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folhas de feijao-caupi cv. Pérola (& esquerda) e Pitilba (a direita) sob condicéo controle
(o) e submetidas a tratamento salino com solugdo NaCl 100mM(m). Colunas com a
mesma letra ndo diferiram significativamente (teste de Tukey, p < 0,05).

Figura 6: Atividade de enzimas peroxidase de ascorbato (APX) [A] e peroxidase de fendis
(POX) de folhas de feijdo-caupi cv. Pérola (a esquerda) e Pitilba (a direita) sob condicao
controle (o) e submetidas a tratamento salino com solu¢gao NaCl 100mM(m). Colunas com
a mesma letra ndo diferiram significativamente (teste de Tukey, p < 0,05).
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RESPOSTAS FISIOLOGICAS AO ESTRESSE SALINO DE DUAS CULTIVARES
DE FEIJAO-CAUPI

Autor: JOAO BATISTA SANTIAGO FREITAS

Orientador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio G. da Silveira

RESUMO

O feijdo-caupi, de origem africana, € uma das espéces mais importantes no
Nordeste brasileiro, principalmente no aspecto social, como geradora de empregos e
garantia de subsisténcia, utilizando mao-de-obra familiar e técnicas de cultivo, que
vao das rudimentares as mais modernas. Nao obstante, o feijdo-caupi se desenvolve
no semi-arido brasileiro sob condicbes ambientais adversas, nas quais predominam
irregularidades hidricas, temperaturas elevadas e solos salinizados. O excesso de
sais na solucédo do solo pode causar estresse osmoético nas culturas, pela reducao
do potencial hidrico do solo, e toxicidade i6nica especifica, em fun¢do do acumulo
excessivo de ions salinos (Na* e CI) no tecido vegetal. Os efeitos da salinidade
sobre o metabolismo vegetal sdo complexos e atingem processos metabdlicos
associados ao déficit hidrico, desbalanco nutricional e iénico, comportamento
estomatico, eficiéncia fotossintética e capacidade de assimilacdo e alocacdo de
carbono. Neste estudo, duas cultivares, (Pitidba e Pérola) de feijao-caupi foram
comparadas quanto a mecanismos fisioldgicos ligados com a resisténcia ao estresse
salino. Sementes de feijdo-caupi das cultivares foram utilizadas apdés uma selecéo
entre 55 genotipos. A resisténcia destas cultivares ao estresse salino foi averiguada
durante a germinacdo e o desenvolvimento inicial em condicdes controladas
(27+2°C, fotoperiodo de 12 h, 240 umol.m? s™) e de casa de vegetacdo, nas quais
as plantas foram submetidas a tratamentos com concentracdes crescentes de NaCl
(0, 25, 50, 75 e 100 mM). Em casa de vegetacéao, as irrigacdes foram baseadas em
curva de absorcdo e retencdo de agua pelo substrato, mantendo-se a umidade
equivalente a capacidade de campo (70%). Nos experimentos de germinagdo, 0s
efeitos dos tratamentos salinos foram verificados sobre a massa fresca, massa seca,
porcentagem de umidade, contetido de Na* e K*, porcentagem de germinagdo (%G)
e indice de velocidade de germinacdo (IVG). Durante o desenvolvimento inicial,
massa fresca, massa seca, porcentagem de umidade, CRA e particionamento de
Na® e K* foram determinados na planta completa, ao passo que a atividade de
enzimas antioxidativas (SOD, CAT, APX e POX), %VE e TBARS foi determinada em
folnas. As cultivares Pérola e Pitilba apresentaram respostas diferenciais a
salinidade causada pelo NaCl, especialmente durante a germinacdo. Apesar de
apresentar maior contetdo de reservas, a cultivar Pérola se mostrou mais sensivel
aos tratamentos salinos, possivelmente pela maior permeabilidade do tegumento,
que permitiu rapida embebicdo e maior acimulo de Na®. Assim, os tecidos desta
cultivar estariam mais propensos a sofrer danos de membrana e distUrbios
metabdlicos que os da cultivar Pitilba. O contetido de Na® em folhas da cultivar
Pérola foi maior quando comparado com a cultivar Pitilba. O estresse salino afetou
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severamente o0 crescimento de feijdo-caupi durante o estadio de estabelecimento
das plantulas. Esta restricdo de crescimento ocorreu associada ao acumulo
excessivo de Na’ e CI' nos diferentes 6rgdos, sem alteracdes significativas do
contetido de K*. Plantas de feijdo-caupi apresentam carater excluidor de Na* da
parte aérea, acumulando este ion preferencialmente nas raizes. A cultivar Pitilba
acumulou mais CI" nas folhas e apresentou melhor performance de crescimento,
indicando que o contetdo de CI" acumulado nas folhas ndo atingiu concentracoes
toxicas, e que a toxicidade ibnica na espécie esta associada principalmente ao Na".
O efeito do NaCl no crescimento pode ser observado através da TCR das duas
cultivares. As cultivares apresentaram redugéo da taxa de crescimento em torno de
70%, quando tratadas com NaCl 100 mM. Apesar do %VE ter sido aumentado
devido ao tratamento salino em folhas, o conteudo de TBARS sofreu aumento
discreto. Além disso, as atividades de SOD, APX e POX foram aumentadas em
ambas as cultivares, enquanto a atividade de CAT foi reduzida, indicando um
possivel efeito protetor dos tecidos foliares contra danos oxidativos. Assim, é
provavel que os danos fisioldgicos causados por NaCl ndo foram, na sua maioria,
causados por estresse oxidativo. Inversamente, o conteido de TBARS, juntamente
com as atividades de SOD, CAT, APX e POX, podem nao ser bons indicadores
fisiologicos para explicar a intensidade dos danos oxidativos causados por NaCl em
folhas de plantas de feijdo-caupi. Contudo, a habilidade de folhas de feijdo-caupi em
resistir ao estresse oxidativo causado por salinidade, podem envolver diferentes vias
de remocéo de EROs.
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PHYSIOLOGIAL RESPONSES OF TWO CONTRASTING CULTIVARS OF
COWPEA [Vigna unguiculata (L.) Walp.] TO SALT STRESS
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ABSTRACT

