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ESTRESSE TERMICO NO CONTEUDO DE PROLINA DE PLANTULAS DE
GUANDU ORIUNDAS DE SEMENTES TRATADAS COM POLIAMINAS

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos do estresse térmico no
conteudo de prolina e no crescimento inicial de plantulas de guandu, oriundas de
sementes tratadas com putrescina e espermidina, visando verificar se esta aplicagao
promove o0 acumulo de prolina para atenuar os efeitos do estresse térmico no
processo germinativo e no crescimento inicial das plantulas. Para tanto, a
semeadura da cv. BRS Mandarim e cv. Caqui foi realizada em caixas plasticas tipo
—erbox” contendo papel de germinagdo umedecido com solugdes de 0,5mM de
putrescina ou espermidina. Para os experimentos de germinagao, as sementes
foram submetidas as temperaturas subétimas de 20°C, 18°C, 16°C e 14°C e de
aquecimento em 36°C, 38°C, 40°C e 44°C, por 24h e 48h. Apods estes periodos,
foram submetidas a temperatura 6tima de 25 °C, até o 10° dia de semeadura,
quando foi verificada a porcentagem de germinagcédo das sementes. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x4x2+3 (0,0mM;
0,5mM de Put ou 0,5mM de Spd; estresse térmico por resfriamento em 20°C, 18°C,
16°C e 14°C e por aquecimento em 36°C, 38°C, 40°C e 44°C, tempos de exposicao
aos estresses por 24h ou 48h, mais os fatores adicionais que consistiu do
tratamento controle de temperatura de 25°C com 0,0mM e 0,5mM de Put e Spd) com
quatro repeticoes de 25 sementes, separadamente, para cada cultivar. Para os
teores de prolina e o crescimento inicial das plantulas, foi utilizado outro esquema
fatorial, uma vez que apenas os dados das temperaturas subétimas de 18°C e 14°C
e supradtimas de 36°C e 40°C apresentaram-se homogéneos e expressivos. Deste
modo, o delineamento experimental foi em esquema fatorial 3x2x2+3 (0,0mM,;
0,5mM de Put ou 0,5mM de Spd, estresse térmico de resfriamento em 18°C e 14°C
e de aquecimento em 36°C e 40°C, tempos de exposicdo aos estresses por 24h ou
48h, mais os fatores adicionais) com quatro repeticbes de 25 sementes,
separadamente para as cv. BRS Mandarim e Caqui. As poliaminas exdgenas
atenuam os efeitos das temperaturas subdtimas e supradtimas, a partir do aumento
da porcentagem de sementes germinadas. Ainda, atenuam os efeitos destas
temperaturas por induzir o acumulo de prolina, o qual conduz ao ajuste osmatico,
embora esta resposta fisioldogica nao tenha minimizado os efeitos negativos do
estresse térmico no crescimento de plantulas de guandu. A prolina pode ser
considerada indicador bioquimico-fisioldgico em plantulas de ambas as cultivares de
guandu sob temperaturas adversas.

Palavras-Chave: putrescina, espermidina, osmalito, temperaturas, Cajanus cajan,
forrageira.



TEMPERATURE STRESS IN THE CONTENT OF PROLINE ON PIGEONPEA
SEEDLING FROM SEEDS TREATED WITH POLYAMINES

ABSTRACT- The objective of this study was to verify the effects of temperature
stress on proline content and initial growth of seedlings of pigeonpea, from seeds
treated with putrescine and spermidine in order to check if this application promotes
the accumulation of proline to mitigate the effects of temperature stress in
germination and early seedling growth. Therefore, sowing cv. BRS Mandarin and cv.
Kaki was performed in plastic devices "gerbox" containing germination paper
moistened with 0,5mM of putrescine or spermidine. For germination experiments,
seeds were subjected to suboptimal temperatures at 20°C, 18°C, 16°C and 14°C and
supraoptimal temperatures at 36°C, 38°C, 40°C and 44°C, for 24h and 48h. After
these periods, underwent optimum temperature of 25°C, until the 10th day of sowing,
when it was checked for germination of seeds. The experimental design was a
completely randomized factorial 3x4x2+3 (0,0mM; 0,5mM Put or 0,5mM Spd, chilling
at 20°C, 18°C, 16°C and 14°C and heating at 36°C, 38°C, 40°C and 44°C , times of
exposure to stress for 24h or 48h, and additional factors which consisted of treatment
control temperature of 25°C with 0,0mM and 0,5mM of Put or Spd) with four
replications of 25 seeds separately for each cultivar. For contents of proline and initial
growth of seedlings, it was used another factorial, because only data of suboptimal
temperatures 18°C and 14°C and supraoptimal temperatures 36°C and 40°C were
homogeneous and expressive. Thus, the experimental design was a factorial
3x2x2+3 (0,0mM; 0,5mM Put or 0,5mM Spd, chilling at 18°C and 14°C and heating at
36°C and 40°C, exposure times to stress for 24h or 48h, plus additional factors) with
four replications of 25 seeds, separately for the cv. BRS Mandarin and cv. Kaki. The
exogenous polyamines attenuate the effects of suboptimal temperatures and
supraoptimal temperatures from the increase in the percentage of germinated seeds.
Still, attenuate the effects of these temperatures induce proline accumulation, which
leads to osmotic adjustment, although this physiological response has not minimized
the negative effects of temperature stress on seedling growth of pigeonpea. Proline
can be considered physiological-biochemical indicator in seedlings of both cultivars
of pigeonpea under adverse temperatures.

Keywords: putrescine, spermidine, osmolyte, cold, heat, Cajanus cajan, forage.
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I. INTRODUGAO

Os vegetais, por serem organismos sésseis, estdo expostos aos estresses
abidticos como a seca, salinidade, metais pesados, deficiéncia ou toxidez nutricional
e as altas e baixas temperaturas.

A sobrevivéncia e a distribuicdo das plantas no nosso planeta séao
determinadas, entre outros fatores, pela temperatura. O estresse causado pelas
temperaturas subétimas e supradtimas altera a homeostase celular, provoca severo
atraso no crescimento e desenvolvimento vegetal, e em muitos casos, conduz a
senescéncia programada (THAKUR et al., 2010; SZABADOS et al., 2011).

Em resposta aos estresses abidticos, as plantas se protegem disparando
varios mecanismos bioquimico-fisiolégicos, dentre os quais se destaca o ajuste
osmotico. Neste mecanismo ocorre o acumulo de moléculas orgéanicas de baixo
peso molecular, conhecidas como solutos ou osmdélitos compativeis, os quais nao
interferem nas reacdes metabdlicas normais do vegetal (VERSLUES, 2010;
ASHRAF et al.,, 2011; SZABADOS et al., 2011). Entre os compostos organicos
acumulados em plantas sob estresses, encontra-se a prolina, aminoacido essencial,
que em plantas sob estresse possui funcdo osmoprotetora, auxiliando na
manutengao da integridade celular de proteinas, enzimas e membranas (ASHRAF et
al., 2011). Muitos estudos relacionam o acumulo de prolina a indugao do ajuste
osmotico com efeitos protetores ao estresse por temperaturas baixas e altas
(SZABADOS & SAVOURE, 2010; ASHRAF et al., 2011; CAO et al, 2011;
CVIKROVA et al., 2012). Contudo, a correlacdo entre o acimulo prolina e a
tolerancia das plantas aos estresses, para varios autores, ainda nao esta totalmente
compreendida (SZABADOS & SAVOURE, 2010).

As poliaminas, representadas pela putrescina, espermidina, espermina e
cadaverina, sdo compostos nitrogenados alifaticos policatibnicos de baixo peso
molecular encontrados em todos os organismos vivos (GILL & TUTEJA, 2010). Em
plantas superiores, as poliaminas tém sido identificadas como uma classe essencial
de reguladores vegetais endégenos, bem como moléculas sinalizadoras de varios
processos fisioldgicos como a divisdo celular e o crescimento vegetal (ASHRAF et
al., 2011; WIMALASEKERA et al., 2011). Nas ultimas décadas tem aumentado o



interesse dos pesquisadores sobre as poliaminas, devido ao relevante efeito nestes
processos e, sobretudo, nas respostas aos estresses abidticos nos vegetais (GILL &
TUTEJA, 2010; ASHRAF et al., 2011; WIMALASEKERA et al., 2011). Além do mais,
a utilizagdo exdgena de poliaminas esta sendo considerada boa alternativa para
aumentar a resisténcia das plantas aos varios estresses (HUSSAIN et al., 2011).

Devido as condigdes ambientais impostas as plantas, ha a necessidade de
implantacédo de culturas que apresentem amplitude de adaptagédo aos estresses. O
guandu, Cajanus cajan (L.) Millsp., leguminosa forrageira com ciclo anual ou perene,
€ considerado, no periodo entressafra, alternativa para a provisdo de alimento de
alta qualidade para os animais e possibilita reducado de custos com colheita e
armazenamento de forragem (NENE et al., 1990). Possui capacidade de crescer em
periodos adversos que sao limitantes ao crescimento de outras espécies vegetais,
além de ser considerada espécie de multiplo uso por ser resistente aos varios
estresses ambientais (NENE et al., 1990; SAXENA, 2008).

No Brasil, devido aos problemas com a degradagao das pastagens decorrente
da degradagao dos solos e recursos naturais em fungdo do manejo inadequado, a
implantagdo de leguminosas como o0 guandu em pastagens exclusivas de
gramineas, proporciona a recuperagao da pastagem e o aumento da produtividade e
palatabilidade destas gramineas (AZEVEDO et al., 2007; PANDE et al., 2011). Além
disso, devido aos altos teores de proteina bruta que apresenta, quando utilizado na
suplementagao do gado de corte e/ou leite, possibilita ganhos de peso dos bovinos
iguais ou superiores aos obtidos na estagédo chuvosa (AZEVEDO et al., 2007).

