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Prefacio

Esta obra ¢ fruto da participacdo de alunos da disciplina Fisiologia e Biogquimica do
Estresse em Plantas, do Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia, da Faculdade de
Ciéncias Agronomicas - FCA/UNESP — Campus de Botucatu. Houve ainda importante
participagdo do Grupo de Pesquisa do Prof. Dr. Ricardo Ferraz de Oliveira
(ESALQ/USP — Campus de Piracicaba) que contribuiu com o Capitulo sobre trocas
gasosas ¢ analise de atividade fotossintética. Por fim, introduzimos um Capitulo sobre
Metabolismo Especializado, organizado pelo Grupo do Prof. Dr. José Abramo
Marchese, da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), Campus de Pato
Branco. O livro foi dividido em duas partes, com referencial te6rico na primeira Sec¢ao e
concluindo com aspectos praticos do estudo de estresse. Buscou-se enfatizar técnicas
para avaliagdo do impacto de diferentes modalidades de estresse sobre parametros
metabolicos das plantas. Espera-se que este livro possa auxiliar alunos de diferentes
niveis académicos e outros profissionais em seus trabalhos que envolvam estudos em

estresse vegetal.

Prof. Dr. Fernando Broetto
Dr. Edilson Ramos Gomes

MSc. Thais Arruda Costa Joca
(Orgs.)



SECAO 1

PRINCIPAIS ESTRESSES EM PLANTAS

Como conhecido, diversos fatores que divergem das condi¢des 6timas
as quais normalmente as plantas estdo adaptadas, contribuem para
desencadear mudangas morfofisioldégicas nas mesmas, tais como
disponibilidade hidrica, temperatura do ar, concentragdo de gases,
sais, dentre outros. Esse estresse a que a planta ¢ submetida, tem um
papel importante na distribuicdo das espécies, tanto relacionado aos
mecanismos de aclimatagdo e adaptacdo, quanto para a compreensao
dos processos metabdlicos subjacentes aos danos provocados por
determinado tipo de estresse. Seguem nesta se¢do algumas revisdes
relacionadas aos principais estresses em plantas, para que o leitor
comece a se familiarizar com os eventos que podem de alguma forma,
desencadear uma série de respostas em todos os niveis funcionais do
organismo.
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CAPITULO 1

A DEFICIENCIA HIiDRICA E SUAS CONSEQUENCIAS
MORFOLOGICAS E FISIOLOGICAS PARA OS
CULTIVOS AGRICOLAS

ROBERTA DANIELA DA SILVA SANTOS; MARCELA CAETANO LOPES; JESSICA MAIARA DE
SOUZA FERRARI; JOSIANE TURATO DA SILVA PEREIRA; RICARDO DE LIMA
VASCONCELOS; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

A 4gua ¢ o recurso natural de maior presengca na constituicdo das células
vegetais, perfazendo entre 80 a 95% do peso, dependendo da espécie (KERBAUY,
2013). Assim suas propriedades tornam-se de carater fundamental nos processos fisicos,
biologicos e quimicos da planta. Contribui diretamente para a difusdo de solutos, no
desenvolvimento e sustentacdo dos tecidos vegetais. A quantidade de dgua pode variar
de acordo com a fisiologia e tipo de célula de cada planta.

A transpiracdo estad diretamente ligada a perda de agua na planta para a
atmosfera, através de partes que se encontram acima do solo, com maior contribui¢do
das folhas, onde hé presenga de estdmatos. A transpiragdo em excesso pode prejudicar o
crescimento das plantas levando-as a desidratacdo. Assim como a baixa taxa
fotossintética pode retardar o desenvolvimento celular (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2014).

O fechamento estomético nao previne somente a perda de agua pelas folhas, mas
também impede a entrada de didxido de carbono, em casos de aumento na concentragdo
do mesmo. A magnitude desta resposta varia muito de espécie para espécie, pois, a
planta também produz uma fracdo de dioxido de carbono para manutencdo da
fotossintese, ainda que os estdomatos estejam fechados (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2014).
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Fatores abioticos também contribuem para a esse processo, como a luz incidente
nas folhas, que estimula a realizagdo de fotossintese e reduz a concentragdo de CO,, o
uso das estruturas estomaticas (abertura e fechamento) serve de prote¢do para plantas,
contudo, sem suprimento minimo de agua, ha antecipacao da senescéncia, devido ao
murchamento.

Os mesmos autores comentam que, um dos mais importantes condicionantes
ambientais para respostas estomaticas ¢ a temperatura, onde um aumento de 10°C pode
duplicar a taxa de evapotranspiragdo, no entanto, a temperatura da superficie foliar nao
aumenta tao rapidamente assim, pois a evaporagdo resfria a folha, a densidade
estomatica — numero de estdmatos por milimetro quadrado — pode ser muito alta e ¢
diferente entre partes da folha considerando as faces adaxial e abaxial da epiderme.

Além disso, ha outras condi¢des que refletem nos mecanismos de abertura e
fechamento estomatico, como intensidade da radiacao solar, vento, umidade relativa do
ar, deve-se ressaltar o equilibrio entre potencial hidrico de entrada e saida pela
absorgao/transpiragao.

Os atuais cendrios climaticos requerem o cultivo de plantas tolerantes as
condi¢cdes de aquecimento global, que resultam em reducdo de precipitacdo
pluviométrica, consequentemente menor teor de agua disponivel para as culturas. Nesse
contexto, o emprego de ferramentas genéticas, ¢ capaz de subsidiar a produgdo de

plantas menos susceptiveis a deficiéncia hidrica.

2. Aspectos Fisioldgicos e Bioquimicos de Plantas

cultivadas sob Deficiéncia Hidrica

Dentre aglomerados recursos essenciais para as plantas, a agua acaba sendo o
mais restritivo para a produtividade agricola, devido sua importdncia a distintos
processos metabdlicos das plantas, sobretudo no periodo inicial de desenvolvimento
(FERNANDES; CAIRO; NOVAES, 2015).

O aumento constante de periodos de seca, agregados a temperaturas elevadas, ¢
relacionado as mudancas climaticas, acarretando perdas substanciais em areas de

producdo agricola (ARRUDA et al., 2015).
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Carneiro et al. (2011) relata que as plantas em condigdes adversas podem
sofrer alteragdes fisioldgicas e bioquimicas, refletindo em alguns parametros como:
crescimento, fotossintese, abertura e fechamento estomatico, expansdo foliar, estresse
oxidativo (UPADHYAY et al, 2011; PEREIRA et al, 2012; DUARTE; MELO
FILHO; SANTOS, 2013), mudangas nas propriedades de membrana, aumento da
respiragdo, matéria seca reduzida, senescéncia acelerada e producao reduzida.

As plantas respondem de maneiras distintas a deficiéncia hidrica, pois existem
as tolerantes que através de modificagdes nas caracteristicas morfofisiologicas e
bioquimicas superam o estresse e as suscetiveis que desenvolvem sintomas, acarretando
queda na produ¢ao (CHAKRABORTY et al., 2015).

A fotossintese torna-se um dos parametros mais prejudicados dentro do
processo de estresse hidrico, devido a existéncia de alguns cofatores que diminuem a
fotossintese das plantas, como, mudancas qualitativas e quantitativas no conjunto de
pigmentos fotossintéticos, as taxas de assimilagdo deficiente em folhas, que ocorrem
devido a reducdo do metabolismo fotossintético e da atividade das enzimas, juntamente
com baixa eficiéncia de carboxilacdo e redugdo na absor¢do de CO, devido ao
fechamento e resisténcia estomatica (LISAR, 2012).

Outros fatores fisiologicos relatados por Oliveira, Alencar e Gomes-Filho
(2013), referem-se a uma desidratacao celular, causando reducdes do turgor celular (‘Wp)
e do volume celular, associado também com o potencial de dgua (Yw) do apoplasto
tornar-se mais negativo que o do simplasto, o que poderia causar uma desidratacdo
celular ocasionando altos niveis de concentracao de ions, sendo eles citotoxicos.

Xu, Zhou e Shimizu (2010), descrevem que o aparato fotossintético pode ser
lesado sob seca severa ou extrema, levando a declinios na eficiéncia fotoquimica do
PSII, potencializando a peroxidagdo. A taxa de crescimento das plantas diminuird
gradualmente com o deficit hidrico e apds a re-irrigacao, as alteracdes de gas e o
crescimento da planta podem ser reconstruidos, para os quais a extensao depende
obviamente da magnitude do estresse. Segundo o mesmo autor, plantas sujeitas a
estresse hidrico apresentam elevada atividade de enzimas antioxidantes, como a
superoxido dismutase (SOD), que ¢ adequada para desempenhar uma fungdo importante
no metabolismo em minimizar os efeitos deletérios, através da regulagdo de suas
expressoes génicas e suas atividades. A Figura 1.1 mostra algumas das possiveis rotas

de respostas das plantas a deficiéncia hidrica e seguinte normalizagao da irrigagao.
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Figura 1.1. Rotas de respostas em plantas submetidas a deficiéncia hidrica e subsequente irrigacgao.

Fonte: Adaptado de Xu, Zhou e Shimizu (2010).

Segundo Akcay (2010), as enzimas fundamentais do metabolismo do
enxofre e as proteinas integradas a estrutura da raiz (tubulina) foram relatadas como
sendo reguladas negativamente pelo estresse hidrico, sobretudo as enzimas associadas a
morfologia das raizes (actina) foram expressas como sendo reguladas positivamente.

A andlise do proteoma em diferentes estadios do estresse hidrico mostrou-se
em nivel de raiz que as proteinas integradas a sinalizagdo celular (lectinas e
oxidoreductases) foram expressivamente reguladas durante o estresse (SENGUPTA;
REDDY, 2011). Para Akcay (2010), as proteinas que degradam ou desintoxicam
espécies reativas de oxigénio (ERO) exercem fun¢des importantes na protecdo dos
papéis essenciais das plantas contra estragos oxidativos induzidos pela seca;
conservando a homeostase redox intracelular ou regulando a sinalizacdo redox para
inducdo de respostas de estresse especificas (FOYER; NOCTOR 2005). A Figura 1.2

representa os efeitos e respostas das plantas mantidas sob deficiéncia hidrica.
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Figura 1.2. Escala temporal das respostas da planta ao estresse hidrico. Fonte: Adaptado de Misra et al.

(2002).

3. Deficiéncia Hidrica nas Culturas: Estudo de Casos

As plantas cultivadas sob deficiéncia hidrica podem desenvolver diferentes
respostas adaptativas, em fun¢do da espécie, cultivar, duracdo e intensidade do deficit
hidrico (LEVITT, 1980). Nesse topico, serdo apresentados estudos avaliando as
consequéncias da deficiéncia hidrica nas culturas de cana-de-agucar, soja, feijdao, milho,
banana, beterraba e uva.

Em cana-de-acticar varios autores tém relatado resultados promissores de
tolerancia a deficiéncia hidrica (QUEIROZ et al., 2011; CIA et al., 2012; CHA-UM et
al., 2012; SANTOS et al., 2015). Ao analisar respostas bioquimicas e fisiologicas em
cultivares de cana-de-acucar tolerantes a seca, Queiroz et al. (2011) constataram que
pode ocorrer variagdes nas respostas das plantas quando submetidas a tais condigdes,

citando que a cultivar cv. IAC91-5155 apresenta tolerancia relativa a seca, e quando
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submetida a estresse hidrico severo, ocorreram alteragdes no crescimento e na alocagao
de biomassa.

Indicadores bioquimicos que sinalizam condi¢des de deficiéncia hidrica em
cana-de-acucar sao ferramentas relevantes na determinagao de sensibilidade da cultura,
em especial, pode-se citar que a quantificagdo e observacao de peroxidagao lipidica e o
acumulo precoce de prolina, sdo parametros capazes de refletir tais cenarios (CIA et al.,
2012).

Na soja, a perda de produtividade em funcao da deficiéncia hidrica depende
diretamente do estagio fenologico, duragdo e intensidade da escassez de agua (DOSS;
THURLOW, 1974; DESCLAUX; HUYNH; ROUMET, 2000), sendo os estagios de
enchimento e floragdo, os mais exigentes em termos de necessidade hidrica (FARIAS;
NEPOMUCENO; NEUMAIER., 2007; EMBRAPA, 2011). Do ponto de vista
morfolégico, Santos e Carlesso (1998) citam em soja, diminui¢cdo na area foliar e
aceleragdo da senescéncia e abscisdo das folhas. Catuchi et al. (2011), estudando duas
cultivares de soja, cv. CD 220 e cv. CD 226RR sob deficit hidricos induzidos na fase
V4, constataram redugdes de 40% da area foliar e 50% de massa seca da parte aérea.

A deficiéncia hidrica comprometeu significativamente o alongamento da raiz e
expansio da area foliar em plantas de soja (AKYNCI; LOSEL, 2012). De acordo com
Neumaier, Nepomuceno e Farias (2000), a reducao dos parametros de biomassa em
condi¢cdes de deficit hidrico, estd correlacionada, com a redugdo das taxas de
translocacao, fotossintese e acumulacao de biomassa.

No feijao, a redugdo do potencial osmotico (-0,3 MPa) afetou mais o vigor das
sementes do que a protusdo da raiz primaria (CABRAL et al., 2014), e de acordo com
os mesmos autores, a reducdo do potencial osmético até -0,3 MPa afetou o desempenho
de todos os genoétipos de feijao testados (FORT 07, FORT 08, SERRANO E IAPAR
81), sendo as cultivares IAPAR 81 e FORT 07, as mais tolerantes ao estresse por
deficiéncia hidrica. Moraes, Menezes e Pasqualli (2005), comentam que o efeito do
potencial osmdtico nas sementes ¢ mudas de feijdo, quando submetidos as mesmas
condi¢des de deficit hidrico, depende dos atributos de qualidade da semente e das
caracteristicas do soluto utilizado.

Para a cultura do milho, Anjum et al. (2016) estudando as respostas de duas
cultivares (Rung Nong 35 e Dong Dan 80) submetidas a estresse por deficiéncia hidrica,
constataram que o estresse, mesmo por um curto periodo de tempo, dificultou o

crescimento, o rendimento e outros atributos fisioldgicos e bioquimicos em ambas as
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cultivares de milho. Os autores concluiram que a variedade Dong Dan 80 ¢ mais
resistente ao estresse por deficiéncia hidrica; apresentou maior atividade fotossintética e
antioxidante; acumulou maiores teores de osmolitos; proporcionou menor peroxidagdo
lipidica e superou em 23,53 % o rendimento da variedade Run Nong 35.

A cultura da banana (Musa spp.) ¢ muito sensivel as mudangas ambientais,
sendo a deficiéncia hidrica uma das maiores restricdes a sua produtividade
(SURENDAR et al., 2013). A taxa de emergéncia de folhas jovens consiste no
indicador mais sensivel a deficiéncia hidrica (KALLARACKAL; MILBURN; BAKER,
1990; TURNER; THOMAS, 1998). A deficiéncia hidrica durante a fase de frutificagao
inibe a translocacao de assimilados para os cachos, e em situagdes de deficiéncia hidrica
severa, pode haver queda dos mesmos, comprometendo a produtividade (SURENDAR
etal., 2013).

Em estudos sobre o desenvolvimento da beterraba submetida a niveis variados
de tensdo da agua no solo, Silva, Silva e Bassoi (2015), observaram que tanto o deficit
hidrico quanto o excesso de agua podem reduzir a produtividade da cultura. Os mesmos
autores constataram que uma tensdao de 45 kPa, pode ser o ponto critico na queda de
rendimento das plantas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Topak, Siiheri e Acar (2011) em
estudos sobre diferentes regimes de irrigagdo por gotejamento na cultura da beterraba,
com reducdo na producdo de raiz de 36,4% nos tratamentos submetidos a deficit hidrico.
Da mesma forma, Ghamarnia ef al. (2012), constataram uma redug@o no peso das raizes
das beterrabas que receberam menores laminas de irrigacao.

Para a cultura da uva, Marinho et al. (2011) em estudo na regido do Submédio
Sdo Francisco, para avaliar o crescimento da baga da uva sob diferentes laminas e
épocas de deficit de irrigagdo na fase de maturagdo, constataram que a restricdo hidrica
(laminas de 0, 50 e 100% da ETc) nessa fase, nao limitou o crescimento das bagas de
uva. A reducdo no consumo de dgua na vitivinicultura do semiarido nordestino, nao
afeta significativamente o metabolismo de proteinas e agucares (SANTOS; MOREIRA;
RODRIGUES, 2013).

Em adi¢do, a irrigagdo com deficit controlado em uvas para producdo de vinhos,
pode influenciar positivamente na qualidade do vinho (ROBY et al, 2004; RUIZ-
SANCHEZ; DOMINGO; CASTEL, 2010). Resultados semelhantes foram encontrados
por Bassoi ef al. (2011), onde a deficiéncia hidrica favoreceu o acimulo de actcares e

reduziu a acidez nos frutos, proporcionando melhoria na qualidade das uvas destinadas
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a vinificacdo. Deve-se atentar que avaliagdes de plantas submetidas a deficiéncia
hidrica, exigem estudos a longo e curto prazo (RUIZ-SANCHEZ; DOMINGO;
CASTEL, 2010). A resposta das culturas a deficiéncia hidrica estd intrinsecamente
relacionada aos fatores climaticos.

Sob condic¢des atmosféricas normais, a deficiéncia hidrica ¢ um fator de risco ja
conhecido em intensidade ¢ distribuicdo, contudo, nos atuais cenarios de mudangas
climaticas, esse fenomeno pode se apresentar de forma irregular, acentuando essa
redugdo na produtividade das culturas.

Estudos recentes como os de Cai et al. (2015), demostram que os parametros
climaticos, principalmente o aumento da temperatura, afetam significativamente os
rendimentos do milho e trigo. Segundo Lobell, Schlenker e Costa-Roberts (2011), a
producdo global dessas culturas pode sofrer um decréscimo de 3,8 e 5,5%,
respectivamente.

De acordo com Nelson et al. (2009), as mudangas climaticas adversas podem
provocar maiores perdas de produtividade das culturas (milho, arroz e trigo) irrigadas,

em paises em desenvolvimento, conforme Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Impactos das mudangas climaticas no rendimento das culturas irrigadas (%), comparativo

entre os anos 2000 e 2050.

Culturas Regido CSIRO CSIRO NCAR NCAR

Irrigadas (SFCO») (CFCOy) (SFCO») (CFCOy)
Milho D -1,2 -1,2 -8,7 -8,6
Milho ED -2,0 -1,4 -2,8 2,1
Arroz D -3,5 10,5 -5,5 9,0
Arroz ED -14,4 24 -18,5 -0,5
Trigo D -5,7 -1,3 -4.9 -0,1
Trigo ED -28,3 -20,8 -34,3 -27,2

CSIRO: Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization - Australia; NCAR: National
Centre for Atmospheric Research - US; SFCO2: sem fertilizagdo com CO,; CFCO2: com fertilizagdo com
CO,; D: desenvolvida; ED: em desenvolvimento. Fonte: Adaptado de Nelson ef al. (2009).
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4. Deficiéncia Hidrica na Agricultura: Cenarios Futuros

Diversos estudos estdo sendo realizados no intuito de aprimorar estratégias
adaptativas para as culturas sob condi¢do de deficiéncia hidrica, com o uso
principalmente de técnicas de melhoramento genético. O efeito do estresse hidrico nas
plantas pode ser avaliado através de variaveis fisiologicas, como por exemplo, potencial
hidrico foliar, condutancia estomatica e transpiragdo (NASCIMENTO et al., 2012).

Em relacio ao melhoramento genético, Vale et al. (2012), avaliando o
desempenho de nove variedades de feijao submetidas a deficiéncia hidrica, constataram
que as respostas morfologicas sdo capazes de auxiliar na escolha de variedades
tolerantes ao estresse hidrico, sendo o gendtipo Pérola, durante o estdgio de
florescimento, considerado tolerante.

Em estudo de quatro variedades de cana-de-agucar sob deficiéncia hidrica,
Pincelli e Silva (2012) verificaram que as variedades SP81-3250 e SP83-2847
apresentaram maior numero de folhas; coloracdo mais escura; maior area foliar;
aumento da densidade estomatica nas superficies adaxial; e maior produg¢do de massa e
matéria seca, indicando resultados superiores, que corroboram para efeito de selecao de
material.

A avaliagdo de oito genétipos de citros, em relagdo ao crescimento e
produtividade sob deficiéncia hidrica, demonstrou que o enxerto com genotipo 15
(TSKC x CTARG - 019) foi superior aos demais e o limoeiro cravo apresentou a menor
produtividade (NASCIMENTO et al., 2012).

Avaliando a produtividade em cultivares de arroz de ciclo curto e médio em
condig¢des de deficiéncia hidrica, Heinemann (2010), concluiu que mesmo submetidas a
esta condicdo em épocas favordveis a cultura, ndo ocorreu influéncia negativa na

produtividade da cultura.
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CAPITULO 2

ESTRESSE MINERAL (MACRONUTRIENTES)

BRENO KENNEDY LIMA BEZERRA; DAVILLA ALESSANDRA DA SILVA ALVES; GABRIEL
HENRIQUE GERMINO; JESSICA DE LIMA; LEANDRO BIANCHI; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

A nutricdo de plantas apresenta-se com singular importancia no dambito da vida
em diferentes biomas terrestres, considerando-se a composi¢cdo quimica de todos os
seres vivos. Esses elementos sdo provenientes de reservatorios basicos, como rochas,
oceanos ¢ atmosfera. O carbono, nitrogénio, potassio, fosforo e outros nutrientes
essenciais sdo inicialmente separados do ambiente inorganico e incorporados a célula
pelas plantas, sendo que toda a biosfera depende dessa habilidade (EPSTEIN; BLOOM,
2006).

A planta € o espelho do solo que habita. Em situa¢des de estresse nutricional, as
consequéncias incidirdo na forma de disturbios metabolicos que serdo refletidos sob o
desenvolvimento e em suas funcdes vitais. Para tanto, os minerais essenciais sao
classificados de acordo com a necessidade de concentragdo no metabolismo vegetal,
sendo entdo definidos como macronutrientes aqueles exigidos em maior quantidade nos
orgaos e tecidos vegetais.

Para se determinar a importancia dos nutrientes para a planta, utilizam-se alguns
critérios de essencialidade (ARNON; STOUT, 1939):

* A deficiéncia de determinado nutriente impede que a planta complete seu ciclo vital;

* O elemento ndo pode ser substituido por outro com propriedades similares;

* O elemento deve participar diretamente do metabolismo da planta e que seu beneficio
ndo esteja somente relacionado ao fato de melhorar as caracteristicas do solo,
melhorando o crescimento da microflora ou algum efeito similar. A concentragdo dos
minerais nos tecidos vegetais € variavel por alguns fatores, como o tipo de planta, das

condig¢des climaticas durante o periodo de crescimento, da composi¢ao quimica do meio
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e da idade do tecido (FERNANDES, 2006). Os elementos minerais essenciais segundo
EPSTEIN e BLOOM (2006), sdo classificado em macronutrientes (C, H, O, N, P, K,
Ca, Mg e Si) apresentando aproximadamente 99,5% da massa seca e em micronutrientes

(B, CI, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn) constituindo 0,5% da massa seca.

2. Nitrogénio (N)

2.1. Nitrogénio no solo

No solo, ¢ rara a presenga do Nitrogénio (N) em quantidade compativel as
necessidades das plantas, uma vez que em rochas igneas sua concentragcdo se apresenta
insignificante. Desta forma, o N presente no mesmo encontra-se na forma organica,
compondo a matéria organica (M.0O.), ou como parte de organismos vivos, podendo
representar cerca de 99% deste nutriente combinado no solo (TROEH; THOMPSON,
2007). Conforme Malavolta et al. (1997) preferencialmente, pode-se destacar duas
formas de nitrogénio inorganico que sdo absorvidos pelo sistema radicular, o ion nitrato
(NO3) e o ion aménio (NH4"), e estes podem compor até 5% do N total no solo
(KEENEY, 1982).

A atmosfera ¢ rica em N, segundo Troeh e Thompson (2007), esta apresenta em
sua composi¢do cerca de 78% deste nutriente na forma de N,. Esta forma s6 podera ser
utilizada pelas plantas apds ser quimicamente combinado com hidrogénio, oxigénio ou
carbono, fendmeno este denominado fixagao do N. Na natureza, para que esta fixagdo
venha a ocorrer existem duas vias: A primeira € pelo relampago (descargas elétricas),
onde hé conversdo de vapor de dgua e oxigénio em radicais livres que reagem com o N
atmosférico. A segunda via ¢ realizada por fixacdo por certos microrganismos de vida
livre nos solo. No entanto estas formas de fixa¢do ndo conseguem fornecer para as
plantas, quantidade necessaria para seu o6timo desenvolvimento (EPSTEIN; BLOOM,
2006).

O N organico presente no solo ¢ resultante de dejetos ou carcagas de animais,
assim como da matéria fresca das culturas que permanece no campo apds a colheita,
compondo desta forma a matéria organica do solo (M.O.). Este mesmo ¢ convertido

para N inorganico no processo de mineralizagdo. Neste processo, as bactérias degradam
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matéria organica e liberam aménio (NH,"). A formagio de NH; " aumenta & medida que
aumenta a atividade microbiana (LAMB et al., 2014). Conforme Calegari et al. (1998) o
fenomeno de mineralizacdo do N € um processo extremamente dindmico e ocorre com
maior intensidade em regioes tropicais. Todavia este processor ¢ regido pelas condigdes
edafocliméticas de cada ambiente, uma vez que fatores como temperatura, umidade, pH
e granulometria do solo unidos a relagdo C/N da M.O. serdo os fatores preponderantes

para sua ocorréncia e intensidade.

2.2. Nitrogénio na planta

Macronutriente primario, o nitrogénio ¢ absorvido em grandes quantidades pelas
plantas, uma vez que pode representar de 1 a 6% da sua matéria seca (HAVLIN ef al,,
2005). Sua incorporacdo no solo ocorre por meio de fertilizantes, através do ar mediante
deposi¢des atmosféricas de formas combinadas de N (NH,;", NO; e NOy), e fixagdo
bioldgica de N,, tanto em sistemas ndo simbidticos quanto simbidticos, por meio de
bactérias formadoras de nddulos nas raizes de plantas leguminosas (STEVENSON,
1982).

O transporte de N no interior nas plantas esta fortemente ligado tanto ao
metabolismo do sistema radicular, assim como as formas NH;" ou NO3". Uma vez que o
ion NH," seja absorvido este comumente é assimilado nas células do sistema radicular,
por sua vez quando da absor¢ao do NOj este serd metabolizado pelas células do sistema
radicular ou transportado para a parte aérea (MENGEL; KIRKBY, 1987; WILLIAMS;
MILLER, 2001) podendo também ser armazenado no vactiolo das células radiculares.
Quando a assimila¢do ocorre nas raizes serd em plastidios, e na folha ocorrem nos
cloroplastos. Conforme Delu Filho et al. (1998) e Bredemeier e Mundstock (2000), apds
a absorcao do NOs pelas células radiculares, este pode ser metabolizado pela via da
redugdo do nitrato, devido a enzima nitrato redutase se concentrar nas células das raizes,
desta forma pode-se observar o acimulo de NH; nas mesmas, sendo apds isso o N
transportado para a parte aérea em sua forma amoniacal, sendo nas folhas incorporado
em esqueletos carbonicos, pelas enzimas GS e GOGAT, na forma de N-aminodacidos.

Conforme Taiz e Zaiger (2013), quando assimilado, o N desempenha funcdes
vitais para as plantas, favorecendo principalmente fatores relacionados ao seu
desenvolvimento vegetativo. Sendo encontrando nas células na composi¢do das

proteinas estruturais e enzimadticas, clorofilas, acidos nucléicos, coenzimas, além de
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fitormonios e vitaminas. Demonstrando a intima necessidade deste nutriente para a vida
no planeta.

Entre a assimilag¢ao do NH,4 " e do NO5™ faz-se necessario destacar que existe uma
distingdo em matéria de gasto de energia para desenvolver a reducao de ambos, cerca de
dois e 12 ATPs, respectivamente (BRITTO et al, 2001), todavia apenas um numero
limitado de espécies apresenta desenvolvimento satisfatorio quando o NH4  é a fonte
predominante de N. Entre essas, destacam-se as plantas que vivem em ambientes

alagados, onde ha formagio de NH,;" (BRITTO; KRONZUCKER, 2005).

2.3. Condigoes restritivas - Excesso e deficiéncia de Nitrogénio no tecido vegetal

As plantas em condi¢gdes naturais enfrentam mudangas ambientais em que as
concentracoes de N variam e limitam o crescimento das mesmas, devido ao
intemperismo, lixiviagdes pluviais e perdas por volatilizacgdo (PRADO, 2008). No
tocante a fisiologia da producdo, o estresse gerado pelo excesso ou déficit afetara ndo
apenas o desenvolvimento, como também o crescimento das plantas por influenciar
tanto na formacao de o6rgdos de absorcdo de nutrientes, aparato fotossintético e drgaos
florais, como a produgao, translocagdo e acumulo de assimilados.

Segundo Anderson (1993), nos pomares de Citrus sinensis a deficiéncia de
nitrogénio ¢ a mais comumente observada. Neste caso, as plantas apresentam sintomas
caracteristicos como coloragdo verde-clara a verde-amarelada nas folhas, podendo ser
corrigido via suplementacao, quando observado em fase inicial. Conforme Rodriguez
(1991), em casos mais agudos de deficiéncia, ¢ observada a redu¢do podendo chegar a
paralisacdo do crescimento das plantas, exibindo folhas pequenas e copa esparsa,
amarelecimento generalizado da folhagem, atingindo também as nervuras, diminuigao
do tamanho e nimero dos frutos, casca delgada, verde-pélida, e maturacdo precoce,
assim como secamento dos ponteiros.

Sua deficiéncia frequentemente limita o crescimento vegetal, devido o N
apresentar alta mobilidade dentro da planta, os sintomas a clorose gradual ¢ observado
nas folhas mais velhas, estimulando a producao de etileno proporcionando a abscisdo e
a reducdo do crescimento da planta (PALLARDY, 2008; LI; WANG; STEWAR, 2013).
Gruber et al. (2013) observaram que baixas concentragdes de N (275 e 550 uM)
proporcionam diminui¢do no desenvolvimento da raiz principal e por outro lado

induziram o das raizes laterais.
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Outros efeitos da deficiéncia ¢ o menor angulo de inser¢ao nas folhas, visando
maior assimilacdo de radiagdo para a ativacdo da enzima nitrato redutase e producio de
carboidrato para a assimilagdo do N. Aumento no abortamento de flores, diminui¢ao no
tamanho dos cloroplastos, baixa producdo de proteinas, clorofila e aumento da pressao
osmotica (PRADO, 2008). Conforme Marschner (1995) e Malavolta et al. (1997), a
clorose nas folhas velhas, ¢ fruto da hidrolise da clorofila e da Rubisco, uma vez que
70% do N nas plantas, enquanto 50% da proteina foliar € nitrogénio, assim como da
menor produgado de clorofila.

Quando nos referimos ao excesso de N, podemos primeiramente referir ao efeito
do NH," nas plantas, onde se encontram plantas mais tolerantes a altas concentragdes do
mesmo (ex. arroz), assim como aquelas mais sensiveis (ex. cevada). Todavia, clorose e
a redugdo no crescimento da parte aérea das plantas sdao sintomas de toxidez que podem
ser observados até mesmo em espécies reconhecidamente tolerantes (GERENDAS et
al., 1997); alteragdo na relagdo parte aérea/raiz (WANG; BELOW, 1996; PRADO,
2008) podendo culminar na morte das plantas (GIGON; RORISON, 1972; PRADO,
2008). Este efeito toxico do NH4' ¢é fruto da grande despolarizagio do potencial de
membrana nas células, afetando diretamente nas relagcdes hidricas das plantas,
diminuindo o fluxo hidrico dos vasos xilematicos das raizes até a parte aérea
(FERNANDES, 2006).

Os principais efeitos do excesso deste nutriente em frutiferas ¢ a menor
producdo de frutos ou graos, assim como o menor acumulo de aglcares, afetando
diretamente a produtividade, a causa para isso ¢ o desvio dos carboidratos para a
producao constituintes de tecido vegetal como as proteinas, promovendo desta forma o
desenvolvimento da parte aérea das plantas (PRADO, 2008). Também ¢ observada
maior suculéncia nas folhas, tornando-as mais susceptiveis a ataques de insetos como a
acdo da geada (TROEH; THOMPSON, 2007). Segundo Fagotti (1998), embora
provoque efeito indesejavel de esverdeamento dos frutos, o aumento nos teores de
nitrogénio das folhas de Citrus sinensis diminui a queda dos frutos e os tornam maiores.

Conforme Prado (2008), o excesso de N devido maior producdo de folhas
aumenta o alto sombreamento e desta forma reduzindo a taxa fotossintética liquida das
plantas, assim como menor desenvolvimento do sistema radicular, acamamento e atraso

na maturacao.
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3. Fosforo (P)

O fosforo (P) ¢ um dos trés macronutrientes que a planta exige em pequenas
quantidades. No entanto, ¢ o nutriente mais utilizado em adubagdo no Brasil, pois ha
certa caréncia do mesmo nos solos brasileiros e também ¢ um eclemento de alta interacao
com o solo, assim tém-se uma forte fixagdo. Por sua vez, ele possui baixa mobilidade no
solo, sendo assim, quando se for aplica-lo precisa ser incorporado ao solo e perto das
raizes (RALJ, 1991).

Para Taiz e Zeiger (2004), o fosforo ¢ importante para o metabolismo das
plantas, por executar um papel fundamental na transferéncia de energia nas células,
durante a respiracdo e a fotossintese e por ser um componente de nucleotideos usados

no ganho de energia das plantas (como ATP) e no DNA e RNA.

3.1. O Fosforo na planta

As plantas absorvem o fosforo na forma de fosfato inorganico (Pi). A matéria
organica dos solos liberta Pi no processo chamado mineralizagcdo. Devido ao fosfato ser
facilmente lixiviado, a quantidade disponivel para as plantas ¢ limitado, precipitado e
adsorvido por materiais organicos ¢ minerais. Os coeficientes de difusdo do Pi, em
comparagao com outros nutrientes, sao baixos. Para se obter o fosforo do solo, as raizes
alteram a sua estrutura e fun¢do, ou at¢ mesmo, modificam a quimica do solo (JONES

etal., 2013).

3.2. Condigoes de excesso de fosforo

Os efeitos de excesso aparecem normalmente por sintomas relacionados com
deficiéncias de outros elementos, tais como o zinco, o cobre, o ferro ou o manganés.
Dessa maneira, ha indicios de manchas vermelho - escuras em folhas velhas. Existem
hipoteses que existe efeito de dissolugdo do micronutriente, com alto crescimento da
planta, devido a aplicagdo do fosforo, podendo assim, causar deficiéncia na planta. O
uso de P em excesso provoca sintomas de deficiéncias desses micronutrientes € também

pode reduzir a fixagdo de CO; e a sintese de amido (MARSCHNER, 1986).
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3.3. Condigoes de deficiéncia de fosforo

As restri¢des na disponibilidade de fésforo no comeco do ciclo vegetativo sdo
capazes de ocasionar danos no crescimento da planta, podendo eles ser irreversiveis.