The cultivation of cowpea is fundamental in the Northeast of Brazil due to its social
features in employment and subsistence. In this region, cowpea develops under
adverse environmental conditions, including irregular precipitation, high temperatures
and salinizated soils. The excessive soil salinity could lower the soil water potential,
causing osmotic stress in plants, as well as salt stress could induce ionic toxicity due
to the accumulation of saline ions (Na* and CI) in the plant tissues. The effects of
salinity in the plant metabolism are complex and include processes associated to
water deficit, nutritional imbalance, photosynthetic efficiency and carbon assimilation
and allocation. In this work, two cowpea cultivars were confronted in relation to
physiological mechanisms associated to salt stress. Cowpea seeds of the Pérola and
Pitiba cultivars were selected to this work after a preliminary screening among 55
genotypes. The resistance of these cultivars against NaCl-salinity were assessed
during the germination and the initial growth under controlled (27+2°C, photoperiod of
12 h, 240 pmol.m™? s™?) and greenhouse conditions, subjecting plants to increasing
external concentrations of NaCl (0, 25, 50, 75 and 100 mM). At greenhouse
conditions, watering were performed according to the substrate field capacity (70%).
In the germination assays, the effects of the salt treatments were assessed in fresh
weight, dry weight, Na* , CI" and K’ content, germination percentage (%G) and
germination velocity index (GVI). During the initial growth, fresh weight, dry weight,
relative water content and Na*, CI" and K" partitioning were determined in the whole
plants, while electrolyte leakage, TBARS and the activity of antioxidative enzymes
(SOD, CAT, APX e POX) were measured only in the leaves. The tested cultivars
presented differential responses to NaCl-salinity, especially during seed germination.
Although the Pérola seeds contained more food reserves, they appeared more
sensible to the salt treatments, probably due to tegument permeability, which allowed
fast imbibition and higher Na* accumulation. Then, the tissues of Pérola seeds could
be more exposed to membrane damages and metabolic disturbances caused by
NaCl than that of the Pitiiba cultivar. Additionally, the salt treatments also affected
severely the growth of both cultivars during the seedling establishment. This growth
restriction was related to saline ion accumulation in the different organs of cowpea
seedlings, without considerable changes in the K* content. Cowpea seedlings
excluded Na"* from the shoot and accumulated this ion preferentially in the roots. The
Pitilba seedlings accumulated more CI- in the shoot than that of the Pérola cultivar
and presented better growth performance, indicating that the accumulated CI
probably did not reach toxic concentrations. Then, ionic toxicity in this species could
be related more to Na* than to CI" accumulation. Although the salt treatment induced
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a considerable increase of the electrolyte leakage in cowpea leaves, it provoked only
a slight augment of TBARS in these organs. In addition, the activity of SOD, APX and
POX was increased in salt-treated plants of both cultivars, while the CAT activity was
reduced, indicating a possible protective effect against oxidative damages in leaf
tissue. In this way, it seems that the physiological disturbances caused by NaCl
stress were not attributable to a secondary oxidative stress. Conversely, the TBARS
content jointly with the activity of SOD, CAT, APX and POX could not be
recommendable parameters to assess the oxidative damages caused by NaCl in
cowpea leaves. Finally, the ability of cowpea leave to overcome salt-induced
oxidative stress could involve different pathways of ROS scavenge.
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INTRODUCAO AO ESTUDO DE RESPOSTA AO ESTRESSE SALINO

CAPITULO 1




1.1. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Em praticamente todas as espécies culturas existem registros de que a
salinidade e a deficiéncia hidrica podem se estabelecer como fatores limitantes da
produgcédo vegetal. Como fator prejudicial ao crescimento e desenvolvimento das
plantas, a alta concentracdo de sais no solo ocasiona prejuizos econdémicos e
sociais, acarretando, muitas vezes, a inviabilidade de projetos agricolas,
desemprego e éxodo populacional. Nesse contexto, a busca por cultivares tolerantes
e adaptadas a salinidade, ao lado do aprimoramento das técnicas de cultivo e da
implementagédo de métodos de conservagdo do solo, vem sendo considerada como
um dos principais desafios para fisiologistas e melhoristas de plantas.

Os solos considerados salinos, geralmente, contém sais solGveis em
quantidades suficientes para interferir no desenvolvimento da maioria das plantas
cultivadas. Essa caracteristica depende da espécie da planta, da textura, da
capacidade de armazenagem de agua no solo e da composicado dos sais. Pesquisas
envolvendo tolerancia de plantas ao estresse salino avancam em varias frentes,
pois, como afirma Bressan et al. (1998), o que distingue muitas espécies tolerantes
das sensiveis € a habilidade de engajar toda a sua maquinaria de ajustamento a
altas concentracbes de sédio quando necessario. O estresse salino desorganiza a
homeostase em termos de potencial hidrico e distribuicdo ibnica. Essa
desorganizacdo da homeostase ocorre em niveis celulares e fisiolégicos (Zhu,
2001).

A cultura do feijdo-caupi é uma das mais importantes no Nordeste
brasileiro, principalmente no aspecto social, como garantia de reserva de
subsisténcia utilizando méo-de-obra familiar e técnicas simples de cultivo, bem como
geradora de emprego e renda. Nao obstante, o feijdo-caupi esta exposto aos
problemas fisiolégicos atribuidos a solos salinizados.

O estado do Ceard ja foi o maior produtor brasileiro, responsavel por um
volume de, aproximadamente, 20% da producdo total do pais (Fundacdo IBGE,
1987). De acordo com Cardoso (2000), o feijdo-caupi se desenvolve no semi-arido
brasileiro, em geral, sob condi¢cdes ambientais adversas, principalmente deficiéncia
hidrica, temperaturas elevadas e salinizagdo dos solos. Além disso, em algumas
regibes produtoras, ha um emprego crescente da utilizacdo da irrigacdo nessa

cultura, o que aumenta consideravelmente os riscos de salinizagao dos solos devido



a problemas com a qualidade da agua usada para irrigacdo, associado com as
condi¢cbes edafico-climaticas propicias ao aumento da salinizacdo. Hernandez et al.
(1995) classificam o feijdo-caupi como uma planta moderadamente sensivel a
salinidade.

