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TEOR DE LIGNINA E RESPOSTAS ANTIOXIDANTES DE MILHO FORRAGEIRO
SOB ESTRESSE SALINO E ACIDO SALICILICO EXOGENO

RESUMO - Muitos estudos apontam que o acido salicilico (AS) esta envolvido
na adaptacao de plantas a estresses abidticos. Entretanto, pouco se sabe sobre a
acdo deste horménio na sintese de importantes metabdlitos secundarios em
condicBes de estresse, como a lignina. Para tanto, foram estudados neste trabalho os
efeitos de AS exdgeno no crescimento, lignificacdo, metabolismo antioxidativo,
acumulo de osmdlitos compativeis e acimulo de Na* e macronutrientes em folhas de
milho sob concentracdes crescentes de NaCl. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4, representado pelas
concentracfes de AS (0,0 e 0,5 mM) e concentracdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM).
As plantas foram submetidas aos tratamentos no estadio fenolégico V4 (quatro folhas
completamente desenvolvidas), enquanto que as avaliagbes foram realizadas no
estadio V6 (seis folhas completamente desenvolvidas). Foram avaliados os seguintes
parametros na parte aérea: area foliar, massa seca, teor de lignina, peroxidacao
lipidica, teor de perdxido de hidrogénio (H202), atividade enzimatica da superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), teor de prolina (Pro) e glicina betaina, relacéo
Na*/K* e teor de macronutrientes (N, P, Ca, Mg, S). O estresse salino reduziu o
crescimento da parte aérea da planta, além de induzir maior acumulo de Pro e GB,
peroxidacao lipidica, atividade da CAT e lignificacéo foliar. A adicdo de AS a solugéo
nutritiva atenuou o efeito da salinidade sobre o crescimento vegetal até a
concentracdo de 100 mM de NaCl, o que pode estar relacionado a maior lignificacao,
aumento na atividade da SOD e teores de Pro e H202, maior teor de N e Ca, além de
reducdes nos niveis foliares de Na* e peroxidacao de lipidios. Dessa forma, conclui-
se que o0 AS exdgeno atenua os efeitos deletérios de estresse salino baixo e moderado
por trés vias: maior lignificacdo foliar, o que pode se relacionar a maior producdo de
H202; menor peroxidacao lipidica, relacionada a maior atividade de SOD; e menor
teor foliar de Na+, aliado a aumento nos teores de Ca?* e N.

Palavras-chave: Zea mays L., salinidade, regulador vegetal, lignificacdo, estresse

oxidativo.



LIGNIN CONTENT AND ANTIOXIDANT RESPONSES OF GRAZING CORN
UNDER SALT STRESS AND EXOGENOUS SALICYLIC ACID

ABSTRACT - Several studies demonstrate that salicylic acid (AS) is involved in
the adaptation responses of plants to abiotic stresses. However, not much is known
about the action of this hormone on the synthesis of important secondary metabolites,
as lignin. For this purpose, in this work it was assessed the effects of exogenous
application of SA on the growth, lignification, antioxidant metabolism, compatible
osmolytes content, and concentration of Na* and in maize leaves under increasingly
NaCl concentrations. It was adopted a completely randomized design and a 2x4
factorial layout, representing SA concentrations (0.0 and 0.5 mM) and NaCl
concentrations (0, 50, 100 and 150 mM) in hydroponics. Plants were exposed to the
treatments at the V4 phenological stage (with four completely developed leaves), and
evaluations were performed at V6 stage (six completely developed leaves). The
following parameters were assessed on shoots: leaf area, dry weight, lignin content,
lipid peroxidation, enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT), proline (Pro) and glycinebetaine (GB) contents, Na*/K* ratio and macronutrients
concentration (N, P, Ca, Mg and S). Salt stress impaired shoot growth, also inducting
higher accumulation of Pro and GB, lipid peroxidation, CAT activity, leaf lignification
and also lower content of all evaluated nutrients. The application of AS alleviated the
deleterious effects of salinity on maize shoot growth until 200 mM of NaCl, what can
be related to an enhancement of SOD activity, lignin, proline and H20:2 contents, higher
N and Ca contents, as to lower lipid peroxidation and Na* content. This way, it is
concluded that exogenous AS mitigates the negative effects of low and moderate salt
stress on maize through three main ways: higher leaf lignification, which can be
correlated with higher H20z2; lower lipid peroxidation, explained by higher SOD activity;
and lower Na+ content, followed by increased leaf contents of Ca?*.

Keywords: Zea mays L., salinity, plant growth regulator, lignification, oxidative stress.



1. INTRODUCAO

A salinidade é um dos principais fatores limitantes & producdo agricola,
afetando mundialmente ao menos 20% das areas cultivadas (SHRIVASTAVA,
KUMAR, 2015). Algumas regifes do planeta, como as aridas e semiaridas, possuem
naturalmente solos afetados pela salinidade. Entretanto este processo vem se
intensificando em terras araveis devido as mudancas climéticas globais e por préaticas
como irrigacdo com aguas de ma qualidade, expandindo-se cerca de 10% a cada ano
(SHRIVASTAVA; KUMAR, 2015; ABDELGAWAD et al., 2016).

A maioria das espécies vegetais € considerada glicofita, por ser adaptada a
ecossistemas com baixos niveis de salinidade do solo. Com o excesso de sais
soluveis, o desenvolvimento destas espécies é prejudicado por duas vias principais:
estresse osmatico, resultando em menor absor¢cdo de agua pelas raizes e
desidratacdo interna; e estresse ibnico pelo acumulo excessivo de ions salinos,
afetando o metabolismo celular (MUNNS; TESTER 2008; CARRASCO-RIOS; PINTO,
2014; ABDELGAWAD et al., 2016).

O metabolismo aerdbico inevitavelmente gera espécies reativas de oxigénio
(EROs), como o anion superoxido (O2™), radical hidroxila ("OH), oxigénio singlet (*O2)
e peréxido de hidrogénio (H202) em organelas como mitocdndrias e cloroplastos
(MITTLER, 2017). Todavia, perturbacdes metabdlicas do estresse salino conduzem a
desequilibrio entre a producdo e consumo destas EROs, desencadeando estresse
oxidativo que resulta na degradacédo de lipideos, proteinas e acidos nucleicos, com
consequente morte celular (MITTLER, 2017). Para manutencao de niveis adequados
destas moléculas, as plantas contam com agentes antioxidantes enzimaticos, como a
superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Além disso, compostos como 0s
osmolitos compativeis prolina (Pro) e glicina-betaina (GB), podem também degradar
diretamente e indiretamente os niveis de EROs (SIGNORELLI et al.,, 2014;
MALEKZADEKH, 2015).

A lignificagdo da parede celular secundaria € uma das respostas da planta a
estresses ambientais, sendo relatada a intensificacdo deste processo em diversas
espécies sob salinidade (FREI, 2013). Esta resposta € dependente do metabolismo

antioxidativo, uma vez que a biossintese da lignina € mediada por H202, o0 qual atua



tanto como molécula sinalizadora em eventos em cascata, quanto como receptor de
elétrons no processo de polimerizagdo de monolignais, tais como peroxidases (SU et
al., 2005; FREI, 2013). O entendimento do processo de lignificacdo € de grande
importancia, pois ao mesmo tempo em que esta molécula contribui com a tolerancia
a estresses abiodticos, ainda é considerada limitante & expanséo celular por se
relacionar ao enrijecimento da parede (PARIZOTTO et al., 2015).

O milho (Zea mays L.) € uma espécie glicéfita, tendo seu metabolismo e
desenvolvimento prejudicados por altas concentracdes de sais sollUveis. Nesta
espécie, um dos efeitos da salinidade é o aumento da lignificagcdo dos tecidos das
raizes (KARAHARA et al., 1994). Entretanto, o acimulo da lignina na parte aérea em
plantas de milho carece de mais estudos, pelo fato de que nesta espécie diferentes
orgdos podem apresentar alteracbes metabodlicas completamente distintas em
resposta ao estresse salino (ABDELGAWAD et al., 2016). Além disso, o teor de lignina
da biomassa da parte aérea de milho esta relacionado a qualidade da matéria-prima
para alimentacdo animal, geracdo de bioenergia e resisténcia a varios estresses
ambientais (FORNALE et al., 2012; FREI, 2013).

A utilizacdo de compostos exdgenos para atenuacao de estresses nas plantas
esta se constituindo em uma prética agricola. Dentre estes, o acido salicilico (AS) vem
sendo considerado um promissor atenuador dos efeitos deletérios do estresse salino.
O AS, composto fendlico que atua como hormdnio vegetal, era inicialmente conhecido
por desencadear respostas a infeccado patogénica, porém vem sendo estudado sua
func@o em respostas a estresses abioticos (MISRA; MISRA, 2012; JAYKANNAN et al.
2015b; KHAN et al., 2015b). Em milho, beneficios da aplicacdo exdégena de AS ja
foram reportadas sob estresse salino (GUNES et al., 2007; GAUTAM; SINGH, 2009;
AGAMI, 2013; TONEL et al., 2013). Entretanto, sdo escassos 0s relatos dos efeitos
desse hormdnio no metabolismo secundéario, como o processo de lignificagéo.

Baseando-se na hipdtese que AS atenua os efeitos deletérios da salinidade nas
plantas, plantas de milho foram expostas a AS exdgeno e diferentes concentracdes
de NaCl para avaliar se a modificagdo no acumulo foliar de lignina esta entre as vias
de mitigacdo do estresse salino induzidas pelo AS, assim como seus efeitos em outros

parametros de resposta a salinidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € uma espécie originaria do sul do México, surgida a
partir da domesticacao do teosinto (Zea mays spp. parviglumis lltis & Doebley) iniciada
a cerca de 6000 a 9000 anos (BEADLE, 1939; SHABAZ; ASHRAF, 2013).

O milho é o terceiro cereal mais importante do mundo, apés o arroz e o trigo
(FAROOQ et al., 2015). O Brasil se destaca como um dos principais produtores
mundiais, sendo superado somente por Estados Unidos e China. A produtividade
nacional de milho na safra 2016/2017 foi de 5.562 kg ha?, o que resultou numa
producdo de 97.842,8 mil toneladas de grdos (CONAB, 2018). Nas Ultimas sete
décadas, a producao brasileira de milho aumentou 4,61 vezes, acompanhada de uma
expansdo de apenas 3,86 de areas cultivadas (GALVAO et al., 2014), reflexo da
constante adocdo de novas tecnologias na cadeia produtiva da cultura. Entretanto, a
producdo deve seguir crescente para garantia da seguranca alimentar mundial, pois
nao h& perspectiva para estabilizacdo da populacdo mundial neste século, podendo
atingir entre 9,6 e 12,3 bilh6es de pessoas até 2100 (GERLAND et al., 2014).

