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SEMENTES DE LEGUMINOSAS FORRAGEIRAS SOB ESTRESSE SALINO
TRATADAS COM ACIDO SALICILICO E ESPERMIDINA

RESUMO - A germinacdo de sementes é um processo critico no ciclo vital das
plantas superiores e muito susceptivel as condi¢cdes adversas do ambiente, as quais
podem causar o0 estresse oxidativo, resultante do aumento de espécies reativas de
oxigénio (ERO), que podem causar danos as proteinas e iniciar a peroxidacéo
lipidica nas membranas celulares. A aplicacdo do acido salicilico e espermidina e de
grande importancia na protecdo do tecido vegetal dos efeitos prejudiciais dos
estresses, restaurando os padrdes normais de crescimento evidenciando a fungao
essencial no metabolismo celular. Diante disso o objetivo deste trabalho foi verificar
os efeitos do estresse salino na germinacdo e no crescimento inicial de duas
espécies de leguminosas forrageiras, guandu cv. BRS Mandarim e labe-labe cv.
Rongai, avaliando-se 0s seguintes parametros bioquimicos-fisioldgicos: i) efeito
exdgeno do &cido salicilico e da poliamina espermidina; ii) atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), ascorbatoperoxidase (APX) e catalase (CAT). iii)
peroxidacao lipidica e iv) teores de glicina betaina. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado no esquema fatorial 2x2x4+1, sendo as duas
cultivares, guandu, cv. BRS Mandarim (C1) e labe-labe cv. Rongai (C2); dois tipos
de atenuadores (0,5 mM de AS ou Spd); quatro concentracdes de cloreto de sédio
(NaCl) para induzir diferentes niveis de estresse salino, expressos em mM: 0,0 (S1);
20 (S2); 40 (S3) e 60 (S4). Nas plantas sob salinidade, a Spd e o0 AS aumentaram o
crescimento da parte aérea das espécies, mas diminuiram a germinacdo e o
crescimento de raizes nas plantulas. A Spd aumentou a atividade da CAT, enquanto
gque o AS aumentou a atividade da SOD e da APX, nas plantulas sob estresse
salino. O uso do AS e da Spd ocasionaram no decréscimo de glicina betaina. O
labe-labe € menos sensivel ao estresse salino estudado que o guandu. Os
resultados obtidos neste trabalho mostraram que os compostos (Spd e AS) séo
benéficos para atenuacado do estresse salino em ambas as forrageiras estudadas.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, Cajanus cajan, Lablab purpureus, poliaminas,
salicilatos e salinidade.
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FORAGE LEGUMES SEEDS UNDER SALT STRESS TREATED WITH SALICYLIC
ACID AND SPERMIDINE

ABSTRACT — Seed germination is a critical process in the life cycle of superior plants
and very susceptible to adverse environmental conditions which can cause oxidative
stress, resulting from the increase of reactive oxygen species (EROS), which may
cause damage to proteins and initiate lipid peroxidation in cell membranes. The
application of salicylic acid and spermidine is a great importance in protecting the
plant tissue from the harmful stress effects, restoring the normal growth standards
showing the key role in cell metabolism. In view of that, the aim of this study was
verify the effects of salt stress on germination and initial growth of two species of
forage legumes, pigeonpea cv. BRS Mandarim and lablab bean cv. Rongai
evaluating the following biochemical and physiological parameters: i) exogenous
effect of salicylic acid and polyamine spermidine; ii) activity of the enzymes
superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT);
iilipid peroxidation; iv) content of glycine betaine. The statistics experimental design
was randomized completely in a factorial scheme 2x3x4, the two cultivars,
pigeonpea cv. BRS Mandarin (C1) and lablab bean cv. Rongai (C2); Two types of
attenuators (0.5 mM AS or Spd); four concentrations of sodium chloride (NaCl) to
induce different levels of salt stress, expressed in mM: 0.0 (S1); 20 (S2); 40 (S3) and
60 (S4) . In plants under salinity, the Spd and AS increased the aerial parts of the
species, but decreased germination and root growth in seedlings. The Spd increased
the CAT activity, while the AS increased the SOD and APX acitivity, in the seedlings
under salt stress. The use of AS and Spd caused decrease in glycine betaine. The
lablab bean is less sensitive to salt stress than Guandu studied in this experiment.
The obtained results in this experiment showed that the compounds (Spd and AS)
are beneficial for mitigation of salt stress in both studied forages.

Keywords: oxidative stress, Cajanus cajan, Lablab purpureus, polyamines,
salicylates and salinity.



1. INTRODUCAO

O estresse salino ocorre ndo somente nas regides aridas e semiaridas, mas
em muitas outras regides do mundo distribuidas em vastas areas nos diversos
paises. Estima-se que mais de 20% das areas cultivadas ao redor do mundo séo
afetadas pelo estresse salino, e a quantidade de areas propicias a este estresse
esta aumentando rapidamente (MUNNS; TESTER, 2008; COELHO et al., 2010;
GUPTA; HUANG, 2014). Existe o risco de ampliacdo das areas que apresentam
solos salinos, caso ndo sejam adotadas medidas adequadas de manejo do solo e da
agua (PINHEIRO, 2013).

Considerado um dos estresses que mais limitam a producédo de culturas
agrondmicas ao redor do mundo, o estresse salino promove drasticas alteracdes
morfologicas, fisiolégicas e bioquimicas nos vegetais. A maioria das espécies
vegetais submetidas a salinidade tem o crescimento reduzido afetando a
produtividade, sobretudo, devido aos efeitos osmoticos, toxicidade ibnica,
desequilibrio nutricional e hormonal e producdo de espécies reativas de oxigénio
(HAMDIA; SHADDAD, 2010).

Na solucdo salina do solo, a 4gua € osmoticamente retida, de forma que o
aumento da concentracdo de sais torna a agua cada vez menos disponivel para as
sementes, afetando diretamente a germinacdo e o crescimento inicial das plantulas
(MUNNS; TESTER, 2008). Em sementes sob estresse salino ocorre grande
interferéncia na qualidade fisiolégica acelerando o envelhecimento e diminuindo
acentuadamente o vigor, comprometendo a obtencdo de estande adequado para o
estabelecimento da cultura (JAYAKANNAM et al., 2013; TANG et al., 2015). A
importancia do estudo da germinacao das sementes em substratos salinizados € um
dos métodos mais utilizados para se determinar a tolerancia das plantas ao excesso
de sais. Para algumas plantas, a avaliacdo do processo germinativo pode ser
indicativo da tolerancia aos ambientes salinizados (DANTAS et al., 2007).