Na deficiéncia de P os sintomas de modo geral sdo, as plantas mostrarem
acimulo de agucares (energia quimica em potencial), e simultaneamente, perdem
energia através do ATP. Com esta perda de energia, os processos de biossintese das
plantas acabam sendo comprometidos. Assim, as folhas novas exibem tonalidade verde
- escura, com tons arroxeados; quando comparadas as folhas mais velhas, as folhas
novas sao mais estreitas, longas e de cor verde mais escura. As extremidades das folhas
se mostram mais escuras do que a parte central. As folhas mais velhas ressecam a partir
das margens, apresentando as pontas secas de cor marrom — alaranjada, estrias
transversais marrons ¢ bordas amareladas comecando da ponta. Plantas de porte ereto
tem uma reducgdo no seu desenvolvimento quando a quantidade de fosforo aplicada ¢
insuficiente. As raizes ficam mais coloridas e menos ramificadas e ha atraso no
amadurecimento dos graos. A deficiéncia quando muito severa pode ocasionar a nao
formagdo do fruto e apresentar um amarelecimento acentuado nas folhas mais velhas.
Com a deficiéncia de fosforo também pode haver formacdo de frutos pequenos, de

coloragdo avermelhada ou arroxeada (MANICA, 1999; SOUZA, 1999).

4. Potassio (K)

No solo a maior parte do Potassio (K) esta retido em minerais primarios ou
associado a minerais argilosos secunddrios, e sua disponibilidade depende da
intemperiza¢do de minerais que contenham potassio, sendo a sua taxa de liberagdo uma
fun¢do da composi¢ao quimica do material de origem (MENGEL; KIRKBY, 2000).

O Potéassio pode ser encontrado no solo por meio de trés formas, sendo elas Ko,
0 Kirocavel, € 0 Koruvel, € €stas formas podem ser trocéveis entre si conforme a interacao
do nutriente com 0 solo. O Kyoeavel € dessorvido das particulas do solo por meio de troca
de protons (H') da solugdo do solo. O Potassio é absorvido em grandes quantidades
pelas raizes das plantas, sendo este nutriente o cation mais abundante na planta, e ele é

. CA e + . .
absorvido na forma ionica (K '), com a ajuda de canais e transportadores.
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Ao contrario do Nitrogénio e do Fosforo, que constituem acidos nucléicos,
proteinas, ATP e fosfolipideos, o Potassio ndo participa na composi¢cdo de nenhuma
estrutura ou molécula organica da planta, porém tem importante fungdo na translocagao
e no armazenamento de assimilados, assim como atua na manuten¢do da agua nos
tecidos e no estado energético da planta.

O ion K" pode ser deslocado facilmente das células ou dos tecidos da planta por
ser predominantemente encontrado como cation adsorvido ou como cation livre no solo
(LINDHAUER, 1985). A grande mobilidade do Potéassio fundamenta as principais
caracteristicas e fungdes deste nutriente na planta, conferindo-o como o mais ativo e
importante componente inorganico osmotico € como o principal cation atuante na
neutralizagdo de cargas (CLARKSIN; HANSON, 1980).

A manutengdo das células e dos tecidos se da pela grande concentracdao de K nos
cloroplastos e no citoplasma. O Potassio participa de grande parte dos processos
fisiologicos no vegetal (MARSCHNER, 1995):

e Ativador de mais de 60 enzimas, como exemplo, as desidrogenases,
cinases, oxidorredutases, transferases e sintetases.

e Conserva o Turgor das células.

e Favorece o transporte ¢ armazenamento de carboidratos.

e Contribui na sintese de amido nas folhas.

e Facilita a absorcao de agua.

e Atuaregulando a abertura e o fechamento estomatico.

e Regula a translocagdo de nutrientes na planta.

e Propicia um elevado estado energético, necessario para a sintese de ATP.

e Impulsiona a absor¢ao do Nitrogénio e a produgao de proteinas.

4.1. Nutricdo na Planta

Para que a absor¢do do Potéssio de fato ocorra, ¢ indispensavel que haja um
intimo contato com a superficie da raiz. Os primordiais mecanismos de transporte do
Potéssio, da solugdo do solo para a superficie radicular, sdo a difusdo e o fluxo de massa
(BARBER, 1995).

Dentre os dois mecanismos de transporte anteriormente citados, a difusdo ¢ a

principal, e advém em resposta a gradiente que resulta das diferengas entre a
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concentracdo do Potassio na superficie da raiz e da concentracdo do Potassio na
rizosfera. J4 o suprimento para o fluxo de massa depende do teor de K na solu¢do do
solo e da quantidade de agua transpirada pela planta.

Segundo Leonard (1985), a hipotese de absor¢do do K conta com a ajuda de uma
proteina carregadora especifica que ¢ localizada na membrana celular. Essa proteina
fornece um canal aquoso, o qual atravessa a camada lipidica do plasmalema, fazendo
com que esse mecanismo esteja de acordo com o modelo de cinética enzimatica,
explicando a competi¢do por ions semelhantes a0 K’ na absor¢do. A absor¢do do K
também ¢ realizada pela atividade da ATPase da membrana celular, ¢ o transporte a
longa distancia ocorre via xilema e floema. Todo o K da planta estd em forma soluvel
em agua, o que explica a relativa facilidade da sua redistribuicdo dos 6rgdos mais velhos
para 0s mais novos.

A ativacdo de enzimas pelo Potassio estd relacionada com a mudanga na
conforma¢do da molécula, fazendo com que aumente exteriorizagdo dos sitios ativos
para a associa¢do com o substrato (WALLINFORD, 1980). A necessidade de elevadas
concentragdes no citoplasma para manter uma otima atividade enzimatica, faz com que
a planta tenha uma alta exigéncia de K.

Na fotossintese o K atua primeiramente no funcionamento dos estdmatos e
continuando age na fixa¢do do CO, em presenca de luz. O potencial osmotico ¢ definido
pela diferenca na concentracao entre os dois lados da membrana celular e ¢ tanto menor
quanto maior a diferenca (MALAVOLTA, 2006). O Potéssio € o principal cation que
atua no potencial osmético, e isto se deve ao fato dele estar presente na cé€lula como ion
livre, resultando em uma resposta diretamente proporcional, ou seja, o aumento da
concentragcdo de K na célula propicia o aumento da capacidade da célula em absorver
adgua. O controle do movimento estomdtico (abertura e fechamento) ¢ dado pela
variacdo na pressdao de Turgor das células guarda, e o acimulo de K nessas cé€lulas
ocorre através da energia do ATP oriundo da fotossintese ou da respiracao.

O Potassio ¢ um nutriente essencial para o crescimento, desenvolvimento e
maturacdo dos frutos e grdos, com isso, as plantas respondem a adubagdo potéssica

quando os solos apresentam baixos teores do nutriente (FERNANDES, 2006).
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4.2. Condi¢do de Estresse - Excesso e deficiéncia

Muitos autores afirmam que ndo h4 conhecimento de toxidez causada pelo
excesso de Potdssio em plantas, e quando o K ¢ absorvido em quantidades superiores as
necessarias € considerado como consumo de luxo. Porém, a alta concentracao de K pode
causar efeitos indiretos, interferindo positiva ou negativamente na absor¢do de outros
cations pelas plantas, por apresentarem o mesmo sitio no carregador, como exemplo o
Calcio e o Magnésio. O excesso de K também pode contribuir para a deficiéncia de
alguns micronutrientes, causando a inibi¢ao na absor¢ao de Zinco, Boro, Amonio e
Manganeés.

Em contrapartida, Accorsi e Haag (1959) identificaram, na cultura do cafeeiro,
sintomas visuais e alteragdes anatdomicas em plantas com excesso de K na solugdo
nutritiva, sendo que as plantas apresentaram crescimento paralisado por completo, nao
havendo formacdo de novas folhas. O sistema radicular apresentou uma coloragdo
marrom escuro e aspecto de atrofiado. O mesofilo foliar apresentou menor quantidade
de cloroplastos, estes possuindo cor amarelada e com alteracdes no formato, em
comparagao com a testemunha.

A deficiéncia de K ¢ a terceira mais encontrada nos diferentes ecossistemas
(MARENCO; LOPES, 2005). O Potassio ¢ redistribuido facilmente para os 6rgaos
novos da planta, todavia a sua deficiéncia aparece primeiramente nas folhas mais
velhas. Nas dicotiledoneas, as folhas velhas desenvolvem clorose inicialmente, que
depois evolui para lesdes necrdticas, devido ao acumulo de putrescina. Ja nas
monocotiledoneas, os sintomas aparecem primeiramente com a morte das células dos
apices e das margens das folhas, e posteriormente a necrose aumenta estendendo-se ao
longo das margens para a base da folha.

A deficiéncia de K diminui a fotossintese e aumenta a respiragdo, fazendo com
que diminua o suprimento de carboidratos e por consequéncia o crescimento da planta.
Segundo Malavolta (2006), em diversas culturas foi possivel observar que a deficiéncia
de K estd associada a deficiéncia de Ferro (Fe), isso ¢ causado pelo fato do Fe ser
acumulado na regido dos internos, gerando dificuldades para o transporte.

A queda excessiva das folhas e a falta de firmeza nos frutos também podem ser
sintomas ocasionados pela deficiéncia de K. O Potassio, acompanhado do Nitrogénio,
foram os nutrientes que mais limitaram a producdo de massa seca das folhas (LIMA,

2009).
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5. Caélcio (Ca)

O Calcio (Ca) desempenha papel vital nas plantas, assim como todos os outros
macronutrientes. Entretanto, sua finalidade ndo € especifica para atender uma demanda
nutricional da planta e sim fisioldgica, sendo entdo considerado como macronutriente
secundario. O suprimento de Calcio as plantas provém da existéncia nativa em solos
originados de rochas com este elemento em sua composi¢do, ou por meio do
fornecimento da calagem.

Absorvido na forma de Ca?' via fluxo de massa, na planta, o calcio ¢
transportando via xilema e depositado para os pontos de crescimento ativo, como folhas
e brotos, ndo havendo redistribui¢do, e se encontrando imdvel por toda a vida da célula.
De acordo com Naiff (2007), esta presente nos tecidos vegetais, sendo que boa parte se
encontra em formas insoluveis em 4agua nos vacuolos de células especializadas, na
forma de carbonatos, malato, fosfatos, oxalatos e sulfatos.

A presenca do Calcio na célula desempenha um importante em diversos
processos metabolicos que atuam no desenvolvimento adequado da planta e dos 6rgdos
reprodutivos. Dentre suas principais fungoes, estd a formagao do Pectato de calcio, que
estd presente na lamela média da parede celular vegetal e confere estruturagdo,
resisténcia e perfeita funcionalidade da membrana celular, além da ativagdo de sistemas
enzimaticos que atuam na germinacao dos graos de pdlen e na expansdo do tubo
polinico (MENGEL e KIRKBY, 2000). E coadjuvante sobre diversas de reagdes
quimicas, das quais incluem reagdes de troca, precipitagdo e fixacdo de ions nos sitios
de troca do sistema coloidal do solo (MELO et al., 2000).

Dessa forma, o fornecimento adequado de calcio nas plantas, promove
resisténcia a efeitos deletérios de elementos metalicos, como aluminio, cobre e
manganés, conferindo também a manutencao do equilibrio entre a alcalinidade e acidez
do meio, protegendo a célula dos efeitos nocivos que prejudicam as funcdes da
membrana, provocados por ions de hidrogénio H' (BENINNI; TAKAHASHI; NEVES,
2003).
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5.1. Deficiéncia de Calcio no tecido vegetal

Quando se trata do manejo nutricional, quaisquer distirbios que incidem no
comportamento fisioldgico, na anatomia da planta e na produtividade, conferem
situagdes de estresse. Algumas condigdes abiodticas também podem provocar baixa
disponibilidade do Ca na planta, a exemplo de solos acidos, caracteristicos de solos
tropicais e muito intemperizados. O excesso de umidade promove a baixa transpiragao
dos orgdos da planta, assim, o transporte para os 0rgaos ativos, ndo acontece de forma
eficiente. Em condig¢des de estresse hidrico, ocorre a competicdo pela seiva e os teores
de célcio nos frutos podem ndo atingir valores adequados devido a baixa transpiracao,

diminuindo a qualidade, a produtividade e o valor de mercado.

Os indicios de caréncia deste mineral ocorrem a principio nas zonas mais tenras
da planta, a exemplo de regides meristematicas, folhas e frutos jovens. Em pouco
tempo, o crescimento celular cessa e causa malformagdes nos tecidos. Quando a
deficiéncia atinge niveis acentuados ocorre o encurvamento apical, sintomas como a
clorose marginal evoluem para necroses levando a folha a morte, caracterizada por
irradiar das extremidades para o centro do limbo. Além disto, o crescimento radicular é
afetado, pois, a falta de calcio causa o aparecimento de células binucleadas, ocorrendo
divisdes amitoticas e nucleos poliploides, assim o desenvolvimento ¢ entdo cessado,
ocorrendo o bronzeamento e a subsequente morte radicular (MALAVOLTA et
al.,1997).

Consoante a Lima (2009), as extremidades foliares e as zonas meristematicas
juvenis podem manifestar aspecto gelatiniforme, o que ¢ singular da auséncia do Pectato
de Calcio na lamela média da parede celular, desestruturando-a. Todavia, os pontos de

crescimento podem morrer, quando a planta ¢ sujeita a condigdes de deficiéncia severa.

5.2. Excesso de Calcio no tecido vegetal

Em condi¢des excessivas do mineral, o ritmo da divisdo celular ¢ alterado.
Segundo Veiga (2006), célcio € um dos pivores dos processos de cisao e elongacao
celular de, assim como na expansdo e aprofundamento das radiculas. Apesar de serem
pouco recorrentes, os sintomas diretamente ligados ao excesso do elemento na planta

nao sdo conhecidos, no entanto, altos teores de Calcio no solo induzem deficiéncias de
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Potéssio (K) e Magnésio (Mg), devido a competi¢ao por cargas nos coloides, causando
a baixa absor¢ao desses elementos pelas raizes.

Em estudo realizado por Maffeis et al. (2000) em eucalipto, o aumento na
concentragdo de calcio promoveu reducdo na producdo de citronela, ¢ o aumento da
relagdo K/Ca influenciou na qualidade do produto. Na cultura da laranja, Lanza (2013),
doses crescentes de biossolido propiciaram aumento do teor de Calcio no solo,

reduzindo significativamente nos teores de Potassio e Magnésio.

6. Magnésio (Mg)

6.1. Magnésio no solo

Os elementos minerais podem ser absorvidos tanto em forma i6nica como em
forma catidnica, sendo que o magnésio ¢ um macronutriente presente no solo na forma
cationica (VITTI et al., 2006). Estruturalmente no solo, o Mg ¢é encontrado nos dois
grandes grupos da mineralogia, nos minerais primdrios e secundario, presentes por
exemplo em silicatos, carbonatos e sulfatos de dolimita, magnesita, na forma de
minerais primarios € montmorilonita, 1ilita, clorita em minerais secundarios
(MALAVOLTA, 1981).

O Mg pode ser encontrado na forma fixa, trocdvel ou soltivel. Na maioria das
vezes, esse nutriente ¢ encontrado na forma nao-trocavel no solo, sendo minerias
secundarios a estrutura mais comum. Rochas eruptivas, sedimentares € metamorficas as

que liberam Mg para o solo e deste para as plantas (MALAVOLTA, 1981).

6.2. Magnésio na planta

Para que ocorra absor¢ao de Mg pelas plantas, a raiz precisa entrar em contato
com o elemento, isso € possivel através da interceptacdo radicular, por meio de difusdo
ou principalmente por meio de pressao positiva (fluxo de massa). Uma vez absorvido, a
mobilidade do Mg ¢ muito alta via floema, sendo translocado no sentido fonte dreno de
folhas mais velhas para folhas mais novas (SCHIMANSKY, 1973). Vitti et al. (2006)

descreve algumas fungdes do Mg nas plantas:
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a) Clorofila: A clorofila ¢ o principal fotorreceptor nos cloroplastos,
estruturalmente o Mg participa da parte central do anel das clorofilas, conrrenpondente
a 2,7% do peso molecular delas.

b) Ativagdo enzimatica: Participa da ligagao entre o pirofosfato do ATP ou
ADP - enzima, sendo considerado um cofator de enzimas fosforilativas; diminui o N-
proteico e aumento o N-ndo proteico; formagdo da cadeia polipeptidica através da
transferéncia de aminodcidos; e necessario para a manutencdo da integridade do
ribossomo, responsavel pela estabilizacdo das particulas ribossomicas na sintese de
proteinas (TAIZ e ZEIGER, 2013).

c) Carregador de “P”: Aumenta a eficiéncia da absorcao de P pelas raizes, e

acredita-se que isso ocorra também pelo efeito do Mg nas reacdes de fosforilagdo.

6.3. Deficiéncia de Mg no tecido vegetal

O efeito competitivo em relagdo a cations (alto teor de K), solos com pH abaixo
de 5,4, proporcao inferior a 6% de Mg na CTC e concentracdes menores que 48,6 mg
dm™ no solo, sio sinais de deficiéncia do Mg no solo.

Outra caracteristica tipica de deficiéncia de Mg na planta, é o acimulo de
carboidratos nao estruturais (FISCHER; BUSLER, 1988). Este acimulo em folhas pode
gerar uma regulagdo de “feedback™ sobre a Rubisco em favor da reacdo oxigenasse,
elevando os niveis de fotorrespiracdo, que por sua vez formard radical superdxido,
hidroxila e peroxido de hidrogénio, consequentemente aumento o nivel de antioxidantes
nas plantas (MARSCHMER; CAKMAK, 1989).

Por ser movel no floema, geralmente os primeiros sintomas do Mg comegam em
folhas mais velhas, ocorrendo o amarclecimento ou clorose internerval, devido a
mobilidade deste cation. Queda de folhas rigidas e folhas quebradicas podem ser
também considerada comoconsequéncia da deficiéncia (BUZETTI; ANDREOTTI,
2010).

Mengel e Kirkby (1987), em feijdo comum, observou que a deficiéncia de Mg
diminui o nimero de grana nos cloroplastos e leva a uma redugdo ou auséncia de
compartimentalizagdo. Quando a relagdo Ca/Mg for alta, pode diminuir a absor¢ao de
Mg pela planta, isso ocorre quando se utiliza demasiadamente calcério calcitico por

varios anos (VITTI et al., 2006).
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6.4. Excesso de Mg no tecido vegetal

Niveis elevado de Mg podem resultar em seu armazenamento nos vacuolos,
agindo como tampao para homeostase-Mg e como critério de osmoregulagdo. Rao et al.
(1987), em girassol, verificou que em défice hidrico a concentracio do Mg>" aumenta
no estroma dos cloroplastos, podendo inibir a fotofosforilagdo e a fotossintese.

Accorsi ¢ Haag (1959) visualizaram a paralisagdo do crescimento de plantas,
sem queda das folhas com o excesso de Mg, e também o atrofiamento do sistema
radicular, coloragdo cinza nas raizes e verde-clara nas folhas. Em relacdao a alteragdes
anatomicas, esses mesmos autores observaram cloroplastos com verde mais claro

quando comparado com a testemunha.

7. Enxofre (S)

7.1. Enxofre no Solo

O enxoftre (S) pode ser encontrado de diversas maneiras no planeta, como por
exemplo na rocha matriz na forma de elemento primario, sua concentracdo esta por
volta de 1,1 g kg-1 na crosta terrestre. A forma organica € sua principal forma, presente
em restos vegetais e animais (VITTIL, ez al., 2006).

Em solos aerados o S mineral ¢ encontrado na forma de sulfato (SO4?), essa
carga negativa do sulfato faz com que ndo seja atraido por argila e pela matéria
organica, com algumas excecoes como por exemplo em solos 4cidos. Ainda na forma de
sulfato, em regides aridas podem estar ligados a Ca, Mg, K e Na (SFREDO;
LANTMANN, 2007).

7.2. Enxofre na planta
A concentragdo na matéria seca do enxofre segundo Epstein (1999), gira em

torno de 0,1 ppm. Em plantas superiores, a absorcdo do S ¢ na forma de sulfato,

diferentemente do Mg o S ¢ translocado principalmente pelo xilema, podendo também
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ser absorvido na forma acido sulfurico (SO,) no ar. O transporte do sulfato ocorre por
via fluxo de massa até as raizes (VITTI et al., 2006).

Os nutrientes minerais das plantas s3o classificados em fungdo de suas
caracteristicas bioquimicas, no caso de S e N se encaixam no mesmo grupo, envolvendo
oxidagdes e reducgdes. Basicamente, o processo de reducdo, incorporacdo e
metabolizacdo do S nas plantas, come¢a com a redu¢do do sulfato em adenosina
fosfossulfato (APS) com gasto de energia (ATP) e posteriormente esse APS ¢ reduzido
em fosfo adenosina fosfossulfato (PAPS) e em SO;~. Depois da fase de reducdo,
quando o SO5™ ¢ transformado em S*, o qual é incorporado na cisteina que por sua vez
sera formara coenzimas e proteinas (MALAVOLTA, 1979).

Outra fun¢do do S ¢é a protecdo contra excesso de metais pesados, através de
fitoquelatos. O S também ¢é um composto volatil que contribue para o odor
caracteristico que desprende do alho, cebola, mostarda, abacaxi, etc (GRASSI, 2010).

Segundo Vitti et al. (2006), o S desempenha papel importante na estrutura de
proteinas, as quais possuem trés estruturas, a primario, secundaria e terciaria. Para
realizar ligacdes de duas cadeias ou formar anéis em uma mesma cadeia, os
aminoacidos que contém S fornecem ligacdes de dissufeto (cistina). O grupo sulfidrico
(SH), por sua vez, afeta a estrutura secundaria, configurando a cadeia de proteina ao
redor do metal.

Presente em aminodcidos livres e em proteinas, o S pode desempenhar algumas
das funcdes metabodlicas nas plantas, como por exemplo ligar o substrato com uma
ezima através do grupo SH, ou ainda ser importante em reagdes onde ocorre a
transferéncia de radicais que contém um C através do S-adenosil metionina (VITTI et

al.,2006; MALAVOLTA, 1979).

7.3. Deficiéncia de Enxofre no tecido vegetal

Diversos sintomas causados pela deficiéncia do S sdo semelhantes ao N, pelo
fato de ambos os elementos constituirem proteinas incluindo diminui¢do do
crescimento, clorose e acumulo de antocianinas. Porém, existem diferengas entre essas
deficiéncias, como por exemplo a clorose causada pelo S que ocorre inicialmente em
folhas jovens e maduras, ao contrario do N que geralmente ¢ em folhas velhas. Isso
ocorre porque o S ndo ¢ remobilizado com facilidade para as folhas jovens (TAIZ e

ZEIGER, 2013).
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Diminuir a fotossintese e a atividade respiratoria sao processos que afetam todo
o metabolismo das plantas, levando a diversas consequéncias desde a redugdo na
produgdo de proteinas, no teor de gordura, como na fixacdo do nitrogénio atmosférico,
sendo o enxofre responsavel por diversas reagdes dentro da planta que sdao capazes de
causar esses tipos de distarbios (VITTI et al., 2006).

Com o passar dos anos, areas com deficiéncia de S tem aumentado por diversos
fatores (LOPES, 1998): alto uso de fertilizantes com poucqa concentracdo de S;
Imobilizagao de S decorrentes das praticas conservacionista; grande niumero de culturas

que retiram S do solo.

7.4. Excesso de Enxofre no tecido vegetal

Accorsi e Haag (1959) verificaram modificagdes em cafeeiro com excesso de S,
dentre essas modificagdes, notaram que o crescimento da planta ndo foi paralisado, o
sistema radicular ainda mostrava-se profundo e havia desenvolvimento de galhos,
porém os primeiros sintomas ocorreram em folhas mais velhas. As folhas revelaram
uma série de manchas nos bordos de limbo com formas e tamanhos diversos e o apice

junto as suas adjacéncias apresentavam-se inteiramente de coloracdo amarronzada.
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CAPITULO 3

ESTRESSE MINERAL (MICRONUTRIENTES)

ENRIQUE ALONSO ZUNIGA; RENAN LIMA DE SOUSA; LUIS GOMES; ADOLFO BERGAMO
ARLANCH; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

Para o desenvolvimento das plantas sdo necessarios elementos que sao utilizados
em seu metabolismo que podem ser classificados em dois grupos sendo, os
macronutrientes € os micronutrientes. O primeiro grupo representa aqueles utilizados
em maior quantidade pelas plantas (N - Nitrogénio, P - Fosforo, K - Potassio, Ca -
Célcio, Mg - Magnésio, S - Enxofre), enquanto o segundo grupo retine os elementos os
quais as plantas necessitam em menores quantidades (B - Boro, CI - Cloro, Cu - Cobre,
Fe - Ferro, Mn - Manganés, Mo - Molibdénio, Ni - Niquel e Zn - Zinco ). Esses
elementos sdo retirados do solo atendendo a demanda do crescimento e reprodugdo
adequados do vegetal (MARSCHNER, 1995; MENGEL; KIRKBY, 2000; EPSTEIN;
BLOOM, 2005).

Atualmente sete elementos quimicos sdo classificados como micronutrientes
satisfazendo os trés critérios propostos por Arnon e Stout (1939), sendo: boro (B), cloro
(CI), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio (Mo) e zinco (Zn). E pertinente
salientar que alguns autores consideram o cobalto (Co) e o niquel (Ni) como essenciais
classificando-os no grupo acima. De forma geral os micronutrientes tém comportamento
quimico muito diferenciado, sendo dois ndo metais (Boro - em condigdes naturais
ocorrendo como acido borico e cloro - em condig¢des naturais, live e monovalente). Os
demais elementos sdo considerados metais pesados (Cu - ocorre como sulfetos, Fe -
ocorre em o6xidos, silicatos e sulfetos; B, forma sempre ligacdes covalentes; Mn - ocorre
em silicatos e 6xidos; Mo - metal de carater anionico em solos e minerais, ocorrendo

também como sulfetos e Zn - ocorre como sulfetos e silicatos) (RAIJ, 1991).
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Segundo Lopez-Hernandez et al. (1993), no Brasil, algumas situa¢des indicam
uma realidade de baixos niveis de micronutrientes disponiveis nos solos, com
necessidade de reposi¢des dos elementos. Dentre estes fatores, destaca-se a utilizagdo de
locais com baixa fertilidade devido a expansdo agricola aumento na producao; uso de
fertilizantes com baixa concentracdo de micronutrientes; utilizacdo de calcarios
contribuindo na insolubilizagdo de micronutrientes.

E pertinente salientar que, por mais que os micronutrientes sejam requeridos
pelas plantas em concentragdes muito baixas, os mesmos desempenham a mesma
importancia que os macronutrientes, sendo fundamentais para o crescimento e pleno
desenvolvimento das plantas. Além disso, estes elementoas sdo responsaveis por
atividades como ativadores de enzimas (Manganés e Zinco), constituintes de enzimas
(Manganés, Ferro, Cobre e Niquel), constituintes das paredes celulares (Boro) e pivos
no processo da fotossintese (Manganés, Ferro, Cobre e Cloro) (GRAHAM, 1983).
Dentro deste contexto é pertinente salientar por menor as implicagcdes da auséncia ou

mesmo excesso dos micronutrientes e suas respectivas consequéncias.

2. Ferro (Fe)

O Ferro (Fe) ¢ um componente importante das proteinas que contem centros de
ferro-enxofre [Fe-S] que participam da cadeia respitatoria e em reagdes Redox. Além
disso, ¢ um constituinte de proteinas de ferro ndo prostético que tomam parte na fixagao
de N, fotossintese e respiracao (TAIZ; ZEIGER, 1991).

A toxidez por Fe aparece quando os niveis elevados do elemento se acumulam.
Ele pode catalisar e agir através da rea¢do de Fenton para gerar radicais hidroxilas, que
pode danificar lipidios, proteinas e DNA. As espécies de plantas e os fatores
relacionados com o meio de crescimento, tais como a idade das plantas, a acumulagdo
de sulfureto de hidrogénio, acidos organicos e outros agentes redutores também
influenciam a ocorréncia de toxicidade de ferro (SHARAWAT, 2004).

O ferro ¢ um mineral essencial para plantas que € necessario em sistemas Redox
biologicos (ASAD; RAFIQUE, 2000) e ¢ também um componente vital de muitas
enzimas que desempenham papéis importantes nos processos fisioldgicos e bioquimicos

das plantas. Atua como cofator de enzimas chave, principalmente no processo da sintese
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de reguladores de crecimento vegetal e participa em distintas reagdes de transferéncia de
elétrons (KERKEB; CONNOLY, 2006). As plantas sdo sujeitas a diferencas variaveis
na disponibilidade de ferro do ambiente devido a sua imobilidade. Portanto, acredita-se
que tanto a inani¢do quanto as quantidades em excesso deste elemento geram estresse
oxidativo (ABDEL-KADER, 2007), o que subseqiientemente leva a varios distirbios
nutricionais que afetam a fisiologia da planta (BECKER; ASCH, 2005). A toxicidade de
espécies reativas de oxigénio depende da presenga de um catalisador de Fenton, como
ions de ferro ou cobre que dao origem a radicais OH extremamente reativos na presenca
de H,O; e O,” (CHEN; SCHOPFER, 1999). As espécies reativas de oxigénio (ERO)
causam danos as proteinas, DNA, lipidios, clorofila e quase todos os outros
constituintes organicos das células vivas (BECANA; MORAN; ITURBE-ORMAEXTE,
1998). As plantas protegem os sistemas celulares e subcelulares contra os efeitos
citotoxicos dessas espécies reativas de oxigénio com enzimas antioxidantes e
metabolitos, como carotendides, acido ascorbico, etc. (ALSCHER et al., 1997).

Venkatesan et al. (2005) descobriram que altas concentra¢des de ferro podem
resultar na formagao localizada de complexos de polifenois de ferro. Monteiro e
Winterbourn (1988) encontraram que o excesso de quantidades de ferro deve ter
catalisado a geragdo de espécies de radicais livres de O, ativo, o que pode ter
eventualmente oxidado a clorofila e subseqiientemente ter diminuido seu teor. Além
disso, ha relatos de diminui¢do no contedo de alguns pigmentos (carotenodides e
clorofila) quando ha um acréscimo das quantidades do ferro. Esta tendéncia ¢ devido a
uniformidade da sintese de pigmentos (WILKINSON; OHKI, 1988) e os carotenodides
também atuam como metabolitos importantes que ajudam na proteccdo dos sistemas
celulares e subcelulares das implicagdes citotoxicas destas EROs (AGARWAL et al.,
2006 ).

A amilase ¢ uma enzima que participa no metabolismo de carboidratos. Hofner
(1970) descobriu que a atividade da amilase diminuiu com o aumento das concentragdes
de ferro e isso se deve ao fato de que o ferro forma complexos em plantas com
compostos de carboidratos como a maltose. A assimilacio de NH;" em amino4cidos
ocorre através da atuagdo contigua de glutamina sintetase e glutamato sintase.
Glutamato sintase catalisa a transferéncia de um grupo amida da glutamina para alfa-
cetoglutarato para produzir duas moléculas de glutamato. Esta reacdo ¢ acordada como
a principal via de assimilagdo de nitrogénio em plantas (TEMPLE; VANCE; GANTT,

1998). Quando a atividade diminuiu, a formagdo de aminodcidos também diminuiu o
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que levou a falta de assimilacdo de nitrogénio em plantas. Hemalatha et al. (2011)
descobriram que em plantas de chd, a amilase, invertase, aspartato amino transferase e
glutamato sintase também foram drasticamente afetadas pelo excesso de concentragdes
de ferro. Eles também relataram que quando a concentragdo de ferro diminuiu, a
quantidade de pigmentos como clorofila e carotenodides foi reduzida. O teor de
polifenois, que desempenha um papel vital na qualidade do chd, também foi afetado
pela formacgao localizada de um complexo Fe-polifenol.

Uma limitagao do ferro causa o declinio de muitos componentes fotossintéticos,
incluindo a ferredoxina Fe-S (Fd), que estd envolvida nas vias oxidorredutivas
essenciais dos cloroplastos (TOGNETTI et al., 2006). Neste papel, ¢ oxidado
reversivelmente de Fe,” a Fe;™ durante a transferéncia de elétrons. As plantas privadas
de ferro geralmente desenvolvem sintomas cloréticos intervenais em folhas jovens, bem
como a ma formacdo de raizes, e quando grave, a deficiéncia leva ao retardo do
crescimento, estase ¢ morte (KOBAYASHI ez al., 2003). A clorose tem sido atribuida a
inibi¢do da sintese de clorofila, que requer a funcdo de enzimas contendo ferro
(REINBOTHE et al., 2006). Contudo, a expressdo de proteinas de ligacdo a clorofila e
outros componentes fotossintéticos ¢ regulada negativamente com independéncia
relativa dos niveis de pigmento (THIMM et al., 2001). A deficiéncia de ferro pode
ocorrer em solos agricolas em ambos os extremos da faixa de pH. Além disso, varios
dos seguintes fatores contribuem individualmente ou em combinagdo para o
desenvolvimento da clorose: baixa oferta de ferro; carbonato de calcio no solo;
bicarbonato no solo ou na agua de irrigacao; sobre a irrigagdo ou as condi¢des de agua
registrada; niveis elevados de fosfato; altos niveis de metais pesados; temperaturas
baixas ou altas; intensidades de luz elevadas; niveis elevados de nitrogénio nitrato;
desequilibrios nas relagdes catidnicas; mé ventilacdo do solo; certas adi¢des de matéria
organica ao solo; virus; e danos radiculares por nematdides e outros organismos

(WALLACE; LUNT, 1960; EMBLETON et al., 1973).

3. Cobre (Cu)

O Cobre (Cu) ¢ um micronutriente que permite a transferéncia de elétrons (Cu®"

+¢ <> Cu'), forma quelatos altamente estaveis e tem fungdes semelhantes as do Fe,
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principalmente em alguns processos de oxido-reducao (KIRKBY; ROMHELD, 2007).
Além disso, o cobre estd ligado a algumas enzimas que reagem com o oxigé€nio
molecular e catalisando processos terminais de oxida¢do (SCHNEIDER; OLIVEIRA,
2004). Contudo, quando ha excesso de cobre pode haver danos em membranas
celulares, pois ocorre ligagdo com os grupos sulfidril das proteinas de membrana e
ocorrendo a peroxidagdo de lipidios. Desta forma, ocorrerd aumento na atividade das
enzimas antioxidativas tais como superoxido dismutase, catalase e peroxidase
(SALISBURY ; ROSS, 1992).

Recentemente, as enzimas desempenham um papel essencial, especialmente a
Super Oxido Dismutase (SOD), pois ajuda na desintoxicagdo de radicais superoxido,
reduzindo os danos que pudessem causar as células vegetais (CAKMAK, 2000). Como
exemplo, quando ha auséncia de cobre a atividade da enzima Cu/Zn-SOD (situada no
estroma do cloroplasto) torna-se muito baixa, pois o elemento participa no processo de
desintoxicacao de O, gerado na fotossintese. Desta forma, a baixa atividade enzimatica
nao consegue evitar danos severos as células.

Outras enzimas como a polifenol oxidase, ascorbato oxidase e diamino oxidase
(na parede celular) também contem cobre e sdao importantes, sobretudo nas vias

biosintéticas desde fenol via quinona, até substdncias melandticas e lignina como

*Cu Lignina - Parede celular
> mais resistente
(diamino oxidase)

0, _J Melaninas (fungicidas)

Compostos

fendlicos > Quinonas

“Cu Fitoalexinas
(polifenol oxidase,
ascorbato oxidase) -

mostrado na Figura 3.1 (KIRKBY; ROMHELD, 2007).

Figura 3.1. Atuacdo do cobre na transformacdo de compostos fenolicos. Fonte: Adaptado de Kirkby e

Romheld (2007).
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Conforme descrito na Figura 3.1., quando existe uma insuficiéncia de Cu a
atividade das enzimas diminui, induzindo ao acumulo de fenois, redugdo da lignificagdo
e de melaninas. Este micronutriente desempenha uma funcao extraordinaria, pois atribui

a planta resisténcia a doencas que podem causar danos significativos.