O ciclo produtivo da cultura do milho é negativamente impactado pela
salinidade, desde a germinacédo de sementes (KAYA et al., 2015) até a iniciacao floral
e formacéo de espigas (HENRY et al., 2015). Estes efeitos deletérios séo resultado
da interferéncia do estresse salino sobre varios parametros fisiologicos da espécie,
sendo bem documentados na literatura (AZEVEDO NETO et al., 2005; GUNES et al.,
2007; GAUTAM; SINGH, 2009; CARRASCO-RIOS; PINTO, 2014; ABDELGAWAD et
al., 2016; JIANG et al., 2016).



2.2. Estresse salino

A presenca de sais no solo é um fenémeno de ocorréncia natural, com o qual
0s seres humanos convivem desde os primordios da civilizacdo (JACOBSEN;
ADDAMS, 1958). Alguns solos séo classificados como solos salinos, quando
marcados pela presenca excessiva de sais sollveis, enquanto que outros possuem
excesso de ions Na* na solugéo e adsorvidos a fracdo solida, sendo denominados de
sédicos (QADIR et al., 2008). Segundo D’Odorico et al. (2013), é estimado que em
ambito mundial aproximadamente 831 milhdes de hectares sdo afetados pela
salinidade. Algumas regides do planeta, em especial as aridas e semiaridas, podem
naturalmente ter solos afetados pela salinidade, por causa de fatores como baixa
precipitacdo pluviométrica e altas temperaturas locais (ABDELGAWAD et al., 2016).

Entretanto, diversas regides no mundo vém registrando problemas crescentes
com a concentragdo de sais nos solos (ROY et al., 2014; HAJ-AMOR et al., 2016;
GONZALEZ et al., 2017; MARCHESINI et al., 2017). Segundo Rengasamy (2006), a
salinizacao dos solos é definida como o acumulo de sais solUveis em agua na parte
superior do perfil do solo a um nivel prejudicial a producéo agricola, sustentabilidade
de um ecossistema e/ou a estabilidade econémica e social. Apesar de a salinizagao
ser um processo natural e continuo, vem ocorrendo intensificacdo pela salinizacdo
“secundaria” resultante de atividades humanas (JAYAKANAAM et al., 2015b).

Dentre as atividades humanas que levam a salinizacdo secundaria, a irrigacao
se destaca. O manejo inadequado de irrigacdo e drenagem pode expandir as areas
com problemas de sais e sédio trocavel, inviabilizando-os para a agricultura
(TAVARES FILHO et al., 2012). E estimado que entre 2 e 3x107 hm2 de terras irrigadas
no mundo estdo prejudicadas pela salinizacdo, dos quais até 1,5% podem ser
consideradas permanentemente invidveis para atividades agricolas (ZENG et al.,
2014). Tal constatacdo é preocupante diante do fato de que a irrigacdo com agua
salina vem se tornando uma realidade em funcédo da escassez e deterioracdo de
recursos hidricos, inclusive em poténcias agricolas como os Estados Unidos, China e
Brasil (JIANG et al., 2012; DUAN; FEDLER, 2013; SILVA et al., 2014; HAJ-AMOR et



al., 2016). Segundo Payen et al. (2016), a contaminacg&o de recursos hidricos por sais
atinge até um tergo da area global.

Problemas com salinidade ja séo recorrentes no Brasil, com destaque para a
regido Nordeste. Esta regido compreende cerca de 58% do territério nacional, e
grande parte da agua utilizada para irrigacdo nessa regido possui alto teor de sais
(SILVA et al., 2014). Nos estados de Pernambuco, Ceara e Paraiba, cerca de 30%,
25% e 40% das areas irrigadas, respectivamente, sdo afetadas por altas
concentracdes sais e/ou sédio nos solos (FAGERIA; GHEYI, 1997; TAVARES FILHO
et al., 2012).

As plantas podem ser classificadas como haléfitas ou glicéfitas em funcéo de
sua tolerdncia a salinidade. As hald6fitas sdo as espécies vegetais capazes de
completar seu ciclo de vida em ambientes com concentracdes salinas iguais ou
superiores a 200 mM (FLOWERS et al., 1986). Estas espécies ocupam ambientes
como desertos salinos, areas costeiras e manguezais, representando apenas 0,14%
das espécies vegetais catalogadas até o momento (FLOWERS; COLMER, 2015). As
demais espécies, adaptadas para ecossistemas com solos com baixo nivel de sédio
e que mantém baixos teores de so0dio em seus tecidos aéreos, sdo denominadas
glicéfitas (CHEESEMAN, 2015), grupo ao qual o milho e a maioria das culturas

agricolas se integram.

O estresse salino apresenta dois efeitos em potencial sobre o crescimento de
plantas glicéfitas: diminuicdo do potencial hidrico do substrato e toxicidade por
excesso de ions salinos, em especial Na* e CI, com consequente desequilibrio na
absorcao e transporte de nutrientes minerais (FAROOQ et al., 2015). Munns (1993)
propds que a reducdo do crescimento e desenvolvimento de plantas expostas a
salinidade ocorre segundo um modelo bifasico: a primeira marcada pelo estresse

osmotico, e a segunda predominantemente pela toxicidade ionica.

O estresse osmotico esté relacionado ao acumulo de ions na solugéo do solo,
reduzindo seu potencial hidrico e diminuindo a absor¢do de agua pelas raizes
(MUNNS; TESTER, 2008). As células sob estresse osmaotico apresentam menor
presséao de turgor sobre as paredes celulares, o que diminui o crescimento do vegetal.

Além da menor expansao celular, que € o processo mais sensivel a deficiéncia hidrica,



0 estresse osmotico também afeta negativamente processos como sintese de paredes

celulares e proteinas, condutancia estomatica e fotossintese (TAIZ et al., 2017).

Os ions mais relacionados a salinidade sédo Na*, Ca?*, Mg?*, Cl, SO4> e HCOz
(YADAV et al., 2011). Interessantemente, estes ions frequentemente sdo constituintes
de adubos utilizados na agricultura, evidenciando como a ag¢do antropica pode
contribuir para intensificacdo deste processo. Dentre eles, os mais estudados sdo Na*
e CI, por sua natureza toxica quando em excesso no meio celular e pela competicao

com outros elementos na absorgéo pelas raizes.

Plantas C4 possuem uma pequena demanda de Na* em seu metabolismo, a
um nivel comparavel ao de micronutrientes, apesar desta essencialidade ndo se
aplicar a algumas espécies, como o milho (FURUMOTO et al., 2011; CHEESEMAN,
2015). Segundo Kronzucker et al. (2013), o ion Na* por si s6 ndo é téxico ao
metabolismo vegetal. Entretanto, sabe-se que em altas concentracdes este ion
prejudica a absorcéo e transporte de nutrientes através de interacdes competitivas ou
pela modificagéo da seletividade idnica de membranas (FAHAD; BANO, 2012). O
principal caso de competicdo ibnica estudada é o antagonismo com o potassio (K*),
com frequentes relatos do aumento da relacdo Na*/K* e disturbio de processos
metabdlicos regulados pelo K* (QU et al, 2012; SHAHZAD et al., 2012;
ABDELGAWAD, 2016; JIANG et al., 2016; FAUST; SCHUBERT, 2017).

O CI é considerado um micronutriente, com participacdo na clivagem da
molécula de H20 na fotossintese e regulagdo da movimentagdo estomatica
(KOPSELL; KOPSELL, 2015). Entretanto, em excesso prejudica o desenvolvimento
vegetal, por vias como o antagonismo com os ions SO4 e NOs (SHAHZAD et al.,
2012). E considerado um soluto menos téxico do que o Na*, entretanto algumas
espécies sao mais sensiveis ao Cl- que ao Na*, como soja, abacate e videira (MUNNS;
TESTER, 2008).

O excesso de sais no solo pode ainda causar danos indiretos. O aumento do
teor de sais nos solos aumenta a disponibilidade de metais pesados as plantas
mediante a formacdo de complexos entre o Cl- e cations como Pb?*, Cd?* e Mn?*,
intensificando a toxicidade as plantas em solos contaminados com metais pesados
(WAHLA, KIRKHAM, 2008; ALMAROAI et al., 2014). Além disso, Na* promove



degradacdo fisica dos solos, estando relacionado a instabilidade de agregados,
dispersdo de minerais de argila e redugcdo da condutividade hidraulica e aeracao
(ARIENZO et al.., 2012; HE et al., 2013; HE et al., 2015; PAYEN et al., 2016).

2.3. Metabolismo oxidativo

O metabolismo aerobico inevitavelmente resulta na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), como o anion superoxido (O2"), radical hidroxila (‘OH),
peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singlet (*02) (MITTLER, 2017). Nas plantas,
sdo fontes significativas de EROs o apoplasto, os cloroplastos, peroxissomos e
qualquer compartimento celular que possua proteina ou moléculas com potencial
oxirredutor suficiente para reduzir ou excitar o oxigénio atmosférico (FISCHER et al.,
2013; MITTLER, 2017). Em concentra¢des adequadas, estas moléculas podem atuar
como mensageiros secundarios para regulacdo de diversos processos metabdlicos,
como a fotofosforilacdo ciclica e os movimentos estomaticos em funcdo de fatores
ambientais (HUA et al., 2012; STRAND et al., 2015; GILROY et al., 2016; MITTLER,
2017). Contudo, sob estresse ambiental, como salinidade, déficit hidrico e
temperaturas extremas, pode ocorrer perturbacées a homeostase celular, resultando

em acumulo excessivo de EROs e desencadeando estresse oxidativo.

Dentre as EROs, o H20:2 se destaca por ser a mais estavel, possuindo meia-
vida de 1 ms, além de poder se translocar em distancias maiores que as demais EROs
(HOSSAIN et al., 2015; MITTLER, 2017). Pode ser produzido pelas plantas por
diversas formas, como pela oxidacdo parcial da 4gua no fotossistema Il (POSPISIL,
2009), pela oxidacdo do glicolato nos peroxissomos durante a fotorrespiracao
(KANGASJARVI et al., 2012; HOSSAIN et al., 2015) e pela dismutacdo do anion O2"
pela enzima superéxido dismutase (SOD) (MIGNOLET-SPRUYT et al., 2016). A
dismutacdo do Oz também ocorre espontaneamente, entretanto a reacéo € 10 vezes
mais rapida quando catalisada pela SOD (RESENDE et al., 2003). Em concentra¢cfes
muito elevadas, causa danos as plantas por reagir principalmente com proteinas e

com &acido desoxirribonucleico (MITTLER, 2017). Entretanto, H202 em baixas



concentragbes € uma importante molécula sinalizadora, envolvida em respostas a
estresses ambientais como ativacdo de canais de Ca?*, sintese de AS, movimentos
estomaticos, fotossintese, producao de fitoalexinas e formacéo de paredes celulares
(HOSSAIN et al., 2015; JAYAKANNAN et al., 2015b; GILROY et al., 2016).

