(MUniversidade Estadual Paulista, Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane,
CEP 14884900 Jaboticabal, SP, Brasil. Email: geseira@hotmail.com, fjrc@bol.com.br, mariana.nbatista@yahoo.com.br,

s/ne,

Crescimento e conteudo de prolina em plantulas de guandu
submetidas a estresse osmoético e a putrescina exégena

Juliana Geseira Monteiro™, Flavio José Rodrigues Cruz", Mariana Batista Nardin
e Durvalina Maria Mathias dos Santos("

dumaria@fcav.unesp.br

Resumo — O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da aplicacdo da poliamina putrescina no acimulo de
prolina e no crescimento inicial de plantulas de guandu cultivadas sob estresse hidrico ou salino, e avaliar se
esta poliamina pode ser usada como atenuadora desses estresses. Sementes de duas cultivares de guandu, BRS
Mandarim e Caqui, foram germinadas em caixas gerbox forradas com papel de filtro umedecido com 0,0, -0,2,
-0,3, -0,4, -0,5 MPa de PEG 6000 ou 0, 20, 40, 60, 80 ¢ 120 mmol L de NaCl, na auséncia (0 mmol L) ou na
presenga (0,5 mmol L) de putrescina. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2x5x2 e 2x6x2 (duas cultivares, cinco niveis de deficiéncia hidrica ou seis niveis de estresse salino, e presenca
ou auséncia de putrescina), com quatro repeti¢des. O crescimento das plantulas é acentuadamente reduzido
pelas condigdes de restri¢ao hidrica e salinidade. A putrescina exdgena incrementa, sob ambos os estresses,
os teores de prolina nas plantulas de guandu, especialmente na cultivar BRS Mandarin, e atenua os efeitos da
deficiéncia hidrica moderada nas cultivares estudadas. Os estresses de restricao hidrica e de salinidade causam
acumulo de prolina na parte aérea e nas raizes de ambas as cultivares. A prolina pode ser considerada um bom
indicador bioquimico e fisiolégico desses estresses em plantulas de guandu.

Termos para indexagdo: Cajanus cajan, indicador bioquimico, poliamina, restri¢ao hidrica, salinidade, solutos
compativeis.

Growth and proline content in pigeon pea seedlings subjected
to osmotic stress and to exogenous putrescine

Abstract — The objective of this work was to verify the effect of the application of the polyamine putrescine
on the accumulation of proline and on the early seedling growth of pigeon pea subjected to water or salt
stress, and to evaluate whether this polyamine can be used to alleviate these stresses. Seeds of two cultivars
of pigeon pea, BRS Mandarim and Caqui, were germinated in gerbox boxes lined with filter papers soaked
with 0.0, -0.2, -0.3, -0.4, -0.5 MPa PEG 6000 or 0, 20, 40, 60, 80, and 120 mmol L' NaCl, in the absence
(0 mmol L) or presence (0.5 mmol L) of putrescine. A completely randomized design was used, in a 2x5x2
and 2x6x2 factorial arrangement (two cultivars, five levels of drought or six levels of salt stress, and presence
or absence of putrescine), with four replicates. Seedling growth is highly reduced by water restriction and
salinity conditions. Exogenous putrescine increases, under both stresses, the proline contents in pigeon pea
seedlings, especially in the cultivar BRS Mandarin, and alleviates the effects of moderate water deficiency on
the studied cultivars. Water restriction and salinity stresses cause accumulation of proline content in shoots
and roots of both cultivars. Proline can be considered a good biochemical and physiological indicator of these
stresses in pigeon pea seedlings.

Index terms: Cajanus cajan, biochemical indicator, polyamine, water restriction, salinity, compatible solutes.