De modo geral as condicdes de estresse desencadeiam alteracoes
metabdlicas na fisiologia das plantas, como a intensificacdo da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), que em excesso conduzem ao estresse

oxidativo, o qual pode ser combatido por varios processos, entre eles o enzimatico.
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Diante disso o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos do estresse salino
na germinacdo e no crescimento inicial de duas espécies de leguminosas
forrageiras, guandu cv. BRS Mandarim e labe-labe cv. Rongai, avaliando-se os
seguintes parametros bioquimicos-fisiologicos: i) efeito exdégeno do acido salicilico e
da poliamina espermidina; ii) atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD),
ascorbatoperoxidase (APX) e catalase (CAT). iii) peroxidacao lipidica e iv) teores de
glicina betaina. Com este estudo, hipotetiza-se que tanto o acido salicilico como a
poliamina espermidina poderdo atenuar o estresse salino na germinabilidade de
ambas leguminosas forrageiras, pelo incremento da atividade das enzimas
antioxidantes; nesse contexto, espera-se que essas enzimas possam ser utilizadas
como marcadores bioquimico-fisiolégicos para ajustar osmoticamente as sementes

dessas leguminosas forrageiras aos efeitos do estresse salino.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Germinagéo de sementes

A germinacdo de sementes é um processo critico no ciclo vital das plantas
superiores e muito susceptivel as condi¢cdes adversas do ambiente, as quais podem
causar o estresse oxidativo, resultante do aumento de espécies reativas de oxigénio
(ERO), que podem causar danos as proteinas e iniciar a peroxidacao lipidica nas
membranas celulares, formando hidroperoxidos de lipideos (SHARMA et al., 2012).
Esta peroxidacdo de lipideos de membrana € um dos eventos mais significativos do
estresse oxidativo, pelo fato de causar a diminuicdo da fluidez, modificacdes de
permeabilidade idnica e de outras funcdes associadas as membranas (TAMAS et al.,
2004).

Os eventos bioquimicos resultantes de diminuicdo da fluidez das membranas
incluem a interferéncia nas fungBes das proteinas, a reducao do suprimento de
energia, a perda de compartimentalizacdo, a liberacdo acentuada de ions e outros
eventos que rompem o0 metabolismo normal e levam ao desbalanco e perda das
funcbes essenciais. A avaliacdo da peroxidacdo de lipideos de membranas
evidenciada pela producdo de malondialdeido (MDA), subproduto ligado a
peroxidacdo de lipideos, frequentemente, é utilizada como indicador bioquimico
chave da sensibilidade das plantas aos estresses ambientais (SHARMA et al.,
2012).

Outro mecanismo bioquimico-fisiologico das plantas sob condicdes de
estresse é 0 ajuste osmético, que se da a partir da biossintese de solutos
compativeis, como a glicina betaina, que se acumula no vacuolo ou citosol das
células e tem funcdo osmoprotetora, mantendo a integridade celular das proteinas,
enzimas e membranas (JALEEL et al., 2007; PAREEK et al.,, 2010). A glicina
betaina, € uma das betainas mais comuns nas plantas e € sintetizada como osmalito
compativel em plantas sob condi¢des estressantes (FAROOQ et al., 2009; PAREEK
et al.,, 2010). O acumulo de osmolitos compativeis é uma efetiva avaliacdo para
incrementar a tolerancia dos vegetais ao estresse salino (TANG et al.,, 2015).

Plantas tolerantes ao estresse salino sintetizam glicina betaina em maiores
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quantidades que plantas sensiveis a este estresse (HAMDIA; SHADDAD, 2010;
GUPTA; HUANG, 2014).

De modo geral a presenca de sais no solo inibe a habilidade da planta em
absorver agua, conduzindo a reducdo do seu desenvolvimento. Este é o efeito
osmaético que leva a deficiéncia hidrica promovida pela salinidade. A absorcao
excessiva de ions do solo como Na* e CI" promove similarmente ao efeito osmotico,
a reducdo do crescimento e este é o efeito idnico da salinidade sobre as plantas
(MANSOUR, 2014). O ion Na tem um efeito adverso sobre o desenvolvimento das
plantas, quando presente em grandes concentracdes no solo, devido sua acao inibir

a atividade de vérias enzimas do metabolismo respiratério e fotossintético.
2.2 Estresse salino

A Salinizacdo de solos agricultaveis origina-se, sobretudo, da agua de
irrigacdo que contem quantidades tracos de cloreto de sédio (NaCl) e de agua do
mar (MANSOUR, 2014). Solos salinos apresenta alta concentracdo de sais sollveis
e sao classificados como tais quando sua condutividade elétrica € maior ou igual que
4 dS m™. Esta definicéo de salinidade deriva da condutividade elétrica obtida a partir
do extrato saturado do solo, que reduz a producdo de varias culturas. Entretanto,
muitas espécies sdo afetadas por uma condutividade elétrica inferior a 4 dS m™
(MUNNS; TESTER, 2008).

O estresse salino causa uma influéncia desvantajosa na planta e € um dos
fatores abidticos de grande importancia (Taiz; Zeiger, 2004). Existem trés maneiras
da inducdo do estresse salino na planta: osmético, ibnico e oxidativo. A planta
desenvolve diferentes mecanismos para se proteger contra cada um deles. No caso
de estresse osmotico, 0 mecanismo de protecdo da planta € o ajustamento osmotico
ou homeostase osmotica. Se o estresse for ibnico, 0 mecanismo sera a homeostase
ibnica, que compreende o balangco K/Na, a exclusdo de Na e a compartimentalizacao
e, por fim, no caso do estresse oxidativo a resposta da planta ¢ a defesa
antioxidante (SILVEIRA et al., 2010).

Sendo assim é nitido que com o estresse é gerado uma situacdo
desfavoravel, afetando negativamente o metabolismo da planta resultando na

diminuicdo do crescimento e desenvolvimento do vegetal (LICHTENTHALER. 2004).



2.3. Estresse oxidativo

As plantas possuem mecanismos de defesa quando submetidas aos estresses.
O estresse oxidativo € uma das respostas fisioldgicas da planta apos o estresse
salino, e também pode estar relacionado aos mecanismos de defesa.

As espécies reativas de oxigénio (ERO) em condicbes ambientais naturais
protegem as plantas, porém, sob condi¢Bes de estresse sdo produzidas em grande
guantidade, tornando-se toxicas e capazes de causar efeitos deletérios através de
reacoes de oxidacdo. (STRID et al., 1994; BANDYOPADHYAY; BANERJEE, 1999;
BROWN et al., 2013).

A oxidacdo pode ocorrer em varios componentes celulares e com isso levar a
destruicdo oxidativa de células, que induzem os danos celulares através da
degradacdo de proteinas, inativacdo de enzimas, alteracbes em genes e interferem
em rotas metabdlicas importantes (AZEVEDO NETO et al., 2015).

As ERO resultam da excitacédo eletronica do O, para formar oxigénio singleto
(0,') ou da transferéncia de um, dois ou trés elétrons para o O, para formar,
respectivamente o radical superéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H,0;) ou radical
hidroxil (OH") (SAHA et al., 2015).

