Revista de la Facultad de Agronomia, La Plata (2015) Vol 114 (1): 71-81

Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales

Trocas gasosas e atividade antioxidante de portaenx  ertos de Prunus

spp. submetidos ao estresse seca e alagamento

Messchmidt, Aline A.'; Valmor Jo&o Bianchi *; llisandra Zanandrea®* Emanuela Garbin
Martinazzo?: Elizete Beatriz Radmann®; Marcos Antonio Bacarin®

lDepartamento de Botéanica, Instituto de Biologia/Universidade Federal de Pelotas; 2Departamento de
Biologia, Av. dos Portugueses, 1966, Campus Bacanga, CEP 65080-805, Séo Luis, MA; SUNIPAMPA,
Campus Itaqui, RS, CEP 97650-000; “dandajs@gmail.com

Messchmidt, Aline A.; Valmor Jodo Bianchi; llisandra Zanandrea; Emanuela Garbin Martinazzo; Elizete
Beatriz Radmann; Marcos Antonio Bacarin (2015) Trocas gasosas e atividade antioxidante de portaenxertos
de Prunus spp. submetidos ao estresse por seca e alagamento. Rev. Fac. Agron. Vol 114 (1): 71-81.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as trocas gasosas e atividade antioxidante de portaenxertos do género
Prunus submetidos ao estresse por seca e alagamento. Plantas de pessegueiro cv. Flordaguard e Capdeboscq e
de ameixeira cv. Mirabolano 29-C, com um ano de idade, foram submetidas a trés condi¢@es hidricas: tratamento
controle (com irrigacdo diéria), alagamento do sistema radicular e seca (auséncia de irrigagdo) por quatro e oito
dias, e em seguida, colocadas sob condi¢des de recuperagédo do estresse, por trés dias. Foi avaliada a taxa
fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), atividade de enzimas do sistema antioxidante (SOD, CAT
e APX), conteldo de perdxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica. Durante o periodo de estresse, houve
reducédo de A e gs nas trés cultivares estudadas, em relagdo as plantas controle, porém, no terceiro dia de
recuperacdo esses parametros voltaram a ficar com valores proximos ao controle para a cv. Flordaguard sob
estresse por seca e para a cv. Mirabolano 29-C sob alagamento. A atividade das enzimas antioxidantes, o
contetdo de perdxido de hidrogénio e a peroxidacao lipidica ndo variou de maneira expressiva nas duas cvs de
pessegueiro sob déficit hidrico. Porém, sob alagamento, houve aumento da atividade da CAT e APX e da
peroxidacgéo lipidica. A cv. Mirabolano 29-C, em ambos estresses, ativou 0 sistema antioxidante, seguido de uma
alta producéo de H,O, e uma maior peroxidacdo lipidica, sugerindo que esta cultivar possui um mecanismo de
defesa antioxidante que se expressa mais intensa e rapidamente em ambas condi¢bes de estresse. Com estes
resultados concluiu-se que Mirabolano 29-C apresenta maior tolerdncia ao alagamento, porém é mais sensivel
ao déficit hidrico, em relagéo as cvs. de pessegueiro avaliadas.
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Messchmidt, Aline A.; Valmor Jodo Bianchi; llisandra Zanandrea; Emanuela Garbin Martinazzo; Elizete
Beatriz Radmann; Marcos Antonio Bacarin (2015) Gas exchange and antioxidant activity of Prunus
rootstocks spp. submitted to drought and waterlogging. Rev. Fac. Agron. Vol 114 (1): 71-81.

The aim of this paper was to evaluate the gas exchange and antioxidant activity of Prunus spp. rootstocks
submitted to drought and waterlogging. One year old plants of P. persica (L.) Batsch cv. Flordaguard and
Capdeboscq and P. cerasifera Erhr cv. Mirabolano 29-C were submitted to three hidric conditions: control
treatment (daily irrigation), waterlogging of the root system and drough (without irrigation) for four to eight days,
and then put under stress recovering conditions, for three days. The net photosynthetic rate (A), stomatal
conductance (gs), enzymatic antioxidant system activity (SOD, CAT e APX), the content of hydrogen peroxide and
lipid peroxidation were evaluated. During the stress period there was a reduction of the A and gs in all plants of
the three cultivars evaluated in relationship to the control plants. However, in the third day of recovery the A and
gs patterns returned to values close to control plants for Flordaguard under drough and for Mirabolano 29-C under
waterlogging. The activity of the antioxidant enzimes, the hydrogen peroxide content and the lipid peroxidation did
not vary in an expressive way in both peach cultivars under hydric deficit. However, under waterlogging it was
observed an increase in CAT and APX activity and lipid peroxidation. The cv. Mirabolano 29-C, in both stress
conditions activated the enzymatic antioxidant system, which was followed by an increased of H,O, production
and a higher lipid peroxidation, suggesting that this cultivar possesses an antioxidant defense mechanism that
expresses itself more intensely and rapidly in both stress conditions. Based in the results we conclude that
Mirabolano 29-C presents a higher tolerance to waterlogging, but is more sensibility to drough in relation to the
peach cultivars evaluated in this study.
Key words: rootstock, hidric deficit, flooding, gas exchange, antioxidant enzymes.
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INTRODUCAO

O pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] é a principal
frutifera de carogo cultivada no Brasil. O principal
produtor é o estado do Rio Grande do Sul, com
aproximadamente 14.679 hectares cultivados e uma
produgdo de aproximadamente 222 mil toneladas,
representando 58% da producdo nacional (IBGE,
2013). Embora a cultura apresente grande importancia
no Rio Grande do Sul, a produtividade média dos
pomares do Estado ainda é baixa (8,8 ton ha'l) devido a
fatores limitantes relacionados as praticas de manejo,
incidéncia de pragas, doengas e 0 ndo uso de
portaenxertos adaptados as condicdes edafocliméticas
das diferentes zonas de produgao (Shmitz et al., 2012).
A regido sul do Rio Grande do Sul, principal zona
produtora de péssegos do estado, é caracterizada por
apresentar extensas areas de solos hidromorficos com
horizontes impermeéaveis, pouco profundos e com
problemas de drenagem (Cunha & Silveira, 1996). Além
disso, apresenta alta precipitagcdo pluviométrica média
anual, acima de 1500 mm, nem sempre bem
distribuidas ao longo do ano, podendo ocasionar
estresse hidrico por alagamento em periodos criticos
para a cultura, como é o caso da fase de florescimento,
devido ao excesso de chuvas (Fachinello et al., 2002).
Ja na fase que antecede a maturagdo dos frutos, entre
0os meses de novembro de janeiro, € comum o déficit
hidrico (Martinazzo et al., 2013), afetando a qualidade e
a produtividade dos pomares. Com isso, problemas de
estresse hidrico sdo comuns em pomares de
pessegueiro no Rio Grande do Sul, pois sao poucos 0s
produtores que utlizam sistema de irrigacdo nos
periodos de estiagem, e a ocorréncia de pluviosidade
intensa em alguns periodos do ano pode dificultar a
drenagem do solo causando estresse nas plantas.
Condicbes de seca e alagamento afetam o
metabolismo das plantas de pessegueiro, alterando
diversos parametros relacionados a fotossintese
(Martinazzo et al., 2013), producéo de energia, sintese
e transporte de moléculas e ions, diminuindo a
producéo e a longevidade das plantas, e em situagfes
de estresse prolongado pode levar a morte das
mesmas (Masia et al., 1999).

O metabolismo fotossintético é muito sensivel a
disponibilidade de agua, decrescendo em solos secos
ou encharcados, devido aos efeitos prejudiciais sobre
0s componentes bioquimicos, celulares ou mesmo por
alteracdes na taxa de difusdo de CO, para o sitio de
carboxilagdo (Flexas & Medrano, 2002). A inibicdo da
fotossintese em plantas sob estresse hidrico, em curto
prazo, se da, principalmente, pela menor taxa de
absorcdo de CO,, devido ao fechamento dos
estdmatos, enquanto que em longo prazo, a inibicdo
nao estomatica da fotossintese € muito importante e
pode envolver diminuicdo na atividade de enzimas
responsaveis pela carboxilagdo, na capacidade para
transferéncia de elétrons e no teor de clorofila (Hinckley
et al.,1991).

O déficit hidrico pode causar varias alteragbes no
metabolismo vegetal, dependendo do tempo de
estresse que a planta é submetida. Embora a reducao
na taxa de perda de agua possa representar uma
vantagem imediata para prevenir a desidratacdo do
tecido, também pode restringir a difusdo de CO; para
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dentro da folha causado pelo fechamento estomatico,
levando a uma redug¢do no metabolismo do carbono.
Assim, o monitoramento das trocas gasosas possibilita
compreender 0os mecanismos que regulam a entrada de
CO; e a perda de agua pelas folhas, permitindo a
adocgdo de estratégias de manejo ou uso de genétipos
que permitam reduzir os efeitos prejudiciais do estresse
(Ennahli & Earl, 2005).

Por sua vez, as raizes obtém oxigénio para a
respiragdo aerdbica diretamente do espaco gasoso no
solo (Voesenek et al, 2006). Entretanto, sob
alagamento, forma-se um ambiente hipdxico, que pode
provocar distirbios metabdlicos na planta (Bailey-
Serres & Voesenek, 2008), como a rapida reducéo da
funcionalidade do sistema transportador e elétrons e do
ciclo de Krebs dos tecidos das raizes. Isso inibe a
producdo de ATP e o consequente suprimento de
energia para o crescimento e o desenvolvimento geral
da planta (Liau & Lin, 1995).

Condicdes de estresse hidrico, induzido por déficit ou
alagamento do solo, podem induzir o aumento na
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e,
guando o equilibrio da sua formacédo e detoxificagcao
ndo pode ser mantido, a ocorréncia do estresse
oxidativo pode interferir na manuten¢do da homeostase
celular, por lesionar seriamente varios componentes
celulares, dentre eles, lipidios, proteinas, carboidratos e
acidos nucleicos (Smirnoff, 2000). Dentre as principais
EROs que causam danos celulares, destacam-se o
radical superéxido (Oz), o peroxido de hidrogénio
(H202), o Oz singleto (102) e o radical hidroxila (OH’)
(Apel & Hirt, 2004; Neill et al., 2002).

Para sobreviver as condigbes de estresse a que
frequentemente séo impostas pelo ambiente, as plantas
desenvolveram sistemas de remogdo das EROs,
realizado por meio do sistema antioxidante enzimatico,
destacando-se superoxido dismutase (SOD), a
ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT), e nao
enzimatico, principalmente pelo ciclo ascorbato-
glutationa (Apel & Hirt, 2004). A SOD é considerada
peca chave neste processo, pois tem como fungdo nédo
s6 a conversdo do radical O, , mas também a
capacidade de controlar outras EROs, sendo
encontrada principalmente nas mitocdndrias e
cloroplastos (Maia et al., 2012).

A alteracdo dos mecanismos antioxidantes esta
correlacionada com a capacidade de defesa a
diferentes estresses. Sob condigbes de alagamento,
foram  observadas alteragbes na capacidade
fotossintética e na atividade das enzimas antioxidantes
em plantas Prunus sp. (Dichio et al., 2004; Amador et
al., 2012; Martinazzo et al., 2013), Sesbania virgata
(Alves et al., 2013). Em condi¢des de déficit hidrico,
também foram registradas importantes alteragdes no
metabolismo fotossintético e antioxidante de plantas de
Prunus (Sofo et al., 2005) e Coffea arabica (Deuner et
al., 2011).