Introducio

Os estresses abidticos em plantas t€ém despertado
grande interesse da pesquisa, que tem buscado
incessantemente por cultivares mais produtivas sob
condi¢des desfavoraveis de cultivo. Os estresses

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.49, n.1, p.18-25, jan. 2014
DOI: 10.1590/S0100-204X2014000100003

decorrentes da deficiéncia hidrica e da salinidade do
solo sdo os mais estudados, em razdo de seu forte
impacto sobre o crescimento e a produtividade das
plantas. A restri¢do hidrica ¢ responsavel por sérias
disfungdes nas plantas, pelo acentuado decréscimo
que causa no turgor das células, imprescindivel para
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o adequado metabolismo celular. Ja o estresse salino
pode ser responsavel por alteragdes morfologicas,
fisiologicas e bioquimicas, com reflexos sobre o
transporte de dgua e nutrientes nas plantas (Munns,
2011; Filippou et al., 2014).

Estresses abioticos sdo considerados os que mais
limitam a producdo de culturas agricolas ao redor do
mundo (Munns, 2011; Filippou et al., 2014). Wilhelm
(2014) apresenta diversos estudos sobre o assunto.
No entanto, pesquisas que tratam do tema ainda sdo
necessarias para maior compreensao dos mecanismos
de adaptagdo das plantas a ambientes com deficit
hidrico e aos que apresentam salinizacao grave (Kumar
etal, 2011; Munns, 2011; Fariduddin et al., 2013).

Varios mecanismos de protecdo sdo ativados
nas plantas em resposta a condigdes adversas de
crescimento. O ajuste osmotico constitui-se um dos
mecanismos fisiologicos mais eficazes para manutencao
da turgescéncia celular, sob condicdes de baixo
potencial hidrico no solo (Marijuan & Bosch, 2013).
Ele confere protecdo por curtos periodos de tempo
de estresse e ¢ importante quando as condi¢des nao
tardam a se normalizar. Esse mecanismo se estabelece
mediante o acumulo, no vactolo ou no citosol, de
solutos compativeis (prolina, glicina betaina, trealose,
sacarose, poliaminas, manitol, pinitol, entre outros)
que contribuem para a manutencdo do equilibrio
hidrico e a preservagdo da integridade de proteinas,
enzimas ¢ membranas celulares (Ashraf et al., 2011;
Marijuan & Bosch, 2013). Esses solutos também tém
funcdo osmoprotetora contra subprodutos toxicos
do metabolismo, resultantes do estresse hidrico.
O acumulo de solutos compativeis nao € nocivo
ao metabolismo celular e, por aumentar a pressdo
osmotica no interior das células, mantém a absorc¢ado de
agua e a pressao de turgor das células, o que concorre
para a continuidade dos processos fisioldgicos, ainda
que em niveis menores (Marijuan & Bosch, 2013).

O aminoacido prolina é o soluto compativel mais
estudado, em razdo de sua sensibilidade de resposta a
condicdes de estresse (Trovato et al., 2008; Verbruggen
& Hermans, 2008; Ashraf et al., 2011). Em plantas
sob estresse, o conteudo de prolina pode aumentar até
100 vezes, em comparacdo ao observado em plantas
cultivadas sob condi¢des normais (Verbruggen &
Hermans, 2008). Esse acimulo fornece um importante
pardmetro para a sele¢do de plantas resistentes
(Verbruggen & Hermans, 2008). Além disso, € comum

a constatagdo de que teores aumentados de prolina
atenuam os efeitos do estresse hidrico (Cvikrova
et al., 2013; Filippou et al., 2014). Segundo os autores,
o acimulo ocorre pela sintese “de novo” ou pela
inibicdo do processo de oxidagdo da prolina. Embora
haja abundante literatura sobre o acumulo de prolina,
em plantas sob varios tipos de estresse, ndo se sabe ao
certo se esse acumulo sempre ocorre (Trovato et al.,
2008; Ashraf et al., 2011; Szabados et al., 2011).

