UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ACIDO ASCORBICO COMO REGULADOR DA RESPOSTA
ANTIOXIDANTE EM TOMATEIRO SOB ESTRESSE SALINO

Rita de Cassia Alves

Engenheira Agronoma

2019



W »n w -~ < dJd > W on

14

o

N ©O «— O




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ACIDO ASCORBICO COMO REGULADOR DA RESPOSTA
ANTIOXIDANTE EM TOMATEIRO SOB ESTRESSE SALINO

Rita de Cassia Alves

Orientadora: Profa. Dra. Priscila Lupino Gratao

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutora em Agronomia,
(Producao Vegetal).

2019



ALVES, Rita de Cassia

Acido ascorbico como regulador da resposta antioxidante em
tomateiro sob estresse salino / Rita de Cassia ALVES. —-
Jaboticabal, 2019

66 p.

Ad474a

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal
Orientadora: Priscila Lupino Gratdo

1. Solanum licopersicum L.. 2. Estresse oxidativo. 3. .
Pré-tratamento. 4. Salinidade. . Titulo.

Sistema de geracao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo
autor(a).




Campus de Jaboticabal

u nesp% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA l

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: ACIDO ASCORBICO COMO REGULADOR DA RESPOSTA ANTIOXIDANTE EM
TOMATEIRO SOB ESTRESSE SALINO

AUTORA: RITA DE CASSIA ALVES
ORIENTADORA: PRISCILA LUPINO GRATAO

Aprovada como parte das exigéncias para obtengio do Titulo de Doutora em AGRONOMIA
(PRODUGCAO VEGETAL), pela Comissdo Examinadora:

\Qra”PRISCILA LUPINO GRATAO
mento de Biologia Aplicada & Agropecuaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Odethier Yous B

Profa. Dra. ANDRESSA PERES BINI
Departamento de Gené! SALQ/USP / Piracicaba/SP

LEILA TREVISAN BRAZ
Departamento de Produg&o Vegetal / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Prof. Dr. ALEXSON ’?éuems om
Victério Cardassi / Instifuto Municipal de Ensino Superior Bebedouro
o Yornn (orallg
Prof. Dr. DAVI RODRIGO ROSSATTO
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 18 de janeiro de 2019

Facuidade de Cincias Agrarias e Vi - CAmpus de -
Via de Acesso Prol. Paulo Donalo Castellane, a/n, 14884900, Jaboticabal - So Pavle
Wip feav unesp, g 9 agr J: 48,031 9 87.




DADOS CURRICULARES DA AUTORA

Rita de Céassia Alves, nasceu na cidade de Frutuoso Gomes, Rio Grande do
Norte, em 13 de Margco de 1989. Em Agosto de 2009 ingressou na Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, graduando-se em Engenharia Agrondmica em Margo de
2014. Em Margo de 2014 iniciou o curso de mestrado do Programa de Pés-Graduagao
em Producdo Vegetal na Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de
Jaboticabal — SP, submetendo-se a defesa da dissertacdo em 25 de fevereiro de 2016.
Em margo de 2016 iniciou o curso de doutorado do Programa de Pdés-Graduagao em
Produgéo Vegetal na Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Jaboticabal

— SP, submetendo-se a defesa da tese em 18 de Janeiro de 2019.



“Mas aqueles que esperam no Senhor
renovam as suas for¢as. Voam alto
como aguias; correm € nao ficam
exaustos, andam e nio se cansam.”

(Isaias 40:31)



DEDICO

A Deus, por ser o meu fortalecedor maior, por sempre iluminar a minha
caminhada, ndo deixando desistir mesmo diante das dificuldades encontradas ao longo
de toda essa minha trajetéria. Aos meus pais Margarida Maria e Agostinho Alves por se
fazerem sempre presente em todos os momentos da minha vida, por toda base que me
deram para que eu pudesse chegar até aqui, e mais que tudo isso o amor incondicional
que sempre me transmitiram. A minha orientadora Priscila Lupino Gratao, por ter feito
com que eu pudesse crescer ndo apenas como profissional, mas também como ser

humano, e por todo companheirismo durante todos esses anos de pds-graduacao.



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de
Financiamento 001

Ao programa de Pds-graduagcdo em Agronomia (Producgéo vegetal) da faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinaria, ao qual faco parte, e ao Departamento de Biologia
Aplicada a Agropecuaria pela parte da infraestrutura disponibilizada.

A UNESP, campus de Jaboticabal, por ter me proporcionado a oportunidade de
me aperfeigoar cada vez mais na minha carreira académica.

A Profa. Dra. Priscila Lupino Gratdo, pela orientagdo, por todo aprendizado
durante todos esses anos e pela amizade.

A Minha familia por sempre se fazerem presente em minha vida, por serem
minha base e o meu alicerce.

A Técnica Soénia M. R. Carregari, por ter me acolhido e ter feito me sentir como
membro de sua familia, dedicando amor e carinho e por ter sido um grande apoio
técnico durante todos esses anos de UNESP.

Ao Professor Francisco de Assis de Oliveira, por sempre ter contribuido para
minha formacgao profissional.

Aos meus amigos (as) Ana Medeiros, Ayanne Cavalcante, Carolina Franco
Clebson Lucio, Jeferson Silva, Juliana Geseira, Kevein Ruas, Luan Alves, Maria
Fernanda, Mayara Nicolau, Mirela Vantini, Nayara Abr&o, Renan Silva, Samira Furtado,
e Willians Carrega por toda amizade dedicada e por sempre se fazerem presente tanto
em momentos bons quanto em momentos n&o tdo bons nessa minha trajetoria.

Aos colegas do laboratério de Fisiologia Vegetal por todo esse tempo de convivio
e divisdo de conhecimentos.

A todos, mesmo que ndo estejam aqui citados que, direta ou indiretamente,

colaboraram com este trabalho e com minha formacao



O 00 N o Uu b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

SUMARIO
Paginas
RESUMO . ... e Xii
= 1S T ¥ X I Xiii
1 AINTRODUGAOD ...t eaeeae e 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 3
2.1 Micro-tomateiro como modelo de estudo fisiol6gico e bioquimICO .........ccccevvevveieireneniriene 3
2.2 ESIrESSE SAlINO ...ttt ettt ettt a et b et b e sae et aeeaeas 4
2.3 Estresse oxidativo e sistemas de defesa antioxidante ..o 5
2.4 Acido ascérbico como atenuante do estresse SaliNO...........cc.ccvveeveerreeveeeeseereessseeee s 7
3. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt n e, 9
K T B I T [ = Vo= Lo 1RSSR 9
T2 o] gl [§Tez= T Ro [0 T =y o =T [ 4= o (o X0 RPN 9
B TR N g = 1T RSP 11
3.3.1 Potencial hidrico foliar e eficiéncia nouso da agua...........ccccoeevvviiiieeeeeeeinnnn, 11
3.3.2 Teor de clorofila € carotenGIdes..........oouvveeiiiii i 11
3.3.3 Fluorescéncia da Clorofila-a............oooeeeeiiiiiiie e 11
3.3.4 ACUMUIO A& NA™ ... .o ae e 12
3.3.5 Crescimento de plantas e produgao de frutos ...........cceoviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 12
3.3.6 Peroxidagao liPidiCa.........cceuuuuiiiiii e 13
3.3.7 Concentracdo de peroxido de hidrogénio ..........coevvvvieiiiiieeeeiieeiiiiee e eeeeens 13
3.3.8 Antioxidantes eNZIMAtICOS ........ccoeeiiiiiiiiiiiee e e e e eeeeees 13
3.3.8.1 Extragédo enzimatica e determinagéo de proteinas........ccccceeeeeeveeeenns 13
3.3.8.2 Superodxido dismutase — SOD (EC 1.15.1.1) uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 14
3.3.8.3 Catalase - CAT (EC 1.11.1.6) ..euuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiii e 14
3.3.8.4 Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11) .o 15
3.3.8.5 Peroxidases - POX (EC 1.11.0.7) oo 15
3.3.8.6 Glutationa peroxidase - GPX (EC 1.11.1.9) ..o 15

3.3.8.7 Glutationa redutase - GR (EC 1.6.4.2).........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiiinees 16



30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

Xi

3.3.9 Antioxidantes NA0-eNZIMALICOS ............uuuuuiriiiiiiiiiii s 16
3.3.9.1 Glutationa (GSH) ... e 16

3.4 ANAliISE EStAtISHICA .......cveeeeiiciic e 16
S U 1 I 1 1 1 S 17
4.1 Potencial hidrico foliar e eficiéncia N0 USO da AQUA ..........cccviveecevieieciceeeeeee s 17
4.2 Pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila-a...........cccoveveeineciiiceee, 18
4.3 Peroxidagéo lipidica e concentragao de HayOn........ooveeiiiieieiiiieeeceeeeeeeeee e 20
4.4 Atividade antioxidante enzimatiCa ..........coevveiriririnirecee e 21
4.5 Antioxidante N80 ENZIMATLICO ........coeviririiieiee et 28
4.5.1 CONEUAO GSH......ooiiiiiiiieiiie e 28

4.6 ACUMUIO A8 NA™ ...ttt ettt ettt sttt es s e st snas 29
4.7 Crescimento de plantas e produGao de frUtOS...........ccueciieieiiiiece s 31
B.DISCUSSAOQ ...t ettt ae et et et eete et e neeseeeeeate e 33
B. CONCLUSOES ...ttt eae e eeeeee s 39
7. REFERENCIAS ...ttt ettt e e eaean e 39



59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

Xii

ACIDO ASCORBICO COMO REGULADOR DA RESPOSTA ANTIOXIDANTE EM
TOMATEIRO SOB ESTRESSE SALINO

RESUMO - Embora o acido ascorbico (AsA) possa estar envolvido na atenuagédo dos
efeito do estresse salino, pouco se sabe sobre os mecanismos fisiologicos e
bioquimicos envolvidos, além da melhor estratégia de aplicagcédo. O objetivo deste
trabalho foi, portanto, explorar o papel do AsA via pré-tratamento de sementes; na
regulacdo de respostas antioxidantes e no crescimento do micro-tomateiro (MT) sob
estresse salino. O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x 2, inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢gdes. O pré-tratamento de sementes com AsA (0 e 100
mM AsA) foi realizado em sementes de MT com exposi¢cao subsequente ao estresse
salino (0 e 100 mM de NaCl). Os resultados indicaram que o AsA desempenha papel na
atenuacao dos efeitos negativos do estresse salino através da redugdo do acumulo de
Na®, da peroxidacao lipidica (MDA) e do concentragdo de H,O, assim como o aumento
do potencial hidrico foliar, conteudo relativo de agua, clorofila total e carotendides,
atividade das enzimas antioxidantes, superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), peroxidases totais (POX), glutationa peroxidase (GPX),
glutationa redutase (GR), e conteudo de glutationa (GSH), culminando com melhor
crescimento e produtividade. Assim, os resultados indicam que o pré-tratamento de
sementes com AsA é uma técnica de manejo eficiente que pode ser utilizada para
aliviar os efeitos deletérios e aumentar a tolerancia das plantas de MT em condi¢des de

estresse salino.

