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RESUMO - Os objetivos deste trabalho foram: avaliar germinagéo, teores de prolina
e crescimento inicial das plumulas e raizes primarias dos genétipos de guandu, BRS
Mandarim e Caqui, sob efeito do estresse salino e estresse hidrico associado a
poliamina exdgena (putrescina) visando, nesta gendétipos, verificar a utilizagcdo da
prolina como marcador bioquimico-fisiolégico a salinidade e potencial hidrico e o
efeito atenuante da putrescina (Put) quando associada ao estresse salino e hidrico.
Dois experimentos foram conduzidos, utilizando o delineamento experimental
inteiramente casualizado no esquema fatorial 2x6x2 (BRS Mandarim e Caqui; 0,0;
20; 40; 60; 80 e 120 mM de NaCl e 0,0 mM e 0,5 mM de Put). Para o estresse
hidrico o esquema fatorial 2x5x2 (BRS Mandarim e Caqui; 0,0; -0,2; -0,3; -0,4; -0,5
MPa de PEG e 0,0 mM e 0,5 mM de Put). Os resultados evidenciaram que o
estresse salino e hidrico reduzem a germinagcao de sementes e o crescimento inicial
de ambas as cultivares de guandu. A putrescina exdgena atenua os efeitos
deletérios apenas do estresse salino na germinagdo de sementes de ambas as
cultivares de guandu. Os estresses salino e hidrico causam acumulo de prolina
podendo ser considerado osmodlito indicador bioquimico-fisiolégico dos efeitos
destes estresses em plantulas de ambas cultivares de guandu. A putrescina
exdgena causa acumulo de prolina nas plantulas de ambas cultivares de guandu sob
estresse salino e apenas nos niveis moderados de estresse hidrico. O maior
crescimento da cv. BRS Mandarim com putrescina exégena nao esta relacionado
com o maior conteudo de prolina.

Palavras chave: salinidade, forrageira, leguminosa, potencial osmotico, solutos
compativeis.



viii

ABSTRACT - The objectives of this study were to evaluate germination, growth and
proline contents of plumule initial and primary roots of the pigeon pea cultivars BRS
Mandarim and Caqui under salt stress and water stress associated with exogenous
polyamine (putrescine) order, these cultivars, check the use of proline as a marker
biochemical-physiological salinity and water potential and the dampening effect of
putrescine (Put) when associated to salt stress and drought. Two experiments were
conducted using a completely randomized design in a factorial 2x6x2 (BRS
Mandarim and Caqui, 0.0, 20, 40, 60, 80 and 120 mM NaCl and 0.0 mM and 0.5 mM
Put) . For the water stress 2x5x2 factorial (BRS Mandarin and Caqui, 0.0; -0.2, -0.3, -
0.4, -0.5 MPa PEG and 0.0 mM and 0.5 mM of Put). The results showed that salt
stress and drought reduce seed germination and early growth of both varieties of
pigeonpea. The exogenous putrescine only mitigates the deleterious effects of salt
stress on seed germination of both cultivars of pigeon pea. The salt and water
stresses cause accumulation of proline may be considered osmolyte physiological-
biochemical indicator of the effects of stress on the seedlings of both cultivars of
pigeon pea. The cause exogenous putrescine accumulation of proline in the
seedlings of two cultivars of pigeon pea under salt stress and only moderate levels of
water stress. The largest growth of cv. BRS Mandarim with exogenous putrescine is
not related to the higher content of proline.

Keywords: Cajanus cajan, salinity, osmotic potential, compatible solutes.



l. INTRODUGCAO

As mudancas climaticas estdo ocorrendo em ritmo acelerado e tendem a
aumentar no futuro préximo. Este cenario pode ser exemplificado pela maior
escassez hidrica e excesso de sais nos solos agricultaveis contribuindo de forma
negativa a produgao vegetal. Existe uma forte preocupagao da comunidade cientifica
quanto a estes dois estresses, em busca de plantas capacitadas a serem produtivas
e suprir as necessidades de alimento para populagédo que ira, segundo expectativas,
dobrar o crescimento nos proximos 50 anos (HUSSAIN et al., 2011; MUNNS, 2011;
PELEG et al., 2012).

A caréncia hidrica e o estresse salino causam redugao significativa do teor de
agua nas células vegetais pela influéncia negativa no potencial de turgor e no
metabolismo devido aos efeitos deletérios nos processos bioquimicos e fisioldgicos
reduzindo a capacidade de maior produgdo vegetal. O estresse salino, presente em
solos salinizados, e o estresse hidrico que induz a seca em solos cultivaveis, séao
dois dos mais importantes estresses abidticos que limitam a produgcdo de culturas
agrondmicas que servem como alimento basico para muitas popula¢gdes ao redor do
mundo (MUNNS, 2011; RAHDARI & HOSEINI, 2012). Deste modo, esta iminente a
compreensao dos mecanismos de adaptacao das plantas sob estresses constituindo
um dos maiores desafios para introduzir melhorias significativas na produtividade
vegetal em ambientes de seca e salinizagdo (ASHRAF et al., 2011; MUNNS, 2011,
MANTRI et al., 2012).

Para protecdo aos estresses, as plantas se utilizam de varios processos, 0s
quais podem induzir ao ajuste osmotico, considerado um dos mecanismos mais
eficazes para manutencao da turgescéncia celular sob condigdes de baixo potencial
hidrico no solo (CHA-UM et al.,, 2010). Neste mecanismo, ocorre o acumulo de
solutos compativeis (glicina betaina, trealose, prolina, sacarose, poliaminas, manitol,
pinitol, entre outros), no vacuolo ou no citosol, com fungdo osmoprotetora, o que
mantém o equilibrio hidrico e preserva a integridade celular de proteinas, enzimas e
membranas, para a continuidade das atividades vitais, além do mais constitui uma
das estratégias adaptativas vegetais aos multiplos efeitos causados pelos estresses
(SHARMA & DUBEY, 2005; ASHRAF et al., 2011). Dentre estes solutos, a prolina é



o0 mais estudado devido a consideravel importancia a tolerdncia das plantas aos
estresses, mediante ao mecanismo de ajuste osmotico (TROVATO et al., 2008;
ASHRAF et al., 2011).

Outro mecanismo de defesa que algumas plantas utilizam contra as
condigbes adversas, esta relacionado com as poliaminas, que sdo bases organicas
alifaticas pertencentes as aminas bioativas ou biologicamente ativas que
desempenham importantes fungdes metabdlicas e fisioldgicas em animais, vegetais
e microorganismos. Dessa forma, estdo naturalmente presentes em baixas
concentragbes em todos os organismos vivos e, consequentemente, nos vegetais
(BRINK et al., 1990; BARDOCZ, 1995; LIMA & GLORIA, 1999). Com quatro tipos
identificados nos vegetais, putrescina, espermidina, espermina e cadaverina, as
poliaminas s&o compostos nitrogenados alifaticos, policatidnicos, hidrofilicos e
organicos polivalentes de baixo peso molecular (KUSANO et al., 2008; HUSSAIN et
al., 2011). O envolvimento destas aminas na protegdo das plantas aos varios
estresses ambientais, destacando a restricao hidrica e o estresse salino (HANDA &
MATOO, 2010; WIMALASEKERA et al., 2011). As poliaminas exdgenas tém sido
utiizadas em promover efeitos de atenuagdo aos varios estresses, aumentando
assim a resisténcia das plantas e, eventualmente, melhorias na produtividade
vegetal (YIU et al.,, 2009; QUINET et al.,, 2010; SHARMA et al., 2011; AMRI &
MOHAMMADI, 2012;).

A importancia das plantas forrageiras no Brasil é incontestavel, visto que o
maior rebanho bovino do mundo encontra-se em territério brasileiro. Dentre as
pastagens, o guandu (Cajanus cajan L. Millsp), € muito utilizado pelo fato de ser
adaptado as mais diferentes condicbes ambientais. A elevada produtividade em
periodos adversos frente a outras forrageiras constitui-se importante alternativa para
a provisdo de alimento de alta qualidade e reducdo de custos com colheita e
armazenamento de forragem no periodo da entressafra (COAN et al., 2012).