As poliaminas (putrescina, espermidina, espermina
e cadaverina) ocorrem naturalmente em plantas. Estas
sdo substancias de baixo peso molecular, policatidnicas,
alifaticas e nitrogenadas (Takahashi & Kakehi, 2010;
Hussain et al., 2011; Fariduddin et al., 2013), que
podem ser utilizadas por algumas plantas na defesa
contra condi¢des adversas. O interesse pelas poliamidas
se deve ao fato de elas apresentarem vias metabodlicas
interconectadas com diferentes rotas envolvidas na
formacao de moléculas e metabolitos relevantes para
sinalizar as respostas das plantas ao estresse (Duan
et al., 2008; Takahashi & Kakehi, 2010; Fariduddin
et al., 2013; Gupta et al., 2013; Filippou et al., 2014).
Trabalhos recentes destacam que as poliaminas estdo
envolvidas na protegao das plantas a restri¢ao hidrica e
a salinidade (Takahashi & Kakehi, 2010; Hussain et al.,
2011; Gupta et al., 2013; Filippou et al., 2014; Kotakis
et al., 2014). Os relatos indicam que, sob condigdes
de estresse, o contetido de poliaminas endogenas em
algumas plantas podem diminuir. Dessa forma, o uso
de poliaminas exoégenas, em especial da putrescina,
pode atenuar os efeitos de varios tipos de estresse nas
plantas ¢ aumentar a tolerancia das culturas (Quinet
et al., 2010; Ashraf et al., 2011; Hussain et al., 2011;
Sharma et al., 2011; Amri & Mohammadi, 2012; Gupta
et al., 2013; Kotakis et al., 2014).

Diversos autores observaram estreita relacdo entre
o acumulo de prolina e de poliaminas em plantas sob
estresse, pelo fato de elas compartilharem o mesmo
precursor, a ornitina, nas rotas de biossintese (Alcazar
et al., 2010; Quinet et al., 2010; Filippou et al., 2013,
2014; Lutts et al., 2013; Kotakis et al., 2014). Portanto,
¢ relevante averiguar a possiblidade de a putrescina
melhorar as respostas de plantas sob estresse abiotico,
mediante a avaliagdo do crescimento ¢ a determinagao
dos teores de prolina.

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da
aplicacdo da poliamina putrescina no actmulo de
prolina e no crescimento inicial de plantulas de guandu
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cultivadas sob estresse hidrico ou salino, ¢ avaliar se
esta poliamina pode ser usada como atenuadora desses
estresses.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no laboratorio de
Fisiologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinaria, da Universidade Estadual Paulista,
em Jaboticabal, SP. Foram utilizadas sementes
selecionadas de guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.],
das cultivares BRS Mandarim e Caqui, cedidas pela
empresa Wolf Seeds do Brasil, Ribeirao Preto, SP.

O estudo foi realizado em dois experimentos,
cada um conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial (2x5x2 ou 2x6x2)
constituido por: duas cultivares de guandu; cinco
tratamentos de restricdo hidrica (0,0, -0,2, -0,3,
-0,4 e -0,5 MPa) simulada por PEG 6000 (primeiro
experimento) ou seis tratamentos salinos (0, 20, 40, 60,
80 ¢ 120 mmol L' de NaCl; segundo experimento);
e duas concentragdes da poliamina putrescina (0 e
0,5 mmol L) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, EUA),
conforme recomendacdes de Jiang et al. (2012). Foram
utilizadas quatro repeti¢des em ambos 0s experimentos,
com 25 sementes por repeticao.

A semeadura foi realizada em caixas de plastico
tipo gerbox esterilizadas, contendo papel de filtro
umedecido com as solugdes de PEG 6000 ou NaCl,
na presenca ou na auséncia da putrescina. As caixas de
plastico foram mantidas em camara de germinagdo, a
25°C=0,2 e fotoperiodo de 12 horas.