Considerando que o estresse hidrico é frequente em
pomares de pessegueiro na regido Sul do RS, onde a
produtividade € baixa em relacdo & média nacional,
uma das estratégias para melhorar a produtividade das
culturas é a compreensdo dos processos fisioldgicos,
bioquimicos e genéticos que sdo alterados por esses
tipos de estresses (Martinazzo et al., 2013).
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A existéncia de variabilidade genética para tolerancia
de plantas de Prunus a estresses hidricos foi
identificada por Xiloyannis et al. (2007), Amador et al.
(2012), Pistelli et al. (2012) e Martinazzo et al. (2013).
Sendo assim, estudar e conhecer a resposta de
diferentes gendtipos a estas condicdes de estresse é
importante para auxiliar na caracterizagdo e
identificacdo de plantas mais tolerantes, bem como na
selecdo de portaenxertos mais tolerantes ao estresse
hidrico.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi verificar se a
taxa de assimilacdo de CO,, condutancia estomatica e
atividade de enzimas do sistema antioxidante em
portaenxertos de Prunus spp sdo afetadas
diferencialmente sob condi¢des estresse por seca e
alagamento do solo em relagéo as plantas controle.

MATERIAL E METODOS

Plantas de portaenxertos pessegueiro [Prunus persica
(L.) Batsch] das cultivares Capdeboscq, Flordaguard e
de ameixeira (Prunus cerasifera Erhr) cv. Mirabolano
29-C foram obtidas através de propagacgdo vegetativa
pelo método de enraizamento de estacas herbaceas.
ApoOs completarem oito meses de idade, as plantas
foram transplantadas para vasos de polietileno com
capacidade de 10L, contendo como substrato solo de
pomar + substrato comercial Plantmax® na proporgao
1:1 (viv).

As plantas foram mantidas em casa de vegetag¢do com
controle da temperatura (22°C e 30°C), e irrigadas
diariamente. Dois meses apoés o transplantio, as plantas
com similar volume de copa (=100 cm?® e com média de
60 cm de altura, a partir do colo) foram submetidas aos
seguintes tratamentos: a) alagamento do sistema
radicular, por meio da manutencdo de uma lamina
d'agua de 5 cm acima do nivel do solo; b) estresse por
seca, que consistiu na suspenséo total da irrigagéo, a
partir do inicio do experimento, e c) plantas do
tratamento controle foram irrigadas diariamente,
mantendo a capacidade de campo. Plantas dos
tratamentos “a” e “b” foram mantidas sob as respectivas
condicdes de estresse por oito dias, apos, foram
submetidas as condi¢des normais de irrigacéo, por trés
dias (caracterizando o periodo de recuperagao).
Durante o periodo de estresse e de recuperacédo
avaliou-se parametros relacionados as trocas gasosas,
atividade de enzimas do sistema antioxidante, produgao
de perdxido de hidrogénio e peroxidagéo lipidica.

Trocas gasosas

As avaliacBes das trocas gasosas foram realizadas no
1°, 3° e 8° dia de estresse, e no 1° e 3° dias de
recuperacéo, entre as 9:00 e 11:00hs, utilizando-se um
analisador portatil a infravermelho de CO, (modelo LI-
6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA). As leituras
foram realizadas em duas folhas por planta (folhas
jovens completamente expandidas). A concentracdo de
CO3 na camara foi ajustada para 380 ppm e densidade
de fluxo de fétons de 1.200 pmol m? s™, utilizando-se a
fonte luminosa LI-COR 6400-02, acoplada a cAmara de
medida (modelo LI-6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE,
USA LI-COR 6400-11). As variaveis utilizadas foram:

taxa assimilatoria liquida de CO; (A, pmol CO, m?s™?) e
conduténcia estomatica (gs, mol H,O m? s™).

Atividade de enzimas antioxidantes

Para as andlises da atividade de enzimas do sistema
antioxidante foram coletadas folhas das plantas
controle e dos tratamentos de alagamento e déficit
hidrico, no 4° e no 8° dias de estresse.

Para a extracdo das enzimas antioxidantes, 200 mg de
tecido foliar foram macerados em N liquido e
homogeneizado em tampao de extracdo, composto por
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM e
acido ascorbico 10 mM. Apés centrifugacdo a 13.000 g
por 20 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi coletado e
dessalinizado em Coluna Sephadex G-25 (PD-10). O
eluato foi utilizado para as analises enzimaticas da
superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase
(CAT, EC 1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.11) (Biemelt et al., 1998) e a quantificacdo das
proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da
enzima em inibir a fotorreducdo do azul de
nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis & Ries, 1977), em
um meio de incubacdo composto por fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1
UM, NBT 75 uM e riboflavina 2 pM. As amostras e o
controle contendo o meio de reagdo foram iluminados
com uma lampada de 20W, por sete minutos, enquanto
que o branco foi mantido no escuro. As leituras foram
realizadas a 560 nm e o calculo da atividade da enzima
com a seguinte equacao: % de inibicdo = (Assp amostra
com extrato enzimatico - Asge controle sem
enzima)/(Asso controle sem enzima). Uma unidade da
SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de
inibir em 50% a fotorredugcdo do NBT nas condi¢fes do
ensaio, e o resultado expresso em U mg'lproteina'l.

A atividade da CAT foi quantificada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm, em um tamp&o de incubagéo
contendo fosfato de potassio 200 mM, pH 7,0 e HxO,
12,5 mM, incubado a 28°C, em que foi monitorado o
consumo do peréxido de hidrogénio (Havir & Mchale,
1987), sendo o resultado expresso em pmol H,O, min™
mg protel’na’l. A atividade da APX foi realizada segundo
Nakano & Asada (1981), utilizando-se tampéo fosfato
de potassio 50 mM, pH 7,0, acido ascorbico 0,5 mM e
H.0, 0,1 mM, monitorando-se a taxa de oxidacdo do
ascorbato a 290 nm e o resultado expresso em pmol
ASA min™ mg proteina™ . Neste trabalho se determinou
a atividade total de ascorbato peroxidades, sem a
utilizacao de inibidor especifico p-
hidroximercuribenzoato, conforme preconizado por
(Amako et al., 1994).

