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RESUMO

Estudou-se o efeito da aplicagéo exdgena de perdxido de hidrogénio (H,0,) na aclimatacdo ao estresse
salino com base nas alterag8es fotossintéticas, indicadores de estresse oxidativo e atividade de enzimas
antioxidativas em folhas de plantas de arroz. Utilizaram-se duas diferentes concentragdes de H,0, (1 e
10 uM) para o pré-tratamento, concentragdes essas aplicadas na solucdo nutritiva dois dias antes da
inducdo do estresse salino (100 mM de NaCl). A limitacdo fotossintética e estomatica resultante da
exposi¢éo ao NaCl foi amenizada quando as plantas foram pré-tratadas com 1 uM de H,O,. Plantas
expostas ao pré-tratamento com H,O, e expostas ao NaCl apresentaram dano de membrana menor
quando comparadas com as plantas submetidas ao NaCl isoladamente. O conteiido de TBARS e H,0O,
foi reduzido sensivelmente nas plantas pré-tratadas com 1 uM de H,O, e expostas ao NaCl em relagéo as
gue ndo foram pré-tratadas. O sistema antioxidativo enzimatico nas plantas expostas ao NaCl foi induzido
principalmente quando ocorreu o pré-tratamento com 1 uM de H,0O,. Os dados sugerem que exposi¢do
prévia ao H,O, pode resultar numa aclimatagdo mais efetiva as condicdes de estresse salino.
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Salt stress acclimation in rice plants
induced by H,O, pretreatment

ABSTRACT

The effect of exogenous application of hydrogen peroxide (H,0,) in the acclimation to salt stress was
studied on the basis of photosynthetic changes, indicators of oxidative stress and activity of antioxidant
enzymes in leaves of rice plants. Two different concentrations of the H,O, (1 and 10 uM) were used for
the pre-treatment, these concentrations were applied in the nutrient solution two days before the induction
of salt stress (100 mM NaCl). The photosynthetic and stomatal limitations after exposure to NaCl were
alleviated when the plants were pretreated with 1 uM H,O.,. Plants pretreated with H,O, and submitted to
salt stress showed membrane damage lower in compared to plants exposed to NaCl alone. TBARS and
H,O, content was reduced appreciable in plants pretreated with 1 uM H,O, and exposed to NaCl in
relation to not pretreated. The enzymatic antioxidative system in plants exposed to NaCl was mainly
induced when there was the 1 uM H,O, pretreatment. Data suggest that an anticipated exposure to H,O,
may result in more effective acclimation to salt stress.
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INTRODUCAO

De modo geral, as plantas estdo, adaptadas a conviverem
com certos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs),
porém seu acimulo nos tecidos pode levar a toxicidade e
resultar na morte celular (Forman et al., 2010). As EROs séo
formas reduzidas do oxigénio molecular extremamente reativas,
que incluem o anion superoxido (O,”), peroxido de hidrogénio
(H,0,), radical hidroxilico (OH) e oxigéniosingleto (*O,), e estéo
presentes na célula vegetal como subprodutos normais do
metabolismo aerébico e de processos fotoxidativos (Arora et
al., 2002; Mittler, 2002), sendo produzidas em diferentes
compartimentos celulares, tais como cloroplastos,
mitocondrias, membrana plasmatica, peroxissomaes, entre outros
(Apel & Hirt, 2004; Camp et al., 2004).

As plantas evoluiram um complexo sistema antioxidante para
conter os efeitos deletérios das EROs (El-Shabrawi et al., 2010).
Condig¢Bes ambientais estressantes, tais como déficit hidrico,
salinidade e calor, causam deshalanco entre produgéo e remogao
das EROs; assim, o saldo final pode ser uma elevacdo dos
niveis de EROs e, consequentemente, o estresse oxidativo,
que leva a reducdo na produtividade dos vegetais
(Vaidyanathan et al., 2003; Guoet al., 2006). As EROs produzidas
em qualquer compartimento celular, sdo controladas por um
sistema antioxidante que atua de forma coordenada e é
composto pelo ciclo ascorbato-glutationa que inclui um grande
ntmero de compostos antioxidantes hidrofilicos, como o0 acido
ascorbico (ASA) e a glutationa (GSH), e ainda enzimas
antioxidantes, das quais as mais importantes sao as dismutases
de superéxido (SOD), catalases (CAT) e peroxidases de
ascorbato (APX) (Miller etal., 2008; 2010).