Neste estudo procurou-se caracterizar comparativamente mecanismos
fisiolégicos ligados com a tolerancia ao estresse salino, em duas cultivares (Pérola e
Pitilba) de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp]. Trabalhou-se com a hipétese
de que diferencas na resisténcia ao excesso de sais entre cultivares estao
relacionadas diretamente com os efeitos diferenciais sobre processos fisioldgicos
chaves como germinacgdo, crescimento, compartimentalizacdo de ions salinos e

protecdo oxidativa contra espécies reativas de oxigénio geradas pela salinidade.

1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. A cultura do feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp]

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp. subsp. unguiculata, é uma
leguminosa de alto valor protéico, também conhecido como feijao-de-macassar,
feijao-fradinho ou feijio-de-corda. E encontrada como complementacdo do habito
alimentar nordestino, que dedica importancia em muitos de seus pratos tipicos
(Mafra, 1979). O oeste da Africa é o maior centro de diversidade do feijdo-caupi
domesticado e a india aparece como um centro secundario de diversidade, onde
ocorreu significante variabilidade desde a sua introducdo no continente, durante o
Neolitico (Ehlers e Hall, 1997).

A cultura esta amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais,
ocorrendo tanto em formas selvagens como cultivadas (Maréchal et al., 1978). O seu
centro de origem tem por referéncia o continente africano, sendo introduzida nas
Ameéricas em meados do séc. XVII pelos espanhdis, durante o trafego de escravos.
A area de producdo global é cerca de 12 milhdes de hectares, sendo que a Africa
Ocidental e Central ocupam cerca de 8 milhdes de hectares, e América do Sul e
Central participam com 2,4 milhdes (Quin, 1997), alcancando uma producdo de
cerca de 3 milhdes de toneladas anuais, em média (Singh et al., 1997).

O feijao-caupi € uma Dicotiledonea, que pertence a divisdo Magnophyta,

classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Fabales, familia Fabaceae,



subfamilia Papilionoideae, género Vigna (Freire-Filho, 1988; Cardoso, 2000). No
Brasil, o feijdo-caupi constitui a leguminosa mais importante das regides Norte e
Nordeste (Ehlers e Hall, 1997). O Ceara, juntamente com os Estados do Maranhéo,
Paraiba, Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte constituem importantes
produtores da Regido Nordeste, enquanto que o Amazonas e Para destacam-se
como grandes produtores da regiao Norte (Fundacdo IBGE, 1987). Apresenta-se
como uma cultura de subsisténcia, sendo, principalmente, uma fonte de proteina
para a populacdo campesina. Também ¢€ utilizado para a producéo de feno, visando
a nutricdo protéica dos animais, bem como opc¢do para fixagcdo de nitrogénio e
incorporacdo de matéria organica em solos, uma vez que é capaz de se desenvolver
em situacdes de baixa fertilidade (Oliveira e Carvalho, 1988).

Dentre os principais fatores que contribuem para a baixa produtividade do
feijdo-caupi destacam-se a situagcdo econdmica do produtor, sementes né&o
melhoradas geneticamente, auséncia de preparo e correcdo do solo e falta de
manejo adequado para a cultura. Os solos das regides onde o feijdo-caupi &
cultivado no Brasil possuem limitacbes de fertiidade, além de apresentarem
problemas como salinidade no Nordeste e altos niveis de aluminio no Norte. O baixo
teor de fosforo é um fator limitante da fertilidade desses solos, enquanto nitrogénio,
caso haja condi¢des de pH e aluminio favoraveis, pode ser suprido simbioticamente
a cultura, que nodula eficientemente com numerosas estirpes de rizébio presentes
no solo (Cardoso, 2000).

Apesar de essa espécie apresentar excelentes caracteristicas de
tolerancia para condigbes de deficiéncia hidrica, estresse salino e extremos de
temperatura, evidentemente, o feijdo-caupi responde com maior produtividade em
condicbes ideais de disponibilidade de agua, nutricAo e temperatura. Assim,
pesquisas de melhoramento vém sendo desenvolvidas visando ao aumento da
resisténcia desta cultura as condicfes de seca e salinidade do semi-arido nordestino
(Martins Miranda, 2002). Embora, o feijdo-caupi apresente excelentes respostas as
condicbes de estresse ambiental (abidtico) e possua grande potencial de
ajustamento a essas condi¢des, sdo ainda relativamente recentes e escassos 0S
trabalhos encontrados na literatura sobre o comportamento fisiologico, efeitos e

mecanismos bioquimicos referentes a tolerancia ao estresse hidrico e a salinidade.



1.2.2. Salinidade e seus efeitos nas plantas

Os solos considerados salinos contém sais sollveis em quantidades
suficientes para interferir no desenvolvimento da maioria das espécies cultivadas.
Obviamente, ndo € possivel referir-se a uma determinada quantidade de sais, pois a
situacdo depende da espécie da planta, da textura do solo, da capacidade de
armazenagem de agua no solo e da composicao dos sais (Meneses Janior, 2002).
Os sais solUveis consistem, normalmente de varias proporcdes dos cations Ca®*,
Mg®*, Na" e dos anions CI, SO%, HCOs e, as vezes de K', COs:* e NO3. As
principais alteragdes quimicas provocadas pela salinizacdo dos solos sdo na
composicao e balanco de cations nos complexos de troca e na solucdo do solo, com
reflexos no pH e na capacidade de troca idnica e disponibilidade de nutrientes
(Santos e Muraoka, 1997). O problema da salinidade existe quando os sais
acumulam-se na zona radicular em uma concentracdo tal que ndo permita que a
planta retire agua suficiente, provocando, assim, estado de deficiéncia de agua por
tempo significativo, que pode se estender até causar sintomas na planta muito
semelhantes aos provocados pela estiagem (Ayers e Westcot, 1991).