Avaliacdes bioquimicas

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da
quantificacdo de espécies reativas ao 4&cido
tiobarbitarico, conforme descrito por Buege & Aust
(1978). Duzentos miligramas de tecido foliar foram
macerados em N liquido acrescido de 20% de PVP
(m/v), homogeneizados em &cido tricloroacético (TCA)
0,1% (m/v), e centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos.
Aliquotas do sobrenadante foram adicionados ao meio
de reacao (0,5% (m/v) de &cido tiobarbitarico (TBA) e
10% (m/v) de TCA), incubando-se, em seguida, a 95°C,
por 30 minutos. A reacdo foi paralisada por
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resfriamento rapido em gelo e as leituras foram
determinadas em espectrofotdmetro, a 535 nm e 600
nm. O TBA forma complexos de cor avermelhada, com
aldeidos de baixa massa molecular, como o
malondialdeido (MDA), produto secundario do processo
de peroxidacdo. A concentracdo do complexo
MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacdo: [MDA] =
(As3s — Ae00)/(§.b), em que: & (coeficiente de extingdo =
156 x 10° cm™); b (comprimento 6tico = 1). A
peroxidagdo foi expressa em nmol de MDA g~ de
massa seca.

Para a quantificacdo de peroxido de hidrogénio, 200mg
de tecido foliar foram macerados em N, liquido,
homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a
12.000 g por 15 min, a 4°C. O H,O, foi determinado
medindo-se a absorbancia a 390 nm em um meio de
reacdo contendo tampao fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,0, 500 pL do extrato e 1 mL de iodeto de potassio
(Velikova et al., 2000). Os resultados foram expressos
em umol H;0, g de massa seca™. Para comparar a
peroxidagdo lipidica e o conteddo de perdxido de
hidrogénio das amostras desidratadas com as amostras
de material fresco, foi aplicado um fator de converséo
de massa fresca (MF) em massa seca (MS), com base
na expressdo MS/ MF. Os valores utilizados para o
célculo do fator de conversdo representam a média de
10 amostras de 1 g de massa fresca, submetidas a
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secagem (Diniz et al., 2007). As concentra¢des obtidas
nas amostras de material fresco foram divididas pelo
fator de conversdo obtido (0,255) para comparagéo
com os tratamentos de secagem.

Delineamento experimental e andlise estatistica

Para as avaliagcdes de trocas gasosas, 0 experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 5, sendo trés
condi¢cdes hidricas (controle, alagamento e déficit
hidrico) e cinco avaliagbes (1°, 3°, 8°, 9° e 11° dias).
Para atividade antioxidante, utilizou-se esquema fatorial
3 x 2, com 3 condi¢des hidricas e duas avaliagdes (4° e
8° dias). Foi realizada analise de variancia, e as médias
comparadas pelo Teste Tukey (p<0,05). Cada
tratamento foi composto por trés repeti¢cdes, cada uma
representada por uma planta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trocas gasosas

Na figura 1, sdo apresentados os parametros de trocas
gasosas para plantas de portaenxerto de Prunus spp.,
em ambas condicdes de estresse e posterior
recuperacdo. Os valores da taxa assimilatoria liquida de
CO, ou taxa fotossintética (A) e da condutancia
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Figura 1: Taxa fotossintética liquida (A) e condutancia estomatica (gs) de plantas de portaenxerto de pessegueiro cv.
Capdeboscq e Flordaguard e de ameixeira cv. Mirabolano 29-C cultivadas sob diferentes condi¢des hidricas, durante
oito dias, e recuperadas por trés dias. As barras indicam o erro padrao da média de trés repeti¢oes.
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estomatica (gs) do inicio do experimento (tempo zero)
ndo sao apresentados na figura 1, devido ndo se ter
observado diferengas significativas entre plantas das
mesmas cultivares em relacdo aos valores observados
nas plantas do tratamento controle, avaliados ap6s 24
horas.

Verificou-se que plantas de ‘Capdeboscq’ sob estresse
por seca apresentaram reducdo de aproximadamente
67% de gs, em relacdo ao controle, 24 horas apdés o
inicio do experimento, enquanto que valor de A
apresentou um leve aumento, porém nao diferiu em
relagdo ao controle (Figura 1). Entretanto, a reducéo
mais drastica nos valores de A e gs foram registrados
apo6s 48 horas, para ambas condices de estresse,
permanecendo com valores proximos a zero até o final
do periodo de oito dias (Figura 1). Apos trés dias
verificou-se o fechamento dos estdmatos em ambos os
estresses, observando-se o murchamento das folhas a
partir do sexto dia de alagamento. Nos dias referentes a
recuperacdo, os valores de A e gs, foram menores
quando comparados ao controle. Contudo, a taxa
assimilatoria liquida de plantas mantidas sob déficit
hidrico apresentou valores 34% maiores em relagdo as
plantas sob alagamento.

A reducdo na taxa assimilatéria liquida também foi
observada para plantas da cv. Flordaguard, sendo esta
reducdo de 70% e 85% em relacdo ao controle,
respectivamente aos trés e oito dias apds inicio do
estresse por alagamento (Figura 1). O déficit hidrico
causou reducdo de 43% aos oito dias de estresse,
quando comparado aos valores das plantas controle.
Quando submetidas a recuperacéo, a taxa assimilatéria
liguida das plantas anteriormente expostas ao déficit
hidrico alcangou valores similares ao controle trés dias
apos a reposicdo da agua no solo, resposta nao
observada nas plantas submetidas ao alagamento.

