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RESUMO:

Diante de condigdes adversas do ambiente, as plantas sofrem uma série de
estresses proporcionados por diversos fatores, bidticos e abidticos. Por meio de
tais situagbes, mecanismos de defesa sao gerados, de forma a ordenar a
homeostase celular. Um exemplo de estresse sofrido pelas plantas é o estresse
oxidativo, que produz substancias conhecidas como EROs, espécies reativas de
oxigénio. Nessa situagdo, moléculas com funcdo de defesa s&o ativadas, as
enzimas antioxidantes. Uma dessas enzimas, a catalase, tem a funcao de degradar
o peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua. O presente estudo tem como objetivo
analisar o efeito do perdéxido de hidrogénio em plantulas de Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan germinadas dois diferentes substratos, papel Germitest® e
areia estéril. A atividade enzimatica da catalase em plantas submetidas a solu¢ées
de peréxido nas concentracdées de 0 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,50 mM, 10,0 mM foi
medida. Ilgualmente os teores de proteinas totais sollveis em tecidos foliares foram
quantificados. Como resultados, a porcentagem de germinagéo no papel obteve um
valor estatisticamente superior (Teste pareado de t, p<0,05) ao da areia, 91,68% e
76,50%, respectivamente. A perda de agua durante o periodo de estresse para
todos os tratamentos foi superior decorrido o tempo de 48 horas. Nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi observada na quantificacdo de proteinas
extraidas de plantulas germinadas nos dois sistemas (areia e papel, ANOVA,
p>0,05). O perfil eletroforético das proteinas extraidas de plantulas crescidas em
areia mostrou a presenca de bandas exclusivas nas concentracdes 2,5 e 5,0 mM. A
atividade de catalase, para os tratamentos mencionados anteriormente, foi alta
quando comparada ao grupo controle e maior para o tratamento com a
concentragao de 5,0 mM. Isso pode ser devido a maior expressao protéica nessas
situagdes. Para as plantulas germinadas em papel, ndo foi possivel quantificar a
atividade da catalase em todos os tratamentos e nos dois intervalos de tempo.
Conclui-se que a concentragdo de 5,0 mM utilizada em pléantulas crescidas em
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areia induziu maior atividade da catalase. Nesse substrato o padrdo de bandas no
perfil eletroforético foi especifico e provavelmente proteinas relacionadas ao
estresse oxidativo foram super expressadas. Por fim, a germinagéo de A. colubrina
no sistema que utilizou areia estéril € sugerida como a mais eficaz para estudos de
defesa vegetal.

Palavras-chave: defesa vegetal, estresse oxidativo, atividade enzimatica, SDS -
PAGE
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ANALYSIS OF THE ENZYMATIC PROFILE OF CATALASE IN Anadenanthera colubrina (Vell.)
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ABSTRACT:
On the adverse environmental conditions, plants suffer different kinds of stress

promoted by various factors, biotic and abiotic. By the way, these situations
discharge plant defense mechanisms to keep the cell homeostasis. An example of
stress suffered by the plants is oxidative stress that produces certain compounds
named ROS, reactive oxygen species.On this situation, defense molecules are
activated such as antioxidant enzymes. One of them is catalase, which has the
function to degradete the oxygen peroxide in water and oxygen. The aim of this
work was evaluate the effect of oxygen peroxide in seedlings of Anadenanthera
colubrine (Vell.) Brenan grown in two different substrates, Germitest® paper and
sterile sand. The activity of the catalase enzyme in challenged plants with peroxide
solutions in 0 mM, 2.5 mM, 5.0 mM, 7.50 mM, 10.0 mM was measured. Equally the
soluble protein concentration in leave tissue was determined. In the system based
on paper grown, the percentual of grown (91.68%) was higher than the sand
system-based (76.50%). Statistical differences were observed between sand
system and paper one (t paired test, p<0,05).The water lost during the stress period
for all treatments was high, after 48 hours. No statistical differences were observed
for the concentration of extracted proteins for both systems (sand and paper,
ANOVA, p>0,05). The SDS-PAGE for seedlings grown in sand showed specific
bands at the concentrations of 2.5 and 5.0 mM. The catalase activity for the
treatments mentioned increased in comparison with the control group and the
highest activity was observed for 5.0 mM concentration. In conclusion, 5.0mM
concentration for seedlings grown in sterile sand induced catalase activity
increased. For this treatment specific bands were observed in SDS-PAGE, probably
proteins related to oxidative stress. Finally, we could suggest the sand system as

appropriate to studying defense plant.

Keywords: plant defense, oxidative stress, enzymatic activity, SDS-PAGE
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CAPITULO 1

1. INTRODUGCAO GERAL

O Semiarido brasileiro é caracterizado por frequentes periodo de seca que
podem ser delimitadas tanto pela auséncia, como por alta variabilidade espacial e
temporal das chuvas. Diante a esta realidade, as chuvas sao importantes fontes de
agua para consumo humano, agricultura, producdo de alimentos, eliminacdo de
residuos e manutencao dos ecossistemas naturais no Nordeste Semiarido (SANTOS
et al., 2009). As caracteristicas dessa regido semiarida condicionam fortemente a
populacdo local a sobreviver principalmente de atividades econbémicas ligadas
basicamente a agricultura e a pecuéria.

O bioma Caatinga ocupa a maior parte do semiarido, sendo restrito ao
territério brasileiro. Sua vegetacao é constituida de espécies lenhosas, herbaceas,
cactaceas e bromeliaceas (ROCHA et al., 2007). Apresenta fauna e flora Unicas,
formada por rica biodiversidade, com grande numero de espécies e também
remanescentes de vegetacdo ainda preservada, que incluem taxons raros e
endémicos (GIULIETTI et al., ROCHA et al., 2007).