Assim 0s niveis enddégenos de ERO, possibilita a sua utlizagdo como
moléculas sinalizadoras no crescimento, desenvolvimento e respostas a estresses
(RYTER; TYRREL, 1998; MITTLER et al., 2004).

Nas plantas, cada compartimento celular contém enzimas que limitam o
acumulo de ERO, mas que sob algum tipo estresse, tais enzimas podem néo atuar
eficientemente, a ponto de haver danos as estruturas celulares e subcelulares
(MOLLER; SWEETLOVE, 2010). Isto ocorre devido a um desequilibrio entre
formacdo e neutralizacdo das ERO pelos sistemas enzimaticos, conduzindo aos
disturbios metabdlicos, que vao desde danos ao material genético e proteinas, até
peroxidacdo de lipideos de membranas evidenciada pela producdo de
malondialdeido (subproduto ligado & peroxidacdo de lipideos), comumente usado
como uma medida de tolerancia a estresses impostos as plantas, incluso o estresse
salino (YASAR et al., 2008).



2.2. Acido salicilico

O &cido salicilico (AS) € um regulador vegetal endégeno que pertence a um
grupo muito diversificado de substancias conhecidas como compostos fendlicos. A
funcdo do AS é explorada na literatura nos estudos da relacéo planta-patogeno (FU,;
DONG, 2013). Outra importante funcdo do AS nas plantas estd relacionada a
inducdo de tolerancia aos diferentes tipos de estresse abidtico. Recentes estudos
tem dado consideravel importancia a habilidade do AS em induzir efeitos de
protecdo (adaptacéo e tolerancia) em plantas sob estresse (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Segundo Chen et al. (1993), adaptacéo e tolerancia é devido as alteracdes no
metabolismo da célula vegetal, entre elas a sintese de proteinas de defesa,
expressas por genes especificos, ativados através de mecanismos complexos. Tais
proteinas exercem varios papéis na tolerancia e sobrevivéncia da planta, de forma
direta (combatendo o agente agressor) ou indireta (mantendo a estrutura e as
fungdes celulares).

A aplicacdo exogena do acido salicilico pode agir como indutor dessas
proteinas de tolerancia aos diferentes estresses, destacando o estresse salino
(JAYAKANNAN et al., 2013). Bem como para elevar/regular a atividade de enzimas
de desintoxicacao celular, como a catalase, peroxidades e superéxido-dismutases,
especialmente envolvidas na degradacdo de radicais ativos oxigenados
(CARVALHO et al., 2007; GUO et al., 2013). Os efeitos atenuadores do AS pode
estar envolvido também pelo aumento do osmdlito compativel glicina betaina
(NOREEN et al., 2008; LAKZAY!I et al., 2014).

De modo geral o efeito protetor é dependente de uma série de fatores tais
como a espécie, o estagio de desenvolvimento da planta, o modo de aplicacdo, a
concentracdo de AS utilizada, o seu nivel endégeno na planta em questdo e o
balanco oxidativo das células (HORVATH et al., 2007).

2.3. Poliamina espermidina

As poliaminas apresentam ocorréncia natural em plantas e se caracterizam
por serem substancias de baixo peso molecular, policatibnicas, alifaticas e
nitrogenadas (FARIDUDDIN et al., 2013). Algumas plantas utilizam as poliaminas

(putrescina, espermidina, espermina e cadaverina) para a defesa contra as
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condigbes adversas, pelo fato destas possuirem vias metabdlicas interconectadas
com outras rotas envolvidas na formacdo de varias moléculas e metabdlitos
sinalizadores relevantes nas respostas das plantas sob estresses (PAL; SZALAI;
JANDA, 2015).

Estudos recentes destacam o envolvimento das poliaminas na protecédo das
plantas cultivadas submetidas a restricdo hidrica e salinidade (GUPTA et al., 2013;
KOTAKIS et al., 2014). Muitos autores observaram que poliaminas exdgenas
causam atenuacdo dos efeitos de varios estresses nos vegetais aumentando a
tolerancia das culturas (SHARMA et al., 2011; GUPTA et al., 2013; KOTAKIS et al.,
2014).

Ainda, pode evidenciar que sdo essenciais para a viabilidade das células, pois
as poliaminas estdo envolvidas em processos celulares importantes como a divisao
celular, sintese proteica, replicacio do DNA e prevencdo dos processos
relacionados com a senescéncia (CHATTOPADHAYAY et al., 1997; AZIZ et al.,
2001; ZEID, 2004).

Dentre as poliaminas responsaveis pelo metabolismo e pelas respostas das
sementes ao ambiente, destaca-se a espermidina, familia das aminas (triamina), a
qual esté entre as principais poliaminas nas plantas que atuam em VAarios processos
fisiologicos relacionados as respostas dos vegetais aos diversos tipos de estresses,
incluindo o estresse salino (ZHAO; QIN, 2004; DALBERTO; BRAGA, 2013).

Esta importancia ainda se confirma pela aplicacdo exégena de espermidina
em sementes, na qual tem mostrado proteger o tecido vegetal dos efeitos
prejudiciais dos estresses, restaurando o0s padrdes normais de crescimento
evidenciando a funcdo essencial no metabolismo celular (TASSONI et al., 2008;
AHMAD et al., 2009). Assim, tendo em vista estes aspectos das funcdes das
poliaminas, crescente interesse tem surgido no tocante a manipulacdo genética da
sua biossintese, com 0 objetivo de tornar as plantas mais tolerantes aos varios

estresses ambientais.
2.4. Leguminosas forrageiras

Devido a alta producéo de ruminantes no Brasil, a utilizacdo de pastagens é
de grande importancia. Aproximadamente 75% da superficie utilizada pela
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agricultura € ocupada por pastagens, o0 que corresponde a aproximadamente 20%
da area total do Pais (FAGUNDES et al., 2011).

As forrageiras apresentam uma grande importancia, devido a possibilidade na
alimentacdo dos animais. A criacdo dos ruminantes € baseada em sistema de
pastagens (gramineas e leguminosas), sendo economicamente a fonte alimentar
mais viavel em um sistema produtivo, pois seu custo € relativamente barato em
comparacao as fontes alimentares tradicionais dentre elas milho, soja e sorgo sendo
gue estes compdem grande parte da dieta dos animais criados em sistema intensivo
(SILVA et al., 2016).

A utilizacdo do guandu e labe-labe como forragem sao de grande aceitagéo,
pois apresentam repostas satisfatérias em termos de cobertura e quanto a massa
seca.