No presente trabalho foram estudados os efeitos do estresse térmico no
acumulo de prolina e crescimento inicial de plantulas de guandu oriundas de
sementes tratadas com poliaminas, visando verificar: a) se a putrescina e
espermidina exdgenas atenuam os efeitos do estresse térmico no processo
germinativo e no crescimento inicial de plantulas de guandu; b) se estas poliaminas
exdgenas causam acumulo de prolina em plantulas de guandu; c¢) se o acumulo de
prolina pode ser indicativo bioquimico-fisiolégico em plantulas que estejam sob
temperaturas subdtimas e supradtimas. Este estudo pretende contribuir para
projetos de melhoramento vegetal do guandu, visando langcamento de cultivares

mais adaptadas aos biomas de producao.



Il. REVISAO DE LITERATURA

1. Estresses abioticos

Com o crescimento constante da populagdo mundial, a preocupagao com a
necessidade de aumento na producéo de alimentos torna-se motivo de prolongadas
discussodes (TIBURCIO et al., 2012). Desta forma, os estresses abioticos se tornam
foco de pesquisas dos fisiologistas vegetais.

O estresse abidtico pode ser definidko como qualquer alteracdo de
crescimento dentro do habitat natural da planta que perturba sua homeostase
metabdlica (SHULAEV et al., 2008). As mudancgas climaticas frequentes e extremas
tém sido os maiores desafios para a manutengao da produgdo agricola e contra as
perdas da produtividade (NEPOMUCENO et al., 2001). Estresses como a deficiéncia
hidrica, temperaturas extremas e salinidade, podem reduzir gradativamente esta
producao.

Diante destas condigdes estressantes, os vegetais passam por mecanismos
integrados que ocorrem em todos os niveis de organizagao: anatdmico, morfolégico,
celular, bioquimico e molecular e por consequéncia destes e para sua sobrevivéncia,
passam por eventos como a aclimatacgdo e a adaptacdo (RODRIGUEZ et al., 2005;
TAIZ & ZEIGER, 2010; REDMAN et al., 2011). A aclimatacdo € um processo nao
hereditario resultante de exposi¢cdes anteriores ao estresse, com mudangas
estruturais e fisiolégicas para que a planta possa conviver com as condi¢gdes de
estresses e tornar-se cada vez mais tolerante as adversidades. A adaptacado esta
relacionada com fatores hereditarios e refere-se a um nivel de resisténcia
geneticamente adquirido por um processo de sele¢gdo que ocorre ao longo de varias
geragbes, onde os mecanismos de controle molecular transcrevem genes de
resisténcia aos estresses (TAIZ & ZEIGER, 2010; TIBURCIO et al., 2012).

Em particular os estresses térmicos, a partir do resfriamento ou aquecimento

dos tecidos vegetais, podem limitar esta produgao.



1.1. Estresse térmico

As temperaturas acima ou abaixo das classificadas como 6étimas sédo sentidas
como estresse térmico por todos os organismos vivos (NAGARAJAN &
NAGARAJAN, 2010).

Devido a natureza séssil das plantas, a medida que se desenvolvem, ficam
expostas as mudancas fisicas em seu ambiente. As alteragdes de temperatura séo
os tipos mais comuns de estresse imposto as plantas e estas variam com a
sucessao das estacdes. Em estagdes como o verdo, a alternancia de temperaturas
entre o dia e a noite sdo frequentes, por isso, visando reduzir os danos ao seu
metabolismo e garantir sua sobrevivéncia, a evolugdo permitiu as plantas
perceberem as mudangas ambientais e ativarem respostas a fim de minimizar os
danos sofridos para aumentar a resisténcia a futuros estresses (IBA, 2002; HEINO &
PALVA, 2003; RUELLAND & ZACHOWSKI, 2010).

A temperatura é um fator ambiental e fisico, que provoca alteragcbes celulares
e metabdlicas impondo estresses que variam conforme a intensidade, duragcao e
taxa de variagcdo e de acordo com a espécie vegetal, o tipo de célula e tecido
atingidos, podendo induzir o vegetal a adquirir tolerancia as condi¢bes adversas
impostas (SUNG et al., 2003). Geralmente, as mudancgas provocadas sao rapidas e
sentidas de acordo com a natureza de cada molécula atingida, uma vez que cada
molécula possui especificidade de sinalizagdo para ativar a resposta (RUELLAND &
ZACHOWSKI, 2010). Nesta situagao, as respostas desencadeadas variam desde
niveis moleculares, com modificagdes transcricionais, até niveis morfolégicos,
produzindo um embrido que possa permanecer dormente até que as condicdes
tornem-se favoraveis ao seu crescimento (ZINN et al., 2010).

Os processos bioquimicos dos vegetais podem ser definidos por curvas de
temperatura, as quais demonstram claramente as temperaturas minimas, maximas e
otimas. Estas temperaturas afetam diretamente a hidratagdo do vegetal e,
consequentemente, as multiplas ligagcées entre proteinas e moléculas de agua que
determinam a estruturacdo de proteinas secundarias e terciarias importantes ao
funcionamento regular das plantas. Além disso, decorrente das modificacbes

bioquimicas, ha alteragbes em processos biolégicos como a germinagao,
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crescimento e desenvolvimento das plantas (LABORIAU, 1983; STEFANELLO et al.,
2006; MATHEUS & LOPES, 2009; THAKUR et al., 2010).

1.1.1. Temperaturas subétimas

Todos os anos o planeta € submetido a mudangas climaticas, sob as
temperaturas chegam a ficar muito baixas e, desta forma, os estudos do
comportamento vegetal perante estas condigdes tém sido amplamente realizados na
tentativa de promover melhorias na resisténcia ao frio, principalmente quando se
trata de espécies importantes no cenario agricola (BECK et al., 2004).

A temperatura da superficie terrestre oscila muito conforme a regiao, variando
de acordo com as estagdes do ano ou entre o dia e a noite, podendo ser
classificadas como resfriamento quando a temperatura € inferior a 20°C e
congelamento quando inferior a 0°C (CHINNUSAMY et al., 2010). Apesar disto, as
plantas crescem em quase todos os lugares e para isso, devem adaptar-se a essas
variagdes. Diante da sensibilidade das plantas as temperaturas baixas, surgem trés
classes: plantas sensiveis ao resfriamento, plantas resistentes ao resfriamento e
plantas resistentes ao congelamento (SLOVAKOVA et al., 2011).

As plantas denominadas sensiveis ao resfriamento sdo aquelas que sofrem
sérias injurias quando expostas a temperaturas entre 0 e 15°C; as resistentes ao
resfriamento suportam temperaturas baixas, entretanto, ndo suportam a formacgao de
cristais de gelo nos tecidos, sofrendo danos irreversiveis nestas condi¢des; as
resistentes ao congelamento suportam situagdes extremas, como temperaturas
entre -50 e -100°C sem danos estruturais e bioquimicos (SLOVAKOVA et al., 2011).

Nas regides de clima temperado, as plantas de habito perene preparam-se
antecipadamente para o inverno, pois na maioria das culturas, diminuigdes bruscas
de temperatura antes da estacéo e durante periodos de crescimento geram redugao
da produgdo e da qualidade do produto, assim, podem reduzir sua atividade
metabodlica e poupar seu organismo dos estresses (SLOVAKOVA et al., 2011).

Diante destas condi¢des, a evolugcao dos fatores de aclimatagdo permite as
células vegetais sentir as mudangas do ambiente e ativar respostas que aumentem

sua tolerancia ao estresse. As temperaturas baixas sdo um dos maiores desafios
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ambientais ao homem, pois afetam tanto o crescimento quanto a distribuicdo das
espécies pelo mundo (HEINO & PALVA, 2003).

As injurias provocadas pela exposi¢cao resfriamento, em temperaturas entre
10 e 15°C, podem ser facilmente observadas em plantas de clima tropical.
Geralmente, se observam manifestacdes deletérias como atraso no crescimento e
translocacao lenta de carboidratos, lesdes foliares, inibicdo da fotossintese, da taxa
respiratoria e da sintese de proteinas e aumento da degradacao das proteinas (TAIZ
& ZEIGER, 2010).

As primeiras estruturas atingidas sob condi¢gdes subotimas de temperatura e
que apresentam perda de fungdo sdo as membranas celulares (CHINNUSAMY et
al., 2010; SLOVAKOVA et al, 2011). As plantas sensiveis ao resfriamento
apresentam lipidios com alta quantidade de cadeias de acidos graxos saturados,
porém, pelo fato deles apresentarem apenas ligagées simples entre seus carbonos,
solidificam-se em temperaturas bem superiores a 0°C. A medida que a membrana se
torna menos fluida, seus componentes protéicos perdem suas fungdes, resultando
na inibicdo da atividade da H*-ATPase, do transporte de solutos do meio intracelular
para o meio extracelular, da transdugdo de energia e do metabolismo dependente de
enzimas (BECK et al., 2004; SABEVA & NEDEVA, 2008; TAIZ & ZEIGER, 2010).

Estas consequéncias afetam etapas sensiveis ao estresse por baixas
temperaturas como a germinacdo de sementes e desenvolvimento inicial das
plantas, uma vez que células jovens, principalmente de tecidos meristematicos,
apresentam maior suscetibilidade ao resfriamento do que células de tecidos
maduros (BECK et al., 2004; SABEVA & NEDEVA, 2008; TAIZ & ZEIGER, 2010).

1.1.2. Temperaturas supraétimas

O estresse produzido pelo calor €, geralmente, definido como o aumento da
temperatura além de um limiar por um periodo de tempo suficiente para causar
danos irreversiveis ao crescimento e desenvolvimento da planta. Normalmente, a
elevagcao de 10-15°C da temperatura ambiente é considerada estresse ou choque
térmico, porém, depende da intensidade, duracao e taxa de aumento da temperatura
(WAHID et al., 2007).
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O estresse por aquecimento altera a homeostase celular e quando severo
pode conduzir ao atraso do crescimento e desenvolvimento vegetal, acelerar a
maturidade fisioldgica e até mesmo causar a morte celular, o que no cenario agricola
pode significar perdas excessivas de produgdao (NAGARAJAN & NAGARAJAN,
2010).