A salinizagédo dos solos tem origem diversa, sendo que, entre os fatores
naturais, 0s mais importantes sdo o material de origem e o clima. No primeiro caso,
a intemperizacdo quimica dos minerais e rochas da crosta terrestre € a principal
fonte responsavel pela liberacdo e distribuicdo de ions (Daker, 1988). Assim, o
halomorfismo naturalmente induzido ao solo € consequéncia de processos
pedogenéticos especificos. A concentracdo salina da solucao do solo, antes da acéo
antropica, é definida como salinizacdo primaria. A salinizacdo induzida é decorrente
do manejo inadequado do solo e da dgua em praticas agricolas (Santos e Muraoka,
1997). As areas naturalmente salinas do mundo compreendem aquelas que séo
constantemente inundadas pelas aguas salgadas de lagos e, principalmente, dos
mares (areas de manguezais nas costas tropicais e subtropicais), os desertos
salinos e pequenas areas proximas a depdsitos de sais (Chapman, 1975; Cardoso,
2000). Também influencia na salinizacdo dos solos a dependéncia da relacao entre
infiltragcdo e evaporacdo. Se a infiltragdo for maior, os solos séo lixiviados e, com
facilidade se acidificam. Se a evaporacdo predomina, ocorre o contrario, acumulam-
se sais na camada superior dos solos e, com facilidade se salinizam. Para salinizar

um solo ndo é necessaria agua salina no subsolo, nem calor muito grande. A agua



doce contém sais e, como em zonas aridas a 4gua do subsolo sobe e evapora, ou é
absorvida pelas plantas, falta 0 movimento descendente. A 4gua deposita seus sais
excedentes na camada superficial do solo e, com o tempo, estes se acumulam,
tornando salinos os solos do semi-arido. Isso ocorre tanto mais rapidamente quanto
mais alto for o nivel freatico (Primavesi, 1987).

Os principais efeitos da salinidade dos solos na reducédo do crescimento
em plantas expostas sdo: (i) reducdo na disponibilidade de agua, causada pela
reducado do potencial hidrico no solo e (ii) o efeito toxico sobre o metabolismo celular
e fisiolégico pelo acimulo de Na* e CI" nos tecidos. A queda no potencial hidrico do
solo explica a reducao na transpiracao e na assimilagéo de fotossintatos. O turgor da
parte aérea também é normalmente afetado, impedindo a expansao de folhas mais
jovens. Muitos autores acreditam que o turgor é a principal forca que impele a
expanséo celular nos tecidos em crescimento, e, em situagbes de salinidade, a
expansao foliar decresce com a limitagcdo da disponibilidade de agua (Amzallag,
1997; Zhu, 2001). Evidéncias experimentais mostram que a pressdo osmotica das
folnas em crescimento € regulada em funcdo do ajustamento da pressdo osmdética

externa (Cheeseman, 1988; Lauter et al., 1988).

1.2.2.1 Efeitos da salinidade sobre a germinacdo e estabelecimento de

plantulas

O efeito do estresse salino sobre a germinagcdo das sementes e 0
estabelecimento das plantulas tem sido exaustivamente estudado tanto em espécies
cultivadas (Redmann, 1972; Prisco e Vieira, 1976; Prisco et al., 1981; Hampson and
Simpson, 1989; Al-Niemi et al., 1992; Huang and Redmann, 1995; Wahid et al.,
1998; Ashraf et al., 2003; Misra e Dwivedi, 2004; Joshi et al., 2005) quanto em
espécies nativas (Khan e Ungar, 1984; Myers e Morgan, 1989; Katembe et al., 1998;
Croser et al.,, 2001; Gulzar e Khan, 2001; Ramoliya e Padey, 2002; Ramoliya e
Padey, 2003; Ye et al., 2005).

O estresse salino inibe ou retarda a germinacdo das sementes e o
crescimento das plantulas devido a efeitos osmoticos e/ou i6nicos. O primeiro
distarbio fisiolégico causado pelo estresse salino é a restricdo da captacdo de agua
devido a diminuigcdo do potencial osmético do substrato, retardando a embebicéo

das sementes ou o alongamento da raiz (Redmann, 1972; Wahid et al., 1998; Croser



et al., 2001; Ramoliya e Padey, 2002; Ramoliya e Padey, 2003; Ashraf et al., 2003;
Ye et al.,, 2005). Durante o estabelecimento das plantulas, a captacdo de agua
acarreta a acumulacédo de ions, principalmente no eixo embrionario (Wahid et al.,
1998; Ashraf et al., 2003). Ao atingir concentragcfes tdxicas, os ions acumulados
podem afetar varios processos fisiolégicos e metabdlicos dos tecidos embrionérios,
incluindo a divisdo celular, a diferenciacdo celular, a atividade de enzimas e a
captacdo e distribuicdo de nutrientes (Wahid et al., 1998; Croser et al., 2001,
Ramoliya e Padey, 2003; Ashraf et al., 2003; Misra e Dwivedi, 2004). Assim, a
toxicidade i6nica pode ocasionar o atraso da emergéncia das plantulas (Wahid et al.,
1998; Croser et al., 2001; Ramoliya e Padey, 2002; Ramoliya e Padey, 2003; Joshi
et al., 2005) e da mobilizacdo das reservas (Wahid et al., 1998; Ashraf et al., 2003;
Prisco e Vieira, 1976; Prisco et al., 1981) ou até diminuir a viabilidade das sementes
(Wahid et al., 1998; Ramoliya e Padey, 2003; Ashraf et al., 2003) ou aumentar a
mortalidade das plantulas (Croser et al., 2001; Ye et al., 2005).

Para esclarecer os mecanismos envolvidos com os efeitos do estresse
salino verificados durante ou apds a germinagcdo, muitos trabalhos tém enfocado a
interferéncia de tratamentos salinos sobre processos fisiolégicos ou metabdlicos
especificos, como a mobilizacdo de reservas (Prisco e Vieira, 1976; Prisco et al.,
1981; Ashraf et al., 2003), expressado génica (Ramagopal, 1987; Ramagopal, 1990;
Dell’Aquila e Spada, 1993; Dell’Aquila, 2000), o metabolismo de espécies reativas de
oxigénio (Sreenivasulu et al., 1999; Tsai et al., 2005), a captacdo de nutrientes
(Ashraf et al., 2003; Ramoliya et al., 2004), o metabolismo hormonal (Zapata et al.,
2003; Li et al., 2005) e a acumulacdo de solutos compativeis (Thakur e Sharma,
2005).