Apesar do papel deletério que tem sido atribuido a grande
parte das EROs, alguns autores defendem o papel de sinalizador
molecular das condi¢Ges ambientais, em particular ao peroxido
de hidrogénio (H,0,) (Mittler, 2002; Xiong et al., 2002; Miller et
al., 2008). O H,O,pode ser removido pelas CAT e APX atraves
de diferentes mecanismos que resultam, igualmente, em agua
(Mittler, 2002; Foyer & Noctor, 2003). Quando o H,0O, €&
produzido nos cloroplastos, este é eliminado pelas enzimas
APX, enquanto aquele produzido nos peroxissomos/
glioxissomos é removido pelas CAT (Mittler et al., 2004;
Kotchoni & Gachomo, 2006). Esta especificidade entre as
enzimas e o H,O, reflete suas diferentes afinidades, em que a
APX teria alta afinidade (uM) e a CAT baixa afinidade (mM)
pelo H,0,. Assim, as APX seriam responsaveis pela modulagéo
fina dessas EROs, enquanto as CAT seriam responsaveis pela
remocao do excesso de EROs durante o estresse. Desta forma,
a CAT e APX apresentam extrema importancia na célula vegetal
e foco significativo em estudos que visam compreender suas
interacBes sob os diferentes tipos de estresses ambientais
(Shigeoka et al., 2002; Foyer & Noctor, 2003).

A alta concentracdo de EROs pode causar alteracfes no
metabolismo vegetal, devido a uma restricdo dos processos
fotossintéticos (Cattivelli et al., 2008). Sob condicdes de
estresse, tais como seca, salinidade e/ou calor, a fotossintese é
um dos processos do metabolismo vegetal que podem ser
primariamente afetados, tanto de forma direta, através da
restricdo estomatica e, consequentemente, baixa

disponibilidade de CO,, ou de forma indireta, pelo deshalango
entre a producéo e a remocéo de EROs produzidas durante o
processo fotossintético — principalmente o H,O, - que
culminam no estresse oxidativo (Magller et al., 2007; Chaves et
al., 2009).

Embora exista um crescente interesse em compreender o0s
processos envolvidos na resposta ao estresse oxidativo, ainda
ndo € possivel afirmar quais sdo os niveis criticos de EROs ,
principalmente do H,0,, que levam a sinalizagéo ou dano
oxidativo (Miller et al., 2010). Assim, o presente estudo teve
por objetivo verificar se a pré-exposicéo de plantas de arroz ao
H,0, resultaria numa resposta mais efetiva as condigdes de
estresse salino.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal e condigdes experimentais

Sementes de arroz (Oryza sativa spp. japonnica; cultivar
Nipponbare) foram semeadas em papel Germitest® ap6s serem
desinfetadas com NaClO 1,5% (v/v) durante 10 min sob
agitacdo eventual, lavadas trés vezes e embebidas, por 20 min,
em 4gua deionizada. As sementes foram mantidas em condicdes
controladas (240 pmol m?s?; 25 + 2 °C; 70% UR; fotoperiodo
de 12 h) por oito dias. Ao final dos oito dias, as plantulas de
arroz foram transferidas para vasos de 2,0 L que continham
solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon diluida 1:4 (pH 6,0 £
0,2) e ap6s uma semana a solucdo nutritiva foi trocada para 1:2
e mantida até o final do periodo experimental.