As altas temperaturas causam danos celulares severos, podendo chegar a
morte celular, devido a desordem do meio, derivada da desestabilizacdo da
membrana celular. Em temperaturas moderadamente altas, as injurias e a morte
celular podem ocorrer, entretanto, € necessaria uma longa exposicdo. Ha efeitos
diretamente ligados as temperaturas supradtimas, com a agregacéo e desnaturagéo
protéica e o aumento da fluidez da membrana celular. Ainda, ha efeitos indiretos
com a inativagdo de enzimas dos cloroplastos e mitocéndrias, inibicdo da sintese
protéica e protedlise (WAHID et al., 2007).

As moléculas de agua, presentes na célula vegetal sob condi¢cdes de
aquecimento, podem apresentar um decréscimo na forga das ligagdes de pontes de
hidrogénio e das interagdes eletrostaticas entre os grupos de proteinas polares da
fase aquosa da membrana, o que pode desencadear a perda de ions, inativagao de
proteinas nos cloroplastos e mitocondrias, inibigdo da sintese e degradagédo de
proteinas e assim, a inibicido de processos com a fotossintese e a respiragao,
processos estes dependentes do transporte de elétrons e de enzimas associadas as
membranas (LARKINDALE & HUANG, 2004; WAHID et al., 2007).

As alteracbes decorrentes do aquecimento podem provocar inibicdo do
crescimento, reducdo do fluxo de ions e a inibicdo da fotossintese, resultando no
aumento excessivo na produgdo substancias citotéxicas denominadas espécies
reativas ao oxigénio (EROS), representadas por radicais superéxidos (O27), perdxido
de hidrogéncio (H20;) e radicais hidroxila (OH"), como resultado do desequilibrio
entre as etapas, fotoquimica e bioquimica, o que é responsavel por grande parte da
morte celular durante as condicbes de estresse (WAHID et al., 2007; KIM et al.,
2009; SOLIMAN et al., 2012).
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2. Poliaminas

As poliaminas sao moléculas policatibnicas, pertencentes a familia das
aminas, encontradas em todos os organismos vivos. Nas plantas estes compostos
estdo envolvidos nos processos de crescimento e desenvolvimento, atuando como
reguladores vegetais e nas respostas aos estresses abioticos e bidticos (GILL &
TUTEJA, 2010; HUSSAIN et al., 2011; BRITIAN et al., 2012).

Apesar de atuarem em diversos processos, ainda persiste na comunidade
cientifica controvérsias para inclui-las a classe dos horménios vegetais, pelo fato de
atuarem em concentragdes superiores aos horménios convencionais, divergindo do
conceito de horménio vegetal (COLLI, 2008). Todavia, ha autores como Crozier et al.
(2001) que incluem as poliaminas a classe dos horménios vegetais, uma vez que
regulam o desenvolvimento das plantas.

Nos vegetais sdo encontradas, frequentemente, as diaminas putrescina e
cadaverina, a triamina espermidina e a tetramina espermina (ASHRAF & HARRIS,
2004; HUSSAIN et al., 2011). Estas substancias podem atuar como mensageiros
intra e extracelulares transformando sinais ambientais especificos em respostas
bioquimicas, regulando processos anatdmicos, bioquimicos e fisiologicos (MATILLA,
1996; CAKMAK & ATICI, 2009; GILL & TUTEJA, 2010).

Estudos recentes sustentam a relagao das poliaminas aos efeitos de protegao
aos diversos estresses abidticos (ALCAZAR et al., 2006; HUSSAIN et al., 2011),
dentro os quais, o estresse térmico (CUEVAS et al., 2008; CAKMAK & ATICI, 2009).

Assim, tendo em vista estes aspectos das fungdes das poliaminas, cresce o
interesse em relagdo a manipulagdo genética da sua biossintese, com o objetivo de
tornar as plantas mais resistentes aos varios estresses ambientais, ja que plantas
tratadas com poliaminas exdégenas mostram-se mais tolerantes aos varios estresses
(KASUKABE et al., 2004; UEDA et al., 2004; HUSSAIN et al., 2011). Pesquisas
cientificas com poliaminas se concentram no entendimento das vias de sintese e
degradacgao destas substancias em plantas sob estresses abiéticos (HUSSAIN et al.,
2011; BRITIAN et al., 2012). Poliaminas como a putrescina e a espermidina
destacam-se pelas respostas das plantas as condicdes adversas a partir da
prevencao dos efeitos deletérios causados nessas condigdes (GILL & TUTEJA,
2010).


http://www.springerlink.com/content/?Author=Rub%c3%a9n+Alc%c3%a1zar
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A biossintese de poliaminas de acordo com Wimalasekera et al. (2011), é
iniciada com a formagdo de diamina putrescina, que ocorre através da
descarboxilagao da ornitina ou arginina pela enzima ODC' ou pela ADC? seguida de
catalise realizada pelas enzimas AIH® e CPA*. A espermidina é formada por adigao
de grupos aminopropil em moléculas de putrescina pela SPDS® (Figura 1).

A utilizagdo exdgena da putrescina e espermidina tem mostrado proteger o
tecido vegetal dos efeitos prejudiciais dos estresses, restaurando os padrbes
normais de crescimento e evidenciando a fungdo essencial destas poliaminas no
metabolismo celular, tornando-as objeto de interesse a comunidade cientifica
(KUBIS, 2008; AHMAD et al., 2009; CAKMAK & ATICI, 2009; GILL & TUTEJA,
2010).

Uréia

Arginina / s | Ornitina
ARGINASE
ADC
v obC
Agmatina
AIH
v v
CPA

N- Carbamoil-Putrescina — > | Putrescina

lSPDS

Espermidina

Espermina AMS

Figura 1. Representacdo esquematica da biossintese das poliaminas putrescina e
espermidina. Adaptado e modificado de Mattoo et al. (2010) e
Wimalasekera et al. (2011).

! ornitina descarboxilase
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2.1. Putrescina e Espermidina

A diamina putrescina (NH2(CH2)sNH;) e a triamina espermidina
(NH2(CH2)sNH(CH3)4NH2), sdo consideradas substancias reguladoras de
crescimento de plantas, atuando na divisdo e diferenciacdo celular (IGARASHI &
KASHIWAGI, 2009).

Ambas as poliaminas estdo presentes no vacuolo, citosol, cloroplastos,
nucleo, mitocéndrias e, principalmente, associadas as paredes celulares (COLLI,
2008). Nos vegetais, a sintese da espermidina ocorre pela via S-adenosil metionina
(AdoMet), mediante conversdao da putrescina que é realizada a partir de
transferéncias sucessivas de um ou dois grupos aminopropil (IGARASHI;
KASHIWAGI, 2009).

A putrescina e a espermidina sao importantes para prevenir os efeitos
deletérios dos estresses ambientais. Esta importancia se confirma pelos estudos que
evidenciaram em vegetais, a participacao destas poliaminas na protecédo aos efeitos
deletérios dos varios estresses (COLLI, 2008; KUBIS, 2008; AHMAD et al., 2009;
GILL & TUTEJA, 2010; HUSSAIN et al., 2011; BRITIAN et al., 2012).

Assim, a utilizagdo exdgena da putrescina e espermidina visa proteger as
plantas sob os mais diversos estresses ambientais, destacando o estresse térmico
por resfriamento (NAYYAR, 2005; CUEVAS et al., 2008; CAKMAK & ATICI, 2009) e
por aquecimento (SONG et al., 2002; CHENG et al., 2012).

3. Prolina: fungao osmélito compativel

Para evitar os efeitos prejudiciais dos estresses, as plantas desenvolveram
alguns mecanismos de protecdo, dentre eles o ajuste osmético. Este mecanismo é
induzido pelo acumulo, no vacuolo ou no citosol, de —solids compativeis” ou
—osmprotetores”, substancias hidrofilicas organicas de baixo peso molecular, para
auxiliar na manutencao da turgidez celular e preservar a integridade de enzimas,
proteinas, macromoléculas e membranas (VERSLUES & BRAY, 2004; ABDUL
JALEEL et al., 2007; JALEEL et al., 2007; SILVA et al., 2009; MAJUNDER et al.,
2010; ASHRAF et al., 2011).
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E interessante ressaltar que, os solutos compativeis possuem propriedades
bioquimicas e fisioldgicas particulares, como a de permanecerem invariaveis em pH
neutro, mesmo estando em altas concentragcdes nas células, e serem altamente
hidrofilicos, o que permite a célula acumular altas concentragdes sem que haja
efeitos deletérios nas fungdes vitais e estruturas celulares (GILL & TUTEJA, 2010;
GUR et al., 2010; ASHRAF et al., 2011; HUSSAIN et al., 2010; BRITIAN et al.,
2012). Outra caracteristica importante € que os solutos compativeis ndo sao
substancias especificas para cada espécie, assim uma vez sintetizados e
acumulados, poderéao ser utilizados sob qualquer situagéo estressante (MAJUNDER
et al., 2010).

Os principais solutos organicos sintetizados e acumulados sao a amina glicina
betaina, os dissacarideos trealose e sacarose, os alcodis manitol e o pinitol e,
principalmente, o aminoacido prolina (GUR et al., 2010; ASHRAF et al., 2011).

A L-prolina € um dos 20 aminoacidos presentes nas proteinas de todos os
organismos Vvivos e é considerada um —a iminoacido” por possuir um grupo amino
ligado a dois atomos de carbono, conferindo-lhe caracteristicas de neutralidade
(MOLINARI, 2006; VERBRUGGEN & HERMANS, 2008; SZABADOS & SAVOURE,
2010). Em células vegetais nédo estressadas de espécies como arroz, sorgo, milho,
trigo e cevada, este aminoacido estd presente em baixas concentragbes de
aproximadamente 1 a 5 umol'g™ de massa seca, o que constitui menos de 5% dos
aminoacidos totais (HANSON, 1980 citado por NOGUEIRA et al., 2001; MATYSIK et
al., 2002). No entanto, esta concentragdo pode aumentar em até 100 vezes, sob
condi¢bes de estresse, com variacdo de espécie para espécie (GUBIS et al., 2007;
VERBRUGGEN & HERMANS, 2008; CHA-UM & KIRDMANEE, 2009; FAROOQ et
al., 2009; SZABADOS & SAVOURE, 2010; ASHRAF et al., 2011).