As plantas possuem diversos mecanismos para regulacéo dos teores de EROs,
como um complexo sistema enzimatico antioxidativo. Neste grupo, dois exemplos

bastante estudados sdo a SOD e CAT.

A SOD (EC.1.15.1.1.) é a primeira linha de defesa das plantas contra as EROs,
catalisando a dismutagdo de O2~ a H202 (XU et al., 2013), Existem trés isoformas
desta enzima, diferindo entre si pelo grupo prostético e pelo sitio de atuacédo: MnSOD,
FeSOD e Cu/ZnSOD (XU et al., 2013). A Cu/ZnSOD é a forma mais abundante na
célula, sendo detectada no apoplasto, citosol, mitocéndrias, cloroplastos e
peroxissomos (HUSEYNOVA et al., 2014). A MnSOD esta presente em mitocondrias
e peroxissomos (PALMA et al., 1998; HUSEYNOVA et al., 2014), enquanto que a
FeSOD até o momento s6 foi observada em cloroplastos (NAVARI-1ZZO et al., 1998;
HUSEYNOVA et al., 2014).

A CAT (EC 1.11.1.6) é a enzima mais importante na tolerancia do milho a
salinidade, mantendo niveis adequados de H202 na planta GONDIM et al.,2012). Esta
enzima se divide em trés grupos principais: classe |, degradando o H202 resultante da
fotorrespiracao; classe 2, presente em tecidos vasculares e relacionadas a processos
de lignificacdo de vasos condutores; e classe 3, presente principalmente em sementes
e plantulas, removendo H202 resultante da oxidagdo de acidos graxos (RESENDE et
al., 2003).

2.4. Osmalitos compativeis

Outra estratégia para manutencao do potencial hidrico celular em condi¢des de
estresse salino é o acumulo de osmolitos compativeis. Osmolitos compativeis sao
definidos como compostos osmoticamente ativos de baixo peso molecular, altamente

soluveis e capazes de serem acumulados em altas concentragbes sem causarem



toxicidade a célula (ASHRAF; FOOLAD, 2007). Dentre os osmolitos compativeis, dois

podem ser destacados: Pro e GB.

2.4.1. Prolina (Pro)

Pro € um aminoacido que possui caracteristicas que a denotam como uma
molécula atuante no ajuste osmotico, tais como: alta solubilidade em dgua (162 g L,
a 25° C), neutralidade e mesmo em altas concentra¢cdes, ndo interfere na atividade de
enzimas (STEWART; LEE, 1974). Além disso, diversos outros efeitos no
desenvolvimento vegetal j& foram atribuidos ao acumulo de Pro mesmo em plantas
nao estressadas, como iniciacao floral, fertilidade de 6érgdos masculinos, producéo de
sementes, sintese de paredes celulares, alongamento caulinar e producdo e

germinacao de sementes (KISHOR et al., 2015).

A Pro possui ainda propriedades antioxidativas, sendo relacionada a
degradacédo do radical OH' (SMIRNOFF; CUMBES, 1989; SIGNORELLI et al., 2014).
Ja foi sugerido também que este osmdlito poderia degradar 102 (ALIA et al., 2001),
embora tenha sido refutado por Signorelli et al. (2013), assim como a degradacéao do
radical Oz (SIGNORELLI et al., 2014). Ha ainda evidéncias de que o metabolismo de
prolina apresenta beneficios indiretos, contribuindo com a regeneracdo de NADP* em
cloroplastos e evitando a producéo excessiva de EROs em condicdes de estresse
osmaético (SHARMA et al., 2011; SIGNORELLI, 2016). ApGs o estresse, a Pro pode
ser utilizada como fonte de carbono e nitrogénio para reestabelecimento do
crescimento (REJEB et al., 2014).

O acumulo de Pro é uma das modificagdes mais proeminentes no metabolismo
de plantas submetidas ao estresse salino, sendo muito relatado inclusive em milho
(TURAN et al., 2009; FAHAD; BANO, 2012; CARRASCO-RIOS et al., 2013; KAYA et
al., 2015; MOLAZEM; BASHIRZADEH, 2015). Entretanto, o estudo do papel da Pro
em plantas sob estresse salino ainda demanda mais conhecimentos, devido a fatores
como a contraditoriedade entre dados publicados e a variabilidade de resultados em

funcéo da duracédo do estresse, concentracdes salinas adotadas e estagio fenolégico
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da planta avaliada (MANSOUR; ALI, 2017a).

2.4.2. Glicina betaina (GB)

GB (N,N,N - trimetilglicina) € um composto quartenario de amonia
frequentemente associado a prevencdo de danos as plantas em condicbes de
estresses (CHEN; MURATA, 2011). Esta molécula é considerada um dos principais
osmalitos compativeis devido a sua natureza zwitteribnica (cargas ibnicas opostas em
diferentes atomos da molécula), baixo peso molecular, alta solubilidade e formacao
de solucBes de baixa viscosidade (KUREPIN et al., 2015).

E normalmente considerado que GB n&o possui atividade antioxidativa direta
(SMIRNOFF; CUMBES, 1989; CHEN; MURATA, 2011), apesar de que em estudo
recente Malekzadekh (2015) propds que a GB pode agir diretamente sobre o H20z2,
decompondo esta ERO em plantulas de soja sob estresse salino. Apesar das
divergéncias sobre a natureza antioxidativa deste composto, € aceito que este
osmolito compativel pode induzir ou estimular o sistema de defesa antioxidante
(CHEN; MURATA, 2011; MANSOUR,; ALI, 2017b).

2.5. Lignina

A lignina é um polimero hidrofébico aromatico de natureza fendlica que
impregna as redes de celulose e hemicelulose da parede celular, enrijecendo a célula
e a protegendo de interferéncias fisicas e bioldgicas externas (BOSCH et al., 2011,
VANHOLME et al., 2012). Além disso, este composto confere resisténcia mecéanica as
paredes dos vasos condutores para suportar a pressdo negativa resultante do
processo transpiratério (VINCENT et al., 2005).

A primeira etapa da sintese da sintese da lignina € a desaminagdo do
aminoéacido L-fenilalanina (proveniente da rota do &cido chiquimico) catalisada pela
enzima fenilalanina-amoénia-liase (PAL), seguida pela hidroxilacdo do anel aromatico
pela enzima cinamato 4-hidroxilase, gerando p-coumarato (FREI, 2013; FERRO et al.,



11

2015). O p-coumarato entdo pode seguir vias distintas, resultando nos monolignoéis
alcool p-coumarilico, alcool coniferilico e &lcool sinapilico (VANHOLME et al., 2012;
FERRO et al., 2015; PARIZOTTO et al., 2015). Os monoligndis passam entdo ao
apoplasto e sofrem polimerizacdo oxidativa catalisada por enzimas como peroxidases
de parede (POX) e lacases (LAC) formando p-hidroxifenil, guaiacil e siringil, os
mondmeros constituintes da lignina, cujas proporc¢des na molécula diferem entre as
espécies e tecidos vegetais (WANG et al., 2013; PARIZOTTO et al.,, 2015). As
enzimas POX utilizam H202 como receptor de elétrons na oxidagdo dos monolignais,
enquanto que as LAC reduzem O:2 neste processo (FREI, 2013; WANG et al., 2013).

A lignina possui grande importancia para o desenvolvimento vegetal. Em milho,
menor teor de lignina esta associado a parametros agronémicos indesejaveis, como
menor produtividade e maior susceptibilidade ao quebramento de colmos (KHAN et
al., 2015a). A deposicao de lignina em paredes celulares também é uma das principais
formas de defesa do milho contra o ataque de pragas (DE LANGE et al., 2014).
Entretanto, a lignificacdo excessiva pode ser indesejavel, tendo-se em vista que este
composto fendlico esta relacionado a menor extensibilidade de paredes celulares,
podendo reduzir o crescimento vegetal (FAN et al., 2006; PARIZOTTO et al., 2015).

Quando as espécies vegetais sdo utilizadas como forrageiras, a lignina
desempenha um papel importante na nutricao animal. Esta molécula é indigerivel pela
flora ruminal, diminuindo a acdo de enzimas microbianas responsaveis pela
degradacdo dos carboidratos vegetais e até mesmo causando toxicidade a alguns
microrganismos (VAN SOEST, 1994; FREI, 2013).

Do ponto de vista ambiental, a lignina € um dos compostos mais importantes
para o acumulo de matéria organica em solos, afetando fatores como a estrutura dos
solos, mineralizacdo de nutrientes e o sequestro de carbono (FREI et al., 2013;
HERNES et al., 2013). Em comparacdo com os demais compostos de origem vegetal,
a lignina é mais resistente a decomposic&o microbiana nos solos (KOGEL-KNABER,
2002), contribuindo para uma manutencdo mais prolongada de residuos vegetais

sobre o solo e viabilizando a sustentabilidade agricola através do plantio direto.

Em relacdo a producao de bioenergia, a lignina possui um papel controverso.

Para a producdo de biocombustiveis por processos fermentativos, como é o caso da
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producdo de bioetanol de segunda geracdo a partir da biomassa lignocelulésica de
milho, é desejavel um menor teor de lignina, pois esta substancia promove a oclusédo
de monossacarideos, dificultando o processo fermentativo (FORNALE et al., 2012;
VANHOLME et al., 2013). Além disso, a degradacéo da lignina pode gerar produtos
inibitérios & microrganismos fermentadores de monossacarideos (KEATING et al.,
2006).

Considerando-se a importancia do H202 na sintese de lignina, observa-se que
fatores ambientais que interfiram no metabolismo das EROs podem modificar a
lignificacdo de tecidos vegetais. Para o milho, diversos estudos relataram alteragéo
nos padrdes de lignificacdo ou do teor de em diferentes 6rgdos em funcéo de variados

fatores ambientais (Tabela 1).

Tabela 1. Influéncia de fatores ambientais na lignificacdo de 6rgaos do milho.