Apbs o periodo de aclimatacéo as plantas foram pré-tratadas
com 0, 1 e 10 uM de perdxido de hidrogénio (H,0,), enquanto
ndo expostas ao H,O, (0) foram tomadas como tratamento
controle. O H,0O, foi aplicado na solugdo nutritiva e as plantas
permaneceram com as raizes imersas na solugéo contendo H,0,
por 24 h. Ao final deste periodo a solugdo nutritiva foi trocada
e um grupo de plantas recebeu 100 mM de NaCl na solucéo
nutritiva, de forma parcelada, e em outro grupo o NaCl néo foi
aplicado. Ao final da diferenciacao dos tratamentos, as plantas
foram transferidas para cAmara de crescimento e mantidas em
condigdes controladas (400 umol m?s?; 25+ 2 °C; 80% UR;
fotoperiodo de 12 h).

Durante o periodo experimental foram realizadas, em plantas
com 30 dias, medidas de fotossintese e condutancia estomatica
com auxilio do IRGA (Infrared Gas Analyzer; LCI System/ADC
BioScientific) e, ao final deste periodo, seguimentos foliares
foram coletados com vistas determinacdo do dano de
membrana; enfim, amostras vegetais foliares foram congeladas
em N, liquido e armazenadas em freezer -80 °C, até o momento
das analises.

Determinacéo do dano de membrana

O dano de membrana (DM) foi calculado com base no
vazamento de ions potassio seguindo-se a metodologia descrita
adiante. Cerca de 20 segmentos foliares foram pesados,
transferidos para tubos e imersos em agua destilada onde ficaram
por 24 h em constante agitacdo; em seguida, mensurou-se a
concentracdo de potassio na solucédo (L1) através do fotdmetro
de emissdo de chama (Micronal, modelo B462) e entéo os tubos
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foram levados ao banho-maria por 1 h a 95 °C; posteriormente,
com a solucdo em temperatura ambiente, a concentracdo de
potassio na solucédo foi novamente mensurada (L2); o DM foi
calculado pela seguinte equagio: DM = (L1/L2) x 100 (%).

Determinagé&o do contetido de peroxido de hidrogénio (H,0,)

O método utilizado foi semelhante ao descrito por Brennan
& Frenkel (1977) com algumas modificagdes. Cerca de 100 mg
de tecido fresco de folhas de arroz foi pesado e macerado na
presenca de N, liquido até obtencéo de farinha homogénea; a
esta farinha se adicionou 1,0 mL de TCA 5% e a maceracéo foi
continuada por 3 min. As amostras foram centrifugadas a 10.000
g por 5 min a 4 °C, o sobrenadante coletado e o precipitado
descartado; do sobrenadante; foram recolhidas aliquotas de
100 pL que, depois de diluidas, foram misturadas com TiCl,
20% em HCI 11 mM (v/v) e NH,OH; apds uma série de
centrifugacBes a 10.000 g por 5 min a 4 °C e lavagens do
precipitado, este foi ressuspendidoem H,SO, 1,0 M e TCA 5%
e 0 volume final lido em espectrofotémetro a 415 nm; as
concentragdes de H,0, foram obtidas a partir de curva padréo
e os dados foram expressos em pmol H,0, g* MF.

Peroxidacao de lipideos

O método de determinacédo da peroxidacédo de lipideos se
baseia no proposto por Heath & Packer (1968).
Aproximadamente 200 mg de folhas frescas foram macerados
em almofariz, na presenca de N, liquido e, em seguida,
adicionado 1,5 mL de TCA 5% e a maceracdo continuada por
mais 3 min; o extrato foi centrifugado a 13.000 g durante 15 min
a 4 °C e, posteriormente, 500 puL do sobrenadante foram
adicionados a 2,0 mL da solu¢do TCA 20% e TBA 0,5% (p/v) e
aquecidos em banho-maria a 100 °C em tubos hermeticamente
fechados, durante 1 h; ao final, a reacéo foi interrompida em
banho de geloe as leituras realizadas a 532 e 660 nm. O conteldo
de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi
estimado pelo uso do coeficiente de extingdo molar de 155 mM*
cm-, ap6s a subtracdo da absorbancia obtida a 660 nm daquela
a532 ¢m. Os dados de TBARS foram expressos em nmol TBA-
MDA g* MF.