O acumulo da prolina, pode prevenir a desnaturagao de proteinas, preservar a
estrutura de enzimas, proteger as membranas dos efeitos deletérios causados pelas
espécies reativas de oxigénio (EROs) e inibir a agregacao de proteinas. Ainda, atua
como tampao para regular o potencial redox das células, minimiza a acidez do
citoplasma, mantém as taxas de NADP*/NADH, as quais fornecem equivalentes
redutores para manter a fotofosforilagdo oxidativa na mitocéndria que auxilia na

reparagao de estruturas celulares danificadas pelo estresse, além do que a oxidagao
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de cada molécula de prolina pode gerar até 30 ATPs (SHARMA & DUBEY, 2005;
VERBRUGGEN & HERMANS, 2008; TROVATO et al., 2008; CHA-UM &
KIRDMANEE, 2009; DOBRA et al., 2010; MAJUNDER et al., 2010; SZABADOS &
SAVOURE, 2010; ASHRAF et al., 2011).

Nas plantas superiores existem duas vias para a sintese da prolina: a via L-
ornitina e a via L-glutamato. A ornitina e o glutamato s&o principais precursores da
biossintese da prolina e este processo € mediado pelas enzimas P5CS® e P5CR’
(PARVAIZ & SATYAWATI, 2008). A sintese ocorre no citosol ou no estroma dos
cloroplastos, onde o glutamato (GLU) reduzido a glutamato semialdeido (GSA) pela
P5CS e entdo convertido a prolina pelas enzimas P5C® e P5CR (Figura 2). Ainda
pode dar-se a partir da ornitina, que sofre transaminacdo pela enzima OAT®
produzindo GSA, que é entdo convertido em prolina pela P5C (MAJUNDER et al.,
2010; SZABADOS & SAVOURE, 2010).

Em condigcbes ambientais desfavoraveis, como as altas e baixas
temperaturas, as sementes estabelecem mecanismos de adaptagcdo e manutengao
da homeostase celular mediante o acumulo do osmoprotetor prolina, que pode
ocorrer pela diminuicdo da degradagdo ou aumento na biossintese deste composto
devido a baixa utilizagdo dela durante o estresse, em fung¢ao da redugao da sintese
protéica e do aumento da protedlise (GUR et al., 2010; SAHA et al., 2010; CAO et
al., 2011).

De acordo com Manivannan et al. (2007) este acumulo é considerado
importante parametro de selecdo de plantas resistentes aos estresses. De fato,
evidéncias do envolvimento direto da prolina durante o estresse osmoético foram
fornecidas por abordagens sobre transgénicos, conforme relatam Meneses et al.
(2006), na manipulacédo da biossintese de prolina em tabaco, arroz e Arabidopsis.
Maggio et al. (2002) defendem que, a prolina pode atuar como molécula sinalizadora
e reguladora, capaz de ativar respostas multiplas que sdo componentes do processo

de aclimatacgao.

pirrolina-5-carboxilato sintetase
pirrolina-5-carboxilato redutase
pirrolina-5-carboxilato

6
7
8
® ornitina-delta-aminotransferase
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Contudo, as respostas que envolvem o acumulo de prolina aos estresses
abidticos ainda sdo questionadas na comunidade cientifica. Na literatura ha autores
que defendem a atuagao da prolina como molécula sinalizadora e reguladora, com
capacidade de ativar respostas necessarias ao processo de aclimatagcao (MAGGIO
et al., 2002). Porém, ha outros que salientam que o acumulo de prolina pode estar
relacionado a outras atividades como a sintese —denovo”, reducédo do catabolismo,
baixa utilizagdo oriunda da redugao da sintese protéica ou do aumento da protedlise
(NAYYAR & WALIA, 2003; ABDUL JALEEL et al., 2007; BRITO et al.,, 2008;
ASHRAF et al., 2011). A controvérsia em torno da funcao da prolina pode refletir a
predominéncia de sua agdo em outros mecanismos de resisténcia que ndo o ajuste
osmotico (ASHRAF et al., 2011).

De qualquer modo, ha diversos estudos que relacionam o acumulo de prolina
ao mecanismo de ajuste osmotico e estes se mostram favoraveis a indugdo da
biossintese deste aminoacido por mecanismos de manipulagdo génica, a qual € uma
ferramenta promissora para incrementar o acumulo de osmoprotetores como a

prolina.

Figura 2. Modelo proposto para o metabolismo da prolina em plantas. A via biossintética
marcada em linhas verdes; a via catabdlica em linhas vermelhas e a via da

ornitina em linhas azuis. Fonte: Szabados & Savouré (2010).



4. O guandu - Cajanus cajan (L.) Millsp.

O género Cajanus €& comumente encontrado em regides tropicais e
subtropicais como Asia, Africa, Australia, América Latina e india, o principal produtor.
Entre as leguminosas mais cultivadas para a alimentacdo, ocupa o 4° lugar mundial,
isso devido aos altos niveis de proteina que as sementes apresentam o que agrega
valor nutricional a alimentagdo humana e animal (SAXENA, 2008; VARSHEY et al.,
2010; PANDE et al., 2011). Em todo o mundo, as plantagbes de guandu ocupam
cerca de 4,58 milhdes de hectares, os quais produzem, aproximadamente, 3,27
toneladas de graos, produgédo esta considerada ainda baixa em comparagdo a
outras culturas (VARSHNEY et al., 2010; PANDE et al., 2011).

O guandu, Cajanus cajan (L.) Millsp. pertence a familia Leguminosae,
subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo Cajaninae. E uma leguminosa
arbustiva importante em paises tropicais e subtropicais e possui ciclo anual ou
semiperene. A espécie teve origem, provavelmente, no Continente Africano ou na
india (NENE et al., 1990), embora tenha sido introduzida no Brasil pela rota dos
escravos, nos navios negreiros provenientes da Africa, tornando-se amplamente
distribuido e cultivado em regides tropicais onde se tornou alternativa para a
provisdo de alimento de alta qualidade e reducdo de custos com colheita e
armazenamento de forragem no periodo da entressafra (SEIFERT & THIAGO, 1983;
NENE et al., 1990; RAO et al., 2002; JUNIOR et al., 2009; VARSHNEY et al., 2010).

No Brasil, é frequentemente encontrada em quintais domésticos, tendo sua
popularidade relacionada a palatabilidade de seus grdos verdes, que podem
substituir as ervilhas enlatadas e quando secos, podendo ser consumidos como o
feijao (AZEVEDO et al., 2007). Ainda, devido aos problemas com a degradacao das
pastagens brasileiras, decorrente da degradagéo dos solos e dos recursos naturais
em fungdo do manejo inadequado, a implantagédo de leguminosas como o guandu
em pastagens antes exclusivas de gramineas, proporciona nao sé a recuperagao da
pastagem e a quebra do ciclo de diversos patdogenos destas plantas, como também
aumento da produtividade e palatabilidade destas gramineas a partir do
fornecimento continuo de nitrogénio e, consequentemente, o teor de proteina
(AZEVEDO et al., 2007; PANDE et al., 2011). E muito indicado também, para a
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suplementagdo do gado de corte e/ou leite devido aos altos teores de proteina bruta
que suas folhas e ramos apresentam, cerca de 20%, proporcionando ganho de peso
em torno de 500 a 800 g/animal/dia e entre 400 a 700 kg/ha/ano, para os periodos
chuvoso e seco, respectivamente (COSTA et al., 2001). No periodo de seca, pode
ser utilizado como componente da ragdo de confinamento, possibilitando ganhos de
peso dos bovinos iguais ou superiores aos obtidos na estagdo chuvosa (AZEVEDO
et al., 2007).

E uma espécie rustica, e por isso, tem sido empregado em programas de
recuperacdo de areas degradadas, projeto de reflorestamento em &areas com
vogorocas e implantacdo de corddes de vegetagdo permanentes. Como cobertura
verde também apresenta resultados satisfatérios, provavelmente devido a maior
porcentagem de tecido lenhosos que a espécie apresenta, o que proporciona maior
resisténcia fisica ao escoamento de agua pelo solo, minimizando assim os
processos erosivos. Ainda, como leguminosa é conhecido pela capacidade de
associagdao com microrganismos do solo, como bactérias fixadoras de nitrogénio,
transformando o nitrogénio gasoso em compostos nitrogenados assimilaveis aos
vegetais. Portanto, pode ser utilizado na recuperagdo de areas degradadas, como
planta fitorremediadora, retirando metais pesados do solo e ainda como op¢ao para
cultivo rotacionado com gramineas e cereais, pois possibilta aumento da
produtividade e quebra do ciclo de diversos patdgenos destas espécies (AZEVEDO
et al., 2007; VARSHNEY et al., 2010; PANDE et al., 2011).

E uma espécie de clima tropical, melhor adaptada a regides de baixas
latitudes como os tropicos e subtrdpicos, e apresenta melhor crescimento em
temperaturas mais altas do que em periodos de resfriamento, onde seu crescimento
€ muito reduzido devido as baixas temperaturas (NENE et al., 1990).

Devido a amplitude de adaptacédo aos estresses abibticos e a capacidade de
crescimento e desenvolvimento em solos com baixa fertilidade, que limitam outras
forrageiras, é frequentemente citado como espécie de multiplo uso (PANDE et al.,
2011).