Palavras chave: Solanum Iycopersicum L., estresse oxidativo, pré-tratamento,

salinidade.
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ASCORBIC ACID AS A REGULATOR OF ANTIOXIDANT RESPONSE IN TOMATOES
UNDER SALT STRESS

ABSTRACT- Although ascorbic acid (AsA) has been known to improve plant defense
systems against salt stressful-conditions, little is known about physiological and
biochemistry mechanisms of AsA-mediated alleviation of salt stress, and the best
management technique. The main objective of this work was, therefore, to explain the
role of ascorbic acid via seed priming on antioxidant defense responses and growth
regulation in tomato Micro-Tom under salt stress. The experiment was carried out using
a 2 x 2 factorial completely randomized design with four replicates. In this way, seed
priming with AsA (0 and 100 mM AsA) was used in Micro-Tom seeds to improve the
tolerance of subsequent salt-stress exposure (0 and 100 mM NaCl). The effect of AsA
priming was assessed on subsequent exposure to salt stress conditions with a
physiological and biochemical approach involving antioxidant responses. Overall results
indicated that AsA plays a role in alleviating the negative effects of salt stress by
reduction of Na* content, lipidic peroxidation and H,O, content, increased leaf water
potential (LWP), water-use efficiency (WUE), total chlorophyll, carotenoids, superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), peroxidase (POX),
glutathione peroxidase (GPX) and glutathione reductase (GR) activities and GSH
content, leading to better plant growth and higher yields. Thus, the results indicated that
the seed priming with AsA is an efficient management technique that can be used to
alleviate the deleterious effects of salt stress conditions and enhance salt tolerance of

Micro-Tom plants.

Key words: Solanum lycopersicum L., seed priming, salinity, oxidative stress.



1. INTRODUCAO

As plantas estao sujeitas as adversidades do meio durante todo seu ciclo,
estresses abidticos como seca, salinidade, temperaturas extremas, toxicidade quimica e
estresse oxidativo sdo ameacgas sérias a agricultura e ao estado natural do meio
ambiente (Ahmed et al., 2016). O estresse salino, por exemplo, € um dos estresses
abidticos que afeta a produgao mundialmente, onde cerca de quase 6,5% do solo tem
problemas de salinizacdo e 20% do total da area cultivada é afetada pela salinidade,
tornando-se um dos maiores obstaculos da atualidade para a agricultura (Billah et al.,
2017, Alves et al., 2018a, Kaur e Gupta, 2018).

O excesso de sal no solo e na agua pode causar varios efeitos deletérios nas
plantas, induzindo mudancgas nas respostas fisiologicas e vias bioquimicas (Alves et al.,
2018). Os efeitos negativos do estresse salino incluem redugéo no potencial hidrico do
solo, na transpiracao foliar, inibicdo da fotossintese, desequilibrio na relagao i6nica
Na/K, aumento na produgcdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
consequentemente, reducédo de crescimento e produtividade (Alhasnawi et al., 2015,
Yasar et al., 2016, Alves et al., 2018b).

O estresse salino pode levar a um aumento das ERO em plantas devido a
desestabilizagdo da homeostase celular, causando danos as proteinas, DNA e lipidios
(Elhamid et al., 2014, Yasar et al., 2016, Alves et al.,, 2018b). A reducdo das ERO
ocorre pela acao do sistema de defesa antioxidante composto por enzimas e
compostos ndo enzimaticos que mantém o status redox celular (Elhamid et al., 2014,
Gratao et al., 2015). A resposta de defesa primaria compreende a atividade de enzimas
antioxidantes como superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), glutationa redutase (GR,
EC 1.6.4.2), glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9), ascorbato peroxidase (EC
1.11.1.11) catalase (CAT, 1.11.1.6) e outras peroxidases (Foyer e Noctor, 2013, Ismail
et al., 2014, Nawaz et al., 2015, Noctor e Foyer, 2016, Pompeu et al., 2016).

Mecanismos nao enzimaticos como ascorbato (AsA), flavondides, carotendides,



glutationa (GSH) e metabdlito de prolina podem ser responsaveis pela eliminagado do
excesso de ERO (Gratao et al., 2005, Foyer e Noctor, 2013, Zouari et al., 2016a; b).

No entanto, quando as plantas sdo submetidas a altos niveis de estresse o
sistema de defesa pode nao ser suficiente para manter os niveis de ERO baixos,
podendo acarretar sérios danos oxidativos que podem reduzir o crescimento. A redugao
do crescimento esta relacionada a toxicidade idnica, reducdo do potencial osmoético e
desequilibrio de nutrientes, pois além de causar o acumulo de sédio (Na*) e cloreto
(CI"), o estresse salino afeta a absorcdo de nutrientes essenciais como o potassio (K*),
calcio (Ca?*) e magnésio (Mg®*) em contraste com Na* e CI". Os cations como K* e Na*
sdo os principais elementos inorganicos, que disponibilizam o potencial osmdético
necessario para a absorgao de agua (Asada, 2000, Elhamid et al., 2014, Alves et al.,
2018a).

Por outro lado, os estudos com estratégias de melhoramento convencional em
plantas para superar os efeitos negativos da salinidade ainda apresenta sucesso
limitado (Krupa-Malkiewicz et al., 2015). Em vista disso, a maioria dos estudos vem
empregando estratégias de gerenciamento custo-beneficio que possam minimizar a
perda de produtividade ou o rendimento em condi¢cdes desfavoraveis.

Umas destas estratégias € a aplicacdo de atenuantes de estresse, como por
exemplo, o acido ascérbico (AsA), pois este pode diminuir ou neutralizar os efeitos
adversos do estresse salino no crescimento das plantas, regulando a sintese protéica
(Khan et al., 2011, Rafique et al., 2011, Alhasnawi et al., 2016, Roy et al., 2016, Sayed
et al.,, 2016). A aplicagcdo de AsA exdgeno pode neutralizar os efeitos adversos da
salinidade em plantas cultivadas (Said-Sar et al., 2013, Agami, 2014). Por estas razdes,
o AsA pode ser usado como potente atenuador desses efeitos e estar relacionado com
a tolerancia da planta sob condi¢des de estresse salino (Ahmed et al., 2016).

Entretanto, pouco se conhece sobre a melhor e mais econbmica forma de
aplicagao deste atenuante. Umas das possiveis estratégias seria 0 manejo ja nas
sementes, otimizando tempo e reduzindo custos. O pré-tratamento de sementes é um
método potencialmente capaz de reduzir os efeitos negativos associados a condigoes

estressantes. Durante o inicio da germinagao, ocorrem varias alteragdes fisico-quimicas



que modificam os caracteres protoplasmaticos, aumentando a atividade fisiolégica do
embrido e todas as estruturas associadas da semente, levando a maior absor¢ao de
agua, o que pode implicar no sistema radicular mais eficiente (Singh et al., 2018). Além
disso, o pré-tratamento de sementes implica em maior custo-beneficio para o produtor,
pois trata-se de uma técnica simples que n&o exige demanda de mao de obra e reduz o
custo com o uso do produto.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi, explorar o papel do AsA via pré-
tratamento de sementes, na regulagao de respostas antioxidantes e no crescimento do

micro-tomateiro (MT), como alternativa para atenuar o efeito da salinidade.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Micro-tomateiro como modelo de estudo fisiolégico e bioquimico

O tomate (Solanum lycopersicum L.) pertencente a familia Solanaceae é uma
das principais oleraceas cultivada em todo o mundo, rica em minerais, vitaminas,
acucares, fibra alimentar e aminoacidos essenciais (Palop et al., 2010).

Sua arquitetura apresenta-se de duas formas, podendo ser classificada com
habito de crescimento determinado e indeterminado, com ciclo variavel que depende
das condi¢oes climaticas. No caso das cultivares de crescimento indeterminado, seu
ciclo pode prolongar-se por varios meses. Ja o habito de crescimento determinado se
restringe a um ciclo menor, no maximo de duas colheitas, pois o0 amadurecimento de
frutos ocorre na mesma época (Alvarenga et al., 2013).

O tomateiro é considerado excelente modelo para fins de estudos fisiolégicos e
bioquimicos, levando vantagens sobre a principal planta modelo (Arabidopsis
thaliana L. Heynh), pois apresenta uma diversidade de metabolitos secundarios, além
do padrdo morfogenético com um genoma relativamente pequeno (7,1x108 pb) e um
amplo germoplasma (Stevens e Rick, 1986, Pratt et al., 1997). No entanto, devido ao
seu grande porte e longo ciclo, seu uso torna-se desvantajoso para algumas finalidades
de estudos quando comparada a Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.



Entretanto, Meissner et al. (1997) propuseram o uso da cultivar em miniatura de
tomateiro, o Micro-tom (MT) (Solanum lycopersicum L.),pois esta possibilita estudos
fisiolégicos e bioquimicos com vantagens em relagao a cultivares comerciais. O MT é
uma planta de facil manejo, com produgido de frutos com sementes viaveis, e ciclo
completo entre 70-90 dias, superando assim as desvantagens em relagao a Arabidopsis

thaliana (L.) Heynh. e as cultivares comerciais para fins de pesquisa.

2.2 Estresse salino

A salinidade € um problema que pode ocorrer por varias razoes, seja de forma
natural (intemperismo de material rochoso, deposi¢ao de sal marinho levado pelo vento
ou chuva, inundagdes maritimas) ou pelas atividades antropicas (uso excessivo de
fertilizantes, irrigagdo com aguas salobras, sistema de drenagem ineficiente, aumento
do lencol freatico devido ao excesso de irrigagcdo com aguas subterraneas, entre outras)
(Hasanuzzaman et al., 2013).

