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RESUMO

CARNEIRO, Marilia Mércia Lima Carvalho. Trocas gasosas e metabolismo
antioxidativo em plantas de girassol em resposta ao déficit hidrico. 2011. 42f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pods-graduacdo em Fisiologia Vegetal.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O presente estudo teve por objetivo avaliar parametros relacionados a fotossintese e
metabolismo antioxidante em duas cultivares de girassol submetidas a diferentes
regimes hidricos, na fase inicial de crescimento. Sementes das cultivares MG2 e
M735 foram semeadas em vasos com capacidade para 10 L, utilizando solo como
substrato. Trinta dias apds a semeadura foi realizado um desbaste mantendo quatro
plantas por vaso, irrigadas diariamente. Apos dois meses foram estabelecidos os
tratamentos, onde uma parcela das plantas de cada cultivar foi mantida irrigada
diariamente (controle) e a outra submetida a suspenséo total da irrigagao (déficit
hidrico). Ap6s 24 horas, cinco e doze dias da indugdo dos tratamentos, na
antemanha foi avaliado o potencial hidrico foliar e nas primeiras horas seguintes o
indice de clorofila. Entre 9:00 e 10:00 horas foram mensurados parametros
fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a. A seguir, folhas e raizes foram
coletadas e armazenadas em freezer a - 80°C para quantificagdo dos danos
celulares e atividade de enzimas antioxidantes. Em resposta ao estresse hidrico
imposto, ao final das avaliacdes, observou-se uma queda acentuada no potencial
hidrico das duas cultivares. Por outro lado, o indice de clorofila sofreu queda
somente na cv M735. A queda no potencial de agua nas folhas refletiu em redugdes
na condutancia estomatica, taxa transpiratéria, assimilagao liquida do CO; e na sua
concentracdo interna para as duas cultivares, destacando maiores redugdes na
transpiracédo e concentracao interna de CO,, o que justifica 0 aumento da eficiéncia
no uso da agua para ambas as cultivares. A fluorescéncia da clorofila a apresentou
queda na eficiéncia quantica fotoquimica efetiva (Fv/Fyn) € na produgcdo quantica
efetiva do FS Il (PPS2) nas plantas da cv MG2. Nesse mesmo periodo foi observado
aumento nos niveis de peroxidagao de lipidios, teores de H,O, e na atividade das
enzimas SOD e CAT, com maior diferenga em relagdo ao controle, principalmente,
na cv M735, que evitou de forma mais efetiva o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Heliiantus annuus L., estresse hidrico, fotossintese; enzimas
antioxidantes.



ABSTRACT

CARNEIRO, Marilia Mércia Lima Carvalho. Gas exchange and antioxidative
metabolism in sunflower plants in response to drought. 2011. 42f. Dissertagdo
(Mestrado) — Programa de Pos-Graduagcdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

This study aimed evaluates parameters related to photosynthesis and antioxidant
metabolism in two sunflower cultivars under different water regimes in the initial
growth phase. Seeds of the cultivars MG2 and M735 were grown in pots with a
capacity of 10 L, using soil as substrate. Thirty days after sowing was done a thinned
to four plants per pot, watered daily. Two months after the treatments were
established, where a portion of the plants of each cultivar was kept watered daily
(control) and another submitted to the full suspension of irrigation (water deficit). After
24 hours, five and twelve days of induction treatment in predawn leaf water potential
was measured and leaf chlorophyll content in the early hours. Between 9:00 and
10:00 hours were measured photosynthetic parameters and chlorophyll fluorescence.
Then, leaves and roots were collected and stored in a freezer at -80°C for
quantification of cell damage and antioxidant enzymes. In response to water stress
imposed at the end ofof the evaluations , there was a sharp drop in water potential of
both cultivars . On the other hand, the chlorophyll index was down only in cv M735.
The decline in leaf water potential reflected in reductions in stomatal conductance,
transpiration rate, net assimilation of CO, and its internal concentration in both
cultivars, emphasizing greater reductions in transpiration and internal CO,
concentration, hence increasing efficiency water use for both varieties.
The fluorescence of chlorophyll a decreased effective quantum yield photochemistry
(Fv '/ FM') and produce effective quantum of photosystem Il (PPS2) in cv MG2.
During that same period we observed an increase in the levels of lipid peroxidation,
H,0, content and activity of SOD and CAT, with the greatest difference compared to
control, especially in cv M735, which prevented more effectively oxidative stress.

Keywords: Helliantus annuus L.; water stress; photosynthesis; antioxidant enzymes.
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INTRODUGAO GERAL

O girassol (Helliantus annuus L.), uma das quatro mais importantes culturas
anuais produtoras de 6leo do mundo, juntamente com a soja, a palma e a canola,
apresenta grande importancia na economia mundial (EMPARN, 2009). Assim, as
perspectivas de crescimento da area cultivada com esta espécie sao bastante
favoraveis e vém aumentando em diversas regides do Brasil (BARROS, 2009),
visando atender o mercado de 6leos comestiveis nobres, produgao de mel, silagem,
farelo e torta para alimentagéo animal, sendo também importante no ramo das flores
ornamentais (EMBRAPA, 2008).

As caracteristicas morfolégicas e bioquimicas do girassol como ciclo curto
(90 a 130 dias), polinizagdo cruzada, espécie anual herbacea, adaptacdo a
diferentes climas e solos, como também boa resisténcia ao frio e periodos de seca
(LEITE, 2007) fazem dessa planta uma étima alternativa para a rotagao de culturas
(MUSSI, 2005). Além disso, devido ao alto teor de 6leo no grdo, que varia de 40 a
54%, dependendo da cultivar e do ambiente de cultivo (ROSSI, 1998) desponta
Como uma nova opg¢ao para a produgao de biocombustiveis (BALBINOT JR., 2009).

Essa espécie passou a ganhar destaque econdmico apos a Il Guerra
Mundial, sendo adaptada como planta produtora de éleo. Acredita-se que, no Brasil,
seu cultivo foi iniciado na época da colonizagao, principalmente na regido sul, com a
introducdo do habito do consumo de suas sementes torradas. Atualmente, é
cultivado com sucesso nos cinco continentes, sendo os maiores produtores mundiais
a Russia, a Unido Européia, a Argentina e os Estados Unidos (UNGARO, 2000;
CONAB, 2010).

A producdo mundial de gréos de girassol para a safra 2010/11, segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), devera ter um acréscimo

de 3,69%, por conta das condi¢cbes climaticas mais favoraveis que estao
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beneficiando as plantagdes nos principais paises produtores. Porém, no Brasil, a
area cultivada na safra 2009/10 diminuiu em relagdo a de 2008/09 em 26,3%, exceto
nos estados de Goias e Mato Grosso do Sul, em decorréncia da falta de chuva em
todas as regides produtoras (CONAB, 2010).

O déficit hidrico é o maior problema enfrentado pela agricultura e
desencadeiam varias respostas nas plantas, como a redugao do potencial hidrico
foliar, o fechamento estomatico que provoca o declinio da condutancia estomatica
reduzindo a concentragao interna de CO; e, consequentemente, diminuindo a taxa
fotossintética, além de promover um aumento na formacédo de espécies reativas de
oxigénio desencadeando o estresse oxidativo, dentre outras alteragdes bioquimicas
e moleculares (HONG-BO, 2008).