Preparo do extrato enzimatico

Para o preparo do extrato enzimatico, tampdo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,0), adicionado de EDTA 1 mM e &cido
ascérbico 1 mM, foi homogeneizado com 200 mg de massa
fresca foliar previamente macerada com N, liquido, em almofariz
e pistilo (Zimmermam et al., 2006). Ap6s centrifugacdoa 14.000
g por 25 min a4 °C, o sobrenadante foi recolhido e utilizado na
determinacdo da atividade das enzimas Catalase (CAT),
Peroxidase do ascorbato (APX) e Dismutase do superéxido
(SOD).

Determinacao das atividades enzimaticas

A determinacéo de CAT (EC 1.11.1.6) foi realizada como
descrito por Havir & McHale (1987). Aliquotas de extrato
enzimatico foram adicionadas ao tampao fosfato de potassio
50 mM (pH 7,0) contendo peroxido de hidrogénio (H,0,) 20
mM a 30 °C e o decaimento da absorbancia a 240 nm foi
acompanhado durante 300 segundos, com leituras a cada 30
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segundos. A atividade da enzima foi, entéo, calculada com base
no coeficiente de extingdo molar do H,0, de 36 mM™* cm™ a 240
nm e expressa em pmol H,O, g*MF min™.

Determinou-se a atividade de APX (EC 1.11.1.1) utilizando-
se 0 método descrito por Nakano & Asada (1981), quando
aliquotas do extrato enzimatico foram entdo misturadas ao
tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0) contendo ascorbato
(AsA) 0,5 mM; a reacdo foi iniciada com a adigéo de H,0, 30
mM e o decaimento da absorbancia a 290 nm foi monitorado
durante 300 segundos, com leitura em intervalos de 30
segundos. O calculo da atividade de APX foi feito com base no
coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM* cm™ para 0 AsA a
290 nm e expressa como pmol AsA g* MFmin.

Aatividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi mensurada com base
nainibicdo da reducdo do NBT (p-nitro blue tetrazolium) pelo
extrato enzimatico (Beauchamp & Fridovich, 1971;
Giannopolitis & Ries, 1977). Aliquotas do extrato enzimatico
foram transferidas para tubos de ensaio protegidos da luz,
contendo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8)
adicionado de EDTA 0,1 mM, L-metionina 13 mM e NBT 75
uM. A reacdo foi iniciada pela adigdo de 2 uM de riboflavina e
a concomitante transferéncia dos tubos para uma camara
iluminada por ldmpada de 30 Watts, durante o tempo de 5 min;
em seguida, ao meio de reacdo foi lido em espectrofotbmetro a
560 nm. Uma unidade de atividade de SOD (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da
reducdo do NBT e a atividade foi expressaem U g* MF min™.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado,
comum fatorial de 2 x 3 [dois niveis de NaCl (0 e 100 mM) e trés
diferentes niveis de H,0, (0, 1 e 10 uM)] com quatro repeticdes.
Cada repeticéo foi formada de um vaso, que continha quatro
plantas. Aanalise dos dados foi realizada através do programa
ASSISTAT procedendo-se a analise de variancia e a aplicacao
do teste de Tukey a 5% de probabilidade, para comparacéo
das médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As situacBes de estresses ambientais, dentre eles a
salinidade limitam, em todo mundo, o desenvolvimento das
espécies vegetais (Xiong & Zhu, 2001), sendo que 0 excesso
de sais na superficie do solo pode afetar bastante o crescimento
das plantas (Munns & Tester, 2008). Durante o estresse salino
todos os principais processos metabolicos realizados pelas
espécies vegetais, principalmente a fotossintese, sdo afetados
e, consequentemente, ocorre uma reducéo da taxa de expansao
da superficie foliar que é agravada a partir do momento em que
o estresse se intensifica (Mahajan & Tuteja, 2005).