Nas regides aridas e semi-aridas do mundo a salinidade torna-se comum devido
principalmente a baixa precipitagdo de chuvas, ou o uso de agua com altas
concentracdes de sédio. Em todo o mundo, estima-se que aproximadamente 33-40%
da area € coberta de ecossistemas aridos e que a tendéncia € aumentar cada vez mais,
devido as alteragdes climaticas e de desertificagao (Oliveira et al., 2014, Ouhaddach et
al., 2018) o que pode levar as plantas a condi¢gdes indesejaveis para o seu ciclo de
vida, pois, 0 estresse salino € um dos fatores abidticos mais severos que limita o
crescimento e a produtividade das plantas (Khanbabalo et al., 2018). Cerca de quase
6,5% do solo em todo o mundo tem problemas de salinizacdo e 20% do total da area
cultivada é afetada pela salinidade, tornando-se um dos maiores obstaculos da
atualidade para a agricultura, pois afeta negativamente o crescimento, desenvolvimento
e producgao das culturas (Billah et al., 2017, Alves et al., 2018a, Kaur e Gupta, 2018).

O estresse salino pode causar efeitos de diferentes maneiras nas plantas

glicéfitas, pois ao contrario das haldfitas que podem crescer em ambientes salinizados,



estas quando expostas a salinidade podem apresentar mudangcas em seu
comportamento fisioldgico e bioquimico dependendo do nivel de salinidade (Ouhaddach
et al., 2018). Os principais danos ocasionados por este estresse estdo relacionados aos
efeitos osmadticos e idnicos. Uma vez que a planta se encontra em condi¢gdes de
salinidade, a disponibilidade de agua fica limitada e os ions se acumulam causando
toxicidade idnica, principalmente pelo aumento das concentracées de ions Na* e CI°
ocasionando desbalango nutricional (Munns e Tester, 2008, Ahmed et al., 2016).

Varios sdo os sintomas que as plantas podem apresentar sob condi¢gdes de
estresse salino, entre os principais estdo, estresse oxidativo, menor eficiéncia
fotossintética, reducdo na condutidncia estomatica, maior taxa de transpiracio,
crescimento reduzido e perda de producao (Maskri et al., 2010, Silva et al., 2013, Alves
et al., 2018a,b).

A salinidade é um processo continuo que é dispendioso e trabalhoso, pois trata-
se de um problema global complexo a ser resolvido. No entanto, deve-se levar em
consideragao que a extensao dos danos causados pela salinidade depende de muitos
fatores, como a espécie, o gendtipo, o estadio de desenvolvimento da cultura, nivel da
salinidade e fatores ambientais (Ahmed et al., 2016).

No caso da cultura do tomateiro, esta é considerada moderadamente sensivel a
salinidade, onde para alguns gendtipos o limiar é de 2,5 dS m™, uma vez que quando
os niveis estdo acima do limiar, isto pode provocar um desajuste osmotico nas plantas,
impossibilitando a absor¢ao de agua e nutrientes, o que leva a redugao do crescimento,

além de perdas de produtividade (Zhang et al., 2017, Alves et al., 2018a).

2.3 Estresse oxidativo e sistemas de defesa antioxidante

O estresse salino além de causar desequilibrio nutricional, afetar a expansao e
divisao celular, alteragées hormonal, danos ao DNA, RNA e proteinas, geralmente induz
0 estresse oxidativo nas plantas, causando superproducdo de espécies reativas de

oxigénio (ERO), o que pode implicar na degradacao da clorofila e na peroxidagao



lipidica, afetando assim a fluidez e permeabilidade da membrana devido a alteragdes
na composic¢ao dos lipideos (Alves et al., 2018b, Kaya et al., 2018).

Dentre as ERO estdo o peréxido de hidrogénio (H202), superdxido (O27),
hidroxila (OH¢) e oxigénio singleto ('0.), que surgem através da excitacdo ou redugao
incompleta de oxigénio molecular (Shieber e Chandel, 2014). Em condi¢des fisioldgicas
normais, elas sdo indispensaveis para o bom funcionamento do metabolismo, onde
regulam processos de multiplicagédo e diferenciagao celular, respiracédo e a fotossintese,
aléem de serem moléculas sinalizadoras que regulam o desenvolvimento vegetal em
resposta a estresses bidticos e abidticos (Noctor et al., 2014, Czarnocka e Karpinski,
2018).Nesses processos, 0 oxigénio molecular pode seguir duas rotas, a das oxidases,
a qual consiste na formagao de agua pela transferéncia de quatro elétrons para o
oxigénio na cadeia respiratoria (reducado tetravalente); e a rota das oxigenases,
culminando na formagéao das ERO através da transferéncia de um elétron de cada vez
para o oxigénio (redugéo univalente) (Soares e Machado, 2007). Nestas condi¢des, as
ERO sao excelentes moléculas sinalizadoras que regulam o metabolismo das plantas,
no entanto, sua produgdo e acumulo devem ser rigorosamente controlados, pois sao
altamente reativas e tdxicas em altas concentragdes (Czarnocka e Karpinski, 2018).

Consequentemente, estas respostas desencadeiam os mecanismos de resposta
ao estresse. Devido aos possiveis danos causados pelas ERO, ocorre a indugao ou o
estimulo de sistemas capazes de prevenir a oxidagao descontrolada, aos quais incluem
os sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Gratao et al., 2005, Gratao et
al.,, 2008, Yadav et al.,, 2014). O sistema antioxidante enzimatico € composto por
enzimas como superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR).
Mecanismos nao enzimaticos também podem operar nesta defesa, incluindo
antioxidantes como ascorbato, glutationa, compostos fendlicos, flavondides e
metabolitos lipossoluveis (a-tocoferol, B-caroteno, licopeno) (Foyer e Noctor, 2013,
Yadav et al., 2014, Caverzan et al., 2016, Zouari et al., 20164, b).

A primeira linha de defesa de antioxidantes se caracteriza por uma neutralizagao

rapida de moléculas que tenham potencial de se desenvolver como ERO ou com



capacidade de induzir a producdo de outras ERO, destacando-se trés enzimas: a
superéxido dismutase, catalase e a glutationa peroxidase (Gill e Tuteja, 2010, Ighodaro
e Akinloye, 2017). A superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) é responsavel pela
dismutagcdo do superéxido a O, e espécies menos reativas, como o peroxido de
hidrogénio (H202). O H,0, liberado pode ser reduzido a agua pela catalase (CAT, EC
1.11.1.6) ou glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9) (Gratado et al., 2005, Hippler et
al., 2015, Liu et al., 2015).

Os antioxidantes ndo enzimaticos que apresentam grande importancia na linha
de defesa secundaria correspondem ao ascorbato (AsA) e a glutationa (GSH), ao qual
participam constantemente na regulacédo e eliminagdo das ERO (Kapoor et al., 2015,
Alves et al.,, 2018). O AsA é um antioxidante que reage diretamente com o H;O,,
enquanto o GSH esta associado com a regeneracdo do AsA, crucial para a rapida
oxidacao do excesso de H,O; (Krifka et al., 2012, Niu e Liao, 2016).

No entanto, vale ressaltar que o H,O, também esta envolvido na regulagdo de
expressao de genes, e na protegcao contra danos oxidativo, uma vez que pode induzir o
aumento da atividade de antioxidante (Azevedo et al., 2005, Roy et al., 2016).
Entretanto, estes mecanismos que permitem a funcdo multipla do H,O, ainda sao
poucos elucidados (Liu et al., 2013, Niu e Liu, 2016).

Assim, o complexo caminho bioquimico dentro da célula concomitantemente com
a regulacao transcricional € desencadeado como uma indugao do sistema antioxidante
que tém o potencial de controlar cascatas descontroladas de oxidac&o nas células sob
condi¢des normais, ou quando estimuladas por alguma situagao de estresse (Gratao et
al., 2015).

2.4 Acido ascorbico como atenuante do estresse salino

No decorrer dos ultimos anos, devido a escassez de agua, o uso de agua salina

na irrigagdo vem se intensificando cada vez mais na agricultura, tornando-se um desafio

para os pesquisadores em encontrar estratégias de manejo que garantam a boa



producdo das culturas. O uso desta agua de forma inadequada pode causar acumulos
de sais e reduzir o potencial hidrico do solo, além de causar disturbios funcionais e
injurias no metabolismo das plantas (Silva et al., 2009).

A procura por estratégias que possam vir a reduzir os efeitos negativos do
estresse salino sobre as plantas vem se intensificando cada vez mais, principalmente
com uso de atenuantes de estresses, como o acido ascorbico (AsA) (Billah et al., 2017,
Kaur e Gupta, 2018). Na literatura, o AsA caracteriza-se como agente antioxidante nao
enzimatico, uma vitamina soluvel em agua de facil absorcdo e acumulo
preferencialmente nas folhas, modulando uma série de fatores fundamentais em
plantas sob condigbes de estresse e nao-estresse (Krupa-Matkiewicz et al., 2015,
Akram et al., 2017, Kaur e Gupta, 2018).

Dentre estes fatores estéo, a reciclagem de antioxidantes lipossoluveis como o a-
tocoferol, manutengao da fotossintese, desenvolvimento celular, expansao da parede
celular, expressdo de genes, atuagdo na sintese de alguns hormoénios e flavondides
(Gest et al., 2013, Hameed et al., 2015). Além disso, o AsA é rapidamente absorvido
ap6s sua aplicacdo, e pode se mover faciimente dentro da planta, sendo um dos
antioxidantes mais potentes na redugédo da sintese das ERRO (Younis et al., 2010,
Rafique et al., 2011, Hameed et al., 2012, Alhasnawi et al., 2016), o que o faz melhorar
a tolerancia das plantas ao estresse quando cultivadas em condicdo de salinidade
(Farahat et al., 2013, Saidi-Sar et al., 2013).

Entretanto, para que o uso deste atenuante seja viavel, alguns fatores devem ser
levados em consideragao, como a cultura em estudo, o limiar que a cultura tolera, além
do custo beneficio da estratégia de aplicagdo. Um meio de aplicagdo que pode ser
eficiente para o uso do AsA, é o pré-tratamento de sementes, que possibilita varias
alteragbes fisico-quimicas podendo melhorar a atividade fisioldgica do embrido,
respaldando em crescimento melhor das plantas (Singh et al., 2018).