O guandu (Figura 1A) é uma leguminosa, da familia Fabaceae, nativa da
Africa tropical ocidental, com folhas alternadas trifoliadas, inflorescéncias com flores
amarelas ou amarelas com estrias avermelhadas ou roxas. As suas vagens
possuem sementes de coloracdo variavel. E uma planta anual, bianual ou
semiperene, que cresce bem em solos tropicais e subtropicais, com bastante
tolerancia a seca (KHOURY et al. 2015). Essa planta possui a capacidade de fixar
elevada quantidade de nitrogénio, producao de fitomassa, ciclagem de nutrientes,
além de reduzir problemas com a compactacéo do solo. Pode ser empregado: como
adubo verde, em rotacéo e associacao de cultivos, em consorciacdo com gramineas
anuais, na alimentacdo animal, na producéo de graos, entre outras (CALEGARI et
al., 1993; MENEZES et al., 2009).

O labe-labe (Figura 1B) é uma leguminosa, da familia Fabaceae, com ciclo
de vida anual ou bianual, originario da Africa ou india, herbacea, com inflorescéncia
de ramos auxiliares pedunculados, flores de cor branca, rosada ou violacea (MAASS
et al., 2010; AZEVEDO et al. 2007). A mesma possui habito de crescimento
indeterminado, de clima tropical e subtropical, é tolerante as secas prolongadas,
adaptando-se aos diversos tipos de solos. O seu uso pode ser adotado para a
alimentacdo humana, por meio dos grdos e como forragem verde para bovinos
(MURPHY; COLUCCI, 1999).



Figura 1. A. guandu, cv. BRS Mandarim; B. Labe-labe cv. Rongai.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Conducao do experimento e obtencao das sementes

O experimento foi conduzido em sala de crescimento na Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias, UNESP-Univ Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal, Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, Laboratorio de
Fisiologia Vegetal. Foram utilizadas sementes de guandu, cv. BRS Mandarim
(Cajanus cajan) e labe-labe cv. Rongai (Lablab purpureus) provenientes da empresa

Wolf Seeds do Brasil, Ribeirao Preto.
3.2. Fatores em estudo e delineamento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado no
esquema fatorial 2x3x4, sendo as duas cultivares, guandu, cv. BRS Mandarim (C1) e
labe-labe cv. Rongai (C2); dois tipos de atenuadores (0,5 mM de AS ou Spd); quatro
concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) para induzir diferentes niveis de estresse
salino, expressos em mM: 0,0 (S1); 20 (S2); 40 (S3) e 60 (S4), as concentracoes
usadas foram de acordo com Monteiro et al. (2014). Estes niveis de estresse salino
correspondem, respectivamente, aos potenciais osmoéticos (ys) de 0,0; -0,089; -
0,178; e -0,267, calculados de acordo com a equacgédo de J.H. Van't Hoff, citada por
Salisbury e Ross (1992):

pg=-i.C.R. T

Onde:

vy = potencial osmotico (MPa);

i = coeficiente isotdnico ou constante de dissociacdo (iNaCl = 1,8);

C = concentragéo da solucéo (mol por litro de H,O™ 0,0; 20, 40 e 60 mM);
R = constante universal dos gases (0,00831 MPa L K™ mol™);

T = temperatura (K).
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No total foram realizadas quatro repeticbes de 25 sementes para cada

tratamento.

O esquema abaixo mostra a montagem experimental/tratamentos:

ESQUEMA EXPERIMENTAL

Acido Salicilico (AS)

0,0 mM de AS 0,0 mM de AS 0,0 mM de AS 0,0 mM de AS
0,0 mM de NaCl 20 mM de NacCl 40 mM de NaCl 60 mM de NaCl
0,5 mM de AS 0,5 mM de AS 0,5 mM de AS 0,5 mM de AS
0,0 mM de NaCl 20 mM de NacCl 40 mM de NaCl 60 mM de NaCl
Espermidina (Spd)

0,0 mM de Spd 0,0 mM de Spd 0,0 mM de Spd 0,0 mM de Spd
0,0 mM de NaCl 20 mM de NacCl 40 mM de NaCl 60 mM de NaCl
0,5 mM de Spd 0,5 mM de Spd 0,5 mM de Spd 0,5 mM de Spd
0,0 mM de NaCl 20 mM de NaCl 40 mM de NaCl 60 mM de NaCl

3.3. Instalagcao do experimento

As sementes foram colocadas em caixa de acrilico transparente (11,0 x 11,0 x

3,5 cm), limpas com hipoclorito de sédio comercial (2,5% de cloro ativo), diluida em

agua a 5% (v/v) e, em seguida, borrifadas com alcool 70% (v/v) e secas ao ar sobre

bancada, em temperatura ambiente. Os papéis mata-borrdo, utilizados como

substratos, foram envolvidos em folhas de aluminio flexivel e esterilizados em

autoclave a 120 °C por 40 minutos. As caixas foram revestidas com uma folha de

papel mata-borréo e foi realizada a distribuicdo de 25 sementes por caixa, logo apos

foram umedecida todas as caixas com suas respectivas solu¢des na quantidade 2,5

vezes a massa do papel (BRASIL, 2009). Em seguida foram colocadas em
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germinador FANEN Mod. 347 CDG na temperatura de 25°C + 1°C, com fotoperiodo
de 12 horas. A contagem das sementes germinadas foi realizada em intervalos de
24 horas até completar 10 dias apos a semeadura. O critério de germinacdo seguiu
Duran e Tortosa (1985) que consideram sementes germinadas as que apresentam
extensdo da raiz primaria > 2 mm e curvatura geotropica positiva. Ao final do
experimento foram coletadas amostras vegetais e armazenadas em freezer -80 °C

para analises bioquimicas.
3.5. Parametros bioquimicos e fisioldgicos
3.5.1. Germinacéao

A germinacado de sementes no 10° dia foi avaliada conforme as Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), considerando-se a porcentagem de sementes
germinadas. O calculo de porcentagem de germinacdo sob as condicbes de
estresse salino, com e sem espermidina ou acido salicilico, foi realizado conforme

expressao descrita por Labouriau & Agudo (1987):

G= (N/A).100
Onde:
G = porcentagem de germinacao;
N = nimero de sementes germinadas;

A = nimero total de sementes colocadas para germinar.
3.5.2. Peroxidacéo de lipideos

A peroxidacdo de lipidios foi determinada pelo conteido do malondialdeido
(MDA). Foi determinado pela estimativa do contetdo de substancias reativas com o
acido tiobarbitirico (TBARS) seguindo a meétodo de Heath e Packer (1968). A
concentracédo do equivalente de MDA foi calculada usando o coeficiente de extingao
molar do MDA (¢ 155 mM™ cm™) e os resultados foram expressos em umol MDA g™*

de massa fresca.
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3.5.3. Extracédo e andlise das enzimas antioxidantes

Para a andlise das enzimas antioxidantes, foi preparado um extrato
enzimatico bruto utilizado para determinacdo das enzimas SOD, CAT e APX. As
amostras foram homogeneizadas (3:1 volume do tamp&o de extracdo para peso
fresco do tecido), o tampdo de extracdo era composto: Fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,5, EDTA (acido etilenodiaminotetracético) a 1 mM, ditiotreitol (DTT) a 3 mM e
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 4% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12000
g, durante 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado para a analise em
triplicatas da atividade especifica das enzimas superoxido desmutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) (GOMES JUNIOR et al., 2007).