Registrou-se, em nosso estudo, reducdo significativa na
taxa fotossintética nas plantas expostas ao NaCl isolado, na
ordem de 35% em relacéo ao tratamento controle (Figura 1A).
Quando as plantas sofreram pré-tratamento com 1 uM de H,0,
esta reducdo na fotossintese foi de 28% quando foi comparada
com o seu respectivo controle. As plantas pré-tratadas com 10
uM de H,0O, e posteriormente submetidas a 100 mM de NaCl,
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sofreram reducdes superiores a 30% na taxa fotossintética em
comparagdo com as plantas controle (Figura 1A).
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Figura 1. Taxa fotossintética (A) e condutancia estomatica
(B) de plantas de arroz submetidas ao pré-tratamento com
diferentes concentragcdes de H,O, (0, 1 e 10 uM) e
posteriormente expostas ou ndo ao NaCl (100 mM) na
solucdo nutritiva

O processo fotossintético constitui um dos processos
primarios que podem ser afetados com a imposi¢do de
situacOes estressantes (Chaves et al., 2009). Nas plantas
superiores a captura e o armazenamento de energia luminosa
que ocorrem durante a fotossintese, sdo processos realizados
pela associacdo dos pigmentos receptores de luz e do
transporte de elétrons do fotossistema 11 (PSII) para o
fotossistema | (PSI). Este processo de transferéncia de elétrons
entre os PSIl e PSI, resulta ha producdo de EROs e faz parte do
metabolismo normal do vegetal (Foyer & Noctor, 2000; Muller
etal., 2001).

Em plantas submetidas ao estresse salino o fechamento
estomatico é considerado uma das respostas fisioldgicas mais
rapidas, em virtude da reducdo registrada no potencial hidrico
do solo (Munns & Tester, 2008). Em nosso estudo foram
registradas reducdes significativas na condutancia estomatica,
quando as plantas estavam expostas a 100 mM de NaCl isolado
ou combinado com o H,O, em relagdo ao controle (Figura 1B).

Plantas previamente submetidasa 1 uM de H,O, e em seguida
expostas a 100 mM de NaCl, apresentaram elevacdo na
condutancia estomatica de cerca de 105% em relacdo as plantas
submetidas ao NaCl isoladamente indicando uma recuperacéo
no movimento estomatico sinalizado, possivelmente, peloH,0,
exogeno. As plantas tratadas com 10 uM de H,0, e em seguida
submetidas ao NaCl, também apresentaram condutancia
estomatica superior a registrado para as plantas expostas
isoladamente ao NaCl (Figura 1B).

A restricdo do crescimento e da produtividade das plantas
€ um dos principais efeitos da salinidade sobre o desempenho
das culturas e esta associada a restrigdo, tanto estomatica
quanto ndo estomatica, do processo fotossintético (Foyer &
Noctor, 2000). As perturbacdes causadas ao processo
fotossintético em plantas sob condicGes estressantes, levam a
uma producdo excessiva de EROs e na auséncia de mecanismos
eficientes de protecdo (enzimaticos ou nao) podem ocorrer
alteracOes metabolicas que resultam em danos oxidativos (Pan
etal., 2006). A pré-exposicao de plantas a estresses moderados
ou a metabolitos sinalizadores tais como o H,O, , pode resultar
numa sinalizagdo metabdlica na célula (aumento metabolitos
e/ou enzimas antioxidativas) e, portanto, resultar num melhor
desempenho fisiolégico, quando a planta é exposta a condicoes
de estresse mais severo (Veal et al., 2007; Forman et al., 2010).

As EROs resultantes do estresse severo podem ocasionar
a peroxidacdo lipidica, danos nas membranas celulares,
degradacdo de proteinas, quebra da dupla fitado DNA e, ainda,
resultar na morte celular (Apel & Hirt, 2004; Elkahoui et al.,
2004; Mgller et al., 2007; Nguyen et al., 2009). Como esperado,
foram registradas elevag@es no percentual de dano de membrana
em plantas expostas isoladamente a 100 mM de NaCl (Figura
2A). Entretanto, quando as plantas foram previamente tratadas
com 1 ou 10 uM de H,0O, a elevagdo no dano de membrana foi
inferior quando se comparada com os resultados obtidos nas
plantas expostas apenas ao NaCl (Figura 2A).