O pré-tratamento de sementes proporciona alteragbes fisiolégicas onde as
plantas se tornam capazes de ativar as respostas de defesas de forma mais rapida e
eficiente (Beckers e Conrath, 2007). Os estresses ambientais ativam vias de sinalizagdo

e respostas celulares similares, e o pré-tratamento de sementes pode ativar essas vias



de sinalizagdo nos estadios iniciais de crescimento e resultar em respostas mais
rapidas de defesa da planta. No entanto, os mecanismos desencadeados pelo pré-
tratamento de sementes ainda n&o s&o claramente conhecidos, podendo estes
mecanismos estar relacionados com o acumulo de proteinas sinalizadoras inativas em

células pré-tratadas (Jisha et al., 2013).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagao

O trabalho foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP-Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal — SP, (21° 14' 05" S,
48° 17' 09" W, e 615,01 m de altitude). A classificacdo do clima é Aw (tropical) segundo
a Koppen e Geiger. A temperatura meédia anual € 21.7 °C e a pluviosidade média anual
é de 1340 mm.

3.2 Condugao do experimento

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 2, com quatro repeticdes, desenvolvido no sistema hidropbnico em
ambiente controlado. Os tratamentos foram formados pela combinacdo de duas
concentragbes de cloreto de sodio (0 e 100 mM de NaCl) e duas concentragdes de
acido ascorbico (AsA) (0 e 100 mM de AsA). Sendo estas concentragbes determinadas
em ensaios pré-eliminares, onde a partir dos resultados obtidos, chegou-se a escolha
destas concentragoes.

Sementes da cultivar de tomate Micro-Tom (MT) (Solanum lycopersicum L.)
foram esterilizadas em solugéo de hipoclorito de sodio (5%), lavadas trés vezes, em
seguida fez-se o pré-tratamento das sementes colocando-as nas concentragdes de AsA

0 e 100 mM) durante o periodo de uma hora, ap6s o pré-tratamento das sementes,
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estas foram colocadas para germinar em bandejas de poliestireno expandido com
capacidade de 200 células suplementadas com pé da fibra de coco. O pd da fibra de
coco € um substrato inerte com propriedades de retencdo de umidade, podendo
promover aeracdo no meio de cultura e baixa condutividade elétrica (1,1 dS m™)
(Nunes, 2000, Amafibra®). As bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo com
temperatura média de 23,2 ° C, umidade relativa de 77,6% e fotoperiodo de 11,8 horas
(outono). Quando as sementes germinaram, a solugao nutritiva foi aplicada a 25% da
solugao padrao (Castellane e Araujo, 1995) para a aclimatizacdo das plantas, durante o
periodo de quatro dias.

Apods cinco dias de germinagao, as plantas receberam solugéo nutritiva a 100%
e, quando duas folhas verdadeiras foram completamente formadas, aos 29 dias apods a
semeadura as plantulas foram transplantadas para vasos de Leonard 0,350 L (Vincent,
1975) contendo uma planta por vaso, suplementada com uma mistura de 3:1 (por
volume) de pd de coco e areia, respectivamente, e 250 mL de solugéo nutritiva padrao
(Castellane e Araujo, 1995), onde esta era trocada a cada trés dias, mantendo sempre
o pH entre 5,5 e 6,0. Durante os primeiros 10 dias apds o transplante (DAT), todas as
plantas receberam apenas solucido nutritiva, a fim de promover um desenvolvimento
uniforme das plantulas. A partir dos 11 DAT, as concentragdes salinas foram aplicadas
em conjunto com a solugao nutritiva.

Aos 70 dias apos a germinagao, correspondendo a 30 dias de exposi¢gao ao
NaCl, foram determinados o potencial hidrico foliar, eficiéncia do uso da agua, teor de
clorofila total e carotendides, fluorescéncia da clorofila-a, acumulo de Na®, crescimento
de plantas, numero e producgao de frutos. Amostras frescas de raizes, folhas (excluindo
peciolos) e frutos também foram coletadas, lavadas e imediatamente imersas em N
liquido e armazenadas a -80°C para posteriores analises de: peroxidacao lipidica, teor
de perdxido de hidrogénio, extragdo enzimatica e determinagdo de proteinas totais e

analises de sistemas antioxidantes.
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3.3 Analises

3.3.1 Potencial hidrico foliar e eficiéncia no uso da agua

O potencial da agua na folha foi avaliado como um indicador do status hidrico na
planta. O potencial hidrico foliar foi medido imediatamente apds a coleta das folhas com
uma camara de pressao (modelo 1505F-EXP; Soil Moisture, Santa Barbara, Califérnia)
(Scholander et al., 1965).

Uma folha por planta foi selecionada e a partir do terceiro n6, o parametro de
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUA) foi mensurado. Para as trocas gasosas, a
assimilagao maxima de CO, em area base (Amax) e condutancia estomatica (gs) foram
avaliadas sob condicdes ambientais (412,17 + 2,13 pl I'') de umidade relativa (65%),
temperatura (26 £ 1,6 °C) com um sistema fotossintético portatil aberto (LcProSD, ADC
BioScientific Ltd., Hoddesdon, Reino Unido) acoplado a uma fonte de luz led que
fornece intensidade de luz entre 1.200-1.300 umol.m™?s”' Apds as medicdes, a

eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUA) foi calculada dividindo o Amax por gs.

3.3.2 Teor de clorofila e carotendides

Para a quantificacdo dos teores de clorofila e carotendides, os discos foliares
foram removidos e mensurados. Sob condicdes de pouca luz, os discos foram
colocados em tubos eppendorf contendo 2 mL de acetona (80%) mantida por 48 h sob
refrigeracdo. Apos este periodo as solugbes foram lidas em ftriplicata em
espectrofotdmetro nos seguintes comprimentos de onda: Clorofila a a 663 nm; Clorofila

B a 647 nm e Carotendides (caroteno [c] + xantofilas [x]) a 470 nm (Lichtenthaler, 1987).

3.3.3 Fluorescéncia da clorofila-a
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Uma folha por planta foi selecionada a partir do terceiro nd, para a medi¢cao dos
parametros de fluorescéncia e troca gasosa. Para fluorescéncia, as folhas foram
aclimatadas em escuro por um periodo minimo de 30 minutos antes da analise,
utilizando-se clipes de aluminio fornecidos com o MINI-PAM-II. Apés este periodo, a
eficiéncia quéantica do fotossitema Il (fv:fm) foi determinada seguindo os procedimentos
padrao (Maxwell e Johnson, 2000). Em seguida, as curvas de fluorescéncia de luz
foram realizadas usando o protocolo "rapid light curves" (White e Critchley, 1999), e
armazenadas na memoéria do equipamento MINI-PAM-II. As medi¢cbes foram realizadas
em uma folha por planta e por tratamento entre 11:00 e 12:00 hrs. Foram utilizados 12
niveis de intensidade luminosa (0-1600 nmol m? s™), sendo as folhas aclimatadas em
cada nivel por 30 s, apos o pulso de saturagao de luz e os dados de taxa de transporte
de elétrons (ETR) armazenados. Usando o ajuste automatico da curva do software
MINI-PAM 1l (WinCrontrol 3.0) o ETRmax = taxa maxima de transporte de elétrons foi
obtido.

3.3.4 Acumulo de Na*

Para a determinagéo do teor de Na* dos tecidos vegetais (raiz, folha e fruto)
foram realizados apds digestdo com uma mistura de acidos nitrico e perclérico,
segundo Carmo et al. (2000). As concentracbes de Na® foram determinadas pelo
método de espectrometria de emissdo de chama usando um fotdbmetro de chama
(Micronal - B462). As concentragdes de Na* foram expressas em mg kg~ de tecido
seco. A acumulacao foi obtida pela seguinte expressao:

+ _massa seca (g) x concentragédo (mg kg'1)
1000

Acumulagdo Na = mg planta™

3.3.5 Crescimento de plantas e produgao de frutos
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O crescimento de plantas foi determinado através da mensuracdo da massa
seca de raizes, caules e folhas, coletadas e mantidas em estufa por 72 ha 70 °C,
utilizando-se uma balanga analitica com precisdao de 0,0001 g. Os resultados foram
expressos em g planta™.

O numero de frutos foi determinado através da contagem de frutos por planta e a
producdo de frutos foi determinada através da massa fresca de frutos por plantas,
determinada utilizando uma balanga analitica com preciséo de 0,0001 g e os resultados

expressos em g planta™.

3.3.6 Peroxidacao lipidica

A peroxidacédo lipidica foi estimada pelo conteudo de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS). A concentracdo dos equivalentes de malondialdeido
(MDA\) foi calculada usando um coeficiente de extingdo de 1,55 9 10-5 mol”" cm™, com
leituras entre 535 e 600 nm (Gratéao et al., 2012). Os resultados sao expressos em umol

mg™' de massa fresca (Shimizu et al., 20086).
3.3.7 Concentragao de peréxido de hidrogénio

A concentracdo de H,0O, foi determinado pela reagdo com iodeto de potassio,
com leitura a 390 nm (Alexieva et al., 2001). Os resultados foram expressos em pmol

mg™ de massa fresca.

3.3.8 Antioxidantes enzimaticos

3.3.8.1 Extragdo enzimatica e determinagao de proteinas
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As amostras de material vegetal previamente coletadas e estocadas em freezer -
80°C foram maceradas em N liquido e homogeneizadas em tamp&o fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM EDTA, 3 mM DTT e 4% PVPP (Boaretto et
al., 2014). A mistura foi centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4 °C e o sobrenadante foi
cuidadosamente separado e armazenado a -80 °C para posterior analises de SOD,
CAT, APX, POX, GPX e GR. A quantificacao das proteinas soluveis totais foi realizada
conforme Bradford (1976).

3.3.8.2 Superéxido dismutase — SOD (EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente pelo método do
cloreto de nitrotetrazolio azul (Giannopolitis e Ries, 1977). O meio de ensaio continha
50 mM de tampéo fosfato de potassio (pH 7,8), 50 mM de metionina, 10 mM de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 1 mM de cloreto de nitrotetrazdlio azul (NBT) e 0,1
mM de riboflavina e extrato vegetal. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para inibir fotoquimicamente a reducao de
NBT em 50% a 560 nm. A atividade da SOD foi expressa como U SOD mg™' de

proteina.