Estresse Orgéo Modificacéo Referéncias
e e e Hu et al., 2009; Vincent et
Deéficit hidrico Folhas H al.. 2005
Salinidade Raizes 0 Karahara et al., 2004
Aluminio Raizes T Budikové, 1999; Alcantara
et al., 2015
Injurias mecéanicas Folhas 0 Vélez-Bermudéz et al., 2015
Alelopatia Raizes ) Siqueira-Soares et al., 2013;
Ferro et al., 2015
Herbicidas Parte Aérea Tl Jasper et al., 2015
Hipoxia Raiz - Drew et al., 1979
Metais pesados Raiz e folhas 1 Cunha et al., 2008
Deficiéncia de S Folhas 1 Bouranis et al. (2007)

2.6. Acido salicilico (AS)

O AS, ou acido 2-hidroxibenzoico, € um dos muitos compostos fendlicos
sintetizados pelas plantas e por diversos organismos procarioticos e eucarioticos (LI
et al., 2015; DEMPSEY; KLESSIG, 2017). Nos vegetais, sua sintese pode ocorrer nos
cloroplastos, através da rota do isocorismato e no citoplasma, através da rota da PAL
(JAYAKANNAN et al., 2015b). Este hormbnio possui alta mobilidade entre tecidos,
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principalmente em formas conjugadas, como a forma metilada (MeSA), a qual é volatil
e facilmente difundida através de membranas (KUMAR, 2014; JAYAKANNAN et al.,
2015b). Ha inclusive relatos de sinalizacdo por AS entre plantas vizinhas por via aérea
(SHULAEYV et al., 1997)

Ha muito se conhece o papel do AS e de seus derivados como medicamentos,
descobertos como componentes do extrato da casca de Salix spp. (KUMAR, 2014),
arvore conhecida popularmente como salgueiro ou chordo. Entretanto, seu
reconhecimento como horménio vegetal é relativamente recente, quando comparado
a demais moléculas como auxinas e giberelinas. A observacéo inicial da importancia
do AS no desenvolvimento vegetal foi seu envolvimento na regulacéo da termogénese
de algumas espécies, fendbmeno no qual inflorescéncias aumentam sua temperatura
em até 12° C para volatilizacdo de compostos atrativos a polinizadores (RASKIN et
al., 1989; DEMPSEY; KLESSIG, 2017).

Atualmente, AS é conhecido principalmente por sua importancia nas respostas
vegetais a infeccao por patdgenos, como o envolvimento no processo de resisténcia
adquirida (FU, 2013). Todavia, ja foi reportado em condi¢Bes de estresse abibtico a
intercomunicacdo deste horménio com outras substancias reguladoras do
crescimento vegetal, como acido abscisico, giberelinas, etileno e 6xido nitrico (RAI et
al., 1986; GALLEGO-GIRALDO et al., 2011; SARUHAN et al., 2012; KHAN et al.,
2015b; SHAN; WANG, 2017). Assim, sua utilizacdo exégena vem sendo estudada
para atenuacao de estresses abibticos. Para o milho, efeitos benéficos do AS ja foram
relatados em plantas sob estresses como déficit hidrico (SARUHAN et al., 2012;
SHAN; WANG, 2017), temperaturas extremas (GUAN et al., 2015; KHANNA et al.,
2016), metais pesados (KRANTEYV et al., 2008; GONDOR et al., 2016) e salinidade
(GUNES et al., 2007; FAHAD; BANO, 2012; TONEL et al., 2013).

Entretanto, os efeitos do AS exdgeno sao variaveis, pois dependem de sua
concentracdo, forma de aplicacdo e estadio de desenvolvimento da planta. Efeitos
negativos sobre o crescimento e desenvolvimento do milho ja foram obtidos, como
inibicdo da germinacdo de sementes, menor acumulo de elementos essenciais e
maior peroxidacao lipidica foliar (GUAN; SCANDALIOUS, 1995; GONDOR et al.,
2016). Estes resultados ilustram que a utilizacdo deste hormdnio para atenuacdo de
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estresses abioticos ainda demanda estudos para resultados mais precisos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

O experimento foi realizado em condicdes de casa de vegetacao, lotada no
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, da Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
campus Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil. O experimento foi conduzido entre os meses
de janeiro e fevereiro de 2017, periodo marcado por temperatura média de 25,9 °C e

umidade relativa do ar de 76,4%.

O material de selecionado para o experimento foi o milho hibrido 2B688PW,
proveniente da Dow Agrosciences Sementes e Biotecnologia Brasil Ltda (Jardinopolis-
SP). Este hibrido apresenta as seguintes caracteristicas: resisténcia a lagartas
(evento transgénico PowerCore); ciclo precoce; tipo hibrido triplo; época de plantio
ampla, podendo ser do inicio da safra a safrinha; exigéncia de 860 graus-dia para
desenvolvimento do ciclo produtivo; destinacdo a producao de graos e de silagem de
planta inteira; grdos alaranjados e semiduros; densidade de plantio entre 55 a 65 mil
plantas ha' na safra de verdo e entre 45 e 55 mil plantas ha' na safrinha; alta
resisténcia ao acamamento; altura de insercdo de espiga de 1,15 metros; altura média
de planta de 2,10 metros; e exigente de médio nivel/alto de tecnologia (DOW
SEMENTES, 2016).

A semeadura ocorreu no dia 13 de janeiro de 2017. Em vasos de Leonard
(SANTOS et al., 2009) preenchidos com areia lavada e vermiculita na proporcéo 1:1
(v:v), foram colocadas duas sementes a 3 cm de profundidade. A parte inferior do vaso
foi preenchida com solucéo nutritiva descrita por Hoagland & Arnon (1950), contendo
as seguintes concentracdes de macronutrientes, em mmol L*: 15 de N; 1 de P; 6 de
K; 5 de Ca; 2 de Mg; 2 de S. J& as concentracGes de micronutrientes, em umol L
foram: 46,3 de B; 0,31 de Cu; 16,93 de CI; 89,53 de Fe; 9,1 de Mn; 0,1 de Mo e 0,76
de Zn.

Apés a emergéncia e completo desenvolvimento da primeira folha
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(aproximadamente cinco dias), foi realizado o desbaste, permanecendo uma Unica
plantula por vaso. Neste mesmo instante, iniciou-se a aclimatacdo da espécie a
solucéo nutritiva, permanecendo por cinco dias em 50% da concentragcao original.
ApoOs esta aclimatagcdo, a solucdo nutritiva passou a ser formulada com 100% da
concentragdo. O pH da solucdo nutritiva foi corrigido para 5,6 no momento de sua
formulacdo. No decorrer do experimento, a reposicdo de perdas por

evaportranspiracéao foi realizada com solucéo nutritiva

3.2. Exposicdo ao estresse salino e a AS

O periodo de exposicdo ao estresse salino foi o intervalo de tempo no qual o
potencial produtivo do milho é determinado, isto €, entre os estadios fenoldgicos V4,
com quatro folhas completamente desenvolvidas, e V6, com seis folhas

completamente desenvolvidas (RITCHIE et al., 1993)

Quando as plantas atingiram o estadio V4, foi aplicado o estresse salino,
explorado em quatro concentracdes de NaCl (Sigma-Aldrich): 0 mM, 50 mM, 100 mM
e 150 mM, correspondendo as condutividades elétricas de 2,99 dS m, 8,75 dS m,
13,01 dS m* e 16,61 dS m. Cinco dias apés a aplicacdo do estresse salino, foi
adicionado 0,5 mM de AS (Sigma-Aldrich) as solucfes salinas. A concentracdo de AS
foi determinada com base em pré-testes e resultados de outros autores (GUNES et
al., 2007; LI et al., 2015).

3.3. Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com o
esquema fatorial 2x4, representando concentracdes de AS exdgeno (0,0; 0,5 mM) e
concentragcbes de NaCl (0; 50; 100; 150 mM). Cada tratamento foi constituido por

quatro repeticdes, com cinco vasos por repeticao.
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3.4. AvaliagGes de crescimento

Quando as plantas atingiram o estadio V6 foi verificada a area foliar,
considerando-se apenas folhas com a bainha evidente, utilizando-se o software Image
Analysis System (Delta-T Devices, Cambridge, UK).

Apo6s determinacado da area foliar, todo o material, incluindo folhas imaturas do
cartucho e o primérdio de colmo, foi disposto em sacolas de papel e colocadas para
secagem em estufa de circulacao forcada de a 60 °C por 72 horas. Apos este intervalo,
o material foi pesado em balanca analitica de precisao.

3.5. Avaliacbes fisiologicas e bioquimicas

Para as andlises fisiologicas e bioquimicas o material foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido apos a coleta e levado para freezer a -80° C. As
avaliacdes foram realizadas na folha +2, a segunda folha completamente expandida

a partir do apice, com auricula visivel.

3.5.1. Lignina

As amostras foram submetidas a pré-tratamento para remoc¢éao de proteinas e
outras substancias responsivas ao comprimento de onda de 280 nm, o qual € utilizado
para determinacdo da lignina. Para tanto, foi adotada metodologia de Ferrarese et al.
(2002). 300 mg de massa seca (MS) de folhas de milho foram finamente moidos e
homogeneizados em 7 mL de tampé&o fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) com uso de
pistilo e almofariz, e entdo transferidos para um tubo de centrifuga. O material foi
centrifugado por 5 minutos a 1400xg para formacédo de precipitado, o qual foi
posteriormente lavado através de enxagues e centrifugagbes consecutivas na
presente sequéncia: duas vezes com 7 mL de tampé&o fosfato (pH 7,0); trés vezes com
7 mL de solugdo 1% (v/v) de Triton X-100 em tampé&o de pH 7,0; duas vezes com 7
mL de NaCl 1M em tampéao pH 7,0; duas vezes com 7 mL &gua destilada; e duas

vezes com 5 mL de acetona. O precipitado foi entdo disposto em estufa a 60 °C por
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24 horas, e 0o material seco foi resfriado em um dessecador. O material resultante

consistia em amostras de parede celular livres de proteinas.

O teor de lignina foi determinado pelo método do brometo de acetila, descrito
por Moreira-Vilar et al. (2014). 20 mg da amostra de parede celular livre de proteinas
foram misturados com 0,5 mL de brometo de acetila (v/v, em &cido acético glacial) e
permaneceram a 70° C por 30 minutos até completa digestdo. Apds isso, a amostra
foi resfriada em banho de gelo e entdo foram adicionados 100 uL de hidroxilamina-
HCI 5 M, 0,9 mL de NaOH 2 M e 6 mL de &cido acético glacial. A mistura foi
centrifugada por 5 minutos a 1400g, o sobrenadante coletado e levado para
espectofotdmetro para leitura a 280 nm. Os resultados foram expressos como mg de

lignina g de parede celular.