No dia 1 de estresse por alagamento da cv.
Flordaguard, embora se tenha registrado valor
ligeiramente superior de gs em relacdo aos demais
tratamentos, essa diferen¢a néo foi significativa (Figura
1). A gs da cv. Flordaguard diminuiu em ambos os
tratamentos ap6s 48 horas, porém esta redugdo foi
mais drastica no tratamento por alagamento, enquanto
que o valor de gs das plantas estressadas por seca foi
inferior a tratamento controle, mas sem diferenca
significativa (Figura 1). A partir de 48 horas verificou-se
o completo fechamento dos estématos nas plantas
alagadas, inclusive no periodo de recuperacéo. Além
disso, a partir do segundo dia de estresse foi observado
inicio do murchamento das folhas, tornando-se mais
intenso com 0 avancgo do estresse. Por outro lado, nas
plantas submetidas ao déficit hidrico registrou-se
diminuicdo em gs até o oitavo dia, onde o valor de gs foi
aproximadamente 70% inferior a testemunha. Porém no
terceiro dia de recuperacdo a gs voltou a ficar com
valores préximos e nao diferindo significativamente em
relacdo ao tratamento controle, mas sendo superior ao
valor médio das plantas alagadas (Figura 1).

Plantas da cv. Mirabolano 29-C sob condi¢Bes de déficit
hidrico apresentaram valores de A e gs, 47% e 84%
respectivamente, menores do que as plantas controle,
no primeiro dia de avaliagdo, atingindo valores
proximos a zero no oitavo dia (Figura 1). Quando
submetidas ao alagamento, as plantas desta cultivar
apresentaram taxas de A e gs similares ao controle até

o terceiro dia, porém diminuindo a partir deste periodo,
atingido valores préximos a zero somente no oitavo.
Assim, mesmo sob alagamento, as plantas de esta
cultivar mantiveram valores de conduténcia estomatica
semelhantes ao controle, até o terceiro dia de
tratamento.

Durante o periodo de recuperagdo do déficit hidrico da
cv. Mirabolano 29-C a A e gs aumentaram, chegando a
valores semelhantes aos registrados no inicio do
experimento, porém menores que as plantas controle e
alagadas, sendo que nestas Ultimas houve um pequeno
incremento de A e gs, cujos valores ndo diferiram aos
das plantas controle.

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que os
efeitos do estresse hidrico sobre as plantas séo
variados e depende principalmente da intensidade e da
tolerancia do genétipo. De acordo com Brunini &
Cardoso (1998), a redugéo na condutancia estomética
determinada pelo estresse hidrico, afeta uma série de
interacBes planta-ambiente, uma vez que os estdmatos
controlam o fluxo de vapor d’agua e, indiretamente, o
balanco de energia entre o vegetal e o ambiente.
Embora a redugdo na perda de agua possa representar
uma vantagem imediata para prevenir a desidratacdo
do tecido, esta, no entanto, pode afetar diretamente o
balanco de calor sensivel sobre o vegetal e a absorcéo
de CO..

A condutancia estomatica € um dos principais fatores
que regulam o processo fotossintético nas plantas e é
controlada pela turgidez das células-guarda, que
regulam a abertura ou fechamento dos estdmatos
(Rodrigues et al., 2011). Com isso, a reducédo do status
hidrico da planta sob estresse hidrico promove
diminuicdes significativas na taxa fotossintética liquida
e na producdo de energia para a planta (Sofo et al.,
2005, Amador et al., 2012).

Para as plantas da cv. Mirabolano 29-C, sob as
condicbes de alagamento do presente trabalho,
verificou-se que a reducdo de A ocorreu somente no
oitavo dia, porém as plantas apresentaram valores de
gs muito similares aos registrados por Martinazzo et al.
(2013), também aos oito dias de estresse. Por outro
lado, nas plantas mantidas sob déficit hidrico, a queda
ocorreu ja no primeiro dia de avalia¢éo, tanto para a A
guanto para gs.

Reducdo na taxa fotossintética em dois portaenxertos
de ameixeira (P.2175 e P.2980) sob alagamento
também foi observada por Dichio et al. (2004), porém,
aos 24 dias de estresse, sendo que ambos voltaram a
mostrar valores semelhantes ao controle no periodo de
recuperacdo. Os mesmos autores citam que todas as
plantas hibridas de cruzamentos de pessegueiro X
damasqueiro morreram quando alagadas pelo mesmo
periodo.

Amador et al. (2012) estudaram a influéncia do
alagamento em plantas de ameixeira P. cerasifera
(P.2175 e P.2980) e hibridos de pessegueiro x
damasqueiro, e observaram o mesmo comportamento
de Mirabolano 29-C registrados no presente
experimento. Os autores indicam que o0s genotipos
P.2175 e P.2980, registraram uma reducdo linear de gs
até sete dias de alagamento, voltando a ficar com
valores semelhantes ao controle apos sete e 16 dias de
recuperacdo, respectivamente. Nos hibridos de
pessegueiro x damasqueiro, a queda de gs foi bem
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mais acentuada, atingindo valores muito proximos a
zero, no entanto, ap6s 23 dias de recuperacdo 0s
valores de gs voltaram a ficar semelhantes ao controle.
Esse aumento nos valores de gs durante a recuperagéo
também foram observados no presente ensaio. Sofo et
al. (2005) verificaram reducdo na taxa fotossintética
liguida aos dois dias apo6s o inicio de déficit hidrico,
atingindo valores 70% e 85% menores que o controle,
aos 23 e 70 dias ap6s o inicio do estresse,
respectivamente, em todos os gendtipos hibridos de
Prunus testados. A partir desse periodo, até o 70° dia,
os valores de A mantiveram-se praticamente
inalterados. No periodo de recuperacado, os valores da
taxa fotossintética aumentaram, ficando semelhantes
ao controle apds 14 dias. Cabe ressaltar que ha uma
grande diferenca no tempo de avaliagdo pelo fato das
plantas utilizadas nos trabalhos citados acima estarem
no campo, enquanto que em nossa pesquisa as plantas
encontravam-se em vasos, onde as condigBes sao
diferenciadas, e a disponibilidade de espaco e solo é
muito menor.