3.3.8.3 Catalase - CAT (EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada em uma mistura contendo 1 mL de
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), 25 mL de H,O; (solugado a 30%). A
atividade foi determinada monitorando o declinio de H,O, na absorbancia a 240 nm ao
longo de 1 min (Cia et al., 2012). A atividade da CAT foi expressa como pmol min™' mg™

de proteina.
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3.3.8.4 Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11)

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada em uma mistura de
reacdo contendo 50 mM de tampédo de fosfato de potassio (pH 7,0), 0,5 mM de
ascorbato, 0,1 mM de EDTA e 0,1 mM de H,O, (Gratdo et al., 2012). A atividade de
APX foi determinada pela monitoragcdo da taxa de oxidagdo de ascorbato a uma
absorbancia a 290 nm durante 1 min a 30 °C. A atividade da APX foi expressa como

umol ascorbato min” mg™'de proteina.

3.3.8.5 Peroxidases - POX (EC 1.11.1.7)

A atividade das peroxidases (POX) nos tecidos foi determinada pelo método de
Kar e Mishra (1976). Neste método, as enzimas contidas no extrato oxidam a guaiacol
para produzir purpurogallina e reduzir o H,O, fornecido ao meio. O meio reacional
consistiu no extrato vegetal, 25 mM de tampé&o fosfato de potassio (pH 6,8), 20 mM de
acido pirogalico, 20 mM de H,O, e H,SO4 a 0,5%. A mistura foi incubada a 25°C
durante 5 minutos. Em seguida, a reagao foi neutralizada pela adicdo de H,SO,4 a 0,5%
e a absorbancia da mistura foi monitorizada durante 3 minutos e determinada a 420 nm.
A atividade do POX foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM~
'em™ (acido pirogalico) (Chance e Maehley, 1955), e considerando o aumento de 1

unidade (UA) de absorbancia, os dados foram expressos em AU g™ MF min™.
3.3.8.6 Glutationa peroxidase - GPX (EC 1.11.1.9)
A atividade de GPX foi determinada adicionando o extrato vegetal a um meio

reacional consistindo de 100 mM de tampao fosfato de potassio (pH 7,0), 3 mM de
EDTA, 0,24 U GR/mL, 10 mM de GSH, e 1 mM de azida sédica. Esta mistura foi
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incubada a 37 °C durante 10 min. A reacdo foi catalisada pela adicdo de 1,5 mM de
NADPH e 1,5 mM H,0O,. A oxidacdo de NADPH foi monitorada durante 5 minutos a 340
nm. A atividade enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar de
6,22 mM™ cm™ (Anderson e Davis, 2004) e os resultados expressos em pmol min™' mg”

! de proteina.

3.3.8.7 Glutationa redutase - GR (EC 1.6.4.2)

A glutationa redutase (GR) foi determinada em uma mistura consistindo em 100
mM de tampéo fosfato de potassio (pH 7,5) 1 mM de 5,00-ditiobis (acido 2-
nitrobenzodico), 1,0 mM de GSSG e 0,1 mM NADPH. A taxa de reducado de GSSG foi
calculada por meio do monitoramento do aumento da absorbancia a 412 nm durante 1
min a 30 °C (Carvalho et al., 2013). A atividade da GR foi expressa como pmol min™

mg™ de proteina.

3.3.9 Antioxidantes nao-enzimaticos
3.3.9.1 Glutationa (GSH)

O teor de glutationa (GSH) foi estimado utilizando o procedimento 5,5 "-ditiobis
(acido 2-nitrobenzadico). O teor de GSH foi determinado numa mistura contendo 0,1 M
de tampao fosfato de sodio (pH 7,0), 0,5 mM de EDTA e 3 mM de acido 5,5-ditiobis- (2-
nitrobenzoico) (DTNB). Apdés 5 min, a absorbancia foi lida a 412 nm, ao mesmo tubo,
adicionou-se 0,4 mM de NADPH e 2 ul de glutationa (GR) para a determinagéo da
glutationa total (Israr et al., 2006).

3.4 Analise estatistica
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Os parametros avaliados foram submetidos a um teste de normalidade utilizando
os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para verificar a auséncia de
normalidade. Foi realizada comparagdo multipla entre as médias pelo teste de Tukey
seguindo uma ANOVA fatorial para cada parametro a um nivel de significancia de 0,05.

A analise estatistica foi realizada no software Sisvar 5.3 (Ferreira, 2011).

4. RESULTADOS

A analise estatistica dos dados mostrou que, exceto para fluorescéncia da
clorofila-a (fv:fm) (F > 0,025, P < 0,87), houve efeito significativo da interacao entre os
fatores concentracao de NaCl e pré-tratamento de sementes com AsA (F = 4,98, P =
0,045). Quanto o efeito isolado dos fatores, houve efeito significativo do NaCl (F > 8,05,
P <0,011) e do AsA (F > 5,54, P < 0,036) para todas as variaveis analisadas.

4.1 Potencial hidrico foliar e eficiéncia no uso da agua

Com relacéo ao potencial hidrico da folha (PHF), observou-se efeito significativo
da interacao entre NaCl e AsA dentro e entre as concentragdes de NaCl (Figura 1A). Na
auséncia de NaCl, as plantas exibiram menor PHF com o uso de pré-tratamento de
sementes com AsA (100 mM). No entanto, houve maior PHF com pré-tratamento de
sementes com AsA (100 mM) quando as plantas estavam na presenca de NaCl. Este
efeito significativo da interagao entre os fatores AsA e NaCl também foi observado para
eficiéncia no uso da agua (EUA). As plantas que receberam pré-tratamento de
sementes com AsA submetidas a ambas as concentracées de NaCl (0 e 100 mM)
apresentaram aumento significativo no EUA. Com relagcéo ao efeito NaCl, as plantas

sem o pré-tratamento de sementes exibiram maior EUA (Figura 1B).
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Figura 1: Potencial hidrico foliar (A) e eficiéncia de uso de agua (B) em plantas de
Micro-Tom. Letras minusculas diferentes acima das barras indicam diferencas
significativas entre as concentragdes de AsA dentro de cada concentragdo de NaCl, e
letras maiusculas diferentes indicam diferengas significativas nas concentragdes de AsA

entre as concentragdes de NaCl, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

4.2 Pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila-a

Para o teor de clorofila total e carotendides, houve efeito significativo de NaCl e
AsA (Figura 2A e B). A clorofila total foi significativamente afetada pela interagao entre
os fatores AsA e NaCl. As plantas com pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM)
e submetidas a NaCl (0 e 100 mM) apresentaram maior teor de clorofila total. No
entanto, a presenga de NaCl (100 mM) proporcionou um aumento pronunciado no teor
total de clorofila apenas nas plantas sem o pré-tratamento de sementes com AsA
(Figura 2A). Assim como observado para a clorofila total, foi demonstrado efeito
significativo da interacdo entre AsA e NaCl no conteudo de carotendides. As plantas
com pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) apresentaram maior teor de
carotendides quando submetidas as concentracées de NaCl (0 e 100 mM). No entanto,
as plantas com pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) e submetidas a 100
mM de NaCl exibiram menor teor de carotendides em comparagao com plantas controle
(0 mM NaCl) (Figura 2B).
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Para a analise fv:fm, ndo foi observado efeito significativo da interagdo entre os
fatores AsA e NaCl, mesmo com o fator AsA. As plantas crescidas em 100 NaCl
exibiram diminuicdo da fluorescéncia da clorofila-a, independentemente do pré-
tratamento de sementes com AsA (Figura 2C). Em contraste com a fluorescéncia da
clorofila-a, foi observado efeito signiicativo da interagdo NaCl e AsA para a taxa de
transporte eletrénico (TTE); a taxa foi reduzida em plantas condicionadas com AsA (100
mM) sob condigbes normais e de estresse (0 e NaCl 100 mM). Além disso, plantas
crescidas em 100 NaCl exibiram diminuicdo da TTE, independentemente do pré-

tratamento de sementes com AsA (Figura 2D).
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Figura 2: Teor de clorofila total (A) e carotendides (B), fv:im (C), taxa de transporte
eletrénico (D) de Micro-Tom. Letras minusculas diferentes acima das barras indicam
diferengas significativas entre as concentragbes de AsA dentro de cada concentragéo
de NaCl, e letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas nas
concentragdes de AsA entre as concentragdes de NaCl, de acordo com o teste de
Tukey (a = 0,05).
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4.3 Peroxidacao lipidica e concentragao de H;0,

A peroxidacéo lipidica, expressa como o teor de MDA, foi semelhante nas raizes,
folhas e frutos das plantas onde foi observado efeito significativo da interacdo NaCl e
AsA (Figura 3A, B e C). Nas raizes, o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM)
reduziu o teor de MDA tanto em 0 quanto em 100 mM de NaCl Por outro lado, nao foi
observado efeito significativo do NaCl sobre o teor de MDA, seja na presenga ou
auséncia de AsA (Figura 5A). Para as folhas e frutos, assim como nas raizes, o teor de
MDA foi reduzido quando o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) foi
utilizado, tanto em 0 quanto em 100 mM de NaCl. Além disso, independente do pré-
tratamento de sementes com AsA (100 mM), as plantas expostas a concentragdo 100
mM de NaCl apresentaram maior teor de MDA nestes tecidos quando comparadas as
plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) (Figura 5B e C).

Para a concentracao de H,O,, foi observado efeito significativo da interagao NaCl
e AsA nos tecidos analisados (Figura 3D, E e F). Nas raizes, o pré-tratamento de
sementes com AsA (100 mM) reduziu a concentracdo de H,O, em ambas as
concentragdes de NaCl (0 e 100 mM). Além disso, pode-se verificar que houve resposta
significativa ao NaCl (100 mM) apenas com o pré-tratamento de sementes com AsA
(100 mM), com reducéao da concentragao de H,O, em 100 mM de NaCl (Figura 3D).

Ja nas folhas, a concentracdo de H;O, aumentou nas plantas com o pré-
tratamento de sementes com AsA (100 mM) em ambas as concentragdes de NaCl (0 e
100 mM), sendo que as plantas expostas a 100 mM de NaCl apresentaram a maior
concentragéo de H,O, com o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) (Figura
3E). Nos frutos, o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) reduziu a
concentracado de H,O; nas plantas expostas apenas em 100 mM de NaCl. No entanto, a
auséncia de NaCl nao alterou esta variavel. A concentragdo de H,O, foi maior na
auséncia de NaCl (0 mM) independentemente do pré-tratamento com AsA (100 mM)
(Figura 3F).