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas ha décadas, para o entendimento
dos mecanismos de toleréncia ao déficit hidrico, em diferentes espécies vegetais
(GONCALVES et al., 2009). Atualmente, ja se sabe que a tolerancia ao estresse
hidrico envolve mudancgas sutis na bioquimica celular, e isso parece ser o resultado
do acumulo de solutos e de proteinas especificas que podem ser rapidamente
induzidas pelo estresse osmoético, porém mais estudos sdo necessarios para o
melhor entendimento (HONG-BO et al., 2006).

Dessa forma, devido o cultivo do girassol ocorrer em segunda época ou
safrinha, esta sujeito a condigbdes climaticas mais desfavoraveis a sua semeadura e
emergéncia (DICKMANN, 2005), portanto, o conhecimento das possiveis alteragdes
fisiologicas e bioquimicas no comportamento de uma cultivar de girassol, sob
diferentes condi¢cbes hidricas, € essencial para o entendimento geral dos
mecanismos de tolerancia e na escolha do manejo mais adequado para a cultura,
principalmente em regides de climas tropicais, onde as informagdes existentes

dessa cultura sob estresse hidrico sdo bem escassas.



CAPITULO 1

TROCAS GASOSAS E PARAMETROS DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A
EM PLANTAS DE GIRASSOL SOB ESTRESSE HIiDRICO
Gas Exchange and Chlorophyll Fluorescence Parameters of Sunflower Plants Under
Water Stress

RESUMO - O girassol (Helliantus annuus L.), importante nos sistemas de rotagdo e
sucessao de culturas nas regides produtoras de grdos no Brasil, esta
frequentemente, sujeito a condicbes climaticas desfavoraveis para seu
desenvolvimento. Dessa forma, esse estudo objetivou avaliar o impacto do estresse
hidrico através da suspenséao da irrigagcdo sobre o potencial de agua nas folhas, as
trocas gasosas e a fluorescéncia da clorofila em duas cultivares de girassol, M735 e
MG2. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacédo, em vasos com capacidade
para 10 litros, mantendo quatro plantas por vaso. Dois meses apds a semeadura, as
plantas das duas cultivares foram separadas em dois tratamentos, controle (irrigadas
diariamente) e déficit hidrico (suspenséao total da irrigacdo). As avaliagbes foram
realizadas 24 horas, cinco e doze dias apds a indugado dos tratamentos e foram
determinados: o potencial hidrico foliar; indice de clorofila; parametros da
fotossintese e a fluorescéncia da clorofila a. A assimilagdo de CO,, assim como a
concentracao intercelular de CO,, avaliadas apds 24 horas e cinco dias de indugao
do estresse ndo diferiram do tratamento controle nas duas cultivares. A cultivar
M735 sofreu queda a partir do quinto dia nas plantas sob estresse, e o potencial
hidrico decresceu também a partir do quinto dia nas plantas sob estresse, nas duas
cultivares. A condutancia estomatica e a taxa transpiratoria apresentaram pequena
variagdo entre os tratamentos. Porém, a maior diferenca foi observada aos 12 dias
de avaliagdo, periodo que caracterizou elevado estresse hidrico pela baixa
condutancia estomatica e transpiragdo o que afetou negativamente a assimilagao do
CO, reduzindo a taxa fotossintética das plantas sob déficit hidrico. Quanto a
fluorescéncia da clorofila, a cultivar MG2 apresentou uma queda na eficiéncia
quantica fotoquimica efetiva (Fv/Fu) e na producéo quéntica efetiva do FS Il (PPS2)
nas plantas sem irrigacdo. Em resposta aos parametros de fotossintese analisados,
a cultivar MG2 foi a mais sensivel ao déficit hidrico.

Palavras — chave: Helliantus annuus L.; déficit hidrico; fotossintese; potencial hidrico
foliar.
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ABSTRACT - Sunflower (Helliantus annuus L.), important in crop rotation and crop
succession in the grain producing regions in Brazil, is often subject to adverse
weather conditions for their development. Thus, this study aimed to evaluate the
impact of water stress by withholding irrigation on leaf water potential, gas exchange
and chlorophyll fluorescence in two sunflower cultivars, M735 and MG2.As plants
were grown in a greenhouse in pots with a capacity of 10 liters, keeping four plants
per pot. Two months after sowing, plants of both cultivars were separated into two
treatments, control (watered daily) and water deficit (total suspension of irrigation).
Evaluations were performed 24 hours, five and twelve days after induction treatments
and were determined: the leaf water potential; chlorophyll index, parameters of
photosynthesis and chlorophyll a fluorescence. The CO, assimilation and the
intercellular CO, concentration, as assessed after 24 hours and five days of induced
stress did not differ from control treatment in both cultivars. The cultivar M735 was
down from the fifth day in plants under stress, and water potential also decreased
from the fifth day in plants under stress in both varieties. The stomatal conductance
and transpiration rate showed little variation among treatments. But the biggest
difference was observed at twelve-day evaluation period that featured high water
stress by low stomatal conductance and transpiration, which adversely affected the
assimilation of CO, by reducing the photosynthetic rate of plants under drought. As
for chlorophyll fluorescence, to cultivate MG2 showed a decrease in the effective
photochemical quantum efficiency (Fv '/ Fm') and produce effective quantum of
photosystem 1l (®PPS2) in plants without irrigation. The response to photosynthetic
parameters examined, the cultivar MG2 was the most sensitive to drought.

Keywords: Helliantus annuus L.; water deficit; photosynthesis; leaf water potential.

1. INTRODUGCAO

O cultivo do girassol vem aumentando anualmente, sendo a quarta
oleaginosa mais produzida no mundo (EMPARN, 2009). Devido ao alto teor de d6leo
no grao, que varia de 40 a 54%, essa cultura desponta como uma nova opgao para
a producao de biocombustiveis (BALBINOT JR., 2009), atendendo o mercado de
O0leos comestiveis nobres, produgcdo de mel, silagem para alimentacdo animal, e
também o ramo das flores ornamentais (EMBRAPA, 2008).

O girassol é cultivado, geralmente, em segunda época ou safrinha, estando
sujeito a condi¢gbes climaticas menos favoraveis para o seu crescimento e
desenvolvimento (DICKMANN, 2005), como o déficit hidrico, que é o principal fator
limitante para o desenvolvimento das culturas em solos agricultaveis (MANIVANNAN
et al.,, 2008; SCHITTENHELM, 2010), constituindo-se na maior causa de
variabilidade dos rendimentos de grédos de um ano para outro.

O déficit hidrico, caracterizado pela reducdo do conteudo de agua na planta,

€ o maior problema enfrentado pela agricultura e a habilidade de tolerancia a seca é
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de grande importancia. O estresse por falta d’agua desencadeia uma ampla
variedade de respostas no vegetal, como alteracbes na expressdo genética e
metabolismo celular, diminuigbes nas taxas de crescimento e produtividade devido a
reducao do potencial hidrico das folhas, fechamento estomatico e consequente
diminuicdo das trocas gasosas, o0 que inibe varios processos bioquimicos e
fisiologicos, como a fotossintese, respiracdo, absorgdo de ions, metabolismo dos
nutrientes, entre outros. Geralmente, essas numerosas respostas fisioldgicas das
plantas a seca, variam com a severidade bem como com a duragdo do estresse.
Quando severo, pode resultar na suspensdo da fotossintese, disturbios do
metabolismo e, finalmente, a morte do vegetal (BOHNERT, 1996; HONG-BO, 2008).