21

ll. MATERIAL E METODOS

1. Material botanico- Cultivares de Guandu

1.1. BRS Mandarim

Esta cultivar foi desenvolvida através de uma parceria entre a Embrapa
Pecuaria Sudeste, localizada no municipio de Sao Carlos, Sdo Paulo, a Unipasto e a
Embrapa Transferéncia de Tecnologia em 2008, para suprir as necessidades,
principalmente, dos pecuaristas e produtores de cana-de-agucar. A cultivar
apresenta produtividade 10% superior as demais cultivares ja langadas e, portanto,
constitui-se uma cultivar extremamente indicada para a alimentagcdo de bovinos
(RETI, 2012).

Além disso, apresenta alta homogeneidade de sementes, resultando em
plantas iguais e uniformes, o que também ndo ocorre em outras cultivares. Por
apresentar boa persisténcia, permite uma vida util de quatro anos, quando bem
manejado, ao passo que a produgao das cultivares ja existentes chega apenas ao
segundo ano. Em experimentos realizados com novilhas leiteiras, o uso do guandu
BRS Mandarim foi eficaz que o custo de alimentacao foi reduzido em 21%. Também
se verificou uma reducéo de 8% no custo por kg de ganho de peso nestas novilhas,
devido a reducao de concentrado (soja, milho, ragdes) e fornecimento, na forma de
guandu picado, de aproximadamente 20% da ingestao total de matéria seca (RETI,
2012)

E indicada para os produtores de cana, para uso na rotagdo de parte do
canavial a cada cinco anos, descompactando o solo e nele fixando nitrogénio. As
diversas variedades de guandu fixam nitrogénio no solo a partir da atmosfera, tem
alto teor de proteinas (cerca de 20%), boa resisténcia a seca por possuir raizes
profundas que conseguem buscar agua nas camadas mais profundas do solo, além
de boa digestibilidade nos bovinos, o0 que leva a um melhor ganho de peso. A
leguminosa é rustica, o que facilita sua implantagao e manejo, inclusive em solos de
baixa fertilidade, mas n&o tolera solos encharcados e necessita de alta luminosidade

durante a formacéo das vagens (RETI, 2012).
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1.2. Caqui

A cultivar Caqui apresenta plantas perenes e arbustivas, que possuem
elevada tolerancia a seca e ao frio, todavia, as plantas desta cultivar podem mostrar-
se sensiveis a acidez do solo, devendo o pH ser corrigido antes do seu plantio. O
sistema radicular é vigoroso, com profundidade de 2 a 3 metros. E muito utilizada na
adubacgao verde, no pastoreio direto, devido a alta palatibilidade, na fenagédo e na
ensilagem com milho e sorgo. O inicio do florescimento ocorre aos 111 dias e a
melhor época de plantio € na estagdo chuvosa (GODOY et al., 2003; NATERRA,
2012).

2. Montagem e condugao experimental

Os experimentos foram instalados no laboratério de Fisiologia Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV, da Universidade Estadual
Paulista, UNESP, Campus de Jaboticabal, nos anos de 2011 e 2012. As sementes
de ambas as cultivares, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, foram provenientes da

empresa Wolf Seeds do Brasil, Ribeirdo Preto, SP.

2.1. Germinacao de sementes e obtencao de plantulas

Para verificar a germinagdo das sementes'® sob estresse térmico e efeito das
poliaminas exogenas, foram utilizadas caixas transparentes, tipo gerbox,
previamente esterilizadas e revestidas com uma folha de papel de germinagao
umedecida com 15 mL de solug¢ao contendo 0,0 mM, 0,5 mM de putrescina (Put) ou
0,5 mM de espermidina (Spd). Para a imposicdo do estresse térmico, foram
utilizadas temperaturas dentro da faixa 12,8°C a 43°C, indicada por Nene et al.
(1990), para o desenvolvimento da cultura de guandu em campo.

O estresse térmico por resfriamento e aquecimento, constou das seguintes

temperaturas, a saber: temperaturas subdtimas de 20°C, 18°C, 16°C e 14°C e

10 Segundo Brasil (2009), o critério de germinacdo de sementes em teste de laboratério, consiste em verificar a
emergéncia e desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, com aptiddo para produzir uma planta
normal sob condi¢des favoraveis de campo.
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temperaturas supradtimas de 36°C, 38°C, 40°C e 44°C. Para o tratamento controle
foi considerada nao estressante a temperatura de 25°C.

Em germinador com fotoperiodo de 12 horas, primeiramente, as sementes
foram submetidas ao estresse térmico por 24 ou 48 horas (tempos de exposigao), de
acordo com a metodologia de Lopes et al. (2010) e, posteriormente, foram
transferidas para 25°C. Cada tratamento consistiu de quatro repeticdes de 25
sementes.

Para a montagem dos experimentos de cada cultivar, foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x4x2+3 (0,0mM; 0,5
mM de Put ou Spd; estresse térmico de resfriamento em 20°C, 18°C, 16°C e 14°C e
de aquecimento em 36°C, 38°C, 40°C e 44°C, tempos de exposi¢cao aos estresses
por 24 ou 48 horas, mais os fatores adicionais que consistiu do tratamento controle
de temperatura de 25°C com 0,0mM e 0,5mM de Put e Spd).

Para a avaliagdo do crescimento inicial e do acumulo de prolina das pléantulas
de guandu foram utilizadas as temperaturas subo6timas de 18°C e 14°C e nas
supradtimas de 36°C e 40°C, devido ao fato dos testes preliminares acusarem
respostas mais expressivas nos teores de prolina e aumento da massa seca. Assim,
para o crescimento inicial e teores de prolina, de cada cultivar, foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x2x2+3
(0,0mM; 0,5 mM de Put ou Spd; estresse térmico de resfriamento 14°C ou 18°C e de
aquecimento 36°C e 40°C, tempos de exposi¢cao aos estresses por 24 ou 48 horas,
mais os fatores adicionais que consistiram do tratamento controle com temperatura
de 25°C e poliaminas exogenas de 0,0mM, 0,5mM de Put e Spd).

De acordo com Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), apés 10
dias, foi verificada a porcentagem de germinacdo'' e separadas as plantulas
intactas'? para averiguagado do crescimento inicial e determinagdo do acumulo de

prolina nas partes vegetativas (parte aérea e raiz primaria).

1 Segundo Brasil (2009), o critério de porcentagem de germinagdo de sementes, nos teste de laboratorio,
corresponde a proporgao do numero de sementes que produziu plantulas classificadas como normais.

12 Segundo Brasil (2009), plantulas intactas sdo aquelas que apresentam todas as estruturas essenciais bem
desenvolvidas, completas e proporcionais.
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2.1.1. Determinagao do acumulo de prolina

A quantificagdo de prolina livre da parte aérea e das raizes primarias foi
realizada de acordo com a metodologia Bates et al. (1973), cujo procedimento
consiste na homogeneizagao manual de 0,59 de massa de matéria fresca, com 10
mL de &cido sulfosalicilico a 3% e filtragem. Primeiramente, foi preparada a solugéo
de acido ninhidrina, sendo necessaria a diluigdo sob aquecimento de 1,259 de
ninhidrina em 30 mL de acido acético glacial e 20 mL de acido fosférico 6M. Em um
tubo de ensaio foram colocados 2 mL filtrado de massa de matéria fresca que
reagiram com 2 mL de acido ninhidrina e 2 mL de acido acético glacial por 60
minutos em banho-maria a temperatura de 100°C. Decorrido este tempo, o tubo de
ensaio foi colocado em um recipiente com gelo para finalizar a reagdo. Em seguida
foram adicionados 4 mL de tolueno e a solugéo foi homogeneizada agitando-se por
15 a 20 segundos. A leitura de absorbancia (intensidade da cor) das amostras foi
medida no comprimento de onda 520 nm, utilizando-se espectrofotdbmetro Beckman
DU 640. As absorbéancias obtidas foram comparadas com curva padrdo de prolina.
Os teores de prolina foram calculados para a curva padrido, conforme a formula a
seqguir: [(ug prolina/mL x mL tolueno)/115,13 ug/umoles] / [(g amostra)/5] = umoles

de prolina/g massa fresca.

2.1.2. Crescimento inicial

Para a determinacao do crescimento inicial foi verificada a massa de matéria
seca das partes vegetativas. Para tanto, as partes vegetativas as plantulas intactas
foram separadas, parte aérea e raizes primarias, ensacadas e levadas a estufa de
circulagcao forcada de ar em temperatura de 80°C. Apds 72 horas, as plantulas
desidratadas foram colocadas em dessecador por mais 48 horas, atingindo
resfriamento completo, e pesadas em balanga analitica Denver Instrument Company

AA-200, com precisdo de 1x10% g.
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3. Tratamento estatistico

O estudo estatistico foi realizado separadamente para cada cultivar. Os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados de germinagcdo de sementes foram
transformados em arco seno raiz quadrada de x/100, e pelo fato do estresse térmico
constar de quatro temperaturas subétimas e quatro temperaturas supraétimas, os
desdobramentos dos graus de liberdade foram submetidos a anélise de regresséao

polinomial.



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Efeitos do estresse térmico

1.1. Germinagao de sementes

1.1.1. Temperaturas subétimas

Os efeitos das temperaturas subdétimas (20°C, 18°C, 16°C e 14°C), dos
tempos de exposicdo e das poliaminas exdgenas, em ambas as cultivares de
guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente, e Figura 3. Os tratamentos com as poliaminas exégenas
putrescina e espermidina, ndo causaram quaisquer efeitos na germinagéao das
sementes de guandu (Tabela 1 e 2).

As temperaturas mais baixas (16°C e 14°C) causaram redug¢do acentuada
da germinacéo de sementes em ambas as cultivares de guandu (Tabela 1 e 2).
De fato, nota-se que, conforme menor a temperatura a que as sementes foram
submetidas, houve maior reducdo da germinacédo em 24 horas que em 48
horas, tanto para a cv. BRS Mandarim quanto para cv. Caqui (Figura 3A e 3B,
respectivamente).