3.5.3.1. Superdxido dismutase (SOD EC 1.15.1.1)

A atividade da superoxido dismutase foi determinada pela adi¢cdo de 50 pL do
extrato enzimatico bruto em 1,45 mL de um meio de reacdo constituido de tampéao
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazoélio
(NBT) 63 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 1,3 uM. A reacédo foi conduzida a 25°C em
camara de reacao sob iluminacao de uma lampada fluorescente de 15 W mantida no
interior de uma caixa fechada. Apés 5 minutos de exposicao a luz, a iluminacao foi
interrompida e a formazana azul produzida pela fotorreducdo do NBT foi medida a
560 nm (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A atividade da enzima foi expressa em
Unidade SOD mg™ proteina.

3.5.3.2. Catalase (CAT EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada segundo Kraus, Pauls e Fletcher
(1995) e modificado por Azevedo et al. (1998). A reacao se iniciou pela adicdo de 25
pL do extrato enzimatico bruto a 1 mL de um meio de reacao constituido de tampéao
de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5 e 25 pL H,O,. A atividade enziméatica foi

calculada e o resultado expresso em pmol.min™*.mg™ proteina.
3.5.3.3. Ascorbato peroxidase (APX EC 1.11.1.11)

A atividade APX foi determinada seguindo-se a decomposicéo de peroxido de

hidrogénio por 1 minuto, por altera¢g6es na absorbéancia a 290 nm segundo Moldes et
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al. (2008), determinada pela adicdo de 50 pL do extrato enzimatico bruto em 950 pL
de um meio de reagdo. O tampao de incubacao foi composto por fosfato de potassio
80 mM, pH 7,0, acido ascorbico 5 mM, EDTA 1 mM e H,O, 1 mM. Os resultados

foram expressos em nmol.min™*.mg™ proteina.
3.5.4 Determinacgdo da concentragédo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada para os célculos das atividades
enzimaticas, a mesma foi realizada segundo Bradford (1976), utilizando-se curva

padrao construida com albumina sérica bovina (BSA).
3.5.5. Teores de glicina betaina

Foi realizada a quantificacdo dos teores de glicina betaina de acordo com a
metodologia Grieve e Grattan (1983). Para preparacdo do extrato foi adicionado em
20 mL de agua deionizada 0,5 g de material seco e moido. Subsequentemente, 0s
extratos permaneceram durante 24 horas sob agitacdo em temperatura de 25°C,
apos este periodo os extratos foram filtrados, com extrato pronto realizou a mistura
na proporcédo de 1:1 com H,SO,4 2N, em seguida foi retirado uma aliquota de 250 pL
e foi mantido em &gua gelada durante 1 hora, ap6s esse periodo foi adicionado 100
pL de Kl-I; e agitou por 5 segundos, os mesmo foram fechados com papel filme para
evitar a volatilizacdo. Os tubos com os extratos foram mantidos a temperatura de
4°C durante 16 horas para terminar a reagdo. Em seguida os tubos foram
centrifugados a 11.872 g por 15 minutos a 0 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente
retirado permanecendo apenas os cristais de periodato, os quais foram dissolvidos
em 4,5 mL de 1,2-dicloroetano. Apds 2 horas e 30 minutos, foi realizada a leitura da
absorbéancia no comprimento de onda de 365 nm no espectrofotdometro Beckman DU
640. Uma curva padréo de glicina betaina (50-200 ug/mL) foi preparada em H,SO,

AN. Os resultados foram expressos em mmol GB g de massa seca.
3.5.6. Crescimento de plantulas

No 10° dia as plantulas desenvolvidas foram separadas em plumulas e raizes
e levadas em estufa de circulagcdo forcada de ar em temperatura de 65 °C ate

apresentarem peso constante. Apos resfriamento foram pesadas em balanca
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analitica Denver Instrument Company AA-200, com precisdo de 1x10® g. Os dados

foram expressos em mg plantulas™.
3.6. Analise estatistica

Para os dados de germinacdo foi realizada a normalizacdo com a
transformacdo dos dados em arcsen \/m) da distribuicdo dos desvios, os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia por meio da aplicacdo do Teste F e
na ocorréncia de diferencas de ordem significativa os dados foram submetidos ao
teste de Tukey a 5% probabilidade, utilizando o software AgroEstat (BARBOSA,
MALDONADO, 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Germinacao (G)

Na Figura 2 estdo apresentados os dados referentes ao desdobramento da
interacdo entre as espécies, 0s compostos (Spd e AS) e as concentracdes salinas
para a porcentagem de sementes germinadas (%). A aplicacdo exdgena de Spd
reduziu em 2,8% a PSG no guandu, enquanto que a PSG no labe-labe nao foi
afetada (Figura 2A). Com o desdobramento da interacdo do estresse salino e
espécies estudadas observou-se que o estresse salino ndo alterou o comportamento
das espécies, porém quando se observaram as espécies isoladamente, constatou-
se que houve uma reducdo na PSG no guandu de 6,2; 7,3 e 3,3% nas respectivas
concentracbes de 20, 40 e 60 mM de NaCl em relacdo ao controle, 0 que nao
ocorreu no Labe-labe (Figura 2B). De acordo com o desdobramento da interacao
entre salinidade e os compostos, o0 AS atenuou os efeitos do estresse salino
somente nas sementes dentro da concentragdo mais moderada de NaCl (20 mM),
elevando a germinacdo em 4,3%. Entre as concentracfes de NaCl tanto o AS como
a Spd tiveram um efeito negativo significativo em relacdo ao controle; para o AS a
reducdo foi de 4,7 e 4,15%, em 40 e 60 mM de NacCl; ja para Spd, a reducao foi de
2,6 e 3,7%, respectivamente nas concentragdes de 20, 40 mM de NaCl (Figura 2C).