Sob condigdes de estresse hidrico, ocorre redugcdo da concentracio
intercelular de CO,, em razdo do controle da abertura dos estdmatos. Assim,
também ocorre a diminuicdo da condutancia estomatica que € um componente de
fundamental importdncia na manutencdo da turgescéncia em resposta a
decréscimos no potencial hidrico das plantas. Todavia, quando o estdmato se fecha
para proteger a planta da perda de agua, ele, simultaneamente, restringe a difusao
do CO, atmosférico e, consequentemente, provoca queda na taxa fotossintética
(DAMATTA, 2003).

O aparelho fotossintético e, particularmente, o fotossistema Il (PSIl) é
conhecido por ser sensivel a diferentes estresses. Ele pode, temporariamente, ser
afetado por estresses ambientais, antes de quaisquer danos estruturais irreversiveis
tornarem-se aparentes. Assim, a alteracdo na emissao da fluorescéncia da clorofila
decorrente, principalmente, do PSIl fornece informacbdes sobre quase todos os
aspectos da atividade fotossintética (PANDA, 2008). Esse € um método nao-
destrutivo, altamente sensivel e de facil manuseio, o que permite adquirir
informagdes qualitativas e quantitativas sobre a condigdo fisiologica do aparato
fotossintético (FALQUETO, 2007; YUSUF, 2010).

Os parametros da fluorescéncia da clorofila a sdo comumente usados para
estudar o funcionamento do aparato fotossintético sob estresse hidrico e este
meétodo tem sido muito utilizado para investigar as respostas do girassol a esse tipo
de estresse. Estudos relatam que o estresse hidrico ndo causa um efeito de longo
prazo sobre a eficiéncia fotoquimica do PSIl em girassol, mas diminui a eficiéncia
quantica do transporte de elétrons do PSIl (®PSIl) (PANKOVIC, 1999;
POORMOHAMMAD KIANI, 2008).
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Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), houve
um decréscimo em torno de 26% na produgdo nacional de girassol na safra de
2009/10 em relagao a anterior, por conta da falta de chuva em todas as regides
produtoras do Brasil (CONAB, 2010). Dessa forma, o entendimento sobre os
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos desenvolvidos pelo girassol para tolerar a
seca € de grande importancia e podera refletir num melhor desempenho dessa
cultura em ambientes com déficit hidrico. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o impacto da restricao hidrica sobre o potencial de agua nas folhas, indice de
clorofilas, trocas gasosas e a fluorescéncia da clorofila a em duas cultivares de

girassol.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Programa de Pés-
Graduagdo em Fisiologia Vegetal, da Universidade Federal de Pelotas, campus
Capao do Le&o/RS no periodo de janeiro a margo de 2010.

Sementes de duas cultivares de girassol (Helianthus annuus L.), MG2 e
M735, foram semeadas em vasos com capacidade para 10 litros contendo solo
como substrato. A analise quimica e fisica do solo utilizado estad apresentada na
tabela 1. Foram semeadas seis sementes por vaso, os quais foram dispostos
aleatoriamente, sendo selecionados 18 vasos para cada cultivar. Trinta dias apés a
semeadura foi realizado um desbaste, mantendo quatro plantas por vaso. As
mesmas receberam irrigagao diaria e solugao nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)
de meia forga nas duas primeiras semanas, seguida da completa, uma vez por

semana até o inicio do estabelecimento dos tratamentos.

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento.

Registro pH Ca Mg Al H+AI CTC Saturagéo (%) | Indice SMP
agua efetiva
cmolc/dm® Al Bases
Amostra 5,0 1,3 1 0,9 4,4 3,4 26 36 6
Registro | % Mat. Org. | % Argila | Text. | P-Mehlich P-resina CTCpH7 K mg/dm?®
mhv miv mg/dm’® cmolc/dm’®
Amostra 1,7 18 4 1,8 - 7.9 75

Dois meses apds a semeadura, as plantas de ambas as cultivares foram

separadas em dois tratamentos, um controle onde foram mantidas irrigadas
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diariamente proximas a capacidade de campo, e outro sob restricdo hidrica, com a
suspensao total da irrigagdo. Apos 24 horas, cinco e doze dias da indugcédo dos
tratamentos, trés vasos por cultivar, em cada regime hidrico, foram selecionados
aleatoriamente para a avaliacdo do potencial de agua nas folhas, indice de clorofilas,
taxa fotossintética e fluorescéncia da clorofila a com pulso modulado, totalizando 12
repeticoes para cada parametro analisado.

O potencial hidrico foliar (Yw maximo) em cada periodo, foi avaliado na
antemanh3, entre 5:00 e 6:00 horas, em folhas completamente expandidas, de 12
plantas por tratamento, com auxilio de uma bomba de pressao tipo Scholander.

O indice de clorofila foi determinado no inicio da manha, com o auxilio de
um medidor portatil de clorofila, o clorofildmetro (Hansatech CL-01). As leituras
foram realizadas em folhas completamente expandidas, uma por planta.

As trocas gasosas foram avaliadas entre 9:00 e 10:00 horas da manha, a
partir das mesmas folhas onde foi determinado o indice de clorofila. Utilizou-se um
analisador de gas infravermelho IRGA (Infrared Gas Analyzer, LI6400, Licor), sendo
avaliada a taxa assimilatoria liquida de CO, (A, umol m? s™); concentragdo
intracelular de CO, (C;, umol mol™); condutancia estomatica (gs, mol m? s™) e taxa
transpiratéria (E, mmol m? s™). A eficiéncia do uso da agua (EUA, kg m™) foi
estimada com base no calculo da razéo entre A e E.

Os parametros da fluorescéncia modulada das clorofilas em estado
adaptado a luz foram determinados no periodo da manha, a temperatura ambiente,
nas mesmas folhas em que foram feitas as avaliagdes das trocas gasosas, através
do fluordbmetro com amplitude de pulso modulado (FMS-2, Hansatech, King’s Lynn,
UK). Foram avaliados os paréametros: coeficiente de extingdo fotoquimico (gP),
rendimento quantico fotoquimico primario maximo em estado adaptado a luz
(FV'/Fw'), rendimento quéntico fotoquimico primario atual em estado adaptado a luz
[pps2 = (FMm - FS'/F\’)] e taxa de transporte de elétrons no fotossistema Il (ETR).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
bifatorial, (regimes hidricos) e duas cultivares de girassol (M735 e MG2). Os
resultados foram submetidos a analise da variancia (p<0,05), sendo utilizado o teste
de Tukey para comparagdo de meédias entre os tratamentos de cada cultivar, ja que
foram experimentos independentes. Para a plotagem das figuras foi utilizado o