No presente trabalho foram verificadas as respostas das sementes de duas
cultivares de guandu, cv. Caqui e cv. BRS Mandarim, sob estresses hidrico
(deficiéncia hidrica) e salino (NaCl) e os efeitos da putrescina exdgena nos teores de
prolina livre. Este estudo teve por intuito verificar a) se a putrescina exégena atenua

os estresses hidrico e salino pelo incremento dos teores de prolina e b) se a prolina



podera, quiga, ser indicada como marcador bioquimico-fisiolégico para ajustar
osmoticamente as sementes das duas cultivares de guandu aos efeitos de ambos os

estresses estudados.



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Guandu: leguminosa forrageira

A importancia das pastagens na producdo de ruminantes no Brasil é
inquestionavel. Estima-se que 75% da superficie utilizada pela agricultura seja
ocupada por pastagens, o que corresponde a aproximadamente 20% da area total
do Pais (FAGUNDES et al.,, 2011). Além de sua grande abrangéncia, as plantas
forrageiras sao importantes, pelo papel que desempenham na alimentagcdo dos
animais, visto que 88% da carne produzida no pais s&o oriundas de rebanhos
mantidos exclusivamente a pasto (QUEIROZ et al., 2005).

Em um sistema de exploragédo pecuaria com base na utilizagdo de pastagens,
0 ganho de peso dos animais é determinado por varios fatores dentre eles, o valor
nutritivo da pastagem, e principalmente o consumo de forrageiras. A planta
forrageira assume papel primordial, uma vez que tanto a rentabilidade quanto a
sustentabilidade do sistema dependem da escolha correta da forrageira (REIS et al.,
2004; FONSECA & MARTUSCELLO, 2011).

O feijao guandu (Cajanus cajan) pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Faboideae, tribo Phaseoleae e subtribo Cajaninae. Forrageira leguminosa que se
caracteriza por apresentar crescimento satisfatério em periodos adversos que
limitam o crescimento de outras forrageiras, constitui-se em importante alternativa
para a provisao de alimento de alta qualidade e redu¢cdo de custos com colheita e
armazenamento de forragem no periodo da entressafra (RAO et al., 2002).

Esta espécie, por ser considerada cultura de subsisténcia nos trépicos e sub-
trépicos, onde os efeitos adversos da escassez hidrica limitam o crescimento de
plantas, é capaz de tolerar a seca e, portanto, o estresse osmaético durante os
periodos de estiagem (BEGUM & PRODHAN, 2003).

Devido a amplitude de adaptagdo, o guandu, constitui importante fonte de
proteina em muitos paises da Africa, Asia e nas regides Norte e Nordeste do Brasil,
sendo frequentemente reconhecida como espécie de multiplo uso por sua tolerancia
as condicdes adversas, como seca causada por longos periodos de estiagem

(PROVAZI et al, 2007). O feijao guandu é a sexta cultura mundial em produgao em



regides secas (NENE et al., 1990). Como a maioria das cadeias produtivas de carne
e leite do Brasil esta localizada em areas cuja ocorréncia de deficiéncia hidrica é
uma constante, entdo uma estratégia para o aumento da eficiéncia produtiva é a
utilizagado de plantas forrageiras adaptadas a estas condigdes, podendo o guandu
ser considerado cultura com elevado potencial socioeconémico para essas regides
(PROVAZI et al., 2007).

No Brasil, o cultivo do feijao guandu é amplamente difundida entre os
pequenos estabelecimentos rurais, oferecendo a possibilidade tanto de consumo
dos graos como de comercializagdo em mercados locais, como também é adequada
para integrar sistemas de producao de hortalicas com base agroecoldgica, devido a
incorporacao da biomassa no solo proveniente de sua poda, bem como constituir
uma alternativa viavel na regeneracdo de areas degradadas através de sua
introducdo em sistemas agroflorestais (ALVES et al., 2004, AZEVEDO NETO et al.,
2004; BELTRAME & RODRIGUES, 2007).

O guandu apresenta valores satisfatorios em termos de cobertura e quanto a
massa seca. A estimativa de produgao por hectare € expressiva, provavelmente
devido ao fato desta espécie ser arbustiva, apresentando maior porcentagem de
tecido lenhoso. Esta caracteristica pode ser vantajosa em areas intensamente
compactadas, onde ndo ha disponibilidade de matéria organica na superficie do
solo, visto que a presenga do material lenhoso proporciona maior resisténcia fisica
ao escoamento superficial da agua, minimizando os processos erosivos (LEME et
al., 2005).

Com relagdo aos aspectos quimicos do solo, o guandu como leguminosa
promove, maior fertilidade dos solos, seja pela incorporacdo de matéria organica,
com elevados teores de nitrogénio, ou pela fixagdo simbidtica nos solos. Também,
possui sistema radicular profundo e ramificado que, além de torna-lo capaz de
resistir a restricao hidrica do solo, possibilita-o romper camadas adensadas de solos,
como “pé de arado”, sendo chamado de arado biolégico (NENE et al, 1990; SAHA et
al., 2011).

Como adubo verde, a incorporagédo do guandu no solo contribui em média
com 141,9 kg ha™' de N; 10,5 kg ha™ de P,Os; 62,2 kg ha™' de K»0; 25,3 kg ha™ de

Ca; 10,5 kg ha” de Mg e 8,8 kg ha™' de S, fato que possibilita classifica-lo como uma



cultura promotora de melhorias fisica e quimicas do solo (CACERES & ALCARDE,
1995). Segundo Bonamigo (2008) apdés um ano de cultivo de cultivares de porte
baixo e arbéreo do guandu foi verificado um acumulo aproximado de 190 e 600 kg

ha™' de nitrogénio resultante da fixagéo simbidtica.

1.1. Cultivares de Guandu

1.1.1. Caqui

A cultivar Caqui é perene com forma de crescimento arbustiva, plantada em
todos os tipos de solo, possui elevada tolerancia a seca e boa tolerancia ao frio. O
sistema radicular € vigoroso, com profundidade de 2 a 3 metros. Muito utilizada na
adubacao verde (massa seca ha/ano de 10/12 t), no pastoreio direto (alta
palatabilidade), na fenagdo e na ensilagem com milho e sorgo. As plantas da cv.
Caqui sdo sensiveis a acidez do solo, devendo o pH ser corrigido antes do seu
plantio. O inicio do florescimento ocorre aos 111 dias e a melhor época de plantio é
na estacao chuvosa. (GODOQY et al., 2003; NATERRA, 2012).

1.1.2. BRS Mandarim

A Embrapa Pecuéria Sudeste, localizada no municipio de S&o Carlos, SP, em

parceria com a Unipasto e com a Embrapa Transferéncia de Tecnologia, langou em
abril de 2008 a cultivar de feijao guandu, "BRS Mandarim", destinada principalmente
a pecuaristas e a produtores de cana. O nome "BRS Mandarim" foi dado devido a
origem asiatica do guandu. Essa cultivar apresenta alta produtividade de forragem
com 10% superior as demais cultivares de feijdo guandu e, portanto, constitui-se
uma cultivar extremamente indicada para a alimentagdo de bovinos. Outra
caracteristica é a uniformidade de sementes, proporcionando assim plantas iguais e
uniformes, o0 que nao ocorre com as outras cultivares, que apresentam muita
mistura. A BRS Mandarim tem ainda boa persisténcia, o que permite uma vida util de
quatro anos, quando bem manejado, ao passo que a produgcdo das cultivares ja
existentes chega apenas ao segundo ano. Em experimentos realizados com

novilhas leiteiras, o uso do guandu BRS Mandarim foi eficaz, pois o custo da
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alimentacao foi reduzido em 21%. Também verificou-se uma redugcao de 8% no
custo por kg de ganho de peso nestas novilhas, devido a redugdo de concentrado
(soja, milho, ragdes) e fornecimento, na forma de guandu picado, de
aproximadamente 20% da ingestdo total de matéria seca. Essa cultivar € também
indicada para os produtores de cana, para uso na rotacdao de parte do canavial a
cada cinco anos, descompactando o solo e nele fixando nitrogénio. As diversas
cultivares de guandu fixam nitrogénio no solo a partir da atmosfera, tem alto teor de
proteinas (cerca de 20%), boa resisténcia a seca por possuir raizes profundas que
conseguem buscar agua nas camadas mais profundas do solo, além de boa
digestibilidade nos bovinos, o que leva a um melhor ganho de peso. A leguminosa é
rustica, o que facilita sua implantagdo e manejo, inclusive em solos de baixa
fertilidade, mas nao tolera solos encharcados e necessita de alta luminosidade

durante a formagao das vagens (RETI, 2013).