160
1.40 |
120 t
1.00 }
Eoso |
2060 |

—

massa fresca

Conteudo MDA

umol mg
o
N
o

~0.20 |

0.00

C 160

NN
[N
o o

do MDA
massa fresca)

Conteu
(umol mg

o
[N}
=}

0.00

m

a o N
o O O
o O O

Concentragdo H,0,
(umol mg" massa fresca)

)]
o O

1.00 f
0.80
& 0.60 |
0.40

0 100
Concentragdes de NaCl (mM)

BOMMASA m100 mMAsA  Raiz
Aa  Ab Aa  Ab
0 100
Fruto
Aa
Ba Bb Ab
—— L | =
0 100
Folha

B

Conteudo MDA
(umol mg' massa fresca)

@)

n

Concentragao H,0,
(umol mg' massa fresca)

Concentragao H,0,
(umol mg-* massa fresca)

160 r
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

350 r
300
250
200
150

100
50

350
300
250
200
150
100

o

21

Folha
Raiz
i Aa  ap Aa
. - Bb
0 100
_ Fruto
Bb
0 100

Concentragdes de NaCl (mM)

Figura 3: Teor de MDA nas raizes (A), folhas (B) e frutos (C), concentragcdo de H»O,

nas raizes (D), folhas (E) e frutos (F) de Micro-Tom. Letras minusculas diferentes acima

das barras indicam diferengas significativas entre as concentragdes de AsA dentro de

cada concentracdo de NaCl, e letras maiusculas diferentes indicam diferencgas

significativas nas concentragdes de AsA entre as concentracées de NaCl, de acordo

com o teste de Tukey (a = 0,05).

4.4 Atividade antioxidante enzimatica
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As atividades da CAT (Figura 4D, E e F), APX (Figura 5A, B e C), POX (Figura
5D, E e F), GPX (Figura 6A, B e C) e GR (Figura 6D, E e F) sdo fundamentais para a
desintoxicagao de qualquer excesso de H,O, produzido pela SOD (Figura 4A, B e C)
e/ou outros processos metabdlicos.

A atividade da SOD apresentou resposta significativa para a interagcdo NaCl e
AsA em raiz, folha e fruto (Figura 4A, B e C). Na raiz foi observado que a atividade da
SOD foi reduzida com o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) quando as
plantas foram expostas a 100 mM de NaCl. Além disso, independentemente do pré-
tratamento de sementes com AsA, a maior atividade da SOD ocorreu nas raizes das
plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) (Figura 4A). Ja nas folhas e frutos, a
atividade da SOD ocorreu de forma semelhante, onde o pré-tratamento de sementes
com AsA (100 mM) aumentou a atividade da SOD nos tecidos, independentemente da
concentracdo de NaCl. A maior atividade de SOD ocorreu em folhas e frutos das
plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) independente do pré-tratamento de
sementes com AsA (0 e 100 mM), quando comparadas as plantas expostas a
salinidade (100 mM de NaCl) (Figura 4B e C).

A atividade da CAT apresentou resposta significativa a interagéo entre os fatores
NaCl e AsA para todos os tecidos analisados (raizes, folhas e frutos), observando-se
uma tendéncia do aumento de atividade com o pré-tratamento de sementes com AsA
(100 mM) (Figura 4D, E e F). No entanto, a atividade da CAT nas raizes foi maior
quando as plantas foram cultivadas na auséncia de NaCl independente do pré-
tratamento com AsA (0 e 100 mM). Ja nas folhas, a atividade foi maior quando as
plantas foram cultivadas na presengca de NaCl (100 mM) independente do pré-
tratamento com AsA (0 e 100 mM) em comparagdo com as plantas cultivadas na
auséncia de NaCl (0 mM). Em frutos também foi observado que a atividade da CAT foi
maior nas plantas expostas a 100 mM de NaCl com o pré-tratamento de sementes com

AsA (100 mM) em comparagao com as plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM).
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Figura 4: Atividade especifica da SOD nas raizes (A), folhas (B) e frutos (C), atividade
especifica da CAT nas raizes (D), folhas (E) e frutos (F) de Micro-Tom. Letras
minusculas diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre as
concentracdes de AsA dentro de cada concentragcao de NaCl, e letras maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas nas concentragbes de AsA entre as

concentragdes de NaCl, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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A atividade da APX foi afetada pela interacdo entre os fatores NaCl e AsA em
todos os tecidos analisados (raiz, folha e fruto), onde o pré-tratamento de sementes
com AsA (100 mM) desencadeou aumento na atividade enzimatica nos tecidos das
plantas, exibindo atividade da APX superior em relagao as plantas que nao tiveram pre-
tratamento de sementes com AsA (0 mM), quando expostas em ambas as
concentragdes de NaCl (0 e 100 mM) (Figura 5A, B e C).

No entanto, quando se compara a atividade da APX nas plantas entre as
concentragcdes de NaCl (0 e 100 mM), observa-se que nas raizes, a atividade foi maior
quando as plantas foram cultivadas na presenga de NaCl (100 mM) com o pré-
tratamento com AsA (100 mM) (Figura 5A). Ja nas folhas, a atividade so6 foi maior nas
plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) e do pré-tratamento de sementes com
AsA (100 mM) (Figura 5B). Nos frutos, a atividade da APX foi maior nas plantas
expostas a 100 mM de NaCl, independente do pré-tratamento de sementes com AsA (0
e 100 mM) em comparagdo com as plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM)
(Figura 5C).

A atividade da POX apresentou efeito significativo da interacdo NaCl e AsA em
todos os tecidos analisados, raizes, folhas e frutos, onde o pré-tratamento de sementes
com AsA (100 mM) aumentou a atividade da POX nos tecidos das plantas
independente da salinidade (0 e 100 mM de NaCl), exceto para os frutos, onde o pré-
tratamento de sementes com AsA reduziu a atividade da POX nas plantas cultivadas
em 100 mM de NaCl (Figuras 5D, E e F). No entanto, nas raizes e frutos, a atividade foi
maior na presenga de NaCl (100 mM) independente do pré-tratamento de sementes
com AsA (0 e 100 mM) em comparagao com as plantas cultivadas na auséncia de NaCl
(0 mmM). Nas folhas, a atividade foi maior nas plantas cultivadas na presencga de NaCl
(100 mM), apenas com o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM).
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Figura 5: Atividade especifica da APX nas raizes (A), folhas (B) e frutos (C), atividade
especifica da POX nas raizes (D), folhas (E) e frutos (F) de Micro-Tom. Letras
minusculas diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre as
concentracdes de AsA dentro de cada concentracdao de NaCl, e letras maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas nas concentracbes de AsA entre as

concentragdes de NaCl, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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A atividade da GPX apresentou resposta significativa a interagao entre os fatores
NaCl e AsA em todos os tecidos analisados (raizes, folhas e frutos),onde o pré-
tratamento de sementes com AsA (100 mM) aumentou a atividade da GPX nos tecidos
das plantas independente da salinidade (0 e 100 mM de NaCl) (Figuras 6A, B e C). No
entanto, quando se compara a atividade da GPX nas plantas entre as concentragdes de
NaCl (0 e 100 mM), observa-se que nas raizes, a atividade foi maior nas plantas
cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) e pré-tratadas com AsA (100 mM). Nas folhas e
frutos, a atividade foi maior nas plantas cultivadas na presenca de NaCl (100 mM),
independente do pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) em comparagao com
as plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM).

A atividade da GR apresentou efeito significativo da interacdo NaCl e AsA em
todos os tecidos analisados, raizes, folhas e frutos, onde o pré-tratamento de sementes
com AsA (100 mM) aumentou a atividade da GR nos tecidos das plantas independente
da salinidade (0 e 100 mM de NaCl), exceto para as raizes, onde o pré-tratamento de
sementes com AsA reduziu a atividade da GR nas plantas cultivadas em 100 mM de
NaCl (Figuras 6D, E e F). No entanto, quando se compara a atividade da GR nas
plantas entre as concentragbes de NaCl (0 e 100 mM), observa-se que nas raizes a
atividade foi maior quando as plantas foram cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM)
independente do pré-tratamento de sementes com AsA (0 e 100 mM). Nas folhas, a
atividade foi maior nas plantas cultivadas na presenca de NaCl (100 mM) independente
do pré-tratamento de sementes com AsA (0 e 100 mM) em comparacao com as plantas
cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM). Em frutos, a atividade da GR sé foi maior nas
plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) quando o pré-tratamento de sementes

com AsA (100 mM) nao foi utilizado.
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Figura 6: Atividade especifica de GPX nas raizes (A), folhas (B) e frutos (C), atividade
especifica de GR nas raizes (D), folhas (E) e frutos (F) de Micro-Tom. Letras
minusculas diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre as
concentracdes de AsA dentro de cada concentragcao de NaCl, e letras maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas nas concentracbes de AsA entre as

concentragdes de NaCl, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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4.5 Antioxidante nao enzimatico
4.5.1 Contetido GSH

Para o composto GSH foi observado efeito significativo da interagdo NaCl e AsA
em todos os tecidos analisados, raizes, folhas e frutos, onde o pré-tratamento de
sementes com AsA (100 mM) aumentou o conteudo GSH nos tecidos das plantas
independente da salinidade (0 e 100 mM de NaCl), exceto para os frutos, onde o pré-
tratamento de sementes com AsA reduziu o conteudo GSH nas plantas cultivadas em
100 mM de NaCl (Figuras 7A, B e C). No entanto, o conteudo GSH nas raizes foi maior
quando as plantas foram cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) e pré-tratadas com
AsA (100 mM) em comparagdo com as plantas cultivadas na presenca de NaCl (100
mmM). Nas folhas, o conteudo de GSH foi maior nas plantas cultivadas na presenga de
NaCl (100 mM) com o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM). A salinidade
(100 mM) sem o pré-tratamento de sementes com AsA, reduziu o conteudo GSH em
comparagao com as plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM). Nos frutos, o
conteudo GSH foi reduzido nas plantas expostas a salinidade (100 mM de NaCl) e pré-
tratadas com AsA (100 mM) em comparagao as plantas cultivadas na auséncia de NaCl
(0 mM).
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Figura 7: Teor de GSH nas raizes (A), folhas (B) e frutos (C) de Micro-Tom. Letras

minusculas diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre as

concentracdes de AsA dentro de cada concentragdao de NaCl, e letras maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas nas concentracbes de AsA entre as

concentracdes de NaCl, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

4.6 Acamulo de Na*

Para o acumulo de Na* em raizes, folhas e frutos, houve interacdo entre as
concentragdes de NaCl e AsA (Figura 8). Nas raizes, ocorreu o acumulo de Na* apenas
nas plantas que foram expostas a 100 mM de NaCl com o pré-tratamento de sementes
com AsA (100 mM) (Figura 8A). Por outro lado, ocorreu maior acumulo de Na* nas
raizes das plantas expostas a 100 mM de NaCl, independente do pré-tratamento com
AsA (0 e 100 mM). Nas folhas, houve aumento no acumulo de Na®* nas plantas controle