Em plantulas de feijao-caupi tratadas com NacCl, foi verificado retardo na
mobilizacdo de proteinas de reserva (Prisco e Vieira, 1976) e de amido (Prisco et al.,
1981) em cotilédones. Como as plantulas tratadas ndo apresentaram diminuicdo da
atividade proteolitica em relacédo as plantulas controle, o retardo na mobilizacdo de
proteinas provavelmente foi influenciado pela translocacéao reduzida dos produtos de
hidrolise (Prisco e Vieira, 1976). Além disso, as plantulas tratadas mostraram
diminuicao da atividade de amilases em comparacdo com as plantulas controle, bem
como reducao da translocacéo dos produtos de hidrélise (Prisco et al., 1981). Assim,

parece que a mobilizacdo de reservas em cotilédones de feijdo-caupi pode ser



regulada por mecanismos do tipo fonte-dreno, os quais sofrem influéncia da
salinidade causada por NacCl.

Adicionalmente, plantulas de girassol tratadas com concentracdes
externas crescentes de NaCl apresentaram retardo na mobilizacdo de lipideos de
reserva em cotilédones (Ashraf et al., 2003). E possivel que o retardo na mobilizacéo
de lipideos tenha contribuido para a reducdo do crescimento do eixo embrionério
pela diminuichio do fornecimento de acucares soluveis produzidos por
gliconeogénese.

Alguns estudos demonstram que a salinidade causada por NaCl acarreta
a expressao diferencial de genes durante a germinacdo e o estabelecimento das
plantulas em nivel de RNAmM (Ramagopal, 1987) e em nivel de proteina (Ramagopal,
1990; Dell’Aquila e Spada, 1993; Dell’Aquila, 2000). Em pléantulas de cevada sob
tratamento salino, a cultivar considerada sensivel expressou RNAmM especificos na
parte aérea, enquanto a cultivar considerada resistente expressou RNAmM
especificos em raizes (Ramagopal, 1987). Em embribes de cevada (Ramagopal,
1990) e trigo (Dell’Aquila e Spada, 1993), a sintese de proteinas foi fortemente
reduzida sob tratamento salino, apresentando aumento rapido em tratamento de
recuperacdo. Durante o tratamento salino, a sintese de proteinas envolvidas com a
emergéncia da radicula foi reduzida, mas ocorreu a sintese de proteinas induzidas
por NaCl, as quais foram mais expressas em cultivares consideradas resistentes.
Em tratamento de recuperacao, a sintese de proteinas relacionadas com as fases
avancadas da germinacado foi retomada tanto nas cultivares sensiveis quanto nas
resistentes (Ramagopal, 1990; Dell’Aquila e Spada, 1993).

Durante a germinacdo de sementes de cevada sob tratamento salino,
ocorreu expressdo prolongada de um gene que codifica para uma proteina
conhecida como germina, a qual corresponde a uma oxalato oxidase (Hurkman e
Tanaka, 1996). A expresséo foi mais intensa na raiz e na regido vascular do colo e
foi estimulada por NacCl, acido indol-acético (IAA) e acido abscisico (ABA). Assim, é
possivel que a expressdo de germina esteja relacionada com o metabolismo
oxidativo durante a germinacao sob tratamento salino, devido a atividade de oxalato
oxidase da germina.

Plantulas de arroz tratadas com NaCl sofreram parada de crescimento e
expressaram seis proteinas abundantes da embriogénese tardia (proteinas LEA)

(Chourey et al., 2003). Em adicéo, o crescimento das plantulas foi retomado e estas



proteinas foram degradadas durante tratamento de recuperacdo. Desta forma, a
salinidade causada pelo NaCl induziu a expressdo de proteinas LEA, as quais
podem estar associadas a parada de crescimento das plantulas.

Plantulas submetidas ao estresse salino também podem sofrer danos
oxidativos causados por alteracdes no metabolismo de espécies reativas de oxigénio
(Sreenivasulu et al., 1999; Tsai et al., 2005). Sreenivasulu et al. (1999) estudaram a
peroxidacao de lipideos, a expressao e a atividade de peroxidases em plantulas de
duas cultivares de Setaria italica tratadas com NaCl. As plantulas da cultivar
considerada resistente apresentaram menor peroxidagdo de lipideos e maior
atividade de peroxidase que as plantulas da cultivar considerada sensivel sob
tratamento salino. As plantulas da cultivar resistente também expressaram uma
isoforma especifica de peroxidase acida, a qual pode apresentar algum papel
importante na homeostase redox durante o estresse salino. Além disso, Tsai et al.
(2005) verificaram alteracdes na expresséo e na atividade de ascorbato peroxidase
(APX) e glutationa redutase (GR) em raizes de plantulas de arroz submetidas a
tratamentos com NaCl e H,O,. Ambos os tratamentos causaram aumento do
contetdo enddgeno de H,O, associado a um aumento da atividade de APX e GR.
No entanto, apenas o tratamento com NaCl foi capaz de induzir a expressao destas
enzimas, indicando que H,O, ndo deve atuar como sinalizador.

A exposicdo de plantulas em estabelecimento ao estresse salino acarreta
distarbios na captacdo e na distribuicdo de nutrientes (Ashraf et al., 2003; Ramoliya
et al., 2004). Em plantulas de girassol expostas a concentracdes externas
crescentes de NacCl, ocorreu acimulo de Na* e CI" em cotilédones e principalmente
em eixo embrionario (Ashraf et al., 2003). Em contrapartida, ocorreu diminuicdo do
conteldo de K' e Ca?* em eixo embrionario, provavelmente associado a
translocacdo reduzida destes ions a partir dos cotilédones. Assim, a salinidade
causada por NaCl pode ter prejudicado o crescimento das plantulas de girassol pela
interferéncia na redistribuicdio de K* e Ca®*" oriundos dos cotilédones.
Adicionalmente, plantulas de Salvadora persica expostas ao estresse salino
apresentaram diminuicdo do conteudo de nitrogénio, fosforo, magnésio, zinco e ferro
em raizes, caule e folhas, assim como diminuicdo do contelddo de potassio e
manganés em raizes durante o tratamento (Ramoliya et al., 2004). Neste caso, o
solo salinizado com cloretos e sulfatos de sodio, potassio, calcio e magnésio causou

distarbios tanto na captacdo quanto na distribuicdo de macro e micronutrientes.
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Existem evidéncias de que o0 estresse salino provoca alteragbes no
metabolismo hormonal de plantulas em estabelecimento (Zapata et al., 2003; Li et
al., 2005). Sementes de alface germinadas sob tratamento salino apresentaram
aumento da taxa de respiracdo e da evolucdo de etileno, aléem de alteracées no
balanco de poliaminas (Zapata et al., 2003). Assim, a evolucéo de etileno e a sintese
das poliaminas espermidina e espermina podem estar associadas a resisténcia ao
estresse salino. Além disso, a germinacdo de sementes de Suaeda salsa sob
tratamentos salinos foi estimulada por 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC,
precursor do etileno), GA,4 (giberelina) e 6-benzil-adenina (6-BA, auxina sintética).
Novamente, a evolugéo de etileno parece ter algum papel na resisténcia ao estresse
salino. E provavel que ACC, GA, e 6-BA tenham um efeito promotor da germinacéo
atuando como antagonistas do ABA, cuja sintese € induzida sob estresse salino.