1.2. Estresses abiodticos

Em condigdes naturais e agricultaveis, as plantas sdo frequentemente
expostas a estresses abidticos que limitam o desenvolvimento e crescimento de
plantas. Caracteriza-se como um fator externo, que exerce influéncia desvantajosa
sobre a planta, induzindo-a a mudancgas e respostas em todos os niveis funcionais
do organismo (TAIZ & ZEIGER, 2010), sendo, portanto, considerado como um
obstaculo a manutencdo de produtividades agricolas constantes, podendo reduzir
significativamente os rendimentos das plantas e pastagens, além de restringir as
latitudes e os solos onde espécies comercialmente importantes possam ser
cultivadas (WANG et al., 2003; PURCINO, 2012).

Dentre os estresses ambientais que reduzem o crescimento e o desenvolvimento
vegetal, a deficiéncia hidrica é considerada por muitos autores a principal limitagéo
para a produgao agricola (MUNNS, 2011; PELEG et al., 2012). Contudo, além do
estresse hidrico, o estresse salino tem ganhado importancia equiparando-se aos
estudos sobre aumento da produtividade vegetal em solos agricolas com estresse
hidrico. Isto € compreensivel, visto que, a salinizagdo dos solos vem ganhando

espaco mundial, pois induz a redugcao da disponibilidade de agua para a planta,



além do efeito toxico acarretado pelo Na* e CI. Muitos autores enfatizam que, a
salinidade dos solos € um dos mais preocupantes estresses no ambito mundial.
Atualmente, os estudos sobre os efeitos da salinidade nas plantas ultrapassam em
importancia os efeitos de outros estresses. A salinizagdo dos solos é um dos
grandes problemas enfrentados ndo somente nas regides aridas e semi-aridas do
nordeste brasileiro (BRAGA et al., 2009), mas também, em muitas regides de outros
paises do mundo (ASHRAF, 2009; NEDJIMI, 2009; MUNNS, 2011; RAHDARI &
HOSEINI, 2012). Estimam-se que, mais de 6% dos solos mundiais e 30% das areas
irrigadas ja possuam problemas de salinizagdgo (CHAVES et al., 2009),
principalmente em razao da intensa evapotranspiragdo, baixas precipitacdes e
irrigacdo com agua apresentando algum nivel de salinidade (BRILHANTE et al.,
2007; CHAVES et al., 2009).

1.2.1. Germinagao de sementes e estresses abioéticos

A germinacao constitui-se em um processo onde a protrusdo de uma das
partes do embrido esta associada a algum sinal de crescimento, onde a primeira
etapa da germinagdo ocorre com absor¢do de agua pelas sementes, mediante
embebicdo, com a ativagao da respiracdo e das demais etapas do metabolismo. A
embebicdo € um fendmeno importante por que em decorréncia do periodo de
repouso, os tecidos se encontram dessecados. Nesta etapa, varios processos
enzimaticos de remobilizacao de reservas sao iniciados devido a sintese “de novo”
de enzimas hidroliticas; a segunda etapa consiste no estabelecimento de uma fase
de repouso, como um preparo para a retomada do crescimento e, por fim, o reinicio
do crescimento, com a protrusao da raiz, o que se convencionou como o0 padrao
trifasico da germinagdo (MARCOS FILHO, 2005).

A observacdo da capacidade germinativa das sementes em condigbes de
estresse € uma das metodologias mais difundidas para se determinar o nivel de
tolerancia das plantas, pois corresponde a uma das fases mais criticas do ciclo de
vida dos vegetais (MOTERLE et al.,, 2008), visto que o processo germinativo é

dependente de disponibilidade de agua no meio para que ocorra o andamento de

todas as etapas germinativas. Portanto, a absor¢do de agua pelas sementes inicia



uma seérie de processos fisicos, fisioldgicos e bioquimicos que permitem a reativagao
do metabolismo e consequente crescimento do eixo embrionario, resultando na
emissao da raiz primaria, com posterior estabelecimento da plantula (VARELA et al.,
2005). Em ambientes sob condi¢cbes adversas, as sementes constituem-se em um
importante meio de reprodugcao de plantas podendo a germinacao ser influenciada
por um conjunto de fatores ambientais que causam variagdo no percentual
germinativo e, consequentemente, na determinacédo do estande final da cultura
(SOUZA FILHO, 2000; SILVA et al., 2005; PEREIRA et al., 2012).

Um dos métodos mais difundidos para a determinacdo da tolerancia das
plantas ao estresse salino ou hidrico é a observagao da capacidade germinativa das
sementes nessas condi¢gdes. As respostas germinativas de sementes submetidas a
condicao de estresses artificiais sdo ferramentas para um melhor entendimento da
capacidade de sobrevivéncia e adaptacao destas espécies em condicdes de
estresses naturais, como seca e solos salinizados, comuns em regides agricolas e
florestais, bem como a avaliagdo da sensibilidade dessas espécies em estudo para o
conhecimento da agressividade e estratégias de dominancia das mesmas em
ambientes adversos (DANTAS et al., 2011; PEREIRA et al., 2012).

Varios agentes contribuem para alterar as relagbes hidricas estabelecidas
entre a semente e o substrato de germinagdo proporcionando algum nivel de
estresse osmotico como o induzido por NaCl ou polietilenoglicol 6.000 (DANTAS et
al., 2011).

1.2.1.1. Estresse salino

A salinidade constitui uma das mais importantes estresses abioticos, limitando
a produgao agricola em regides aridas e semi-aridas, onde o conteudo de sais no
solo é naturalmente elevada e precipitacdo pode ser insuficiente para a lixiviagcao
(ZHAO & QIN, 2004).

O termo salinidade refere-se a presencga, no solo de varios solutos minerais
em concentragdes que sao consideradas prejudiciais a muitas culturas agricolas.
Ocorre através de processos naturais ou humanos induzidos que resultam na
acumulagao de sais dissolvidos na agua do solo para um ponto em que inibe o

crescimento das plantas. Portanto, em decorréncia das propriedades osmaticas dos
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sais, o potencial hidrico do solo é reduzido de modo que o fluxo hidrico normal no
sistema solo - planta - atmosfera é alterado, gerando, desta forma, um déficit hidrico
(FLOWERS, 2004; ASHRAF & FOOLAD, 2007; YADAV et al., 2011).

A maioria das espécies vegetais submetidas a salinidade tem o crescimento
reduzido, o que afeta a produtividade das culturas em virtude dos efeitos osméticos
dos sais, toxidez pelos ions Na* e CI, desequilibrio nutricional e hormonal
(LORENZO et al., 2007; ASHRAF & FOOLAD, 2007; NEDJIMI, 2009).

Plantas que sao especialmente adaptadas ao ambiente salino sao
consideradas como haldéfitas, enquanto que aquelas que ndo crescem em nesses
ambientes séo classificadas como glicéfitas, pois desenvolvem sintomas de estresse
fisiolégico quando submetidas a condigdes ambientais salinizantes.

Com relagcado as sementes, a presenca de sais na solugdo do solo reduz o
potencial hidrico do substrato germinativo e, consequentemente, o gradiente de
potencial hidrico entre o substrato (mais negativo) e as sementes dificultando, assim,
0 processo de embebicdo, com prejuizos a germinagdo e ao desenvolvimento de
plantulas (LOPES & MACEDO, 2008; EASTON & KLEINDORFER, 2009;
AMOOAGHAIE, 2011).

Para algumas espécies e cultivares, a avaliagdo do processo germinativo
permite dar um indicativo do nivel de tolerancia ao estresse salino, pois pode
antever as respostas de plantas em estagio posterior de desenvolvimento além de
servir como ferramenta para disponibilizar subsidios a programas de melhoramento
genético vegetal (DANTAS et al., 2007). Assim, a tolerancia a salinidade pode ser
definida como a capacidade de uma planta em crescer e completar seu ciclo de vida
sob condi¢des estressantes como NaCl ou, em associacao com outros sais (YADAV
et al., 2011).

A toxicidade ibnica pode ainda ocasionar o atraso da emergéncia das
plantulas e da mobilizagdo das reservas ou até diminuir a viabilidade das sementes
(MUNNS & TESTER, 2008; VOIGT et al., 2009).