4. Silicio (Si)

O segundo elemento mais abundante ¢ o Silicio, e tem-se mostrado importante
para as plantas, apresentando uma série de efeitos benéficos, ajudando na produgdo e
crescimento das mesmas.

Para as plantas, esse elemento foi classificado como benéfico ou util, assim nao
sendo absolutamente necessario no sistema para que tenha ciclo vegetal completo.
Contudo, estudos afirmam que hé eficiéncia do elemento bem como na melhoria de
aspectos relacionados a estruturacdo e morfologia, quanto ao longo do ciclo de
desenvolvimento das plantas, principalmente aquelas acumuladoras de Si, como
gramineas, onde estudos avaliando seu efeito vém sendo excessivamente realizado,
entretanto, plantas leguminosas vém, também, sobressaindo nas pesquisas
(MARSCHNER, 1995).

Analisando por outra perspectiva, segundo Epstein e Bloom (2005), esse
elemento assume o segundo dos critérios da nova definicdo de essencialidade dos
nutrientes. Com a auséncia do Si a planta apresenta anomalias em sua fase de
crescimento, desenvolvimento ou reproducao, comparando as com plantas bem nutridas
desse elemento. Assim, o elemento silicio ¢ considerado de grande valia para o
desenvolvimento de algumas culturas, exclusivamente as gramineas, consideradas
plantas acumuladoras de Si, como trigo, cana-de-agucar, arroz, etc.

Nas plantas, relacionou-se a funcdo do Si a alta resisténcia ao acamamento,
também diminuindo o ataque de doencas e pragas (por conta do maior grau de
lignificagcdo ou no caso silicificacdo, e espessamento das células epidérmicas), maior
resisténcia a situagdes causadas por estresse abidtico e bidtico, como menos dano
causado pela geada, ocorre também uma menor taxa de evapotranspiracdo (com o

deficit hidrico), e ainda favorece a nodulacdo nas leguminosas (EPSTEIN; BLOOM,
2005; MALAVOLTA, 20006).
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Muitos trabalhos t€ém demonstrado beneficios com a adicdo de silicio, em
especial nas culturas de arroz, cana-de-agucar, cevada, milho, sorgo e trigo (MA;

MIYAKE; TAKAHASHI, 2001; GONG et al., 2005; HATTORI et al., 2005), que

podem ser chamadas de acumuladores de Si.

Estudos demonstram que o dcido monossilicico (H4S104), € a forma preferencial
para que as plantas absorvam o silicio. Em solos &cidos ¢ encontrado em uma forma nao
dissociada, sendo sua disponibilidade afetada pela temperatura, concentracdo de Si na
solugdo, pH e teor de matéria organica no solo (JONES; HANDRECK, 1967).

Maiores concentragdes de Si podem ser encontradas no caule e nas folhas e em
baixas concentragdes nos graos. Acido silicico polimerizado é a forma em que se
encontra 99% de todo elemento na planta.

Como exemplo, podemos citar os beneficios do Si proporcionados a cultura do
arroz: maior resisténcia a condi¢Oes adversas, como estresse hidrico, incidéncia de
doencas e pragas, salinidade, entre outros. Além disso, observa-se redug¢do no
surgimento de flores estéreis e também aumento na taxa fotossintética por conta de
plantas mais rigidas e eretas, devido ao aumento da area de interceptagdo de luz. Tais
efeitos podem estar relacionados a formacao e acuimulo de uma camada de silica nas
folhas, logo abaixo da cuticula (LIANG et al., 2007).

A literatura indica que o silicio pode eficiente no combate da deficiéncia hidrica.
Foi observado por Gao et al. (2006), a interacdo positiva no deposito de silicio nas
folhas e a diminuicdo da transpiracdo na cultura do trigo, em diferentes regimes
hidricos. O silicio pode, além disso, diminuir a toxicidade proveniente dos metais
pesados, como aluminio (Al), ferro (Fe) e manganés (Mn) (HODSON; EVANS, 1995).
Ja foi evidenciado nas culturas de feijao-caupi, pepino e arroz a eficiéncia desse
elemento em neutralizar esses metais (LIANG et al, 2007).

Conforme GUNES ef al, 2008, em eventos de estresse salino e/ou hidrico, o
silicio parece estar envolvido nas atividades fisioldgicas ou metabolicas das plantas. A
aplicacdo de silicio em gramineas sob condi¢des de pouca umidade levou ao aumento
da capacidade fotossintética e também dos niveis de enzimas antioxidantes e contetido
de clorofila. A planta que tem uma maior concentra¢do das enzimas antioxidantes,
tratadas com silicio, desenvolveu tolerancia a este tipo de estresse (SCHMIDT et al,

1999).
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A consequéncia do uso de Silicio ¢ a redugdo da toxidez de elementos como
aluminio, ja que pode ocorrer dentro da planta por estimulo do sistema antioxidante,
complexacdo dos ions metalicos, imobilizacdo destes metais durante o desenvolvimento
vegetal ou compartimentacdo em vacuolos, citoplasma (NEUMAM; NIEDEN, 2001) ou
parede celular (LIANG et al., 2007).

Conforme Hodson e Sangster (1999), em pH préoximo a 7 (neutro) o aluminio e
o silicio podem formar hidroxialuminossilicatos (HAS), podendo reduzir a toxidez do

Al, como mostrado na equagao abaixo (Figura 3.2):

Al <G@EEE) [AI(OH)], <@ (AlO), (SiO)w, (OH),

fon livre Hidroxido de Al amorfo Hidroxialuminossilicatos

Figura 3.2. Equagdo demosntrando a formagao de hidroxialuminossilicatos (HAS).

Fonte: Adaptado de Hodson e Sangster (1999).

5. Molibdénio (Mo)

O Molibdénio (Mo) ndo € encontrado naturalmente como metal livre, estando
em sua forma oxidada Mo*" ¢ Mo”" com baixa solubilidade em agua. O elemento &
classificado como micronutriente com grande importancia no processo de produgdo de
uma cultura, e sua deficiéncia esta relacionada com condi¢des de baixo valor de pH do
solo.

Nos estudos aprofundados a respeito das atividades do Mo, € possivel elencar
sua participa¢do no processo de atividade da nitrato redutase e nitrogenase. As enzimas
contendo Mo podem ser definidas como proteinas multicentro de transferéncia de
elétrons, sendo primordiais no processo da nitrogenase reduzindo o nitrogénio a amodnia
e gas hidrogénio livre (PESSOA et al., 2000).

A enzima nitrato redutase, responsavel pela reducdo de NOs a NO,, atua no
citoplasma, tendo forma de uma enzima dimera, com trés grupos prostéticos sendo um
deles o Mo, que sao transferidores durante a reducao diretamente do Mo para o nitrato

(Figura 3.3).
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Ferredoxina %//////////////////ﬂ/_,———— N=MN+6H"

(reduzida)

s o-N=NH
N =] Grupamento N
/Fea.‘_‘s/fFex Mo-Fe-3 hio g NH:
Mo=NH-NH,
Fernledmcina é Fe-5-Proteina Ma-Fe-S-Pmteu‘n%. ZNH.
(oxidada) IO I I I IS

Figura 3.3. Modelo da redugdo em etapas de N, Fonte: Kirkby e Romheld (2007).

Plantas deficientes em Mo, devido a menor atividade da Nitrato Redutase,
podem acumular o NO; e apresentar deficiéncia de N. A concentragdo de Mo nos
noédulos radiculares das leguminosas ¢ muito maior que nas suas folhas, devido a sua
participacdo na atividade da Nitrogenase. Outra funcdo do Mo nas plantas tem sido
relatada, com envolvimento na sintese de acido ascoérbico (Vitamina C) e de agucares
(TANNER, 1979).

A localizacdo dos sintomas de deficiéncia de Mo varia com as espécies. As
leguminosas podem apresentar clorose nas folhas velhas, similar & deficiéncia de N.
Clorose molhada e manchas amarelo-esverdeadas em folhas velhas também tem sido
relatadas. No género bréssica, o “rabo de chicote”, onde cresce apenas a nervura

principal, € o sintoma tipico da deficiéncia de Mo (LEYDECKER et al., 1995).

6. Manganés (Mn)

A absor¢do do Manganés (Mn) pelas raizes se d4 na forma de Mn ", sofrendo o
transporte pelo xilema nessa mesma forma. Por ser pouco difundido na planta, os
sintomas de deficiéncia de Mn se manifestam nas folhas novas. O micronutriente atua
como cofator de enzimas fosforilativas (fosfoquinases e fosfotransferases), formando
uma ponte entre 0 ATP e as enzimas. Descarboxilases e Desidrogenases que atuam no
Ciclo de Krebs sao ativadas pelo Mn.

De forma geral, deficiéncias leves de Mn intereferem na fotossintese e reduzem
o nivel de fotoassimilados soluveis na planta. Porém, a reposicdo dos niveis deste

micronutriente permite a retomada fotossintética. Com escassez mais intensa de Mn, no
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entanto, ocorre a desestruturacdo do cloroplasto que uma vez iniciada ¢ irreversivel
(Figura 3.4). Por causa da grande importancia do Mn no sistema de transporte de
elétrons através da fotossintese, quando ocorre a insuficiéncia deste elemento, a reagdo a
luz durante a fotossintese ¢ fortemente afetada e todas as outras reagdes ligadas ao
transporte de elétrons também o sdo prejudicadas. Isto compreende a fotofosforilagao, a
reducdo de CO,, de nitrito e de sulfito. O nitrito acumulado pode gerenciar o feedback
sobre a nitrato redutase de tal maneira que o NOj3™ se acumula, como algumas vezes ¢é
observado em plantas deficientes em Mn. O Mn também exerce papel consideravel
como co-fator para muitas enzimas-chave na biossintese dos metabolitos secundarios da
planta correlacionados com a via do 4cido chiquimico, inclusive aminoacidos
aromaticos fenolicos, cumarinas, ligninas e flavondides (BURNELL, 1988). Portanto,
concentragdes reduzidas de compostos fenolicos, lignina e flavondides foram
encontradas em tecidos com deficiéncia em Mn, o que pode, parcialmente, ser o motivo
de maior sensibilidade a doencas em plantas subnutridas por este micronutriente

(GRAHAM, 1983).

.
o
2H.0 4 Mn de \]jhv
Enzima )
4H+ 0, 4 Mn" Pigmento 680

Figura 3.4. Atividade do manganés na reagdo de quebra da molécula de agua. Fonte: Kirkby e

Romheld (2007).

De forma visual os sintomas de deficiéncia de Mn podem ser observados nas
folhas novas, como uma clorose internerval (Figura 3.5), formando o reticulado grosso:
além das nervuras, umas estreitas faixas de tecido ao longo das mesmas permanecem
verdes. Em solos acidos, principalmente nas dicotiledoneas, ¢ comum o aparecimento
de sintomas de toxidez de Mn, que se manifesta inicialmente como deficiéncia de Fe
induzida, e s6 posteriormente, como toxidez. Este se caracteriza por pontuagdes de cor
marrom no limbo das folhas novas, que se tornam necroéticas, cercadas por zonas

cloroticas.
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Figura 3.5. Foto de clorose internerval na cultura de pimentdo em estufa. Fonte: Autores do

capitulo (2016).

7. Boro (B)

O Boro (B) ¢ um dos micronutrientes limitantes na produtividade agricola no
Brasil, principalmente as que sdo conduzidas em solos de textura mais arenosa, pois o
mesmo tende a uma maior mobilidade no perfil do solo por consequéncia de lixiviagao
(BLEVINS; LUKASZENWSKI, 1998).

Este micronutriente € encontrado em diversas rochas, na forma de boratos ou
borossilicatos, e se apresenta maior concentragdo em solos derivados de granitos do que
em solos basalticos.

Algumas das principais fun¢des que envolvem o boro sdo: metabolismo de
carboidratos, transportador de varios agucares pelas paredes celulares; sintese de acidos
nucléicos (DNA e RNA), hormoénios vegetais, divisdo celular e formacao de paredes,
processo de florescimento e frutificagdo, e ainda pode intervir na absor¢do de agua e
outros cations como o Calcio.

O sistema de incorporacdo do boro e os fatores restritivos a distribui¢do nas
plantas ainda nao s@o bem conhecidos; porém, sabe-se que a disponibilidade do boro na
solucdo do solo ¢ gerenciada pela reagdo de adsor¢ao do boro com os coldides do solo a
qual pode aumentar conforme teor de argila e pH do solo.

O fluxo do B nos tecidos vegetais ocorre pelo xilema assim como grande parte

dos minerais absorvidos pelas raizes. Este ¢ predominantemente conduzido pelo
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processo de transpiracdo e ¢ consequentemente afetada pelas condi¢des climaticas tais
como: temperatura, umidade relativa do ar, luminosidade e quantidade de agua
disponivel no solo (ASAD et al. 2001).

Tem-se notado em varios estudos, que a concentracao do boro, em plantas que
ndo sofreram estresse por deficiéncia ou excesso do mesmo, diminui gradativamente
das folhas mais velhas para as juvenis. Além do que, indicios de falta do mesmo
aparecem em tecidos meristematicos, enquanto sintomas de excesso do nutriente
surgem primeiramente nas bordas de folhas mais velhas (MARSCHNER, 1995; SHELP
et al., 1995).

8. Cloro (Cl)

Embora associado a um macronutriente devido sua alta concentracao nos
tecidos vegetais, o cloro (Cl) ¢ utilizado pelas plantas em quantidades muito baixas e ¢
classificado como um micronutriente. Em estudos realizados por Broyer et al. (1954)
revelam que a quantidade necessaria para o desenvolvimento 6timo das plantas fica em

torno de 100 a 200 mg Kg™'.

Mesmo sendo um importante co-fator na quebra de agua durante o processo de
fotossintese, em nivel de campo nao foram encontrados registros de deficiéncia desse
mineral. Isso se deve ao fato, talvez, de sua ampla abundancia. Outra fun¢do observada
do cloro esta no balango de cargas e controle de fechamento estomatico em palmeiras e
na cebola, por exemplo, quando submetidas a um estresse hidrico por escassez de agua
(ROMHELD e MARSCHNER, 1991).

Em estudos laboratoriais realizados por Bergmann (1992) e Faquin (2004), o
murchamento, bronzeamento e clorose ocorrem nas plantas entre folhas jovens ou
velhas. Estes sintomas, embora sejam similares a deficiéncia de manganés, podem ser

diagnosticados como sintomas de deficiéncia de cloro.
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CAPITULO 4

MECANISMOS MORFOLOGICOS E METABOLICOS
EM VEGETAIS PARA ADAPTACAO AO ESTRESSE
SALINO

CARLA VERONICA CORREA; THAIS ARRUDA COSTA JOCA; MICHELY DA SILVA ALVES;
MARIA VITORIA BARROS SIFUENTES; ANGELICA LINO RODRIGUES; FERNANDO
BROETTO.

1. Introducao

O aumento da concentracdo de sais no solo pode torna-lo improdutivo
(SANTANA et al,, 2007) e dessa forma, afetar negativamente o desenvolvimento
vegetal, sendo, portanto, um dos estresses abidticos mais limitantes para a agricultura.
Dessa forma, a salinidade pode afetar de diferentes formas as plantas cultivadas, e em
diferentes fases do seu desenvolvimento, comprometendo desde a germinagdo, até o seu
crescimento e producdo (AYERS; WESTCOT, 1999). Quanto aos niveis de
sensibilidade ao acumulo salino, as plantas sdo distribuidas em quatro diferentes grupos:
sensiveis, moderadamente sensiveis, moderadamente tolerantes e tolerantes ou
resistentes. Ambas as classificacdes sao relacionadas a condutividade elétrica do extrato
de saturacdo do solo, ou seja, correspondente a quantidade de sal concentrada ali
(AYERS; WESTCOT 1999; CAVALCANTE et al., 2007).

H4 uma vasta diversidade de ambientes salinos continentais e marinhos. A
proximidade a oceanos (a maresia influencia a salinidade dos ambientes continentais),
lagos salinos e pequenos corpos de agua (charcos, pogas, pantanos) pode gerar solos
salinos e assim desencadear nas plantas que ali habitam, respostas a estas condig¢des
abidticas (LARCHER, 2000; ISAYENKOV, 2012). A evaporagdo que ocorre em
regides aridas e semi-aridas, ao longo do ano, gera salinidade no solo (LARCHER,

2000; JOLLY; HASSAM, 2009). Isso acontece devido a evaporagdo ser maior que a
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precipitacdo que se infiltra nesse mesmo solo (LARCHER, 2000), sendo classificada
como salinidade priméria (acumulacao de sais naturalmente) (ISAYENKOV, 2012).

Os solos salinos das regides umidas, pantanos e estuarios, numa escala local,
apresentarao variacdes sazonais na salinidade ao longo do tempo (RYAN; BOYER,
2012). Essas variagdes podem ocorrer por eventos ambientais naturais mas também
pode haver uma origem secundaria (antropica). A salinidade secundaria causada pelas
praticas agricolas ¢ a mais comum observada nas 4areas antropizadas (e.g. areas
intensamente irrigadas onde hd uma quantidade consideravel de sal na agua de irrigagao
e uma drenagem insuficiente), podendo diminuir a produtividade das culturas agricolas
bem como dos ecossistemas nativos que ocorrem em seu entorno (BARRET-
LENNARD, 2002; RYAN; BOYER, 2012). E interessante salientar que as interagdes
interespecificas como a inoculacdo de micorrizas resistentes a ambientes salinos em
espécies cultivadas como o milho, confere a estas plantas uma melhor adaptacao a areas

degradadas salinizadas (ESTRADA et al., 2013).

2. Decorréncias das Elevadas Concentracdes de Sais

Em niveis elevados de sais a agua encontrada no solo fica cada vez menos
acessivel ao vegetal. Isso ocorre devido ao elevado potencial osmoético no solo, fazendo
com que esse potencial seja superior ao presente na planta e desta forma, a 4gua ndo
entra ndo passa para o sistema radicular. Assim, em condigdes de estresse salino tem-se
também o estresse hidrico. Assim, plantas que se desenvolveram ao longo dos séculos
em regioes salinas, desenvolveram estratégias de adaptacdo a esses ambientes, como o
acimulo de sal em estruturas como vacliolo, compensando os baixos potenciais
osmoticos dos solos salinos (PARIDA; DAS, 2005). Desta forma, em muitas espécies,
em especial as dicotiledoneas, ocorre o acumulo de Na', outros fons (K', Cl" e SO4) e
acgucares o que diminui o potencial osmotico e hidrico da célula, fazendo com que seja
menor que o potencial osmético e hidrico do solo o que permite a absor¢ao de dgua do
solo pela planta (MARSCHENER, 1995; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Essa capacidade de acumular ions ¢ denominada de compartimentaliza¢do e
ocorre nos vacuolos. Entretanto, outros solutos como prolina, outros aminodcidos e

acucares soluveis precisam se acumular no citoplasma para manter a homeostase, ou
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seja, o equilibrio dentro da célula (GAO et al., 1998; LIN et al., 2002). Os carboidratos
soluveis e os aminoacidos contribuem para a protecdo das biomembranas, do material
genético e das proteinas em relagdo aos efeitos deletérios da alta concentrag@o i0nica
(BOTELLA et al., 1994; BOHNERT et al., 1995; DUBEY; SINGH, 1999 ). Outro
aspecto importante ¢ que ao compartimentalizar esses ions no interior do vactolo
tornam-se possivel a expansao celular, pois esse acimulo de ions no vacuolo permite a
entrada de 4gua o que aumenta o volume vacuolar contribuindo para a expansao celular,
sendo essencial este mecanismo para garantir o crescimento do vegetal mesmo em
situagdes de défice hidrico resultante do estresse salino (SALISBURY; ROSS, 1991).

As respostas ao estresse salino além de complexos sdo diferenciadas em relagao
a genética da planta. Algumas espécies podem apresentar alta tolerancia a salinidade,
outras ndo possuem tolerancia desenvolvida, e sdo altamente susceptiveis. Assim, as
plantas sdo classificadas em mnatrofilicas ou haldfita ¢ natrofobicas ou glicdfitas em
relacdo a resposta de crescimento deste vegetal em relacdo as concentragdes de sddio e
ao transporte a longa distancia na parte aérea. As glicéfitas ou natrofobicas apresenta
perda na taxa de crescimento quando a salinidade ¢ acima de 10 mM. Ja as hal6fitas ou
natrofilicas sdo acondicionadas em ambientes cuja concentracdo de sal varia de 50 a 500
mM. Quando se fala em potencial 4gua, as haldfitas ou natrofilicas crescem em locais
aos quais o potencial varia entre -1,0 e -2,5 MPa e, em condi¢des severas, chega a -5,0
MPa. Esta capacidade se deve justamente ao acimulo de Na" no vactiolo que contribui
para a reducdo do potencial 4gua, permitindo que a planta absorva agua destes
substratos (MARSCHENER, 1995). Isso porque, o principal mecanismo para tolerar o
excesso de sal ¢ a reducio do influxo de Na" da solugdo externa (p.ex. solo) para o
citosol, e concomitantemente o aumento do fluxo de Na' do citosol para o vactiolo
(MUNNS; TESTER 2008).

Apesar de muitas espécies possuirem mecanismos de ajuste osmoético, ocorre o
fechamento do estomato quando a planta entra em condigdes estressantes, reduzindo a
fotossintese e a translocacdo de nutrientes pela planta (SILVA, 2002).

A salinidade influencia todo o metabolismo durante o ciclo de vida da planta. A
forma com a planta lida com o excesso de sal envolve alteracdes na sua fisiologia,
morfologia, anatomia e metabolismo. Também causa alteracdes na composicao de
aminoacidos, afeta a dinamica estomatica, e reduz severamente a quantidade de agua
transpirada pelas plantas durante seu ciclo (LACERDA, 2003; SILVA, 1998). Esta

redu¢do pode estar relacionada com o tempo de estresse e com as alteragdes dos
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parametros morfofisioldégicos tais como area foliar, densidade dos estdmatos,
condutdncia estomatica e transpiragio (GARCIA LEGAZ et al., 1993; ROMERO
ARANDA et al., 2001).

A maior parte das espécies sdo sensiveis a salinidade e praticamente nao sao
capazes de suportar condi¢cdes de salinidade permanente no solo (KRAMER, 1984).
Quando aumentado os niveis de NaCl, todos os aspectos de crescimento das plantas
(altura, niimero de folhas, peso seco das raizes, caules e folhas) sdo reduzidos
significativamente (HANSEN; MUNNS, 1988).

As plantas durante o seu desenvolvimento sao afetadas em duas fases, sendo que
na primeira, sinalizagdes advindas da raiz (principalmente pelo hormdénio ABA)
determinam o crescimento irregular da planta devido aos sais que estdo no exterior. Ja a
segunda fase ¢ caracterizada pela diminui¢do das taxas de crescimento oriunda do
excesso de sais no interior da planta (GOMES FILHO, 2010).

A salinidade provoca a seca fisioldgica, que estd relacionada a redugdo da
absorcio de 4gua pelas raizes, mesmo o solo estando umido. A medida que o solo perde

umidade, a concentracdo de sais e o efeito da salinidade sdo maiores. (SOARES, 2007).

3. Resisténcia a Salinidade e Mecanismos de

Sobrevivéncia em Solos Salinos

A salinizagdo ¢ um dos maiores problemas ambientais para a produgdo agricola.
Em plantas submetidas ao estresse salino, a fotossintese, a sintese proteica, metabolismo
de lipidios e de energia sdo afetados. E esperado que plantas com alta resisténcia salina
mantenham altas taxas de crescimento em relacdo a plantas com menor resisténcia,
quando submetidas ao mesmo nivel de salinidade (NEUMANN, 1997). A resisténcia,
entdo, ¢ vista como um mecanismo de evitar ou tolerar quantidades de sal acima do que
a planta normalmente estd acondicionada, através de regulagdes que permitam manter
seu crescimento e produtividade apesar dos efeitos maléficos associados ao aumento da
salinidade (ROY et al, 2014). Entretanto, o desempenho da planta sob salinidade
depende de alguns fatores variaveis, como o grau de estresse (leve, moderado ou

severo); o estagio de desenvolvimento da planta no periodo que estiver passando pelo
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estresse salino; a espécie, variedade ou at¢é mesmo o o6rgdo da planta levado em
considera¢do para as andlises (NEUMANN, 1997).

Os principais mecanismos de tolerancia ao sal sdo acumulacao ou exclusao de
ions, compartimentalizacdo dos ions, sinteses de solutos compativeis, indugdao de

enzimas antioxidantes e indu¢do hormonal, descritos detalhadamente a seguir.

3.1. Mecanismos de exclusdo e compartimentaliza¢do

Na maioria das espécies halofitas existem formas para excluir Na™ em estruturas
especificas como glandulas secretoras e pélos vesiculares. As glandulas secretoras
encontradas na epiderme, sendo células basais fortemente cutinizadas. J& as células
excretoras ndo sao cutinizadas. As glandulas secretoras liberam os sais que se
encontram nas folhas (Figura 4.1-A). Os pélos vesiculares (Figura 4.2-B), que sdo
células epidérmicas modificadas, retém sais no protoplasto e em seguida morrem, sendo
posteriormente substituidos por novos pélos. Essa dessaliniza¢dao, também pode ocorrer

pela queda de folhas velhas que armazenam os sais em excesso (PARIDA; DAS, 2005).

Ceélulas
glandulares
Células
epidérmicas
—’..
(a)
50umI
Célula
vesiculas
(b) Célula
basal »

50me

Figura 4.1. Glandulas secretoras e pélos vesiculares como mecanismos de exclusio de Na'.
A- Glandula secretora de Aviccenia. B- Pélos vesiculares de Atriplex nummularia. Fonte:

Willadino e Camara (2004).

O grande problema da presenca de sais no citosol corresponde a alteragdes de

pH, que acarretam, por exemplo, a inativagdo de enzimas. Para evitar essa
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. ~ . , A . . , . +
desorganizacdo no citosol, ha trés meios disponiveis para reverter esse excesso de Na

(Figura 4.2):

1. O influxo de Na" ¢é delimitada pela seletividade na absor¢do de ions;

2. Compartimentaliza¢do de Na' no vactiolo;

3. O Na' presente no citosol ¢ enviado para o espaco apoplastico ou para o
solo/substrato (ADAMS et al., 1992; APSE et al., 1999; AUBERT et al., 1999; ZHU,
2003).

A saida de Na" do citosol e sua entrada no vactiolo ou no apoplasto, ocorre pelo
sistema denominado de antiporte Na'/H', que corresponde ao transporte ativo
secundario movido pelo gradiente eletroquimico pela (H- ATPase) da membrana
tratando-se de mecanismo que ocorre com gasto de energia. As bombas (H'- ATPase)
sd0 necessdrias para o antiporte, Na”H", uma vez que transporta esses fons em dire¢des

opostas (DIETZ et al., 2001; PARIDA; DAS, 2005).

APOPLASTO

CITOSOL

Na H™  ATP H* ADP
Antiporté,‘~-\-_,,,,,_,-'H

Na
Transportadores

de K'e Ca* Na"
Canais de
baixa afinidade

+ .- ATPase
Na" B e

Antiporte

Figura 4.2. Ajuste osmotico, com acimulo de solutos compativeis no citoplasma, e canais
“A s . . ~ ~ +
ionicos e transportadores que determinam o mecanismo de absorcdo e extrusdo de Na'. Fonte:

Willadino e Camara (2005).
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3.2.Regulagdo e compartimentalizagdo do ion

Em todas as espécies vegetais, sendo elas haldfitas ou ndo, ndo podem
apresentar ions no seu citoplasma e desta forma, esses ions sdo armazenados no
vacuolo. Este movimento de ions do citoplasma para o vactiolo ocorre devido ativagao
salina de enzimas Na'/H" antiporte. Ha o envolvimento da H'-ATPase, V-ATPase ¢ a
fosfatase vacuolar V-PPase.

A V-ATPase ¢ extremamente importante para o desenvolvimento vegetal em
condi¢des normais devido a sua funcdo na energizagdo do transporte, mantendo a
homeostase do soluto e facilitando a fusdo vesicular. Dentro das condi¢des de estresses
como a salinizagdo a sobrevivéncia das células depende grandemente da manutencao
desta V-ATPase. Em condicdes salinas observa-se o aumento da expressdo da V-
ATPase para energizar o tonoplasto para que ocorra a passagem do ion para o vacuolo.

Em elevadas concentragdes de sais também se observa a ativagdo do complexo
proteina quinase como proteina SOS3 e serina/teonina proteina quinase SOS2. Estas
proteinas quinases ativam varios transportadores de ions como Na+/H+ antiporte

SOS1(PARIDA; DAS, 2005).

3.3. Biossintese de solutos compativeis

Como ha aumento da concentracao dos ions dentro vactolo ocorre a necessidade
do acumulo de osmolitos no citoplasma para manter o equilibrio entre vactolo e
citoplasma. Entre esses osmoltos destacam-se: prolina, glicina betaina, agucares,
manitol e pinitol (Figura 4.3 e Tabela 4.1). A sintese do manitol em condigdes de
estresse ¢ codificada por mecanismos génicos e o gene responsavel pela sua sintese € o
M6PR (ZHIFANG; LOESCHER, 2003). Estes osmolitos também apresentam a funcao
de osmoprotecio da membrana, e também evitam que fons como Na' e CI’, causem a
desestruturacdo de enzimas e proteinas. Também atuam como estocagem de carbono
(ZHIFANG; LOESCHER, 2003; WANG; NIL, 2000).

Em relagcdo aos actlicares, em condicoes de estresse salino, ocorre a diminuicao
do amido e aumento da sintese de acucares soluveis, sendo verificado o aumento da
atividade da enzima sucrose fosfato sintase. Além do que, o Na" ativa enzimas como a
delta (1)- pirrolina -5- carboxilate redutase, responsavel pela sintese de prolina que atua

como o principal osmorregulador (MARSCHENER, 1995).

70



OO0 mM NacCl

0100 mM NacCl
B 200 mM NacCl
m 400 mM NacCl

btk
I
4ssstsnnasnsatsanaie

it

RN e

T T T L T
i

CLTEEITTTILT

8

o 14
)

0 12 -
]

Q0

2 10 -
()

-] 8
>

3 61
)

E 4 -
=

€ 2
IE

° 0
|9

(W

0 7 14 21

30 45

Duracao do tratamento (dias)

Figura 4.3. Concentracdo de prolina em fung¢io das concentragdes salinas ao longo do tempo.
Fonte: Adaptado de Parida e Das (2005).

Tabela 4.1. Acimulo de substancias e suas fungdes para a tolerancia a salinidade.

Grupos Compostos especificos Funcoes

fons Sodio e Cloro Ajustamento osmotico,
exclusdo/exportacao de potéassio

Proteinas SOD/ Catalase Desintoxica¢ao de radicais livres,
osmoprotecao

Aminoacidos Prolina Ajustamento osmotico

Acucares Glicose, frutose, sacarose, frutanas Balanco de ions, osmoprotecao e
armazenamento de carbono

Polidis Manitol, pinnitol Armazenamento de carbono,
ajustamento osmotico

Poliaminas Espermina, espemidina Balanco de ions e protegdo da

Aminas quartenarias  Glicina betaina, betaina

Pigmentos

Carotenoides, antocianinas, betalainas

cromatina
Osmoprote¢ao

Prote¢ao de fotoinibigao

Fonte: Adaptado de Parida e Das (2005).
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3.4. Inducdo de enzimas antioxidantes

O estresse salino apresenta como conseqiiéncia o estresse hidrico devido a maior
dificuldade das plantas de absorverem agua do solo. Os sais presentes no solo reduzem
o potencial osmético e o hidrico o que leva a dificuldade de absor¢ao de agua pelo
sistema radicular (PARIDA; DAS, 2005).

A falta de agua contribui para a formagdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS/EROS) como superoxido, peroxido de hidrogénio, hidroxila que provocam a
peroxidacao de lipidios, desestruturando a membrana plasmatica, degradando proteinas
e acidos nucléicos (ASADA, 1992; CHANG et al, 1984; ALLEN et al., 1997,
CHERIAN et al., 1999).

Entretanto, em condic¢oes de salinidade, observa-se a maior produ¢ao de enzimas
antioxidativas como superoxido dismutase e a glutatione. Pesquisas mostram que na
presenga de Na' ocorre aumento na transcrigio de fosfolipidio hidroxidoperoxido

glutationa peroxidase (PHGPX) (GUETA-DAHAN et al., 1997).

3.5. Inducdo hormonal

A presenca da salinidade aumenta os niveis de ABA e jasmonatos nas plantas. O
ABA ativa genes relacionados com o transporte de Na' para o vactiolo. Porém, ainda
ndo se conhecem os mecanismos de acdo dos jasmonatos, embora se verifique aumento
da tolerancia a salinizacdo com a aplicagdo deste hormonio (LEUNG; GIRAUDAT,
1998).

4. Essencialidade do Sodio

O sodio pode ser considerado essencial como micronutriente para halofitas como
a Atriplex vesicaria e em plantas com metabolismo C4 e CAM. Neste caso, quando a
concentracdo de sddio na solugdo bésica de nutriente ndo atinge o minimo necessario
(0,1 uM de so6dio) as plantas apresentam sintomatologia de caréncia como cloroses e
necroses ao ponto de ndo ocorrer o crescimento mesmo com altas concentragdes de

potassio na solugdo (BROWNELL, 1979).
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As respostas de crescimento em relagdo as concentracdoes de sodio sdo
estabelecidas em plantas halofitas C4 e CAM. Apesar de alguns resultados
demonstrarem maior crescimento em haldfitas C4 na presenca de sédio, nenhuma
enzima envolvida nos mecanismos das C4 ¢ afetada pelo soédio. Assim, o sédio estaria
apenas relacionado com o ajustamento osmotico de espécies que requerem altas
concentragdes de sais para tal finalidade (BROWNELL; CROSSLAND, 1972;
BROWNELL et al., 1991).

5. Conclusoes

Em sintese, os vegetais apresentam estratégias de tolerancia e exclusdo dos sais
em excesso que atuam de forma coordenada eficiente para que suportem este tipo de
estresse. Algumas espécies sdo mais ou menos vulneraveis ao dano causado pelo sal, e
sua resisténcia afeta diretamente seu crescimento e produtividade. Entretanto, além de
estudos relacionados as estratégias metabolicas adotadas naturalmente pelas plantas,
espécies resistentes estao cada vez mais sendo requisitadas, a fim de aprimorar o uso de
solos salinos e a melhor adaptacdo de plantas cultivadas submetidas a diferentes niveis

de salinidade.

6. Referéncias Bibliograficas

ADAMS, P.; THOMAS, J.C.; VERNON, D.M.; BOHNERT, H.J.; JENSEN, R.G.
Distinct cellular and organismic responses to salt stress. Plant Cell Physiol., v.
33, p. 1215-1223, 1992.

ALLEN, R.D.; WEBB, R.P.; SCHAKE, S.A. Use of transgenic plants to study
antioxidant defenses. Free Radic. Biol. Med., v. 23, p. 473-479, 1997.

APSE, M.P.; AHARON, G.S.; SNEDDEN, W.A., BLUMWALD, E. Salt tolerance
conferred by overexpression of a vacuolar Na+/H+ antiport in Arabidopsis.

Science, v. 285, p. 1256-1258, 1999.

ASADA, K. Ascorbate peroxidase a hydrogen peroxide scavenging enzyme in plants.
Physiol. Plant., v. 85, p. 235-241, 1992.