Em plantas expostas ao estresse salino, a acumulacdo de solutos
compativeis, como prolina, tem sido relacionada ao ajustamento osmotico dos
tecidos, além da estabilizacdo de proteinas e da eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio (Thakur e Sharma, 2005). Em sementes de sorgo tratadas com NacCl foi
verificado retardo da germinacdo acompanhado da acumulacao de prolina. Talvez a
acumulacao de prolina tenha algum papel como sinalizador durante a germinacao
sob estresse salino, evitando o estabelecimento das plantulas em condigbes
ambientais pouco favoraveis ao crescimento.

Desta forma, o conhecimento sobre os mecanismos fisiologicos e
bioguimicos envolvidos com os efeitos do estresse salino durante a germinacéo e o
estabelecimento de plantulas permanece bastante fragmentado. Estudos mais
aprofundados, utilizando técnicas avancadas de bioguimica e biologia molecular,
podem auxiliar na construcdo de um panorama mais amplo e completo sobre estes
mecanismos, possibilitando futuras aplicagdes biotecnoldgicas deste conhecimento.

Em muitos trabalhos realizados com espécies cultivadas, os autores
consideram as cultivares testadas como sensiveis ou resistentes ao estresse salino
de acordo com as respostas fisiologicas apresentadas no decorrer ou apos a
germinacdo. Redmann (1972) estudou a germinacdo de trés cultivares de alfafa
submetidas ao estresse osmotico promovido por polietilenoglicol (PEG) e manitol e
ao estresse salino causado por NaCl, KCI, MgCl,, Na,SO,4, K,SO4 e MgSO,. Este
autor utilizou a porcentagem de germinacdo como critério para discriminar as

cultivares testadas como sensiveis ou resistentes a estes estresses. Al-Niemi et al.
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(1992) verificaram o efeito de concentragdes externas crescentes de NaCl sobre a
germinacdo e o crescimento inicial de 86 cultivares de alfafa. Estes autores
verificaram alteracdes na porcentagem de germinacdo, na altura das plantulas, no
namero de ramos por plantula, na massa seca de raizes e parte aérea e na razao
entre a parte aérea e as raizes. Cultivares consideradas resistentes durante a
germinacao, devido a maiores porcentagens de germinagao sob estresse salino, nao
necessariamente geraram plantulas consideradas mais resistentes, ou seja, com
maior massa seca na parte aérea ou maior numero de ramos.

Huang e Redmann (1995) compararam o desempenho de trés cultivares
de cevada sob estresse osmoético promovido por PEG e estresse salino causado por
NaCl ou Na,SO, + MgSOQ,, verificando a porcentagem e o indice de velocidade de
germinacdo, além do comprimento das raizes e da parte aérea das plantulas
obtidas. De acordo com estes parametros, as cultivares testadas apresentaram
maior sensibilidade ao estresse osmotico, seguido do estresse salino causado por
NaCl, tanto no decorrer da germinacdo quanto durante o estabelecimento das
plantulas. Wahid et al. (1998) estudaram o efeito do pré-tratamento com NaCl sobre
o estabelecimento de plantulas de uma cultivar de sorgo. Mesmo sendo considerada
moderadamente resistente ao estresse salino, esta cultivar apresentou plantulas
com reducdo no conteudo de massa fresca e massa seca e com aumento do
contetdo de Na', CI, prolina e acucares livres, conforme o aumento da
concentracdo externa de NacCl.

Finalmente, Misra e Dwivedi (2004) compararam duas cultivares de
Phaseolus aureus submetidas a tratamentos com concentracfes externas
crescentes de NaCl durante a germinacdo e o crescimento inicial das plantulas. A
cultivar considerada sensivel apresentou menor porcentagem de germinacao, assim
como menores conteddos de massa fresca, massa seca e agua que a cultivar
considerada resistente em NaCl 50 mM. Adicionalmente, a cultivar considerada
sensivel apresentou maior acimulo de Na® e menor acimulo de K* em raizes e
parte aérea. Assim, é provavel que a sensibilidade ou a resisténcia ao estresse
salino durante o desenvolvimento inicial sejam caracteristicas expressas pelas
cultivares em determinados momentos desta fase do desenvolvimento.

Estudos preliminares sobre efeitos fisioldgicos da salinidade causada por
NaCl sobre o desenvolvimento inicial de espécies cultivadas tém o mérito de

identificar cultivares que apresentam possiveis mecanismos de resisténcia ao
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estresse salino. A classificacdo categorica de cultivares como sensiveis ou
resistentes baseada somente em testes pontuais pode nao refletir o desempenho
potencial destas cultivares ao longo do seu ciclo de vida. Desta forma, a selecéo
inequivoca de cultivares resistentes ao estresse salino e sua utilizacdo em praticas
agricolas requer estudos fisiolégicos e bioquimicos aprofundados. As cultivares
testadas devem ser avaliadas ao longo do seu ciclo de vida por meio de parametros
qgue indiquem ndo apenas seu desempenho no estabelecimento, no crescimento e
na producdo, mas que também identifiguem mecanismos de resisténcia importantes

para futuros programas de melhoramento genético.