Pistelli et al. (2012), em trabalho realizado com
alagamento de plantas de portaenxerto de Prunus
Mr.S.2/5 e seus clones (S.1 e S.4), que divergem
qguanto a tolerancia ao alagamento, verificaram que
apés seis dias de exposicdo ao encharcamento, as
plantas do clone S.1 foram severamente danificadas,
mostrando murcha e forte epinastia das folhas, fato
também observado neste trabalho.

Em dias quentes com radiagdo solar intensa, mesmo
havendo agua disponivel no solo, a quantidade de agua
transpirada pelas folhas é superior a quantidade
absorvida pelas raizes e transportada pelo xilema,
causando assim um estresse hidrico temporario,
fechando os estdmatos, reduzindo a entrada de COz na
folha e consequentemente, a fotossintese (Marenco &
Lopes, 2007). Esse efeito possivelmente esta
associado a resposta observada nas plantas controle
da cv. Mirabolano 29-C, que no Ultimo dia de
recuperacdo apresentaram uma queda brusca nos
valores de gs das plantas controle, atingindo valores
67% menores que na avaliacdo anterior. Essa queda
deve-se ao fechamento dos estdbmatos, e
provavelmente tenha sido influenciada pela alta
temperatura, que no dia da Ultima avaliacdo chegou a
37°C, enquanto que na anterior foi 25°C. Além disso,
segundo Flexas & Medrano (2002), em plantas
submetidas ao déficit hidrico, pode ocorrer reducdo da
taxa fotossintética devido a limitagdo estomatica ao
influxo de CO,, danos ao aparato fotoquimico da
fotossintese, redugdo na sintese de ATP, e diminui¢do
na atividade da Rubisco ou em sua taxa de
regeneracgao.

Varios estudos mostram que sob estresse leve, um
ligeiro declinio na condutancia estomatica pode ter
efeito protetor, permitindo a planta melhorar a eficiéncia
do uso da agua (Chaves, 2009). Neste trabalho, houve
decréscimo significativo na condutancia estomatica em
todos os genétipos avaliados, em ambos estresses, fato
também observado por Almeida & Soares (2003), em
eucalipto, durante a estacdo seca, resultando em um
controle estomatico eficiente sobre a transpiragéo.

Trocas gasosas e atividade antioxidante de Prunus

Atividade antioxidante e AvaliagBes bioquimicas

A variacdo na atividade das enzimas antioxidantes faz
parte das respostas das plantas ao estresse bibtico e
abidtico, estando envolvidas nos processos que
permitem aumentar a sobrevivéncia durante o
crescimento inicial, frente as mudancas ambientais
(Delias, 2013). Entre as varias enzimas envolvidas na
eliminacdo das EROs, a SOD pode ser considerada
uma enzima chave, sendo, geralmente, a primeira linha
de defesa ao estresse oxidativo (Asada, 1999,
Zanandrea et al., 2010; Amador et al., 2012).

Neste trabalho, verificou-se que houve interagédo
significativa entre os fatores tempo e estresse hidrico
(alagamento e déficit hidrico) para todas as enzimas
avaliadas em todas as cultivares, com excecdo da SOD
na cv. Flordaguard, onde n&o houve diferenca entre os
fatores.

Para a cv. Capdeboscq, ndo houve diferenca na
atividade da SOD nas plantas submetidas ao déficit
hidrico por oito dias, quando comparadas ao controle
(Figura 2). Entretanto, a atividade dessa enzima
diminuiu nas plantas alagadas pelo mesmo periodo. A
atividade da CAT nao alterou nessa cultivar, nas
plantas sob déficit hidrico, enquanto que nas alagadas
a atividade foi 2,5 e 2,2 vezes maior que no controle,
aos quatro e oito dias, respectivamente. A atividade da
APX foi 35% e 6,7% maior que o controle aos quatro e
oito dias de restricdo hidrica, respectivamente, e nas
plantas sob alagamento a atividade desta enzima foi
93% e 29% maior, no mesmo periodo de avaliagdo
(Figura 2).

Em relagdo a cv. Flordaguard, ndo houve diferencas
entre os tratamentos controle e déficit hidrico para a
atividade das enzimas SOD, CAT e APX (Figura 2). A
atividade da SOD nas plantas alagadas também nao
sofreu alteragdo, quando comparada ao controle, no
entanto, a atividade da CAT foi 67% maior que o
controle, aos oito dias de alagamento, e a atividade da
APX foi 8,6 % e 63% maior nas plantas alagadas por
guatro e oito dias, respectivamente.

Ao analisar os resultados da cv. Mirabolano 29-C,
observou-se, de maneira geral, um aumento na
atividade das trés enzimas estudadas, em ambos
tratamentos, quando comparadas ao controle. Para as
plantas submetidas ao déficit hidrico, verificou-se que a
atividade da SOD néo alterou, enquanto que a da CAT
foi 69% e 29% maior que o controle, aos quatro e oito
dias, respectivamente. O alagamento também induziu
um aumento na atividade dessa enzima, com indices
84% maiores aos quatro dias e 109%, aos oito dias.

A baixa atividade da SOD nas cv. Capdeboscq e
Flordaguard, em ambos estresses, e em Mirabolano 29-
C sob déficit hidrico pode indicar uma baixa producéo
de 0,* e alta producio das demais EROs, justificando
a alta atividade da CAT e APX, enzimas responsaveis
pelo catabolismo do H;O,. Por outro lado, a cv.
Mirabolano  29-C  submetida ao  alagamento
provavelmente apresentou aumento significativo na
producdo de 0,%, o que justificaria o aumento
observado na atividade da SOD.
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Figura 2: Atividade das enzimas antioxidantes em plantas de portaenxertos de pessegueiro cv. Capdeboscq e
Flordaguard e de ameixeira cv. Mirabolano 29-C cultivadas sob diferentes condi¢des hidricas, durante oito dias. SOD:
Superéxido dismutase, CAT: Catalase, APX: Ascorbato peroxidase. Letras minlsculas diferentes no gréafico indicam
diferencas significativas entre as condigcdes hidricas, e letras mailsculas, entre os tempos, pelo teste de Tukey
(a=0.05). As barras indicam o erro padrao da média de trés repeticdes.