O crescimento e o desenvolvimento normal de uma planta sdo muitas vezes
afetados por condicdes ambientais ditas desfavoraveis, como condicdes extremas
de temperatura, excesso de agua, alta radiacdo solar, excesso de salinidade no
solo, presenca de substancias téxicas (SMILLIE; HETHERINGTON, 1983). A medida
que o estresse € imposto, 0 mecanismo de defesa das plantas € ativado, de forma a
contornar tal situacédo de injuria e desequilibrio.

Apesar de espécies de plantas variarem sua sensibilidade e resposta ao
estresse, todas elas tem a capacidade de percepcdo, sinalizacdo e resposta
mediante a situagdo desfavoravel ao seu equilibrio (BOHNERT et al., 1995). O
sistema de defesa antioxidante das plantas é formado pelas as enzimas
antioxidantes, tendo estas fung¢des de diminuir os danos oxidativos causadas pelas
EROs (espécies reativas de oxigénio), que sa&o produzidas normalmente no
metabolismo ou induzidas por estresses (ARORA; et al., 2002).

A medicao visual € um método disponivel para medir o estado de estresse
atual na planta, onde muitas vezes sdo manifestagdes tardias de lesédo tecidual. No
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entanto a quantificacdo do efeito causado pelo estresse pode ser realizada através
de andlises bioquimicas, de forma a analisar mais detalhadamente as moléculas que
agem diretamente no controle e no equilibrio do sistema antioxidante (SMILLIE;
HETHERINGTON, 1983).

Nesse contexto o estudo do perfil bioquimico avaliado pelo estresse oxidativo
na espécie angico (Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan) é de suma importancia
pois esta espécie nativa do semiarido tem grandes utilidades e potenciais e o estudo
de suas formas de defesa frente a tais estresses possibilitara uma maneira de
compreender a importancia do papel bioquimico nas plantas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Semiarido e o Bioma Caatinga

O Semiarido brasileiro € delimitado por uma extenséo de 1.037.000 Km?, pois
com a inclusao do Norte de Minas, hoje ele ocupa uma area que corresponde a 12%
do territério nacional e 70% do Nordeste, onde nessas areas habitam 12% da
populagao brasileira e 63% da nordestina (MALVEZZI, 2007). Essa area abrange o
norte dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, os Sertées da Bahia, Sergipe,
Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui e uma parte do
sudeste do Maranhao (ABRANTES, 2011). Segundo o mesmo autor, € uma regiao
com caracteristicas bastante peculiares, que merecem ser destacadas para melhor
compreensao da dindmica de producdo nessa regido. Podemos destacar como
caracteristica peculiar aspectos como o indice pluviométrico, pouco significativo
nessa area; as chuvas sao mal distribuidas, fisica e temporalmente, o que torna
complexa a produgéo agricola.

Ao relatar a importdncia da regido semiarida brasileira e suas
particularidades, é de grande relevancia inserir nesse contexto os biomas que o
compdem, onde podemos definir um bioma como as comunidades bioldgicas
constituidas pelos seres vivos de uma determinada regido, cuja vegetagado é similar
e continua, onde o clima € mais ou menos uniforme. No Nordeste brasileiro, onde
esta localizada a maior parte da regiao semiarida do pais, a cobertura vegetal
predominante € a Caatinga, com plantas adaptadas as condi¢cdes de deficiéncia
hidrica (TROVAO et al., 2009).

O bioma Caatinga € o unico com ocorréncia restrita ao territério nacional
(SOUSA, 2008). Apresenta caracteristicas como floresta baixa e espinhosa,
dominada por arbustos e arvores de pequeno porte que perdem sua folhagem na
época da estacdo seca, com a precipitacdo média situada em torno de 650 mm
anuais (ARAUJO FILHO, 1990).

Como reporta Pareyn (2010) a vegetacdo da Caatinga desempenhou papel
importante na agropecudria tradicional como restaurador da fertilidade de solo e
como suporte forrageiro para a criacdo extensiva de ovinos, bovinos e caprinos.

Com isso, nada melhor que atribuir a estreita relagdo existente na regido entre os



18

produtores rurais e seu ambiente através do vasto conhecimento e uso tradicional de
um elenco significativo de espécies nativas na regido, destacando-se as
leguminosas de grande importancia econdémica na agricultura (GIULIETTI et al.,
2004). Outras formas de importancia econOmica sdo as espécies forrageiras,
apicolas, frutiferas, medicinais, oleaginosas, ornamentais e produtoras de fibra
(MACIEL; SILVA).

A regido semiarida é caracterizada pelo alto indice de evaporagéo da agua,
em funcao da intensidade de energia solar e altas temperaturas. O uso dos recursos
naturais do semiarido produz consequéncias drasticas na diversidade potencial,
como podemos citar o corte raso da Caatinga hiperxerdfita, para atender a demanda
de lenha; os cortes seletivos; supressdo para uso agricola; queima para limpeza da
area; predacao de espécies vegetais pela pecuaria (caprinos e bovinos) (COSTA et
al.,2009).

Brasileiro (2009) é bem expressivo ao relatar que um dos motivos do
aceleramento dos impactos ambientais na regido semiarida do Nordeste esta
relacionado ao crescente processo de desertificacdo e das areas suscetiveis a
desertificacdo encontradas nessa regiao, onde a pratica indevida de atividades para
fins lucrativos € o grande alvo das atividades exploradas. O bioma Caatinga é
considerado 0 menos protegido dentre os biomas brasileiros, com menos de 2% de
sua area estando sob a forma de unidades de protegédo integral, pois com as
restricbes das condi¢des climaticas préprias desse bioma, o impacto da atividade
humana aumenta os niveis de degradagao (SANTANA et al., 2009).