1.2.1.2. Estresse hidrico

Entre as varias condi¢cdes de estresses abidticos a deficiéncia hidrica é o fator
mais devastador (ARAUS et al., 2008).
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O teor de agua no solo mais especificamente o potencial em que a agua se
encontra no solo exerce controle sobre as condigdes fisicas para o crescimento das
plantas. No solo ndo saturado, a agua esta submetida a acdo dos potenciais:
matricial, gravitacional e osmético (TAIZ & ZEIGER, 2010).

Na planta, os componentes mais atuantes do potencial hidrico s&o o turgor
(pressao) e o osmatico (solutos). O potencial de turgor representa a pressao
hidrostatica da solugdo. Quando positiva, no interior das células pode ser referida
como pressao de turgescéncia. O valor do potencial de turgor pode ser negativo no
xilema ou entre as paredes das células onde se pode desenvolver pressao
hidrostatica negativa. Por sua vez, o potencial osmatico, refere-se a presenca de
sais dissolvidos na solugdo, os quais reduzem o potencial hidrico da solugao,
fazendo com que haja diminuigdo da disponibilidade da agua para a planta (TAIZ &
ZEIGER, 2010).

As mudancas climaticas estdao ocorrendo em ritmo acelerado e tendem a
aumentar no futuro proximo. Com a populagcdo mundial em expansao vai exigir mais
agua para atender as demandas alimentares projetadas, mais culturas vao ser
necessarias e estas deverao ser mais resistentes ao déficit hidrico (MUNNS, 2011;
RAHDARI & HOSEINI, 2012).

O estado hidrico vegetal é dinamico, alterando-se com a disponibilidade de
agua no solo, com a demanda evaporativa da atmosfera e, também, com os
mecanismos de controle da planta (RODRIGUES et al., 2003).

1.2. Poliaminas

Poliaminas sdo compostos nitrogenados alifaticos, policatidnicos, hidrofilicos
e organicos polivalentes de baixo peso molecular, que apresentam como
caracteristica quimica pH basico, a presenga de dois ou mais grupos de aminas em
sua constituicdo quimica, onde diferem estruturalmente entre si quanto ao numero e
posicao das aminas (KUSANO et al., 2008; GILL & TUTEJA, 2010; HUSSAIN et al.,
2011; WIMALASEKERA et al., 2011). Dentre a familia das aminas, aquelas de maior
frequéncia nos grupos vegetais sao diaminas representadas pelas putrescina e

cadaverina, as triaminas com um unico representante, espermidina e, por ultimo, as
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tetraminas que também estdo representadas por um unico tipo de poliamina, a
espermina (ASHRAF & HARRIS, 2004; HUSSAIN et al., 2011).

Apesar das poliaminas estarem envolvidas em um grande numero de
processos do desenvolvimento vegetal, a sua inclusao a classe dos hormoénios
vegetais ainda gera controvérsias entre a comunidade cientifica, pois agem em
concentragcbes superiores aos horménios convencionais, o que diverge do conceito
de hormédnio vegetal (COLLI, 2008). No entanto, Crozier et al. (2001), incluem as
poliaminas a classe dos hormbnios vegetais, uma vez que regulam o
desenvolvimento vegetal.

Em se tratando de sementes, sabe-se que as poliaminas sdo substancias
mediadoras dos processos fisiolégicos da germinagdo que transformam sinais
ambientais especificos em respostas bioquimicas, produzindo modificacdes no
estado fisioldgico da semente. Tais modificagdes ocorrem nas propriedades fisicas
das membranas e atingem diretamente a taxa de hidratagao, liberacdo de enzimas,
transporte idnico, pH e conteudo de inibidores, componentes estes que interferem na
germinagao das sementes (MATILLA, 1996; BOTELHO & PEREZ, 2001).

Estudos recentes tém focado o envolvimento das poliaminas nas reacdes de
defesa das plantas aos varios estresses ambientais (GILL & TUTEJA, 2010; HANDA
& MATOO, 2010; HUSSAIN et al.,, 2011; WIMALASEKERA et al.,, 2011). As
pesquisas sustentam sua funcdo aos efeitos de protegcdo aos estresses abiodticos
(MARTIN-TANGUY, 2001; ALCAZAR et al., 2006; WIMALASEKERA et al., 2011),
como o estresse hidrico (ALCAZAR et al., 2010; MENDES et al., 2011; AMRI et al.,
2012; RAHDARI & HOSEINI, 2012) e o salino (DUAN et al., 2008; TASSONI, et al.,
2008; QUINET et. Al., 2010; SHARMA et al., 2011; ROYCHOUDHURY et al., 2011).

Sabe-se que, a funcao protetora das poliaminas é devida, principalmente, a
sua natureza catidnica em pH celular (UPADHYAYA et al., 2001; KASINATHAN &
WINGLER, 2004; PASCHALIDIS &. ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 2005; HUSSAIN et
al., 2011). Esta caracteristica de cation organico possibilita as poliaminas de interagir
com proteinas, acidos nucléicos, membranas e constituintes da parede celular,
estando envolvidas na regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas
(DUAN et al., 2008).
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A importancia dessas substancias em plantas foi confirmada em mutantes
que perderam a habilidade de sintetizar poliaminas, 0 que ocasionou alteragdes
fenotipicas no crescimento e desenvolvimento, porém a adicdo exdgena de
poliaminas restaura os padrdes normais de crescimento, o que evidencia a funcao
essencial das poliaminas no metabolismo celular (COLLI, 2008).

De fato, a aplicagdo exdégena de poliaminas tem mostrado proteger o tecido
vegetal dos efeitos danosos de uma ampla gama de estresses ambientais
(MATILLA, 1996; ZHAO & QIN, 2004). As plantas tolerantes geralmente tém uma
ampla capacidade de aumentar a biossintese de poliaminas em resposta ao
estresse, elevando de duas a trés vezes os niveis de poliaminas enddgenas e,
também, tratamentos com poliaminas exdgenas restabelecem a toleréncia,
sustentando a hipotese de que as poliaminas desempenham fungdes essenciais na
tolerancia das plantas aos estresses ambientais (KASUKABE et al., 2004; DUAN et
al., 2008).

1.2.1. Putrescina

A diamina putrescina (NH2(CH2)4NH;) é considerada substancia reguladora
de crescimento de plantas, sendo essencial para o crescimento e desenvolvimento
de plantas (GALSTON et al., 1997; IGARASHI & KASHIWAGI, 2010). Esta poliamina
estd presente no vacuolo, citosol, cloroplastos, nucleo, mitocondrias e,
principalmente, associadas as paredes celulares (HENNION & COUEE, 2004;
COLLI, 2008).

Em plantas, a putrescina é sintetizada pela descarboxilagdo da arginina ou
ornitina pela ag&o enzimatica da arginina descarboxilase ou pela ornitina
descarboxilase, respectivamente (GROPPA & BENAVIDES, 2008; HUSSAIN et al.,
2011).

E uma poliamina que dentre varias caracteristicas contribui com as respostas
de plantas as condi¢cdes estressantes pelo fato de constituir o metabdlito precursor
das poliaminas espermina e espermidina. Um dos genes que codificam a sintese da
enzima arginina descarboxilase que catalisa a formagao da putrescina é expresso

quando plantas sdo submetidas ao estresse, 0 que sugere a participagdo desta
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poliamina na indugéo de tolerancia de plantas a estresse (GROPPA & BENAVIDES,
2008; TAKAHASHI & KAKEHI, 2010; ROYCHOUDHURY et al., 2011).

Por outro lado, alguns estudos tém mostrado que a aplicagdo exogena de
putrescina incrementa a tolerancia de plantas aos estresses abidticos pelo fato do
excedente aplicado ser convertido a espermidina espermina, como visto em
sementes (COLLI, 2008; DUAN et al., 2008; KUBIS, 2008; TASSONI et al,. 2008;
AHAMAD et al., 2009; TAKAHASHI & KAKEHI, 2010).

Plantas oriundas de sementes de tabaco pré-tratadas com putrescina
mostraram-se mais tolerantes ao estresse induzido por frio pelo fato das enzimas do
metabolismo antioxidantes mostrarem maior atividade e, portanto, inibirem o

estresse oxidativo (XU et al., 2011).