Os resultados encontrados nos indicam que o uso da Spd e do AS, possuem
um efeito negativo sobre o processo germinativo com aumento das concentracdes
salinas, esse comportamento pode ser explicado em razdo dos mesmos
ocasionarem o aumento dos niveis de acido abscisico e diminuicdo dos niveis de
giberelinas (RIVAS-SAN VICENTE; PLASENCIA, 2011; SAHA et al., 2015).
Resultado semelhante a este trabalho foi encontrado por Melloni et al. (2012), em
que estes autores, estudando o fornecimento de Spd exdégena em sementes de
leguminosas forrageiras (guandu cv. Caqui, alfafa cv. Crioula e labe-labe cv.
Rongai), encontraram uma redugdo com o incremento da salinidade. Por outro lado,
Szepesi et al. (2005) utilizando AS em estresse salino, observaram aumento na
porcentagem de germinacdo de sementes de tomate. Essa divergéncia pode ser
explicada em razdo das espécies se comportarem de maneira diferente as

concentracdes dos compostos estudados.
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Figura 2. Valores médios da germinacéo (G) de guandu cv. BRS Mandarin e Labe-
labe cv. Rongai aos 10 dias da semeadura. A. Efeito do acido salicilico
(AS) e da poliamina espermidina (Spd). B. Efeito das concentrages de
NaCl. C. Interacdo dos compostos (As e Spd) e salinidade (NaCl). Médias
seguidas de mesma letra mindscula (dentro das concentracbes) e
maiuscula (entre as concentracfes) ndo diferem entre si pelo o teste de
Tukey (p > 0,05). Médias de quatro repeticdes.
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4.3. Peroxidagao de lipidios

Na Figura 3 encontra-se o malondialdeido (MDA), que é utilizado como
indicador de peroxidacéo de lipidios. Essa é uma das técnicas mais utilizadas para
avaliar a peroxidacdo de lipidios, o malondialdeido que é um dialdeido formado
como produto secundario durante a oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados por
cisdo beta dos AGPIs peroxidados, principalmente o acido araquidénico. O MDA é
volatil e possui baixo peso molecular (C3sH40, PM=71,07) (LIMA; ABDALLA, 2001).
Entretanto, € considerado como um marcador bioquimico de estresse oxidativo
(SHULAEV; OLIVER, 2006).

Na Figura 3A o uso da Spd apresentou uma reducdao significativado MDA em
21,7% no labe-labe. Na interacdo do estresse salino e as espécies, o MDA
apresentou uma reducéo de 12,3; 21 e 25,1% no labe-labe nas concentracfes 20,
40 e 60 mM de NaCl e 23,6% no guandu, na concentracdo de 60 mM de NaCl em
relacdo ao controle (Figura 3B). Na interacédo do estresse salino e 0s compostos, 0
AS proporcionou diminuicdo de 15,6; 29 e 27,9% em 20, 40 e 60 mM de NaCl
respectivamente. Dentro das concentracdes salinas, o uso da Spd proporcionou
decréscimo da concentracdo de MDA em 26,5 e 21% em 0 e 20 mM de NaCl. Nas
concentragbes mais elevadas de 40 e 60 mM de NaCl os compostos néo
apresentaram diferenca significativa para a concentracado de MDA (Figura 3C).

Comparando os horménios vegetais, a Spd proporciona melhor resposta em
relacdo ao AS dentro das concentracfes salinas. Isso ocorreu devido a Spd ter
incrementado a atividade das enzimas antioxidantes, ocorrendo, assim, diminui¢ao
da peroxidacéo lipidica. Os efeitos positivos desses horménios na atenuagédo do
estresse oxidativo foram registrados em varios estudos, onde autores relatam o
decréscimo na concentracdo de malondialdeido (TARI et al., 2002; POPOVA et al.,
2003). O efeito do AS foi descrito por Dolatabadian et al. (2009), que constatou
diminuicdo do MDA quando as plantas de trigos foram tratadas com o AS.
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Figura 3. Valores médios da concentracdo de malondialdeido (MDA) presente em

guandu cv. BRS Mandarin e Labe-labe cv. Rongai aos 10 dias da
semeadura. A. Efeito do acido salicilico (AS) e da poliamina espermidina
(Spd). B. Efeito das concentracdes de NaCl. C. Interagdo dos compostos
(As e Spd) e salinidade (NaCl). Médias seguidas de mesma letra
minuscula (dentro das concentragbes) e mailscula (entre as
concentragdes) ndo diferem entre si pelo o teste de Tukey (p > 0,05).
Médias de quatro repeticdes, realizadas em triplicatas.
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4.2. Enzimas antioxidantes
4.2.1. Superoéxido dismutase (SOD)

Na Figura 4 encontra-se a atividade da SOD. Dentre as enzimas responsaveis
pela eliminacéo das espécies reativas de oxigénio, a SOD é considerada chave, pois
€ a primeira linha de defesa ao estresse oxidativo, a mesma realiza a dismutacéo do
radical O, a peroxido de hidrogénio (H202) (ASADA, 1999; SILVA et al., 2014).

O uso do AS diminuiu a atividade da SOD, sendo essa reducdo no labe-labe
de 18,4% em relacédo ao controle; no guandu a reducao observada foi de 6,4% com
AS (Figura 4A). O estresse salino diminuiu a atividade da SOD no labe-labe em
4,2% na concentracdo de 60 mM de NaCl e no guandu, por outro lado, promoveu 0
aumento da atividade da enzima em 17,3 e 24,4% nas concentracdes de 40 e 60
mM de NaCl (Figura 4B). A interacdo do estresse salino e os compostos, indica que
0 uso do AS aumenta a atividade da SOD em 9,1% na concentragdo de 60 mM.
Dentro das concentracdes salinas observou uma resposta positiva na atividade da
enzima de 20,1% na presenca da Spd em condi¢cdes de estresse salino de 20 mM
de NaCl (Figura 4C).

O uso da Spd aumenta a atividade da SOD em niveis leves de estresse,
indicando que em altas concentra¢gfes salinas a mesma néo apresentou um efeito
protetor. O AS proporcionou um aumento na atividade SOD no estresse mais
severo, ao contrario do que foi encontrado neste trabalho Dolatabadian et al. (2009)
relata efeito inibitorio, ao estudar o efeito do AS no estresse salino em sementes de
trigo. A resposta encontrada no trabalho evidencia o uso do AS na protecédo da
plantula quando submetida a estresse salino, em condigbes adversas, mantendo

uma relacéo positiva direta na medida em que ha o aumento dos niveis de estresse.
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Figura 4. Valores médios da atividade especifica da superdoxido dismutase (SOD)

presente em guandu cv. BRS Mandarin e Labe-labe cv. Rongai aos 10
dias da semeadura. A. Efeito do é&cido salicilico (AS) e da poliamina
espermidina (Spd). B. Efeito das concentracdes de NaCl. C. Interacao dos
compostos (As e Spd) e salinidade (NaCl). Médias seguidas de mesma
letra minUscula (dentro das concentracdes) e mailscula (entre as
concentracdes) nao diferem entre si pelo o teste de Tukey (p > 0,05).
Médias de quatro repeticbes, realizadas em triplicatas.
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4.2.2. Catalase (CAT)

A atividade da CAT (Figura 5) pode variar em fungdo da intensidade do
estresse. Embora a SOD seja a primeira linha de defesa ao estresse oxidativo, seu
produto, o H,O,, deve ser rapidamente eliminado com enzimas subsequentes do
sistema antioxidante, como a CAT e APX (WILLEKENS et al., 1995).