2.2 Caracterizacao da Familia Fabaceae e o Modelo Vegetal Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan

A familia Fabaceae inclui aproximadamente 650 géneros de arvores,
arbustos, ervas e trepadeiras, representada por cerca de 16 a 19 mil espécies,
sendo assim uma das maiores familias das Angiospermas e umas das principais sob
o ponto de vista econémico, onde no Brasil, ocorrem cerca de 200 géneros e 1.500
espécies (ALLEN; ALLEN, 1981;JAIWAL; SINGH, 2003;LHAMAS, 2003; SOUZA;
LORENZI, 2008). Existem muitas espécies xerodfitas, plantas adaptadas a viver em

clima seco, e que desenvolvem diversos mecanismos de adaptacdo, como caule e



19

raizes que armazenam agua, folhas reduzidas com uma cobertura de cera para
diminuir a evaporacao.

A familia Fabaceae € subdividida em trés subfamilias, com base na
morfologia da flor, segundo Lhamas (2003), em: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae. Tem como caracteristica a presenca de frutos em forma de vagem
(embora haja excecdes) e englobam desde espécies arbdreas até espécies
herbaceas anuais, muitas de grande importancia econémica e principalmente
alimentar (soja, feijao, entre outras) (CARVALHO; GAIAD, 2011). Apesar de
apresentar larga variedade de formas, a familia das leguminosas € facilmente
reconhecida pelo seu fruto ou legume. O tipo béasico do fruto € uma vagem com
duas valvas que abre e retorce para expelir as sementes (SOUSA, 2008).

A subfamilia Mimosoideae inclui 40 géneros, onde a maior parte sdo arvores
e arbustos. As folhas sao bipinadas, alternadas e compostas. As flores sao
bissexuais e radialmente simétricas, com a presenca de pétalas e sépalas
geralmente pequenas e bem escondidas pelos estames (ALLEN; ALLEN, 1981).

O angico-vermelho (Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan) é uma espécie
pertencente a familia Fabaceae, podendo atingir 20 metros de altura, com tronco de
40 a 60 centimetros de diametro. E uma espécie de ampla distribuicdo na vegetacao
das caatingas. Habita a Mata Atlantica, o Cerrado, o Pantanal Mato Grossense,
ocorrendo do Maranh&o até S&o Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul. Na
regidao Nordeste, ocorre nos solos de origem sedimentar, principalmente areniticos,
calcarios e aluviais (MAIA, 2004; LORENZI, 2002).

Como utilidades da espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan podemos
citar o potencial madeireiro (MAIA, 2004; SOUZA; LORENZI, 2008), assim como
para producao de carvao, cercas e estacas. Na medicina caseira € utilizada a casca,
resina, flores e folhas. O poder medicinal da casca é obtido por meios de infusao,
xarope, maceracao e tintura com acdes hemostaticas, depurativas, adstringentes,
peitorais e antigripais (MAIA, 2004). E prépria para arborizagao de parques e pracas,
pois revela seu poder ornamental, pois floresce exuberantemente todos os anos
bem como é utilizada para reflorestamentos de areas degradadas de preservacao
permanente. A casca e as sementes s&o ricas em tanino, sendo empregadas no

setor industrial para curtir couros (LORENZI, 2002).
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2.3 O Metabolismo inicial das plantas

As sementes representam uma etapa unica no processo reprodutivo das
plantas, onde desenvolvem um crescente estado metabdlico, com fendémenos
indispensaveis para seu crescimento e sobrevivéncia. No inicio da germinagdo das
sementes, as estruturas internas das células sdo reorganizadas e muitas atividades
metabodlicas sdo realizadas, visando uma germinacdao de sucesso (BLACK;
BRADFORD; RAMOS, 1999).

Sob o angulo fisio-bioquimico, as sementes passam por fases do processo
germinativo, que compreendem a reidratacao (embebicao), aumento da respiracao,
formacao de enzimas, digestdo enzimatica das reservas, mobilizagao e transporte de
reservas, assimilagdo metabdlica, crescimento e diferenciagdo dos tecidos
(POPIGINIS, 1977).

A germinacdo é uma sequéncia ordenada de atividades metabdlicas, que
resulta na formacdo de uma plantula, é o reinicio do crescimento do embrido
paralisado nas fases finais da maturacdo (BEWLEY; BLACK, 1994; POPIGINIS,
1977); envolve a embebicdo de agua, um rapido aumento da frequéncia da atividade
respiratdria, a mobilizacdo das reservas de nutrientes e o inicio do crescimento do
embrido (FENNER; THOMPSON, 2005). O processo de germinacao esta completo
quando a nutricdo ndo mais depende dos materiais de reserva e a0 mesmo tempo
realiza autotrofia, que é a primeira condicdo para a plantula se estabelecer
(LARCHER, 2004).

O estagio de plantula é um periodo bastante sensivel, pois é quando ocorre
um abastecimento de nutrientes, indispensaveis para prover 0 aumento de energia e
metabdlitos utilizados na biossintese e manter o estado de hidratagdo. Neste
periodo ocorre o rapido crescimento em extensdo e diferenciagdo da parede celular
(LARCHER, 2004).

Embora as plantas absorvam somente substancias inorganicas, muitas vezes
elas ndo sdo absorvidas nas proporcdes ideais. Assim substancias inateis, ou
absorvidas em excesso precisam ser eliminadas (OLIVEIRA, 2003). Submetida ao
estresse, a planta desenvolve mecanismos que tem a funcdo ajustar qualquer
anormalidade presente em seu meio, contribuindo para entender como o solo e o

clima limitam a distribuicdo de espécies vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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2.4 O Estresse Oxidativo

O estresse é definido como um fator externo, que exerce influéncia
desvantajosa sobre a planta (TAIZ; ZEIGER, 2009). As plantas passam
constantemente por diversas situagcdes de estresses, de forma a propiciar
predisposicao a danos e reducdes nos rendimentos (SMILLIE; HETHERINGTON,
1983).