1.3. Prolina livre

Em condi¢cdes de estresse abidtico que implique em demanda por cultivares
tolerantes, existe o crescente interesse da comunidade cientifica em compreender
as estratégias fisiologicas de plantas que visam atenuar qualquer fator ambiental
que induza as plantas ao estresse osmdético. A sintese e acumulo de moléculas de
baixo peso molecular constituem uma destas estratégias, para reduzir os efeitos
negativos do potencial osmotico celular sem, no entanto, alterar as fungdes
fisiolégicas normais das plantas (ASHRAF et al., 2011; KANTAR et al., 2011). Esta
estratégia permite a manutencdo da integridade de estruturas celulares e
subcelulares como membranas plasmaticas, acidos nucléicos, proteinas em
condicbes de deficiéncia hidrica e estresse salino, bem como a eliminagcdo de
radicais livres, reserva de nitrogénio e carbono, regulagédo do pH citosdlico, liberagao
de 30 ATPs através da oxidagao de apenas uma molécula de prolina e aumento da
razdo NADP*/NADPH permitindo o fluxo de carbono devido a via oxidativa da
pentose fosfato (SZABADOS & SAVOURE, 2010; ASHRAF et al., 2011).

Diversas substancias possuem fungdo osmoprotetora destacando-se o
aminoacido prolina que apresenta efeito osmoprotetor em diversas plantas sob
estresses (TURKAN & DEMIRAL, 2009). Consiste em um dos osmolitos que em
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maior quantidade se acumulam em plantas submetidas a deficiéncia hidrica e
estresse salino (SILVA-ORTEGA et al., 2008).

A L-prolina € um dos 20 aminoacidos presentes nas proteinas de todos os
organismos vivos. Diferentemente dos demais, a prolina é considerada um “a —
iminoacido”, por possuir um grupo amino ligado a dois atomos de carbono,
conferindo caracteristicas de neutralidade a molécula (MOLINARI, 2006). Na sua
forma pura, a prolina apresenta-se como uma substéancia incolor, altamente soluvel
em agua, medianamente soluvel em alcoois, razoavelmente em benzeno e acetona
e insoluvel em outros compostos (MILNER-WHITE et al., 1992). Em plantas, o
precursor bioquimico da sintese de prolina é o acido L-glutdmico sendo que duas
enzimas chaves estao envolvidas neste processo, a pirrolina-5-carboxilato sintetase
(P5CS) e pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) (ASHRAF & FOOLAD, 2007).

Em plantas ndo estressadas, a prolina esta presente em pequenas
quantidades apresentado teores de aproximadamente 1 a 5 pmol'g ! de massa seca
(NOGUEIRA et al., 2001). Sabe-se que o nivel de prolina varia de espécie para
espécie e pode apresentar valores 100 vezes maior nas plantas submetidas aos
estresses quando comparado as plantas nao estressadas (VERBRUGGE &
HERMANS, 2008). Nestas condigbes em que as plantas acumulam grandes
quantidades de prolina no citosol, ocorre substancial contribuicdo para que haja o
ajuste osmdtico citosdlico, sendo este aumento associado a resisténcia das plantas
aos efeitos de estresses (BHAMBURDEKAR et al.,, 2011). Entdo, apesar do
aminoacido prolina ser particularmente reconhecido como osmdlito chave em
plantas sob deficiéncia hidrica (NAYYAR, 2003), a funcao deste soluto organico nas
respostas aos estresses é questionada. Maggio et al. (2002) defendem que a prolina
pode atuar como molécula sinalizadora e reguladora, capaz de ativar respostas
multiplas que s&o componentes do processo de aclimatagcdo. Outros autores
salientam que, em plantas superiores, o acumulo de prolina pode estar relacionado a
sintese “de novo” e/ou a diminuicdo de seu catabolismo (TROVATO et al., 2008;
SZABADOS & SAVOURE, 2010; ASHRAF et al., 2011). Ainda, a baixa utilizagéo de
prolina durante o estresse, em consequéncia da redugao na sintese protéica e do
aumento na protedlise, também pode contribuir para seu acumulo (BRITO et al.,

2008; ASHRAF et al., 2011). Estes autores enfatizam que toda a controvérsia em
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torno da fungdo da prolina pode refletir a predominancia de sua agdo em outros

mecanismos de resisténcia que ndo o ajuste osmaotico.
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ll. MATERIAL E METODOS

3.1. Instalagao e condugao experimental

Foram utilizadas sementes selecionadas de guandu cv. BRS Mandarim e
cv. Caqui, provenientes da empresa Wolf Seeds do Brasil, Ribeirdo Preto, SP as
quais foram acondicionadas em embalagens de papel e mantidas em camara

seca a temperatura de + 20°C e umidade relativa + 13%.

O experimento foi conduzido no laboratério de Fisiologia Vegetal, em
germinador FANEN Mod. 347 CDG na temperatura de 25°C * 1°C, com fotoperiodo
de 12 horas. Foram realizadas avaliagdes no 10° dia apdés a semeadura (DAS),

como descrito a seguir:

3.2. Tratamentos utilizados e avaliagoes

3.2.1. Estresse hidrico

Para a obtengao das solu¢gdes com diferentes potenciais osmaéticos (estresse
hidrico), foram calculadas as concentragbes de polietilenoglicol (PEG 6.000),
baseando-se em Villela et al. (1991). Para avaliar a influéncia das poliaminas, nos
referidos potenciais osmoticos, foram preparadas solugdes contendo 0,5 mM de
putrescina e tratamento controle de 0,0 mM.

A germinacao foi avaliada em 25 sementes postas em caixa de germinacao
tipo gerbox previamente esterilizadas e revestidas com uma folha de papel de
germinagdao umedecidas com as respectivas solugdes de NaCl ou polietilenoglicol
6000.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado no
esquema fatorial 2x5x2, com os fatores cultivares de guandu (cv BRS Mandarim e
cv. Caqui), cinco potenciais osmoéticos de polietilenoglicol (PEG 6.000) para simular
diferentes niveis de restricdes hidricas, expressos em MPa, 0,0 (H4); -0,2 (H2); -0,3

(Hs), -0,4 (H4) e -0,5 (H5) e tratamentos de poliaminas exdgenas (0,0 mM, 0,5 mM de
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putrescina). Para a analise estatistica foram considerados os melhores resultados de
quatro repeti¢cdes, pois foi descartada a repeticado de menor homogeneidade.
Salienta-se que, foram utilizadas baixas concentragbes de PEG, para se obter
material vegetal suficiente para a obtengcdo dos teores de prolina nas sementes
estressadas, e cada repeticdo constou de duas sub-repeticbes. Por exemplo, o
tratamento -0,2 MPa com cinco repeticbes e cada repeticdo com 02 sub-repeti¢des,
totalizando para este tratamento 10 caixas gerbox. Os demais tratamentos seguiram

0 mesmo procedimento.

3.2.2. Estresse salino

A germinagao foi avaliada em 25 sementes que foram colocadas em caixa de
germinagao tipo gerbox, previamente esterilizada, revestida com uma folha de papel
germibox umedecida com as respectivas solugbes. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado no esquema fatorial 2x6x2, com os fatores
leguminosas forrageiras (guandu cv BRS Mandarim e cv. Caqui), niveis de NaCl (0,0
mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM e 120 mM) e tratamentos de poliaminas (0,0
mM, 0,5 mM de putrescina). Foram realizadas quatro repeticbes para cada
tratamento, com 25 sementes por tratamento.

O experimento foi conduzido, no laboratério de Fisiologia Vegetal, em
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, sendo consideradas germinadas as que apresentaram extensao da raiz

primaria > 2 mm e curvatura geotropica positiva (DURAN & TORTOSA, 1985).

3.2.3. Germinagao

A germinagao de sementes no 10° dia foi avaliada como prescreve as Regras
para Analise de Sementes para as culturas do guandu (BRASIL, 2009). Foram
avaliados os seguintes parametros: a) porcentagem de sementes germinadas; b)
massa da matéria seca das partes vegetativas das plantulas, em plumulas e raizes

primarias e remanescentes das sementes. Para tanto, todas as partes vegetativas
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foram secas em estufa de circulagéo forcada de ar em temperatura de 80°C e os
valores de massa da matéria seca foram aferidos em balanga analitica Denver

Instrument Company AA-200, com precisdo de 1x10® g.

3.2.4. Teores de prolina livre

A quantificagdo dos teores de prolina foi realizada de acordo com a
metodologia Bates et al. (1973), nas partes vegetativas (parte aérea e raiz primaria)
das plantulas oriundas das sementes germinadas no 10° dia apds a semeadura.