73



AUBERT, S.; HENNION, F.; BOUCHEREAU, A.; GOUT, E.; BLINGY, R..; DOME,
A.J. Subcellular compartmentation of proline in the leaves of the subantartic
Kerguelen cabbage Pringlea antiscorbutica R-Br. In vivo C-13 NMR study. Plant
Cell Environ., v. 22, p. 255-259, 1999.

AYERS, R.S.; WESTCOT, D.W. A qualidade da agua na agricultura. Campina Grande:
Universidade Federal da Paraiba.153p. Estudos FAO: Irrigacdo e Drenagem, p.29,
1999.

BARRET-LENNARD, E.G. Restoration of saline land through revegetation.
Agricultural Water Management, v.53, p. 213-226, 2002.

BOHNERT, H.J.; NELSON, D.E.; JENSEN, R.G. Adaptations to environmental
stresses. Plant Cell, v. 7, p. 1099-1111, 1995.

BOTELLA, M.A.; QUESADA, M.A.; KONONOWICZ, AK.; BRESSAN, R.A;
PLIEGO, F.; HASEGAWA, P.M.; VALPUESTA, V. Characterization and in-situ
localization of a salt-induced tomato peroxidase messenger-RNA. Plant Mol.
Biol., v. 25, p. 105-114, 1994.

BROWNELL, P.F. Sodium as an essential micronutrient element for plants and its
possible role in metabolism. Advances in Botanical Research, v. 7, p. 117-224,
1979.

BROWNELL, P.F.; CROSSLAND, C.J. The requirement for sodium as a micronutrient
by species having the C4 dicarboxylic photosynthetic pathway. Plant Physiology,
v. 49, p. 794-797, 1972.

BROWNELL, P.F.; BIELIG, LM..; GROF, C.P.L. Increased carbonic anhydrase
activity in leaves of sodium-deficient C4 plants. Australian Journal of Plant
Physiology, v.18, p. 589-592, 1991.

CAVALCANTE, L.F.; RODOLFO JUNIOR, F.; SA, JR.; CURVELO, CR.S.;
MESQUITA, E.F. Influéncia da dgua salina e matéria organica no desempenho do
maracujazeiro amarelo e na salinidade do substrato. Irriga, Botucatu, v.12, n. 4,
p. 505-518,2007.

CHANG, H.; SIEGEL, B.Z.; SIEGEL, S.M. Salinity induced changes in isoperoxidase
in taro, Colocasia esculenta. Phytochemistry, v. 23, p. 233-235, 1984.

CHERIAN, S.; REDDY, M.P.; PANDYA, J.B. Studies on salt tolerance in Avicennia
marina (Forstk.) Vierh.: effect of NaCl salinity on growth, ion accumulation and
enzyme activity. Indian J. Plant Physiol., v. 4, p. 266-270, 1999.

DIETZ, K.J.; TAVAKOLI, N.; KLUGE, C.; MIMURA, T.; SHARMA, S.S.; HARRIS,
G.C.; CHARDONNENS, A.N.; GOLLDACK, D. Significance of the V-type
ATPase for the adaptation to stressful growth conditions and its regulation on the
molecular and biochemical level. J. Exp. Bot., v. 52, p. 1969-1980, 2001.

74



DUBEY, R.S.; SINGH, A .K. Salinity induces accumulation of soluble sugars and alters
the activity of sugar metabolizing enzymes in rice plants. Biol. Plant., v. 42, p.
233-239, 1999.

ESTRADA, B.; AROCA, R.; BAREA, J.M.; RUIZ-LOZANO, J.M. Native arbuscular
mycorrhizal fungi isolated from a saline habitat improved maize antioxidant
systems and plant tolerance to salinity. Plant Science, v. 201-202, p. 42-51, 2013.

GAO, Z.F.; SAGI, M.; LIPS, S.H. Carbohydrate metabolism in leaves and assimilate
partitioning in fruits of tomato (Lycopersicon esculentum L.) as affected by
salinity. Plant Sci., v. 135, p. 149-159, 1998.

GARCIA LEGAZ, M.F.; ORTIZ, JM.; GARCIA - LINDON, A.G.; CERDA, A. Effect
of salinity on growth, ion content and CO, assimilation rate in lemon varieties on
different roots tocks. Physiology Plant, v.89, p. 427 — 432, 1993.

GUETA-DAHAN, Y.; YANIV, Z.; ZILINSKAS, B.A.; BEN-HAYYIM, G. Salt and
oxidative stress: similar and specific responses and their relation to salt tolerance
in Citrus. Planta, v. 203, p. 460469, 1997.

HANSEN, E.H.; MUNNS, D.N. Effects of CaSO,4 and NaCl on growth and fixation of
Leucaena. Plant and Soil., v. 107, p. 95-99, 1988.

ISAYENKOV, S.V. Physiological and Molecular Aspects of Salt Stress in Plants.
Cytology and Genetics, v. 46, p. 50-71, 2012.

JOLLY, L.D.; RASSAM, D.W. A review of modelling of groundwater-surface water
interactions in arid/semi-arid floodplains. 18th World IMACS / MODSIM
Congress, Cairns, Australia. 2009.

KRAMER, D. Cytological aspects of salt tolerance in higher plants. In: Salinity
Tolerance in Plants: Estrategies for crop improvement. C Staples e G. H.
Toeniessen, New york, EEUU, p.3-15. 1984.

LACERDA, C.F.; CAMBRAIA, J.; CANO, M.A.O.; RUIZ, H.A.; PRISCO, J.T. Solute
accumulation and distribution during shoot and leaf development in two sorghum

genotypes under salt stress. Environmental and Experimental Botany, v. 49,
p.107-120, 2003.

LARCHER, W. A planta sob estresse. In: Ecofisiologia vegetal. RIMA, p. 419-432,
2000.

LEUNG, J.; GIRAUDAT, J. Abscisic acid signal transduction. Annu. Rev. Plant
Physiol. Plant Mol. Biol., v. 49, p. 199-222, 1998.

LIN, C.C.; HSU, Y.T.; KAO, C.H. The effect of NaCl on proline accumulation in rice
leaves. Plant Growth Regul., v. 36, p. 275-285, 2002.

MARSCHNER, H. Mineral Nutrition of Higher Plants. 2nd ed. London: Academic
Press, p.889, 1995.

75



MUNNS, R.; TESTER, M. Mechanisms of salinity tolerance. Annu. Rev.PlantBiol., v.
59, p. 651-681, 2008.

NEUMANN, P. Salinity resistance and plant growth revisited. Plant, Cell &
Environment, v. 20, n.9, p. 1193-1198, 1997.

PARIDA, AK.; DAS, A.B. Salt tolerance and salinity effects on plants: a review.
Ecotoxicology and Environmental Safety, v.60, p. 324-349, 2005.

PRISCO, J.T.; GOMES FILHO, E. Fisiologia e bioquimica do estresse salino em
plantas. In: Gheyi, H. R.; Dias, N. S.; Lacerda, C. F. 1 ed. Manejo da salinidade

na agricultura: Estudos basicos e aplicados. Fortaleza: INCT Sal, p. 143-150,
2010.

ROMERO ARANDA, R.; SORIA, T.; CUARTERO, J. Tomato plant - water uptake
and plant - water relationships under saline growth conditions. Plant
Science,v.160, p. 265 — 272, 2001.

ROY, S.J.; NEGRAO, S.; TESTER, M. Salt resistant crop plants. Current Opinion in
Biotechnology, v.26, p. 115-124, 2014.

RYAN, A.B.; BOYER, K.E. Nitrogen further promotes a dominant salt marsh plant in
an increasingly saline environment. Journal of Plant Ecology, v.5, p. 429-441,
2012.

SANTANA, M.J.; CARVALHO, J.A; SOUZA, K.J.; SOUSA, AMG,;
VASCONCELOS, C.L.; ANDRADE, L.A.B. Efeitos da salinidade da agua de
irrigacdo na brota¢do e desenvolvimento inicial da cana-de-acucar (Saccharum
spp) € em solos com diferentes niveis texturais. Ciéncia e Agrotecnologia, v.31,
p.1470-1476, 2007.

SALISBURY, F.B.; ROSS, C.W. Plant Physiology. 4th ed. California: Wadsworth.
Publishing Company, Inc., p.682, 1991.

SHI, H.Z.; ZHU, J.K. Regulation of expression of the vacuolar Na+/H+ antiporter gene
AtNHX1 by salt stress and abscisic acid. Plant Mol. Biol., v.50, p. 543-550,
2002.

SILVA, J.V. Efeitos do CaCl, no crescimento e acumulagdo e osmorreguladores em
plantas de feijdo — de - corda cv. Pitiliba estressadas em NaCl. 103p. Dissertagao
(Mestrado em Horticultura). Universidade Federal do Ceara, 1998.

SILVA, E.F.F. Manejo da fertirrigacdo e controle da salinidade na cultura do pimentao
utilizando extratores de solug@o do solo. 136p. Tese (Doutourado em Agronomia /
Irrigagdo e Drenagem). Escola Superior de Agricultura “Luis de Queiroz”,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2002.

SOARES, T.M. Utilizagdo de daguas salobras no cultivo da alface em sistema
hidroponico NFT como alternativa agricola condizente ao semi - arido brasileiro.

76



268 p. Tese (Doutorado em Agronomia). Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo. Sao Paulo, 2007.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal. 3* edicdo. Editota Artmed, p.719, 2004.

WANG, Y.; NIL, N. Changes in chlorophyll, ribulose biphosphate carboxylase—
oxygenase, glycine betaine content, photosynthesis and transpiration in
Amaranthus tricolor leaves during salt stress. J. Hortic. Sci. Biotechnol., v.75, p.
623-627, 2000.

WILLADINO, L.T.; CAMARA, N.; BOGET, I.; CLAPAROLS, M.; SANTOS, J.M.T.
Polyamine and free amino acid variations in NaCl-treated embryogenic maize
callus from sensitive and resistant cultivars. J. Plant Physiol., v. 149, p.179-185,
1996.

WILLADINO, L.; CAMARA, T.R. Aspectos fisiologicos do estresse salino em
plantas.In: Nogueira, R.J.M.C., Aratjo, E. De L., Willadino, L., Cavalcante,
U.M.T. (eds). Estresses ambientais: danos e beneficios em plantas. Recife. MXM
Grafica e Editora. parte.Il, cap. 10, p. 118-126, 2005.

ZHIFANG, G., LOESCHER, W.H. Expression of a celery mannose 6- phosphate
reductase in Arabidopsis thaliana enhances salt tolerance and induces biosynthesis

of both mannitol and a glucosyl-mannitol dimmer. Plant Cell Environ., v. 26, p.
275-283, 2003.

ZHU, J K. Regulation of ion homeostasis under salt stress. Plant Biol., v. 6, p. 441—
445, 2003.

ZHU, J.K.; SHL J.; SINGH, U.; WYATT, S.E.; BRESSAN, R.A.; HASEGAWA, P.M,;
CAPITA, N.C. Enrichment of vitronectin and fibronectin like proteins in NaCl-
adapted plant cells and evidence for their involvement in plasma membrane-cell
wall adhesion. Plant J., v. 3, p.637-646, 1993.

77



CAPITULO 5

ESTRESSE BIOTICO EM PLANTAS

DANY ROBERTA MARQUES CALDEIRA; TATIANE BORTOLETTO GOMES DA SILVA; TULIO
BARROSO QUEIROZ; ANTONIO HIGO MOREIRA DE SOUSA; LUZ MARIA RUIZ MACHUCA;
RAFAEL DOS SANTOS LIMA; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

A producdo de biomassa, a sobrevivéncia e o rendimento das plantas sao
influenciados negativamente por estresses abioticos e bidticos (AGARWAL et al,
2006). O estresse biotico em plantas consiste em alteracdes fisioldgicas em resposta
principalmente ao ataque de patégenos (HUSSAIN, 2010). Neste grupo estdo inclusos
insetos, nematoides, virus, fungos e bactérias, que dependendo do grau de infestagdo
sao responsaveis por reduzir drasticamente a produtividade da cultura (WANI, 2010).

No cultivo de hortalicas o ataque de lepidopteros ¢ frequente (MACHADO;
SILVA; OLIVEIRA, 2007). Em citrus, o acaro da ferrugem, a larva minadora, a
cochonilha e broca do tronco sdo exemplos de pragas de recorréncia anual (AZEVEDO,
2003). A bactéria causadora do Moko da bananeira (Ralstonia solanacearum) possui
grande variedade de hospedeiros, com capacidade de infectar mais de 250 espécies de
plantas, como por exemplo: batata, tomate e tabaco (ABDALLAH et al., 2016;
ELPHINSTONE, 2005; NORMAN et al., 2009; VANTINI, 2007). Em plantacdes
florestais, as formigas do género Atta e Acromyrmex sido pragas constantes nas diversas
fases de desenvolvimento (SANTOS et al., 2015).

Neste contexto, uma alternativa para minimizar o ataque destes organismos
consiste na resisténcia genética com a utilizagdo de populagdes adaptadas (MATIELLO
et al., 1997). A variabilidade entre individuos da mesma espécie ¢ resultado da
localizacdo geografica, polimorfismo e as condi¢des locais de cultivo, no entanto, o
comportamento fisioldgico de plantas expostas a uma combinagdo de estresses ainda ¢é

um grande desafio para a agricultura (TIPPMANN; SCHLUTER; COLLINGE, 2006).
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A manifestacao da doenga ou danos nas plantas podem ser evitados por meio de
mecanismos estruturais, que atuam como impedimentos fisicos a entrada e/ou
colonizac¢dao do hospedeiro, ou bioquimico com a produc¢do de elementos que inibem o
desenvolvimento do patdogeno ou geram condi¢des adversas para a sobrevivéncia nos
tecidos da planta, os quais sdo denominados como resisténcia (SCHWAN-ESTRADA et
al., 2008).

2. Mecanismos de Defesa das Plantas

As plantas estdo expostas diariamente as pressoes do meio em que estd inserida
e para superar e/ou sobreviver as diversas situacdes fazem uso de ferramentas
morfoldgicas, fisiologicas e de producdo de substincias de maneira conjunta ou com
mecanismos isolados, variando conforme espécie, tipo e grau de severidade do estresse
e do estagio fenoldgico.

Como exemplos destes mecanismos tem-se a produgdo de peptidios ou proteinas
com propriedades inseticidas capazes de inibir a herbivora (VANDENBORRE;
SMAGGHE; DAMME, 2011), fitohormo6nios como o écido salicilico, 4cido jasmonico,
etileno e aqueles que atuam no crescimento e defesa contra estresses abiodticos
(abscisico, acido giberélico, citocinina e auxina) estariam relacionados com a defesa
contra patdgenos e consequente imunizagdo das plantas (SHIGENAGA; ARGUESO,
2016).

Resisténcia ¢ a denominacdo do sistema de defesa e adaptagdo das plantas, a
qual pode atuar de trés formas. A resisténcia constitutiva nao sofre influéncia de agentes
agressores tornando as plantas imunes a maioria dos patdgenos, € recebida por heranca
dos ancestrais. Exemplos desse tipo de resisténcia sdo estruturas histologicas e
fitoantecipinas. A resisténcia sistémica adquirida (SAR — “systemic acquired
resistance”) € impulsionada pela resisténcia localizada que a protege contra ataques
futuros, enquanto que a resisténcia localizada (ndo hospedeira) ¢ ativada no ponto onde
ocorre a infeccdo (VANTINI, 2007).

Reacdo de hipersensibilidade (hypersensitive reaction, ou HR) ¢ o nome dado a
resisténcia local, decorrente da morte de células, estd situada no local de penetracao do

agente causador, impedindo o acesso a células vizinhas, gerando uma barreira fisica a
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infec¢do. Este comportamento ¢ reflexo do rapido aumento e transicdo de compostos
oxidantes, reducio e aumento dos ions potassio (K") e hidrogénio (H") respectivamente,
destruicdo de compartimentos, sintese de toxinas e proteinas relacionadas a defesa e
espessamento da cuticula e parede celular (MARGIS-PINHEIRO et al.,1999).

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) protege a planta contra novos ataques
de patogenos. Apds a ocorréncia de uma primeira infec¢do, a planta torna-se resistente a
posteriores infec¢des por varias semanas. Essa protegdo € eficiente contra um grupo de
patogenos, variando de acordo com a espécie da planta (VANTINI, 2007).

Na interagdo entre bactérias e plantas pode ocorrer o desenvolvimento de dois
tipos: compativeis e incompativeis. Na interagdo compativel, hd producao e liberagdo de
toxinas como enzimas liticas extracelulares ¢ moléculas de viruléncia langados nos
meios extra e intracelular da planta atacada. Tais estratégias utilizadas pelo patdgeno
neutralizam os mecanismos de defesa da planta hospedeira, possibilitando que o
patogeno se desenvolva nos tecidos vegetais e manifeste os sintomas da doenga
(WHITE; YANG; JOHNSON, 2000 apud VANTINI, 2007).

Por outro lado, a interagao incompativel apesar de ser caracterizada como
resisténcia espécie-especifica ou raga-especifica, e resisténcia nao hospedeira, apos o
acionamento de estratégias de defesa, o patdgeno fica restrito ao sitio de infeccdo
ocasionando uma necrose localizada denominada rea¢do de hipersensibilidade (HR,
“Hipersensitivity Response”) (STASKAWICZ et al., 1995) e se esse mecanismo obtiver
sucesso, 0 patogeno ¢ eliminado no sitio de infec¢cdo (TAIZ; ZEIGER, 2004).

No reconhecimento do ataque desses organismos, as plantas passam por uma
ativacdo dos receptores de reconhecimento padrao (PRRs), que estariam associados a
ectodominios de proteinas que participam da regulacdo de processos fisiologicos
(MONAGHAN; ZIPFEL, 2012). Assim, enzimas especificas poderdo atuar na sintese
de compostos volateis com possiveis modificacdes na rota metabdlica (FAHART et al,
2016). Isso ocorre, porque algumas plantas sdo capazes de detectar as proteinas
secretadas e injetadas pelo patégeno (AZNAR et al, 2015), ou ainda induzem a
producdo de fitohormdnios que consequentemente atuam na ativagdo de genes atuantes
na prote¢do (NAFISI ez al., 2015).

A resposta de defesa de plantas contra patdégenos envolve uma ativagdo
coordenada de expressao de multiplos genes que ocasiona no acumulo de metabodlitos

secundarios ¢ uma frequente ativacdo de uma resposta de hipersensibilidade (HR)
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gerando o desenvolvimento de resisténcia sist€émica adquirida (SAR) (DANGL;

JONES, 2001).

3. Mecanismos Bioquimicos de Defesa (Enzimas

Antioxidantes)

As plantas reagem ao ataque de fitopatogenos e insetos produzindo compostos
quimicos resultantes da ativagdo do oxigénio (espécies reativas de oxigénio - ROS)
principalmente os radicais superoxido (O,7) e peréxido de hidrogénio H,O,.
(MITTLER, 2002; APEL; HIRT, 2004). Este ultimo, por ser um oxidante relativamente
estavel e sem a presenca de carga, tem sua passagem facilitada na camada bilipidica da
membrana celular (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

Plantas e muitos outros organismos aerdbicos produzem constantemente
espécies reativas de oxigénio em cloroplastos, peroxissomos e mitocondrias devido aos
processos metabolicos como a fotossintese, respiracdo e fotorespiragdo (MATSUO et
al., 2015). Apds o estresse, a explosdo oxidativa ¢ uma das formas mais rapidas de
defesa da planta, para combater as ROS as plantas dispdem de um sistema de protecao
composto por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, que trabalham em conjunto
e em sincronia, fazendo com que as plantas, superem a situag¢do de estresse (MITTLER,
2002; KIM; KWAK, 2010). A primeira descricdo de explosdo oxidativa foi feita em
tecido de batata, inoculando Phytopthera infestans, como resultado o tecido gerou
superoxido que € rapidamente transformado em peroxido de hidrogénio (DOKE, 1985).

Nos organismos aerdbicos, as enzimas superoxido dismutases (SODs)
representam a primeira linha de prote¢do contra os niveis elevados das ROS que atuam
dismutando radicais superoxido a perdxido de hidrogénio e oxigénio (ALSCHER;
ERTURK; HEATH, 2002). As catalases sdo as principais enzimas que convertem o
H,O, gerado durante a fotorrespiragdo em H>O e oxigénio molecular O
(BREUSEGEM et al, 2001). A peroxidase esta envolvida em diversas reagdes tais
como lignificagdo, cicatrizagdo de ferimentos, protecao contra o ataque de patogenos,

formacao e reticulagdo de componentes da parede celular e outras (KAO, 2003).
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4. Mecanismo de Defesa (Metabolismo Secundario)

A producdo de metabolitos secundarios consiste em uma importante estratégia
fisiologica que as plantas possuem a fim inibir o ataque de patéogenos (TENENBOIM;
BROTMAN, 2016). Estes metabdlitos sdo sintetizados e segregados através de
estruturas especializadas denominadas tricomas, que também atuam como uma barreira
fisica para impedir o ataque desses organismos (CHAMPAGNE; BOUTRY, 2016).
Entretanto, a maioria das vias metabdlicas especificas de tricomas e os genes envolvidos
nos seus estagios de desenvolvimento apresentam poucas informagdes disponiveis em
bases de dados sobre genomica (TIWARI, 2016). Estas estruturas sintetizam compostos
lipofilicos que sdo secretadas ou armazenadas no espaco subcuticular (CHAMPAGNE;
BOUTRY, 2016).

Dentre os compostos secretados por essa estrutura € possivel destacar, os 6leos
essenciais, alcaldides, taninos e flavonoides (ANDREUCCI et al/, 2008). O dleo
essencial apresenta capacidade de inibir agentes patogénicos por possuir diversidade de
compostos bioativos com propriedades antibacterianas (BOUBAKER et al., 2016). A
diversidade quimica do o6leo essencial estd associada as adaptagdes como estratégia de
sobrevivéncia, esse fato deve-se principalmente ao polimorfismo e localizagdo
geografica (VENDITTI et al., 2015).

Além disso, compostos quimicos como limoneno, linalol e geraniol, presente no
0leo essencial de algumas espécies, sao exemplos de marcadores quimicos com
propriedades repelentes (CHATTOPADHYAY et al., 2015). Diversos autores relataram
a atuacdo de outros compostos especificos com essa propriedade (GOVNDARAIJAN,
2011; ROH; LEE; PARK, 2013; DHIMAN et al., 2015).

Assim, estudos relacionados a diversidade quimica do 6leo essencial permitem
que estas substancias ou extratos de plantas sejam promissores agentes controladores de
organismos fitopatogénicos (AL-REZA et al, 2010). Em condi¢des de laboratorio, o
6leo essencial das partes vegetais pode ser obtido por hidrodestilagdo, maceragao,
extracdo por solvente, enfleuragem, gases supercriticos ou micro-ondas (SANTOS et
al., 2004). Os compostos organicos sao quantificados principalmente através da técnica

de cromatografica que acoplado a outros sistemas de detec¢do apresentam alto
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desempenho na determinagdo da abundancia relativa de compostos quimicos

(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; MENG et al., 2016).

5. Considerag¢oes Finais

O contato com adversidades bidticas e abioticas possibilitou alteracdes morfo-
fisioldgicas nas plantas, cujo objetivo ¢ manter a sua integridade. Estas alteracdes sao
conhecidas como resisténcia e podem ser desenvolvidas de trés formas, sendo elas,
resisténcia constitutiva (hereditaria), local (com a necrose da area afetada) ou sistémica
adquirida (a qual protege a planta contra novos ataques).

Os caminhos para adaptacdes em plantas sdo variados e os danos causados por
organismos vivos também contribuem para alteracdes no metabolismo. Isso ocorre
através da producao de enzimas especificas ou substancias que sao produzidas a partir
de estruturas especializadas, atuantes no mecanismo defesa. Conhecer as estratégias de
sobrevivéncia ¢ uma ferramenta fundamental para o uso agrondmico no combate e
prevengdo de pragas e doengas. Isso permite, portanto, melhorias na cadeia produtiva e

manutengao nos niveis de produtividade.
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CAPITULO 6

METABOLISMO ESPECIALIZADO

JOSE ABRAMO MARCHESE; ADRIANO SUCHORONCZEK; ELIANE CARNEIRO; CLEITON
NICARETA; JOSE CARLOS CAZAROTTO MADALOZ; MARISA DE CACIA OLIVEIRA;
FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

As plantas sintetizam uma multiplicidade de compostos — denominados
metabolitos especializados (ME) - que contribuem para a adaptacdo destas em seus
nichos ecologicos. Sdo classes de compostos naturais que as plantas e outros
organismos produzem para defender-se quimicamente dos estresses bidticos (ex.:
patdgenos, parasitas e herbivoros) e abioticos (ex.: estresses hidrico, nutricional, etc.),
para atrair polinizadores e dispersores de sementes, ¢ na interagdo planta-planta.
Durante muitos anos a importancia adaptativa dos ME foi desconhecida e eram
considerados produtos finais do metabolismo ou residuos, também, equivocadamente
chamados metabdlitos secundarios, devido ao desconhecimento de sua importancia na
defesa vegetal. Os ME também estdo envolvidos em processos essenciais do
crescimento das plantas e na interagdo destas com o ambiente (fitormonios, etc.). Os
ME apresentam distribui¢do restrita no reino vegetal (distribuidos em grupos
taxondmicos restritos) e sdo substancias estudadas pelo seu uso como drogas
medicinais, biocidas, nutracéuticos, corantes, perfumes, aromatizantes e materiais
industriais, entre outros. O niimero total de metabolitos especializados encontrados no
reino vegetal excede em muito a capacidade de qualquer genoma vegetal de codificar as
enzimas necessarias e, assim como uma linhagem vegetal adquire a capacidade de
produzir novos compostos especializados durante a evolugdo, também perde a
capacidade de fazer outras. Embora a capacidade das plantas para produzir novos
metabolitos especializados continue a evoluir, existem também muitos exemplos em
que diferentes plantas desenvolveram independentemente a capacidade de produzir
compostos ja presentes em outras linhagens de plantas ou de fazer compostos diferentes
que cumprem o mesmo papel (PICHERSKY; LEWINSOHN, 2011).

O numero de metabolitos especializados foi estimado em aproximadamente

200.000 (DIXON; STRACK, 2003). Todavia, dados recentes de investigacdes de perfil
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metabolico mostram um grande nimero de metabdlitos detectados em cada espécie
examinada e grande diversidade entre as espécies (YONEKURA-SAKAKIBARA;
SAITO, 2009), sugerindo que 200.000 ¢ provavelmente uma subestimagdo grosseira,
particularmente devido ao fato de tdo poucas espécies de plantas terem sido
investigadas. Além disso, muitos metabolitos especializados sdo intermediarios em vias
complexas e ndo sdo tipicamente encontrados em altas concentragcdes nos tecidos de
plantas que estdo sendo examinados, evitando assim a deteccdo. As questdes relativas a
eficacia da extragdo e estabilidade dos compostos também limitam o nuimero de
compostos detectados nestes estudos (os argumentos acima também se aplicam aos
metabolitos primarios). Inversamente, artefatos de extragdo e instabilidade quimica
podem gerar novas estruturas que sdo essencialmente ausentes em planta
(PICHERSKY; LEWINSOHN, 2011). Estes compostos pertencem a varias classes
quimicas tais como terpenoides derivados de isopreno incluindo mono-, sesqui-, di- e
triterpendides, assim como esterdides; alcaldides contendo N; compostos fenolicos
incluindo flavonéides; glucosinolatos; glicosideos cianogénicos, e outros (MITHOFER;

BOLAND, 2012) (Tabela 6.1).

Tabela 6.1. Metabolitos especializados de plantas. Adaptado de Mithéfer e Boland (2012).
Niamero aproximado

Classe de compostos Exemplo Familia/espécie de compostos
fonte .
conhecidos
Terpenoides Artemisinina Artemisa annua L >30,000
Esteroides Fitoecdisona Ranunculaceae ~200
Cardenolideos Digoxigenina Plantaginaceae ~200
Alcaldides Nicotina Solanaceae >12,000
Derivados de Ac. (3Z2)-Hexenilacetato ~ Cosmopolita n.d.
graxos
Glucosinolatos Sinigrina Capparales ~150
QllCOS}dfeos Durrina Rosaceae, ~60
cianogénicos Fabaceae
Fenois Lignina, tanino Cosmopolita >9,000
Polipeptideoss Inibidor de tripsina ~ Cosmopolita n.d.
Ammoac’lfios nao- E‘F-Acu%o. Fabaceac =200
protéicos aminobutirico
Silica Si0, Poaceae 1
Latex Emulsdo indefinida  Euphorbiaceae C.V.

Abreviacdes: n.d., ndo determinado; c.v., composicdo variavel.
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Neste capitulo daremos especial destaque para as classes de metabolitos
especializados:  fenois, terpendides, alcaloides, glicosideos cianogénicos e

glucosinolatos.

2. Fenois

Por defini¢cdo, um fenol ¢ uma substancia organica que possui uma ou
mais hidroxilas ligadas diretamente a um anel aromatico. As plantas produzem uma
ampla gama de compostos do metabolismo especializado que contém um grupo fenol.
Tais substancias recebem a denominacdo de compostos fendlicos. Este Os compostos
fenolicos vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo de
aproximadamente dez mil compostos. S3o os metabolitos especializados mais
amplamente distribuidos no reino vegetal, ocorrendo em todas as espécies (CHEYNIER
etal., 2013).

Nos estratos vegetais de folhas de plantas vasculares, podem ser encontrados
diversos compostos fendlicos, como ésteres, amidas, glicosideos de acido hidroxi-
cindmico, flavonoides, protoantocianidinas e outros compostos relacionados. Também
sao encontrados polimeros de fendis como a lignina, suberina e a melanina que ocorrem
comumente em plantas (CARETTO et al,, 2015). Estima-se que aproximadamente 2%
de todo carbono proveniente da fixa¢do pela fotossintese sao convertidos em compostos
fendlicos e seus derivados (ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997).

A sintese de compostos fenolicos € heterogénea e envolve diversas rotas
metabolicas (Figura 13.1). A glicdlise e a rota das pentoses-fosfato fornecem
precursores (acido fosfoenolpiravico e eritritose-4-fosfato) para a rota do &cido
chiquimico (CARETTO et al.,, 2015). A rota do acido malonico (que possui a acetil-
CoA como precursor) também participa na biossintese de compostos fenolicos.

O aminodcido fenilalanina, produzido pela rota do &4cido chiquimico, ¢ o
precursor de diversos fenois. A eliminagdo da molécula de amodnia da fenilalanina pela
enzima PAL (fenilalanina amodnia liase) (EC 4.3.1.24) leva a formagdo do &cido

cindmico. A PAL ¢ uma enzima chave para a sintese de compostos fenolicos, fazendo a
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ponte entre o metabolismo primario (rota do acido chiquimico) e o metabolismo
especializado (rota dos fenilpropanoéides) (HE et al., 2012).

A cinamato-4-hidroxilase (C4H) (EC 1.14.13.11) catalisa a rea¢do do &cido
cindmico para acido p-cumarico. Os acidos frans-cindmico € p-cumadrico, o p-cumariol-
CoA e seus derivados sdo chamados de fenilpropanoides por conterem um anel
benzénico ligado a uma cadeia lateral de carbono. A reacdo de adigdo de trés moléculas
de malonil-CoA, provenientes da rota do acido malonico, ao p-cumaroil-CoA, produz as
chalconas. Essa reagdo ¢ catalisada pela enzima chalcona sintase. As chalconas sao
convertidas a flavonas, que dao origem as isoflavonas e di-hidroflavonois, precursores
dos flavonoides, isoflavonoides e neoflavonoides. Os di-hidrofalvonodis também dio
origem as antocianinas e aos taninos condensados (BUCHANAN et al, 2000;
WESTON; MATHESIUS, 2013).

Os compostos fenolicos sao classificados com base no seu esqueleto carbonico
(Tabela 13.2), sendo que diversos grupos ja foram caracterizados (CHEYNIER et al.,
2013; LATTANZIO, 2013).

Tabela 6.2. Classificacdo dos compostos fenodlicos em fungdo da sua estrutura quimica e do numero de

carbonos.

N° de carbonos Esqueleto base Classificaciao
6 Cé6 Fendis simples
7 C6 —Cl1 Acidos fenolicos
8 C6-C2 Acetofenonas e acido fenilacético
9 C6-C3 Cumarinas e fenilpropanoides,
10 C6-C4 Naftoquinonas
13 C6—-Cl-C6 Xantonas
14 C6-C2-C6 Estilbenos e antraquinonas
15 C6—C3—C6 Flavonoides, isoﬂayonoides e

neoflavonoides

n (C6—-C3-C6).3 Bi-, tri-flavonoides
n (C6—-C3), Lignanas, neolignanas
n (C6—-C3)n Ligninas
n (C6 —C3 —-C6b)n Taninos condensados
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Figura 6.1. Esquema de biossintese de compostos fendlicos a partir da rota do acido chiquimico e do
acido malonico. Fonte: Adaptado de Feng et al. (2013); Taiz e Zeiger (2013); Weston e Mathesius
(2013).

Alguns exemplos de fendis simples sdo o catecol e a hidroquinona. Estes sdo

incomuns em tecidos vegetais. O catecol pode ser encontrado em Gaultheria spp. A

arbutina ¢ uma hidroquinona glicosilada (Figura 6.2), que ocorre em plantas do género
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Vaccinium (Ex: mirtilo e oxicoco), begonia (Bergenia crassifolia) e pera (Pyrus
communis). E um inibidor da tirosinase ¢ é amplamente utilizada como agente de
clareamento de pele, como protetor solar e agente antioxidante na formulagdo de
cosméticos (ALAM et al., 2011).

Os acidos fenodlicos (C6 — C1) raramente sao encontrados nas plantas em sua
forma livre, ocorrendo, principalmente, em formas conjugadas. J& foram identificados
inimeros compostos conjugados de acidos fendlicos com flavonoides, acidos graxos,
agucares e¢ compondo estruturas complexas como as dos taninos hidrolisaveis
(MATTILA; HELLSTROM, 2007; LATTANZIO, 2013). Acidos fenélicos constituem
um importante grupo de compostos que apresentam ampla aplicagdo farmacéutica, com
acdo antioxidante, atuando como quelante de ions metalicos e alterando a atividade de
diversas enzimas. Frutas e vegetais podem apresentar elevados conteudos de acidos
fendlicos, porém, as principais fontes de acidos fendlicos sao as infusdes herbais, como
por exemplo, as de chd verde, cha preto e caf¢ (ARCEUSZ et al., 2013). Alguns
exemplos de acidos fendlicos sdo a vanilina, o 4cido gélico e o acido salicilico (Figura
6.2). O 4cido salicilico ¢ um hormonio vegetal, sendo possivelmente o acido fenolico
mais estudado (WIDHALM; DUDAREVA, 2015). Ele ¢ um composto chave envolvido
nas respostas a diversos estresses bidticos e abidticos, influenciando, também, diversos
processos fisiologicos como a germinacgao, estabelecimento de plantulas, florescimento,
senescéncia e rendimento de frutos. Seu efeito em muitos desses processos ¢ indireto,
induzindo a produ¢do de outros hormonios vegetais como o acido jasmonico, etileno e
auxina (VLOT et al,, 2009; MIURA; TADA, 2014).