3.5.2. Peroxidacdo lipidica

Foi avaliada através da estimativa da concentracdo de malondialdeido (MDA),
obtida por meio da quantificacdo de substancias reativas ao &cido 2-tiobarbitarico
(TBA) (HEATH; PARKER, 1968). 0,25 g de massa fresca (MF) foliar foi macerado em
nitrogénio liquido e homogeneizado em 2 mL &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e
PVPP insoluvel (20%). O produto foi centrifugado a 10000 g por 15 minutos a 4°C.
Foram coletados 0,25 mL do sobrenadante e adicionados a 1,0 mL de TBA 0,5%
(preparado em TCA 20%). A mistura foi homogeneizada e os tubos levados para um
banho seco a 90° C por 30 minutos. Apdés este intervalo, os tubos foram imersos em
gelo por 10 minutos, e centrifugados a 10000 g por 5 minutos a 4 °C para clarificacao.
A concentragdo de equivalentes de MDA foi determinada em espectofotometro com
leituras a 535 e 600 nm, adotando-se coeficiente de extingdo molar de 1.55 x 10-°> mol

cmL,
3.5.3. H202
O teor de H20: foi determinado pela reacdo com iodeto de potassio (KIl),

conforme descrito por Alexieva et al. (2001). Macerou-se 0,25g de MF foliar em

nitrogénio liquido, com posterior homogeneizacdo em 2 mL &cido tricloroacético (TCA)
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0,1% (m/v) e PVPP insoluvel (20%). Apos isso, a amostra foi centrifugada por 15
minutos a 10000 rpm a 15 °C.

Transferiu-se 200 pL de sobrenadante para um eppendorf, e em seguida foram
adicionados 200 puL de tampéo fosfato de potéssio (pH 7,0) e 800 pL de solucdo de Ki
1 M. Os eppendorfs permaneceram em gelo no escuro por uma hora. ApGs este
intervalo, as amostras foram lidas em espectofotdmetro a 390 nm, e os resultados

expressos em pumol de H202 g* de MF

3.5.4. Extracao e determinacao de proteinas totais

Amostra de 0,5 g de MF de folha foram triturados em nitrogénio liquido com
pistilo e cadinho resfriados. A amostra triturada foi entdo homogeneizada na
proporc¢éo 1:3 (m/v) em tampao de extracdo contendo tampéao fosfato de potassio 100
mM (pH 7,5), 1 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), DL-ditiotreitol 3 mM
e polivinivilpolipirrolidona 5% (m/v) (BOARETTO et al., 2014). O homogenato foi
centrifugado por 30 minutos a 10.000 g a 4 °C, e o sobrenadante foi coletado e

armazenado a -80 °C para posterior determinacao de atividade de enzimas.

O teor de proteinas foi determinado utilizando albumina sérica bovina, conforme

proposto por Bradford (1976).

3.5.5. Superoxido dismutase

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada em meio de reacdo contendo
15 yL EDTA 0,1 mM, 971 pL de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,5), 19,5 uL
de riboflavina 2uM, 94,5 uL de azul de nitrotetrazoélio 0,075 mM, 391 uL de metionina
50 mM e 10uL de extrato enzimatico, totalizando 1,5 mL (GIANNOPOLITIS; RIES,
1977). A reacdo foi conduzida por 5 minutos em camara de fechada, sob iluminacéo
de lampada fluorescente de 15 W, a 25 °C. A leitura foi realizada em espectofotdbmetro

a 560 nm, e os resultados expressos em unidades de SOD mg* de proteina.
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3.5.6. Catalase

A atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada em espectofotbmetro
conforme Kraus et al. (1995), com modificagbes propostas por Azevedo et al. (1998).
Adicionou-se 10 pL de extrato enzimatico em 1 mL de tampé&o de reacao formulado a
partir de 10 mL de tampé&o fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 uL de H20..
Monitorou-se a degradacdo do H202 a 240 nm durante o periodo de 1 minuto,
tomando-se valores a cada 10 segundos em temperatura ambiente. O resultado final

foi expresso em puM/min/mg proteina.

3.5.7. Prolina

O teor de Pro foi determinado segundo Bates et al. (1973). 0,5 gramas de MF
foram previamente macerados em nitrogénio liquido, e posteriormente em 2 mL de
acido sulfossalicilico, com posterior adicdo de mais 8 mL do mesmo reagente. O
material macerado foi duplamente filtrado através de um funil de vidro com papel de

filtro.

Apos a filtragem, foram pipetados em um tubo de ensaio de vidro 1 mL de acido
acético glacial, 1 mL de &cido nihidrina e 1 mL do extrato vegetal. Os tubos foram
entdo agitados e dispostos em banho-maria a 100 °C por uma hora. Os tubos entao
foram colocados em gelo para cessar a reacao e se adicionou a eles 2 mL de tolueno
com posterior agitacao de 20 segundos. A leitura foi realizada em espectofotbmetro a

520 nm, adicionando-se 0,5 mL do sobrenadante em uma cubeta de quartzo.

3.5.8. Glicina betaina

A determinacdo do teor de GB da parte aérea das plantas foi realizada de
acordo com a metodologia de Grieve e Grattan (1983). Para tanto, as folhas coletadas
foram acondicionadas em sacos de papel, previamente e levadas para secagem em
estufa de circulagao forcada de ar a 80°C durante quatro dias, para posterior moagem.

Foram preparados extratos com adicao de 10 mL de agua deionizada para 0,25 g de
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material moido, os quais permaneceram sob agitacdo por 24 horas a 25 °C. Os
extratos foram entéo filtrados e armazenados a -17 °C até a realizacdo da analise.

Os extratos foram descongelados a temperatura ambiente e misturados na
proporcao de 1:1 com H2S04 2M, sendo em seguida mantidos em agua gelada por 1
hora. Apoés isso, adicionou-se 0,1 mL de Kl-Iz aos tubos, que entdo foram agitados e
mantidos a 4° C durante 16 horas. A solucédo de KI-I2 foi preparada previamente,

através da diluicdo de 15,79 de iodo e 20g de Kl em 100 ml de agua destilada.

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3500 g por 15 minutos a 0 °C. O
sobrenadante foi descartado, permanecendo cristais de periodato no tubo, os quais
foram dissolvidos em 4,5 mL de 1,2-dicloroetano. 2 horas e 30 minutos depois foi
realizada a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 365 nm no

espectrofotometro Beckman DU 640.

3.5.9. Teor foliar de macronutrientes e Na*

Material proveniente de massa seca foi triturado em po6 fino, para posterior
determinacao dos teores de Na* e K* das folhas por fotometria de chama, segundo
Bloise e Moreira (1976). Os teores dos demais nutrientes foram determinados de

acordo com Bataglia et al. (1983).

3.5.11. Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e na presenca
de diferencas significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey

(P<0,05). Os resultados foram apresentados através da média + erro padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de area foliar evidenciaram que a presenca de AS néo teve
resultados significativos (Figura 1). Na auséncia de AS, a area foliar foi 15,5% menor
em 50 mM de NaCl, enquanto nas concentracdes de 100 mM e 150 mM a reducgéo foi
21,96% e 44%, respectivamente. Com AS, as reducdes em relacdo a testemunha
foram de 14,88% em 50 mM, 32,20% em 100 mM e 43% em 100 mM de NacCl.

A reducao de area foliar € um resultado frequente em milho sob estresse salino
(GONDIM et al., 2013; CARRASCO-RIOS et al., 2013; SILVA et al., 2014). Uma das
evidéncias para esse fenbmeno € a menor extensibilidade de células epidérmicas, ja
que em gendtipos de milho sensiveis a salinidade, o estresse salino reduz em até 50%
a transcrigao de 3 expansinas (GEILFUS et al., 2010) e afeta a capacidade de reducéo
do pH do apoplastico (ZORB et al., 2015), prejudicando o crescimento acido mediado
por auxinas. Apesar de diminuir a area fotossinteticamente ativa, a reducédo de area
foliar é considerada um mecanismo de escape da planta ao estresse salino,
minimizando a perda de agua por transpiracdo (AGAMI, 2013).
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Figura 1. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre area foliar de milho. Médias
seguidas pela mesma letra minuscula (entre concentracdes de NaCl) e mesma letra
maiuscula (entre concentracdes de AS) nado diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). Os valores representam médias de quatro repeticdoes (n = 4); barras verticais
indicam erro padréo (+ EP).
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O estresse salino reduziu significantemente a massa seca de parte aérea em
plantas de milho nas concentragdes de 100 mM e 150 mM de NacCl, tanto na presenca
quanto na auséncia de AS (Figura 2). Entretanto, este decréscimo foi menor em
plantas tratadas com 0,5 mM de AS. Na auséncia de AS, as concentracfes de 100
mM e 150 mM de NaCl reduziram em 28,21% e 30,13% o acumulo de biomassa na
parte aérea em relagcdo ao controle; ja com a adicdo de AS, as reducdes foram de
16,06% e 23,94%. Além disso, em plantas sob 50 mM e 100 mM de NacCl, foi
observado que o AS aumentou em 18,28% e 23,66%, respectivamente, o0 acumulo de

massa seca da parte aérea (Figura 2).

O menor acumulo de massa seca é um dos efeitos mais evidentes do estresse
salino em milho. Sob 50 mM de NacCl, Pitann et al. (2013) observaram reducdes entre
27% e 15%, variando em funcao do gendtipo. Jiang et al. (2016) observaram reducéo
de 26% de massa seca de parte aérea ap0s a exposicao de plantulas de milho a 100
mM de NaCl, enquanto Shahzad et al. (2012) relataram reducado de 50% sob a mesma
concentracdo. Geilfus et al. (2010) obtiveram reducao de 65% e 11% neste parametro
em cultivares de milho sensiveis e tolerante a salinidade, respectivamente,

evidenciando a importancia do genoétipo nas respostas a este estresse.

O incremento de massa seca de parte aérea pelo AS sob 50 mM e 100 mM de
NaCl pode ser atribuido ao maior teor de lignina também observado nestes
tratamentos (Figura 3). Segundo Gallego-Giraldo et al. (2011), plantas deficientes na
sintese de lignina geralmente apresentam crescimento severamente reduzido, o que
foi associado a mau desenvolvimento do sistema vascular. De fato, 0 espessamento
de vasos xilematicos através da deposicao de lignina confere maior rigidez ao tecido
condutor, aumentando a tolerancia a estresses abidticos (SHAFI et al.. 2014). Agami
et al. (2013) observaram que o pré-tratamento de plantas de milho com AS induziu
tolerancia a salinidade e maior espessura de vasos xileméaticos, o que pode estar

relacionado a maior lignificacdo observada neste trabalho.
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Figura 2. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre massa seca de parte aérea
de milho. Médias seguidas pela mesma letra minascula (entre concentracdes de NaCl)
e mesma letra mailuscula (entre concentracdes de AS) ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam meédias de quatro repeticdes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrao (+ EP).