No décimo dia apds a semeadura, foram avaliados
os teores de prolina e o crescimento inicial da parte
aérea e das raizes primarias. A prolina livre da parte
aérea ¢ das raizes foi extraida pelo método do acido
sulfossalicilico e determinada em espectrofotometro, a
520 nm, de acordo com Bates et al. (1973). A massa de
matéria seca das partes vegetativas foi avaliada apos
secagem em estufa de ventilacdo forg¢ada de ar, a 60°C,
por 48 horas.

Regressdes polinomiais foram ajustadas aos dados
quantitativos referentes aos tratamentos de restrigdo
hidrica e salinidade, e o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, foi utilizado para comparagdo dos
parametros qualitativos, relacionados a presenca ou a
auséncia de putrescina e as duas cultivares de guandu.
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Resultados e Discussao

A deficiéncia hidrica foi o estresse com maior
impacto nos teores de prolina ¢ no crescimento das
plantulas; porém, os efeitos do estresse salino sobre
essas variaveis também foram significativos (Tabela 1).
Os efeitos da deficiéncia hidrica sofreram interacao de
todos os demais fatores, enquanto os do estresse salino
somente interagiram com as cultivares.

Os teores de prolina da parte aérea e da raiz
aumentaram com a reducdo da disponibilidade hidrica
ou com o aumento da salinidade (Figuras 1 e 2) e, nas
raizes da cultivar BRS Mandarim, foram especialmente
sensiveis a salinidade, principalmente a partir da
concentracdo salina de 20 mmol L' (Figura 2).

O crescimento da parte aérea e das raizes foi
negativamente afetado pelos estresses, em ambas as
cultivares (Figuras 1 e 2). A reducgdo no crescimento
das plantulas de guandu pelo aumento da salinidade foi
expressivo, mesmo com o incremento observado nos
teores de prolina, na parte aérea ¢ nas raizes. A redugao
do potencial hidrico, induzida pelo PEG ou pelo sal,
bem como os efeitos citotoxicos dos ions Na' e CI', no
caso da salinidade, s3o responsaveis pela reducao no
crescimento das plantulas (Gordin et al., 2012; Maia
etal., 2012).

Em situagdes de restri¢dao hidrica ou de toxidez por
Na® e CI, a degradacdo de compostos celulares e a
sintese de metabolitos indesejaveis podem promover
reducdo drastica do crescimento (Machado Neto et al.,
2006). Portanto, os niveis de salinidade foram efetivos
em reduzir o crescimento das plantulas de guandu,
apesar do acimulo de prolina na matéria seca. Filippou
et al. (2014), no entanto, relatam que o acumulo desse
aminoacido estd envolvido na inducdo de tolerancia
a estresses osmoticos severos e ¢ uma das estratégias
de sobrevivéncia adotadas pela espécie Ailanthus
altissima, quando submetida a estresses salinos de 150
e 300 mmol L.

O maior acumulo de prolina nas raizes da cultivar
BRS Mandarim nao foi capaz de proteger o crescimento
destas, em comparagdo a cultivar Caqui (Figura 1).

Com o desdobramento da interagdo entre os efeitos
de PEG e putrescina exogena sobre o acumulo de
prolina, constatou-se que, em niveis moderados de
restrigdo hidrica, a putrescina favoreceu o actimulo
do aminodcido na parte aérea (Figura 3), sem efeito
expressivo sobre a massa de matéria seca, tanto da
parte aérea como da raiz.
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Tabela 1. Quadrados médios dos teores de prolina e do crescimento inicial de plantulas de guandu (Cajanus cajan)
submetidas aos estresses hidrico (PEG 6000) ou salino (NaCl), com e sem adigdo de putrescina.