Umas das fun¢des mais importantes das células vegetais é a sua capacidade
de responder a flutuacées no seu ambiente. Através da modulacédo de respostas, a
planta produz mudancgas na constituicdo de compostos moleculares para gerar
mecanismos de defesa e protecdo; durante sua evolugdo esses mecanismos sao
gerados e aperfeigoados, com o propésito de reconhecer tais danos (GRENE, 2002;
SOARES; MACHADO, 2007; SHEWRY; LUCAS, 1997). A presenca de estresses
biéticos e/ou abibticos produz uma série de consequéncias as plantas. A alteracao
no padrdo de expressao de proteinas, desencadeando inibicdo e/ou a indugdo da
biossintese de determinados constituintes protéicos (LIMA, 2003).

Os organismos aerbébios apresentam vantagens energéticas bem
significativas utilizando o oxigénio molecular como um oxidante terminal na
respiracao (VAN BREUSEGEM et al., 2001). No entanto a sua presenca no meio
celular é um alerta oxidativo constante, pela producdo de espécies ativas de
oxigénio, designadas como espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
superoxido (O2 «-), os radicais hidroxila (*OH) e o perdxido de hidrogénio (H20.), que
sao produzidas continuamente pelo metabolismo vegetal (GRENE, 2002; PEIXOTO
et al.; 1999), formadas durante fungbes metabdlicas normais nos cloroplastos,
mitocdndrias e peroxissomos (EAUX, 2007; FOYER; NOCTOR, 2005; SOARES;
MACHADO, 2007).

No caso da producao de EROs induzida por flutuagcdes no ambiente aos quais
as plantas estdo constantemente expostas, o metabolismo primario e secundario
induz respostas para ajustar o desequilibrio (FOYER; NOCTOR, 2005). Como
agentes externos que influenciam na concentracdo de EROs no metabolismo da
planta estdo a exposigao a niveis elevados de luminosidade, seca, metais pesados,
altas concentragdes de sais, poluicdo ambiental, entre outros (MALLICK ; RAI,
1999).
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O nivel e o tipo das EROs séao fatores determinantes para o tipo de resposta,
pois em baixas concentracdes induzem a genes de defesa e resposta adaptativa, ja
em niveis mais altos podem levar a planta a estresses (SOARES; MACHADO,
2007). Elevadas concentragbes induzem a expressao de genes cujos produtos
exibem atividade antioxidante (LIMA, 2003; MOLDES, 2006), as chamadas enzimas
antioxidantes que atuam na destruicdo das EROs, como a superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), o ascorbato peroxidase (APX) e a glutationa redutase (GR)
(DEUNER et. al.,, 2008; SOARES; MACHADO, 2007). Em muitos casos, o
funcionamento deste sistema de defesa induz uma maneira adaptativa, de maneira
que as plantas sdo capazes de tolerar tais estresses, evitando que afete o
crescimento normal e o funcionamento fisiolégico das rotas de Oxido-reducao
(CARRILO; VALE, SD).

O peroxido de hidrogénio, toxico para as células, pode ser facilmente
difundido através das membranas das organelas celulares (BAKER; GRAHAM,
2002), e precisa ser transformado em constituinte quimico que néo seja prejudicial a
planta, e manter o equilibrio dos organismos aerobios. A catalase, localizada
principalmente nos peroxissomos, € uma das enzimas envolvidas na remogao das
EROs, que converte o perdxido de hidrogénio (H-O2) em agua e oxigénio molecular
(O2) (FRUGOLI et al., 1996).

Reacbes bioquimicas e fisiolégicas a estressores podem ser monitoradas
através de alteragbes da atividade das enzimas antioxidantes (SOARES;
MACHADO, 2007). Ao desenvolver técnicas de cultivo que possibilitem o estudo da
atividade das enzimas, ha contribuicdo para a compreensdo dos mecanismos de
defesa das plantas e 0 meio o qual estdo inseridas (PIZA; LIMA; BRASIL, 2003).
Marcadores bioquimicos podem auxiliar na identificagdo precoce de processos
morfogénicos durante a diferenciacdo celular, crescimento e multiplicacdo de
plantas, bem como sdo indispensaveis em atividades como a germinacao,
crescimento, fotossintese e formacdo de substadncias de reserva (SOUZA;
PEIXOTO; TOLEDO, 2004).
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CAPITULO 2

1.INTRODUCAO

Um dos fatores para o desenvolvimento de uma planta € o meio onde ela esté
inserida. Fatores externos e internos desencadeam processos que influenciam o
desenvolvimento vegetal. Um dos fatores externos que merece destaque € o
estresse. Os estudos sobre estresses impostos durante o desenvolvimento das
plantas revelam a importancia da compreensdo dos mecanismos de defesa vegetal.

Dependendo da natureza do agente causador, o estresse pode ser bidtico ou
abiético. Um tipo de estresse que desperta interesse dos fisiologistas vegetais é o
estresse oxidativo que pode ser abibtico e causado por fatores diversos tais como:
alta irradiacao, seca, deficiéncia mineral, baixa ou altas temperaturas; biotico, €
causado por infecgbes fungicas, bacterianas, virais e xenobibticos, por herbicidas,
contaminantes atmosféricos e metais pesados (CARRILLO; VALE, 2005).

A exposicao das plantas aos fatores ambientais diversos pode alterar a
homeostase celular e com isso aumentar a producdo de diversas espécies reativas
de oxigénio, tais como o anion superoxido (O2 «-), os radicais hidroxila (*OH) e o
peréxido de hidrogénio (H 202) (FOYER; NOCTOR, 2005).

Segundo Deuner et al., (2008) com o estresse oxidativo, a biossintese de
componentes antioxidantes é ativada, ocorrendo aumento da expressao das
enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), a superéxido dismutase (SOD) e a
ascorbato peroxidase (APX). Estas tém papel fundamental na protecdo das células
vegetais contra os danos oxidativos, como a ag¢do da catalase no metabolismo
vegetal, agindo na conversao do H-O,em O, e H,O (MOLDES, 2006).