Na presenca de AS, observou-se que a lignificacdo nos tecidos foliares foi
maior em todas as concentracdes salinas, em comparag¢do com o tratamento sob 0,0
mM de NaCl (Figura 3). O AS exdgeno causou aumento significativo da lignina em
plantas sob 50 mM de NaCl (28,71%) e sob 100 mM de NaCl (18,13%), em
comparacgao com plantas ndo tratadas com AS sob os mesmos niveis de NaCl. Por
outro lado, na auséncia de AS, apenas ha concentracdo de 150 mM de NaCl houve
diferenca significativa para o teor de lignina, com aumento de 34,01 % em comparacao

ao tratamento sem sal.

Estresses abidticos podem modificar a lignificacdo de tecidos e érgdos da
planta de milho (Tabela 1). No caso de raizes sob estresse salino, ocorre maior
deposicao de lignina na estria de Caspary, espessando-a (KARAHARA et al., 2004),
0 que diminui a passagem de ions Na* aos vasos do xilema. Nao foram encontrados
relatos especificos de maior lignificagdo de 6rgdos aéreos em funcdo da salinidade,
entretanto estudos prévios fornecem embasamento para os resultados aqui obtidos.

Sun et al. (2015) observaram que o estresse salino resultou em maior teor foliar de
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fenilalanina, precursor da lignina, e sugeriram que isto poderia aumentar a lignificacao.
Além disso, em folhas de milho sob estresse salino a enzima PAL tem maior atividade
(GOHLIZADEH; KOHNEHROUZ; 2010) o que favoreceria a biossintese de lignina a
partir da fenilalanina, ja que a lignificacéo da parede celular ocorre concomitantemente
com maior atividade da PAL (SIQUEIRA-SOARES et al., 2013).

Segundo Su et al. (2005) e Kim e Triplett (2008), o maior acumulo de H202 esta
relacionado a lignificacdo de tecidos; isto poderia explicar a maior lignificacdo de
plantas de milho sob 50 mM e 100mM de NaCl na presenca de AS exdgeno, ja que
estes tratamentos também apresentaram aumento no teor de H202. Essa ERO é
essencial na lignificacdo de paredes celulares catalisada por peroxidases (POD — EC
1.11.1.7), sendo empregada como receptora de elétrons no processo oxidacao dos
monolignais constituintes da lignina (SU et al., 2005; WANG et al., 2013). Além disso,
possui natureza sinalizadora e estimula a atividade de enzimas como a PAL (ZHANG
et al., 2013), essencial na sintese de lignina e compostos fendlicos que auxiliam as

plantas na tolerancia a estresses ambientais.

Aponta-se ainda que, a maior lignificagdo nos tratamentos de 50 mM e 100 mM
com AS exdgeno também pode ser relacionada a maior atividade da SOD, devido ao
envolvimento desta enzima na producdo de H202. Shafi et al. (2014) observaram que
a superexpressdo de SOD em Arabidopsis thaliana sob estresse salino aumentou a
producdo de H20:2 e a lignificacdo em tecidos vasculares, aumentado a tolerancia ao
estresse. Maior atividade da SOD também foi relacionada a lignificacéo de tecidos por
Kim e Triplett (2008).
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Figura 3. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o teor de lignina em folhas de
milho. Médias seguidas pela mesma letra mindscula (entre concentracées de NaCl) e
mesma letra maiuscula (entre concentracdes de AS) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam meédias de quatro repeticdes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrao (+ EP).

Nas plantas sob 50 mM e 100 mM de NaCl, a presenca de AS provocou
aumento significativo de 21,49% e 55,02%, respectivamente, no teor foliar de H20:2
(Figura 4). Na presenca de AS, o menor acumulo de H202 ocorreu com 150 mM de
NaCl, sendo menor que os demais tratamentos, incluindo o tratamento sem NacCl.
Considerando os tratamentos sem AS, verificou-se que o aumento do estresse salino

nao modificou os teores de H20:2 (Figura 4).

Gunes et al. (2007) também ndo registraram aumento no teor de H202 em milho
exclusivamente sob estresse salino. Apesar de ser uma das principais EROs, o teor
de H202 por si s6 ndo pode ser tomado como indicativo do grau de estresse oxidativo
sofrido pelas plantas, ja que esta molécula também atua como molécula sinalizadora,
participando de processos como fotossintese, producéo de fitoalexinas, movimentos
estomaticos e aclimatacéo a estresses (HOSSAIN et al., 2015).

Maior teor foliar de H202 em plantas de milho sob estresse salino apés
aplicacao de AS ja foi observado por Gunes et al. (2007). O incremento no teor foliar

de H202 em milho em funcéo do AS exdgeno aqui observado € uma resposta positiva,
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ja que esta ERO j& foi apontada como importante molécula sinalizadora no processo
de aclimatacdo da espécie ao estresse salino (AZEVEDO NETO et al., 2005). O Hz202
e 0 AS estéo interrelacionados, ja que um pode aumentar a sintese do outro em
plantas. O aumento da ERO em questéo pelo AS ja foi observado em outras espécies
por outros autores e atribuido a inibicdo de enzimas degradadoras do H202 (DURNER;
KLESSIG, 1995; HORVATH et al., 2002). Por sua vez, o H202 esta relacionado &
sintese de AS em plantas, agindo indiretamente como fonte de O: (através de
degradagéo do H20:2 pela CAT) e ativando a enzima acido benzoico 2-hidroxilase
(BA2H), a qual catalisa a conversdo de acido benzoico a AS (LEON et al., 1995;
JAYKANNAN et al., 2015b).
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Figura 4. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre teor de H202 em folhas de
milho. Médias seguidas pela mesma letra mindscula (entre concentracées de NaCl) e
mesma letra maiuscula (entre concentracdes de AS) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam meédias de quatro repeticdes (n = 4);
barras verticais indicam erro padréao (+ EP).

Na presenca de AS exdgeno, nao ocorreu alteracdo nos teores de MDA em
plantas sob salinidade em comparagéo com as plantas ndo estressadas (Figura 5). A
presenca de AS causou significativa redu¢édo do MDA nas concentracdes de 50 mM
(25,31%), 100 mM (27,25%) e 150 mM (17,18%) de NaCl (Figura 5). Na auséncia de

AS e com o aumento das concentracdes de NaCl, houve aumento no contetdo de
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MDA (43,54%, 68,61% e 34,81% sob 50 mM, 100 mM e 150 mM de NacCl,

respectivamente) em relacéo ao tratamento controle.

A avaliacdo do teor de MDA, produto da oxidacao de lipidios de cadeia poli-
insaturada sob condigbes ambientais estressantes, avaliada, é um forte indicativo da
producdo descontrolada de EROs e da consequente danificacdo irreversivel de
membranas (ZHANG et al., 2015). Aumento do teor de MDA em folhas de milho em
funcao do estresse salino também foi relatado por Carrasco-Rios e Pinto (2014), Kaya
et al. (2015) e AbdElgawad et al. (2016).

Por outro lado, diversos autores também relatam diminuicdo do teor de MDA
em folhas de milho sob estresse apds tratamento com AS, relacionando-a
principalmente a maior eficiéncia do metabolismo antioxidante (GUNES et al., 2007,
KRANTEV et al., 2008; GAUTAM; SINGH, 2009; SARUHAN et al., 2012), resultado
também obtido no presente trabalho. Para milho ja foi observado que o AS, além de
aumentar a atividade enzimas antioxidativas em condicao de estresse, contribui para
menor oxidacdo de lipidios através da diminuicdo da atividade da enzima lipoxigenase
(WANG et al., 2009). Em todos os niveis de salinidade foi verificado efeito atenuador
do AS exdgeno. O aumento do acumulo de massa seca de parte aérea em plantas de
milho sob salino em funcédo do AS exdgeno (Figura 2) pode ser em parte justificado

pela agdo deste hormdnio na diminui¢céo da peroxidacéo lipidica (Figura 5).

O aumento da lignificacdo pode ser uma das causas do menor teor de MDA
sob 150 mM de NaCl em comparacédo a 100 mM; e em plantas sob 50 mM e 100 mM
de NaCl ap6s aplicacdo de AS (Figura 3 e Figura 5). Maior lignificacdo da parede
celular pode resultar em maior protecao contra peroxidacao lipidica, pois a natureza
hidrofébica da lignina inibe a perda de agua liquida e/ ou vapor d’agua ao meio

circundante, atenuando o estresse osmoético induzido pela salinidade (LI et al., 2013).
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Figura 5. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre peroxidacéo lipidica em folhas
de milho. Médias seguidas pela mesma letra minascula (entre concentracdes de NaCl)
e mesma letra mailuscula (entre concentracdes de AS) ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam meédias de quatro repeticdes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrao (+ EP).

A SOD ¢é a primeira enzima da linha de defesa das plantas contra o estresse
oxidativo, dismutando o radical Oz a H202 (SHAFI et al.,, 2014). Entretanto, a
avaliacdo da atividade desta enzima revelou que ndo houve alteracéo significativa da
atividade da SOD com as concentracdes crescentes de NaCl, tanto na presenca
quanto na auséncia de AS (Figura 6). Por outro lado, a aplicacdo exdgena de AS
contribuiu para um aumento na atividade desta enzima, tanto em plantas estressadas
(50 mM, 100 mM e 150 mM de NaCl) quanto ndo-estressadas (0 mM de NaCl).

Os resultados aqui apresentados condizem com Gondim et al. (2010) e Gondim
et al. (2013), os quais nao identificaram efeito do estresse salino na atividade da SOD
em milho apos 5 e 10 dias e apos 6 dias de estresse, respectivamente. AbdElgawad
et al. (2016) avaliando até 150 mM de NaCl, tampouco observaram modifica¢cdes na
atividade da SOD em folhas de diferentes idades, identificando maior atividade da
enzima apenas nas raizes. Entretanto, Carrasco-Rios e Pinto (2014) observaram que
0 estresse salino reduz a atividade da SOD, divergindo de Fahad e Bano (2012) que

observaram incremento na atividade da SOD em milho sob salinidade. Isso é um
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indicativo da grande variabilidade da atividade de enzimas antioxidativas em fungéo
do gendtipo de milho (MOLAZEM; BASHIRZADEH, 2015).

A maior atividade da SOD na presenca de AS pode ser explicada pela acao
ativadora deste hormonio sobre a enzima NADPH oxidase, a qual produz anions Oz
para sinalizacdo de respostas em cascata (KALACHOVA et al., 2013). Desta forma, a
maior atividade da SOD se faz necesséaria para reducéo dos niveis adequados de O2*
, gerado tanto pelo estresse salino quanto pela ativacdo de NADPH oxidases. Maior
atividade da SOD em funcdo do AS também ja foi reportada por Fahad e Bano (2012)
em milho sob estresse salino. Saruhan et al. (2012), avaliando AS em pulverizacdo de
folhas de milho sob déficit hidrico, também observaram maior atividade da SOD com

a aplicacao do hormonio.
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Figura 6. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre a atividade de SOD em folhas
de milho. Médias seguidas pela mesma letra mindscula (entre concentragdes de NaCl)
e mesma letra maiuscula (entre concentracdes de AS) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de quatro repeticbes (n = 4);
barras verticais indicam erro padréao (+ EP).