(sem sal) com o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM), enquanto as plantas
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submetidas a salinidade e pré-tratadas com AsA, apresentaram redugdo no acumulo de
Na® (Figura 8B). As plantas expostas a concentragdo 100 mM de NaCl sem o pré-
tratamento de sementes com AsA (100 mM) apresentaram maior acimulo de Na* nas
suas folhas (Figura 8B). Nos frutos, o maior acimulo de Na® ocorreu nas plantas sem o
pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) independente da concentragcdo de
NaCl (0 e 100 mM) (Figura 8C). E quando se compara o acumulo de Na™ nos frutos das
plantas entre as concentragdes de NaCl, o maior acumulo de Na* ocorreu nos frutos
das plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) independente do pré-tratamento de

sementes com AsA (0 e 100 mM).
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Figura 8: Acumulo de Na* em raiz (A), folha (B) e fruto (C) em plantas de Micro-Tom.
Letras minusculas diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre as
concentracdes de AsA dentro de cada concentragcao de NaCl, e letras maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas nas concentragdes de AsA entre as

concentragdes de NaCl, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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4.7 Crescimento de plantas e produc¢ao de frutos

Para a massa seca nos tecidos raiz, folha e fruto foi observado interagao do AsA
com NaCl (Figura 9). A massa seca das raizes foi reduzida em plantas com o pré-
tratamento com AsA e cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) (Figura 9A). Entretanto, a
massa seca das raizes das plantas submetidas a 100 mM de NaCl foi reduzida,
independente do pré-tratamento de sementes com AsA (0 e 100 mM). Nas folhas e
frutos, o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) aumentou a massa seca de
ambos os tecidos nas plantas, independente da concentragdo de NaCl (0 e 100 mM)
(Figura 9B e C). Na concentragao de 100 mM de NaCl, houve reducdo da massa seca

de folhas e frutos, independente do pré-tratamento com AsA (0 e 100 mM).
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Figura 9: Massa seca de raiz (A), folha (B) e fruto (C) de plantas de Micro-Tom. Letras
minusculas diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre as

concentragbes de AsA dentro de cada concentragdo de NaCl, e letras maiusculas
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diferentes indicam diferengas significativas nas concentracbes de AsA entre as

concentragcdes de NaCl, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).

Assim como para o crescimento de plantas, foi observado efeito significativo da
interacdo NaCl e AsA para o numero de frutos (NFR) e produgéo (Figure 10A e B). O
maior numero de frutos obtido ocorreu quando o pré-tratamento com AsA (100 mM) foi
realizado na auséncia ou presenga do sal. O aumento de NFR foi de 29 e 24% nas
concentracbes 0 e 100 mM de NaCl, respectivamente (Figure 10A). No entanto, a
salinidade (100 mM de NaCl) reduziu o NFR, independente do pré-tratamento de
sementes com AsA (100 mM). Por outro lado, a maior produgdo de frutos ocorreu
quando o pré-tratamento de sementes com AsA (100 mM) foi utilizado nas plantas,
tanto na auséncia (39%) quanto na presenga de NaCl (0 e 100 mM) (22%). Dessa
forma, independente do pré-tratamento de AsA, a salinidade (100 mM de NaCl) reduziu
a producdo em comparagao as plantas cultivadas na auséncia de NaCl (0 mM) (Figura
10B).
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Figura 10: Numero de frutos (A) e producédo (B) em plantas de Micro-Tom. Letras
minusculas diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre as
concentragbes de AsA dentro de cada concentragdao de NaCl, e letras maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas nas concentragbes de AsA entre as

concentragbes de NaCl, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05).
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5. DISCUSSAO

A reducgao no potencial hidrico foliar e na eficiéncia do uso da agua nas plantas
sao efeitos comuns causados pela salinidade e sdo seguidos por uma redugéo na area
foliar e baixa transpiragéo, que por sua vez afeta o crescimento e desenvolvimento das
plantas (Al-Omran et al., 2012, Zhang et al., 2016). Os resultados gerais mostraram que
quando as plantas foram expostas a condi¢cdes de alta salinidade (100 mM de NacCl),
PHF e EUA foram reduzidos (Figura 1A e B); no entanto, o uso de AsA mostrou um
efeito positivo, aumentando o LWP e WUE quando as plantas foram expostas a 100
mM de NaCl. O PHF é caracterizado pelo equilibrio entre a perda de vapor de agua das
folhas para a atmosfera e a absorgao de agua pelas raizes, onde ele tem uma relagao
direta com a EUA, uma vez que a disponibilidade de agua afeta a abertura dos
estdmatos e pode comprometer o acumulo de fotoassimilados em plantas (Akram et al.,
2009, Jabeen e Ahmad, 2012, Kaya et al., 2017).

Nosso trabalho mostra que o AsA pode ser efetivo em melhorar o desempenho
das plantas sob condicbes estressantes, e este efeito benéfico do AsA pode estar
relacionado as suas multiplas fungdes nas plantas, como o controle da divisdo e
expansao celular, uso como cofator de muitas enzimas, biossintese de hormonios,
envolvimento na fotossintese e a regeneragao de antioxidantes (Gallie, 2012).

O estresse salino afeta diretamente a taxa fotossintética das plantas, o que pode
estar relacionado a reducéo dos pigmentos fotossintéticos, como a clorofila total e os
carotendides, que, por sua vez, quando reduzidos, podem refletir em crescimento
reduzido das plantas (Gomes et al., 2017). Os resultados mostraram que a salinidade
diminuiu o teor de clorofila total e carotendides; no entanto, o pré-tratamento de
sementes com AsA foi benéfico, ja que o conteudo desses pigmentos foi maior (Figura
2A e B). A funcédo e estrutura de diferentes componentes fotossintéticos influenciam
diretamente na eficiéncia de alguns pigmentos fotossintéticos, como a clorofila-a, que
atua nos centros de reacao tanto do fotossistema | como do fotossistema Il (PSI e PSII)

e desempenha um papel crucial entre outros pigmentos fotossintéticos (Xing et al.,
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2013, Sayyad-Amin et al.,, 2016). Por exemplo, os carotendides sdo pigmentos
importantes que podem atuar como antioxidantes, protegendo os lipidios da membrana
plasmatica do estresse oxidativo gerado nas plantas sob estresse salino (Falk e Munné-
Bosch, 2010, Gomes et al., 2017).

Nesse sentido, a resposta da fluorescéncia da clorofila-a aos fatores ambientais
tornou-se uma variavel muito importante na pesquisa, pois permite acompanhar o
comportamento dos fotossistemas | e |l (Sayyad-Amin et al., 2016). A fotossintese,
incluindo suas reagdes fotoquimicas, pode ser danificada pelo estresse salino. Este
dano é atribuido a degradagédo das moléculas de clorofila, além da limitagdo da sintese
de clorofila, que é devido ao excesso de energia que ndo pode ser convertido em fluxo
de elétrons e que pode causar danos ao aparelho fotossintético (Florina et al., 2013,
xing et al., 2013, Memom et al., 2013).

No entanto, para evitar esse dano, esse excesso de energia deve ser
rapidamente dissipado, e a maneira mais facil e rapida é através da fluorescéncia
(Stirbet e Govindjee, 2011). Sabemos que os rendimentos e a absorcdo da eficiéncia
quantica das reagdes fotoquimicas da fotossintese sdo parametros que mostram a
influéncia do estresse na absorgéo e conversdo da energia solar durante a fotossintese
(Van-Heerden et al., 2004, Stirbet e Govindjee, 2011, Sayyad-Amin et al., 2016). De
acordo com nossos resultados, a salinidade na verdade reduziu a fv:ifm e a TTE,
embora o AsA tenha influenciado apenas a TTE reduzindo-a (Figura 2C e D). Esses
resultados podem estar relacionados a um sinal de RuBP (ribulose-1,5-bifosfato)
causado pela salinidade, que € dependente da transmissao de elétrons do PSIl para os
receptores de elétrons (Kafi, 2009, Sayyad-Amin et al., 2016 ).

A salinidade pode causar estresse osmatico, limitando a disponibilidade de agua
as plantas, reduzindo a abertura dos estdmatos e a condutancia estomatica, e
causando um alto acumulo de ions toxicos, principalmente Na® e CI', nas plantas
(Bonomelli et al., 2018, Rady e Mohamed, 2018). Quando os ions Na* estio presentes
em altas concentragdes no citoplasma, eles podem perturbar a captagao de outros ions
pelas células vegetais, o que pode causar efeitos adversos em muitas vias metabdlicas

(Yang e Guo, 2018). Um alto acumulo de sais em diferentes tecidos das plantas, como
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nas raizes e folhas pode alterar o metabolismo e o crescimento normal das plantas
(Akram et al., 2017, Alves et al., 2018a,b). Além disso, o Na® é transportado das raizes
para as folhas na corrente de transpiragdo, onde se acumula até causar efeitos tdxicos
nas plantas e interfere diretamente no crescimento das plantas (Bonomelli et al., 2018,
Alves et al., 2018a, Zhou et al., 2018).

Os resultados mostraram que apesar do alto acimulo de Na* nas plantas sob
100 mM de NaCl, o AsA reduziu os niveis de Na* (Figura 8), e as plantas que tiveram
pré-tratamento com AsA (100 mM) apresentaram maior crescimento e produg¢ao quando
comparadas com as plantas cultivadas somente na presenga de NaCl (Figuras 9). A
aplicacdo exogena de AsA é benéfica na melhoria do crescimento e desenvolvimento
de plantas cultivadas sob estresse salino (Hussein e Alva, 2014; Barus et al., 2015,
Ahmed et al.,, 2016). Desta forma, nosso estudo mostra que, além da aplicagcéao
exogena de AsA, o uso do pré-tratamento de sementes com AsA também alivia os
efeitos toxicos da salinidade.