Os fenilpropanoides (C6 — C3) sdo uma classe de compostos fendlicos que
ocorrem em todas as espécies vegetais e muitas vezes sdo precursores de outros
compostos fendlicos. O acido p-cumérico pode originar as hidroxicumarinas e ¢ uma
importante unidade estrutural na formagdo dos flavonoides, estilbenos e xantonas
(Figura 13.1). Os fenilpropanoides mais comuns sdo o acido cafeico (Figura 6.2),
acido p-cumarico e acido fertalico (ALU'DATT et al., 2017). Essa classe de compostos
fenolicos contribui grandemente para a resisténcia das plantas a diversos patégenos. Em
pepino, a aplicagdo de extrato vegetal de Reynoutria sachalinensis foi eficiente no
controle de oidio (Sphaerotheca fuliginea), induzindo resisténcia da planta ao patdogeno.
A resisténcia induzida ¢ atribuida ao acimulo de fenilpropanoides e derivados (acido
cafeico, acido p-cumdrico, acido ferulico, 4cido hidroxicindmico e éster metilico do

acido p-cumérico), sendo que alguns destes compostos, como por exemplo, o 4cido
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hidroxicinamico, apresentam efeito fungitoxico contra diversos patogenos da cultura do
pepino (DAAYF et al., 2012).

As antocianinas s3o uma ampla classe de pigmentos flavonoides, soliveis em
agua, responsaveis pela coloragdo azul, parpura e vermelha de diversas frutas, flores e
folhas (IWASHINA, 2000; HE; GIUSTI, 2010). Podem influenciar a resposta dos
vegetais a diferentes tipos de estresses ambientais. Esses pigmentos estdo envolvidos na
atracdo de polinizadores, tolerancia a seca, radiagdo UV-B, resisténcia a herbivoria e ao
ataque de patogenos, ¢ também estdo associados a protecdo do cloroplasto contra os
efeitos fotoinibitoérios e fotoxidativos de elevados niveis de radiagdo (GARRIGA et al.,
2014). A cianidina-3-galactosideo (Figura 6.2) ¢ a principal antocianina encontrada na
casca da maca. Estd envolvida na protecdo do fruto contra danos por fotoxidagdo e
danos por alta temperatura sob elevada intensidade luminosa. Na nutricdo humana, os
polifendis encontrados na maga tém demonstrado potencial para melhorar a satde

humana, reduzindo o risco de diversas doengas como o cancer, problemas

cardiovasculares, diabetes, Alzheimer e outras doencas degenerativas (FENG et al.,

2013).

O._OH AN
OH
Arbutina Acido salicilico Acido caféico Cianidina-3-galactosideo

Figura 6.2. Exemplos de compostos fenolicos. Fonte: Autores (2016).

Restricdes ambientais como a deficiéncia hidrica, salinidade, altas ou baixas
temperaturas, alta intensidade luminosa, radiacdo UV-B, metais pesados, deficiéncia
nutricional, ataque de pragas e de patdogenos impactam negativamente no
desenvolvimento e na produg¢do de plantas em condigdes ambientais. Os compostos
fendlicos e outros compostos naturais estdo envolvidos na adaptacdo especifica a
diversas condi¢cdes ambientais e, consequentemente, apresentam papel fundamental na

defesa das plantas (CARETTO et al., 2015).
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Diversos aleloquimicos desempenham papel importante nas interacdes entre os
organismos, sendo que os compostos fenolicos sdo o principal grupo nos ecossistemas
(JOHN; SARADA, 2012). Os flavonoides sao relatados na literatura a mais de 50 anos
como mediadores quimicos envolvidos em interagdes alelopaticas na rizosfera.
(WESTON; MATHESIUS, 2013).

Compostos fenolicos com caracteristicas aleloquimicas podem inibir o
alongamento de raizes, afetar a divisdo celular e a estrutura, com efeitos no
desenvolvimento da planta como um todo. Também podem aumentar a permeabilidade
da membrana celular, intensificando a peroxidagao de lipidios e, em ultima instancia, a
morte do tecido vegetal. Na respiracdo, os aleloquimicos fenolicos podem reduzir a
capacidade de absor¢do de oxigénio, assim como afetar a atividade e fungdo de certas
enzimas. Acido clorogénico, acido cafeico e catecol inibem a atividade de fosforilases;
acido cindmico e seus derivados inibem a atividade hidrolitica da ATPase (JOHN;
SARADA, 2012).

A Serralha (Sonchus oleraceus) ¢ uma planta com forte efeito alelopatico,
reduzindo a germinacdo e o crescimento de outras culturas e plantas daninhas, pela
liberagdo de diversos compostos fendlicos nos exsudatos radiculares ou pela
decomposicdo de sua matéria seca (GOMAA et al., 2015).

He et al. (2012) estudando duas cultivares de arroz, uma considerada
alelopaticas e outra ndo alelopatica, observaram que a expressdo das enzimas PAL, C4H
e F5H (Ferulato-5-hidroxilase, que catalisa a conversdo de 4cido p-cumarico a acido
cafeico) e COMT (cafeato O-metiltransferase, que catalisa a reagdo do acido cafeico a
acido felurico) aumentou com a presenca de plantas daninhas na area da cultivar
considerada alelopatica e reduziu naquela ndo alelopatica. Os autores apontaram o acido
salicilico, trans-fertlico e p-hidroxibenzoico como principais componentes alelopaticos

do exsudato.

3. TERPENOS

Terpenos, também conhecidos como isoprenoides, constituem a maior € mais
diversa classe de metabolitos especializados, com mais de 45.000 compostos

conhecidos (THULASIRAM et al, 2007, RENAULT et al., 2014). Isoprenoides
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também estdo envolvidos em fungdes fundamentais no metabolismo primario de
plantas, em processos como crescimento e desenvolvimento, além da formacdo de um
grande numero de compostos terpenoides com papéis mais especializados na interagdo
de plantas com seu ambiente (THOLL, 2015).

Como metabolitos especializados, eles participam de interagdes alelopaticas, e
na prote¢do de plantas contra herbivoros e patdégenos. Também sdo produzidos para
atrair polinizadores e animais dispersores de sementes (CHENG; CHENG, 2015). Os
terpenos compdem a esséncia volatil de flores e dos oleos essenciais de ervas e
especiarias, pertencendo a uma classe de compostos naturais com propriedades
bioldgicas funcionais e desejaveis, de grande interesse econdmico para a producio de
borracha, farmacos, nutracéuticos, sabores, fragrancias, pigmentos, inseticidas e
compostos industriais (EDRIS, 2007).

Todos os terpenoides derivam de moléculas universais de cinco atomos de
carbono, o isopentenil difosfato (IPP) e o seu isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP).
Os intermediarios prenil difosfato formados por condensagdo destas unidades de cinco
carbonos sdo utilizados como precursores para a biossintese de terpenoiides (LANGE;
AHKAMI, 2013). Assim, a unidade basica contém cinco carbonos ¢ ¢ chamada

isopreno (Tabela 6.3).

Tabela 6.3. Classificagdo dos terpenoides

Nome N°de Carbono N° unidades de isopreno
Hemiterpenos Cs 1
Monoterpenos Cio 2
Sesquiterpenos Cis 3

Diterpenos Cao 4
Triterpenos Cso 6
Tetraterpenos Cao 8
Politerpenos (Cs)n n =acima de 8

Monoterpenos sdo os compostos presentes nas plantas com maior volatilidade,
devido a baixa massa molecular. Sdo constituintes de esséncias volateis de flores e 6leos
essenciais extraidos de plantas medicinais e ervas aromaticas, justificando sua

importancia para a industria de perfumes e aromatizantes (CROTEAU et al., 2000).
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Sesquiterpenos sdao encontrados em 6leos essenciais e varios deles atuam como
fitoalexinas, compostos antimicrobianos produzidos em resposta ao ataque de
microrganismos, € compostos anti-herbivoria que impedem ataques de herbivoros
(SCHWAB; WUST, 2015).

O grupo dos diterpenos exibe varias bioatividades incluindo anticancerigena
(LUO et al., 2014), antivirética (CHEN et al., 2009), antimicrobianas e anti-
inflamatérias (CHUA, 2014), sugerindo valores farmacéuticos potenciais (SHEN ef al.,
2016).

Os triterpenos sao sintetizados a partir da condensagdo cauda-cauda de duas
unidades de sesquiterpeno (pela extremidade fosfato), sendo alguns de seus
representantes os brassinoesteroides, fitoesteroides de membrana, algumas fitoalexinas,
toxinas e componentes de ceras cuticulares com fungdes diversas tais como formacgao de
saponinas (VOUTQUENNE-NAZABADIOKO et al, 2013), estrutura das barreiras
lipofilas cuticulares (BUSCHHAUS; JETTER, 2012), ou como cristais epicuticulares na
mediagdo de interagdes planta-inseto (GUHLING et al., 2005).

Tetraterpenos sdo terpenos que contém oito unidades isoprénicas, sendo o
principal deles os carotenoides, pigmentos intimamente ligados aos processos
fotossintéticos. Terpenos que apresentam mais de oito unidades de isopreno sio
denominados politerpenos, como ubiquinonas, poliprenoides € polimeros longos como a

borracha encontrada no latex (CROTEAU et al., 2000).

3.1. Biossintese

As plantas utilizam duas vias independentes capazes de sintetizar os precursores
universais dos isoprenoides, isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil
difosfato (DMAPP). A via classica do acido mevaldnico citosolica (MVA) origina IPP a
partir de acetil-CoA, enquanto a via plastidial 2-C-metileritritol 4-fosfato (MEP),
descrita mais recentemente, leva a formacao de IPP e DMAPP a partir de piruvato e
gliceraldeido-3-fosfato (VRANOV'A et al, 2013). Embora a compartimentagdo
subcelular das duas vias ocorra de forma independente, esta ndo ¢ absoluta e
intermediarios podem ser trocados através da membrana plastidial por transportadores
ainda nao identificados e estabelecer uma comunicagdo metabolica cruzada entre as
duas vias (HEMMERLINA et al., 2012; PULIDO et al., 2012). A via MVA produz
apenas IPP, a via MEP resulta na sintese de [IPP ¢ DMAPP numa propor¢ao de 6: 1
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(ROHDICH et al., 2003). Assim, ambas as vias dependem da isopentenil difosfato

isomerase (IDI), que reversivelmente converte IPP para DMAPP e controla o equilibrio

entre elas (NAKAMURA et al, 2001). A via do dcido mevalonico (MVA) consiste em

seis reacdes enzimaticas e ¢ iniciada por uma condensacao gradual de trés moléculas de

acetil-CoA a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA, que sofre reducao a MVA seguido por duas

fosforilagdes subsequentes e uma decarboxilagdo/eliminagdo com formagao de IPP e

através da acdo da enzima IPP-isomerase, pode originar DMAPP (LANGE et al., 2000).

Esta via forma os precursores para a biossintese citosolica de sesquiterpenos volateis,

fitosterois, brassinosterdides e triterpenodides, e para a biossintese de terpenodides na

mitocondria, por exemplo, ubiquinonas e poliprendis (HSIEH et al., 2008), no entanto,

novas evidéncias sugerem que a via do MVA ¢ distribuida entre o citoplasma, reticulo

endoplasmatico e peroxissoma (Figura 6.3) (PHILLIPS e al., 2008; DUDAREVA et

al.,2012; PULIDO et al., 2012).
A via MEP

exclusivamente plastidica proporciona precursores

para

hemiterpenos volateis, monoterpenos e diterpenos, como por exemplo, isopreno, os

carotenoides e os seus produtos de degradagdo, citocininas, giberelinas, clorofila,

tocoferdis e plastoquinonas (HSIEH et al., 2008).
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As rotas biossintéticas ocorrem por meio de um intercAmbio bioquimico de
produtos e precursores entre os diversos compartimentos celulares, como plastidio,
reticulo endoplasmatico rugoso, mitocrondria e citosol. Por exemplo, em plastidios o
GPP (C10) e GGDP (C20) estao presentes e sao utilizados para a biossintese dos
monoterpenos e diterpenos (Figura 6.4), respectivamente (ZHANG et al., 2015). No
citosol, o FPP ¢ utilizado para a biossintese de sesquiterpenos e do triterpeno e esterdis
(duas unidades de FPP) (DONG et al, 2016). Nas mitocondrias, o GGPP ¢ usado para
diterpeno e ubiquinona e o FPP ¢ usado para a biossintese de sesquiterpeno (Figura 6.5)
(KAPPERS et al., 2005).

A disponibilidade destes substratos ¢ uma funcdo das preniltransferases
localizadas dentro de cada organela: geranil difosfato sintase (GDPS E.C. 2.5.1.255)
nos plastidios; geranilgeranil difosfato sintase (GGDPS E.C. 2.5.1.29) nos plastidios,
mitocondrias e citosol; e farnesil difosfato sintase (FDPS E.C. 2.5.1.10) nas
mitocondrias e citosol. Apesar da sua localizagdo diferenciada, todas as trés enzimas
utilizam isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP) como
substratos. A capacidade de biossintese isoprenoidal nos diferentes sub-compartimentos
pode ser postulada como uma fungdo da atividade local de GDPS, FDPS ¢ GGDPS,
producao local de IDP e DMADP e a capacidade de troca desses substratos entre os

componentes (VRANOV'A et al., 2013).
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Figura 6.4. Biossintese do limoneno. Fonte: Adaptado de Mardstica Junior e Pastore (2007).
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Figura 6.5. Biossintese do gossypol. Fonte: Adaptado de Barreiro (2009).
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3.2. Importancia economica dos terpenos

Além da importancia no papel fisiolégico e no metabolismo, desempenhado
pelos terpenos, muitos sao de interesse econdmico para a producao de produtos como
borracha, farmacos, nutracéuticos, sabores, fragrancias, pigmentos, inseticidas e
compostos industriais (BOHLMANN; KEELING, 2008).

Monoterpenos e sesquiterpenos sdo encontrados em Oleos essenciais. Além
disso, numerosos sesquiterpendides atuam como fitoalexinas, compostos antibioticos
produzidos por plantas em resposta ao desafio microbiano, € como deterrentes que
desestimulam a herbivoria oportunista, caracteristicas extremamente exploradas pelas
indtstrias de pesticidas. Diterpenoides exibem varias bioatividades, incluindo
anticancerigena (LUO et al., 2014), antivirotica (CHEN et al., 2009), antimicrobianas e
anti-inflamatorias (CHUA, 2014), sugerindo propriedades farmacéuticas potenciais
(SHEN et al., 2016).

Terpenoides de plantas, tais como artemisinina, taxol e ginkgolides, t€m bons
efeitos curativos em sobre diversas doencas. A artemisinina, uma lactona
sesquiterpenoide derivada de Artemisia annua L., ¢ atualmente a melhor terapéutica
contra as estirpes de Plasmodium falciparum causadoras de malaria e resistentes aos
farmacos (WEATHERS et al., 2006). O paclitaxel (taxol), um diterpenoide produzido
por Taxus brevifolia e outras espécies de teixo, ¢ um agente anticancerigeno importante
(LENKA et al., 2012; SHEN et al., 2016).

O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno, um monoterpeno monociclico faz
parte da estrutura de mais de 300 compostos vegetais. Os dois enantidmeros do
limoneno sdo os mais abundantes monoterpenos na natureza. S-(-)-limoneno é&,
principalmente, encontrado em uma variedade de plantas e ervas como Mentha spp.,
enquanto R-(+)-limoneno € o componente majoritario dos oleos das cascas de limdo e
laranja e do 6leo essencial de alcaravia (Carum carvi L.). O limoneno ¢ utilizado como
solvente para resinas, sintese de outros compostos quimicos, aplicagdes em borracha,
tintas, agente dispersante para 6leo, além da sintese quimica do mentol (MAROSTICA
JUNIOR; PASTORE, 2007). A acdo antiflamatéria encontrada no o6leo de Cordia
verbenacea tem como principais componentes quimicos monoterpenos € sesquitepenos,

entre eles, a-pineno, 3-pineno e trans-cariofileno (BENJAMIN; FAVORETO, 2012).
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3.3. Terpenos e a relagdo com a defesa de plantas

As plantas produzem varios compostos que desempenham papel importante em
uma ampla gama de processos ecoldgicos e bioldgicos, como no crescimento e
desenvolvimento da planta, nas interacdes da planta com outros organismos, como por
exemplo, compostos volateis que atuam como atrativos ou repelentes de insetos,
polinizadores, microrganismos ¢ outras plantas (ARIMURA et al., 2004; KEELING;
BOHLMANN, 2006; UNSICKER et al, 2009; DONG et al., 2016). Além disso,
protegem as plantas contra estresses abidticos, incluindo a termotolerancia e o estresse
oxidativo. Entre 5-10% de carbono assimilado podem ser convertidos em compostos
volateis de plantas e s3o mais expressivos quando as plantas estdo sob estresse
(DUDAREVA et al., 2006; VICKERS et al., 2009)

Qualquer estresse pode alterar potencialmente a taxa de liberagdo e as
concentragdes de compostos, afetando, assim, as relagcdes entre os organismos Vivos.
Por exemplo, o dano foliar aumenta a emissdo de sesquiterpenos e o teor de alcaloides
do néctar e, portanto, pode alterar a preferéncia do polinizador. A producdo ¢ a
liberagcdo dos compostos variam dependendo da espécie vegetal (ADLER et al., 2006;
THEIS; ADLER, 2012). Em condi¢des de estresse ocorre a liberagdo de mono e
sesquiterpenoides, como linalol, isdomeros de ocimeno, isémeros de farneseno, (E)-B-
cariofileno entre outros (Figura 6.6), (COPOLOVICI et al., 2011; PINTO-ZEVALLOS
et al., 2013). Os compostos volateis liberados pela planta estdo divididos em quatro
niveis, de acordo com a sua funcdo: celular, superficie da planta, ecossistema e
atmosfera (HOLOPAINEN, 2004).

Ao nivel celular, os compostos podem proteger a planta contra danos causados
pela oxidagdo. Ha exemplo do 4cido jasmonico e do metil jasmonato que sdo liberados
pelos tecidos lesionados apds danos (bidticos ou abidticos) em algumas espécies de
plantas (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). Os terpenos também agem contra efeitos
causados por agentes abidticos, evitando a oxidagdo, ao extinguir espécies de oxigénio
reativas e ao reagir com o ozonio (O3) da atmosfera, além da protecdo contra o calor ao
reduzir espécies de oxigénio reativas produzidas por altas temperaturas (LORETO;
SCHNITZLER, 2010). Como prote¢ao aos estresses bidticos, os terpenos protegem as
plantas de microrganismos e repelem insetos, além de interagdes entre plantas e
herbivoros, vinculando cadeias alimentares em ecossistemas complexos. Promovem a

atragdo de polinizadores, inimigos naturais (predadores e parasitoides) e de animais
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disseminadores de sementes assim como a localizacdo de plantas hospedeiras por

insetos herbivoros (CLAVIJO MCCORMICK et al., 2012; FRYE et al., 2013)

Compostos sintetizados pela via MEP

Isopreno a-pineno limoneno (E)-[-ocimeno (Z)-B-ocimeno linalol

Compostos sintetizados pela via MVA

AN N e .
=
AN
7 N
(4,8)-dimetil-
1.3E, 7-nonatrieno (EN-B-cariofileno (E.E)-u-farneseno (E)-f-farneseno
(DNMNT)

Figura 6.6. Estruturas moleculares de alguns compostos emitidos por planta estressada. Fonte: Adaptado
de Kask et al. (2013).

O isopreno (C5) e os hidrocarbonetos monoterpenos (C10) estdo envolvidos na
protecdo contra estresse abiodtico, em vdrias espécies de plantas, através da estabilizagdo
da membrana e efeitos antioxidantes diretos (PALMER-YOUNG et al, 2015).
Isoprenos e monoterpenos podem aumentar a termotolerdncia ou neutralizar o estresse
oxidativo, ao mesmo tempo em que interferem na atragdo de herbivoros
(SCHNITZLER et al., 2010).

Os monoterpenos e 0s sesquiterpenos sdo os principais compostos volateis
liberados pelas plantas apds dano por herbivoros, atraindo artropodes que atacam ou
parasitam os primeiros (DUDAREVA et al., 2004). Além de terpenoides volateis, certos
diterpenos e sesquiterpenos sdo fitoalexinas envolvidas na defesa direta de plantas
contra herbivoros e patdégenos. O (S)-limoneno ¢ uma fitoantecipina volatil, que
desempenha um papel significativo na supressao do crescimento de Xanthomonas
oryzae pv. Oryzae em plantulas de arroz (LEE ef al, 2016). A liberacdo de

monoterpeno o-pineno, por ferimento, em pinheiro (Pinus sylvestris L.), age como
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atrativo para Hylobius abietis. No entanto, a atragdo de H. abietis pode ser reduzida pela
emissao de limoneno (NORDLANDER, 1991). Compostos terpenoides emitidos a partir
de plantas de feijao-de-lima infestadas de acaros agiram como sinais aéreos, ativando
respostas de defesa induzidas por jasmonato e etileno, aumentando a resisténcia contra
acaros-aranha nas folhas de plantas vizinhas (ARIMURA et al., 2000). A intensidade
de resposta em relagcdo a emissao de compostos pode ser quantitativamente relacionada

com a gravidade de estresses bidticos e abioticos (NIINEMETS et al., 2013).

4. Alcaloides

Os alcaldides caracterizam-se pela presenca de um atomo de nitrogénio na
molécula e representam um grupo amplo com mais de 20 mil compostos isolados de
diversos organismos (KUTCHAN et al., 2015), em aproximadamente 20% das plantas
vasculares (ZIEGLER; FACCHINI, 2008), sendo Solanaceae, Papaveraceae,
Apocynaceae e Ranunculaceae as principais familias que os contém. S3o compostos de
baixa massa molecular, soliveis em dgua e a maioria apresenta cardter basico. Podem
ser divididos em diferentes classes, conforme Tabela 6.3 (MITHOFER; BOLAND,
2012).

As fungdes biologicas dos alcaldides estdo relacionadas, principalmente, a defesa,
porém, alguns autores sugerem que tais moléculas poderiam armazenar e transportar
nitrogénio, nas plantas (WINK; WITTE, 1985). Além disso, sdo amplamente
conhecidas suas atividades farmacolodgicas, como por exemplo, analgésica (morfina e
codeina), antineoplasica (vinblastina, vincristina), antimalérica (quinina e cloroquinina),

entre outras (ZULAK et al., 2006).
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Tabela 6.3 — Principais classes de alcaldides e seus respectivos precursores.

Precursor
Classe de alcaloides Exemplos
biossintético
Pirrolidinicos L-Ornitina Nicotina
Tropanicos L-Ornitina Atropina, cocaina
Pirrolizidinicos L-Ornitina Retronecina
Fenantroindolizidinicos L-ornitina Tiloforina
Piperidinicos L-Lisina Coniina
Quinolizidinicos L-Lisina Lupinina
Imidazoélicos L-Histidina Pilocarpina
Quinolinicos L-Triptofano Quinina
Indolicos L-Triptofano Reserpinina
Piridinicos Ac. L-Aspartico Tenelina
Quinolinicos Ac. Antranilico Dictamina
Quinazolinicos Ac. Antranilico Peganina

Terpenoidicos (mono, sesqui,

di, tri)
Esteroidico

Isoquinolinico

Ac. Mevalonico

Ac. Mevalo6nico

Tirosina

Valerianina, dendrobina, atisina,

ciclomicrofilina
Solasodina

Codeina/morfina

A maioria dos alcaldides sdo sintetizados a partir de aminodcidos proteicos

(configuracdo L), dentre eles lisina, tirosina e triptofano, além de ndo protéicos, como a

ornitina. Alguns t€ém como precursores esterdides e terpenoides, sendo que o nitrogénio

parece ser inserido a molécula em estagios finais da sintese (ANISZEWSKI, 2007).

O estudo dos alcaloides praticamente se iniciou com o isolamento da morfina em

1806 por Friedrich Sertiiner, mas somente em 1952 teve sua estrutura quimica

elucidada. O termo alcaldide foi proposto por Meillner em 1819 devido as

caracteristicas alcalinas de compostos isolados em plantas, na época (ANISZEWSKI,

2007). Certos alcaloides recentemente descobertos ndo apresentam o carater basico,

sendo considerados neutros apesar da presencga do nitrogénio na molécula (KUTCHAN,

1995).
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4.1. Biossintese dos alcaloides

Devido a complexidade estrutural dos alcaldides, principalmente pela presenga de
um ou mais centros assimétricos, a elucida¢do de suas vias biossintéticas foram e
continuam sendo desafios aos pesquisadores.

Um exemplo € o caso da nicotina, com apenas um centro assimétrico, que apesar
de seu isolamento ter ocorrido em 1828, somente em 1904 teve sua estrutura
determinada, enquanto a morfina levou quase 150 anos (KUTCHAN et al., 2015).
Além da estrutura, outros complicadores para estudos da biossintese de alcaldides
incluem as baixas concentragdes produzidas, a interferéncia de outros compostos na
extragdo e isolamento das enzimas. No entanto, técnicas moleculares vém sendo
utilizadas, mudando o cenario e contribuindo na eclucidagdo das vias de sintese
(KUTCHAN et al, 2015).

A ajmalicina, um alcaléide ind6lico monoterpenoide, derivado do L-triptofano, foi
a primeira a ter sua biossintese elucidada a nivel enzimatico. Assim como outros 1800
alcaloides inddlicos monoterpenoides, a sua formagao inicia-se pela decarboxilagdo do
triptofano pela triptofano descarboxilase (E.C. 4.1.1.28), resultando em triptamina. Esta,
pela agdo da estrictonidina sintase (E.C. 4.3.3.2) é condensada a secologanina
(secoiridoide derivado do geraniol), formando 3a(S)-estrictosidina que originara

diversos outros alcaloides pela atividade de diferentes enzimas (Figura 6.7).
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Figura 6.7. a) Triptofano (1) ¢ decarboxilado pela triptofano decarboxylase formando triptamina (2), a
qual reage com secologanina (3) para originar estrictosidina (4). Ap6s numerosos rearranjos,
estrictosidina (4) ¢ convertida em diversos alcaloides monoterpénicos indoélicos, tais como 19,20-
diidroacuamicina (5), ajmalicina (6), tabersonina (7) e catarantina (8). Me: CHs; Gle: glucose. b) RebH e
PyrH, juntamente com uma reductase, halogenam o anel inddélico do triptofano para produzir
clorotriptofano. No esquema ¢ mostrada os clorotriptofanos halogenados 1ae 1b podem ser
decarboxilados pela triptofano decarboxilase (C. roseus) para formar as clorotriptaminas 2a e 2b, as quais
serdo convertidas em alcaloides monoterpenos indélicos clorados. Fonte: Adaptado de Runguphan et al.

(2010)

Um exemplo de determinagdo da biossintese com uso de técnicas de cDNA foi da
berberina, um alcaloide benzilisoquinolinico. A elucidagdo mostrou a especificidade das
enzimas, assim como a compartimentalizagdo na sintese de alcaloides. As enzimas
envolvidas podem estar localizadas em diferentes compartimentos celulares, como por
exemplo, as citocromos P450 que em geral se encontram associadas ao reticulo
endoplasmatico, enquanto metiltransferases no citosol e estrictosidina sintase se
encontra no vacuolo. Além desta compartimentacdo, o armazenamento também ocorrera
em c¢lulas diferentes de onde os alcaloides foram produzidos, indicando a presenga de

transportadores (KUTCHAN et al., 2015).
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4.2. Importancia economica dos alcaloides

Além de sua importancia ecoldgica/bioldgica, os alcaloides também apresentam
caracteristicas que os tornam uteis como farmacos, com amplo uso na medicina, como
por exemplo a codeina, escopolamina, vinblastina, ou com propriedadades estimulantes
ou sedativas utilizados por grande nimero de pessoas, como cafeina, nicotina e cocaina
(OLIVOTO et al., 2017).

Para mencionar alguns importantes alcaldides, como os morfinanos morfina e
codeina com acdo analgésica e antitussigena, ambos provenientes do 6pio (Papoula
somnifera) e empregados na medicina hd muitos anos (KUTCHAN et al., 2014) e que
se ligam a receptores opidides no sistema nervoso central, que estdo ligados a proteinas
G inibitérias (TRIVEDI et al, 2013). J& os monoterpénicos inddlicos, como a
vincristina e vinblastina, isolados de Catharanthus roseus, sdo moléculas usadas no
tratamento de alguns tipos de neoplasias (KUTCHAN et al., 2015). Outros alcaldides
amplamente utilizados na medicina, como camptotecina, colchicina, quinina,
escopolamina, sdo exemplos da importincia deste grupo de produtos naturais no

tratamento de diversas doengas.

4.3. Alcaloides envolvidos na defesa das plantas

Todos os organismos vivos estdo expostos a diversos fatores bidticos e abiodticos
que podem afetar seu desenvolvimento e determinar a morte dos mesmos. Por isso, os
sistemas bioldgicos desenvolveram mecanismos de defesa contra potenciais “inimigos”.

As plantas, devido suas caracteristicas, sdo expostas a diversas ameacas
ambientais. Na tentativa de se protegerem, desenvolveram varios mecanismos de
defesa, que incluem barreiras estruturais e/ou quimicas, sendo estas Ultimas de
fundamental importancia, ja que tém a capacidade de sintetizar centenas de milhares de
compostos especializados, envolvidos em respostas as mudancas do ambiente
(PICHERSKY; LEWINSOHN, 2011). A defesa quimica pode ocorrer constitutivamente
(compostos pré-formados), caracteristica de cada genotipo, e através de inducdo por
estimulos de danos causados por fatores diversos, sendo ativados genes especificos para
tal.

Alguns dos alcaldides mais conhecidos na defesa vegetal sdo a colchicina, a
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cafeina e a nicotina. O primeiro, do grupo dos tropanicos, ¢ produzido por Colchicum
autumnale, sendo toxico a Apis melifera na concentragdo de 0,03% (v/v) (DETZEL,;
WINK, 1993). J4 a cafeina, um alcaléide purinico, ¢ encontrado em diversas espécies
vegetais, dentre as mais conhecidas estdo o cafeeiro (Coffe ardbica), Camellia sp.,
cacau (Theobroma cacau) e erva-mate (llex paraguariensis). Um dos alcaldides
purinicos mais estudados, ¢ a nicotina. A biossintese de nicotina ¢ estimulada pela acdo
da herbivoria nas folhas da planta de fumo (Nicotiana tabacum) que resulta no aumento
dos niveis de jasmonato. Este fitormonio ¢ transportado através do floema até as raizes
da planta, local de biossintese, estimulando a produgdo da nicotina. Entdo, a nicotina ¢
transportada através do xilema as partes aéreas da planta, e acumula-se nos vacuolos das
células foliares (Figura 6.8). O alvo da nicotina s3o os receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs), receptores pods-sindpticos mais abundantes nos insetos

(SATTELLE, 1980).
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Herbivoria

Jasmonato

/

Nic - Genes
regulatorios
especificos da
nicotina

Tecido foliar

Translocagao
(via xilema)

Biossintese da nicotina
(raizes)
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Figura 6.8. Biossintese da nicotina. Fonte: Adaptado de Mithofer e Boland (2012).

5. Glicosideos cianogénicos e glucosinolatos

Os glicosideos cianogénicos sao B-glicosideos de a-hidroxinitrilas caracterizadas

pela capacidade de liberar 4cido cianidrico (cianeto de hidrogénio, HCN) quando
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hidrolisados por [B-glicosidases e a-hidroxinitrilases, em processo conhecido como
cianogénese ou bomba de cianeto (MORANT et al., 2008; KUTCHAN et al., 2014).

Todas as plantas produzem quantidades infimas de HCN como produto da
biossintese de etileno, mas poucas sdo aquelas que liberam este composto, em
concentragdes significativas, pela quebra do glicosideo cianogénico. O HCN inibe a
atividade de enzimas, como a citocromo ¢ oxidase (EC 1.9.3.1), a enzima final da
cadeia de transporte de elétrons no processo respiratorio (GLEADOW; MOLLER,
2014).

Ja foram constatadas mais de 2.600 espécies, distribuidas em cerca de 110
familias que sintetizam glicosideos cianogénicos, com estrutura basica conforme
Figura 6.9 (RAJNIAK, 2015). S3o exemplos destes glicosideos cianogénicos a
amigdalina ou amigdalosido, das améndoas amargas, a linamarina, das sementes do
linho, a maniotoxina, da raiz da mandioca e a faseolunatina, do feijao toxico (Phaseolus

lunatus) (KAUTZ, 2014).

O _—=N

Figura 6.9. Estrutura basica de um glicosideo cianogénico. Fonte: Autores (2016).

Um dos pontos importantes para as plantas que sintetizam estas substancias ¢ a
compartimentagdo, a qual evita autotoxicidade, assegurando que a liberacdo da porcao
toxica sO ocorra com o rompimento das estruturas. Assim, os glicosideos serdo
armazendados em vactolos (em folhas) ou vesiculas, como por exemplo a linamarina,
presente nos caules e peciolos da mandioca (ELIAS et al., 1997). Ja a localizagao das f3-
glicosidases ¢ bastante variavel, dependendo da espécie, com algumas sendo
encontradas ligadas a parede celular, no espago apopléstico, no citosol, nos cloroplastos
ou em pequenas vesiculas (GLEADOW; MOLLER, 2014). Evidéncias sugerem que o-
hidroxinitrilase seja uma enzima citoplasmatica (HICKEL ef al., 1996).

A familia Rosaceae ¢ especialmente rica em plantas produtoras destes
compostos, destacando-se as sementes de améndoas amargas, péssegos, ameixas,
cerejas, damascos, etc. Na mandioca, na améndoa e no sorgo foram encontradas 36

diferentes estruturas quimicas relacionadas aos glicosideos cianogénicos, como a
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linamarina, lotaustralina, prunasina, amigdalina e durrina, incluindo di e tri-glicosideos

derivados. (PICMANOVA, 2015).

5.1 Biossintese de Glicosideos Cianogénicos

Os glicosideos cianogénicos derivam de cinco L-aminodcidos: isoleucina,
leucina, valina, fenilalanina e tirosina, além de aminoacidos ndo proteicos como
ciclopentenil glicina (KUTCHAN et al., 2014). A via biossintética ¢ resumida na
Figura 6.10.

UDP-glicose Ry
Aminoécidos ———» Oximas ——» o-Hidroxinitrilo ¥H s /O%\
P450aa P4500x (cianidrina) UDP-glicosil Ry N
transferase Monoglicosideo

o cianogénico
R

A\
HCN \\00‘5
%/
o—Hidroxinitril glicose
Aldeido/Cetona

Figura 6.10. Biossintese e bioativagdo de glicosideos cianogénicos. Estes compostos sdo sintetizados de
aminoacidos em reagdes catalisadas por duas multifuncionais enzimas: a citocromo P450s ligada a
membrana (P450aa ¢ P4500x) e a UDP-glucosil-transferase. A cianogénese ocorre quando B-glicosidase
hidrolisa a ligacdo glicosidica e forma a-hidroxinitrila (cianoidrina) que dissocia-se em HCN ou em uma
cetona através da acdo de uma a-hidroxinitrilase ou espontaneamente e meio alcalino. Abreviagdes: aa,

aminoacido; ox, oxima. Fonte: Adaptado de Gleadow e Meller (2014).

5.2. Glucosinolatos

Os glucosinolatos ou P-tioglicosideos sdo compostos ricos em enxofre,
sintetizados em plantas da familia Brassicaceae (brocolis, repolho, couve-flor) (DOSZ,
2014; KUTCHAN et al.,, 2014). Possuem estrutura comum contendo um grupo B-D-
tioglucose ligado a uma aldoxima sulfonada e cadeia lateral varidvel, derivada de um

aminoacido. Conforme os aminoacidos precursores, os glucosinolatos podem ser
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divididos em trés classes: a) glucosinolatos alifaticos; b) glucosinolatos aromaticos
(tirosina e fenilalanina); ¢) glucosinolatos indélicos (triptofano) (REDOVNIKOVIC et
al., 2008).

