peroxidase de tomate (AMAYA et
al., 1999). O TPX néo € induzido pelo NaCl e, somente ap6s as paredes celulares se
adaptarem ao NaCl no meio de cultura, é que ha deteccdo de transcritos TPX (AMAYA
etal., 1999).

A oxidacdo dos alcoois hidroxicindmicos, precursores imediatos da lignina,
¢ catalisada por peroxidases, resultando na producdo de radicais fenoxi-mesoméricos,
que reagem espontaneamente durante a deposi¢do de lignina na parede celular
(PEIxoTo, 1998). As maiores atividades de peroxidases acidas sdo detectadas nas
paredes celulares, sendo que a parede primaria representa a matriz sobre a qual ocorre a
lignificacdo (GASPAR et al. 1985). De acordo com Jbir et al. (2001), existe uma taxa
maior de lignificagdo em raizes de trigo, quando expostas a salinidade. Este aumento
esta correlacionado com o aumento da atividade de peroxidases de parede celular.

6. RAIZES DE FEIJAO CAUPI COMO MODELO PARA O ESTUDO DE
FISIOLOGIA DOS ESTRESSES

Os organismos, quando analisados pelos aspectos microscopicos e quimicos,
sdo notavelmente semelhantes entre si (LEHNINGER et al., 1995). Portanto, ao se
escolher um modelo experimental, deve-se levar em consideragdo que as respostas
obtidas, podem (ou ndo) serem extrapoladas para outras espécies. Adicionalmente, é de
fundamental importancia, a escolha de modelos que sejam economicamente relevantes,
de facil manuseio e curto ciclo bioldgico.

A espécie Vigna unguiculata (L.) Walp., caracterizada fisiologicamente
como pertencente ao grupo de plantas que fixam CO, através da sintese do acido 3-
fosfoglicérico (Ciclo de Calvin) (TAIz e ZEIGER, 1991), além de ser predominantemente
autégama (BLACKHURST e MILLER JR., 1980), fixadora de nitrogénio (através de
simbioses), possuidora de ampla variabilidade genética e excelente potencial de
producdo e adaptacdo (FREIRE-FILHO et al., 2003), sendo uma glicofita, também ¢é
sensivel a salinidade (GREENWAY e MUNNSs, 1980), embora muito bem adaptado as
condigdes de temperaturas elevadas e seca ambiental, quando comparado a outras
especies agricolas (EHLERS e HALL, 1997).

Contudo, a maior atencdo tem sido dada aos efeitos dos estresses na parte
aérea, pois esta tem relacdo direta com a produtividade da especie (Maia et al., 2010).
Contudo, o sistema radicular, ndo apresentando atividade fotossintetizante significativa,
realiza predominantemente atividade respiratoria e, portanto, as estratégias de resposta
aos estresses sdo distintas da parte aérea. Em nossos trabalhos diversas evidéncias foram
observadas. Maia et al. (2012) e Maia (2008) demonstraram que o efeito da seca e da
salinidade no crescimento do sistema radicular é distinto (Figura 08). Enquanto a seca
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estimula o crescimento, 0 estresse salino inibe o crescimento da raiz principal,
possivelmente através da morte do meristema apical. Ainda, sugere que é possivel
identificar uma resposta interativa quando plantas de caupi estdo submetidas a um
ambiente salino que sofra também efeito de seca ambiental.

Nossos estudos levam a sugerir que tanto a seca como a salinidade induzem
uma resposta antioxidante secundaria e que sdo antagonicas. Para plantas tratadas com
seca, é possivel que o crescimento do sistema radicular seja influenciado pela reducgéo
da atividade do sistema antioxidante apopléstico, seguido pela maior atividade do
sistema antioxidante citosolico e de alteracbes em marcadores do metabolismo
osmatico. Em condicBGes de estresse salino, a restricdo do crescimento do sistema
radicular seria possivelmente uma estratégia de defesa oxidativa, através do aumento da
atividade antioxidante do apoplasto (Maia, 2008; Maia et al. 2012). Essa regido do
tecido apresenta uma rota de remocao de espécies reativas de oxigénio que envolve o
aumento da concentracdo de lignina, uma das moléculas relacionadas com o
amadurecimento celular através da producdo de parede secundaria (Maia, 2008).
Contudo, é importante ressaltar que mais estudos devem ser realizados para confirmar
esse comportamento, principalmente em outras espécies vegetais.
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controle

NaCl+seca

Figura 08 — Comparacdo do desenvolvimento das raizes de plantulas de feijdo caupi, cv. Pititba, com 10
dias ap6s plantio, sob efeito dos tratamentos controle [A], seca [B], NaCl+seca [C], NaCl+agua [D]
durante 48 horas. As figuras estdo na mesma escala de comprimento. (Adaptado de Maia, 2004)
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