O estresse oxidativo induzido pela salinidade pode causar
intensa peroxidacdo lipidica (Hernandez & Almansa, 2002);
entretanto, a intensidade dos danos oxidativos pode variar a
depender de qual rdpida é a protecdo oxidativa (Munns
&Tester, 2008). Neste estudo, o nivel de peroxidacao de lipideos
foi elevado nas plantas submetidas ao NaCl a 100 mM
isoladamente (sem pré-tratamento) na ordem de 27% em relagéo
ao tratamento controle (Figura 2B). Quando as plantas
receberam o pré-tratamento com 1 uM de H,0,, registrou-se
um nivel menor na peroxidacéo de lipideos (na ordem de 14%)
em relacdo ao tratamento controle.

As plantas pré-tratadas com 10 uM de H,0, e expostas ou
ndo ao NaCl, apresentaram niveis elevados de peroxidacgdo de
lipideos (Figura 2B) indicando que este nivel de H,O, foi muito
elevado e levando a danos aos lipideos de membrana e ndo a
uma prévia aclimatacdo. Segundo Apel & Hirt (2004), os acidos
graxos poli-insaturados dos lipideos sdo o alvo das EROs que
geram radicais derivados que, por suavez podem desempenhar
papel de mensageiros secundarios.

O nivel de H,0, nas folhas das plantas expostas ao NaCl
isoladamente foi elevado em cerca de 25% em relacdo ao
tratamento controle (Figura 2C). Nas plantas submetidas a
salinidade, o pre-tratamento com H,O, resultou em redugdes
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Figura 2. Dano de membrana (A), nivel de TBARS (B) e
contetdo de H,O, (C) em folhas de plantas de arroz
submetidas ao pré-tratamento com diferentes concentraces
de H,0O, (0, 1 e 10 uM) e posteriormente expostas ou nao
ao NaCl (100 mM) na solucédo nutritiva

minimas no conteido de H,0, no tecido vegetal em relagao as
plantas que néo foram pré-tratadas (Figura 2C). O H,0, éuma
molécula ndo-polar e capaz de se difundir através das
membranas celulares (\eal et al., 2007); desta forma, se esperava
que as plantas pré-tratadas com o H,O, apresentassem uma
elevacdo de seu conteido nos tecidos estudados. Quando se
observou a Figura 2C, notou-se que as plantas pré-tratadas
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com 1 ou 10 uM de H,0, nao apresentaram diferencas
significativas no contetdo desta molécula em seus tecidos,
quando na auséncia ou presenca do NaCl.

Os mecanismos de remogao de EROs podem ser enzimaticos
ou ndo enzimaticos (Apel & Hirt, 2004). O sistema antioxidativo
enzimatico é constituido principalmente pelas enzimas
dismutase de superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase
de ascorbato (APX), redutase de glutationa (GR), redutase de
monodehidroascorbato (MDHAR) e redutase de
dehidroascorbato (DHAR), enquanto o sistema ndo enzimatico
¢ constituido sobretudo por componentes hidrofilicos, tais
como o ascorbato e a glutationa. Esses componentes do sistema
antioxidativo sdo amplamente distribuidos pela célula e atuam
de forma coordenada para conferir protegdo oxidativa (Foyer
& Noctor, 2003; Maller et al., 2007).

As APX sdo as principais peroxidases na remogao do H,0O,
no interior da célula e atuam em sincronia com outras enzimas
que participam do ciclo ascorbato-glutationa (Foyer & Noctor,
2000). Neste estudo ocorreu reducdo na atividade de APX nas
plantas expostas ao NaCl em relacdo ao tratamento controle
em cerca de 15% (Figura 3A). As plantas previamente expostas
aluMde H,0,apresentaram elevagdo na atividade de APX em
aproximadamente 20% em comparagdo com o tratamento
controle, entretanto quando 10 uM de H,O, foram aplicados
como pré-tratamento, a atividade da APX foi reduzida a niveis
bastante inferiores aos do tratamento controle (Figura 3A).