Constituem uma pequena classe de compostos cuja bioatividade provém da
hidrélise da molécula por B-tioglucosidases, também denominadas de mirosinases. Com
a quebra, a por¢ao aglicona poderd sofrer rearranjos, através de vias diversas,
produzindo isotiocianatos, nitrilas, epitionitrilas, oxazolidina-2-tionas ou tiocianato

(Figura 6.11 e 6.12) (KUTCHAN et al., 2014).
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i
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H;C
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Figura 6.11. Hidrdlise de glucosinolato. Fonte: Adaptado de Dinkova-Kostova e Vostov (2012).
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Figura 6.12. Biossintese da estrutura do nucleo de glucosinolatos. Fonte: Autores (2016).

Glucosinolatos e isotiocianatos tém sido objetos de pesquisa apds a descoberta
de que o sulforafano, um isotiocianato de brdcolis, induz potencialmente proteinas

citoprotetoras em mamiferos (DINKOVA-KOSTOVA; VOSTOV, 2012).

5.3. Biossintese de Glucosinolatos

A biossintese dos glucosinolatos compreende trés fases: alongamento da cadeia
do aminoécido precursor, com a adigdo de grupamentos metileno as cadeias laterais;
conversao do aminoacido em glucosinolato; e modificacdes das cadeias laterais

(REDOVNIKOVIC et al., 2008) Figura 6.13.
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Figura 6.13. Biossintese de glucosinolatos. Fonte: Adaptado de Piotrowski et al. (2016).
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SECAO 2

PRINCIPAIS METODOLOGIAS PARA ESTUDO DE
ESTRESSES EM PLANTAS

Nesta secdo, convidamos o leitor a conhecer as principais técnicas
para detectar ¢ mensurar, de forma direta ou indireta, o nivel de
estresse a que a planta estd submetida. Lembrando que determinado
fator de estresse acarreta mudangas morfoldgicas/fisiologicas, que
consequentemente afetam o crescimento e desenvolvimento da planta
e dentre essas, as alteracdes bioquimicas sdo o foco principal das
praticas desenvolvidas cujos resultados e/ou metodologias sdo aqui
demonstrados.
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CAPITULO 7

DETERMINACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS

ANTONIO HIGO MOREIRA DE SOUSA; DANY ROBERTA MARQUES CALDEIRA; LUZ MARIA
RUIZ MACHUCA; RAFAEL DOS SANTOS LIMA; TATIANE BORTOLETTO GOMES DA SILVA;
TULIO BARROSO QUEIROZ; MARIA VITORIA BARROS SIFUENTES; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

Atuando na maioria dos processos bioldgicos, as proteinas executam inerentes
funcdes regulatorias, enzimaticas, nutritivas, de reserva, transportadoras, de
armazenamento, estruturais, protetoras, de defesa, hormonais, além de uma variedade de
outros papéis de suma importancia, uma vez que toda atividade celular ¢ dependente de
uma ou mais proteinas (DARNELL et al., 1990).

Nos vegetais e animais as proteinas apresentam um importante papel na
formagdo e reparacdo de oOrgdos e tecidos. Nos vegetais, a producdo de proteinas
relaciona-se diretamente com estresses abidticos sofridos pela planta, como a seca, frio,
salinidade, alcalinidade, nutrientes e tensdes mecanicas (LIU; ZHANG, 2016). Como
exemplo, a deficiéncia hidrica e salina, resulta em rompimento da integridade da
membrana e desnaturacdo das proteinas (BRAY, 1997; HEIDE; POOLMAN, 2000;
MAHAIJAN; TUTEJA, 2005).

Estes compostos desempenham também um importante papel na defesa quimica
de doengas em plantas, atuando como parametro na identificagdo das adaptagdes de
defesa utilizadas para a sobrevivéncia (PAL et al., 2016). Para condigdes de
temperaturas abaixo de zero, as proteinas anti-congelantes, também conhecidas como
proteinas de ligacdo ao gelo, tém sido utilizadas para produzir plantas resistentes a
geadas (DUMAN; WISNIEWSKI, 2014). Em condicdes de salinidade, o uso de
rizobactérias em arroz estimulou a produgdo de proteinas relacionadas a patogénese
(quitinase), aumentando sua capacidade de resisténcia (GARCIA-CRISTOBAL et al,,
2015).
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Assim, sob estresse, observa-se alteracdes nas concentracdoes de determinadas
proteinas. Entre as andlises que sdo realizadas para a determinag¢do dos efeitos do
estresse nos vegetais estd a determinacdo da atividade enzimatica. No entanto, antes da
determinagdo enzimatica, realiza-se a determinag¢dao de proteinas solveis totais. A
determinagdo de proteinas soliveis totais €, de fato, muito importante para se obter a
atividade bioldgica do objeto de estudo em unidades de atividade enzimatica de pg pL™
de proteina.

Existem véarias metodologias espectrofotométricas para a determinagdo de
proteinas totais, ¢ a escolha delas depende do objetivo e de suas aplicagdes (ZAIA et al.,
1998).

Neste trabalho determinou-se a proteina soltivel de uma amostra vegetal
utilizando o método de Bradford (1976), baseado em uma mudanga espectral do
reagente Coomassie Brilliant Blue G-250, que da absor¢do maxima a 595 nm (cor azul),
quando interage com proteinas.

Esse método ¢ baseado na interacdo entre o corante Coomassie Brilliant Blue G-
250 (reativo de Bradford) e macromoléculas de proteinas constituidas por aminoacidos
de cadeias laterais basicas ou aromaticas. A interacdo entre o corante e essa
macromolécula de proteina provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a
forma anidnica absorvendo em 595 nm, no pH de reacao (ZAIA et al., 1998). O corante
BG-250 apresenta dois picos de absor¢do: vermelho (A.,... = 465 nm) e azul (A...= 595
nm) com predominancia da forma vermelha de absorcdo, no entanto, quando ha reagdo
do BG-250 com a proteina a amostra converte-se para a forma azul, absorvendo em 595
nm.

A reagdo completa-se em aproximadamente dois minutos € mantem-se estavel
por cerca de uma hora, entretanto, recomenda-se que as leituras sejam efetuadas apos 15
minutos de incubagdo. Além disso, esse método nao permite que compostos fenolicos
interfiram na medida das proteinas.

O método de Bradford (Figura 7.1) ndo ¢ recomendado no caso de amostras de
proteinas com baixo peso molecular e também se deve atentar para o grau de pureza do
corante BG-250 que varia conforme a origem, sendo assim, recomenda-se que
padronize as condi¢des de reagdo para cada lote do corante adquirido (ZAIA et al.,

1998).
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Figura 7.1. Resumo simplificado do método de bradford. 1° Coleta de material; 2° Repetigdes
da amostra; 3° Processamento do material; 4° Centrifugacdo da amostra; 5° Adi¢do do reativo
Bradford; 6° Leitura das absorbancias. Fonte: Autores (2016).

2. Materiais Utilizados e Preparo das Solugdes

2.1. Solugao Coomassie Brilliant Blue G-250

e 100 mg de corante Coomassie Brilliant Blue G-250
e 50 mL de etanol 95%
e 100 mL de 4cidofosforico 85%

2.2. Solu¢do de Albumina de Soro Bovino - BSA (1 mg mL™)

e 0,88 g de NaCl (PM = 58,45)

e 100 mL de H,O

e 100 mg de proteina

e 100 mL de solugao salina 0,15 M

2.3. Preparo da solu¢do Coomassie Brilliant Blue G-250

e Dissolva 100 mg do corante em 50 mL de etanol 95%;
e Adicione 100 mL de acido fosforico (85%) e misturar bem em becker;

o Diluir com agua destilada até 1L em baldo volumétrico;
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o Filtrar (papel de filtro analitico) duas vezes apos completa dissolucao e
armazenar em frasco escuro em geladeira.

2.4. Preparo da solugio de Albumina de Soro Bovino - BSA (1 mg mL™)

e Dissolver 0,88 g de NaCl (PM = 58,45) em 100 mL de H,O para obter solugdo
salina 0,15 M;
e Dissolver 100 mg de proteina (BSA) em 100 mL de solugdo salina 0,15 M;

e Dividir em aliquotas de 1,0 mL e Armazenar em freezer.

3. Obtencao do Extrato

3.1 Materiais utilizados

e 500 mg de tecido vegetal

e Nitrogénio liquido.

e Tampao fosfato 0,1M, pH 6.7

e Reativo de Bradford

e Coomassie Brilliant Blue G-250
e Albumina de soro bovino - BSA

« Agua destilada
3.2 Preparo do extrato

e Moeu-se 500 mg de tecido vegetal seguindo os métodos para coleta,
preparacdo e extragcdo em tecidos vegetais;

e Adicionou-se 2 mL de tampao fosfato 0,1 M, pH 6.7 ao tecido vegetal moido
(Figura 7.2);

e O material macerado foi centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, sendo ao
final separado o sobrenadante, que se constituiu no extrato bruto (Figura
7.3);

o Formaram-se duas fases: o sobrenadante e o precipitado.
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i 2 3 e
Figura 7.2. Obtengdo do extrato. A - Tecido foliar macerado disposto em almofariz. B - Insergdo de 2
ml de tampao fosfato. C - Homogeneizagdo da mistura. Fonte: Autores (2016).

Figura 7.3. Detalhamento do processo de centrifugacdo do extrato obtido. A - Mistura homogeneizada
em tubo de Falcon com tampa. B e C - Centrifugacdo do material. D — Material centrifugado. Fonte:
Autores (2016).

Observacao': durante todo o processo de extragdo, o material foi manipulado com
nitrogénio liquido e em recipiente colocado sobre uma camada de gelo, para manter o

material em baixa temperatura.

e Apds a centrifugacdo, pipetou-se trés aliquotas de 100 uL (triplicata) do
extrato (sobrenadante) + 5 mL do reativo de Bradford,
e Agitou-se a mistura para homogeneizar e deixou em repouso por 15 minutos;

o Feito isso efetuou- se a leitura no espectofotometro a 595 nm (Figura 7.4).
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Figura 7.4. Procedimento final e incorporag@o do reativo de Bradford. A - 5 mL de Reativo de Bradford pipetado
em trés aliquotas de 100 pL (triplicata) de extrato. B - Homogeneizagdo da mistura. C - Amostras homogeneizadas.

D - Leitura das absorbancias em espectrofotometro. Fonte: Autores (2016).

4. Obtencao da Curva Padrao

Para se obter a equagdo da reta e gerar a curva padrdo tipica, comparou-se as
leituras obtidas em espectrofotometro dos extratos coletados com a curva padrao. Dessa
forma, de modo geral, foram preparadas onze amostras padrdoes com diferentes
concentragdes de BSA (Albumina de Soro Bovino), nos quais todos contem 5 mL de
corante Coomassie Brilliant Blue e as seguintes variagdes dos demais componentes de
ensaio:

Neste trabalho, foram utilizadas as concentracoes de 0,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 e 100 pg de BSA (Tabela 12.1.). Todas as concentracdes foram preparadas em
duplicatas. Apo6s 15 minutos de preparo, as amostras foram levadas para o

espectrofotometro para realizar as leituras a 595 nm.
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Tabela 7.1. Materiais e reagentes utilizados.

Identificaciao Componentes do ensaio
Tubo Concentragdo ug BSA H,O Bradford (mL)
N°® ulL ul
1 0 0 100 5.0
2 10 10 90 5.0
3 20 20 80 5.0
4 30 30 70 5.0
5 40 40 60 5.0
6 50 50 50 5.0
7 60 60 40 5.0
8 70 70 30 5.0
9 80 80 20 5.0
10 90 90 10 5.0
11 100 100 0 5.0

E importante ressaltar que na preparagdo da solugdo, o primeiro componente a
ser pipetado foi o corante Coomassie Brilliant Blue, seguido da agua destilada e por

ultimo a BSA.

Observagao?*: Determinar poucas amostras de cada vez para que as leituras ndo
demorem; Utilizar preferencialmente cubetas de vidro ou plastico (metacrilato) e ndo de

quartzo para evitar a adesao do complexo corante-proteina nas mesmas.

5. Analise dos Dados

Em um ultimo momento, os dados foram tabulados em uma planilha padrao, no
qual a féormula y= ax+b foi substituida pelos valores obtidos anteriormente durante a
leitura das absorbancias, no qual: y € valor da média de cada amostra; a € b sdo valores
das duplicatas de cada padrao; e x ¢ a quantidade encontrada de proteina por amostra em

ng (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Curva padrio tipica, obtida a partir de BSA.
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CAPITULO 8

AVALIACAO DE PARAMETROS RELACIONADOS AO
ESTRESSE HIiDRICO

EDHIELLE VANESSA DE LIMA SOARES; JAQUELINE PINHEIRO DA SILVA; JESSICA KARINE
BURIM CARDOSO; RENATA BRUNA DOS SANTOS COSCOLIN; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

Todos os processos fisioldgicos da célula sdo afetados pelo fornecimento de
agua de forma direta ou indireta, sendo o contetido de agua na planta variavel em func¢ao
das flutuacdes de umidade do solo, do ar e das taxas de transpiragdo da planta
(MARENCO; LOPES, 2009). Ainda segundo os autores, a dgua tem diversas funcdes
dentro da planta, sendo as mais importantes: constituinte de protoplasma; ¢ utilizada
como solvente de substancias; faz parte de varias reagdes quimicas como reagente ¢
produto; mantém as estruturas moleculares; mantem a turgidez e ¢ termorreguladora.

A 4gua no continuo solo-planta-atmosfera ¢ transportada de acordo com
gradiente de potencial hidrico, do maior para o menor, € quase toda a agua que passa
através das plantas € proveniente do solo, sendo absorvida pelas raizes. Assim, o
sistema radicular constitui a principal entrada de dgua para as plantas superiores.
(MARENCO; LOPES, 2009). Essa absor¢ao ocorre principalmente pelas raizes mais
finas, que se encontra em intimo contato com um maior volume de solo por unidade de
volume de raiz (KERBAUY, 2012) e a capacidade de absorcao de dgua varia segundo a
espécie e fatores como aeragao do solo, temperatura e grau de suberizacdo das raizes.

As plantas que apresentam déficit hidrico sofrem mudancas na anatomia,
fisiologia e bioquimica, com diminuicdo de area foliar e crescimento de raiz,
fechamento de estomatos, acumulo de carboidrato em raizes, transporte de agua na raiz
via aquaporinas, entre outros mecanismos de defesa. Ja para plantas que estdo sob
condi¢des contrarias, com excesso de agua, os mecanismos de defesa que podem ser
citados sdao: fechamento dos estdomatos, enrolamento de folha, remobilizacdo de

reservas, enraizamento rapido e profundo.
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Portanto, estudos das relacdes hidricas nas plantas e das interagdes causadas pelo
déficit hidrico ou pelo excesso de dgua em relagdo aos processos fisiologicos, sdo de
grande importancia. A partir do conhecimento relacionado a variacdo do volume de
agua em uma espécie, em diferentes fases de desenvolvimento, torna-se possivel

deduzir sobre o funcionamento dos processos fisiologicos e suas consequéncias.

2. Referencial Teodrico

2.1. Conteudo relativo de agua

O CRA (contetdo relativo de agua) ¢ um critério de avaliacdo do estado hidrico
de uma planta, definido como a quantidade de dgua do tecido vegetal no momento,
comparada com a quantidade maxima que ele pode reter (CAIRO, 1995). Sua utiliza¢do
¢ apontada como eficiente no estudo da adaptagdo de plantas a seca, bem como na
comparag¢do de materiais em programas de melhoramento (JONES, 2007).

Barr (1962) apud Broetto (2016) realizou a determinagdo da metodologia para
analise do conteudo relativo de a4gua, onde sdo cortados discos da folha com 1,5 cm de
diametro e colocados em frascos herméticos, pré-pesados e guardados em refrigerador.
Posteriormente, os frascos sdo pesados para obtencao da massa da amostra foliar, sendo
a amostra imediatamente hidratada para que atinja a turgescéncia completa entre 3 e 4
horas, sob uma luz e temperatura ambiente. Depois de hidratadas, as amostras sdo bem
secas com o auxilio de um papel toalha e pesadas, obtendo, assim, o seu peso totalmente

turgido. Apds a obtencdo dos valores de peso turgido, as amostras sdo secas em estufa a

80 °C por 24 horas e pesadas, determinando assim sua matéria seca.
2.2. Pigmentos foliares

O déficit hidrico ¢ normalmente caracterizado pela perda de clorofila, tendo
como consequéncia o declinio na capacidade fotossintética das plantas. Portanto,

realizar a andlise de pigmentos fotossintéticos ¢ uma ferramenta importante para

avaliacdo da sanidade e integridade das partes internas da célula durante o processo de
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fotossintese (SILVA et al., 2014) fornecendo uma técnica eficiente na detec¢do e
quantificagdo de plantas tolerantes ao estresse hidrico.

De acordo com a metodologia proposta por Lee, Bremmeier ¢ Smith (1987),
para realizar a analise de pigmentos foliares, coleta-se discos de folhas, evitando o corte
nas nervuras da mesma, assim como em dareas afetadas por insetos. Esses discos sdo
colocados em tubos identificados com solu¢do de Dimetilformamida (DMF) e DMF
acido, guardados em refrigerador para que a solugdo extraia os pigmentos por
aproximadamente 30 horas. Assim, ap0Os esse periodo os discos ndo apresentardo cor € a
solucao terd absorvido os pigmentos. Essa soluc¢ao ¢ colocada no espectrofotdmetro para
medida do comprimento de onda emitido pela solucdo. Essa metodologia também
fornece formulas padronizadas para célculo da concentragdo da clorofila a e b,
carotenoides, feofitina a e b e antocianinas.

A técnica de leitura SPAD (Soil Plant Analysis Development) também pode ser
citada como uma técnica eficiente para determinagdo de pigmentos foliares. Esse
médoto, segundo Silva et al. (2011), ¢ um método rapido, simples e ndo destrutivo, que

fornece leituras que se correlacionam com o teor de clorofila presente na folha.

2.3. Determinagdo de matéria fresca e matéria seca

O estresse hidrico gera uma série de consequéncia para as plantas, como a
reducdo da area foliar e do crescimento do caule, assim como redu¢do da produgdo de
matéria seca de diversas plantas. Assim, a determina¢do da matéria fresca e matéria seca
total sdo essenciais para determinacdo do estresse hidrico da planta, além de ser a
metodologia mais utilizada em experimentos para esse fim.

Silva et al. (2002), ao analisar o efeito do estresse hidrico sob uma planta
medicinal realizou a determinacdo da matéria fresca total através do corte das plantas a
3 cm do solo, separando caule, folhas e galhos e pesando-as imediatamente, para
determinac¢do da massa da matéria fresca. Para a matéria seca, 10% da massa de matéria
fresca foi colocado em estuda a 70 °C e, quando obteve massa constante, foi pesado,

sendo o valor total obtido através do calculo proporcional.
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2.4. Determinagdo de darea foliar

A alteracdo da area foliar ¢ uma das principais consequéncias do estresse hidrico
nas plantas, uma vez que a area foliar determina seu uso de dgua e o potencial de
produtividade, sendo severamente inibido quando exposta ao estresse (SILVA et al,
2011). Esse incide também auxilia na verificagdo da superficie fotossintética da planta a
fatores ambientais (MAGALI et al., 2010).

Portanto, técnicas para avaliacdo da area foliar da planta é necessario para
determinagdo da consequéncia causada pelo estresse. A area foliar pode ser determinada
com métodos destrutivos ou ndo destrutivos. Sendo os métodos destrutivos mais
simples e precisos e normalmente realizados por copias da folha, uso de planimetros ou
mesmo através de aparelhos que quantificam area foliar. E os métodos nao destrutivos

utilizam equipamentos potateis que expressam imediatamente os resultados.

2.5. Determinagdo do potencial hidrico

Uma das formas mais comuns de se verificar o estado hidrico das plantas ¢ pela
determinagdo de seu potencial hidrico. Existem varios métodos para a determinagdo
desse potencial: o método psicrométrico, que se utiliza da pressao de vapor; o método
higrométrico, que ¢ uma variagdo do psicométrico com maior tempo para a sua
determina¢do; o método densimétrico, que se fundamenta no equilibrio da agua entre
tecido vegetal e o meio; o método gravimétrico, que se baseia nas mudancas de massa,
volume ou comprimento dos tecidos e o método da camara de pressdao, que € o mais
aplicado (TAIZ; ZEIGHER, 2004).

A camara de pressao, também conhecida por Bomba Scholander consiste em um
equipamento portatil, de baixo custo e que pode ser levado para realizag¢do de leituras no
campo. Nesse método, uma amostra (folha) serd colocada na cdmara e receberd uma
pressdo exercida pelo ar comprimido do equipamento, até a exsudacdo da seiva pelo
peciolo. Dessa forma, a pressdo exercida corresponde ao potencial hidrico das células

foliares (SCHOLANDER et al., 1965).

136



2.6. Andlise de proteinas soluveis totais, catalase, ascarbato peroxidase,

polifenoloxidase e peroxidase.

O estresse hidrico promove uma reducdo na concentragdo de proteinas totais
soluveis, pois a restri¢dao hidrica favorece a acdo de enzimas proteoliticas que degradam
as proteinas que sdo utilizadas como fonte de reserva pelas plantas (NEVES et al.,
2012).

Como consequéncia do estresse hidrico, também ha um aumento da atividade da
enzima perioxidase, pois a deficiéncia de dgua no solo promove um aumento dos
radicais livres no meio celular e essa enzima aumenta sua atividade numa tentativa de
manter a integridade celular (JADOSKI, 2002; LIMA, 2013). J& as enzimas ascorbato
peroxidade, catalase e polifenoloxidase sdo antioxidantes e fazem parte da defesa
primaria contra radicais livres, podendo quebrar H;O, em H,O e O, suas observagoes
sdo importantes para entender se a planta ¢ capaz de reagir frente ao estresse, ja que
estresses abioticos podem interferir em suas atividades (CARNEIRO et al, 2011,
CAMPOS et al., 2004). Estudos realizados por Sousa et al. (2015) mostraram que o

estresse hidrico reduziu a atividade da ascorbato peroxidase e da polifeniloxidase.

2.77. Anadlise do aminodcido L-prolina

A prolina ¢ um aminoacido presente nos organismos vivos que atua como
osmoprotetora, sendo esse um ajuste osmotico que a ce€lula realiza para tolerar
condi¢des adversas e conservar a integridade celular (MUNNS, 2002). Dessa forma, a
prolina atua mantendo a turgescéncia da célula e, além disso, consiste em uma fonte de
energia acessivel que pode ser usada no crescimento e desenvolvimento do tecido
vegetal (KAVI KISHOR et al.,, 2005). Estudos realizados por Queiroz (2006), Marin
(2008) e Lima (2013) trabalhando com diferentes espécies, correlacionaram a

deficiéncia hidrica com um aumento na quantidade de prolina das células vegetais.

2.8. Teor de sacarose, amido e aciicares soluveis totais

Dentre as reagdes quimicas que o estresse hidrico provoca estdo a diminuigdo da
fotossintese e aumento da transformacdo do amido pelas enzimas o e  amilase em

sacarose. A quebra dessa molécula ocorre como tentativa de se conseguir um equilibrio

137



osmotico nas células, ja que o amido € uma substancia osmoticamente inativa. Barbosa
et al. (2013) verificaram essa diminuicdo de amido e aumento de sacarose em plantas
jovens de Acapu (Vouacapoua americana Aubl.) com o passar do tempo sob
deficiéncia hidrica. Resultados semelhantes foram encontrados por Sales et al.

(2012) na cultura da cana-de-agucar.

2.9. Défice de pressdo de vapor

O défice de pressao de vapor (DPV) ¢ outra medida que pode ser calculada para
o entendimento do estado hidrico das plantas. Ele pode ser calculado como a diferenca
entre a pressdo de saturagdo de vapor d’agua (es) e a pressdo parcial de vapor (ea)
(PEREIRA; ANGELOCCI; SENTELHAS, 2002). Essa estimativa estd diretamente
relacionada com o fechamento dos estdomatos, sob condi¢cdes de estresse, a fim de
reduzir a transpiragdo e por consequéncia acaba reduzindo também o CO, da
transpiracdo (OLIVEIRA; FERNANDES; RODRIGUES, 2005).

Altos valores de DPV sao relacionados com a elevagdao da temperatura foliar.
Estudos comprovaram que o DPV ¢ maior com o aumento das temperaturas ao longo do
dia, assim como sdo maiores em esta¢ao de seca, quando comparados com as estagdes
chuvosas (COSTA; MARENCO, 2007, MACHADO FILHO et al., 2006; MACHADO
et al., 2005).

2.10. Crescimento radicular

As raizes possuem uma grande importancia para obteng¢do de dgua nas plantas,
sendo assim, a planta aumenta o crescimento radicular para buscar dgua. Quando ha
menor disponibilidade hidrica, o crescimento radicular ird depender de uma minima
pressao de turgor mantida nas células, e essa pressao deve ser bastante para que a ocorra
o alongamento das paredes celuldsicas e o crescimento celular. Assim, € verificado um
rapido ajusto osmoético que auxiliam na manuten¢do do alongamento celular e na
pressdo de turgor (MAGALHAES FILHO, 2008).

Uma técnica utilizada para avaliagdo do sistema radicular das plantas ¢ o scanner
de raiz, Root Scanner CI-600, onde sdo inseridos tubos de acrilico no solo em plantas
aleatdrias na parcela, para que a raiz cres¢a ao longo do tubo. De tempos em tempos,

sdo capturadas imagens por esse equipamento que serdo analisadas pelo software

138



Rootsnap CI-690, disponibilizando a variavel comprimento total, area de contato,

didmetro médio e volume.

2.11. Caracterizagdo estomatica

Em condigdes xéricas, a folha tem necessidade de aproveitar o delimitado tempo
com alta umidade relativa para fazer as trocas gasosas, resultando numa melhor
eficiéncia quanto maior for a area estomatica util (MEDRI; LLERAS, 1980). De modo
que a restri¢do hidrica pode causar a limitagdo estomatica, e dificultar o processo de
fotossintese (KERBAUY, 2008). Segundo Grizi et al. (2008), em condi¢des de
deficiéncia hidrica, a planta realiza adaptagdes e aumenta o nimero de estomatos por
area.

A contagem do numero de células estomaticas pode realizada pelo método de
moldes. Segundo Prado e Casali (2006) devem ser coletadas folhas menos pilosas para a
melhor verificagdo do aparato estomatica, e aplicada uma camada de esmalte incolor na
face abaxial e adaxial da folha. Apos 20 minutos, retira-se com uma pinga a pelicula
formada na folha e colocd-la em lamina para observa¢do das duas faces em
microscopio. Identificando-se através da contagem o numero de estdmatos em pelo
menos cinco campos diferentes para cada epiderme analisada.

Referente as relagdes hidricas e trocas gasosas, sabendo-se que a assimilacdo de
CO; ¢ realizada através dos estdmatos no processo fotossintético ocorrendo também a
liberacao de agua, por meio da transpiragdo, sendo o movimento estomatico a principal
forma de controlar as trocas gasosas nas plantas superiores (SILVA et al., 2010). Esse
movimento de abertura e fechamento dos estomatos estd associado principalmente com
a intensidade de luz e o estado de hidrata¢do da folha (COSTA; MARRENCO, 2007).
Com a redugdo na disponibilidade de dgua no solo ocorre uma queda no potencial da
agua nas folhas das plantas, acarretando a perda de turgescéncia e a reducdo da
condutancia estomdtica (SHALHEVET, 1983), a reducdo da transpiracdo, e
consequentemente, a taxa de fotossintese. Para andlise da condutancia estomatica (gs)

(mol de H,0 m™s™) utiliza-se o Analisador de Gas Infravermelho (IRGA).
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2.12. Trocas gasosas, Fotossintesse e Transpiragdo

A concentracdo de CO;, a intensidade luminosa, a taxa de nitrogénio da folha, a
temperatura, ¢ a umidade do solo sdo fatores que podem afetar o desempenho
fotossintético dos vegetais (MARENCO; LOPES, 2005). Com relacdo as trocas
gasosas, a disponibilidade reduzida de agua provoca a reducdo da condutincia
estomatica e da transpiragdo, devido ao fechamento estomatico, e consequentemente, a
redugdo das taxas de fotossintese (MARIANO et al., 2009). Devido ao decréscimo na
concentracdo intracelular de CO, ocasionado pelo fechamento dos estdmatos
(BJORKMAN, 1989).

Para analise de variaveis como transpira¢do (E), condutincia estomatica (gs),
medida da assimilacdo fotossintética de CO, (A), temperatura foliar, CO, interno (Ci),
Radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), utiliza-se um equipamento chamado de O
analisador de gases infravermelho (IRGA).

O didxido carbonico absorve na faixa de comprimentos de onda do
infravermelho, em torno do comprimento de onda (1) de 4,25 um. O analisador de gases
infravermelho (IRGA), basicamente ¢ composto por um emissor de infravermelho, uma
célula de medigdo, também chamada de caminho 6ptico, um filtro Optico € um detector.
Entre a célula de medicdo e o detector tem-se um filtro, que € necessario para que se
selecione a faixa de comprimento de onda especifica que atinge o detector (MORENO,

2012).

Observacao': Ver capitulo 13 “Utilizacdo do Analisador de Gases por

Infravermelho para avaliacao de trocas gasosas em plantas: check list de preparagao”

2.13. Medi¢do da maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema 11

Distintos fatores podem causar modificagdes no arranjo fotossintético, podendo
serem estudados os seus efeitos a partir da fluorescéncia da clorofila a. Em condicdes de
restricdo hidrica, em fungdo do fechamento estomatico, ocorre a redugdo da
concentragdo de CO, no interior da célula, em decorréncia aos decréscimos na

assimila¢do do CO, e na eficiéncia quantica do fotossistema II (BAKER, 1993).

140



O principal método utilizado ¢ realizado mediante a analise da fluorescéncia da
clorofila, que permite verificar o nivel de excitagdo da energia que ¢ conduzida para a
fotossintese, oferecendo aporte necessario para a avaliagdo da inibi¢do ou o dano
durante o processo de transferéncia de elétrons do PSII. Considerado um método
simples, eficiente, sensivel e ndo destrutivo, que possibilita avaliar a eficiéncia
fotoquimica do fotossistema II (FSII), em estudos com danos ou reparos causados no
sistema fotossintético das plantas por distintos tipos de estresse (MARTINAZZO et al.,
2012).

Para essa avaliacdo da fluorescéncia da clorofila ¢ utilizado um equipamento
chamado fluordmetro portatil (LI-1600, USA). Que permite mensurar em folhas
intermediarias dos ramos e pré-adaptadas ao escuro por 30 min, as variaveis
fluorescéncia inicial (Fo), maxima (Fm), varidvel (Fv), eficiéncia quantica do FSII
(Fv/Fm) e a razdo (Fv/ Fo). Verificando por meio da razio Fv FM™, em que Fv é a
fluorescéncia variavel e Fm, a fluorescéncia maxima, o nivel dos danos causados ao
conjunto fotossintético e sua eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (CARMO
ARAUJO et dl, 2010). O decréscimo na relagdo F,/F, indica uma redugdo
caracteristica na eficiéncia quantica potencial do fotossistema II na planta, quando

submetida as condi¢des de ambientes estresssantes (KRAUSE; WEIS, 1991).
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CAPITULO 9

COLETA DE MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DE
EXTRATO BRUTO

RICARDO DE LIMA VASCONCELOS; ROBERTA DANIELA DA SILVA SANTOS; MARCELA
CAETANO LOPES; JOSIANE TURATO DA SILVA PEREIRA; JESSICA MAIARA DE SOUZA
FERRARI; DAVILLA ALESSANDRA DA SILVA ALVES; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

As enzimas s3o substancias bioldgicas que aceleram as reagdes nos organismos
vivos, e sdo utilizadas desde tempos imemoriais, na fabricagdo de paes, bebidas e outros
alimentos no decorrer da Histéria. De acordo com Monteiro e Silva (2009) o uso de
técnicas, como isolamento, purificagdo e cristalizacdo proporcionou uma evolu¢ao no
conhecimento dessas substancias, ao ponto que a Unido Internacional de Bioquimica,
em 1956, por meio da Comissao Internacional de Enzimas opteu por dividi-las em seis

classes de catalise:

1) Oxirredutases: reagoes de oxidacao-redugao ou transferéncia de elétrons;

2) Transferases: translocam amina, fosfato, acil, carboxil, entre moléculas;

3) Hidrolases: reagdes de hidrolise de ligacdao covalente;

4) Liases: adicao ou remoc¢ao de grupos a duplas ligagdes;

5) Isomerases: interconversao entre isdmeros Oticos ou geométricos;

6) Ligases: condensacdo de duas moléculas, dependente de energia,
geralmente ATP.

As Ogxirredutases (Desidrogenases, Mono e Dioxigenases e Peroxidases)
promovem oxidacao e reducdao de alcoois, epoxidagdo, hidroxilacdo de Alcenos e
Alcanos; Transferases (Quinases) responsaveis pela fosforilagdo depende de ATP;
Hidrolases (Esterases, Lipases, Amidases, Fosfatases e Epoxido Hidrolases) favorecem
a hidrolise e formacdo de ésteres, amidas, fosfato e hidrolise de Epodxidos; Liases

(Carboxilases, Amonia-liases, Hidroliases) permitem a adi¢do e eliminacdo de ligacdes
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duplas; Isomerases (Racemases, Epimerases) possibilitam a isomerizagdo (racemizagao,
epimerizacdo e rearranjos) e Ligases (Aldolases, Transaldolases, Glicosidades e
Transaminases) viabilizam reagdes aldodlicas, formacao de ligagdo glicosidica, formacao
de ésteres sulfato e ligacao C-N (OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009).

Em relacao aos catalisadores quimicos, estes apresentam as seguintes vantagens:
sdo produtos naturais bioldgicos e biodegradaveis, alta especificidade, ndo sdo
consumidos nas reacdes, aumentam a velocidade do processo ao promover reducao na
energia de ativacdo, sdo estéreo seletivas e atuam em pH e temperaturas brandas
(MONTEIRO; SILVA, 2009).

Contudo, em especial, o estudo das enzimas de origem vegetal ¢ uma das
vertentes mais promissoras, com amplo potencial de crescimento, pois na pratica todas
as reagdes complexas e de influéncia para o desenvolvimento vegetal sdo dependentes
de reacdes e combinagdes adequadas, seja na sua estrutura proteica ou no sitio ativador,
em especial, o pH e a temperatura sdo os elementos condicionantes para a maxima
resposta da relacdo substrato-enzima. As Figuras 9.1 e 9.2, representam o processo de

catalise sob otimas condi¢des fisico-quimicas e estruturais.
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Figura 9.1. Representacdo e curva de conversdo de substrato em produto catalisado na presenca e

auséncia de enzima. E=enzima. Fonfe: Monteiro e Silva (2009).
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Figura 9.2. Modelo estrutural representativo da relacdo substrato-enzima (chave-fechadura-Emil

Fischer). Fonte: Monteiro e Silva (2009).

Sob temperatura acima da ideal a enzima serd desnaturada, ou seja, expressara
uma nova conformagdo estrutural, o que impedira sua atividade de forma eficiente.
Todo o processo catalitico ¢ dependente de condicdes ideais de pH, para que a enzima
atue de forma maxima, obtendo-se o maior contetido possivel do produto final, deste
modo verifica-se que as enzimas tendem a apresentar sua maxima atividade em
condig¢des de neutralidade, porém isso dentro de uma faixa de especificidade de pH.