programa SigmaPlot, versao 10.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas plantas sob irrigagéo diaria (controle), ndo houve variagdo expressiva no
potencial hidrico foliar, valores préximos a -0,50 MPa (Figura 1). Porém, no
tratamento sob restricdo hidrica, o potencial de agua nas folhas caiu linearmente
com o aumento do periodo de estresse hidrico, sendo significativa em relagdo ao
controle, a partir do quinto dia. Observou-se uma queda acentuada na cv M735, com
potencial de -1,20 MPa aos 12 dias de estresse, e também na cv MG2 apresentando
um potencial de -1,72 MPa (Figuras 1A e 1B). Esses resultados estdo de acordo
com Cechin et al. (2010) que, avaliando o estresse hidrico em folhas jovens e
maduras de girassol, também obtiveram a reduc&o do potencial hidrico foliar com o
aumento do estresse em ambas as folhas. Redugdes de forma gradual no potencial
hidrico foliar em funcéo do déficit hidrico também foram observadas em gendtipos
de trigo (SUBRAHMANYAM et al., 2006) e em café (DEUNER et al., 2011).
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Figura 1: Potencial hidrico foliar de duas cultivares de girassol (M735 e MG2) cultivadas sob
condicao de irrigacao diaria (Controle) e déficit hidrico (Estresse) por 12 dias. *Representa diferenga

significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de Tukey.

A atividade fotossintética para as duas cultivares, seguiu tendéncia em
resposta a redugédo do potencial hidrico (Figura 2). Embora as duas cultivares, em
ambos os tratamentos tenham sofrido queda nos parametros analisados de forma
distinta entre a avaliagao efetuada apds 24 horas e cinco dias, essa queda nao foi
significativa. Essa variagdo entre os dois periodos, principalmente nas plantas
controle, pode ser justificada devido as pequenas variagdes nas condi¢des

climaticas em cada dia de avaliagao, as quais afetam diretamente a fotossintese. Ja
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ao prolongar o periodo de estresse, aos 12 dias, foi observada significativa diferenca
entre as plantas controle e estressadas nas duas cultivares.

A assimilagéo liquida de CO; (A) apresentou diferenga semelhante entre os
tratamentos nas duas cultivares de girassol no ultimo periodo de avaliagdo (Figuras
2A e 2B). A condutancia estomatica (gs) apresentou diferenga expressiva em ambas
as cultivares (Figuras 2C e 2D) e a taxa transpiratoria (E) também expressou
diferenga semelhante (Figuras 2G e2H). O parametro que mais diferiu entre os
tratamentos foi a concentracdo interna de CO;, (Ci) (Figuras 2E e 2F), sendo mais
acentuado na cv MG2.

A Ci representa a quantidade de CO, existente na camara subestomatica, ou
seja, quanto mais o estdmato estiver fechado, menor sera a entrada de CO; e desta
forma menor a taxa fotossintética. Estes resultados sdo reflexos da redugdo do

potencial hidrico foliar (Figura 1B).
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Figura 2 - Taxa assimilatoria liquida de CO, (A, umol m™ s™");condutancia estomatica (gs, mol m?s');
concentracdo intracelular de CO, (C;, ymol mol'1); e taxa transpiratéria (E, mmol m* 5'1) de duas
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cultivares de girassol (M735 e MG2) cultivadas sob condigédo de irrigagdo diaria (Controle) e déficit
hidrico (Estresse), por 12 dias. *Representa diferenga significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de

Tukey.
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Buscando maior tolerancia ao déficit hidrico, uma estratégia adotada pelas
plantas é aumentar a eficiéncia no uso da agua (EUA) uma vez que, com a redugao
da disponibilidade de agua no solo, a EUA tende a aumentar para minimizar dessa
forma as perdas de agua pela planta, através do controle da abertura dos
estdmatos. Verificou-se que este comportamento foi bastante pronunciado na cv

MG2 no ultimo periodo de avaliagdo (Figura 3A e 3B).
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Figura 3: Eficiéncia do uso da agua (EUA, kg m'3) de duas cultivares de girassol (M735 e MG2)
cultivadas sob condicdo de irrigacdo diaria (Controle) e déficit hidrico (Estresse), por 12 dias.
*Representa diferencga significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de Tukey.

Resultados similares foram encontrados por Bolla et al. (2010) e Cechin et
al. (2010) em roseiras ‘Euroded’ (Hybid Tea) e girassol, respectivamente, onde o
estresse hidrico moderado afetou negativamente a taxa fotossintética, a conduténcia
estomatica, a transpiracédo e o potencial hidrico foliar, sendo também observado um
aumento na eficiéncia do uso da agua nas roseiras. Porém, nesses estudos, a Ci
nao diferiu expressivamente do controle, ao contrario do encontrado em nossa
pesquisa, o que reforga a idéia de que a taxa fotossintética foi diminuida por conta
do fechamento estomatico. Redugbes nos parametros fotossintéticos sob déficit
hidrico também foram observados por Zheng et al. (2010), Ben Ahmed et al. (2009),
Tezara et al. (2008) e Subrahmanyam et al. (2006).

O estado hidrico da folha e a absorgédo de carbono estdo sob o controle dos
estdbmatos, assim, o fechamento estomatico € uma das primeiras respostas das
plantas a falta de agua, protegendo-as contra a desidratagdo prejudicial. Porém,

esse processo reduz, inevitavelmente, a captacdo de CO, para a fotossintese, e
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consequentemente, reduz a difusdo de CO; na folha, logo a Ci diminui (CECHIN et
al., 2010).

Diversos estudos sobre os componentes estomatico e nao-estomatico
referem-se a condigdes de deficiéncia hidrica, mas em girassol os resultados sao
conflitantes. Enquanto alguns autores ressaltam que a limitagdo estomatica é a
principal causa da redugao da assimilagéo de carbono, outros atribuem a diminuicéo
da taxa fotossintética a limitagdo nao-estomatica (PANKOVIC et al., 1999;
STEDUTO et al., 2000), sugerindo que esse comportamento depende da espécie e

de cada cultivar.
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Figura 4: indice de clorofila de duas cultivares de girassol (M735 e MG2) cultivadas sob condigdo de
irrigacdo diaria (Controle) e sob déficit hidrico (Estresse), por 12 dias. *Representa diferenca
significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de Tukey.

A reducdo no conteudo de clorofila sob restricdo hidrica também tem sido
relatada em plantas de girassol (KIANI et al., 2008) e Catharanthus roseus (JALEEL
et al., 2008). No presente estudo, o indice de clorofila da cv M735 sofreu queda aos
cindo e doze dias para as plantas com deficiéncia hidrica em relacdo as mantidas
irrigadas (Figura 4A), por outro lado a cv MG2 nao sofreu expressiva variagao ao
longo do periodo avaliado (Figura 4B). Esse decréscimo pode ser resultado na
degradacao da clorofila ou deficiéncia na sua sintese (SMIRNOFF, 1993).