A reducdo da germinagdo das sementes evidencia a sensibilidade de
especies de clima tropical, como o guandu, as temperaturas baixas, pois, estas
condi¢cdes reduzem a fluidez das membranas, passando de uma forma liquida
para uma fase em gel, o que afeta mecanismos bioquimicos e fisioldgicos
como O processo germinativo, que € uma das etapas mais sensiveis e
importantes do desenvolvimento vegetal (MERTZ et al., 2009; RANAWAKE &
NAKAMURA, 2011). Resultados semelhantes foram encontrados para
sementes de alfafa (WANG et al., 2009) e trigo (TOBEH & JAMAATI-E-
SOMARIN, 2012) submetidas a temperaturas baixas, as quais também
apresentaram redugao da porcentagem de germinagao.

A maior germinacdo das sementes expostas por 48 horas as baixas
temperaturas deve-se, provavelmente, a capacidade de aclimatacdo do
organismo vegetal, uma vez que esta acontece a partir de uma exposicao
prévia a condicdo estressante, neste caso o periodo de 24 horas, com
exposigao posterior ou prolongada a condi¢ao de resfriamento (KRASENSKY &

JONAK, 2012). Este comportamento foi observado também em feijao
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(Phaseolus vulgaris L.), onde as sementes submetidas ao resfriamento prévio,
nao sO germinaram mais, como apresentaram menor taxa de plantas anormais
(CUSTODIO et al., 2009).

1.1. 2. Temperaturas supraétimas

Os efeitos das temperaturas supradtimas (36°C, 38°C, 40°C e 44°C), dos
tempos de exposicdo e das poliaminas exdgenas, em ambas as cultivares de
guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente, e Figura 4.

As temperaturas supradtimas causaram reducao acentuada da
germinacao de sementes da cv. BRS Mandarim (Tabela 3) e da cv. Caqui
(Tabela 4). Verifica-se que na cv. BRS Mandarim a redu¢cdo da germinacao
ocorreu em temperaturas mais elevadas de 40°C e 44°C, enquanto que, na cv.
Caqui a redugao da germinacao ocorreu a partir de 38°C, fato este confirmado
pela morte do embrido na temperatura 44°C.

A exposicdo das sementes de guandu as temperaturas supradtimas por
maior periodo de exposigado, provocou acentuada redugédo da porcentagem de
germinacao (Tabela 3 e 4). De fato, a germinacdo das sementes da cv. BRS
Mandarim foi maior em 24 horas que em 48 horas (Figura 4A). A cv. Caqui,
apesar de evidenciar, também, maior germinagcdo em 24 horas sob
aquecimento, ndao mostrou efeito interativo com as temperaturas estudadas
(Tabela 4; Figura 4C).

As poliaminas exdgenas incrementaram a germinagdo das sementes da
cv. BRS Mandarim sob as temperaturas de aquecimento, enquanto que na cv.
Caqui, somente a Spd melhorou a germinagdo das sementes (Tabela 3 e 4;
Figura 4B). Ainda, nesta cultivar a Put exdgena provocou menor germinagao
das sementes (Tabela 4), provavelmente devido as rotas enzimaticas serem
mais sensiveis as temperaturas supraétimas.

O aumento linear da temperatura geralmente induz ao aumento da
germinacgao, entretanto, temperaturas muito elevadas podem provocar reducéo
acentuada do processo germinativo (LABORIAU, 1983; ALVARADO &
BRADFORD, 2002). A redugcdo da germinagdo conforme aumento da

temperatura de estresse pode resultado das modificagdes sofridas pelas
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membranas celulares sob temperaturas altas, o que desencadeia alteracdes
em processos determinantes ao crescimento vegetal, como a respiragao
(KUMAR et al., 2011; ALMESELMANI et al., 2012). A exposi¢cdo das sementes
a temperaturas altas durante o periodo de enchimento pode acelerar a
senescéncia, reduzir a viabilidade das sementes e, consequentemente, seu
rendimento. Isto ocorre porque sob tais condi¢des, as plantas tendem a desviar
recursos para lidar com o estresse por aquecimento e assim, os fotossintatos
disponiveis para o desenvolvimento da planta tornam-se limitados (SIDDIQUE
et al., 1999; WAHID et al., 2007). Resultados semelhantes foram encontrados
por Raveneau et al. (2011) em sementes de ervilha e feijao

Também corroboram os resultados referentes a aplicagao de poliaminas,
onde, a utilizagcao destas, principalmente a Spd, mostrou atenuar os efeitos das
temperaturas elevadas. Para a cv. BRS Mandarim, além da Spd, também foi
verificada interferéncia positiva com aplicacdo de 0,5mM de Put. As poliaminas
sdo reguladores vegetais que atuam no desenvolvimento das sementes e tém
fungdes importantes como o crescimento e desenvolvimento dos vegetais,
através da regulagcdo da divisdo celular, sintese de macromoléculas como
proteinas e acidos nucléicos, estabilizacdo das membranas celulares,
germinacao de sementes, desenvolvimento e crescimento de flores e frutos e
resposta a estresses bidticos e abidticos, assim, a utilizagdo das poliaminas
pode ter causado condicionamento osmotico das sementes, pois reguladores
vegetais como estes sdo considerados agentes osmoéticos (ASHRAF et al.,
2008; KRAWIARZ & SZCZOTKA, 2008; GILL & TUTEJA, 2011).

As temperaturas altas causam redugdo da germinacdo de sementes,
perda do vigor, redugdo da emergéncia e do desenvolvimento das plantulas,
podendo causar a morte prematura das plantulas (HALL, 1992; EGLI et al.,
2005). O estresse por altas temperaturas age limitando a disponibilidade de
agua, energia e nutrientes pela semente, assim, a utilizagdo de reguladores
como as poliaminas, putrescina e espermidina, torna-se positiva, pois, estas
apresentam a capacidade de amenizar os efeitos causados pelas temperaturas
extremas e ainda, auxiliam as sementes a adquirirem a capacidade de

germinar com pouca agua em seu organismo (CAVUSOGLU & KABAR, 2007).



Tabela 1. Analise de varidncia das temperaturas subdtimas, tempos de
exposicao e poliaminas exdégenas na germinagao de sementes (%)
de guandu cv. BRS Mandarim, no 10° dia apés a semeadura.
Jaboticabal, SP. 2011- 2012.

Temperaturas (TR)

Germinagao (%)’

20°C 67,63 a
18°C 69,99 a
16°C 64,32 b
14°C 59,05 ¢
Teste F 43,01**

Tempos de exposigao (TE)

Germinagao (%)’

24 horas 63,31b
48 horas 67,18 a
Teste F 28,64**

Poliaminas (P)

Germinagao (%)’

0,0 mM 65,12 a
0,5 mM Put? 65,09 a
0,5 mM Spd? 65,53 a
Teste F 0,15™
Interagoes Germinagéao (%)’
TRxTE 6,38**
TRxP 0,18™
TExP 0,42
TRXTExP 0,55™

Tratamentos Adicionais

Germinagao (%)’

25°C + 0,0 mM 74,19 a
25°C + 0,5 mM Put 69,01 a
25°C + 0,5 mM Spd 70,45 a
Teste F 4,49*
Média Fatorial 65,25
Média Tratamentos Adicionais 75,54
Adicional vs. Fatorial 90,11**
C.V. (%) 5,33

' Dados de % de germinagao transformados em arco seno raiz quadrada de x/100;
2 Putrescina; ® Espermidina; ns : ndo significativo (P > 0,05);* : significativo (P <
0,05); ** : significativo (P < 0,01); C.V.: coeficiente de variagao..



Tabela 2. Analise de varidncia das temperaturas subodtimas, tempos de
exposicao e poliaminas exdégenas na germinagao de sementes (%)
de guandu cv. Caqui, no 10° dia apds a semeadura. Jaboticabal,
SP. 2011 - 2012.

Temperaturas (TR) Germinagao (%)’
20 °C 73,91 a
18 °C 70,61 a
16 °C 63,32 b
14 °C 57,91 c
Teste F 77,77
Tempos de exposigao (TE) Germinagao (%)’
24 horas 65,22 b
48 horas 66,88 a
Teste F 4,07*
Poliaminas (P) Germinagao (%)’
0,0 mM 64,79 a
0,5 mM Put? 66,20 a
0,5 mM Spd?® 67,15 a
Teste F 2,78™
Interagoes Germinagao (%)"
TRXTE 15,83**
TRxP 1,89™
TExP 0,34™
TRXTEXP 1,57™
Tratamentos Adicionais Germinagao (%)’
25°C + 0,0 mM 74,19 a
25°C + 0,5 mM Put 69,01 a
25°C + 0,5 mM Spd 70,45 a
Teste F 1,75
Média Fatorial 66,05
Média Tratamentos Adicionais 71,22
Adicional vs. Fatorial 17,43**
C.V. (%) 6,07

" Dados de % de germinacéo transformados em arco seno raiz quadrada de x/100;2
Putrescina; * Espermidina; ns : ndo significativo (P > 0,05);* : significativo (P < 0,05);
** . significativo (P < 0,01); C.V.: coeficiente de variagéo.
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Figura 3. Germinagdo de sementes (%) de guandu, no 10° dia apds a
semeadura, sob diferentes temperaturas de resfriamento e
periodos de exposigao aos estresses. (A) cv. BRS Mandarim; (B)

CV. Caqui. *Médias seguidas da mesma letra mailscula (entre tempos de exposi¢céo ou

temperaturas) e minuscula (dentro de cada tempo de exposicdo ou temperatura) ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).



Tabela 3. Analise de variancia das temperaturas supradtimas, tempos de
exposi¢cao e poliaminas exodgenas na germinagao de sementes (%)
de guandu cv. BRS Mandarim, no 10° dia apés a semeadura.

Jaboticabal, SP. 2011 - 2012.