No labe-labe, houve diferenca entre as médias da atividade da CAT, com
aumentos relacionados com o uso de Spd na atividade da CAT de 51,6% em relacéo
ao controle; por outro lado, em guandu, a atividade dessa enzima foi reduzida em
20,7% (com AS) e em 13,4% (com Spd) (Figura 5A). No estresse salino observou-se
diferenca significativa no guandu, onde nos estresses mais severos (40 e 60 mM de
NacCl) obteve-se o aumento de 10,8 e 15,8%, respectivamente (Figura 5B).

Em relacdo a interacdo do estresse salino e os compostos (Figura 5C), a
presenca da Spd teve um resultado significativo, onde ocorreu aumento da atividade
da CAT em 11,2; 9,7 e 9,9% (em 20, 40 e 60 mM de NaCl, respectivamente). Com o
uso do AS o aumento foi de 28,3% (em 60 mM de NaCl). Dentre as concentracdes,
foi observado que a Spd teve resposta superior, proporcionando aumento acentuado
na atividade da CAT em 107,2; 87,1; 91,6 e 66,3% nas respectivas concentracdes
salinas 0, 20, 40 e 60 mM de NaCl.

Deste modo o uso da Spd tem um efeito na atividade da CAT, ao estudar
outro tipo de composto atenuador (6xido nitrico) do estresse oxidativo, Pires (2014),
relatou o mesmo como agente protetor e sinalizador em sementes de gergelim

submetidas a diferentes potenciais osmaticos.
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Figura 5. Valores médios da atividade especifica da catalase (CAT) presente em
guandu cv. BRS Mandarin e Labe-labe cv. Rongai aos 10 dias da
semeadura. A. Efeito do acido salicilico (AS) e da poliamina espermidina
(Spd). B. Efeito das concentragcfes de NaCl. C. Interagcdo dos compostos
(As e Spd) e salinidade (NaCl). Médias seguidas de mesma letra
mindscula (dentro das concentracbes) e mailscula (entre as
concentracdes) nao diferem entre si pelo o teste de Tukey (p > 0,05).
Médias de quatro repeticdes, realizadas em triplicatas.
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4.2.3. Ascorbato peroxidase (APX)

Na Figura 6 encontra-se a atividade da APX. O aumento na atividade da CAT
e APX, em condicfes de estresse pode ser justificado pela necessidade de remocéao
do H,O, produzido pela atividade da SOD e também pela possivel taxa de
fotorrespiracdo ocorrida nas plantas estressadas (CARNEIRO et al., 2011).

O uso da Spd aumentou a atividade da APX, no labe-labe em 20,9% (Figura
6A). Na interacdo do estresse salino com as espécies ha aumento na atividade da
APX. Verifica-se que no labe-labe esse aumento foi de 14,3; 14,4 e 9,2% nas
concentracbes de 20, 40 e 60 mM, j& para o guandu o aumento observado foi de
13,3 e 27,1% nas concentracdes de 40 e 60 mM de NaCl respectivamente (Figura
6B). Na interacdo entre salinidade e os compostos, entre os niveis de NaCl, o AS
proporcionou aumento da atividade da APX de 17,1% em 60 mM de NaCl; o uso da
Spd dentro das concentracdes teve um efeito positivo na atividade da enzima de
32,8; 39,5 e 8,5% em 0, 20 e 40 mM de NaCl (Figura 6C).

O aumento da atividade da APX devido ao estresse salino € um indicativo de
gue a mesma € responsiva ao estresse oxidativo, a Spd apresenta uma influéncia
positiva no aumento da APX em niveis leves a moderados de NaCl. Resposta
semelhante foi descrito por Carneiro et al. (2011), estudando o mecanismo de
defesa para estresse oxidativo em plantulas de girassol submetidas aos agentes
osmoéticos PEG 6000 e NaCl, em que obtiveram incremento na atividade da APX nos

potenciais hidricos menos severos.
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Figura 6. Valores médios da atividade especifica da ascorbato peroxidase (APX)

presente em guandu cv. BRS Mandarin e Labe-labe cv. Rongai aos 10
dias da semeadura. A. Efeito do acido salicilico (AS) e da poliamina
espermidina (Spd). B. Efeito das concentragfes de NaCl. C. Interacdo dos
compostos (As e Spd) e salinidade (NaCl). Médias seguidas de mesma
letra minuscula (dentro das concentracdes) e mailscula (entre as
concentracbes) ndo diferem entre si pelo o teste de Tukey (p > 0,05).
Médias de quatro repeticbes, realizadas em triplicatas.
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4.4. Teores de glicina betaina (GB)

Na Figura 7 encontra-se os teores de GB. No labe-labe observou decréscimo
nos teores de GB de 17,4% com uso do AS e de 26,2% com uso da Spd; no guandu
apenas a Spd proporcionou decréscimo de 4,2% em relacdo ao controle (Figuras
7A). Para a interacdo do estresse salino e as espécies, observou-se que o0s teores
de GB diminuiram em 11; 12,1 e 8,1% no labe-labe e de 19,9; 28,9 e 50,4% no
guandu nas concentracdes salinas de 20, 40 e 60 mM de NaCl (Figura 7B).

Para a interacdo do estresse salino e o0os compostos, o As entre as
concentragdes salinas reduziu os teores de GB em 23,6; 25 e 32,6%; a Spd reduziu
os teores de GB em 20; 28,9 e 41% em relacdo ao controle. Dentro das
concentracfes salinas, o AS proporcionou reducao dos teores de GB em 17,2; 12,1
e 6,9% nos niveis salinos de 20, 40 e 60 mM de NaCl; a Spd reduziu os teores de
GB em 2,2; 17,6; 20,9 e 22,6% nas concentracdes de 0, 20, 40 e 60 mM de NaCl
(Figura 7C).

O decréscimo observado com a utilizacdo dos compostos no leva a resposta
gue os mesmos atenuaram os efeitos do estresse salino, corroborando que ambos
compostos desempenham fun¢éo na tolerancia ao estresse estudado. Além disso, a
aplicacé@o de poliaminas podem manter a integridade celular das raizes sob estresse
salino (ZHAO; QIN, 2004; ASHRAF et al., 2008).

O resultado encontrado neste trabalho, foi relatado por Cha-Um,
Supaibulwatana e Kirdmanee (2006), em plantas de arroz sob estresse salino,
destacando que esta cultura possui baixissima capacidade para acumular glicina
betaina atuando com baixa intensidade na osmoprotecéo celular aos sais.

Por outro Khan, Asgher e Khan (2014), relataram efeito positivo do acido
salicilico no acumulo da glicina betaina, relacionam essa resposta devido ao
aumento da metionina.