O fato da cv M735 apresentar uma queda no indice de clorofila ndo interferiu
no funcionamento do fotossistema Il, ja que as plantas estressadas dessa cultivar
praticamente nao apresentaram alteracbes em relagdo ao controle em todos os

parametros da fluorescéncia avaliados (Figuras 5A; 5C; 5E; 5G). Esses parametros
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sao comumente usados para estudar o funcionamento do aparato fotossintético de
plantas de girassol sob estresse hidrico (KIANI, 2008). Segundo Pankovic et al.
(1999), o déficit hidrico ndo ocasionou efeito a longo prazo na eficiéncia fotoquimica
do PSIlI em girassol e Tezara et al. (2008) confirmaram que em plantas desta
espécie, quando a fotossintese € inibida pelo déficit hidrico, existe uma fracdo dos
centros de reacado do PSIl que ficam abertos e sdo capazes de realizar o trabalho
fotoquimico, sendo provavelmente o ocorrido nesse estudo, ja que apesar do
método utilizado ser altamente sensivel, os resultados n&o diferiram entre os
tratamentos nessa cultivar. Maury et al. (1996) completa que a resposta da
eficiéncia fotoquimica de girassol sob estresse hidrico € dependente de cada
gendtipo.

A cultivar MG2 apresentou uma leve queda na eficiéncia quantica
fotoquimica efetiva (Fv/Fy) e na producdo quantica efetiva do FS Il (®PS2) a partir
do quinto dia de estresse, mas logo se igualou ao controle no ultimo dia de avaliagéo
(Figuras 5B e 5D). Ainda para esta cultivar, o coeficiente de extingao fotoquimico
(gP) e a taxa de transporte de elétrons no fotossistema Il (ETR) mostraram-se
semelhantes ao controle (Figuras 5F e 5H). Subrahmanyam et al. (2006)
encontraram resultados semelhantes com a redugdo em Fy/Fy e ®PS2 provocado
pelo estresse hidrico em quatro gendtipos de trigo.

O fotossistema Il é protegido pelo aumento da dissipagcéo de energia e/ou
pelo aumento da fotorrespiracao (HEBER et al.,1996). Dessa forma, como a fase
fotoquimica da fotossintese no presente estudo permaneceu praticamente inalterada
com o estresse hidrico imposto, acredita-se que as plantas realizaram a
fotorrespiragdo para dissipar o excesso de ATP e NADPH produzidos na fase
luminosa, protegendo o aparato fotossintético da fotoinibicdo. A fotorrespiragdo em
plantas C3 como exemplo do girassol, pode ser uma alternativa que pode ajudar a
consumir uma parte consideravel do fluxo de elétrons quando a disponibilidade de
CO; nos cloroplastos esta limitada (HEBER et al.,1996), como nas condi¢des

impostas no presente estudo.
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Figura 5 - Eficiéncia quantica fotoquimica efetiva (FVY/FMY), coeficiente de extingdo fotoquimico (gP),
produgéo quantica efetiva do FS Il (PPS2) e taxa de transporte de elétrons no fotossistema Il (ETR)
de duas cultivares de girassol (M735 e MG2) cultivadas sob condigéo de irrigacéo diaria (Controle) e
sob déficit hidrico (Estresse), por 12 dias.
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4. CONCLUSOES

Plantas jovens de girassol sdo sensiveis ao déficit hidrico quando da sua
duragdo de 12 dias. Para minimizar este efeito, as mesmas adotam estratégias
como o fechamento dos estdmatos, maximizando a eficiéncia do uso da agua.

Embora o déficit hidrico tenha reduzido as trocas gasosas e causado variagao
no indice de clorofilas, o funcionamento do aparato fotoquimico n&o foi alterado pelo
meétodo avaliado nas cultivares de girassol estudadas.



CAPITULO 2

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E COMPONENTES DO ESTRESSE OXIDATIVO
EM PLANTAS DE GIRASSOL SUBMETIDAS AO DEFICIT HIDRICO
Cellular Damage and Antioxidant Metabolism in Sunflower Plants Submitted to Water
Deficit

RESUMO - O girassol (Helliantus annuus L.) representa grande importancia na
economia mundial, aparecendo como uma das mais importantes culturas produtoras
de 6leo do mundo. O presente estudo objetivou avaliar o impacto do déficit hidrico
através da suspensao da irrigacdo sobre o potencial hidrico, as respostas
antioxidantes e os danos celulares em duas cultivares de girassol, M735 e MG2. As
plantas foram cultivadas em casa de vegetacédo, em vasos com capacidade para 10
litros, mantendo quatro plantas por vaso. Dois meses apds o plantio, as plantas das
duas cultivares foram submetidas a dois tratamentos: controle (irrigadas diariamente)
e déficit hidrico (suspensao total da irrigagcao). As avaliagbes do potencial hidrico
através da bomba de Scholander e a coleta de folhas e raizes para as analises
bioquimicas foram realizadas 24 horas, cinco e doze dias ap6s a indugado dos
tratamentos. Foram quantificados os danos celulares através dos niveis de
peroxidacao lipidica e perdoxido de hidrogénio (H»O;), a atividade especifica das
enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato
Peroxidase (APX) e Peroxidade (POX), bem como o potencial hidrico das plantas.
Apoés 24 horas de suspensédo da irrigagao nao houve alteragdo no potencial hidrico,
nem nos danos celulares entre os tratamentos para as duas cultivares. Aos cinco
dias houve ligeiro aumento na peroxidagao lipidica na cultivar MG2 submetida ao
déficit hidrico, e uma ligeira queda no potencial de agua para as plantas submetidas
ao déficit hidrico. Neste mesmo periodo foi observado um aumento na atividade das
enzimas SOD e CAT em ambas as cultivares. Na ultima avaliagéo, 12 dias apds a
suspensao da irrigagdo, houve expressivo aumento nos niveis de peroxidagéo,
teores de H,O, e nas atividades das enzimas SOD e CAT, e uma queda acentuada
do potencial hidrico nas plantas estressadas, com maior diferenga em relacdo ao
controle, principalmente, na cultivar M735, que mostrou ser menos sensivel ao
déficit hidrico. A atividade da APX ndo mostrou diferenga expressiva.

Palavras — chave: Helliantus annuus L.; restricdo hidrica; enzimas antioxidantes; danos

celulares.
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ABSTRACT — Sunflower (Helliantus annuus L) is of great importance in the global
economy, emerging as one of the most important oil-producing crops in the world.
This study aimed to evaluate the impact of the drought through the cessation of
irrigation on water potential, antioxidant responses and cell damage in two sunflower
cultivars, M735 and MG2. Plants were grown in a greenhouse in pots with a capacity
of 10 liters, keeping four plants per pot. Two months after sowing, plants of both
cultivars were subjected to two treatments: control (watered daily) and water deficit
(total suspension of irrigation). Measurements of water potential through the chamber
pressure Scholander and collecting leaves and roots for biochemical analysis were
performed 24 hours, five and twelve days after treatment induction. We quantified cell
damage through the levels of lipid peroxidation and hydrogen peroxide (H,0O,), the
specific activity of antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), ascorbate peroxidase (APX) and peroxidase (POX), and the water potential of
plants. After 24 hours without irrigation there was no change in water potential,
neither in cell damage between treatments for both cultivars. At five days there was a
slight increase in lipid peroxidation in MG2 cultivar subjected to water deficit, and a
slight decrease in water potential for plants subjected to water deficit. In the same
period there was an increase in the activity of SOD and CAT in both cultivars. At last
evaluation, 12 days after suspension of irrigation, there was significant increase in
the levels of peroxidation, H,O, content and activities of SOD and CAT, and a sharp
drop in water potential in stressed plants, with greater difference from control,
especially in cv M735, which was more tolerant to drought. The activity of APX
showed no significant difference.