1.2.2.2. Efeito osmotico e deficiéncia hidrica induzida

Modificagbes no status hidrico imposto pela salinidade influenciam
marcantemente nas respostas na taxa de crescimento foliar de plantas submetidas a
estresse salino. A reducdo no potencial hidrico da solugcdo nutritiva pode causar
interrupcdo do influxo de dgua ou uma reducéo da turgescéncia celular na epiderme
da raiz (Cramer e Bowman, 1991). De maneira geral, a inibicdo do crescimento das
plantas pelo estresse salino pode ser consequéncia dos efeitos osmoticos,
provocando déficit hidrico e/lou acumulacdo exagerada de ions, causando
desequilibrios nutricionais e toxicidade (Cusido et al., 1987; Boursier e Lauchli,
1990).

De acordo com Munns et al. (2002), o estresse salino impde efeitos
caracteristicos em glicofitas em geral, conhecido como Resposta Bifasica. A primeira
fase de reducédo do crescimento € aparente, sendo atribuida ao sal do meio externo.
Nesta fase prevalece o componente osmdético, para a qual existe uma variacdo
genotipica surpreendentemente pequena, e o0 crescimento seria regulado,
presumidamente, por sinais hormonais provenientes das raizes (Azevedo Neto,
2005). Entao, impde-se uma segunda fase de redugdo no crescimento, resultando
em dano interno. A medida que as células sdo expostas ao NaCl, o fluxo de carbono
pode ser alterado para atender a biossintese de solutos osmaticos e a geracéao de
energia necessaria para esta biossintese, além de outros processos importantes
para o ajustamento osmotico (Binzel et al., 1985). Esta segunda fase é a que separa
claramente espécies e gendtipos que diferem na habilidade para tolerar a salinidade
(Munns et al., 2002).
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1.2.2.3. Efeitos iOnicos e toxicidade

As altas concentracdes de sais no solo causam um estresse hiperionico
(excesso de ions toxicos) e a consequéncia deste estresse juntamente ao estresse
osmaGtico acaba por ser altamente danosa a planta. O estresse ibnico causa um
desequilibrio de fons, ndo somente de Na* e CI', mas também de K* e de Ca** (Yeo,
1998; Chen e Plant, 1999; Zhu, 2001). Em substratos salinos o Na* e o CI sio,
freqientemente, os ions dominantes. Apesar da necessidade de CI° como
micronutriente para as plantas superiores e do Na* para muitas haldfitas e algumas
espécies C4, a concentragcdo de ambos os ions em substratos salinos excede esta
demanda e leva a toxicidade em plantas ndo tolerantes ao sal. Em diversas culturas
herbaceas e frutiferas a inibicdo do crescimento e a injuria a folhagem (cloroses
marginais e necroses nas folhas maduras) ocorrem mesmo em baixos niveis de
salinizacdo de NaCl (Maas, 1993).

Embora a toxicidade ao CI" seja muito comum em muitas espécies de
plantas cultivadas em substratos salinos em algumas espécies de plantas, tais como
0 sorgo, comparado ao cloreto (NaCl), a salinizagcdo com o sulfato (Na,SO,4) pode
reduzir o crescimento do mesmo modo que o NaCl em baixas concentracdes. Esse
decréscimo no crescimento €, em parte, devido a reducdo na concentracdo de
potassio e magnésio em salinizacao elevada com sulfato (Boursier e Lauchli, 1990).
Com excecdao de algumas gramineas tal como o trigo, sorgo e arroz, a toxicidade do
Na® ndo parece ser tdo acentuada quanto a do CI" e estad mais relacionada a baixa
concentracdo de calcio ou aeracdo deficiente no substrato. Diversas culturas com
baixa tolerancia ao sal sdo “excluidoras” de Na* e capazes de restringir, em niveis
baixos e moderados de salinidade, o transporte de Na* para as folhas, onde ele é

altamente toxico em espécies sensiveis ao sal. (Yeo et al., 1977).
1.2.2.4. Estresse oxidativo

A adaptacdo ao estresse abidtico, particularmente imposto por restricao
hidrica e salinidade, tem sido geralmente vista, em plantas, em termos de
ajustamento osmaotico e regulacdo do conteudo ibnico. Entretanto, um numero
crescente de estudos tem revelado que estresse abidtico também pode induzir

estresse oxidativo (Borsani et al., 2001; Rout e Shaw, 2001). O estresse oxidativo
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tem sido constatado em plantas expostas a temperaturas extremas, particularmente
em combinacdo com altas intensidades luminosas, estresse hidrico, seca,
salinidade, exposicéo a 0zonio, luz UV e herbicidas (Inzé e Van Montagu, 1995).

No oxigénio molecular (oxigénio triplete), dois elétrons em orbitais de
maior energia estdo desemparelhados, apresentando spins contrarios. Tal
configuracdo determina ao oxigénio uma capacidade reativa fora do comum,
refletindo-se em uma caracteristica essencial nos organismos aerobicos, como fonte
de acepcéo de elétrons das cadeias transportadoras, mas também mostrando uma
potente forca oxidante sobre macromoléculas e organelas, quando em altas
concentracOes intracelulares, geralmente evidenciadas em situacdes de estresse e
desequilibrio da homeostase celular (Foyer e Noctor, 2000). A excitacdo do oxigénio
triplete para o singlete leva a formacéo de intermediario com energia livre suficiente
para levar a formacédo de diversas espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen
species, ROS). Eles resultam tipicamente da transferéncia de um, dois ou trés
elétrons do O, para formar, respectivamente, um radical superéxido (O, peroxido
de hidrogénio (H,O;) ou um radical hidroxila (OH") (Mittler, 2002). Superéxido e
peroxido de hidrogénio podem inativar varias moléculas diretamente, mas é a sua
conversdo a OH™ catalisada por metais de transicdo, mormente o Fe** (reacdo de
Haber-Weiss), que contribui para sua principal toxicidade. Esses radicais também
reagem instantaneamente com proteinas, lipidios e DNA, causando dano celular
(Scandalios, 2002).