Além disso, a aplicagdo de AsA pode diminuir os niveis de ERO, evitando a
peroxidagao lipidica (Azzedine et al., 2011), e pode ser eficaz na regulacao da atividade
de muitas enzimas chave no sistema de defesa antioxidante em plantas sob estresse
salino (Hameed et al., 2015). De acordo com os resultados, o pré-tratamento de
sementes com AsA reduziu o teor de MDA nas raizes, folhas e frutos (Figura 3A, B e
C). A peroxidacao lipidica € um processo de auto-oxidagao ndo enzimatica que é usado
como medida do dano oxidativo ou da sensibilidade da planta a salinidade (Ozgur et al.,
2013) e, geralmente, o conteudo de MDA (subproduto final da peroxidacgao lipidica) é o
indicativo de medida do dano oxidativo (Hameed et al., 2015).

Outro indicador de dano oxidativo € o H,0O,, que, apesar de ser considerado uma
das mais estaveis ERO e que em baixas concentracdes, atua como um sinal de defesa
nas plantas; quando em excesso implica na formagao do estresse oxidativo, podendo
ocasionar a morte celular programada (Dat et al., 2000, Roy et al., 2016). Os resultados
do presente estudo mostraram que o AsA reduziu o conteudo de H;O, nas raizes e
frutos (Figura 3D e F), no entanto, nas folhas ocorreu resposta inversa onde o pré-

tratamento de sementes com AsA incrementou o conteudo de H,O, (Figura 3E). Este
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resultado pode ser atribuido devido o H,O, assim como o ABA ser um dos sinalizadores
que ativa o fechamento estomatico (Suhita et al., 2004, Deuner et al., 2008). De fato,
nossos resultados mostraram maior WUE nas plantas com pré-tratamento de sementes
com AsA (100 mM) sob condi¢gdes normais e de estresse (0 e 100 mM NaCl), que
apresentaram maiores teores de H,0O, e consequentemente maior PHF (Figura 1A e B).

Além disso, o H;O, pode ser sintetizado por varios meios, incluindo vias
enzimaticas e ndo enzimaticas em plantas, e também pode estar envolvido em vias de
transducéao de sinalizagcao celular e mudancgas na expressao de genes em plantas (Niu
e Liu, 2016). Portanto, esse aumento pode ter sido uma resposta positiva do H20,, pois
embora as plantas submetidas ao estresse salino tivessem crescimento reduzido, elas
permaneceram vivas até o final do experimento.

Curiosamente, a aplicagao de AsA também poderia reduzir o conteudo de H,0,,
como foi observado em alguns estudos (Korkmaz et al., 2010, Liu et al., 2011, Zhen et
al., 2012). Estes resultados mostram que o AsA pode regular o sistema de defesa da
planta e regular diretamente o H,O, porque o AsA é um antioxidante chave para a
eliminagdo do H,O,. O AsA também pode extrair diretamente O,” e OH" e regenerar
carotendides oxidados ou a-tocoferol (Gill e Tuteja, 2010, Niu e Liu, 2016) e reduzir o
dano oxidativo devido a sua acdo sinérgica com outros antioxidantes. O poder
antioxidante do AsA nas células vegetais ocorre devido a sua grande capacidade de
doar elétrons para reagdes enzimaticas e nao enzimaticas (Racchi, 2013).

A atividade de enzimas como SOD (Figura 4B e C), CAT (Figura 4D, E e F), APX
(Figura 5A, B e C), POX (Figura 5D, E e F), GPX (Figura 6A, B e C) e GR (Figura 6E e
F) aumentou significativamente nas raizes, folhas e frutos com o uso pré-tratamento de
sementes com AsA (100 mM) sob estresse salino (100 mM NaCl). No entanto, a SOD
nas raizes (Figura 4A) e a GR (Figura 6D) exibiram baixa atividade nas plantas com
pré-tratamento de sementes com AsA quando estas foram expostas a 100 mM de NaCl.
A maior atividade das enzimas antioxidantes pode indicar uma intensificagao na defesa
da planta contra o dano oxidativo (Roy et al., 2016).

Alguns pesquisadores utilizando o AsA como atenuador de estresse salino

obtiveram respostas satisfatorias na ativagcdo do sistema de defesa antioxidante com
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aumento na atividade de algumas enzimas, mas também, reducdo na atividade de
outras (Athar et al., 2008, Roy et al., 2016). O aumento da atividade da SOD nas folhas
com o uso de AsA sob condigdes de estresse salino (100 mM de NaCl) mostra o
desempenho efetivo do mecanismo de defesa primario da planta contra o estresse
salino, que tem a capacidade de converter ERO como superéxido (Oy) para formas
mais estaveis como H,0O, (Afzal et al., 2014).

Entretanto, o excesso de agua gerado pela decomposi¢cao de H,O, pode diluir o
gradiente de concentracdo dentro da planta, levando a perda de agua nos casos em
que as plantas estdo em condi¢cdes de alta salinidade e implicando em maior absorg¢ao
de ions altamente toxicos, que podem causar a morte da planta (Mittler, 2002, Jenks et
al.,, 2007). Portanto, € necessario que outras enzimas que eliminem ou reduzam
especificamente o H,O, atuem como uma barreira de defesa. Por exemplo, CAT e APX
agem diretamente na quebra de H,O, (Chaudhary et al., 2015, Ma et al., 2018).

O aumento da atividade da CAT (Figura 4D, E e F) e APX (Figura 5A, B e C)
pode reduzir o possivel dano oxidativo causado pelo estresse salino (Roy et al., 2016).
Além disso, a APX participa diretamente do ciclo ascorbato-glutationa, onde o H;O,
formado pela SOD é reduzido pelo ascorbato (Mittler 2002, Alves et al., 2018). Os
resultados observados para CAT e APX podem estar diretamente relacionados a
influéncia que o AsA exerce sobre a ativagao do sistema de defesa enzimatico (Athar et
al., 2008, Tuna et al., 2013).

Outras peroxidases, como POX e GPX, também sao enzimas chave na
degradagao de H,O, (Passardi et al., 2004). A POX atua na remogao do H,O, através
do seu ciclo catalitico, que geralmente ocorre simultaneamente com a biossintese da
lignina nos apoplastos e resulta no espessamento da parede celular. No entanto, o
aumento na atividade da POX nas raizes e folhas com o pré-tratamento de sementes
com AsA (Figura 5D e E) pode ter ocorrido como uma forma de evitar o estresse
oxidativo induzido por salinidade através da restrigdo do crescimento celular, uma vez
que ha indicios da indugcao do metabolismo fendlico em plantas como resposta ao
estresse (Michalak, 2004).
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A GPX esta envolvida em varios papéis importantes nas plantas, como cascatas
salinas e sinalizacdo de ABA, na homeostase redox e catalisacdo da reducédo de H,0O,
ou hidroperéxidos organicos em agua (Zhai et al., 2013, Passaia et al., 2014). A GPX
pode também estar envolvida em outras partes do metabolismo antioxidante, incluindo
a remocao de peroxidos lipidicos (Racchi, 2013). Isso mostra que o aumento na
atividade da GPX com o pré-tratamento de sementes com AsA pode reduzir as
cascatas salinas, evitando o dano oxidativo que pode ser causado pelo estresse salino
(Figura 6A, B e C).

Assim como as demais enzimas que fazem parte do sistema antioxidante de
defesa nas plantas, a GR foi fundamental para evitar maiores danos oxidativos
provocados pelo estresse salino (Figure 6E e F). A GR tem um papel chave contra os
danos oxidativo causados pela salinidade, onde além de fazer parte do ciclo ascorbato-
glutationa, ajuda na manutengéo e equilibrio do metabolismo entre a GSH, ascorbato
(AsA) e degradacao do HyO; (Alves et al., 2017, Alves et al., 2018). Possivelmente, a
reducao da atividade da GR em raizes com o pré-tratamento de sementes com AsA
tenha ocorrido pela acao efetiva destes compostos que atuam em conjunto com a GR.
A GSH apresentou aumento do seu conteudo em raizes e folhas com o pré-tratamento
com AsA em condi¢des de salinidade (Figure 7A e B), mostrando a estreita relagado que
tem com a GR, pois o composto GSH é regenerado a partir da glutationa (GSSG), onde
esta é catalisada pela GR, tendo como agente redutor o NADPH (Gratéo et al., 2012,
Nogueirol et al., 2015). Portanto, assim como as enzimas antioxidantes, o composto
nao enzimatico GSH tem fundamental importancia nas plantas, onde atua nas células
protegendo contra os danos oxidativo através da eliminagdo das ERO, regeneracao e
degradacao de enzimas como a GR e GPX (Guo et al., 2016).

Embora a técnica de pré-tratamento de sementes ainda apresente varias
questdes sobre as alteragdes que ela causa no metabolismo vegetal; muitos estudos
tém enfatizado sua importancia e viabilidade de uso. O uso desta técnica pode conduzir
a hidratagdo das sementes que ativa processos metabdlicos, vias de reparo de DNA e
mecanismos antioxidantes; todos esses processos ocorrem nos estagios iniciais de

embebimentos sem emissao de radicula (Paul e Roychoudhury, 2016, Castafiares e
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Bouzo, 2017, Singh et al., 2018). No entanto, pouco se sabe sobre plantas com pré-
tratamento de sementes com AsA na atenuacio dos efeitos adversos da salinidade em
relacdo ao metabolismo de defesa antioxidante e ao crescimento. Estudos tém se
restringido a explicar a aplicagdo exdgena e a geragdo de transgénicos com
superexpressao de genes relacionados ao AsA, e os trabalhos com o uso de pré-
tratamento de sementes somente mostram o efeito benéfico do AsA sem maiores
explicagdes (Munir et al., 2013, Agami, 2014, Roy et al., 2016, Akram et al., 2017).

De maneira geral, os resultados demonstram que a salinidade provoca
alteracdes e danos no metabolismo das plantas. No entanto, o uso do AsA possibilitou
que estas alteracbdes e danos fossem reduzidos. Quando as plantas pré-tratadas com
AsA foram expostas a salinidade, houve aumento do LWP, fazendo com que as plantas
fossem mais eficientes na WUE. Além disso, a concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos foram maiores, possibilitando que o FSI e FSII ndo fossem danificados,
além da eficiéncia do sistema antioxidante de defesa, levando assim a reducido da
peroxidacao lipidica e danos oxidativos, culminando com o melhor crescimento das

plantas de Micro-Tom.

6. CONCLUSOES

O pré-tratamento de sementes com AsA regula as respostas antioxidantes de
defesa nas plantas de Micro-Tom expostas ao estresse salino. O pré-tratamento de
sementes com AsA é uma técnica de manejo eficiente e econémica que pode ser usada
para aliviar os efeitos deletérios e aumentar a tolerancia das plantas de micro-tom em

condicdes de estresse salino.
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