Keywords: Helliantus annuus L.; water restriction; antioxidant enzymes; cell damage.

1. INTRODUGCAO

As plantas estao sujeitas, frequentemente, a diversos estresses ambientais
que afetam o crescimento, o metabolismo e o rendimento das culturas
(MANIVANNAN et al., 2008a). O estresse hidrico € o maior problema enfrentado
pela agricultura, principalmente em areas aridas e semi-aridas, onde a demanda da
transpiracdo é muito elevada (CECHIN, 2010). Dessa forma, a habilidade para
resistir a tal condi¢cao € de grande importancia (HONG-BO et al., 2008).

Manivannan (2008 b) diz que a agua é o fator ambiental mais importante que
regula o crescimento e desenvolvimento do vegetal, e caracteriza o déficit hidrico
como a auséncia da umidade adequada do solo para a planta crescer normalmente
e completar o seu ciclo de vida. Logo, a seca é o fator limitante que afeta o
rendimento das culturas em muitas partes do mundo.

Dentre numerosas respostas fisiologicas das plantas ao estresse hidrico o
fechamento estomatico e a limitagdo das trocas gasosas s&o as principais, uma vez

que diminui ou cessa a fotossintese. Essas respostas geralmente variam com a
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severidade, com a cultura, bem como a duragcdo do estresse (HONG-BO et al.,
2008).

Com o fechamento dos estébmatos, a fixacdo de CO, torna-se limitada,
diminuindo a reducédo do carbono pelo ciclo de Calvin e, consequentemente, o
NADP* oxidado, que serve como aceptor de elétrons da fotossintese. Durante a
transferéncia de elétrons, quando a ferredoxina se encontra super reduzida, elétrons
podem ser transferidos do fotossistema | (PS I) para o oxigénio, o que leva a
formacgao do radical superoxido (0,™), por um processo conhecido como reagao de
Mehler. Esse processo provoca mais reagbes na cadeia, gerando mais espécies
reativas de oxigénio (EROs), causando o chamado estresse oxidativo (BEN AHMED,
2009; PANDA & KHAN, 2009).

Muitas evidéncias sugerem que a seca induz o estresse oxidativo em
diversas plantas, em que as EROs como o radical superéxido (O,*), radical hidroxila
(OH*), peréxido de hidrogénio (H.O,) e oxigénio singleto ('0.) séo formadas. Essas
espécies sao geradas durante processos metabdlicos nos cloroplastos, mitocéndrias
e peroxissomos, sendo seu acumulo potencialmente prejudicial as células da planta,
provocando danos em biomoléculas valiosas como o DNA, RNA, proteinas e
membranas celulares (JALEEL et al., 2009). Em condigbes de estresse severo, pode
ocorrer um aumento consideravel na produgdo de EROs, as quais podem levar a
uma cascata de eventos que inicia com a peroxidagao de lipideos, avanga para
degradagdo de membranas e morte celular (GREGGAINS et al., 2000; PANDA &
KHAN, 2009).

Como uma estratégia de protegcdo aos danos oxidativos, as plantas tém
desenvolvido um complexo sistema de defesa nao-enzimatico, composto por
carotendides, ascorbato, glutationa, a-tocoferdis; e enzimaticos, tais como a
superoéxido dismutase (SOD; 1.15.1.1)), que catalisa a reagao do radical superéxido
a HyOy; catalase (CAT; EC 1.11.1.6) que produz agua (H2O) e oxigénio (O2) a partir
do H»O;; e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, como a ascorbato peroxidase
(APX; EC 1.11.1.11) que detoxifica o H,0, produzido pela SOD e as peroxidases
(POX) (MANIVANNAN et al., 2008; BEN AHMED, 2009; JALEEL et al., 2009).

O girassol (Helliantus annuus L.) € a quarta oleaginosa mais produzida no
mundo (EMPARN, 2009), e atualmente desponta como uma nova opg¢ao para a
producao de biocombustiveis (BALBINOT JR., 2009), demonstrando sua grande

importancia na economia. Nesta ultima safra (2010/11), por exemplo, a produgao
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mundial dos seus grédos teve um aumento em decorréncias das condi¢des climaticas
favoraveis, porém, no Brasil, essa produc¢ao foi reduzida por conta da falta de chuva
em todas as regides produtoras (CONAB, 2010).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto do déficit
hidrico sobre o potencial de agua das folhas, atividade antioxidante de enzimas
envolvidas na remogdo de EROs e os danos celulares em duas cultivares de
girassol, visando entender os mecanismos bioquimicos e fisiolégicos que essas
plantas desenvolvem para tolerar a seca, o que refletira numa melhor produtividade

dessa cultura em ambientes com deficiéncia hidrica.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Programa de Pés-
Graduacao em Fisiologia Vegetal, da Universidade Federal de Pelotas, campus
Capao do Le&do/RS, no periodo de janeiro a margo de 2010.

Sementes de duas cultivares de girassol (Helianthus annuus L.), MG2 e M735,
foram semeadas em vasos com capacidade para 10 litros contendo solo, cuja
composicao quimica e fisica esta descrita no capitulo 1, como substrato. Foram
semeadas seis sementes por vaso, o0s quais foram mantidos dispostos
aleatoriamente, sendo selecionados 18 vasos para cada cultivar, onde, 30 dias apos
a semeadura foi realizado um desbaste, mantendo quatro plantas por vaso. As
plantas receberam irrigagcao diaria e solugao nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)
de meia forga nas duas primeiras semanas, seguida da completa, uma vez por
semana até o inicio do estresse.

Dois meses apds a semeadura, as plantas de ambas as cultivares foram
separadas em dois tratamentos (um experimento independente para cada cultivar)
um controle onde foram mantidas irrigadas diariamente proximas a capacidade de
campo, e outro sob restricdo hidrica, com a suspenséo total da irrigagdo. Apds 24
horas, cinco dias e doze dias da indugao dos tratamentos, trés vasos por cultivar, em
cada regime hidrico, foram selecionados aleatoriamente para a avaliagdo do
potencial hidrico foliar, atividade de enzimas antioxidantes e danos celulares.

O potencial hidrico foliar (Yw maximo) em cada periodo, foi avaliado na

antemanh3, entre 5:00 e 6:00 horas, em folhas completamente expandidas, de 12
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plantas por tratamento, com auxilio de uma bomba de pressado tipo Scholander,
totalizando 12 repeticoes.

A seguir, folhas novas completamente expandidas e as raizes, apos serem
separadas da parte aérea e lavadas, foram coletadas, acondicionadas em envelopes
de papel aluminio e armazenadas em ultra-freezer a - 80°C para as posteriores
analises.