Temperaturas (TA)

Germinagao (%)’

36 °C 80,15 a
38°C 82,45 a
40 °C 74,34 b
44 °C 7154 c
Teste F 50,25**

Tempos de exposigao (TE)

Germinagao (%)’

24 horas 79,53 a
48 horas 74,72 b
Teste F 45,68**

Poliaminas (P)

Germinagao (%)’

0,0 mM 75,46 b
0,5 mM Put? 77,87 a
0,5 mM Spd? 78,03 a
Teste F 5,44**
Interagoes Germinagao (%)’
TAXTE 5,04*
TAXP 3,71
TEXP 2,78™
TAXTExP 7,18**

Tratamentos Adicionais

Germinagao (%)’

25°C + 0,0 mM 72,05b
25°C + 0,5 mM Put 75,07 ab
25°C + 0,5 mM Spd 79,51 a
Teste F 4,63*
Média Fatorial 77,12
Média Tratamentos Adicionais 75,54
Adicional vs. Fatorial 2,20™
C.V. (%) 4,53

" Dados de % de germinacéo transformados em arco seno raiz quadrada de x/100;
2 Putrescina; ® Espermidina; ns : n&o significativo (P > 0,05);* : significativo (P < 0,05);

** . significativo (P < 0,01); C.V.: coeficiente de variagéo.



Tabela 4. Analise de variancia das temperaturas supradtimas, tempos de
exposicao e poliaminas exdgenas na germinagao de sementes (%)
de guandu cv. Caqui, no 10° dia apds a semeadura. Jaboticabal, SP.

2011-2012.

Temperaturas (TA)

Germinagao (%)’

36 °C 76,24 a
38°C 70,45 b
40 °C 64,64 C
44 °C -2
Teste F 45,80*

Tempos de exposigao (TE)

Germinagao (%)’

24 horas 73,13 a
48 horas 67,76 b
Teste F 29,36**

Poliaminas (P)

Germinagao (%)’

0,0 mM 70,78 ab

0,5 mM Put? 68,63 b

0,5 mM Spd* 71,92 a
Teste F 3,81*

Interagoes Germinagao (%)’

TAXTE 1,75™
TAxP 0,87™
TEXP 0,15™
TAXTExP 2,55*

Tratamentos Adicionais

Germinagao (%)’

25°C + 0,0 mM 74,19 a

25°C + 0,5 mM Put 69,01 a

25°C + 0,5 mM Spd 70,44 a

Teste F 1,62™

Média Fatorial 70,44
Média Tratamentos Adicionais 71,21
Adicional vs. Fatorial 0,35™
C.V. (%) 5,95

" Dados de % de germinacgéo transformados em arco seno raiz quadrada de x/100;

2 Auséncia de germinagcdo, morte das sementes (este dado nao foi considerado na
analise de variancia); ® Putrescina; 4 Espermidina; ns : ndo significativo (P > 0,05);* :
significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01); C.V.: coeficiente de variacao.
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Figura 4. Germinagao de sementes (%) de guandu, cv. BRS Mandarim, em
temperaturas supraétimas, sob efeito dos tempos de exposi¢ao (A) e
poliaminas exdégenas (B) e cv. Caqui, sob efeito das temperaturas de

aquecimento, no 10° dia apds a semeadura. *Médias seguidas da mesma
letra mailscula (entre tempos de exposicéo ou temperaturas) e minuscula (dentro de cada
tempo de exposi¢do ou temperatura) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).



1.2. Teores de prolina e crescimento inicial
1.2.1. Temperaturas subétimas

As temperaturas de resfriamento, tempos de exposi¢ao e poliaminas
exdgenas provocaram aumento significativo dos teores de prolina, em ambas
as cultivares de guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui (Tabela 5; Figuras 5B-
5D; 6B, 6D e 6F; 7B, 7D e 7E; 8A, 8B e 8D).

Observa-se que, na cv. BRS Mandarim, ambas as poliaminas exdgenas
aumentaram significativamente os teores de prolina na exposi¢céo de 24 horas
as temperaturas de resfriamento (Figuras 5B e 6F), porém, este aumento foi
provocado pela Put na parte aérea (Figura 6B) e pela Spd nas raizes primarias
(Figura 6F). Por outro lado, com 48 horas de exposi¢ao ao frio, os teores de
prolina da parte aérea foram reduzidos pelas poliaminas (Figura 5B), enquanto
que nas raizes primarias, novamente, a Spd mostrou maior efeito (Figura 6F).
Na temperatura de resfriamento mais severa (14°C), o aumento significativo
dos teores de prolina foi ocasionado pela Put na parte aérea, embora nas
raizes primarias a Put tenha reduzido o conteudo deste aminoacido (Figura 5D
e 6D). Os tempos de exposigdo as temperaturas subdétimas, revelaram que no
menor periodo (24 horas), a temperatura de 14°C causou aumento nos teores
de prolina das plantulas de guandu, indicando que em menor temperatura
necessita-se de menos tempo para ocorrer o acumulo da prolina (Figura 5C e
6B). De fato, verificando os resultados de 18°C, nota-se que, o maior acumulo
de prolina ocorreu em 48 horas (Figura 5C e 6B).

Os resultados da cv. Caqui referentes aos tempos de exposi¢cao as
temperaturas subdétimas revelaram que, no menor periodo (24 horas) ambas as
temperaturas provocaram aumento nos teores de prolina das plantulas de
guandu (Figura 7B e 8D), sendo este mais expressivo a 14°C (Figura 8D). }Sob
resfriamento menos severo (18°C), a Spd aumentou significativamente os
teores de prolina, tanto na parte aérea quanto nas raizes primarias (Figura 7D
e 8%). Ainda, em relacdo a Put, a Spd aumentou o conteudo de prolina nas
raizes primarias sob temperatura de 14°C (Figura 8A). Observa-se que, na
parte aérea e nas raizes primarias da cv. Caqui, apenas a Spd aumentou
significativamente os teores de prolina na exposicdo de 48 horas as

temperaturas de resfriamento (Figuras 7E e 8B). Na exposi¢do de 24 horas, a
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Spd também causou aumento da prolina nas raizes primarias, em comparacao
com a Put (Figura 8B).

O estresse térmico pelo resfriamento causou efeito significativo no
crescimento inicial da parte aérea das plantulas de guandu (Tabela 5). As
plantulas da cv. BRS Mandarim apresentaram acentuada diminuicdo do
crescimento a 14°C (Figura 13A). Por outro lado, os tratamentos de poliaminas
no periodo de 24 horas sob estresse por resfriamento, incrementaram o
crescimento tanto da parte aérea (Figura 5A), quanto das raizes primarias
(Figura 6E). Além disso, o crescimento inicial das raizes primarias foi maior
com 48 horas de exposi¢ao, tanto sob 18°C quanto sob 14°C e a Put causou
maior crescimento em 18°C (Figura 6A e 6C, respectivamente).

As plantulas da cv. Caqui apresentaram maior crescimento quando
submetidas a 18°C (Figura 7A e 8C). Além disso, o crescimento foi influenciado
positivamente pela Put (Figura 7C), a partir do incremento da massa seca da
parte aérea na temperatura mais severa de resfriamento (14°C). A temperatura
de resfriamento menos severa (18°C) provocou maior crescimento, porém,
independente das poliaminas exégenas (Figura 7C).

As membranas celulares sdo mosaicos fluidos compostos por proteinas
e lipidios, que Ihes confere mobilidade caracteristica. As temperaturas
subdtimas podem provocar alteragdes nestes componentes das membranas e
por consequéncia, modificar o gradiente termodinamico destas, deixando-as
menos fluidas e mais rigidas, podendo desencadear a seca fisiologica que
torna a agua presente indisponivel ao organismo, inibindo a atividade de
enzimas como a a-amilase, responsavel pela concentragao e translocagao dos
agucares necessarios a germinacao e, consequentemente, ao crescimento
inicial das plantulas, como observado por Zeid et al. (2004) e Cao et al. (2011).

A aplicagao de Put ou Spd nas sementes de guandu, proporcionou maior
crescimento das plantulas através do incremento da massa seca das partes
aéreas e raizes primarias, como verificado por Shen et al. (2000) e Khan et al.
(2012), que relacionam este incremento a divisdo celular estimulada pelas
poliaminas devido a elas serem consideradas reguladores vegetais e ainda, por
agirem como protetores contra a peroxidacgao lipidica das membranas celulares

através da inativagdo da NADPH oxidase.
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O maior crescimento das plantulas tratadas com poliaminas, conforme
relatado por Shen et al. (2000), deve-se a natureza policatidbnica destes compostos
em pH fisiolégico, pois assim, ligam-se fortemente as substancias formadoras da
membrana celular com bicamada de fosfolipidios, estabilizando estas estruturas sob
condi¢cdes de estresse e promovendo o desenvolvimento das plantulas. A aplicacéo
destes compostos pode proteger o organismo vegetal contra as injurias causadas
pelo resfriamento dos tecidos, pois as poliaminas tém a capacidade de amenizar
processos como o vazamento de eletrolitos, aumento do conteudo de MDA e queda
da respiracao, e ainda, podem aumentar a tolerancia das plantas ao frio, prevenindo
injurias futuras (GILL & TUTEJA, 2010), como encontrado em pepino (ZHANG et al.,
2009) e em grao-de-bico (NAYYAR, 2005).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram o efeito atenuante do estresse
das poliaminas ao minimizar as injurias causadas pelo resfriamento, corroborando
com os encontrados na literatura (HUMMEL et al., 2002; CUEVAS et al., 2008).

A reducéao dos teores de prolina observada deve-se, provavelmente, ao fato
de as poliaminas e a prolina apresentarem os mesmos substratos para biossintese,
0s aminoacidos glutamato e arginina. Assim, com o aumento da concentragcéo das
poliaminas no organismo vegetal e diante das temperaturas impostas, o substrato foi
utilizado para a sintese de novo das poliaminas, enquanto a prolina deixou de ser
sintetizada (BRITIAN et al., 2012). Ainda, esta reducdo pode ser derivada da sintese
de GABA pela planta. Este aminoacido apresenta os mesmos precursores da prolina
e das poliaminas e em plantas superiores esta envolvido no desenvolvimento
vegetal, agindo como osmoregulador ou sinalizador das respostas fisiologicas aos
estresses mediante regulacdo do pH celular (ROBERTS, 2004; HUSSAIN et al.,
2011).