Quanto mais divergente essa faixa de pH, menores serdo a a¢do da enzima e o
valor obtido do produto final, por isso, ¢ fundamental avaliar as melhores condi¢des de
atividade enzimatica em relagdo ao pH.

Em relagdo ao efeito do pH na atividade enzimatica, serd equivalente a
quantidade de compostos que apresentam condigdes de dissociacdo e poderda ser
interpretada por meio da natureza das substancias que compdem os grupos radicais de
aminoacidos.

Para reduzir os riscos de problemas de atividade enzimatica, ou mesmo
manuten¢do de seu maximo desempenho, o uso de solugdes tampdes se mostra como
alternativa confiavel e valida em avaliacdes de tecidos de natureza vegetal, animal ou de
microrganismos. As solugdes tampao, sdo substancias quimicas que atuam dentro de um
determinado pH que propiciam ambiente adequado para que ocorra as reagdes
substrato-enzima de modo que resulte no maior volume/contetido de produto final, ou

seja, maior eficiéncia da enzima.
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Durante o crescimento e desenvolvimento das plantas, seja sob condig¢des
apropriadas ou estressantes, existe um grande fluxo de producdo e consumo de enzimas,
portanto essas substincias refletem condi¢des muito intrinsecas as quais o vegetal esta
exposto, a correta avaliagdo do complexo enzimatico proporciona de forma segura as
reais exigéncias das plantas, portanto o estudo de enzimas se tornou uma ferramenta que

auxilia no manejo dos cultivos.

2. Preparo de Tampdes

Sao solugdes utilizadas para manutengao da faixa de pH 6timo para determinado
processo laboratorial, sua composi¢ao € constituida por uma associacao de acido fraco
(acido conjugado) e o seu respectivo sal (base conjugada) ou de uma base fraca (base
conjugada) e um acido conjugado.

E valido destacar, que a escolha da solugdo tampdo deve ser coerente com a
avaliagdo a ser realizada, pois o tampdo que possui poder tamponante diferente do
exigido pelo protocolo inviabiliza toda técnica, um exemplo ¢ o uso de tampao de
natureza acida, para avaliagdes que requerem tampodes de carater basico.

Para obtencdo do tamponante de pH baixo utiliza-se fortes acidos, como o acido
cloridrico, e para pH alto o uso de bases fortes como hidroxido de potassio ou potassa
caustica.

Para pH < 3 ou pH >11, as solu¢des devem apresentar concentragcdes moderadas
de acidos ou bases fortes, e misturas de acidos fracos ou bases fracas, com seus
respectivos complementos para 3<pH<11 (CAMOES, 2007).

Quando se produz uma solugdo tamponante ela necessariamente nao resultard no
pH esperado, porque essa grandeza ¢ dependente exclusivamente da interacdo que
ocorre entre os compostos (acido-base), e ndo apenas de suas concentragdes, assim para
que se atinja o valor de pH pretendido, adiciona-se uma solucao de acido ou base
diluidos.

Uma solucdo tampao de determinado poder tamponante, pode ser obtida com o
uso de diferentes substancias (quantidades ou concentragdes dissolvidas), tendo em

vista, a necessidade de simplificagdo, o emprego do peso molecular do composto,
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proporciona uma expressao mais correta da natureza dos elementos constituintes da
solugdo tampao.
A seguir, alguns acidos e bases mais utilizados para producdo de solugdes

tampdo, com suas respectivas formulas e pesos moleculares: Acido Cloridrico = HCI
(36,46 g mol'l); Acido Nitrico = HNO; (63,01 g mol'l); Acido Perclérico = HCIO,
(100,46 g mol'l); Acido Fosférico = Hy;PO, (98 g mol™l); Hidréxido de Sodio =
NaOH (39,99 ¢ mol™1); Hidréxido de Potassio = KOH (56,10 g mol™1); Hidréxido de
Célcio = Ca(OH), (74,09 ¢ mol’l); Hidroxido de Magnésio = Mg (OH), (58,31 g

mol'l).

3. Métodos para Coleta de Amostras Vegetais (Folhas e

outros Orgios)

As folhas, em geral sdo a expressdo maxima do metabolismo vegetal, onde
ocorre boa parte de todas as grandes reacdes responsaveis pelo crescimento e
produtividade da planta.

Portanto sua adequada coleta e avaliagdo sdao capazes de expressar sua condigao
nutricional, fisiolégica e bioquimica. Geralmente, o estudo do comportamento
bioquimico nas plantas coincide com os periodos de avaliacdo nutricional ou proximos,
para tal, segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), deve-se atentar ao tipo de folha,
época de coleta e nimero adequado, podendo citar alguns exemplos: soja, a primeira
folha amadurecida a partir da ponta do ramo, peciolo excluido, 30 folhas por ha; milho
deve-se coletar a folha oposta e abaixo da espiga, no surgimento do “cabelo”, 30 folhas
por ha; citros coletam-se folhas do ciclo da primavera, de ramos frutiferos, 3* ou 4°
folha a partir do fruto na época do verdo, 20 folhas por ha; eucalipto, folha recém-
maduras, primarios, no verao-outono, 18 folhas por ha.

E o mesmo autor comenta que a coleta (amostra composta) deve ser realizada
em condic¢oes de solo, topografia, tempo de cultivo uniformes, e evitando-se coleta apos
chuva intensa, adubacdo foliar e trinta dias antes da ultima adubacdo no solo, folhas
com danos mecanicos ou por pragas, com tecidos mortos, contaminadas com defensivos

e com solo (mesmo ap6s lavagem simples).

150



Depois de serem tomados esses cuidados, as folhas corretamente higienizadas
(apenas agua destilada ou bidestilada em abundancia) devem ser acondicionadas em
recipientes: envelopes de papel aluminio, tubos Falcon (25 ou 50 mL) ou os microtubos
eppendorfs devidamente identificados e com informag¢des do tipo do material vegetal,
data de coleta, etc. Além disso, ¢ importante utilizar recipientes que sejam compativeis
com o volume e/ou nimero de amostras, para evitar subaproveitamento das analises ou
dos locais de armazenamento e ¢ altamente recomendéavel o uso de tintas ndo soluveis
em agua, pois reduz problemas de identificacao das amostras.

O congelamento da amostra apds a coleta deve ser rapido para reduzir ou
paralisar os processos deletérios que afetam qualquer avaliagdo da sua integridade, o
uso de nitrogénio liquido (-196 °C) ¢ capaz de minimizar danos qualitativos. Para
reduzir a possibilidade de acidentes durante o congelamento das amostras, ressalta-se
retirar o excesso de nitrogénio nos tubos Falcon antes do fechamento do recipiente e
para os tubos eppendorf deve-se fazer um pequeno orificio na tampa, para que nao
haja explosao devido a pressdo do nitrogénio, ¢ neste tipo de recipiente as amostras
podem ser na forma de discos foliares, utilizando-se um cortador de didmetro
definido. O armazenamento dos recipientes contendo as amostras dverd ser em
equipamento de refrigeracao (-80 °C), para que se reduza ao maximo os danos na
integridade molecular do tecido.

O transporte de nitrogénio liquido requer muito cuidado, pois se acondicionado
em recipiente incorreto, ha possibilidade de vazamento, e se houver pessoas no
ambiente e este for fechado, poderd ocorrer asfixia quimica, assim, o ideal ¢ o uso do
botijdo criogénico para evitar acidentes. Para o manuseio do nitrogénio liquido, ¢
necessario luvas e oculos de protecdo, pingas para manipulagdo das amostras e sob
nenhuma circunstancia descartar o nitrogénio liquido na tubulagdo, pois tal ato

provocara danos irreversiveis no sistema.
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4. Procedimentos ¢ Extragdo de Enzimas em Tecidos

Vegetais

4.1. Preparo da amostra para extra¢do

E de suma importancia frisar que todo processo de extragdo é um elo dentro de
uma cadeia, e refletira as tomadas de decisdo, at¢ mesmo daquelas feitas antes da
implantacao da pesquisa. Sendo importante que, antes do inicio da extracdo, todas as
solugdes tampdo e reagentes estejam previamente preparados € proximos para que nao
ocorram problemas durante o procedimento laboratorial.

Geralmente a solucdo tampao requer refrigeracdo, podendo ser armazenada em
geladeira. Para tanto, o frasco deve constar: nome do tampao, molaridade, pH e data de
preparo; o ideal € que a solucdo tampao seja feita no maximo um dia antes da extragao,
pois deste modo, tem-se um controle na qualidade.

A manipulacdo do material exige utensilios adequados e limpos (usar agua
destilada ou bidestilada, devendo ser secos com papel toalha) para seu
acondicionamento e extracdo (maceragdo), sendo muito utilizado o graal, o pistilo e
pingas, o uso de luvas ¢ sempre importante, devido a possibilidade de contaminacao
do material, em especial para a obtengdo de extratos enzimaticos. Assim, todos os
instrumentos que serdo utilizados no decorrer da extragdo enzimatica deverdo ser
mantidos sob refrigeragao (4 °C), podendo-se usar gelo, sendo este arrefecimento
aplicado também no momento da extragao.

No processo de maceragdo, a amostra deve permanecer em nitrogénio liquido
no graal, que com auxilio do pistilo ocorrera a desintegracdo do material, até a
obtencdo de um po fino, lembrando que a maceracao deve ser encerrada quando nao
for mais perceptivel nenhum elemento original, como nervuras. A seguir, esse
macerado, serd disposto em freezer (-80 °C), conservando suas caracteristicas
bioquimicas para futuras andlises, devendo ser identificados de forma legivel.
Contudo, para avaliagdes isotdpicas, € necessaria uma maior pulverizagao da amostra,
para esse fim, o uso de moinho criogénico proporciona varios niveis de moagem e de

tempos de pré-resfriamento e resfriamento.
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4.2. Obtencdo do extrato bruto

A quantidade de material vegetal requerida para maceragdo depende da espécie e
da analise a ser feita. Comumente sao utilizadas 300 mg, pesadas em balanga analitica,
sendo a amostra triturada e congelada, deve estar imersa em solu¢do tampao (com
molaridade e pH intrinsecos) ao longo da maceracdo. Para que se obtenha a maxima
expressdo da atividade enzimatica, o uso da solugdo tampao correta para determinada
enzima, ¢ essencial, pois sua finalidade ¢ promover uma estabilizacio do pH da
amostra.

O uso da solucao tampao se da em duas fases: a primeira aplica-se a metade do
volume exigido no processo de extracdo, a seguir o extrato deve ser transferido para um
tubo Falcon (corretamente pesado), a outra metade da solugdo tampao deve ser
destinada a retirar os residuos do graal, possibilitando uma andlise de praticamente todo
material.

Quando a natureza do material vegetal a ser macerado ¢ fibrosa (raizes e cascas),
pode-se empregar uma pequena por¢do (ponta de uma espatula) de material granular
inerte (areia lavada) para auxiliar na trituragdo, salienta-se que toda a técnica deve
ocorrer sempre na presenca da solu¢do tampao.

Em posse do extrato obtido, o mesmo serd pipetado (atencdo quanto ao seu
volume) para tubos Falcon, adicionando-se a solucdo de extracdo e/ou outras
substancias necessarias, em seguida, devem ser levadas a centrifuga devidamente
programada. Neste aparelho, as amostras devem ser obrigatoriamente distribuidas de
forma equilibrada, para que todas possam estar sujeitas as mesmas condigdes, ndo
reduzindo a qualidade ou a condensacao do pellet, este procedimento também evita que

possa ocorrer danos no equipamento.

4.3. Uso de antioxidantes

Existem diversas substancias que possuem func¢do antioxidante (carvao ativado,
acido ascorbico, PVP e PVPP, entre outros), as quais sdo capazes de reduzir ou
controlar a producdo de elementos (compostos fendlicos) que podem interferir na leitura
dos resultados, pois em contato com determinadas substancias antioxidantes formam

precipitados, que afetam negativamente os resultados, especialmente por métodos
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opticos. Portanto, para que se tenham resultados sem a influéncia ou com reduzido

percentual de compostos fenolicos, o uso de substancias antioxidantes ¢ indispensavel.

4.4. Centrifugagdo

E uma das fases em que os resultados alcangados representardo o adequado
preparo fisico e bioquimico do material, pois nessa etapa, sob a acdo da gravidade as
diferencas de densidade dos componentes se acentuardo, propiciando uma sedimentagao
dos componentes com maior peso (particulas solidas, pellets).

Como ja mencionado, as amostras devem ser ordenadas de forma equilibrada nos
orificios do rotor da centrifuga. A velocidade serd expressa em g (gravidade) ou em
RPM. Portanto deve-se observar o protocolo de extragao enzimatica utilizado para que
possam ser feitas as adaptacdes necessarias. A centrifuga realiza todo o processo sob
temperatura constante e programavel.

As extracdes normalmente sdo feitas a 4°C, sob 10 e 12.10° vezes a gravidade,
mas pode ser aplicada as ultracentrifuga¢des que apresentam velocidade superiores a
50.10° ¢ chegando a 500.10° vezes a gravidade, sendo utilizadas em técnicas que
exigem a determina¢do do peso molecular dos componentes ¢ o tamanho das particulas
proteicas.

E possivel que a fase de separacio seja muito lenta, sendo influenciada pelo
tamanho, o peso molecular ou o tipo de ligacdo entre as substincias (coloides). O
proximo passo € extrair com pipeta automatica a fase liquida (sobrenadante) do tubo,
acondicionando em eppendorf e armazenando em ultrafreezer para leituras no

espectrofotometro.

5. Preparo de Solucdes

Segue abaixo alguns exemplos de preparo de solucdo tampao mais empregados

em técnicas de extragdo enzimatica:
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I. Preparo do Tampao Fosfato Monossodico/Dissodico - S0 mM, pH 7,3 (1 L)

o Solucio A
Fosfato Monossddico (NaH,PO4, PM = 119,98 g L'l)
IM > 119,98 g L™
50.10°M > X
X=5,999 gL

o Solucio B
Fosfato Dissédico (Na,HPO4, PM = 141,96 g L'l)
IM > 141,96 g L™
50.10°M > X
X=7,098gL"

Dissolva os reagentes em 500 mL de agua destilada, faca afericio do pH
(observe, se o equipamento esta calibrado), apds constatar o pH esperado, complete até

perfazer 1 litro (4gua destilada).

I1. Soluc¢ido tampao de KOH (PM = 56,10) a 0,05 M (500 mL)
Obtenha os nimeros de moles:
e Litrosx M 0,5 x 0,05 =0,025 moles de KOH.
e Numero de moles x PM 0,025 x 56,10 = 1,4025 g
56,10 (PM) > 1 M
X=0,05M
X =2,805gL" ou1,4025 gem 0,5 L.

III. Concentragao da solucio de KOH (0,05 M, 0,5 mL) em porcentagem peso —

volume (% p/v):

e Deve-se padronizar essa relacao, portanto, % p/v = peso em gramas de um soluto

por 100 mL de solugdo: 2,805 g L™ =0,2805 g 100 mL™" = 0,28% (p/v).
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IV. Solucio extratora para Glutamina Sintetase (GS) Tris — HCI — 200 mM, com
pH75(1L)

Tris — HCL (PM) = 157.56
IM= 157,56 ¢

0,25 M > X

X=3939¢g

Para preparo de 100 mL.:
39,39 g 2 1000 mL

X = 100 mL
X=3939¢g

Portanto, em resumo, ¢ fundamental: na amostragem, coletar um numero
suficiente/representativo do material; no preparo da amostra, eliminar os elementos que
possam interferir no resultado e isolar as substancias de interesse; identificar, separar e
quantificar a substancia a ser estudada; analisar os dados por meio de métodos
algébricos / estatisticos para estimacdo de quantidade e erros e por fim a avaliagdo dos

resultados determinaré as decisdes perante as respostas obtidas.
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CAPITULO 10

ATIVIDADE DA ENZIMA NITRATO REDUTASE

BRENO KENNEDY; GABRIEL HENRIQUE GERMINO; LEANDRO BIANCHI; EDILSON RAMOS
GOMES; DAYANNE FABRICIO BRESSAN; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

A atmosfera terrestre ¢ composta de diversos gases, como oxigénio, gas
carbonico, metanol e nitrogénio. Cerca de 0,04% do nitrogénio estaria na forma
combinada, sendo 57% na forma organica e 43% na forma inorgéanica, sendo que na
forma organica 4% fazem parte dos seres vivos, 94% s3o encontrados em vegetais, 4%
na biomassa microbiana e 2% nos animais (SIQUEIRA; FRANCO, 1988).

O fornecimento de nitrogénio gasoso pode ser originado a partir de queimas
industriais, incéndios florestais e atividades vulcanicas na forma de aménio (NHy4"), ou
através da oxidagdo do N pelo oxigénio (O;) ou pelo proprio ozonio (O3) na presenca
de descargas elétricas ou de radia¢do ultravioleta, gerando o nitrato (NOj3'). Para a
absor¢do em plantas, os principais compostos sdo aqueles altamente oxidados, dos quais
o nitrato ¢ o principal deles. Porém, apos a absor¢do, para serem incorporados nos
tecidos celulares, esses compostos precisam ser reduzidos na forma de amonio ou amina
(NHz") (CORDEIRO, 2004).

Apbs ser absorvido pelas plantas o nitrato (NO;’) € convertido em amodnio
(reducao assimilatoria), sendo o processo catalisado por duas enzimas diferentes.
Primeiramente o nitrato ¢ convertido a nitrito (NO,) em uma reacao irreversivel em que
dois elétrons sdo transferidos do NADH para o nitrito, por intermédio da enzima nitrato
redutase (MARENCO; LOPES, 2005).

A nitrato redutase pode ser classificada como NADH especifica, ocorrendo mais
em plantas e algas, como NAD(P)H biespecifica presente em fungos e podendo ocorrer
em algas e plantas, e como NADPH especifica, exclusivas de fungos (GUERRERO;
VEJA; LOSADA, 1981).
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Posteriormente ocorre a redugao do nitrito para aménio que ¢ intermediada pela
enzima nitrito redutase, a qual transfere seis elétrons da ferrodoxina reduzida para o
nitrito para produzir NHy e ferrodoxina oxidada (MARENCO; LOPES, 2005).

Duas enzimas participam da incorporacdo do amoénio em nucleotideos e
aminoacidos, o glutamato sintetase (GOGAT) capaz de formar moléculas de glutamato
e a glutamina sintetase (GS) que desempenha o papel de formar a glutamina através da
condensag¢do do glutamato e da amonia (LARCHER, 2000).

Por ser considerada como fixadora de nitrogénio, a nitrato redutase possui um
papel muito importante nas plantas, sendo utilizada como parametro para o déficit
hidrico causado por fatores abidticos, pois sua atividade ¢ controlada pela quantidade de
agua e pela concentracao de acidez no solo (SHARMA; DUBEY, 2005). Ao decorrer do
dia, essa enzima ¢ altamente expressa no final da noite e no comeco do dia, o que torna
importante sua quantificagdo nas folhas em periodos com no minimo duas horas de luz

(YANG; MIDMORE, 2005).

2. Extracdo da Enzima Nitrato Redutase

2.1. Materiais utilizados:

e Tampao fosfato de potassio
e Nitrato de Potassio

e n-propanol

e n-naftil etileno diamina

e Sulfanilamida

2.2. Preparo das solugoes

e Tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0
Fosfato de potdssio dibasico (K,HPO4) PM = 174,18¢g
1 mol L-1 =174,18¢g
0,1 molL-1 > X
X =17,418¢ em 1 L de H,O destilada

158



Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,4) PM = 136,09¢g
1 mol L-1 = 136,09¢g

0,1 mol L-1 > X

X =13,609 g em 1 L de H,O destilada

KH,PO, (monobasico, PM=136,09) = 13,609 g L™

K,HPO, (bibasico, PM=174,18) =17,41 g L™

** pH final = 7 (o ajuste do pH deve ser feito conforme a ordem apresentada)
e N-propanol (1%)

Para preparar 50 mL de solucdo, pipetar 500 pL. de N-propanol em um baldo e

completar para 50 mL com agua destilada.
e Tampaio de extragao
O tampao para extrac¢do e avaliagdo da NR é composto por:
1) Tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0
2) KNO; (0,1 M): 1 M KNO;3 =101,1 g mol
3) N-propanol (1%)
Para produzir 250 mL:
2,527 g de KNOs

2,5 mL da solugao de n-propanol

Dissolver no tampao fosfato de potdssio até atingir 250 mL em baldo

volumétrico (0,1 M pH 7).
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e Solucio N-Naftil 0,02% = (N-(1-napthyl) ethelenediamine dihydrochloride:
0.02% (peso/volume) em agua destilada): Dissolver 10 mg de N-(1-napthyl)
ethelenediamine dihydrochloride em 4gua destilada completando o volume

final para 50 mL.

Observagdo’: Esta solugdo precisa ser preparada no dia da analise.

e Solu¢io de sulfanilamida 1% (Massa/Volume) em HCI 1,5N

HCI1 1,5N
Como: densidade = 1,19 g mL™" (T=37%) PM: 36,48
Entdo: em mL de solugdo de HCI: 1,19 X 0,37 = 0,4403 g de HCl em mL do

reagente.
NHCI = 0,4403/36,48 = 0,01207
M =0,01207/1,0 X 10-3L = 12,07 Molar

Acrescentar a solucdo de KH,PO4 a solucao de K,HPO, até atingir pH
final de 7,0. Completar o vol. para 1L.

Portanto para preparar 1,0L de uma solugdo a 1,5N
N1xV1I=N2xV2

12,07xV1I=1,5x1,0

V1=0,1242 L de HCI

e Colocar 0,1242 L de HCl em baldao volumétrico e completar para 1L com

agua destilada

Para preparar 100 mL de solucdo de sulfanilamida:

e Acrescente 12,4 mL de HCI em 87,6 mL de 4gua destilada

e Dissolva 2 g de sulfanilamida
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Cuidado:

As solucdes que possuem alta concentragdo de acido cloridrico (HCI) sdo corrosivas e

podem ocasionar queimaduras graves. O vapor € extremamente irritante para olhos,

peles e sistema respiratorio. Recomenda-se que o preparo dessa solucao seja realizado

dentro de uma capela ventilada, lembrando que sempre que se for realizar a diluicdo de

acidos, deve-se adicionar o acido a 4gua, e ndo o contrario.

Observagdo °: Esta solugdo precisa ser preparada no dia da analise.

3. Teste Enzimatico

3.1. Planejamento para coleta de amostras:

IIL.

III.

IV.

Para o dia da coleta as plantas precisam passar por exposi¢cao minima de 2 horas

a luz solar, para ativagao da nitrato redutase;

As folhas coletadas nao devem ser muito jovens ou velhas, o local ideal para a
coleta € o terco médio da planta, evitando também folhas predadas, doentes ou
com injurias;

E necessario para esta analise que o material vegetal estar in natura, evitando

desta o contato o congelamento das amostras;
Para a coleta do material ¢ ideal que se desenvolva uma “armadilha de gelo” que

consiste em colocar gelo em uma caixa de isopor e isolar com algum material

como papeldo, evitando-se o contato direto das amostras com o gelo.
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3.2. Preparo das amostras:

1. Para todo o manuseio das folhas devem-se utilizar luvas, evitando contaminagdo das

amostras;

2. As folhas devem ser lavadas em agua destilada e secas em papel toalha (Figura

10.1);

Figura 10. 1. Limpeza de impurezas depositadas na fase adaxial das folhas. Fonte: Autores (2016).

3. Devem-se desprezar as extremidades das folhas assim como a nervura central

(Figura 10.2);

Figura 10.2. Separagdo das laminas foliares. A- Retirada das extremidades. B- Retirada da nervura

central. C- Laminas Separadas. Fonte: Autores (2016).
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4. Com auxilio de tesoura ou estilete, cortar 200 mg de segmentos, o mais fino possivel,

das laminas foliares (Figura 10.3);

Figura 10.3. A - B -Corte dos segmentos foliares que serdo utilizados para a
analise. Fonte: Autores (2016).

4. Ensaio Enzimatico

1. Obtencao da curva de referéncia;

2. Os segmentos devem ser colocados em tubos de ensaio com tampa de borracha

especial para infiltracdo a vacuo, acrescentar 10 mL do tampao de extracdo (Fig. 5A),

contendo:

e 10 mL de Tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0
e 1 mLdeKNO;0,1M
e 1 mL de n-propanol (1 % v/v);

3. Primeiro periodo de incubagdo (a vacuo): Serd composto por 3 periodos de inducdo
do vacuo com duragdo de 2 minutos, apresentando intervalos com duracdo de 1 minuto

entre eles (para infiltracdo do KNO; (Figura 10.4 - A).
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Observagao®: Um sinal de que a infiltragdo estd acontecendo corretamente deve-se
observar se estd ocorrendo forma¢do de bolhas nas bordas dos segmentos foliares
(Figura 10.4 - B).

Observagdo®: Deve-se evitar que as folhas se depositem no fundo dos tubos. Para isso
aconselha-se a desferir pequenas batidas no fundo, forcando desta forma os

segmentos a retornarem a linha superficial da solugdo tampao (Figura 10.4 — C).

Figura 10.4. Ensaio Enzimatico. A- Estante para incubag¢do a vacuo. B- Segmentos foliares
suspensos apresentando bolhas nas bordas dos segmentos. C- Batidas nos tubos para que as
folhas retornem a superficie. Fonte: Autores (2016).

4. Segundo periodo de incubacdo (em banho-maria): Os tubos devem ser transferidos
para banho-maria a 30°C, mantendo as amostras em agitagdo evitando a exposi¢ao desta
a luz por periodo de 1 hora;

5. Pipetar 1 mL das amostras dos tubos de ensaio para tubos de ensaio limpos.

6. ApOs pipetar as amostras adicionar:

e | mL da solucao de sulfanilamida
e 1 mL da solugdo de N-Natftil;

7. Terceiro periodo de incubagdo (banho-maria de curta duragdo): Durante este terceiro
momento os tubos ficardo a 30°C, mantendo as amostras em agitacao evitando a
exposicao desta a luz por periodo de 15 minutos;
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~ 5 ’ ’ . ~ . e~
Observagdo ~: Apods este periodo de incubag¢do as amostras adquirirdo um

cromdforo violdceo, diferindo na intensidade conforme o tratamento imposto

(Figura 10.5).

e o

: e PR e e 3 il
Figura 10.5. Amostras prontas para anali espectrofotometro, apos
terceiro periodo de incubagdo. Fonte: Autores (2016).
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8. Montar branco para zerar espectro:

e 10 mL de Tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0
e | mL de dgua destilada
e 1 mL de n-propanol (1 % v/v);

9. Ler em espectofotometro a 540 nm para determinacdo da concentracao de NO, (uM

NO, g ' MF h™).

5. Detectando Possiveis Erros Durante a Analise

1. Em hipotese alguma aa vidraria poderd ser lavada sabdo detergente. Deve-se
planejamento desta analise colocar os tubos em agua fervente e secos. O problema do
uso de detergente na limpeza dos tubos ¢ o fato de que os mesmos podem apresentar em

sua composi¢ao o nitrito, resultando em uma atividade enzimatica que nao condiz com a

condicdo das amostras analisadas.
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2. Plantas que apresentam grande produgdo de compostos fenolicos, podem ser um
problema para esta andlise. Pois compostos fenolicos desenvolvem auto-oxidag¢do do
tecido vegetal. Efeito este facilmente notado devido mudanca na colocagdo da solugdo
durante a incubagao a vacuo (Figura 10.6).

Durante todo o processo da analise a solugdao deve estar limpida atd o momento
da terceira incubacdo, momento este enque a solugdo apresenta um cromoéforo violaceo.

Isto podera ser evitado tomando-se as precausoes:

e Fazendo testes com segmentos mais largos da lamina foliar;

e Minimizando a0 maximo o tempo que vai do inicio do processamenta das

amostras (corte das folhas) até o momento da primeira incubagao.

Figura 10.6. A - B - Amostras auto-oxidadas mediante agdo dos fenois, acido cafeico e acido clorogénico. Fonte:

Autores (2016).

6. Curva Padrao de Nitrito (NO,)

e Solucido estoque de 10 mM de NaNO,
69 mg de nitrito de sodio (NaNO;)

Dissolver em dgua destilada até atingir o volume de 100 mL.
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e Solucio de Nitrito para a curva padrio:

Pipetar 1,25 mL (ou 1250 pL) da solugdo estoque de NaNO, e completar com

agua destilada para um volume final de 500 mL.

Logo apoés, realizar a incubacdo como apresentado na Técnica a partir da
primeira incubacdo em banho-maria. Organize uma planilha com dados obtidos com os
resultados das leituras de concentracdo de nitrito (Tabela 10.1), possibilitando assim,
calcular a atividade da NR nos segmentos foliares, com a unidade final em nM NO, h™

g-1 MF.

Tabela 10.1. Solugdes preparadas com diferentes concentragdes de nitrito para obtencdo da curva

padrio.
Tubo Volume da solu¢do  Volume de agua  Concentracio final de
de nitrito (mL) destilada (mL) NO; (nmol)
0 0 10 0
1 1 9 25
2 2 8 50
3 4 6 100
4 6 4 150
5 8 2 200
6 10 0 250
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CAPITULO 11

EXTRACAO E ANALISE DE PIGMENTOS FOLIARES

RENAN LIMA DE SOUSA; ADOLFO BERGAMO ARLANCH; EDHIELLE SOARES; JESSICA
KARINE BURIM CARDOSO; JAQUELINE PINHEIRO; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

A fotossintese € um processo pelo qual plantas e certos tipos de bactérias geram
compostos orginicos na presenca de luz, sendo o principal mecanismo de entrada de
energia no mundo dos seres vivos. Consiste na oxidac¢do da agua e na redugdo do CO,
para formar compostos organicos, como carboidratos (MARENCO; LOPES, 2013). Nos
eucariotos fotossintetizantes, a fotossintese acontece na organela subcelular conhecida
como cloroplasto (TAIZ; ZEIGER, 2013). Ainda segundo os autores, os aspectos mais
marcantes da estrutura do cloroplasto ¢ seu extenso sistema de membranas internas
conhecidas como tilacoides.

Todos os organismos fotossintéticos pigmentos orgéanicos, localizadas nas
membranas dos tilacoides, capazes de absorver a radiacdo visivel que iniciara as reagdes
fotoquimicas da fotossintese. Em plantas superiores, os principais pigmentos
fotossintéticos sdo a clorofila a e b e os carotenoides (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As clorofilas A (pigmento predominante) ¢ B (pigmento acessorio) sao
componentes das membranas fotossintéticas e ocorrem numa razdo de
aproximadamente trés para um, respectivamente, que estdo presentes nas algas verdes e
nas folhas de plantas superiores (CARVALHO, 2005). Os carotenoides tém espectros
de absor¢do de luz na regido entre 400 nm a 550 nm, tendo uma intima associa¢ao com
as clorofilas (TAIZ; ZEIGER, 2004). A energia absorvida por esses pigmentos pode ser
transferida para a clorofila A durante a fotossintese. Além disso, os carotenoides
protegem as moléculas de clorofilas e as proteinas contra a foto-oxidacdo quando
expostos a luz excessiva (DUARTE, 2003).

Segundo Santos et al. (2008), esses pigmentos sdo responsaveis pela conversao
da radiacdo luminosa em energia, em forma de ATP e NADPH, sendo assim, sdo

relacionados com a eficiéncia fotossintética das plantas e, consequentemente, ao seu
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crescimento e adaptabilidade a diferentes ambientes. Ainda segundo o autor, a clorofila
a ¢ o pigmento utilizado para realizar a etapa fotoquimica, o primeiro estagio do
processo fotossintético. Os demais pigmentos auxiliam na absorcdo de luz e na
transferéncia da energia radiante para os centros de reagdo, sendo assim chamados de
pigmentos acessorios (BUCHANAN ; GRUISSEM ; JONES, 2000; TAIZ; ZEIGER,
2004).

A determinacdo do conteudo de pigmentos foliares representa importante
ferramenta de avaliacdo em estudos de fisiologia vegetal, quer seja para caracterizagao
do material, que seja para a distingdo entre tratamentos ou interagdo entre plantas e
fatores ambientais (LAMBERS; CHAPIN, 1998). Em sua maioria, os métodos
empregados baseiam-se na absorbancia e refletdncia dos pigmentos constituintes das
folhas, podendo ser de carater destrutivo ou ndo (SANTOS, 2008).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo extrair pigmentos foliares em
plantas de café utilizando o DMF e assim determinar o teor de pigmentos contidos na

planta em estudo.

3. Revisao Bibliografica

3.1. Fotossintese

Etimologicamente, fotossintese significa sintese com a ajuda da luz; na
realidade, consiste no conjunto de reagdes pelo qual as plantas iluminadas sintetizam
sua propria matéria organica. O processo fundamental para a vida (COLL et al., 2001).

Em plantas superiores, o meso6filo das folhas ¢ o tecido fotossintetizador mais
ativo, pois contém os cloroplastos, organelas ricas em pigmentos clorofilicos,
especializadas na absor¢do de luz. A fotossintese consiste na oxidacdo da agua e na
redugdo do CO; para formar compostos organicos, como os carboidratos (MARENCO;
LOPES, 2009). Compreendido, segundo Cool et al. (2001), como um processo de
oxirreducdo em que o doador de elétrons, a 4gua, se oxida, e um aceptor, o didoxido de
carbono, e outro aceptor adequado (nitrato ou sulfato), se reduzem.

No inicio do sec. XX, um pesquisador inglés chamado Blackman, verificou que

a fotossintese ¢ um processo constituido de duas etapas interdependentes. As reacdes
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dependentes de luz, responsdveis pela transformacdo da energia solar em quimica,
integrantes da etapa fotoquimica da fotossintese, e a etapa bioquimica, constituida pelas

reacdes enzimaticas de fixagdo de do CO; e sintese de carboidratos (KERBAUY, 2012).

3.2. Fase fotoquimica

A reagdo primaria da fotossintese ocorre em membranas internas de
cloroplastos, chamados de tilacoides. No qual ocorre a transferéncia de elétrons entre
uma forma especial de clorofila e uma molécula receptora especifica. Ao receberem luz,
os elétrons da moléculas de clorofila sdo excitados. Tornam-se excitados, assim
oxidados, e as moléculas receptoras tornam-se reduzidas (KERBAUY, 2012).

De todo o processo, o fundamental é o estudo da assimilagdo de energia
luminosa e sua transformagdo em energia quimica. Os efeitos da luz sobre os seres
vivos se devem, primeiramente, a sua absor¢cdo por moléculas componentes dos
organismos.

Os pigmentos presentes na membrana do tilacoides absorvem energia e
transferem para sitios bem definidos, denominado de centro de reagdo. Com dois
centros de reagdo, absorvendo em 680 nm e outro em 700 nm, que se relacionam por
meio de transportadores de elétrons. O espectro de absor¢cdo corresponde a quantidade
de energia luminosa captada por uma molécula ou substancia em razdo do comprimento
de onda de luz (TAIZ; ZEIGER, 2013). Por sua vez, a molécula de clorofila absorve
energia luminosa em 680 nm no espectro visivel, e transfere os elétrons provenientes da
agua para a cadeia transportadora de elétrons da fotossintese (KLUGE, 2005).

As clorofilas absorvem mais energia eletromagnética na faixa de 400 a 500 nm e
de 600 a 700 nm; contudo, absorve pouca luz na faixa de 500 a 600 nm , isto ¢, na
regido do verde ou amarelo (MARRENCO; LOPES, 2013). Assim, moléculas
denominadas pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, e carotenoides),
segundo Taiz e Zeiger (2013), parecem verde ao olho humano porque absorvem luz

principalmente nas por¢des vermelha e azul dos espectros.