Diferentemente da SOD, a atividade da CAT néo foi afetada pelo AS exdgeno,

independentemente das concentra¢cfes salinas empregadas (Figura 7), assim como
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observado por Tonel et al. (2013) ao avaliar AS em tratamento de sementes. Houve
efeito significativo apenas da salinidade, sendo que nas concentragdes de 50 e 100
mM de NaCl a atividade medida foi superior a da testemunha (respectivamente
22,03% e 31,15% na auséncia de AS; 37,08% e 36,14% com AS exdgeno). Na
presenca de 150 mM de NaCl, a atividade enzimatica voltou a se equiparar ao

controle.

Ja foi sugerido que a CAT é a enzima antioxidativa mais importante na
regulacdo dos niveis de H202 em folhas de milho sob estresse salino (AZEVEDO
NETO et al.,, 2005; GONDIM et al., 2012). Gondim et al. (2010) observaram que o
estresse salino reduziu a atividade da CAT em folhas de milho no desenvolvimento
inicial da espécie; entretanto, apos 16 dias de estresse, a atividade da enzima foi maior
gue as plantas controle, indicando que o momento de coleta e avaliacdo do material
interfere nos resultados disponiveis na literatura. Os resultados aqui obtidos também
sdo corroborados por Gohlizadeh e Kohnehrouz (2010), Molazem e Bashirdazeh
(2015) e AbdElgawad et al. (2016), os quais observaram aumento da CAT pelo

estresse salino tanto em folhas novas quanto em folhas maduras de milho.

O decréscimo da atividade da CAT sob a concentracdo de 150 mM de NaCl em
comparacao as demais concentracdes salinas pode indicar que nesta condicdo o
estresse € tao severo que pode inibir ou saturar a atividade de enzimas antioxidantes,
como j& observado por Gondim et al. (2012),Tonel et al. (2013) e Estrada et al. (2013)
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Figura 7. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre a atividade de CAT em folhas
de milho. Médias seguidas pela mesma letra mindscula (entre concentracdes de NacCl)
e mesma letra maiuscula (entre concentracdes de AS) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de quatro repeticbes (n = 4);
barras verticais indicam erro padréo (x EP).

Em plantas néo estressadas (0,0 mM NaCl) e em plantas sob 50 mM e 100 mM
de NaCl, a aplicacdo de AS proporcionou maior acumulo de Pro, com respetivos
aumentos de 85,19%, 65,3% e 35,89% (Figura 8). Entretanto, na concentracdo mais
elevada, 150 mM de NaCl, o AS exdgeno nao resultou em diferenca significativa.
Tanto na presenca quanto na auséncia de AS exdgeno, houve maior acumulo de Pro

com o aumento da concentracédo de NaCl.

O aumento do conteudo foliar de Pro sob estresse salino € um fendmeno bem
documentado para milho (GAUTAM; SINGH, 2009; AGAMI, 2013; CARRASCO-RIOS
et al., 2013; MOLAZEM; BASHIRZADEH, 2015). Sob estresse salino, as plantas
aumentam a concentracdo de prolina através de maior atividade das enzimas y—
glutamil cinase, pirrolina-5-carboxilato sintase (P5CS) e menor atividade de prolina
oxidase, a qual oxida a prolina a glutamato (AHMAD et al., 2010; REJEB et al., 2014).

Frequentemente é reportado um aumento do teor de Pro em plantas tratadas
com AS (FAHAD; BANO, 2012; KAYA et al., 2013; EL-BAKY; ALI, 2014; SHAN;
WANG, 2017). Radwan e Soltan (2013) e Agami (2013) obtiveram maior acumulo foliar
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deste osmolito compativel até em plantas de milho na auséncia de estresse apos
aplicacdo de AS, assim como descrito neste trabalho. Este aumento pode ser
atribuido a mais de um fator: aumento na assimilacdo de nitrogénio (IQBAL et al.,
2014), sendo que ja foi observado em milho que o AS estimula a nitrato redutase
(JAIN; SRIVASTAVA, 1981; EL-BAKY:; ALI, 2014); e a maior atividade de enzimas
envolvidas na sintese da prolina, como a pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) e a
y—glutamil cinase (MISRA; MISRA, 2012).

O maior acumulo de Pro sob 150 mM de NaCl pode ser apontada como uma
das explicacbes para a reducdo da peroxidacdo lipidica observada nesta
concentracdo salina na auséncia de AS, em comparacao ao tratamento sob 100 mM
de NaCl (Figura 5). A Pro € sugerida como agente degradador do radical OHe
(SMIRNOFF; CUMBES, 1989; SIGNORELLI et al., 2014;). Zhu et al. (2011) também
atribuiram menor acimulo de MDA em milho sob déficit hidrico ao maior teor de Pro.
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Figura 8. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o acumulo de Pro em folhas
de milho. Médias seguidas pela mesma letra minuscula (entre concentracoes de NaCl)
e mesma letra mailuscula (entre concentracdes de AS) ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam meédias de quatro repeticbes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrao (x EP).

Os resultados de GB evidenciaram respostas diferentes das encontradas para
Pro, pois foi verificado que a presenca de AS néo provocou alteracdo significativa no
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acumulo de GB, com excecdo de plantas sob 150 mM de NaCl, no qual houve
diminuicdo de 18,50% em relagédo ao tratamento sem AS na mesma concentracéo
salina. (Figura 9). Tanto na presenca quanto na auséncia de AS, houve maior acumulo
de GB com o aumento da concentracdo de NaCl, apesar de este aumento ter sido
menos pronunciado na presenca de AS.

No presente experimento, o maior acumulo de GB em plantas sob 150 mM de
NaCl pode ser uma das causas do menor teor de MDA observado nesta concentracao
salina em comparacédo as plantas sob 100 mM de NaCl (Figura 5). A GB possui a
habilidade de proteger e estabilizar o aparato fotossintético em condi¢des de estresse,
em especial o fotossistema Il, o qual esta relacionado a geracdo de EROs como 'Oz
e H202 (ALLAKHVERDIEV et al., 2007; POSPISIL, 2009; FISCHER et al., 2013;
KUREPIN et al., 2015). Esta habilidade protetiva ja se comprovou para o milho sob
estresse salino, no qual a aplicacao de GB aumentou a eficiéncia e consequentemente
a produtividade quéantica do FS (YANG; LU, 2005). Destaca-se ainda que a maior
producdo de GB na concentracdo de 150 mM de NaCl poderia compensar a queda de
atividade da CAT nesta concentracao salina, ja que este osmolito compativel pode ser
capaz de degradar H202 (MALEKZADEKH, 2015); esta possibilidade é reforcada
ainda pelos resultados de Kaya et al. (2013), que observaram menor atividade da CAT
em milho apds pulverizagdo com GB.

Por outro lado, foi observado efeito inibitério do AS no acumulo de GB na
concentragdo de 150 mM de NaCl. Resultado semelhante foi obtido por Hussain et al.
(2010) em milheto (Pennisetum glaucum L.). Estes resultados sugerem que o AS pode
afetar negativamente a sintese de GB por vias pouco elucidadas, ja que sua sintese
e catabolismo em plantas sob estresse salino envolvem diversos mecanismos
celulares, muitos deles ainda n&o conhecidos (MANSOUR; ALI, 2017b).
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Figura 9. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o acimulo de GB em folhas
de milho. Médias seguidas pela mesma letra minascula (entre concentracdes de NaCl)
e mesma letra mailuscula (entre concentracdes de AS) ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam meédias de quatro repeticdes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrao (+ EP).

A adicdo de 0,5 mM de AS diminuiu o teor foliar de Na* foi em todos os
tratamentos salinos, com reducdes de 19,15% em 50 mM, 24,19% em 100 mM e 24%
em 150 mM de NaCl (Figura 10a). Entretanto, o maior acimulo de Na* ocorreu
conforme o aumento das concentragcées salinas, tanto na presenca quanto na
auséncia de AS (Figura 10a). Apesar disso, a adicdo de AS a solugao nutritiva implicou
em menor acumulo foliar deste cation, com excec¢do do tratamento controle, o qual
nao apresentava NaCl em sua constituicdo. Em relacéo ao K*, o estresse salino mais
moderado (50 mM de NacCl) ja foi o suficiente para reduzir o acamulo foliar deste
macronutriente, ndo sendo observada diferenca significativa entre os tratamentos sob
estresse, sendo que este acumulo nao foi afetado pela aplicagdo de AS (Figura 10b).
Como consequéncia dos efeitos dos tratamentos sobre os teores foliares destes
cations, observou-se que a relacdo Na*/ K* aumentou em funcdo da concentragéo de
NaCl, tanto na presenca quanto na auséncia de AS (Figura 10c). Apesar disso, a
aplicacado de AS resultou em menores valores desta relacdo, com excecao para o

tratamento isento de NacCl.
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O ion Na*, por si s6, ndo é toxico ao metabolismo vegetal, como séo os metais
pesados (KRONZUCKER et al., 2013). Entretanto, este céation prejudica o
desenvolvimento da espécie ao interferir na homeostase do K*, seja pela inibicdo ou
competicdo por proteinas de transporte, como membros das familias proteicas
KUP/HAK/KT, AKT e HKT (ADAMS; SHIN, 2014; WANG et al., 2015a); inibicdo da
transcricdo de genes codificadores destas proteinas (PILOT et al., 2003; NIEVES-
CORDONES et al., 2010) ou estimulo ao efluxo celular de K* através da desregulacéo
indireta de canais envolvidos na extrusdo radicular de K*, como KOR (outward-
rectifying K* channels) e NCSS (canais néo-seletivos de cétions) (BOSE et al., 2013;
JAYAKANNAN et al.,, 2013; JAYAKANNAN et al., 2015a). A perturbacdo na
homeostase do ion K* pelo Na* em milho sob estresse salino, com consequente
aumento na relacado Na*/K*, também foi relatada por Shahzad et al. (2012), Qu et al.
(2012), Carrasco-Rioz e Pinto (2014), AbdElgawad et al. (2016) e Jiang et al. (2016).
Com decréscimo da concentracgédo foliar de K* e aumento da relacdo Na*/K*, diversos
processos metabolicos regulados pelo K* sdo afetados. Um exemplo em milho é a
interferéncia na sintese proteica tanto em raizes quanto em folhas (CHENG et al.,
2014; FAUST; SCHUBERT, 2017), o que poderia estar relacionado a queda na
atividade da CAT na maxima concentracao salina (150 mM) observada neste trabalho
(Figura 7). Além disso, o K* esta relacionado a produgédo de ROS ao contribuir com
maior eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons fotossintética e com inibicdo de
NADPH oxidases ligadas a membranas (SHABALLA; POTOSSIN, 2014)