Os teores de prolina livre foram determinados pelo procedimento que consiste
na homogeneizagdo manual em gral de porcelana de 0,5 g de massa fresca de
material vegetal (cotilédones e eixo embrionario), com 10 mL de acido sulfosalicilico
a 3% e filtragem. Primeiramente, foi preparada a solugédo de acido ninhidrina, sendo
necessaria a diluicdo sob aquecimento de 1,25g de ninhidrina em 30 mL de acido
acético glacial e 20 mL de acido fosférico 6M. Em um tubo de ensaio foram
colocados 2 mL filtrado do material vegetal que reagiram com 2mL de &cido
ninhidrina e 2 mL de acido acético glacial por 60 minutos em banho-maria a
temperatura de 100°C. Decorrido este tempo, o tubo de ensaio foi colocado em um
recipiente com gelo para finalizar a reagdo. Em seguida foram adicionados 4 mL de
tolueno e a solugao foi homogeneizada agitando-se por 15 a 20 segundos. A leitura
de absorbancia (intensidade da cor) das amostras foi medida no comprimento de
onda 520 nm, utilizando-se, para tanto, o espectrofotdmetro Beckman DU 640. As
absorbancias obtidas foram comparadas com curva padrao de prolina. Os teores de
prolina foram calculado para a curva padrao e calculado com base na massa fresca,
conforme a férmula [(ug prolina/mL x mL tolueno)/115,5 pg/umole] / [(g amostra)/5] =

umoles de prolina/g massa fresca.

3.3. Tratamentos estatistico

Para efetuar a analise estatistica dos dados obtidos, primeiramente,

procedeu-se a transformagdo em arcsen ,/x/100, para a normalizag&o da distribuigdo
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dos desvios que ocorrem quando se analisa a germinagao de sementes. A seguir, foi
empregado o tratamento estatistico das variaveis onde os dados foram analisados
através da analise de variancia pelo teste F utilizando-se do teste de Tukey para a
comparagao entre médias. A andlise da regressao polinomial foi utilizada para o
desdobramento dos graus de liberdade dos niveis de estresse salino e hidrico
(BANZATTO & KRONKA, 2006).
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IV.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Germinagao de sementes de guandu sob estresse salino e hidrico

As analises de variancia para germinagao de sementes de duas cultivares de
guandu, BRS Mandarim e Caqui, no 10° dia apés a semeadura, com e sem adi¢cao
de putrescina e sob estresse salino e hidrico, estdo evidenciadas na Tabela 1. Os
resultados significativos das variaveis estudadas estdo evidenciados nas Tabela 2 e
Figuras 1 e 2.

Houve redugdo da germinagdo em ambas cultivares de guandu com a
imposicao dos tratamentos salinos. Sementes nao tratadas exdégena (putrescina)
mostraram reducdo na germinagdo em comparagao as sementes tratadas com este
aminoacido (Figura 1). Resultados semelhantes foram obtidos por Fonseca & Perez
(2001), em sementes de Adenanthera pavonina, em que observaram diminuig&o na
porcentagem de germinagdo a medida que aumentaram as concentragdes salinas,
mesmo com a adigdo de poliaminas (putrescina) as solugdes.

Outros pesquisadores também relataram que a salinidade inibiu a germinagao
das sementes e alterou toda fisiologia e anatomia das plantas, reduzindo a produgao
(AMOOAGHAIE, 2011; MANTRI, 2012; SEKMEN, 2012). A redug&o na porcentagem
na germinacao, pelos efeitos de NaCl, pode ser explicada que o meio negativo leva
a diminuicdo do potencial de agua entre as sementes.. Assim a mobilizacdo de
reservas armazenadas e a sintese de proteinas ndo sao capazes de comecar 0s
processos de germinagcdao (AMOOAGHAIE, 2011).

Em sementes tratadas com o aminoacido putrescina sob estresse salino
houve aumento na germinagao comparado a testemunha (Figura 1). As pesquisas
demonstram que, as poliaminas estdo envolvidas em varios processos fisiolégicos
em resposta a luz, horménios, injurias e estresse, e aplicagbes exogenas de
poliaminas podem influenciar estes processos (HANDA & MATTOO, 2010;
HUSSAIN et al., 2011; AMRI & MOHAMMADI, 2012; MELLONI et al., 2012). Perez

et al. (1999), verificaram que em sementes de Peltophorum dubium,
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Tabela 1. Andlises de variancia da germinacdo de sementes de duas cultivares de
guandu, BRS Mandarim e Caqui, no 10° dia apdés a semeadura, sob
estresse salino e hidrico, com e sem adicdo de putrescina. Jaboticabal,
SP. 2010 - 2013.

Quadrados Médios Estresse Salino’

Causa da Variagao G.L. Germinacao de Sementes
Cultivares (C) 1 3,7604"™
Estresse salino (S)’ 5 363,3187**
Putrescina (P) 1 304,5937**
Interagao (CxS) 5 2,4854™
Interagao (CxP) 1 3,0104 ™
Interacéo (SxP) 5 18,4187**
Interacdo (CxSxP) 5 0,7854 "™
Residuo 72 2,0243
C.V.(%) 1,5151
Quadrados Médios - Estresse hidrico®
Cutivares (C) 1 3,2000™
PEG (H) 4 1550,3000 "
Poliaminas (P) 2 0,8000"™
Interagdo (CxH) 4 43,7000
Interagéo (CxP) 2 115,2000°
Interagao (HxP) 8 13,3000 ™
Interacédo CxHxP) 8 22,7000™
Residuo 90 16,8000
C.V. (%) 4,7715

'Estresse salino: 0, 20, 40, 60, 80, 120 mM de NaCl;* Estresse hidrico: 0;-0,2;-0,3;-0,4;-0,5
MPa de PEG 6.000;ns: néo significativo (P > 0,05); *: significativo (P < 0,05); ** significativo
(P <0,01).
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Tabela 2. Germinagdo de sementes (%) de duas cultivares de guandu, BRS
Mandarim e Caqui, no 10° dia apés a semeadura, sob diferentes
tratamentos de potencial osmaético com e sem adicéo de putrescina (Put).
Jaboticabal, SP. 2010 - 2013.

Concentragao Germinagio de sementes (%)?
de
Putrescina Cultivares de Guandu
(mM) BRS Mandarim Caqui
0,0 85,2 aA 87,0 aA
0,5 87,2 aA 84,4 bB

'Médias seguidas de mesma letra mintscula na vertical (dentro de cultivares) e
maiuscula na horizontal (entre cultivares) n&o diferem entre si pelo teste de Tukey
(P> 0,05). DMS =2,5927 sem putrescina. DMS = 2,5927 com putrescina.
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Figura 1. Germinagcdao de sementes de guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, no

10° dia apdés a semeadura, sob estresse salino (NaCl) com e sem adi¢ao
de putrescina. Jaboticabal, SP. 2010 - 2013.
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Figura 2. Germinagdo de sementes de guandu cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, no

10° dia ap6s a semeadura, sob deficiéncia hidrica. Jaboticabal, SP. 2010 -
2013.
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a adicao de putrescina atenuou o efeito do estresse com NaCl.

Em sementes de tomate a aplicacdo exdégena de 0.5 mM de putrescina,
causou aumento da germinagdo, concordando com os resultados encontrados no
presente estudo, onde a concentracdo de 0,5 mM de putrescina melhorou a
germinagcao das sementes de guandu, o que evidencia o papel das poliaminas na
germinagao de plantas submetidas a estresses (AFZAL et al., 2009).

A restricao hidrica, causada pelo agente osmético PEG no presente trabalho,
provocou acentuada redugado na germinagao, pelo fato do déficit hidrico afetar os
processos fisioldégicos e bioquimicos, os quais sdo vitais para o vegetal (Figura 2).
Pesquisas recentes demonstram que, plantas submetidas a deficiéncia hidrica
apresentam menor porcentagem de germinagao (DANTAS, 2011; KUMAR et al.,
2011; PEREIRA et al., 2012). A primeira etapa da germinagao ocorre com absorgao
de agua pelas sementes, mediante embebigao.