Sabe-se que APX e CAT apresentam diferentes mecanismos
de metabolizar 0 H,O, e que tais enzimas atuam em diferentes
partes da célula vegetal (Foyer & Noctor, 2003; Mittler et al.,
2004; Kotchoni & Gachomo, 2006; Rosa et al., 2010). Apesar de
atuarem degradando o mesmo substrato, a APX e CAT
apresentam diferencas de afinidade pelo H,O, e esta
especificidade pode ser um aspecto fundamental para provocar
amodulagdo no nivel de H,0,que resultaria em sinalizagao e,
consequentemente, protecdo oxidativa (Shigeoka et al., 2002;
Scandalios, 2002; 2005). Assim, o balango entre elas a nivel
génico e bioquimico, pode ser um importante mecanismo para
ativar as demais rotas de defesa ao estresse oxidativo, frente a
condices de estresses ambientais (Mgller etal., 2007; Nguyen
etal., 2009).

A CAT é uma enzima tetramérica, que contém um grupo
heme-protéico em cada subunidade e converte o H,0,em H,0
e O, (Maller, 2001; Horvath et al., 2002). Esta enzima se encontra
localizada nos peroxissomos e/ou glioxissomos e ndo €
encontrada nos cloroplastos (Scandalios, 2005). Devido a CAT
apresentar menor afinidade pelo H,0O,, quando comparada com
aAPX, ela é considerada essencial na remocéo de H,0, oriundo
da fotorrespiragéo (Foyer & Noctor, 2000).

Em nosso estudo a atividade de CAT apresentou-se reduzida
quando as plantas foram expostas ao NaCl, mesmo quando
houve o pre-tratamento com H,0, (Figura 3B); entretanto, a
exposicao previa das plantasa 1 pM de H,O, combinadas com
posterior exposicio ao NaCl resultou no aumento da atividade
de CAT de aproximadamente 40% em relacdo as plantas
expostas ao NaCl sem pré-tratamento. Quando o pré-tratamento
foi feito com 10 uM de H,0,, pode-se registrar que a atividade
de CAT néo foi estimulada, indicando que o H,0, exdgeno
nesta concentracdo ndo foi eficiente para ocasionar uma
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Figura 3. Atividade das enzimas Ascorbato peroxidase (A),
Catalase (C) e Dismutase do superoxido (C) em folhas de
plantas de arroz submetidas ao pré-tratamento com diferentes
concentracGes de H,0, (0, 1 e 10 uM) e posteriormente
expostas ou ndo ao NaCl (100 mM) na solucéo nutritiva

sinalizag8o previa celular que levasse ao aumento da expresséo
de genes/proteinas de CAT.

A atividade de SOD apresentou-se elevada tanto nas plantas
expostas ao NaCl isolado quanto naquelas pré-tratadas com 1
ou 10 uM de H,0, (Figura 3C). ASOD é uma metaloenzima
possivel de ser classificada de acordo com seu cofator metalico
(Mn, Fe, ou Cu-Zn) e encontrada em todos os compartimentos

capazes de produzir EROs, particularmente em cloroplastos,
mitocOndria e peroxissomos (Moran et al., 2003; Cavalcanti et
al., 2004). E responsavel pela dismutacao do superdxido 0,7
para H,O, e oxigénio molecular, sendo considerada a primeira
linha de defesa oxidativa enzimatica dentro da célula vegetal
(Foyer & Noctor, 2000; Xiong & Zhu, 2001). Alguns autores
relatam uma modulacdo positiva na atividade de SOD, resultante
na exposicdo ao estresse salino e esta resposta poderia estar
relacionada a uma tolerancia maior a situacfes de estresse
(Vaidyanathan et al., 2003; Demiral & Turkan, 2005; Koca etal.,
2006; Hu et al., 2008; Ryang et al., 2009).

CONCLUSAO

1. A partir dos dados apresentados foi possivel concluir
que baixas doses de H,0, sdo suficientes para induzir os
sistemas de defesa antioxidativos, de modo a minimizar os efeitos
deletérios da salinidade. Entretanto, mais estudos sdo
necessarios para se entender como esses mecanismos Sdo
ativados e desencadeados dentro da célula vegetal.
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