1.2.2. Temperaturas supraétimas

As temperaturas de aquecimento, tempos de exposicdo e poliaminas
exdgenas provocaram aumento significativo dos teores de prolina, em ambas as
cultivares de guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui (Tabela 5, Figuras 9A e 9B;
10A, 10B e 10C; 11A, 11B e 11C; 12B, 12C e 12D).

Observa-se que houve aumento dos teores de prolina nas plantulas da cv.
BRS Mandarim submetidas ao aquecimento menos severo por menor tempo de

exposicao (24 horas) e em 40°C por maior tempo (Figuras 9A e 10A). Estes
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resultados devem ser considerados aleatérios e inusitados, pois s&o incoerentes
frente aos conhecimentos da fisiologia do crescimento vegetal. Os teores de prolina
destas plantulas nao foram incrementados pela aplicagdo das poliaminas,
independente do tempo a que ficaram expostas as temperaturas supradtimas
(Figura 9B e 10C), porém, nota-se significativa diferenga no acumulo deste osmalito
nas raizes primarias entre os periodos de exposigao (Figura 10C), bem como
observado na temperatura de 36°C (Figura 10B).

As temperaturas supraotimas causaram decréscimo no crescimento das
plantulas da cv. BRS Mandarim (Figuras 13B e 13C), bem como a exposigdo ao
aquecimento por maior periodo de tempo (Figuras 13D e 13E). Ainda, a aplicagéo
das poliaminas, Put e Spd, provocou aumento significativo no crescimento das
plantulas desta cultivar (Figuras 14A e 14B).

Os resultados da cv. Caqui nos tempos de exposicdao as temperaturas
supradtimas revelaram que, no maior periodo (48 horas), ambas as temperaturas
provocaram acentuado aumento nos teores de prolina da parte aérea das plantulas
de guandu (Figura 11A), enquanto que nas raizes primarias, a maior exposi¢ao
provocou aumento dos teores de prolina na temperatura de 40°C (Figura 12B).

Na temperatura de aquecimento menos severa (36°C), a Spd, em relagéo a
Put, aumentou significativamente os teores de prolina tanto na parte aérea quanto
nas raizes primarias (Figura 11B e 12C, respectivamente). Ainda, na temperatura de
40°C, ambas as poliaminas causaram aumento do conteudo de prolina na parte
aérea (Figura 11B), embora nas raizes primarias este aumento tenha sido
promovido com a aplicagao da Put (Figura 12C). Observa-se que, na parte aérea e
nas raizes primarias da cv. Caqui, novamente, apenas a Spd aumentou
significativamente os teores de prolina na exposicao de 48 horas as temperaturas de
aquecimento (Figuras 11C e 12D, respectivamente). Na exposi¢do de 24 horas as
temperaturas supradtimas, a Spd também causou aumento da prolina nas raizes
primarias (Figura 12D). As temperaturas supradtimas causaram decréscimo no
crescimento das plantulas da cv. Caqui (Figuras 12A e 14C), bem como a exposigao
ao calor por maior periodo de tempo (Figuras 14D).

A utilizagdo das poliaminas pode desencadear incremento dos teores de
prolina, pois auxiliam na transducédo do sinal de estresse osmatico, promovendo o
acumulo de prolina para proteger o organismo vegetal das injurias causadas pelo

déficit hidrico oriundo do aquecimento demasiado dos tecidos vegetais
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44

(KUZNETSOV & SHEVYKOVA, 2007), resultados estes que corroboram com o de
Ahmed & Hasan (2011) em plantulas de trigo submetidas a condi¢cdes de
aquecimento.

As poliaminas tém sido consideradas, por muitos autores, substancias
atenuantes dos efeitos degenerativos dos estresses, e assim, tendo a prolina papel
semelhante, pode se considerar que as plantas tratadas com poliaminas apresentam
desenvolvimento satisfatério frente as condicbes estressantes, pois, além de
funcionarem como protetores de membranas e prevenirem a agregagao e/ou
desagregacao inapropriada de proteinas, possibilitam aumento da concentragao
enddgena destas e o incremento da prolina, como relatado por Amri & Shahsavar
(2010) em plantulas de citrus.

Além disso, o estresse por temperaturas supradtimas desencadeia o estresse
oxidativo como resultado do desbalanco entre as reacgdes fotoquimicas e
bioquimicas, e assim, o metabolismo vegetal € estimulado a acumular prolina na
tentativa de controlar a acdo das espécies reativas ao oxigénio (EROS),
responsaveis por grande parte da morte celular durante as condigdes de estresse
(WAHID et al., 2007; SOLIMAN et al., 2012).

2. Auséncia de poliaminas exégenas em plantulas sob estresse térmico

E interessante salientar que, houve acimulo de prolina na parte aérea e na
raiz primaria na auséncia das poliaminas (0,0 mM), tanto nas temperaturas
subotimas de (Figura 5D e 8A) quanto nas supradétimas (Figura 10B e 11B), além da
temperatura 6tima (25°C) na raiz primaria da cv. Mandarim (Figura 15D). Ainda,
considerando somente o tempo de exposi¢do, houve também, acumulo de prolina
nas plantulas oriundas de sementes ndo tratadas com poliaminas (Figura 5B, 6F,
8B, 9B, 10C e 11C).

Provavelmente, deve ter ocorrido efeito toxico das poliaminas (KUZNETSOV
et al., 2006; CAKMAK & ATICI, 2009; MULANGI et al., 2012) nas sementes expostas
a 18°C (Figura 5D), nas partes aéreas a 36°C (11B) e nas raizes primarias a 14°C e
40°C (Figura 8A e 10B). Ainda, as poliaminas sob estas temperaturas podem ter
sinalizado o aumento de outro osmoprotetor, seja enzimatico e/ou soluto compativel,
que ndo a prolina, ou atuado como osmoprotetores (ALCAZAR et al., 2011;
HUSSAIN et al., 2011; CVIKROVA et al., 2012), uma vez que apresentam
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mesma letra, maitscula entre tempos de exposi¢do ou temperatura, e mindscula dentro de cada
tempo de exposigdo ou temperatura, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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temperatura, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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comprovado efeito protetor em plantas sob estresse térmico (CVIKROVA et al.,
2012).

3. Efeito das poliaminas exégenas em plantulas sob temperatura nao
estressante

Na auséncia de estresse térmico, as poliaminas nado causaram diferenca
significativa nos teores de prolina (Figura 15C) e crescimento das partes aéreas
(Figura 15A) das plantulas da cv. BRS Mandarim. Nas raizes primarias, ambas as
poliaminas reduziram os teores de prolina (Figura 15D), embora a Spd tenha
melhorado o crescimento das raizes destas pléantulas (Figura 15B).

Na cv. Caqui, tanto a Put quanto a Spd incrementaram os teores de prolina da
parte aérea (Figura 16C), enquanto que nas raizes apenas a Spd possibilitou maior
acumulo deste aminoacido (Figura 16D). Os resultados do crescimento destas
pléntulas evidenciam a redu¢do da massa seca em gramas, oriunda da aplicagéo da
Put (Figuras 16A e 16B).

As temperaturas subodtimas e supradtimas alteram todo o metabolismo
vegetal, comprometendo desde a estabilidade da membrana celular até a cinética
das enzimas presentes no meio e, portanto, decorrente destas alteracbes pode
haver complicacbes em eventos determinantes para o sucesso da cultura, como o
processo germinativo. Assim, estudos futuros podem abordar, para a melhor
compreensao da germinagdo durante o estresse térmico, a velocidade de
germinagcado das sementes, pois muitas vezes o estresse térmico pode provocar
alteracbes no decorrer do processo germinativo e ndo na quantidade de sementes
germinadas. Ainda, devido as implicagbes decorrentes do estresse oxidativo, torna-
se muito pertinente o estudo de substancias antioxidantes como o 6xido nitrico e as
enzimas antioxidativas catalase, superéxido dismutase e ascorbato peroxidase. Pelo
fato, da prolina nao ter mostrado funcdo osmoprotetora diante do estresse térmico, o
estudo de outros osmoprotetores, e.g. glicina betaina, trealose, sacarose e demais,
torna-se importante, a fim de verificar qual substancia é utilizada pelo guandu
nessas condicbes, bem como quantificar as poliaminas enddgenas, buscando
compreender que efeitos ocorrem no metabolismo destas substidncias com

poliaminas exdgenas.
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Figura 15. Poliaminas exdgenas no acumulo de prolina e no crescimento inicial de
plantulas de guandu, cv. BRS Mandarim, sob temperatura 6tima, no 10°
dia apos a semeadura. Temperatura otima: tratamentos adicionais de
25°C + 0,0mM; 25°C + 0,5mM Put e 25°C + 0,5mM Spd; Massa seca da
parte aérea (A) e da raiz primaria (B); prolina na parte aérea (C) e na raiz

primaria (D). *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P>0,05).
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Figura 16. Poliaminas exdégenas no acumulo de prolina e no crescimento inicial de
plantulas de guandu, cv. Caqui, sob temperatura 6tima, no 10° dia apés
a semeadura. Temperatura otima: tratamentos adicionais de 25°C +
0,0mM; 25°C + 0,5mM Put e 25°C + 0,5mM Spd; Massa seca da parte
aérea (A) e da raiz primaria (B); prolina na parte aérea (C) e na raiz

primaria (D). *Médias seguidas da mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P>0,05).



54

V. CONCLUSOES

v As poliaminas exdgenas nao atenuam os efeitos do resfriamento na germinagao
de sementes de ambas as cultivares de guandu.

v' Os efeitos negativos do estresse térmico por aquecimento na germinagao das
sementes sao atenuados pela Put e Spd exdgenas.

v" Nas plantulas, as poliaminas exégenas atenuam os efeitos das temperaturas
subdtimas e supradtimas por induzir o acumulo de prolina.

v" O aminoacido prolina pode ser considerado indicador bioquimico-fisiolégico em

plantulas de guandu sob temperaturas adversas.
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