A menor absor¢cdo de Na* em plantas tratadas com AS exdgeno também foi
observada por Gunes et al. (2007), Fahad e Bano (2012). Jayakannam et al. (2015a)
observaram que o AS interfere na absorcéo de sddio pelas raizes através da ativacao
do gene NPR1 (non-expresser of pathogenesis related genel), o qual aumenta
atividade de transportador antiporte SOS1 e diminui o influxo de Na* as raizes e seu
transporte a tecidos aéreos. Os mesmos autores verificaram ainda que o AS evita
perdas de K* em Arabidopsis sob estresse salino através da regulacdo de canais de
extrusdo de potassio ativados por despolarizacdo da membrana (KOR - outward-
rectifying K*) e canais nao seletivos ativados por EROs, apesar de no presente estudo

0 AS exdgeno nao ter alterado o teor deste nutriente.
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Figura 10. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o acimulo de Na* (a), K* (b)
e relacdo Na*/K* (c) em folhas de milho. Médias seguidas pela mesma letra minuscula
(entre concentracdes de NaCl) e mesma letra maiuscula (entre concentracdes de AS)
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de
quatro repeticdes (n = 4); barras verticais indicam erro padrao (+ EP).
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Tanto na presenga quanto na auséncia de AS exdgeno, o estresse salino
induziu reducgéo no teor de N, ocasionando em 150 mM de NaCl redug¢des de 17,52%
e 17,78%, respectivamente. Observou-se também que o AS no geral resultou em
maior acumulo de N, apesar de aumento significativo apenas nas concentracdes de 0
e 50 mM de NaCl.

O menor teor de N em folhas de milho sob estresse salino jA é bem
documentado (GUNES et al., 2005; GUNES et al., 2007; TURAN et al., 2010; KAYA
etal., 2015; HUTSCH et al., 2016). Em solos salinizados, o nitrato (NOz’) é a principal
forma de aquisicdo de N pelas plantas (HUTSCH et al., 2016). Entretanto, quando ha
alta concentracdo de sais solUveis no substrato, a absorcédo radicular de NOs3 é
diminuida pela competicdo com CI- por transportadores ou por alteracdes na
integridade da membrana celular (TURAN et al., 2010; PAN, 2011). Shahzad et al.
(2012) observaram que o antagonismo com o ClI- reduziu em 54% a concentracao de
NO3s em folhas de milho em expansédo. Além disso, o menor aporte de NOs" as folhas
resulta na repressdo da atividade da enzima nitrato redutase, diminuindo a

incorporacdo de N em formas organicas (HUTSCH et al., 2016).

O aumento do teor de N ap6s aplicacédo de AS ja foi reportado para o milho sob
estresse por salinidade, baixas temperaturas e infeccdo por patdgenos (GUNES et al.
2007; GAUTAM; SINGH, 2009; AHMAD et al., 2015; EL-BAKY; ALI, 2014). Estes
aumentos sdo atribuidos ao efeito estimulante do AS sobre a atividade da nitrato
redutase, aumentando a assimilacdo do N em tecidos foliares sob a forma de
proteinas e outros compostos nitrogenados (JAIN; SRIVASTAVA, 1981; EL-BAKY;
ALI, 2014). Gunes et al. (2007) observaram que a aplicacdo de 0,5 mM de AS também
ocasionou menor aporte de Cl- as folhas de milho, sugerindo que o maior teor de N

foliar possa ser consequéncia de menor competicdo com o CI-.
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Figura 11. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o teor de N em folhas de
milho. Médias seguidas pela mesma letra mintscula (entre concentracfes de NaCl) e
mesma letra maidscula (entre concentracfes de AS) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de quatro repeticbes (n = 4);
barras verticais indicam erro padréo (x EP).

Até a concentracdo de 100 mM de NaCl, o efeito da salinidade nao foi
significativo sobre o teor foliar de P (Figura 12). Entretanto, sob a méaxima
concentracdo de NaCl, atingindo uma reducdo média de 19,67% ao comparar a
testemunha com o tratamento de 150 mM de NaCl (Figura 12). O AS exdgeno ndo

afetou significantemente o acumulo foliar deste nutriente.

Os resultados aqui obtidos condizem com Feng et al. (2002), os quais
tampouco observaram efeito significativo da salinidade até 100 mM de NaCl. A
reducao do teor foliar de P pelo estresse salino € um resultado comum em plantas de
milho (CARRASCO-RIOS; PINTO, 2013; KAYA et al., 2015; LIU et al., 2016). A
deficiéncia de P induzida pelo estresse salino contribui para o desenvolvimento
deficiente da espécie, ja que este nutriente esta envolvido em processos complexos
como armazenamento e transferéncia de energia, transporte de carboidratos e
regulacéo enzimatica (CARRASCO-RIOS; PINTO, 2013), sendo que o incremento na
concentracdo deste nutriente na parte aérea favorece o desenvolvimento da espécie

em solos salinos (LIU et al., 2016).
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Figura 12. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o teor de P em folhas de
milho. Médias seguidas pela mesma letra mindscula (entre concentracées de NaCl) e
mesma letra mailscula (entre concentracdes de AS) ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de quatro repeticdes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrao (+ EP).

O acumulo foliar de Mg foi reduzido na presenca de estresse salino, ndo sendo
modificado pela aplicacdo de 0,5 mM de AS (Figura 13). Na concentracdao de 50 mM
de NacCl, ja houve reducao significativa no teor deste nutriente (29,45% na auséncia
de AS e 19,49% com AS exdgeno), ndo ocorrendo diferenca significativa entre as

demais concentracdes de NacCl.

A interferéncia do estresse salino sobre a homeostase do Mg em milho ja foi
demonstrada por Gunes et al. (2007), Qu et al. (2012), Kaya et al. (2015). A absorcéo
reduzida de Mg se d& pela competicdo com Na* em condicbes de salinidade
(SHAHZAD et al. 2012). O menor acumulo deste nutriente ja foi associado a menor
sintese de pigmentos clorofilianos em folhas de milho sob estresse salino (QU et al.,

2012), pelo fato de a molécula de clorofila ter Mg como atomo central.
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Figura 13. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o teor de Mg em folhas de
milho. Médias seguidas pela mesma letra minuscula (entre concentracées de NaCl) e
mesma letra mailscula (entre concentracdes de AS) ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam meédias de quatro repeticdes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrao (+ EP).

Na presenca de AS, o teor foliar de Ca s6 diferiu da testemunha sob 150 mM
de NaCl, ocorrendo reducao de 14,06% (Figura 14). J& na auséncia de AS, o efeito
da salinidade foi verificado em todos os tratamentos com NaCl, com reducdo de
20,71% em 50mM de NaCl, 30,28% em 100 mM de NaCl e 19,51% sob 150 mM de
NaCl. A adicdo de 0,5 mM de AS aumentou a concentragdo de Ca em 29,65% e
42,29% sob 50 mM e 100 mM de NacCl, respectivamente (Figura 14).

Menor teor de Ca em milho estresse salino também foi reportado por Shahzad
et al. (2012), Kaya et al. (2013) Kaya et al. (2015). O menor acumulo foliar de Ca foi
apontado por Shahzad et al. (2012) como uma das causas de menor expansao da
area foliar em milho sob salinidade, ja& que este nutriente participa da estabilidade
celular com formacgéo de ligagdes cruzadas entre moléculas de pectina em paredes
celulares (COSGROVE, 2005), o que pode também em parte ser atribuido aos

resultados aqui observados (Figura 1).

O maior teor de Ca na presenca de AS pode ser apontado como um dos pontos
da maior tolerancia a salinidade. Segundo Qu et al. (2012), o Ca?* desempenha
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importante papel na manutengéo da seletividade entre K* e Na* em milho sob estresse
salino. Além disso, o Ca?* é importante sinalizador celular no processo de adaptacéo
sistémica adquirida em resposta a estresses abidticos, envolvendo-se inclusive na
transducéo de sinais mediada pelo AS (KAWANO et al., 1998; GILROY et al., 2016).

00,0 MM AS
1 30,5 mM AS

0 50 100 150
NaCl (mM)

Figura 14. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o teor de Ca em folhas de
milho. Médias seguidas pela mesma letra mindscula (entre concentracées de NaCl) e
mesma letra maiuscula (entre concentracdes de AS) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam meédias de quatro repeticdes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrdo (= EP).

O teor foliar de S decresceu com a salinidade, ocorrendo reducao significativa
na concentracdo de 150 mM de NaCl, tanto na presenca quanto na auséncia de AS
(Figura 15). Sem AS exoégeno, a reducdo em 150 mM foi de 26,86%, enquanto na

presenca de AS a redugdo em 150 mM foi de 28,06% em relagéo a testemunha.

A absorcéo radicular de SO4%, principal forma de absorcédo de S pelas plantas,
é reduzida por concentragfes elevadas de CI- (VITTI et al., 2006). A maioria dos canais
aniénicos identificados em membranas celulares possuem pouca especificidade,
sendo permeaveis a mais de um elemento, inclusive j& se conhecendo canais
permeaveis a SO4> e ClI' (WHITE; BROADLEY, 2001). Assim, a alta concentracdo de
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ClI em funcéo dos tratamentos com NaCl pode ter implicado na reducéo foliar de S.
Bouranis et al. (2007) observaram que plantas de milho sob privacao de S apresentam
maior lignificacdo de tecidos foliares, o que pode ser relacionado com os resultados

aqui obtidos (Figura 3).
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Figura 15. Efeito do estresse salino e AS exdgeno sobre o teor de S em folhas de
milho. Médias seguidas pela mesma letra mindscula (entre concentracées de NaCl) e
mesma letra maildscula (entre concentracdes de AS) nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de quatro repeticbes (n = 4);
barras verticais indicam erro padréo (x EP).

5. CONCLUSAO

O AS exdgeno atenuou os efeitos do estresse salino até 100 mM de NacCl,
evidenciado pela maior massa seca e menor peroxidacao lipidica. Houve maior teor
foliar de lignina, demonstrando que a tolerancia induzida pelo AS a salinidade pode
se relacionar a lignificacao de tecidos. AS exdgeno reduziu ainda o teor foliar de Na+
e aumentou os teores de Ca?* e N, o que pode ter contribuido para maior crescimento

da espécie.
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