Uma abordagem que permite a compreensdo dos mecanismos relacionados
ao estresse € a analise do perfil enzimatico. Tal perfil é importante, pois as enzimas
sdo as unidades funcionais do metabolismo celular, que desencadearao reacdes
quimicas como forma de sobrevivéncia para as plantas. Dessa maneira, estudos
sobre mecanismos enzimaticos em plantas propiciam entendimento dos
mecanismos de resposta ao estresse abidtico e da importancia de praticas corretas
na agricultura durante todo o desenvolvimento vegetal (SALISBURY; ROSS, 1992).
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Devido a ampla diversidade de espécies, versatilidade de uso e seu papel na
dindmica dos ecossistemas atuando como fixadoras de nitrogénio, em associacao
com bactérias especificas, as plantas leguminosas apresentam enorme potencial na
revegetacdo de matas ciliares, razdo pela qual vém sendo sistematicamente
inseridas em projetos técnicos ambientais (SOUSA, 2008).

A espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan tem potencial econdmico,
como o madeireiro e medicinal, além de ser utilizada para arborizagdo (MAIA, 2004).
Estudos boténicos e dendrolégicos sdao bastante desenvolvidos com a espécie
angico, porém informacdes sobre a bioquimica e sua fisiologia sao escassas. Dessa
forma, estudar os mecanismos de defesa frente a estresse abidtico é de grande
importancia, pois contribui significativamente para o conhecimento acerca da
espécie e para auxiliar o processo de selecdo de plantas mais resistentes.

Objetivou-se com esse estudo analisar os efeitos do perdoxido de hidrogénio
na atividade da enzima catalase e identificar os teores de proteinas totais sollveis

em tecidos foliares de plantulas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan.



29

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar a atividade da enzima catalase em plantulas de A.colubrina (Vell.) Brenan

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a porcentagem de germinacdao de A. colubrina nos substratos papel
germitest (rolo de papel) e entre areia;

e Extrair e quantificar proteinas totais soluveis pelo método de Bradford;

e Realizar SDS-PAGE para obter o perfil eletroforético das proteinas totais
extraidas;

e Analisar a atividade da enzima catalase em diferentes concentracbes de
peréxido de hidrogénio;
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3.MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

As sementes de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan utilizadas nos
experimentos sdo provenientes de lote colhidos em 2005, armazenadas em camara
fria pertencente ao Laborat6rio de Sementes da Universidade Federal de Campina

Grande, Campus Patos, coletadas no municipio de Catingueira, Paraiba.

3.2 Germinacao das sementes de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

Para desinfeccdo, as sementes foram colocadas por 5 minutos em hipoclorito
de sédio a 5% e apos esse periodo lavadas 4 vezes em agua destilada.

Para a semeadura, foram utilizados como substratos: (1) substrato rolo de
papel Germitest®, sendo trés folhas umedecidas com agua destilada na proporcao
de 2,5 vezes a massa do papel seco (BRASIL, 2009). Dez sementes foram
distribuidas no terco superior de uma das folhas, formando um rolo, sendo
envolvidos com sacos plasticos transparentes desinfestados com alcool 70% (v/v)
com 8 repeticdes ; (2) Areia previamente esterilizada, em estufa a 120°C, colocada
em recipientes gerbox, umedecida com agua destilada a 60 % da capacidade de
retencédo (BRASIL, 2009). Vinte e cinco sementes foram distribuidas em cinco fileiras
em caixas gerbox, estas ultimas foram previamente desinfectadas com alcool 70%
(v/v) com 8 repeticoes.

Apos a semeadura, as sementes permaneceram em camara de crescimento
sob condi¢des controladas de temperatura (30°t+3°C) e fotoperiodo (de 12 horas),
até desenvolverem o estéadio de plantula.

Os calculos de porcentagem de germinagdo foram realizados conforme
Marguire (1962), seguindo a metodologia proposta por Popiginis (1976) que
considera plantula normal aquela que apresenta as caracteristicas indicativas de sua
capacidade de sob condic¢des favoraveis, crescer e transformar-se em planta normal.

A porcentagem de perda de agua foi calculada segundo Oliveira et al. (2007),
onde: % Perda de agua aos n dias = (Massa inicial - Massa aos n dias) * 100/Massa
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da agua colocada em cada sistema, onde foi avaliado a porcentagem de perda de
agua durante o estresse oxidativo no tempo de 48 horas.

No final do periodo de germinacdo (de 7 a 9 dias) as plantulas normais de
cada repeticao foram medidas da raiz até a parte aérea, usando-se uma régua

graduada em centimetros, sendo os resultados expressos em cm/plantula.

3.3 Condicoes experimentais de estresse oxidativo

Foram aplicadas no sistema as seguintes concentracbes de solucdo de
peréxido de hidrogénio (H-O,) como indutor do estresse oxidativo: OmM (controle);
2,5 mM; 5,0 mM; 7,5 mM e 10mM em 20 plantulas por tratamento com 7 dias de
germinagéo por 48 horas (Figura 1). A coleta do material foliar foi realizada no tempo
de 0 h (para o grupo controle), de 24 e 48 horas para todas as concentragdes, sendo
acondicionadas em freezer a -20°C para posterior extracdo dos tecidos foliares.
Analises visuais e registros fotograficos foram realizados nos tempos discriminados
para identificacdo de eventuais mudancas morfolégicas nas plantulas dos

tratamentos mencionados.