Isto pode nos indicar que as espécies estudadas podem nao possuir a
caracteristica de serem acumuladoras deste osmoprotetor ou que planta evitou o

gasto energético para a producdo do mesmo.
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Figura 7. Valores médios dos teores de glicina betaina (GB) presente em guandu
cv. BRS Mandarin e Labe-labe cv. Rongai aos 10 dias da semeadura. A.
Efeito do &cido salicilico (AS) e da poliamina espermidina (Spd). B. Efeito
das concentracdes de NaCl. C. Interacdo dos compostos (As e Spd) e
salinidade (NaCl). Médias seguidas de mesma letra minuscula (dentro das
concentracdes) e mailscula (entre as concentracdes) nao diferem entre si
pelo o teste de Tukey (p > 0,05). Médias de quatro repeticbes, realizadas

em triplicatas.
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4.5. Crescimento de plantulas

Na Figura 8 e 9 encontra-se o comportamento da MSP e MSR. Constatou-se
gue 0s compostos aumentaram e a MSP e MSR no labe-labe, com aumentos
respectivos de 12,3 e 12,1% na presenca do AS, enquanto que a Spd proporcionou
aumentos mais expressivos, cerca de 23% em MSP e MSR. Estes resultados,
tomados em conjunto, evidenciam a resposta positiva no crescimento do labe-labe
em funcdo do uso dos compostos. Em contraste, em guandu, a MSP néo foi afetada
pelos compostos, observando-se, diferenca apenas na MSR, evidenciada por uma
reducéo de cerca de 12% no crescimento com o uso do AS, em relagdo ao
tratamento-controle (Figuras 8A e 9A).

O estresse salino, ndo afetou a MSP nas espécies estudadas, porém em
MSR houve uma diminuicéo significativa em ambas as espécies, particularmente na
concentracdo mais elevada (60 mM) de NaCl, sendo que a reducéo foi de 12,8% no
labe-labe e de 42,8% no guandu em relacdo aos maiores valores de MSR
encontrados (Figura 8B e 9B). Na interacdo do estresse salino e os compostos, a
MSP foi afetada tanto pelo AS como pela Spd; dentro das concentracdes de NacCl,
0Ss compostos atenuaram os efeitos do estresse até nas concentragcbes mais
elevadas, observando-se aumentos (sob 60 mM de NaCl) de MSP de 27,6 e 41,2%,
respectivamente com o uso de AS (Figura 8C).

Entretanto, os efeitos positivos dos compostos ha MSR foram observados
apenas na concentracdo mais moderada de NaCl (20 mM): AS proporcionou um
aumento de 24% e a Spd um aumento de 30,6%. Na concentragédo de 60 mM de
NacCl, a Spd resultou em reducéo de 8% em MSR em relagéo ao tratamento-controle
(Figura 9C).

O presente resultado encontrado, sugere o efeito atenuador dos compostos
na MSP sob estresse salino, ressaltando-se que, para a raiz, tais efeitos foram
encontrados apenas na concentracdo de 20 mM de NaCl. Isso pode estar
relacionado ao fato de a raiz estar mais proxima da solugdo salina, o que
potencializaria os danos neste 6rgdo. Resultado contrastante aos observados no
presente estudo foi encontrado por Monteiro et al. (2014), em que a utilizacdo de

outra poliamina, a putrescina, foi capaz de atenuar os efeitos da salinidade na
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reducdo do crescimento das raizes, embora esse efeito tenha sido menos evidente
na parte aérea.

Para a diminuicdo dos danos causados pelo estresse salino, podemos
relacionar que o sistema antioxidante enzimatico foi fundamental para aumentar a
tolerancia das plantulas ao estresse. Quando os compostos aumentaram a atividade
das enzimas e consequentemente diminuiram os niveis de MDA e H,O,,

proporcionando o crescimento das plantulas mesmo em estresse.
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Figura 8. Valores médios da massa seca de plumulas (MSP) de guandu cv. BRS
Mandarin e Labe-labe cv. Rongai aos 10 dias da semeadura. A. Efeito do
acido salicilico (AS) e da poliamina espermidina (Spd). B. Efeito das
concentracbes de NaCl. C. Interacdo dos compostos (As e Spd) e
salinidade (NaCl). Médias seguidas de mesma letra minuscula (dentro das
concentracdes) e mailscula (entre as concentra¢des) ndo diferem entre si
pelo o teste de Tukey (p > 0,05). Médias de quatro repeticoes.
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Figura 9. Valores médios da massa seca de raizes (MSR) de guandu cv. BRS
Mandarin e Labe-labe cv. Rongai aos 10 dias da semeadura. A. Efeito
do acido salicilico (AS) e da poliamina espermidina (Spd). B. Efeito das

concentracbes de NaCl. C.

Interacdo dos compostos (As e Spd) e

salinidade (NaCl). Médias seguidas de mesma letra minuscula (dentro
das concentracfes) e mailscula (entre as concentracdes) ndo diferem

entre si pelo o teste de Tukey (p > 0,05). Médias de quatro repeticdes.



32

5. CONCLUSOES

Nas plantas sob salinidade, a Spd e o0 AS aumentaram o crescimento da parte
aérea das espécies, mas diminuiram a germinacdo e o crescimento de raizes nas
plantulas.

A Spd aumentou a atividade da CAT, enquanto que o AS aumentou a
atividade da SOD e da APX, nas plantulas sob estresse salino.

O uso do AS e da Spd ocasionaram no decréscimo de glicina betaina.

O labe-labe é menos sensivel ao estresse salino estudado que o guandu.
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Apéndice A. Analise de variancia dos seguintes parametros germinacao (G), malondialdeido (MDA), superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glicina betaina (GB), massa seca de plumulas (MSP) e

massa seca de raizes (MSR).

Quadrados médios

F.V G.L. (nmcl?lAg'1 SOD CAT ARX (mco-:‘IBg'1
G (%) matéra (mg’ (umol min (umol min atéria MSP (mg)  MSR (mg)
proteina) mg mg
fresca) proteina) proteina) seca)

3762.51* 17.90** 1437.94** 37404.93** 743540.16** 80,10** 213967.05** 1283.42**
14.51* 0.37*  28.50** 211172.17** 374548.15** 31,67**  824.79** 11.71*

Espécies (E)
Compostos (C)

1
2

NaCl (S) 3 52.95%  0.72*  2.49% 650.09**  166043.64** 97,65*  12.47"°  15.01*
ExC 2 12.51*  0.63*  17.13* 18415.48* 329025.29** 19,01**  928.45*  27.09**
ExS 3 54.17*  0.13*  10.43**  505.35** 151990.89** 63,74**  131.79**  5.34*
AxC 6 26.12**  0.22**  8.01* 653.8**  135343.89** 4,20* 90.58* 14.57**

ExCxS 6 27.67*  0.28*  11.83**  1510.91* 222410.84* 4,72* 69.44* 4.96%
Residuo 72 3.01 0.04 0.3064 50.25 5428.4 0,242 30,32 0,72

CV(%): 1.85 14,29 4,98 6,14 6,75 4,07 10,26 7,95

**significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F, *significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F, G.L = grau de liberdade; F.V = fonte de variacao.