Ha muitos estudos mostrando que sob condicdes de
alagamento as plantas podem desencadear a producgéo
e acumulo de espécies reativas de O, as quais causam
muitos danos as membranas e estimulam processos
peroxidativos de lipidios (Alonso et al., 1997; Boamfa et
al., 2005). Aumentos nas concentracbes de H;O; e
MDA como indicador de peroxidagdo de lipidios séo
indicativos de estresse oxidativo (Mittler, 2002; Alves et
al., 2013).

No presente estudo, verificou-se que para a
peroxidagdo lipidica houve apenas diferenca
significativa em relagcdo a condicdo hidrica (Figura 3).
Para as cv. Capdebosq e Flordaguard ocorreu um
aumento da peroxidacdo lipidica nas plantas
submetidas ao alagamento (266 pmol g* MS™ e 320
pumol gt MS™, respectivamente), enquanto que sob
déficit hidrico os valores mantiveram-se semelhantes
ao controle (178 pmol g* MS™ e 236 pmol g* MS™,
respectivamente). Na cv. Mirabolano 29-C os valores
de peroxidacgédo lipidica foram 23% e 13% maiores no
alagamento e na seca, respectivamente, em relacdo ao
tratamento controle.

Houve aumento significativo no teor de H,O» nas folhas
das cv. Capdesboscq e Mirabolano 29-C, em ambos
estresses hidricos, quando comparados ao controle
(Figura 4A e 4C). Plantas de Capdeboscq submetidas
ao déficit hidrico e ao alagamento apresentaram
valores 104% e 92% maiores que o0 controle,
respectivamente, enquanto que em Mirabolano 29-C
essa diferenca foi de 73% e 91%, respectivamente. A

cv. Flordaguard ndo apresentou diferencas entre os
tratamentos (Figura 4B).

Sofo et al. (2005) observaram que em hibridos
interespecificos de Prunus a atividade da APX foi maior
gue o controle aos 23 dias de déficit hidrico, diminuindo
gradativamente até 70 dias, quando atingiu valores
semelhantes ao controle. Por outro lado, os niveis de
H,O, apresentaram aumento continuo durante todo o
periodo de estresse. Esses dados sao similares aos
obtidos para as cultivares Capdeboscq e Mirabolano
29-C, que apresentaram aumento da atividade da APX,
aos quatro dias sob déficit hidrico, com concomitante
aumento na producdo de H»O,. Amador et al. (2012)
também verificaram alteracdes na atividade de enzimas
antioxidantes, em plantas de Prunus sob alagamento
por 24h, no entanto, diferentemente do observado
nesta pesquisa, a atividade das enzimas foi maior no
gendtipo sensivel (Felinem) em relagdo ao tolerante ao
alagamento (P.2175).

ReacBes formadoras de EROs estdo envolvidas no
metabolismo normal das plantas, como fotossintese,
respiracdo e fotorrespiragdo, assim como processos
induzidos durante estresses abidticos. Em condicdes
normais de crescimento, a producéo de EROs é baixa
(240 pM s 0, e 05 MM H>O, em cloroplastos).
Entretanto, diante de diversos tipos de estresse,
quando a homeostase celular é rompida, ocorre
aumento da producdo (240-720 uM s* 0y e 5-15 UM
H2>0, em cloroplastos) (Polle, 2004; Mittler, 2002).
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Figura 3: Peroxidacgdo lipidica em plantas de portaenxertos de pessegueiro cv. Capdeboscq e Flordaguard, e de
ameixeira cv. Mirabolano 29 C submetidas a diferentes condi¢cdes hidricas, durante oito dias. A quantidade
determinada nas amostras de material fresco foram transformadas para massa seca, utilizando-se o fator de
conversao 0,255. Letras mindsculas diferentes no gréfico indicam diferencgas significativas entre as condigdes hidricas
pelo teste de Tukey (a=0.05). As barras indicam o erro padrdo da média de trés repeticdes.
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Figura 4: Peroxido de hidrogénio em plantas de portaenxertos de pessegueiro cv. Capdeboscq e Flordaguard, e de
ameixeira cv. Mirabolano 29 C submetidas a diferentes condi¢des hidricas, durante oito dias. As concentragfes
determinadas nas amostras de material fresco foram transformadas para massa seca, utilizando-se o fator de
conversao 0,255. Letras minUsculas diferentes no grafico indicam diferencgas significativas entre as condigdes hidricas
pelo teste de Tukey (a=0.05). As barras indicam o erro padrao da média de trés repeticGes.

Uma sutil alteracdo na homeostase leva a uma
alteracdo na expressdo de genes codificantes de
proteinas antioxidantes e de proteinas envolvidas na
cascata de fosforilagédo, através da ativacdo de MAPK
(proteinas quinases ativadas por mitdgenos) (Neill et
al., 2002). Estresses que induzem a formacéo de 'o,
afetam aproximadamente 5% do total do genoma de
Arabidopsis, no entanto, a expresséo destes genes néo
é afetada da mesma forma quando ocorre elevacéo dos
niveis de O2/H20,. Segundo Laloi et al. (2007), nédo se
conhece exatamente se essas vias operam
separadamente ou interagem entre si, mas parece
haver antagonismo entre H>O, e '0, no que se refere
as respostas a estresses abidticos, e uma interacao
cruzada entre as EROs parece ser essencial no
controle dos ajustes antioxidantes, quando em situacdo
de estresse.

Um declinio na atividade da SOD durante o final do
periodo de alagamento, verificado nos portaenxertos de
pessegueiro Flordaguard e Capdeboscq, também foi
descrito em raizes de plantas de citros (Arbona et al.,
2009, Hossain et al., 2009) e de Sesbania virgata
(Alves et al., 2013), evidenciando que o padrao de
expressao para SOD foi similar para o0 mesmo tipo de
estresse, embora o tipo de tecido estudado tenha sido
diferente.