Coletas

Controle (0 mM) l

— 5 | Tempo (Oh,24 e

Concentracoes

H.0; (2,5 mM) 48h)
H202 (5,0 mM) —_

—>
\ Tempo (24 e 48 h)
H.0, (7,5 mM) —

H,0, (10 mM) /

Figura 1. Concentragdes utilizadas de perdxido de hidrogénio para a indugdo do estresse oxidativo:

0mM; 2,5mM; 5,0mM; 7,5mM e 10mM e tempo de coleta do tecido foliar para o controle e 24 e 48h

para as demais concentracoes.
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3.4 Obtencao do extrato foliar

Para obtencdo do extrato foliar 250 mg de folhas foram maceradas em
nitrogénio liquido em almofariz (Figura 2). Posteriormente foi adicionado 0,750 mL
do tampao de extracao (fosfato de potassio 100mM (pH 7,0), 0,1 mM de EDTA, 1TmM
de acido ascoérbico). A mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante contendo proteinas sollveis foi coletado, transferido para microtubos
limpos de 2 mL e armazenados em freezer -20°C para a realizagao das andlises. O

processo de extracao foi adaptado do protocolo de Peixoto et al. (1999).

-

Figura 2. Folhas maceradas com nitrogénio liquido em almofariz.

3.5 Determinacao da Quantificacao de proteinas totais

A determinacdo de proteinas solluveis foi avaliada de acordo com a
metodologia descrita por Bradford (1976)com 3 repeticbes. Para as medidas
espectrofotométricas, pipetaram-se, em cubetas de plastico, 50uL do extrato
protéico diluido apropriadamente em tampado de extracdo. Em seguida, foram
adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford (BRADFORD, 1976), para posterior
leitura a 595 nm.
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3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil eletroforético das proteinas foi realizado de acordo com Laemmli
(1970). 50 pL da amostra foram dispersas em 50 pL de tampao contendo Tris-HCI
0,5 M (pH 6,8), 20% de dglicerol, 20% de SDS, 5% de B-mercaptoetanol e 0,1% de
bromofenol, aquecida a 95 °C por 5 min e, apds resfriamento, aliquotas de 5 uL de
cada amostra foram aplicadas no gel. Utilizou-se o gel de separacdo a 12% e o gel
de empilhamento a 4%. ApoOs a corrida, os géis foram mantidos em solugdo do
corante Brilliant Blue-G a 0,1% em acido fosférico por 24 h e, posteriormente,
descorados em solucao descorante.

As massas moleculares das proteinas foram estimadas utilizando o padréao
Wide Range Marker (K 494): miosina (212 kDa), B-Galactosidase (116 kDa),
fosforilase B (97,4 kDa), Soro albumina bovina (66,2 kDa), Ovalbumina (45 kDa),
Anidrase Carbénica (31 kDa), Inibidor de tripsina da soja (21,4/19,7 kDa), Lisozima
(14,4 kDa), (Amresco, EUA).

3.7 Atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da enzima catalase foi determinada com protocolo adaptado de
Havir; Mchale (1987) pela adicao de 50uL do extrato enzimatico a 2,9 mL de uma
solucado contendo H.O, 20 mM e tampéao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0),
medindo-se a diminuicdo da absorbancia a 260 nm. A atividade da enzima foi
calculada com base no coeficiente de extingdo molar do H.O, de 36 mM™ cm™ a 260
nm e expressa em pmol Hx02 g ' MF min™ (CARVALHO et al., 2011).

3.8 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em dois blocos
com cinco tratamentos (0mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM e 10 mM) e duas repeticdes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias, quando
significativas, comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,

com auxilio do programa Sigma Stat 3.0.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Germinacao das sementes de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

A porcentagem de germinagdo consiste no numero de sementes germinadas
pelo total de sementes semeadas em um determinado periodo. Para a porcentagem
de germinacao de A. colubrina (Vell.) Brenan, o substrato entre Papel (RP) obteve
maior meédia de porcentagem de germinagdo (91,68%) quando comparado ao
substrato entre areia (EA), no valor de 76,50% (Tabela 1). Rodrigues et al.; (2007)
obtiveram para A. colubrina (Vell.) Brenan porcentagem de germinagao no substrato
entre papel de 90%, similar ao resultado aqui obtido; no entanto, no substrato entre

areia seu valor foi de 53% para o trabalho citado anteriormente.

Tabela 1. Valores da porcentagem de germinagéao seguido do tamanho médio de plantulas

nos substratos rolo de papel e entre areia.

Substrato Germinacao (%) Tamanho plantulas (cm)
Papel (RP) 91,68+4,37* 30,310,692
Areia (EA) 76,50+14,41° 18,7+1,07°

* Valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente segundo o teste pareado de Tukey
(p<0,05).

O tamanho médio das plantulas variou de 30,3 cm no papel e 18,7 cm na
areia. Como reporta Popiginis (1977) os substratos influenciam diretamente no
sucesso da germinacao, uma vez que fatores como estrutura, aeracéo, capacidade
de retencdo de agua e grau de infestagdo de patégenos podem variar conforme o
substrato a ser utilizado. Durante a producdo de mudas, o substrato é um dos
componentes que mais interferem na germinacdo € no crescimento, por meio de
fatores como estrutura e textura, bem como o manuseio para a contagem de
plantulas durante a realizagdo dos testes de germinacéo.

Germinacdo de sementes em laboratorio consiste no desenvolvimento das
estruturas essenciais do embridao, demonstrando sua aptiddao para produzir uma

planta normal sob condi¢cbes favoraveis (BRASIL, 2009). Uma vez que a germinacao
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se inicia, o embrido estara comprometido para o crescimento de uma plantula ou
podera morrer, sendo processos irreversiveis. Externamente, a germinagao é figura
3 representa plantulas normais A. colubrina (Vell.) Brenan em rolo de papel (RP) e

entre areia (EA).

Figura 3. Aspecto visual de plantulas normais de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan nos
substratos RP (A) e EA (B).

Quanto a porcentagem de perda de agua, observou-se no intervalo de 48
horas (periodo de estresse oxidativo) que o substrato RP apresentou maior média
de desidratacdo para todas as concentracdes (Figura 4) em relagdo ao substrato EA
(Figura 5). Como reporta Cartaxo et. al. (2003) o resultado obtido é esperado, pois
no substrato areia ocorre maior absorcdo de agua que o substrato papel,
contribuindo assim para o controle da umidade, indispensavel para o
desenvolvimento normal das plantulas.