Fonte de variacao GL Teor de prolina (umol g' da matéria fresca) Crescimento inicial (g por plantula)
Parte aérea Raizes primarias Parte aérea Raizes primarias
Experimento com restrigao hidrica (PEG 6000)
Cutivares (C) 1 0,4526%* 0,0240m 0,0020** 0,0234%*
PEG (H) 4 33,0169%* 38,0061** 0,0982%* 0,0185%*
Putrescina (P) 1 0,4702%* 0,2827** 0,0016** 0,0004
Interagdo (CxH) 4 1,0234** 0,4930** 0,0011%** 0,0012%*
Interagdo (CxP) 1 8,4065%* 4,2549%* 0,0036** 0,0098"
Interagdo (HxP) 4 1,1935%* 0,9392%* 0,0006** 0,0026%*
Interagdo (CxHxP) 4 0,7370%** 0,9069%* 0,0007** 0,0007*
Residuo 60 0,0053 0,0111 0,0001 0,0003
CV (%) 3,5246 3,6180 8,0671 12,4579
Experimento com estresse salino (NaCl)
Cultivares (C) 1 371,8371%* 11950,5532%* 0,0279%* 0,0007**
Estresse salino (S) 5 24168,1390** 33019,0123** 0,0180 ** 0,0074**
Putrescina (P) 1 2333,7368** 7615,7030** 0,0058** 0,0031**
Interagdo (CxS) 5 453,8574%* 3440,6659** 0,0084** 0,0006%*
Interagdo (CxP) 1 1,3084" 45,0628 0,0000" 0,0013**
Interagdo (SxP) 5 84,4373 297,3983" 0,0017* 0,0005%*
Interagdo (CxSxP) 5 46,6774 378,2510™ 0,0041** 0,0005*
Residuo 72 42,0388 202,1998 0,0006 0,0010
CV (%) 6,4220 10,6403 12,8301 8,4279
"Nao significativo. * e **Significativo pelo teste F, a 5 ¢ 1% de probabilidade, respectivamente.
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Figura 1. Teores de prolina (umol g' da matéria fresca) e crescimento inicial (g por plantula) da parte aérea e de raizes primarias
de guandu (Cajanus cajan), das cultivares BRS Mandarim e Caqui, submetidas a deficiéncia hidrica (PEG 6000).
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Figura 2. Teores de prolina (umol g' da matéria fresca) e crescimento inicial (g por plantula) da parte aérea e de raizes
primarias de guandu (Cajanus cajan), das cultivares BRS Mandarim e Caqui, submetidas ao estresse salino (NaCl).
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Figura 3. Teores de prolina (umol g' da matéria fresca) e crescimento inicial (g por plantula) da parte aérea e de raizes
primarias de plantulas de guandu (Cajanus cajan), submetidas ou ndo a aplicagio de putrescina (0,5 mmol L), no experimento

de restri¢ao hidrica (PEG 6000).
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No tratamento com niveis de salinidade, a adigdo
de putrescina exdgena aumentou os teores de prolina
na parte aérea ¢ nas raizes das plantulas de guandu
(Tabela 2). Quanto ao acimulo de matéria seca nas
raizes, em que houve interagdo dos efeitos da adicao de
putrescina com o de cultivares (Tabela 1), a poliamina
aumentou a massa de matéria seca na cultivar BRS
Mandarim, mas ndo produziu efeito na cultivar Caqui
(Tabela 2).

No desdobramento dos efeitos da putrescina e da
salinidade sobre o acimulo de matéria seca na parte
aérea e nas raizes, verificou-se que a putrescina
exogena foi capaz de atenuar os efeitos da salinidade
na redug@o do crescimento das raizes, mas apresentou
efeito menos evidente na parte aérea (Figura 4).

A utiliza¢do da putrescina exodgena em plantas de
soja e citros submetidas a estresse salino aumenta
os teores foliares de prolina e contribui para uma
resposta positiva das plantas aos efeitos da salinidade
(Su & Bai, 2008; Sharma et al., 2011). No presente
trabalho, entretanto, o tratamento com 0,5 mmol L' de
putrescina nao foi efetivo em minimizar a redu¢do do
crescimento da parte aérea e das raizes das plantulas de
guandu submetidas a restri¢ao hidrica (Figura 3).