A capacidade germinativa das sementes em condicbes de estresse € uma
das metodologias mais difundidas para se determinar a tolerancia das plantas, pois
a germinagao corresponde a uma das fases mais criticas do ciclo de vida dos
vegetais (MOTERLE et al., 2008; KUMAR et al., 2011).

Nota-se que, embora tenha havido a redugdo da germinagdo, tanto na
presenga quanto na auséncia de putrescina, a diminuicdo foi menos intensa no
tratamento de 0,5 mM de putrescina na cv. BRS Mandarim (Tabela 2). Inumeras
pesquisas sobre aplicagdo de poliamina em plantas sob deficiéncia hidrica
(ALCAZAR et al., 2010; DANTAS et al., 2011; AMRI & MOHAMMADI, 2012).

Zeid & Shedeed (2007) verificaram que, a adicdo de putrescina em sementes
de alfafa sob deficiéncia hidrica aumentou de 88% para 97% a germinacao das
sementes, mostrando que a poliamina reduz a sensibilidade da alfafa ao estresse
hidrico. Varios estudos reportam o papel positivo de poliaminas nas respostas de
plantas a estresses abidticos (CIVIKROVA et al., 2012). Em plantas, essas respostas
parecem estar associadas a capacidade que as poliaminas tem, em interagir com
biomoléculas como &acidos nucléicos, proteinas, lipideos de membranas e os
constituintes da parede celular promovendo a estabilizacdo dos mesmos
(ROYCHOUDHURY et al., 2011). Tais efeitos benéficos da aplicagao exdégena de

putrescina, possivelmente estejam ligados a manutengdo da integridade das
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estruturas celulares e subcelulares das sementes a ponto de viabilizar a embebigao
das mesmas e atenuar o efeito osmético e toxico do Na®. Entretanto, o efeito da
aplicacao exogena de putrescina parece estar associada a capacidade desta
poliamina em ser convertida enzimaticamente em outras poliaminas como espermina
e espermidina, as quais desencadeiam respostas fisiolégicas em plantas (KUSANO
et al., 2008; ALCAZAR et al., 2010).

4.2. Acamulo de prolina e crescimento inicial

As analises de variancia para os teores de prolina e crescimento inicial da
parte aérea e raizes primarias de duas cultivares de guandu, cv. BRS Mandarim e
cv. Caqui, no 10° dia apés a semeadura, com e sem adicdo de putrescina e sob
estresse salino e hidrico, estdo apresentadas na Tabela 3. Os resultados dos testes
de médias encontram-se nas tabelas 4 e 5 enquanto que as curvas relativas a
analise de regressao polinomial encontram-se nas figuras 3 e 5.

Nota-se que, quanto maior a severidade do estresse salino e hidrico, maior
conteudo de prolina nas plantulas das cultivares de guandu (Figura 3A, 3B, 4A, 4B).
Ainda, pode ser verificado que, o estresse salino causou, a partir da concentragao
60 mM, maior acumulo de prolina nas raizes primarias da BRS Mandarim que na
Caqui (Figura 3B). Pesquisas demonstram que, o aumento de prolina em plantas
estressadas conduz ao ajuste osmdético, mecanismo este que preserva o
metabolismo vegetal contra os efeitos danosos dos estresses (AGARWAL &
PANDEY, 2004; TROVATO et al., 2008; SZABADOS & SAVOURE, 2010; ASHRAF
et al., 2011; BHAMBURDEKAR & CHAVAN, 2011; SZABADOS et al., 2011). Diante
disto, é coerente afirmar que, em ambas cultivares de guandu o aumento de prolina
ocorreu pelo fato dos estresses salino ou hidrico, apés 10 dias, provocarem aumento
de solutos (pressdao osmotica) e redugdo do potencial hidrico celular, o que
intensifica a deficiéncia hidrica do vegetal. Este aumento também foi constatado em
plantulas de Arabidopsis thaliana (SZABADOS et al., 2011).
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Figura 3. Prolina (umol g’ MF) e crescimento inicial (g plantula™) da parte
aérea e raizes primarias de guandu cv. BRS Mandarim e cv.
Caqui, no 10° dia ap6s a semeadura, sob efeito de estresse salino.
Jaboticabal, SP. 2010 - 2013.
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Tabela 4. Teores de prolina (umol g™ MF) da parte aérea e raizes primarias de
duas cultivares de guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, no 10°
dia apos a semeadura, sob estresse salino (NaCl), com e sem

adicao de putrescina. Jaboticabal, SP. 2010 - 2013.

Concentragiao Prolina (umol g MF)
de Cultivares de Guandu
Put (mM) Parte aérea Raizes primarias
0,0 96,0302 b 124,7329 b
0,5 105,8915 a 142,5464 a

'Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo testeTukey
(P > 0,05). DMS = 2,6383 parte aérea. DMS = 5,7862 raizes primarias.
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Figura 4. Prolina (umol g’ MF) e crescimento inicial (g plantula™) da parte

aérea e raizes primarias de guandu cv. BRS Mandarim e cv. Caqui,

no 10° dia apds a semeadura, sob deficiéncia hidrica. Jaboticabal,

SP. 2010 - 2013.
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Figura 5. Prolina (umol g ' MF) e crescimento inicial (g plantula g') da parte
aérea e raizes primarias de guandu 0,0 mM de putrescina e 0,5 mM
de putrescina, no 10° dia ap6s a semeadura, sob deficiéncia hidrica,
com e sem adicao de putrescina. Jaboticabal, SP. 2010 - 2013.

Tabela 5. Teores de prolina (umol g MF) e crescimento inicial (g plantula g

'Y da parte aérea e raizes primarias de duas cultivares de guandu,
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cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, no 10° apds a semeadura, sob
estresse hidrico (PEG) com e sem adicdo de putrescina.
Jaboticabal, SP. 2010 - 2013.

Concentragao Prolina da Parte aérea Prolina das raizes primarias
de (umol g”' MF) (umol g”' MF)
Putrescina  gpg Mandarim Caqui BRS Mandarim Caqui
(mM)
0,0 2,382 aA 1,584 bB 3,2197 aA 2,7238 bB
0,5 1,887 bB 2,385 aA 2,6396 bB 3,0661 aA
Crescimento inicial da Parte Crescimento inicial das Raizes
aérea (g plantula™) primarias (g plantula™)
BRS Mandarim Caqui BRS Mandarim Caqui
0,0 0,119 bA 0,122 aA 0,148 bA 0,120 aB
0,5 0,141 aA 0,117 aB 0,150 aA 0,109 bB

'Médias seguidas de mesma letra minGscula na vertical (dentro de cultivares) e
mailscula na horizontal (entre cultivares) nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>
0,05).
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Em plantulas de milho (ANJUM et al., 2011) e de trigo (QAYYUM et al.,
2011) apd6s 10 dias sob estresse hidrico foi verificado o acumulo de prolina. De
fato, em plantas sob deficiéncia hidrica, o aminoacido prolina € considerado
osmalito-chave para induzir o ajuste osmético (NAYYAR, 2003).

Nas plantas, o acumulo de prolina, pode estar relacionado a sintese “de
novo” e a diminuicdo de seu catabolismo, porém, a baixa utilizagado de prolina
durante o estresse, em consequéncia da reducdo na sintese protéica e do
aumento na protedlise pode inclusive contribuir para seu acumulo (TROVATO
et al., 2008; SZABADOS & SAVOURE, 2010; ASHRAF et al., 2011).

Todavia, apesar do aumento da prolina ndo foi constatado maior
crescimento das plantulas de guandu sob os estresses. Na realidade, quanto
mais severo o0s estresses maiores foram a redugcdo da massa de matéria seca
das partes vegetativas (Figuras 3C, 3D, 4C, 4D).