Em relacdo aos tratamentos no substrato papel, pode-se observar uma maior
perda de dgua no 2° dia de estresse para todos os tratamentos, exceto o controle
qgque manteve um equilibrio entre os dois dias. No geral, uma maior perda foi
observada no tratamento 7,5 mM no tempo de 48 horas, no valor de 19,61% de
perda de agua.

A Figura 5 mostra a perda de dgua em 24 e 48 horas no substrato areia. O
resultado equivale-se ao substrato papel, apresentando uma maior perda de agua
no 2° dia de estresse. Como reporta Dias (2008) a 4gua € o meio onde se
processam varias reagdes bioquimicas, podendo assim no 2° dia a maior perda de
agua esta relacionada com o maior nivel de estresse no qual as plantulas estavam
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submetidas. As concentracées 5,0, 7,5 e 10 mM foram as que obtiveram o maior
percentual de perda de agua no 2° dia de estresse.

25
20

15
W 24h

10 MW 48h

Porcentagem (%)

Controle 2,5mM 5,0mM 7,5mM 10mM

Figura 4. Porcentagem de perda de agua pelo sistema no intervalo de 24 e 48 horas

durante o estresse oxidativo no substrato papel

25

20
15
W 24h
W 48h
10
5
0

Controle  2,5mM 5,0mM 7,5mM 10mM

Porcentagem (%)

Figura 5. Porcentagem perda de agua pelo sistema no intervalo de 24 e 48 horas durante o estresse

oxidativo no substrato areia.
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4.2 Aspectos Visuais de plantulas submetidas ao estresse oxidativo por
peréxido de hidrogénio (H.0,)

4.2.1 Substrato Papel

Sabe-se que plantas submetidas a estresse mostram sintomas de
envelhecimento precoce (LIMA, 2003) como podemos observar na figura 6. Em
todas as concentragdes utilizadas de peréxido de hidrogénio foram observadas
mudancas no padrdo normal das plantulas, como a presencga de folhas murchas e o
escurecimento da raiz, com intensidade variavel entre as concentragbes onde com
plantulas tratadas com 2,5 mM e 5,0 mM de H>O, apresentaram uma maior
intensidade de tais lesbes. Silva (2010) observou em plantulas de feijao caupi
crescidas em papel os mesmos achados para a concentracao de 5,0 mM de H»O..

Figura 6. Analise visual das plantulas submetidas aos tratamentos com peréxido de hidrogénio no
substrato papel. A: Controle; B: 2,5 mM; C: 5,0 mM; D: 7,5 mM; E: 10 mM no tempo de 0, 24 e 48
horas de estresse respectivamente.
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4.2.2 Substrato Areia

As plantulas tratadas com concentragdes de peroxido de hidrogénio de 5,0 mM
e 7,5 mM no substrato areia apresentaram folhas murchas (Figura 7C). Segundo
Neil et al. (2002) e Wan; Liu (2008) o perdxido de hidrogénio em baixas
concentracbes atua como um mensageiro secundario envolvido na sinalizagao
contra varios estresses abidticos, enquanto que em altas concentragbes leva ao
estresse oxidativo.

Silva (2010) observou que em plantulas de feijao caupi crescidas em papel no
tratamento de 10 mM ocorreu uma expansao foliar semelhante as plantulas de
controle, correspondendo com os resultados obtidos em A. colubrina (Vell.) Brenan
no substrato areia para o tratamento de 10 mM.

| Conuoie |

Figura 7. Andlise visual das plantulas submetidas aos tratamentos com perdxido de
hidrogénio no substrato areia. A: Tratamentos no tempo inicial (0 hora); B: Tratamentos apds
24 horas; C: Tratamentos apés 48 horas.
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4.3 Quantificacao de Proteinas totais

Na tabela 2 podemos observar o quantificagdo de proteinas soluveis totais no
substrato papel. Os valores obtidos apds 24 e 48 horas foram similares ao controle
quando comparados com os demais tratamentos. Na concentracdo 5,0 mM ocorreu
um decréscimo de 6,51 ug/mL (24 horas) para 4,53 ug/mL (48 horas); por outro lado,
para a concentragdo de 2,5 mM ocorreu uma elevagéao de 6,20 (24 horas) para 9,00
ug/mL (48 horas). Existe relato na literatura que estresses bi6ticos ou abidticos
levam a alteragcdo no padrao de expressdo de proteinas das plantas, podendo
ocorrer tanto a inibicdo quanto a inducdo da biossintese de determinados
constituintes protéicos (SOARES; MACHADO, 2007).

Tabela 2. Quantificagédo de proteinas (em pg/mL) pelo método de Bradford extraidas de
plantulas crescidas no substrato papel.

Concentracao de H,0,

Tempo Controle 2,5 mM 5,0 mM 7,5 mM 10 mM

0 hora 9,15+0,49 - - - -

24 horas 8,30+0,65 6,20+1,35 6,51+0,34 5,58+2,23 3,75+1,27
48 horas 7,50+0,42 9,00+0,20 4,53+0,63 8,04+1,17 5,25+2,24

*Os valores s@o expressos como meédias+ desvio-padrao.

O conteudo de proteinas sollveis totais no substrato areia ndo apresentou
diferengas significativas entre as plantulas, independente do nivel de H»O, testado
(tabela 3). O tratamento de 2,5 mM mostrou dentre todos os outros maior quantidade
de proteinas, inclusive quando comparado ao controle, variando de 5,03 a 4,65
ug/mL nos tempos 24 e 48 horas respectivamente. Segundo Zaia et al. (1998) o
método de Bradford apresenta algumas desvantagens, tais como a variacdo da
absortividade especifica em diferentes proteinas devido ao baixo peso molecular, o
que pode ter ocorrido no substrato EA, onde a presenca de tais proteinas nao foram
detectadas.
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Tabela 3. Quantificagdo de proteinas (em ug/mL) pelo método de Bradford extraidas de
plantulas crescidas no substrato areia.