Para a determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes,
aproximadamente 200 mg de tecido foliar e radicular foram utilizados
separadamente. O material foi macerado em N liquido acrescido de 20% de PVPP
(Polivinilpolipirolidona) insoluvel, para que n&o houvesse oxidagdo e,
homogeneizados em 1,8 mL do tampé&o de extragdo (Fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,0), EDTA 0,1 mM e acido ascérbico 10 mM). O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado para a
quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford (1976), sendo as leituras
destas realizadas a 595 nm, e as analises das enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e peroxidase (POX).

A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredugdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS & REIS, 1977). O
meio de reagao foi composto por fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), metionina 14
mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os tubos que continham o meio
de reagdo mais a amostra, e o controle, que continha apenas o meio de reagao,
foram iluminados por 7 minutos, com uma lampada fluorescente de 20 w. O branco
permaneceu no escuro. As leituras foram realizadas a 560 nm e o calculo da enzima
feito pela equacéo:

% DE INIBICAO = (Asgo amostra com extrato enzimatico — Asgo controle sem

enzima) / (Aseo controle sem enzima)

Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir
em 50% a fotorredugéo do NBT nas condigdes de ensaio.

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Azevedo et al.
(1998), com pequenas modificagdes. Sua atividade foi monitorada pelo decréscimo
na absorbancia a 240 nm durante dois minutos em um meio de reagao incubado a
28°C contendo tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), HO2 12,5 mM e o

extrato enzimatico.
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A atividade da APX foi determinada segundo Nakano e Asada (1981),
através do monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm. O meio de
reagcao foi composto de tampédo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), acido
ascoérbico 0,5 mM, H,O, 0,1 mM e o extrato incubado a 28°C. O decréscimo na
absorbancia foi monitorado por um periodo de dois minutos ao iniciar a reagao.

A atividade da POX foi determinada de acordo com metodologia de Chance
e Maehly (1955). O meio de reagao foi composto por tampao fosfato de potassio 100
mM (pH 6.8), 30 mM de H»O,, 30 mM de guaiacol e o extrato enzimatico. O
acréscimo na absorbancia a 420 nm foi monitorado por dois minutos.

Os metabdlitos oxidantes e danos celulares foram estimados através da
quantificacdo dos teores de peroxido de hidrogénio (H2O,) e peroxidacgao lipidica,
respectivamente. Os extratos foram obtidos através da maceragdo de 200 mg de
tecido foliar e radicular em N3 liquido, acrescido de 20% de PVPP e homogeneizado
em uma solugdo de 0,1% (p/v) de acido tricloacético (TCA), seguido de
centrifugagédo a 12.000 g por 15 minutos. O conteudo de H,0, foi estimado segundo
metodologia proposta por Velikova et al. (2000), onde, 0,5 mL do sobrenadante
foram adicionados a 0,5 mL de tamp&o fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e a 1 mL
de iodeto de potassio 1 M. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 390
nm e o conteudo de H,0O, calculado através da comparagao das leituras com curva
padrao obtida a partir de diferentes concentragdes de H,O..

Os danos celulares, que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo, foram
avaliados por meio da peroxidacgao lipidica (CAKMAK; HORTS, 1993), determinada
através da medicdo da concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). Desta forma, 250 uL do sobrenadante obtido acima, foram adicionados a 1
mL da solugdo contendo 0,5% (p/v) de acido tiobarbiturico (TBA) e 10% (p/v) de
TCA. O TBA forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa
molecular, como o malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de
peroxidagdo. O meio de reacgédo foi incubado a 95°C por 30 minutos mantendo os
tubos fechados, e a reacéao foi paralisada pelo resfriamento rapido em banho de gelo
e agua. A absorbancia das TBARS formadas foi determinada em espectrofotémetro
a 535 nm e 600 nm. A peroxidagao foi expressa em nmol de MDA g'1 de massa
fresca.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em

esquema bifatorial, dois regimes hidricos e duas cultivares de girassol (M735 e
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MG2). Para o potencial hidrico foram utilizadas 12 repeticbes e para as analises
enzimaticas e bioquimicas, cinco repeti¢cdes por tratamento. Os resultados foram
submetidos a analise da variancia (p<0,05), sendo utilizado o teste de Tukey para
comparagao de médias entre os tratamentos de cada cultivar, ja que foram
experimentos independentes. Para a plotagem das figuras foi utilizado o programa

SigmaPlot, verséo 10.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O decréscimo do potencial hidrico foi maior quanto maior o periodo de
restricdo hidrica nas duas cultivares (dados apresentados no capitulo 1). Este
comportamento também foi observado por Cechin et al. (2010) avaliando o estresse
hidrico em folhas jovens e maduras de girassol.

Segundo Pinheiro et al. (2005), Deuner et al. (2008) e Nascimento et al.
(2008), o fechamento dos estdbmatos parece ser uma das primeiras estratégias para
minimizar a perda de agua que ocorre com a transpiragao em condi¢gdes de baixo
potencial hidrico. Os efeitos do estresse hidrico nas plantas pode ser mediado pela
producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a danos
extensos as membranas celulares, desencadeando processos de peroxidagdo de
lipidios (SMIRNOFF, 1993). A ativagdo de enzimas do sistema antioxidante interfere
nos niveis de alguns destes compostos envolvidos nestas reagdes.

No presente estudo, a atividade da SOD nas folhas, ndo expressou
diferenga entre os tratamentos na avaliacéo realizada 24 horas apds a inducado do
estresse, em ambas as cultivares (Figura 2A e 2B). A partir deste periodo, foi
observado gradual aumento na atividade desta enzima no tratamento sob restrigao
hidrica, diferindo significativamente do controle aos 12 dias na cv MG2. Nas raizes
os efeitos do estresse hidrico ndo expressaram diferengas na atividade das enzimas
antioxidantes avaliadas (dados ndo apresentados).

Entre as enzimas envolvidas na remog¢ao das EROs, a SOD pode ser
considerada uma enzima chave e € geralmente a primeira linha no mecanismo de
defesa contra o estresse oxidativo (POMPEU et al., 2008). O déficit hidrico induziu
uma maior atividade da SOD, a qual determina a concentragdo de O, e H,0,,

sendo central nos mecanismos de defesa necessarios para prevenir a formacao de
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radicais OH" (YOSHIMURA et al., 2000), sendo assim, conhecido por conferir
toleréncia ao estresse oxidativo (JALEEL et al., 2007).

O comportamento da CAT foi similar ao da SOD, leve aumento nas plantas
estressadas em relagdo as plantas controle para a cv M735 (Figura 2C) e mais
acentuado na cv MG2, com diferenga significativa na ultima avaliagdo, aos 12 dias
(Figura 2D). A CAT é abundante nos peroxissomos de plantas C3, como exemplo do
girassol, e remove o H,O, produzido durante a fotorrespiragdo na conversdo do
glicolato em glioxilato. Essa enzima catalisa a conversdo do H,O, em H,O e O,
(FOYER; FLETCHER, 2001) e o aumento da sua atividade em folhas de plantas
estressadas pode ser uma adaptacdo que visa a eliminagcdo de H,O, produzido
durante a fotorrespiracdo promovido pelo estresse hidrico (BEN AHMED et al.,
2009). Dessa forma, a maior atividade da CAT pode ser justificada pela necessidade
de remogao do H,0O, produzido pela atividade da SOD e também pela possivel taxa
de fotorrespiragcao ocorrida nas plantas estressadas da cv MG2.