Muitos estudos evidenciam que niveis crescentes de NaCl causam a
acentuada redugédo do crescimento das plantas cultivadas (AMOOAGHAIE,
2011; MACEDO, 2012; MANTRI et al., 2012). Esta diminuicdo do crescimento
pode ter sido causada n&o somente pela redugcao do potencial hidrico induzido
pelo sal, mas pelos efeitos toxicos do NaCl no metabolismo da planta. O
estresse salino causa, inclusive, acumulo de Na* e CI, conduzindo a toxicidade
idnica e desbalanco nutricional (KARAN & SUBIDHI, 2012). Os ions Na* afetam
a integridade da membrana plasmatica das células radiculares (KARAN &
SUBIDHI, 2012), o que explicaria o reduzido crescimento das raizes primarias
encontradas no presente trabalho (Figura 3D) e consequentemente ao menor
desenvolvimento da parte aérea (Figura 3C). Também, a restricdo hidrica
causada pelo agente osmoético PEG no presente trabalho, provoca acentuada
reducdo do crescimento, pelo fato do turgor celular estar diretamente
relacionado com a expansao das células na regido de alongamento celular; o
déficit hidrico afeta os processos fisioldgicos e bioquimicos, os quais sao vitais
para a produtividade vegetal. Apesar de constar na literatura inumeras
pesquisas sobre o acumulo de prolina em plantas sob deficiéncia hidrica
(TROVATO et al., 2008; SZABADOS & SAVOURE, 2010; ASHRAF et al., 2011;
GRANT, 2012; MANTRI et al., 2012), os resultados encontrados neste trabalho
nao correlacionam o acumulo deste aminoacido ao incremento no crescimento

em plantas sob deficiéncia hidrica. E importante salientar que, o acumulo de
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prolina, per se, ndo causou efeito deletério no crescimento, pois, Ashraf et al.
(2011) salientam que, poucas literaturas indicam que, o aumento de osmalitos,
utilizados como ferramenta na engenharia genética de plantas que nao estao
ainda estressadas, reduzem o crescimento, evidenciando que o acumulo pode
até nao favorecer o crescimento, mas também nao é, geralmente, prejudicial a
produtividade do vegetal.

Observou-se o aumento dos teores de prolina da parte aérea em plantas
de guandu submetida ao estresse hidrico, com e sem adi¢cdo de putrescina em
ambas cultivares de guandu (Figura 5A). Este resultado mostra que, a
putrescina ndao promoveu o aumento de prolina na parte aérea, pois na
auséncia da mesma mostrou-se o0 mesmo resultado (Figura 5A). O mesmo
ocorreu com relacdo as raizes primarias em que houve um incremento
crescente dos teores de prolina com e sem adigcdo de 0,5 mM de putrescina
(Figura 5B). O estresse hidrico ocasiona o acumulo de prolina em plantas, visto
que a prolina em condi¢gbes de deficiéncia hidrica atua no ajuste osmdtico,
osmoprotecao, protegcao de biomoléculas contra a desnaturagado (TROVATO et
al., 2008; SZABADOS et al., 2011).

Foi verificado redugédo do crescimento na parte aérea com a diminuigcao
do potencial osmoético do substrato (Figura 5C) com tendéncias quadraticas
para ambas as concentragdes de putrescina 0,0 e 0,5 mM. A mesma tendéncia
de resposta foi observada para o crescimento das raizes primarias, entretanto
com tendéncia linear de reducao na presencga e auséncia de putrescina.

A adigcdo exégena de 1,0 mM de putrescina em condigdes in vitro
promoveu o crescimento do numero e comprimento de raizes visto que
poliaminas, como a putrescina, modulam eventos associados ao crescimento e
multiplicagcao celular (KUSANO et al., 2008; MENDES et al, 2011). Entretanto,
no presente estudo essa funcdo n&o foi evidenciada visto que as
concentragcdes de NaCl adotadas neste estudo promoveram redugcdo da massa
seca de ambas estruturas (parte aérea e raizes primarias) na mesma
intensidade.

A aplicagado exogena de 0,5 mM de putrescina promoveu incrementos
nos teores de prolina na parte aérea e raizes primarias em plantulas de cv.
Caqui (Tabela 5) da ordem de 33, 6 e 11,% em relagdo ao tratamento controle.

Entretanto, essa mesma resposta néo foi observada tanto na parte aérea como
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nas raizes primarias de plantulas de guandu cv. BRS Mandarim. Entre as
cultivares de guandu, a adicao de 0,5 mM de putrescina promoveu incrementos
de prolina na ordem de 21% em relagcdo a cv. BRS Mandarim. A mesma
tendéncia de resposta foi observada nas raizes primarias, onde a cv. Caqui
apresentou incremento da ordem de 14% em relagcdo a cv. BRS Mandarim,
sugerindo maior responsividade da prolina a aplicagéo de 0,5 mM nesta cultivar
de guandu. Por outro lado, a aplicagcao de 0,5 mM de putrescina promoveu
incremento da ordem de 15, 6% na massa seca da parte aérea na cv. BRS
Mandarim em comparagdo a cv. Caqui (Tabela 4), ndo sendo verificada,
entretanto, a mesma tendéncia de reposta no crescimento das raizes primarias
de ambas cultivares que nao diferiram significativamente (P > 0,05).

Verificou-se resposta crescente dos teores de prolina da parte area com
a reducao do potencial osmoético em ambas cultivares (Figura 4A), bem como
nas raizes primarias (Figura 5B). Nas plantas, o acumulo de prolina pode estar
relacionado a sintese “de novo” e a diminuigdo de seu catabolismo, porém, a
baixa utilizagao de prolina durante o estresse, em consequéncia da redugédo na
sintese protéica e do aumento na protedlise pode inclusive contribuir para seu
acumulo (BRITO et al., 2008; TROVATO et al., 2008).

Apesar do incremento dos teores de prolina na parte aérea e raizes
primarias (Figura 4A e 4B), ndo foi observada uma resposta semelhante com
relacdo ao crescimento da parte aérea e radicular em ambas cultivares,
embora a prolina seja considerada como um dos principais osmolitos
compativeis que se acumulam em um numero consideravel de espécies de
plantas (TROVATO et al., 2008).Entretanto, os resultados encontrados no
presente estudo mostram que a participagdo da prolina nédo foi efetiva em
melhorar a resposta das cultivares quanto ao crescimento frente a restricao
hidrica imposta, mesmo quando da presenga exdégena de 0,5 mM de
putrescina, possivelmente pelo fato deste aminoacido participar de outras vias
de acao na mitigagdo dos efeitos nocivos dos tratamentos hidricos que nao
aquele que proporcione ganhos em massa seca em condigbes de deficiéncia
hidrica.

Verificou-se que, com o0 aumento da severidade dos estresses hidrico ou
salino houve acumulo nos teores de prolina e reducdo acentuada do

crescimento inicial de ambas cultivares. A putrescina exégena incrementou os
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teores de prolina de plantulas de ambas cultivares de guandu sob estresse
salino independente da severidade do estresse, porém para o estresse hidrico
a putrescina causou aumento da prolina em concentragbes moderadas de
potencial osmaético. No estresse hidrico mais severo a adigdo desta poliamina
reduziu os teores de prolina. O crescimento da parte aérea e das raizes
primarias nas cultivares sob estresse hidrico ndo sofreram melhora na
presenga de putrescina. A adicdo de putrescina causou aumento de prolina nas
plantulas sob estresse hidrico somente da Caqui, contudo o crescimento da
BRS Mandarim foi maior que da Caqui, indicando que a adicao de putrescina
pode induzir o acumulo de prolina.

A participacdo da prolina néo foi efetiva em melhorar a resposta das
cultivares de guandu quanto ao crescimento frente a restricdo hidrica imposta
mesmo quando da presenga exogena de 0,5 mM de putrescina, possivelmente
pelo fato deste aminoacido participar de outras vias de agdo na mitigagéo dos
efeitos nocivos dos tratamentos hidricos que ndo aquele que proporcione

ganhos em massa seca em condi¢cdes de deficiéncia hidrica.
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V. CONCLUSOES

» O estresse salino e hidrico reduzem a germinacdo de sementes e o

crescimento inicial de ambas as cultivares de guandu.

> A putrescina exdégena atenua os efeitos deletérios apenas do estresse

salino na germinacdo de sementes de ambas as cultivares de guandu.

> A putrescina nao foi efetiva em melhorar a resposta de sementes e

plantulas de guandu submetidas a deficiéncia hidrica.

» Os estresses salino e hidrico causam acumulo de prolina podendo ser
considerado osmolito indicador bioquimico-fisiolégico dos efeitos destes
estresses em plantulas de ambas cultivares de guandu.

» A putrescina exodgena causa acumulo de prolina nas plantulas de ambas
cultivares de guandu sob estresse salino e apenas nos niveis
moderados de estresse hidrico.

» O maior crescimento da cv. BRS Mandarim com putrescina exégena nao

esta relacionado com o maior conteudo de prolina.

» A cv. BRS Mandarim é mais resistente ao estresse hidrico que a cv.

Caqui.
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