De acordo com Zhang & Kirkham (1996), a capacidade
de manutencdo da atividade da SOD, da CAT e da
APX, em niveis elevados, sob condi¢Ges de estresse
ambiental, € essencial para a o equilibrio entre a
formacdo e a remocdo do H,O, do ambiente
intracelular. Mittler (2002) sugeriu que altos niveis de
H,0, podem causar danos as membranas, pois ele
pode acelerar a reacdo de Haber-Weis, resultando na
formacéao do radical hidroxila e em peroxidacao lipidica.
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A localizagdo subcelular e as propriedades bioquimicas
distintas das enzimas antioxidantes, suas inducdes
diferenciais, associado a presen¢a de mecanismos néao-
enziméticos resultam em um sistema antioxidante
versatil e flexivel, capaz de controlar o acumulo de
EROs (Vranova et al.,, 2002). O Km das enzimas
envolvidas no sistema de defesa € outro fator que pode
influenciar na capacidade de controle do metabolismo
de EROS durante condic¢des de estresse.

O Km da CAT varia de 2,4 a 225 mM, enquanto que 0
da APX é de 60 a 1000uM. O baixo Km na reacdo da
APX reflete uma maior afinidade desta enzima ao H,O;
(Singh et al.,, 2008). Isso foi observado na cv.
Capdeboscq submetida ao déficit hidrico, mostrando
gue ha uma maior afinidade da enzima APX pelo H20-,
pois um pequeno aumento na quantidade de H,O;
produzido pelas células das plantas sob estresse foi
suficiente para ativar esta enzima, 0 que nao ocorreu
com a CAT.

O H>0O,, em baixas concentra¢Bes, atua como uma
molécula  sinalizadora, desencadeando varios
processos relacionados a estresses, enquanto que em
concentragOes elevadas pode levar a morte celular
programada (Gill & Tuteja, 2010). Por isso o acumulo
de H,O, pode causar a peroxidacdo de membranas
celulares, prejudicando a sua funcao e integridade, com
danos, frequentemente irreversiveis, para 0
funcionamento da célula (Deuner et al., 2011).

Para espécies do género Prunus e outras arvores
frutiferas, embora tenham sido encontradas diferencas
no desempenho fisiolégico (Arbona et al., 2009), ndo ha
adaptacBes anatbmicas como ocorre em plantas de
locais com alagamento intermitente (Zanandrea et al.,
2010). Logo apds a transferéncia para um ambiente
com baixa disponibilidade de O, as células limitam
processos que sao altamente energéticos e alteram o
metabolismo de aerdbico para anaerébico para geragéo
de ATP. De acordo com alguns pesquisadores, as
plantas somente conseguem sobreviver a
hipoxia/anoxia caso consigam manter a producdo de
ATP e a reciclagem do poder redutor, fazendo
associacdo dessa adaptagcao metabdlica a aumentos na
taxa de fermentagdo (Drew, 1997; Atkinson et al.,
2008). Os resultados apresentados neste trabalho
indicam uma ativagdo do sistema antioxidante por
diferentes graus de estresses, seja por alagamento ou
por déficit hidrico. No entanto, sabe-se que, em muitas
espécies, o principal dano causado por estresse
hipéxico ocorre durante a re-oxigenagdo dos tecidos
(Blokhina et al., 2003), porém, em nossa pesquisa, ndo
foi possivel fazer as andlises enzimaticas no periodo de
recuperagao.

Neste trabalho, observou-se que, de maneira geral,
plantas de pessegueiro submetidas ao déficit hidrico
ndo apresentaram um aumento expressivo na atividade
das enzimas do sistema antioxidante, e apesar de
haver um maior acimulo de H,O, nas células, este ndo
foi tdo expressivo a ponto de causar um aumento na
peroxidagdo dos lipidios das membranas celulares.
Entretanto, nas plantas de pessegueiro submetidas ao
alagamento, houve um aumento da atividade dessas
enzimas, porém, esse aumento nao foi suficiente para
eliminar o excesso de H;O, formado, o que
provavelmente foi o responsavel pelo incremento na
peroxidagdo lipidica. Esses resultados foram

semelhantes aos registrados na cv. Mirabolano 29-C,
que submetida ao déficit hidrico e ao alagamento,
conseguiu ativar o sistema antioxidante, aumentando a
atividade das enzimas analisadas, porém, houve uma
alta producao de HO2, 0 que ocasionou o aumento na
peroxidagao lipidica observada em ambos tratamentos.
Na analise conjunta dos dados bioguimicos,
enzimaticos e dos parametros associados a
fotossintese (A e gs), € possivel verificar que os
genodtipos de pessegueiro, avaliados no presente
trabalho, apresentam uma resposta mais tardia ao
déficit hidrico, ou seja, sdo mais tolerantes a este
estresse, em relagcdo a ameixeira cv. Mirabolano 29-C,
enquanto que sob condicdo de hipoxia ocorre uma
resposta inversa. Tais resultados demonstram a
existéncia de variabilidade entre gendtipos de Prunus
spp. para tais condi¢ces de estresse, que podem ser
utilizadas para auxiliar no manejo dos pomares e no
melhoramento genético de portaenxertos mais
tolerantes ao déficit hidrico.

CONCLUSAO

Nas cultivares Flordaguard e Capdeboscq ocorrem
maiores danos quando estes encontram-se sob
condicBes de estresse por alagamento, verificado por
meio da menor taxa assimilatéria de CO; e condutancia
estomatica, e maior peroxidacao lipidica.

O portaenxerto cv. Mirabolano 29-C tolera o
alagamento do sistema radicular por curtos periodos,
evidenciado pelo aumento da taxa fotossintética no
periodo de recuperacdo e pela maior ativacdo das
enzimas do sistema antioxidante;
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