Esses resultados estdo de acordo com Manivannan et al. (2008a) que
avaliando, dentre outros tratamentos, o estresse hidrico em plantas de girassol em
intervalos de 3,6 e 9 dias, observaram o aumento na atividade dessas enzimas nas
folhas. Por outro lado, também detectaram alta atividade da SOD, CAT e APX nas
raizes sob deficiéncia hidrica, resposta contraria a encontrada na presente pesquisa,
onde suas atividades nao diferiram entre os tratamentos (dados ndo apresentados).
Provavelmente o periodo de estresse imposto nesse trabalho nao foi suficiente para
ativar o sistema antioxidante nas raizes das cultivares estudadas.

Outro fator importante na atividade antioxidante é afinidade das enzimas
pelo substrato. Enquanto a CAT tem uma baixa afinidade pelo H,O,, sendo ativa
somente quando este estd em altas concentragdes, ou seja, quando o estresse é
mais severo, a APX e outras peroxidases, que também eliminam o H,O,, tem alta
afinidade, eliminado o H,O, quando em baixas concentragdes. Além disso, a CAT
atua nos peroxissomos, enquanto a APX e POX atuam basicamente nos
cloroplastos e paredes celulares, respectivamente (GECHEV et. al, 2006; JALEEL
et. al, 2009).
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Figura 2 — Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX E POX em folhas de duas cultivares
de girassol (MG2 e M735) irrigadas diariamente (Controle) e sob déficit hidrico (Estresse) por um

periodo de 12 dias. *Representa diferenga significativa ao nivel de p< 0,05, pelo teste de Tukey.
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Analisando a atividade da enzima APX, nao foi observada diferencga
significativa entre os tratamentos para as duas cultivares de girassol (Figuras 2E e
2F). Comportamento semelhante foi observado para POX, embora sua atividade
tenha apresentado declinio entre a primeira e ultima avaliagdo para a cultivar MG2,
porém nao diferindo entre os tratamentos (Figura 2H).

Outras pesquisas também tém avaliado o estresse oxidativo provocado pela
seca em diversas culturas como a Andiroba (COSTA et. al, 2010), Oliveira (BEN
AHMED et. al 2009) e cafeeiro (DEUNER et al., 2011) onde também foram
observados aumento na atividades das enzimas antioxidantes, principalmente, SOD,
CAT e APX, mostrando um eficiente sistema de defesa contra os danos celulares
provocado pelo déficit hidrico.

A capacidade de manter, em niveis elevados, a atividade da SOD, CAT e
APX, em condicdes de estresse ambiental, é essencial para manter o equilibrio entre
a formacgao e remocé&o de H,O, do ambiente intracelular (ZHANG; KIRKAM, 1996).

O teor de H,O; nas folhas das plantas de girassol (Figura 3), embora tenha
aumentado ao longo do periodo experimental, apresentou diferenga entre os
tratamentos somente aos 12 dias de estresse, nas duas cultivares. Este elevado teor
pode ser devido a maior atividade da SOD neste periodo, justificando o aumento da
atividade da CAT (Figura 2).

Nas raizes, houve um aumento gradativo nos teores de H,O,, tanto no
tratamento controle quanto no estressado, diferindo, assim como nas folhas, entre
os tratamentos somente aos 12 dias de estresse. Embora significativa, essa
diferenga entre os tratamentos nas raizes foi expressivamente menor que nas
folhas, o que pode estar relacionado a baixa atividade das enzimas antioxidantes
nas raizes.

Em algumas plantas tolerantes a seca, o aumento da produgdo de
antioxidantes pode limitar a peroxidagdo de lipideos (BLOKINA et al., 2003). O
malondialdeido (MDA) é um produto secundario do processo de peroxidagéo, e o
seu acumulo é, frequentemente, utilizado como um indicador de estresse oxidativo
(DEL RIO et al. 2005). Uma pequena elevagdo nos niveis de MDA nas folhas foi
verificada na cv M735 aos cinco dias sob estresse hidrico e aos 12 dias para a cv
MG2 (Figura 4). Porém esta diferenga entre os tratamentos nas duas cultivares de
girassol nao foi significativa, mostrando que os efeitos do estresse hidrico foram

contornados pela capacidade antioxidante das enzimas, evitando assim, o estresse
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oxidativo, ndo havendo uma significativa peroxidacdo dos lipidios. Nas raizes os

niveis de peroxidagao foram praticamente idénticos entre os tratamentos.
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Figura 3: Teor de peroxido de hidrogénio (H,O,) em folhas e raizes de duas cultivares de girassol
(MG2 e M735) cultivadas sob condi¢ao de irrigagao diaria (Controle) e déficit hidrico (Estresse), por
um periodo de 12 dias. *Representa diferenga significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de Tukey.

Bian & Jiang (2009) verificaram que o conteudo de MDA foi eficientemente
controlado pela manutencéo das atividades da SOD, CAT e APX em plantas de Poa
pratensis sob déficit hidrico, e Cechin et al., (2010) observaram aumento no teor de
MDA em folhas jovens e adultas de girassol da variedade CATISSOL-01, também
sob déficit hidrico. Estes autores afirmam que o aumento dos niveis de MDA pode
estar correlacionado com a atividade inadequada das enzimas antioxidantes SOD e
CAT, o que néo foi encontrado no presente trabalho, ja que as enzimas SOD e CAT
se mostraram ativas. Panda & Khan (2009) afirmam que a prevengao dos danos
oxidativos e o aumento da tolerancia a estresses ambientais estdo associados com

um sistema antioxidante eficiente.
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Figura 4: Peroxidacéo de lipidios em folhas e raizes de duas cultivares de girassol (MG2 e M735)
cultivadas sob condi¢ao de irrigagédo diaria (Controle) e déficit hidrico (Estresse), por um periodo de
12 dias. *Representa diferenca significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de Tukey.

4. CONCLUSOES

O periodo de submissdo das plantas de girassol ao estresse hidrico
desencadeou maior atividade de enzimas antioxidantes nas folhas. Porém, os
resultados indicam que este periodo ndo foi suficiente para uma maior atividade
enzimatica nas raizes, o que demonstra que o nivel de estresse pode nao ter

atingido o sistema radicular.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A analise detalhada dos parametros avaliados auxilia a identificar o
comportamento de cada cultivar e a estabelecer a melhor estratégia de manejo da
cultura frente as possiveis condigcbes ambientais adversas. Entretanto, estudos
futuros poderao auxiliar em uma melhor caracterizagao da cultura frente ao estresse
hidrico, identificando, por exemplo, se a deficiéncia hidrica ocorre mais rapida nas
folhas ou nas raizes.

A inducao do estresse em diferentes estadios de desenvolvimento da cultura
para identificar qual € mais sensivel e periodos de estresse mais prolongados para
verificar até que ponto o sistema radicular suporta sem ativar o mecanismo
antioxidativo, também sao necessarios.

A analise conjunta destes parametros permitira um maior conhecimento
sobre a cultura e auxiliara no seu manejo de forma mais eficaz frente as possiveis

condicoes de estresse hidrico.
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