Possivelmente, a adicdo de 0,5 mmol L' de
putrescina ndo foi suficiente para promover a sintese
de outras poliaminas enddgenas que participam da
atenuacdo dos estresses, como a espermidina e a
espermina, uma vez que a putrescina € importante
precursor da Dbiossintese dessas poliaminas, com
reflexos positivos inclusive na produtividade das
plantas (Quinet et al., 2010; Takahashi & Kakehi,
2010). Estudos apontam incremento no crescimento de
plantulas sob estresses com a aplicagdo de poliaminas
(Khan et al., 2012) e redugdo de perdas hidricas por
folhas de tabaco submetido a deficiéncia hidrica

Tabela 2. Teores de prolina na parte aérea e¢ nas raizes
primarias, e crescimento inicial das raizes de duas cultivares
de guandu (Cajanus cajan) em fungdo da adi¢do de
putrescina, no experimento sob estresse salino™.

Putrescina Teor de prolina Massa de matéria seca
(mmol L) (umol g' da matéria fresca) (g por plantula)

Parte aérea Raizes primarias BRS Mandarim Caqui
0,0 96,0302b 124,7329b 0,1455bB 0,1584aA
0,5 105,8915a 142,5464a 0,1643aA 0,1623aA

(WMédias seguidas de letras iguais, mintsculas nas colunas e maitsculas
nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

(Kotakis etal.,2014). Com 1 ¢ 2 mmol L' de putrescina
exogena, concentragdes significativamente maiores
que a usada no presente trabalho, tém-se observado
aumento da massa seca de raizes de plantulas de roma
(Punica granatum L.) sob restri¢ao hidrica e estresse
salino (Amri et al., 2011; Amri & Mohammadi, 2012).

Nos casos em que ndo houve resposta a aplicacdo
de putrescina, provavelmente, os potenciais osmoticos
e as concentragdes salinas foram severas a ponto de
contrabalangar os possiveis efeitos atenuadores da
putrescina. Outra possibilidade estd relacionada a
concentracao utilizada dessa poliamida, que pode ter
sido muito baixa. Além disso, constatou-se que ambas
as cultivares de guandu utilizadas foram bastante
suscetiveis aos tratamentos de restrigdo hidrica e
salinidade.

Os resultados obtidos sugerem que os efeitos da
putrescina exodgena aplicada nas cultivares de guandu
requerem outra abordagem investigativa que possa
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Figura 4. Crescimento inicial (g por plantula) da parte aérea
e de raizes primarias de plantulas de guandu (Cajanus cajan),
submetidas ou ndo a aplicacdo de putrescina (0,5 mmol L"),
no experimento de estresse salino (NaCl).
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revelar sua fungdo no metabolismo das plantulas. Su
& Bai (2008), por exemplo, investigaram a atividade
da enzima diamina oxidase, envolvida na degradagdo
da putrescina e fornecedora de substratos para a sintese
de prolina.

Apesar de ndo terem sido capazes de proteger
as plantulas dos estresses estudados, os contetdos
de prolina podem ser considerados indicadores
bioquimicos e fisiologicos efetivos dos efeitos da
restricao hidrica e da salinidade, em guandu.

Conclusoes

1. O crescimento das plantulas de guandu (Cajanus
cajan) ¢ acentuadamente reduzido pelas condigdes de
restricao hidrica e salinidade.

2. Em ambas as cultivares, a putrescina exogena
aumenta os teores de prolina em plantulas sob niveis
moderados de deficiéncia hidrica e os reduz em niveis
mais severos de estresse.

3. A putrescina exodgena atenua os efeitos do estresse
salino moderado sobre o crescimento das raizes das
cultivares de guandu.

5. A prolina pode ser considerada um osmolito
indicador bioquimico e fisiologico dos efeitos dos
estresses hidricos e salinos em plantulas de guandu.
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