3.3. Fase bioquimica

A reagdo secunddria da fotossintese acontece no estroma dos tilacoides. Segundo

Marrenco e Lopes (2013), essa fase ¢ fortemente influenciada pela temperatura, e
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também, dependente da luz, pois algumas enzimas envolvidas tornam-se inativas na
auséncia de luz.

Todos eucariotos fotossintetizante reduzem o CO; a carboidrato, pelo mesmo
mecanismo, o ciclo fotossintético de redug¢ao de carbono, que inicialmente foi descrito
para plantas Cs;. Posteriormente, outras rotas metabolicas associadas a fixacao
fotossintética do CO,, tal como o ciclo C4 de assimila¢do de carbono, sdao auxiliares e
dependentes do ciclo de Calvin (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A rota metabolica pela qual o CO, ¢ fixado e reduzido a carboidratos ¢
denominado de ciclo de Calvin. No ciclo de Calvin-Benson, o CO, e a agua sdo
combinados enzimaticamente com uma molécula aceptora contendo cinco atomos de
carbono (Rubisco) para gerar duas moléculas de um intermedidrio com trés carbonos.
Este intermediario (3-fosfoglicerato) ¢ reduzido a carboidrato, utilizando o ATP e

NADPH gerados fotoquimicamente. O ciclo ¢ terminado com a regeneragdo do aceptor

de cinco carbonos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

3.4. Pigmentos fotossintetizantes

Todas as células fotossintéticas contém ao menos um tipo de clorofila e se
localizam nos tilacoides dos cloroplastos (COLL ef al., 2001). As moléculas de clorofila
sao formadas por complexos oriundos da porfirina, que tem como atomo central o Mg
(magnésio). Constituidas por uma estrutura macrociclica assimétrica completamente
insaturada formada por quatro anéis de pirrol. Esses anéis sao numerados de 1 a 4 ou de

“a” a “d”, segundo o sistema de numeracao de Fisher (SCHOEFS, 2002).

Os pigmentos que atuam na fotossintese sdo as clorofilas a e b, os carotendides e
as ficobilinas. A clorofila a ¢ o pigmento envolvido na fase fotoquimica, a medida que
os demais compdem os chamados pigmentos acessorios (KLUGE, 2005), que
contribuem com a absor¢ao de radiagdo luminosa e a transferéncia da energia radiante
resultante para os centros de reacdo (TAIZ; ZIEGER, 2004). Todos os organismos
fotossintéticos oxigénicos que produzem oxigénio a partir da 4gua durante a fotossintese
(exceto as bactérias fotossintéticas), contém clorofila a presente em quantidade menor
em relacdo a clorofila b (entre um terco ou pela metade) (COLL et al., 2001). Taiz e
Zieger (2004) citam os principais pigmentos acessorios, a clorofila b, encontrada em
vegetais superiores, algas verdes e algumas bactérias, a clorofila ¢, em feofitas e

diatomaceas, e a clorofila d, em algas vermelhas.
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4. Métodos de Extragao de Pigmentos Foliares

Para a determinagdo do contetido de pigmentos foliares ¢ realizada a extracao de
solutos foliares, seguido pela determinagdo espectrofotométrica, utilizando
comprimentos de onda da regido do vermelho do espectro de luz visivel (RAJCAN;
DWYER; TOLLENAAR, 1999). Os métodos empregados na extracdo do contetido de
pigmentos foliares podem ser de carater destrutivo ou ndo, baseando-se na absorbancia
e reflectancia destes (LICHTENTHALER, 1987). E segundo Streit et al. (2005), entre
os métodos, o destrutivo € o mais comum, o que utiliza solventes classificados como
polares (acetona, metanol, etanol, acetato de etila e dimetilformamida) sdo mais
eficientes comparados aqueles classificados como apolares (hexano e éter petréleo).

Para a pratica realizada, segue o material necessario:

e Para coleta: lamina, sacolas plasticas, caixa de isopor.

e Para laboratério: cortador circular, tubos de ensaio, solugdes (DMF e HCI),
pipetas, beakers, papel absorvente, luvas, cubetas de vidro e espectrofotometro.

e Foram coletadas folhas de cafeeiro e colocadas rapidamente em sacolinhas
plasticas previamente identificadas por repeticdes de cada um dos tratamentos e
levadas para o laboratorio para o preparo da extragdo de pigmentos.

1. Os tubos de ensaio foram cobertos com papel aluminio (Figura 11.1 - A) e
identificados, contendo: o tratamento e/ou repeticdo da amostra, em seguida os tubos

foram organizados em uma grade (Figura 11.1 - B).

r

Figura 11.1. Preparacdo dos tubos e identificacdo dos tratamentos. A - Tubos de
ensaio cobertos com papel aluminio. B - Tubos organizados em uma grade. Fonte:
Autores (2016).
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2. Foi adicionado o volume de 2 mL de N-Dimetilformamida em cada tubo e foram

cortados os discos (Figura 11.2) na sec¢ao media da folha (evitou-se grandes nervuras).

= - o
= —

Figura 11.2. Discos cortados para aplicagdo de N-Dimetilformamida. Fonte: Autores (2016).

3. Cada disco foi colocado no interior do tubo (Figura 11.3) contendo a solug¢do de
extragdo e finalmente cobriu-se totalmente (grade+tubos) com papel aluminio e

armazenado no escuro por 24 horas.

Figura 11.3. Discos imersos na solu¢do de extragdo. Fonte: Autores (2016).
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» Leitura do extrato no Espectrofotometro

Antes de iniciar com as leituras foram colocados 2 mL de DMF puro na cubeta
de vidro para zerar o aparelho, posteriormente depositou-se 2 mL da solucdo contida
nos tubos (solu¢do com coloragdo verde) em cada cubeta, limparam-se as laterais e

prosseguiu-se a coloca-las no espectrofotometro para obter as leituras (Figura 11.4).

/i
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Figura 11.4. Lleitura no espectrofotometro. Fonte: Autores (2016).

A clorofila foi lida nos cumprimentos de onda A 480, 646,8 € 663,8 nm (A); ap0os
as medidas, os extratos foram colocados em um Becker (B) e descartados de maneira
apropriada.

Para o calculo das concentragdes de clorofila a e clorofila b utilize as formulas
correspondentes (1 e 2) descritas por Lee, Bremmeier ¢ Smith (1987). Assim,
utilizando-se a area do disco foliar usado, calcular a concentracdo de cada compost por

unidade de area foliar (planilha Excel).
Formulas para os cdlculos:

e Clorofila a: 12 x Absorbancia a 663,8 nm — 3,11 x Absorbancia a 646,8 nm;
e Clorofila b: 20,78 x Absorbancia a 646,8 nm — 4,88 x Absorbancia a 663,8 nm.
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CAPITULO 12

CONTEUDO RELATIVO DE AGUA (CRA) E PERDA DE
ELETROLITOS

ENRIQUE ALONSO ZUNIGA; LUIS GOMES; JESSICA DE LIMA; EDILSON RAMOS GOMES;
RENATA BRUNA DOS SANTOS COSCOLIN; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

Os tecidos verdes da maioria dos vegetais apresentam um conteido médio de
agua entre 80 e 90%. Em células maduras, o citoplasma ocupa somente 5 a 10% do
volume total da célula, sendo o restante preenchido pelo vactiolo (MARENCO; LOPES,
2009).

Segundo Marenco e Lopes (2009), a célula possui processos que sdo afetados de
forma direta ou indireta pelo fornecimento de 4gua. Ainda segundo os autores, o
conteudo de 4gua na planta varia em funcio das flutuagdes de umidade do ar e do solo,
das taxas de transpiracdo da planta. A agua tem diversas fungdes dentro da planta,
sendo as mais importantes: constituinte de protoplasma; solvente de substincias;
reagente e produto de varias reagdes quimicas; mantém as estruturas moleculares;
mantem a turgidez; € termorreguladora, entre varias outras funcoes.

Na maioria das plantas, o xilema constitui a parte mais longa da rota de
transporte de 4gua. Em uma planta de 1 m de altura, mais de 99,5% da rota de transporte
de 4dgua encontra-se dentro do xilema; em arvores altas, o xilema representa uma fragao
ainda maior da rota (TAIZ; ZEIGER, 2013). Ja na trajetéria da folha para a atmosfera, a
agua ¢ puxada do xilema para as paredes celulares do mesofilo, de onde evapora para os
espacos intercelulares da folha. De acordo com os autores, o vapor de dgua sai, entdo,
da folha através da fenda estomatica.

Uma série de fatores pode afetar a quantidade de agua que ¢ consumido pelas
plantas, tais como: a espécie; a fenologia da planta; caracteristicas do solo e as
condi¢gdes climaticas. Sendo assim, a planta possui duas estratégias bdsicas para

resisténcia a seca: o "evitamento" e a tolerancia a desidratacdo (LEVIT, 1972). O
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"evitamento" caracteriza-se pela desidratacdo que atua na manutencdo do contetido
relativo de dgua (CRA) nos tecidos, durante o periodo de déficit hidrico. Plantas que
apresentam essa caracteristica de estratégia de tolerancia apresentam tecidos que podem
tolerar a desidratagdo, até certo ponto, sendo o baixo conteudo relativo de agua critico e,
apresentam ajuste osmotico. Essa estratégia de tolerancia permite as plantas manter a
atividade metabodlica com a evolugdo do déficit hidrico ¢ declinio do CRA (LAWN;
LIKOSWE, 2008).

Viérias caracteristicas sdo relacionadas com a tolerancia a seca em plantas
cultivadas. A utilizacdo de métodos como a determinagdo da umidade gravimétrica do
solo (Ug) e o conteudo relativo de d4gua (CRA) sdao apontados como eficazes no estudo
da adaptagdo de plantas a seca, bem como na comparacdo de materiais em programas de
melhoramento (JONES, 2007).

O CRA ¢ provavelmente a medida mais adequada da condi¢do hidrica das
plantas em termos de consequéncia fisioldogica da deficiéncia hidrico celular
(BROETTO, 2016). Outra técnica adequada para detectar consequéncias fisiologicas do
déficit hidrico na planta ¢ da perda de eletrolitos. Esse parametro ird identificar
possiveis variagdes na permeabilidade da membrana ap6s um drastico estresse hidrico.

Sendo assim, o objetico deste trabalho foi determinar o contetdo relativo de
agua presente na planta, além da definicdo da perda de eletrolitos. Ambos os pardmetros

para detectar as consequéncias do déficit hidrico sofrido pela mesma.

2. Revisdo Bibliografica

Segundo Smit e Singels (2006) a deficiéncia hidrica devido a perda de dgua da
planta para a atmosfera ¢ uma das principais causas responsaveis pelas perdas
econdmicas em culturas de todo o mundo. Nesse sentido, o entendimento a respeita do
déficit hidrico ¢ de extrema importancia.

O contetdo relativo de agua (CRA) ¢ um critério usado para estimar o estado
hidrico de determinada planta, definido como a quantidade de agua do tecido vegetal no
momento, comparada com a quantia méxima que ele pode armazenar (CAIRO, 1995).

A perda de eletrélitos, também ¢ um fator usado para estimar o estado hidrico

vegetal, pois sob condi¢des de deficiéncia hidrica, as membranas celulares sofrem danos
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ocasionados pela formagao e acimulo de espécies reativas de oxigénio, que desencadeia
processos perioxidativos e consequentemente a perda de eletrolitos de turgescéncia
(QUEIROZ et al., 2002).

Sendo assim, os indices de CRA e perda de eletrolitos sdo importantes
parametros avaliados para medir a condigdo de uma planta sob estresse hidrico. Dessa
forma, trata-se de uma ferramenta muito usada durante as avalia¢des fisioldgicas dos
mais diversos experimentos que visam melhorar as respostas fisiologicas das plantas
frente a um estresse hidrico.

Mendes (2011) utilizou caracteristicas biométricas e fisiologicas para avaliar a
resposta de clones de eucalipto que foram tratados com diferente disponibilidade hidrica
e adubacdo potassica. Ele verificou que para estudos de deficiéncia hidrica os
parametros fisioldgicos sdo mais representativos, portanto, sio mais importantes para
serem avaliados durante estudos de estresse hidrico.

Pesquisas que associam déficit hidrico e diferentes formas de adubagdo sdo
bastante debatidas. Bezerra (2015) utilizou dos indices de CRA ¢ perda de eletrolitos
para verificar a resposta de plantas de cana de agtcar tradadas com silicio ao estresse
hidrico e verificou que a restricdo hidrica afetou tanto no potencial de agua da folha
quanto o extravasamento de eletrolitos. Ele conseguiu mostrar que plantas nutridas com
silicio apresentaram menores efeitos do déficit hidrico, indicando que o uso de adubos
silicatos pode ser uma alternativa para plantas sujeitas ao estresse hidrico.

Nesse mesmo sentido, Catuchi ef al. (2012) realizaram um trabalho avaliando as
respostas fisioldgicas de cultivares de soja a adubagdo com potassio e sob diferentes
regimes hidricos e utilizaram o CRA como uma das variaveis analisadas para medir a
resposta das plantas, entretanto, ndo verificaram diferengas significativas entre os
tratamentos. Ja Fioreze et al. (2013) utilizando a mesma cultura, com adubacdes de
calcio e cinetina, verificaram que os tratamentos promoveram a manuten¢cdo do CRA e
reduziram a perda de eletrolitos celulares sob condi¢des de estresse ambiental.

Cruz (2015) realizou um trabalho para verificar o resultado de concentragdes de
NaCl no solo em plantas jovens de cana-de-aglicar no qual o CRA apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos para o fator salinidade. Além disso, o CRA foi
indicado por James e Cooper (2008) como fator de avaliagdo que pode auxiliar na
deteccao de variacdes genéticas, sendo capaz de mostrar diferengas entre grupos de

cultivares com relacdo a estudo de tolerancia a seca.
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O CRA e extravasamento de eletrolitos podem ser usados para acompanhamento
da recuperacdo de plantas que estavam sob estresse. Carvalho (2005) avaliou plantas
estressadas de Schizolobium amazonicum e S. parahyba, da familia Fabaceae e
observou que as plantas reagiram bem, aumentando o CRA de 70 para 95%, em poucos
dias de reidratacao. Esse resultado indica que a falta de 4gua ndo causou danos que
fossem irreversiveis em plantas de guapuruvu e que estas puderam se recuperar e foram
capazes de continuar absorvendo agua e realizando o transporte para a parte aérea.
Respostas semelhantes foram encontrados por Albuquerque et al. (2013) que trabalhou
com mogno-africano e verificou por meio do CRA e outros parametros, que as plantas
se reestabeleceram do estresse hidrico depois de trés dias de reidratagdo.

Existem trabalhos que utilizam o CRA como parametro de avaliagdo para fins de
avaliagdo de conservagdo pods-colheita. Pietro et al. (2012) e Spricigo et al. (2010)
trabalharam com conservacao e qualidade pos-colheita de flores e verificaram que os
tratamentos mais promissores foram aqueles com menor atividade respiratoria € menor
perda de CRA entre outros.

Dessa forma, pode-se afirmar que o contetido relativo de 4gua e perda de
eletrolitos sdo importantes fatores para a avaliagdo do nivel de estresse em que uma

planta se encontra e que possuem diversas aplicagoes.

3. Avaliacdo do Contetido Relativo de Agua

1. Coletaram-se folhas totalmente expandidas e foram depositadas dentro de sacolas
pléasticas herméticas, em seguida as amostras foram levadas para o laboratério para

determinar as analises de CRA.
2. Utilizou-se um cortador de disco (Figura 10.1-A) e cortaram-se rapidamente seis

discos (amostras) da seccdo media da folha (evitou-se nervuras), os quais foram pesados

em balanga analitica digital para determinar a massa de matéria fresca (Figura 12.1- B).
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Figura 12.1. Avaliagdo do contetdo relativo de agua. A- Sec¢do da folha em discos com area
conhecida. B- Determinagdo da matéria fresca. Fonte: Autores (2016).

3. Posteriormente, colocaram-se os discos em placas de petri (Figura 12.2-A) com
papel filtro saturado com agua deionizada (Figura 12.2-B) por um periodo de 3 a 4

horas.

r

Figura 12.2. Imersdo dos discos em agua deionizada. A — Discos colocados em placas de
petri. B - Papel filtro saturado com agua deionizada. Fonte: Autores (2016).
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4. Depois da embebigdo, os discos foram secos superficialmente com papel toalha

(Figura 12.3-A) e obtido o peso totalmente turgido (Figura 12.3-B).

Figura 12.3. Obtencdo do peso turgido dos discos. A- Discos sendo secos superficialmente com
papel toalha. B- Obtencdo do peso turgido. Fonte: Autores (2016).

5. Os discos permaneceram por 24 horas em estufa de secagem (Figura 12.4) a 80 °C
para finalmente determinar a massa de matéria seca. O CRA pode ser obtido conforme a
metodologia apresentada por JAMAUX et al. (1997): CRA= [(wf—wd) / (wt - wd)-1] x
100.

A
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Figura 12.4. A-b- obten¢do do massa de matéria seca dos discos. Fonte: Autores (2016).

4. Avaliacao da Perda de Eletrolitos

Para o célculo da perda de eletrdlitos pode-se utilizar a metodologia descrita por

Lafuente et al. (1991). Foram coletadas folhas de cafeeiro e colocadas em sacolinhas
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plésticas previamente identificadas por repeti¢cdes de cada um dos tratamentos (com e

sem estresse salino) e levadas para o laboratoério.

1. Cortaram-se 30 discos foliares de 2 mm de didmetro e transferiram-se para um

Becker com 10 mL de uma solug@o 0.3 M de manitol (Figura 12.5).

Figura 12.5. Discos imersos em solu¢do de manitol. Fonte: Autores (2016).

2. Prosseguiu-se a colocar os Beckers num agitador, os quais foram mantidos sob

agitacdo por 24 horas (Figura 12.6).

Figura 12.6. Beckers em agitador por um periodo de 24 horas. Fonte: Autores
(2016).

3. Apds o tempo de agitacdo (24 h), mediu-se a condutividade elétrica (CE 1) da

solucdo (A) com auxilio de condutivimetro digital (B). (Figura 12.7).
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Figura 12.7. A-B- Medicdo da condutividade elétrica da solugdo. Fonte: Autores (2016).

4. Foram pesados os Beckers (solugcdo de Manitol+discos) em balanca digital (Figura
12.8-A) e em seguida a solugdo foi fervida por 10 minutos em placa aquecedora
(Figura 12.8-B). Quando os Beckers estavam a temperatura ambiente foram pesados

novamente, repondo com 4gua destilada a diferenca de volume evaporado.

Rt 3 .
S &8t K

Figura 12.8. A- beckers pesados. B - aquecimento da solugdo. Fonte: Autores (2016).

5. Novamente, foram colocados sob agitagdo durante 30 minutos e prosseguiu-se com

a nova leitura da condutividade elétrica.
A perda de eletrolitos se expressa em %, e pode ser calculada com a seguinte
formula: PE (%) = (CE 1/ CE 2) x 100, onde PE ¢ a perda de eletrdlitos expressa em

porcentagem; CEI ¢ a primeira leitura de eletrolitos e CE2, a segunda leitura.
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CAPITULO 13

UTILIZACAO DO IRGA - ANALISADOR DE GASES
POR INFRAVERMELHO PARA AVALIACAO DE
TROCAS GASOSAS EM PLANTAS: CHECK LIST DE
PREPARACAO

DIOGO CAPELIN; GABRIEL SILVA DANELUZZI; RICARDO FERRAZ DE OLIVEIRA;
DAY ANNE FABRICIO BRESSAN; CARLA VERONICA CORREA; THAIS ARRUDA COSTA
JOCA; MICHELY DA SILVA ALVES; FERNANDO BROETTO.

1. Introducao

Dada a relevancia da fotossintese como o processo natural responsavel por coletar a
energia solar e transformd-la em energia quimica disponivel para os demais organismos
vivos, ela pode ser considerada um dos processos mais importantes e significativos para a
manuten¢do da vida no planeta (PAVLOVIC, 2012).

As limitacdes a fotossintese podem ser desencadeadas por diversos processos, como
problemas difusivos, que englobam o grau de abertura dos estdmatos, e a condutancia
mesofilica, que regulam a disponibilidade de CO, para a enzima ribulose 1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (rubisco). Podem também ser desencadeadas por processos
fotoquimicos que incluem a captacdo luminosa, e bioquimicos, que estdo relacionados a
outras enzimas do ciclo de Calvin (SHARKEY et al., 2007).

Técnicas que avaliam simultaneamente as trocas de gases realizadas entre as plantas
e a atmosfera e a fluorescéncia da clorofila sio um meio para determinar tais limitacdes
(LONG; BERNACCHLI, 2003).

Além disso, a medida das trocas gasosas ¢ uma ferramenta importante para a
verificagcdo do estado fisiologico das plantas. Assim, plantas submetidas a qualquer tipo de
estresse apresentam taxa de assimilagdo de CO; (A, pumol CO, m™s™), taxa de transpiragdo
(E, mmol H,0 m™s™) e conduténcia estomatica (g, mol H,O m™s™), entre outras variaveis,

diferentes de plantas em condi¢des ndo estressantes.
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Os equipamentos disponiveis no mercado para analises de trocas gasosas em plantas
sdo sistemas abertos, portateis € com opgao para controle de umidade, temperatura, luz, e
CO,, entre eles LI-6400XT (LI-COR, Lincoln, EUA), GFS-3000 (WALZ, Effeltrich,
Alemanha), LCpro-SD e LCi-SD (ADC Bioscientific, Hoddesdon, Inglaterra) e CIRAS-3
(PP Systems, Amesbury, EUA). De modo geral eles sao referidos como analisadores de
gases por infravermelho ou IRGA (Infrared gas analyzer).

Além das avaliacdes descritas acima, os analisadores podem de CO, realizar leituras
relacionadas a fluorescéncia da clorofila que fornecem informacdes acerca do estado do
fotossistema II (FSII), ou seja, o quanto ele esta usando da energia absorvida pelas
clorofilas, ou em que extensao ele estd sendo danificado por um eventual excesso de luz. O
fluxo de elétrons através do FSII ¢ um indicativo, em muitos casos, do desempenho
fotossintético da planta (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

A partir das técnicas utilizadas para a avaliagdo da fluorescéncia da clorofila obtém-
se as variaveis: fluorescéncia minima da clorofila (F,), fluorescéncia maxima da clorofila
(F), fluorescéncia em amostra adaptada a luz (F;) e fluorescéncia méxima em amostra
adaptada a luz (F,,’). A partir delas outras sdo calculadas: fluorescéncia variavel (F)), o
maximo rendimento quantico do FS II (F,/Fy), o rendimento quantico efetivo do FSII
(4F/F,’), dissipacdo fotoquimica (gp), dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ), a taxa de
transporte de elétrons (ETR), entre outras variaveis (MAXWELL; JOHNSON, 2000;
ROHACEK, 2002).

De modo geral, os modulos que constituem os analisadores sdo: console, camara
de medidas, cabos, tubos de quimicos e baterias recarregaveis. Para avaliagdes corretas
e confiaveis, ¢ indispensavel uma checagem de componentes, parametros e da
funcionalidade dos sensores antes do inicio das medi¢oes. Para tanto esta descrito
abaixo um passo-a-passo de instrugdes baseado no manual do analisador, modelo LI-

6400XT, fabricado pela LI-COR Inc.
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2. Check List de Preparagcdao do IRGA (MODELO LI-
6400XT — VERSAO 6.3.2, Li-COR)

Antes de ligar o equipamento, a primeira etapa consiste na verificagdo visual dos
quimicos, encontrados na parte externa no aparelho. A soda calcaria (Soda lime) responsavel
por remover o CO,, deve estar na cor branca, ¢ o dessecante (Drierite) estar na cor azul
quando seco. Caso o dessecante esteja rosa (quando imido) € recomendado fazer a secagem
do mesmo, pois neste caso, estd improprio para uso. E importante ressaltar que a soda lime
tem maior durabilidade que o drierite.

Em seguida ¢ necessario fazer a checagem das conexdes, conectando o console a
camara de medidas bem como as mangueiras da amostra e da referéncia.

Em relagdo as baterias, ¢ importante usar as duas carregadas, com autonomia de
aproximadamente 2 horas, dependendo do uso. Sempre monitorar sua voltagem e nunca
deixar que a voltagem atinja valores inferiores a 11 volts, pois ha risco do aparelho desligar

[13%4]
1

(na configuracdo padrdo esta informacgdo pode ser verificada na linha do display). Além
disso, ¢ crucial que as baterias sejam mantidas carregadas, prontas para reposi¢do,
recarregando-as imediatamente apds o uso. Nao ¢é recomendado armazenar baterias
descarregadas.

ApoOs seguir todas essas etapas, ligue o aparelho, e, na primeira tela “Select a new
configuration”, escolha a configuracdo desejada. Aparecera a seguinte pergunta: “Is the
chambre/IRGA connected?” Aperte Y, caso a camara esteja efetivamente conectada. Uma

vez que o sistema esteja carregado, e enquanto os analisadores de gases estdo se aquecendo,

deve-se realizar as seguintes verificacoes no menu New Msmnts (Novas Medidas):

I. Forma de fornecimento de ar - Cartucho (CO; controlado) ou buffer? Se for
usar o sistema injetor de CO,, € necessario instalar um novo cartucho, assim o sistema ira
comegar a pressurizagao. Caso contrario, preparar um buffer (recipiente de volume entre 3 a
5L por onde o ar externo passa antes de entrar no aparelho a fim de amortizar variagdes de

CO; e vapor d’agua).

I1. Verificacido dos sensores quanticos: Os valores relacionados a luz (Parln_pum e

[IPb]

ParOut pum) estdo ambos na linha “g”. E necessario verificar se eles respondem como
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esperado quando os sensores de luz sao iluminados e sombreados. Para isso, use valores de

PAR =0 ¢ 1400 pmol m™s™,

III. Verificagdo do sensor de pressio: A medigdo de pressao (Prss Kpa) ¢
mostrada na linha “g”. Verificar se ele mostra valores razoaveis e estaveis, sendo o valor

tipico de 100 KPa ao nivel do mar.

IV. Verificacao da ventoinha (Leaf fan): Para este procedimento, desligue e ligue a
ventoinha (Menu New Msmnts, nivel 2, fl) e escute 0 som quando o motor do ventilador ¢
desligado e ligado. Eventualmente, se ndo houver emissdo de nenhum som quando deveria
existir som podera significar um fusivel queimado, ventoinha travada por detritos ou outros
problemas. Deixe a ventoinha ligada quando terminar. Geralmente utiliza-se a velocidade 5

(Fast).

Apbs o analisador estarm ligado por 10 minutos, continue com os seguintes passos:

I. Checagem do fluxo: Ainda no nivel 2 do Menu New Msmnts, aperte {2 (Flow),
selecione Target, fixe o fluxo para 1000 pmol s, pressione Enter, pressione Keep. Observe
Flow_pml (linha b). O valor devera estar em torno de 700 se o cartucho de CO, estiver
instalado, ou maior se estiver utilizando o buffer. Teste se os tubos dos quimicos estdo
causando restri¢cdes de fluxo, alterando cada um deles de full bypass para full scrub (posi¢ao
maxima na direcdo scrub do parafuso de ajuste), observando o efeito sobre a taxa de fluxo.
Normalmente, scrubbing vai promover uma queda no fluxo de no méaximo 5 a 10 pmol s
por tubo. Quedas maiores podem indicar que os dutos de ar nos tubos dos quimicos estdo
ficando entupidos ou que os tubos de desvio de fluxo estdo comprimidos.

Checar o fluxo zero: Ainda no nivel 2 do Menu New Msmnts, desligue a bomba,
apertando f2 (Flow), selecionando Control, selecionando OFF, pressionando Enter e por

ultimo, pressionando Keep.

Observagdo': Se o injetor de CO, estiver ligado ele serd desligado. Aparecera a
mensagem: “The pump is off”’. Desligue também a ventoinha (leaf fan). O fluxo devera
cair para valores entre 0 e 2 pmol 5. Religue a ventoinha quando terminar.
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II. Ajuste da macaneta: Com a camara fotossintética fechada e sem folha, gire a
macaneta até que esta comece a tornar-se justa/apertada. Abra a camara e vire a maganeta

mais uma meia-volta. Feche a camara para os proximos passos.

III. Verificacao de vazamentos: Selecione o nivel 2, aperte 2 (Flow). Em Target,
ajuste o fluxo para 200 pmol s”. Enter. Keep. Com a camara fechada e sem folha, assopre
proximo a ela. Se estiver devidamente selada, o CO,S pml nio deve variar mais que 1

umol. Ajuste o fluxo para 500 umol s™".

IV. Verificaciao da qualidade dos quimicos:

a) Soda lime (soda calcéria): Com o injetor em OFF (mixer - nivel 2, £3), observe os
valores de CO,R_uml e CO,S pml na linha “a”. Gire o parafuso de controle da soda lime
para a posi¢do maxima na dire¢ao scrub (full scrub) e do drierite para posicdo maxima na
direcdo bypass (full bypass). O valor de CO,R_ uml deve rapidamente se aproximar de zero,
enquanto CO,S uml se aproxima de zero um pouco mais lentamente. Se eles estiverem
dentro de 0 a 5 pmol mol™, a soda lime estara adequada para uso. Se, a principio, COzR
uml ndo atingir zero, aguarde =10 min e, caso a soda lime efetivamente ndo esteja
removendo o CO,, pode-se adicionar algumas gotas de dgua diretamente sobre o quimico (1

a 2 mL) para regenera-lo, desta forma, € possivel aumentar sua vida util.

b) Drierite: Observe os valores de H,OR _mml e H,OS mml. Ajuste o parafuso de
controle do drierite para posi¢do maxima na direcdo scrub (full scrub). H,OR mml deve
aproximar-se do zero mais rapidamente que HOS mml. Se ambos estiverem na faixa de 0,2
a 0,3 mmol mol™, o drierite estd em condi¢des de uso. Espere de 10 a 20 minutos, caso

necessario. Apos o teste, retornar o botao do dessecante para a posi¢cao bypass.

V. Verificacdo do sensor de temperatura da folha: Selecionar a linha “h”.
Desconecte o conector do termopar da temperatura da folha (p/ug de cor roxa) e compare a
temperatura da folha (Tleaf °C) com a do bloco (Tblock °C). A diferenca entre elas ndo deve
ser superior a 0,1°C. Reconecte o termopar, abra a camara e verifique se “Tleaf °C” responde

quando o termopar ¢ aquecido quando tocado.
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Observacao?®: Calibragdo do sensor de temperatura da folha: Se a diferenca entre a
temperatura da folha e do bloco for superior a 0,1°C ha necessidade de calibracdo. Para
calibrar, gire o parafuso localizado na superficie inferior do sensor de medidas (sensor
head) e acompanhe as leituras de Tleaf °C e Tblock °C na linha “h”, até que a diferenca
entre elas seja inferior a 0,1°C. Para esta calibragdo o equipamento deve estar ligado a
aproximadamente 30 minutos.

VI. Calibrac¢do do injetor de CQO, (mixer) (opcional): No Menu de Calibracao
(Calib. Menu), em CO, mixer selecione Calibrate. Certifique-se de que a soda lime esteja
em full scrub. Clique em “Y” para continuar. Aguarde. Aparecera um grafico. Se este for

linear crescente, esta correto. Aperte “Esc” para continuar.

VII. Calibracgao da fonte de luz (opcional): No Menu de Calibragao (Calib. Menu),
em LED Source (se estiver usando a camara 6400-02B LED Light Source) ou LCF Source
(se estiver usando a 6400-40 Leaf Chamber Fluorometer) selecione Calibrate. Aperte
“Enter” para continuar. Aguarde. Aparecera uma tabela e a pergunta “Plot this?” Aperte
“Y”. Seré4 exibido um grafico referente aos LEDs vermelhos. Se for uma linha diagonal
crescente esta correto. Aperte “ESC”. Sera exibido um grafico referente aos LEDs azuis.
Grafico linear e crescente estd correto. Aperte “ESC”. “Implement this cal?” Se os graficos

estiverem corretos, aperte “Y”.

VIII. Ajuste da razao estomatica: Selecione o nivel 3 e aperte 2 (StmRat). Atribua
o valor zero para folhas hipoestomaticas ou epiestomaticas; 0,5 quando ndo souber a

distribuicao de estomatos e o valor 1,0 para folhas anfiestomaticas.

IX. Ajuste da area foliar: Ainda no nivel 3 aperte f1 (Area). Se a folha a ser medida
ocupar toda a extensdo da camara fotossintética, o valor da area deve ser igual a 6 cmz, caso
esteja usando a camara 2x3 cm. Se estiver usando a LCF (Leaf Chamber Fluorometer) a
area ¢ de 2 cm”. Caso a folha ndo ocupe a totalidade da 4rea da cdmara, o valor correto da

area da folha deve ser informado.

X. Ajuste do fluxo: Para espécies C4, fixe o fluxo em 500 pmol s™ e para C3, 350
umol s™', embora isso ndo seja uma regra exata. Caso se queira aumentar a umidade relativa
da camara (RH_S %), diminua o fluxo e vice-versa. A faixa de umidade ideal ¢ entre 50 e
60%. Caso esteja utilizando o buffer, € possivel colocar um pouco de dgua no fundo do

galdo a fim de aumentar a umidade.
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XI. Ajuste da quantidade de luz: Selecione o nivel 2 e aperte f5 (Lamp OFF).

Selecione PAR. Selecione Target e aperte Enter. Coloque o valor desejado. Enter. Keep.

XII. Ajuste do mixer (Injetor de CQO,): Selecione o nivel 2 e aperte f3 (Mixer
OFF). Em Reference CQO,, clique em Target e atribua o valor desejado. Geralmente,
dependendo dos objetivos do estudo, valores proéximos a concentragdo atmosférica de CO,
sdo utilizados (380 a 400 pmol mol™). Aguarde até que o valor desejado seja alcancado

antes de seguir para proxima etapa.

XIII. Igualando os IRGAs: Com a camara fotossintética fechada e sem folha, entre
no nivel 1 do menu New Msmnts e aperte 5 (Match). Na tela “IRGA Match Mode” aperte f5
(MATCH IRGAs). Apds dez segundos a linha “a” ird mostrar valores iguais para [CO, R e
CO;_S]e[H20 R e H,O S]. Aperte {1 (exif).

Observacao®: O IRGA da amostra se iguala ao da referéncia.

~ 4 . .~
Observacao: E recomendando fazer o match no inicio das medigdes, a cada troca de
folha ou periodicamente se estiver no modo autolog.

Antes de iniciar os registros pressione Open LogFile (f1). Digite o nome do arquivo.
Select. Na tela “Enter/Edit Remarks”, coloque a observacao desejada (opcional) pressione
Enter. A partir dai a tecla f1 muda para LOG 0, estando habilitada para o registro dos dados.
Para fazer o registro, pressione f1 (LOG) ou o botdo preto posicionado no lado esquerdo da
camara de medidas. Um beep serd ouvido quando o registro for realizado. Ao final das
leituras pressione Close File (f3) para fechar o arquivo.

Para desligar o equipamento, volte ao menu inicial (OPEN), aperte f1 (Home Menu),
selecione a op¢ao Quit Open e aperte “Y”. Ap0s este procedimento o equipamento pode ser
desligado no botdo on/off localizado na lateral direita do console. Apods desligar o
equipamento, ¢ necessario ajustar o parafuso (knob) da soda lime e do drierite para o meio
termo entre full scrub e full bypass para nao comprimir ¢ deformar as mangueiras dos tubos
dos quimicos. Também ¢ aconselhado guardar o aparelho com a cdmara fechada, porém com
a macaneta girada ao ponto que ndo gere compressdao sobre as borrachas de vedagdo da

camara.
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