Concentracao de H,0,

Tempo Controle 2,5 mM 5,0 mM 7,5 mM 10 mM

0 hora 3,52+0,41* - - - -
24 horas 4,1240,05 5,0310,52 4,2610,15 4,55+0,11 4,0040,05
48 horas 3,7740,15 4,6510,25 4,34+0,50 4,0940,30 4,07+0,30

*Os valores sao expressos como medias+ desvio-padrao.

4.4 Perfil eletroforético de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os perfis eletroforéticos das proteinas estdo representados nas figuras 8 e 9
para o substrato papel e areia, respectivamente. Uma banda de proteinas com peso
molecular de 212 kDa aproximadamente foi observada em todas as concentragoes.
Outra banda com peso molecular de 66,2 kDa apresentou diferencas nos
tratamentos em relagéo a controle, dando énfase a diferenca presente em 2,5 mM
no tempo de 24 horas.

P Controle 2,5mM 5,0mM 7,5mM 10mM
0 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

212 kDa :

- o sl h,
e fEEE=nEooe
66,2 kDa 1§ PSS =

Figura 8. Perfil protéico obtido da extragao enzimatica de A. colubrina, em gel poliacrilamida em
diferentes concentragdes de estresse oxidativo com o H,O,, germinadas no substrato papel. Coluna
P: padrdo Wide Range Marker; controle (0, 24 e 48 horas respectivamente); 2,5mM (24 e 48 horas);
5,0 mM (24 e 48 horas); 7,5 mM (24 e 48 horas); 10 mM (24 e 48 horas).
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As proteinas de peso molecular 66,2 kDa e 45 kDa foram expressas em
condicoes de estresse oxidativo (Figura 9) no substrato EA, sendo assim verificadas
nas concentracdes de 2,5 e 5,0 mM e ausentes nos demais tratamentos. Tal fato
pode ser indicativo da maior expressao de proteinas relacionadas ao sistema
antioxidante, apresentando a banda de 45 kDa exclusiva. Coelho et al. (2010)
observaram a presenca de proteinas com massas moleculares 110 e 30 kDa em

estudos de estresse hidrico em plantulas de feijao.

P Controle 2,5mM 5,0mM 7,5mM 10mM
0 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

212 kDa -
116 kDa B b - . - -
97,4 kDa

66,2 kDa

45 kDa

>~ -

Figura 9. Perfil protéico obtido da extragao enzimatica de A. colubrina, em gel poliacrilamida em
diferentes concentracdes de estresse oxidativo com o H,O,, germinadas no substrato areia. Coluna
P: padrao Wide Range Marker; controle (0, 24 e 48 horas respectivamente); 2,5mM (24 e 48 horas);
5,0 mM (24 e 48 horas); 7,5 mM (24 e 48 horas); 10 mM (24 e 48 horas).

4.5 Atividade de Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

Alteragdes na atividade enzimatica dependem da concentragcdo do agente
causador de estresse e das condigdes ambientais locais (LIMA, 2003). A atividade
enzimatica da catalase para o substrato papel foi observada no tempo de 48 horas
para todos os tratamentos, no entanto, decorridas 24 horas somente os tratamentos
2,5, 5,0 e 10 mM apresentaram tal atividade (Figura 10). Carvalho et al, (2011)
puderam registrar em plantulas de arroz que a atividade de catalase nao foi
estimulada quando o tratamento foi feito com 10 mM de H»0O, , indicando assim que
o H.O. exdgeno nessa concentracdo nao foi eficiente para ocasionar uma

sinalizacdo celular para provocar a expressdo de genes de catalase. Na
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concentracdo 10 mM houve um menor nivel quando comparado com os demais
tratamentos, inclusive o controle.

No substrato areia a atividade da catalase aumentou significativamente no 2°
dia de estresse para todas as concentragdes, com o maior nivel no tratamento 5,0
mM (Figura 11). Quando comparado ao perfil eletroforético de proteinas, pode-se
observar que a presenca de proteinas exclusivas no substrato EA € comprovada
pela atividade da catalase em todas as concentragcdes de forma mais expressiva que
o substrato RP.

O aumento na producdo de enzimas de reparo € necessario para tentar
remediar os danos causados durante o estresse oxidativo, e a diferenga nos niveis
de concentragao dessas proteinas pode ocorrer pela sintese de novas proteinas ou
pela degradacdo de proteinas ja existentes (OLIVEIRA, 2009). Lee et al, (2001)
verificaram maior atividade da enzima catalase mediante ao estresse oxidativo em
plantas de arroz submetidas a salinidade. O aumento da catalase também foi

observado por Moskova et al. (2009) em plantas de ervilha tratada com peroxido de

hidrogénio.
10 mM
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CAT (umol H,0, g -1 MF min-1)

Figura 10. Atividade de Catalase em tecidos foliares de plantulas de A. colubrina no substrato RP em

diferentes concentragdes de H,0,.
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Figura 11. Atividade de Catalase em tecidos foliares de plantulas de A. colubrina no substrato EA em

diferentes concentragdes de H,0,.
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5. CONCLUSOES

Solugdes de perdxido de hidrogénio provocaram expressao diferenciada de
proteinas o que foi confirmado pela quantidade de proteinas extraidas dos
tratamentos analisados.

A concentracdo de 5,0 mM no substrato areia foi a que mais induziu a
atividade da catalase, sendo comprovada pela presenca de bandas exclusivas de
massa molecular (66,2 e 45 kDa).

A germinagdo de Anadenanthera colubrina no sistema areia € mais eficaz
para estudos de defesa vegetal, o que foi comprovado pela medicao do perfil
eletroforético e da atividade da catalase.

A analise do perfil enzimatico da catalase foi mais expressivo no substrato

entre areia que no substrato rolo de papel.
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