Por outro lado, ROS também tém importancia em diversos aspectos do
metabolismo celular. Em fisiologia do parasitismo (estresse causado por patégeno),
a resposta hipersensitiva caracteriza a formacdo de lesGes necrdéticas no sitio de
infeccdo. Similarmente ao que é observado na acdo de macrofagos durante a
resposta imune de animais, um dos eventos iniciais da resposta hipersensitiva é a
acumulacdo de intermediarios ROS e 6xido nitrico (Delledone et al., 2002). Além
disso, o peréxido de hidrogénio, por exemplo, participa positivamente de varias
outras atribuicdes metabdlicas da planta: sinalizacdo sistémica, processos de morte
celular programada mediados por H,O,, fechamento estomatico mediado por H,O; e
ABA, metabolismo do gravitropismo radicular, sinalizacdo a downstream e expressao
de genes (Neill et al., 2002).

Plantas tolerantes a NaCl, além de serem capazes de regular movimentos

de agua e de ions na condicdo de estresse, também podem possuir um eficiente
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sistema de defesa contra o0 estresse oxidativo, pela efetiva remocédo de ROS.
Enzimas antioxidativas s&o 0s principais componentes em sistemas antioxidativos
em plantas e sdo largamente responsaveis pela remo¢cédo de ROS (Hoekstra et al.,
2001).

As plantas possuem um numero de enzimas antioxidativas que as
protegem contra danos causados por ROS, tais como as dismutases de superoxido
(EC1.15.1.1), que metaboliza o superéxido (O;); as catalases (EC1.11.1.6.) e uma
variedade de peroxidases (EC1.11.1.7), que removem o peréxido de hidrogénio
(H20,) (Breusegem et al., 2001). Como as SODs, as CATs e as POXs séao
importantes enzimas do sistema de defesa das plantas contra ROS, o aumento da
atividade dessas enzimas pode ser considerado uma evidéncia circunstancial da
producdo de espécies reativas de oxigénio (Cakmak e Horst, 1991) e, 0 que € mais
importante, da tentativa da planta em evitar os danos oxidativos promovidos por
eles. De acordo com Polle (2001), o ciclo do ascorbato-glutationa € uma via eficiente
de células de planta que dispdem de H,O, em determinados compartimentos onde
este metabdlito é produzido e néo existe catalase presente. Este ciclo faz uso dos
antioxidantes ndo enzimaticos como o0 ascorbato e a glutationa em uma série de
reacles catalisadas por quatro enzimas antioxidativas, e estd bem demonstrado em
cloroplastos, citosol e mitocondrias de nédulos radiculares (Foyer e Mullineaux,
1994).

1.2.3. Principais respostas adaptativas das plantas ao estresse salino

Mecanismos de sobrevivéncia da planta em ambientes estressantes
foram desenvolvidos ao longo da evolucéo. Entretanto, o0 melhoramento de espécies
cultivadas visando a producéo agricola tem freqientemente disponibilizado material
sensivel ao estresse abidtico, uma vez que a maioria das adaptacdes de planta as
condicbes de estresse resulta na reducdo da taxa liquida da fotossintese e,
consequentemente, na baixa produtividade da cultura (Prisco, 1989; Turner, 1986).
Vale salientar que, segundo Azevedo Neto (2005), aclimatacédo das plantas resulta
do aumento da capacidade das plantas sobreviverem a condicbes adversas, em
decorréncia de modificacdes fisiologicas temporarias provocadas por mudancas
ambientais; ou seja, uma alteracdo fisiologica. Por outro lado, adaptacdo é o

aumento da capacidade das plantas sobreviverem a condicbes adversas, em
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decorréncia de alteragcbes morfofisiolégicas definitivas provocadas pela selecéo

evolucionaria (natural ou artificial) de genes.

1.2.3.1. Compartimentalizacdo de ions téxicos

Sob estresse salino, um fator preponderante na acumulagdo de
substancias em células vacuoladas é a compartimentalizacdo subcelular. A medida
gue quantidades excessivas de ions entram no citoplasma, eles inibem as atividades
de muitas enzimas. Um mecanismo de protecdo importante é a
compartimentalizagdo desses ions no vacuolo, onde contribuirdo para o ajustamento
osmotico sem afetar os sistemas enzimaticos do citoplasma. Nestas células, o
balanco hidrico entre o vacuolo e o citoplasma € mantido pela sintese e acumulo de
compostos organicos (Taiz e Zaiger, 2004).

A homeostase ibnica € fundamental para a fisiologia das células vivas. A
regulacdo do influxo/efluxo de ions faz-se necessaria para as células manterem as
concentracbes de ions toxicos baixa e para acumular ions essenciais. As células
vegetais empregam transporte ativo primario, mediado por H*-ATPases, e transporte
secundéario, mediado por canais e co-transportadores, para manter altas
concentragdes de K* e baixas concentracdes de Na* no citosol (Soares, 2005). Em
geral, o cajueiro apresenta baixa tolerancia ao estresse salino e a toxicidade com CI’
€ a principal causa da reducéo do crescimento em baixos niveis salinos. Ao contrario
do CI' o transporte do Na® para a parte aérea da planta é bastante restrito no
feijoeiro. Portanto, o cajueiro, assim como muitas outras culturas sensiveis ao sal, €
um eficiente excluidor de Na* mas n&o de CI" (Meneses Junior, 2002).

Plantas podem ser consideradas “incluidoras” ou “excluidoras” de ions,
considerando seu ambiente intracelular. Plantas “excluidoras” necessitam ter
mecanismos para evitar um déficit hidrico de dentro para fora. A adaptagéo por meio
da inclus&o pode ocorrer através de uma alta tolerancia ao Na* e CI', ou evitando-se
altas concentracdes salinas no tecido. Embora possa se fazer uma distingao clara
entre “incluidoras” e “excluidoras” de sais, existe, na realidade, um espectro continuo
de diferentes graus de inclusbes e exclusdes, entre Na® e Cl- e entre diferentes
partes e 6rgaos das plantas. Na beterraba a tolerancia se baseia, principalmente, na
inclus&o de sais e sua utilizagdo para manutenc&o do turgor ou na substituicdo do K*

pelo Na* em varias fungbes metabodlicas (Gorham et al., 1985). O crescimento
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aumenta com a salinidade e os niveis de Na* e CI" aumentam nos tecidos mas o0s
niveis de K* e Ca?" diminuem devido & competicdo catidnica. Nas glicéfitas o
mecanismo predominante é o de exclusdo (Greenway e Munns, 1980). O acumulo
toxico de Na* e CI nas folhas tem sido correlacionado ao fechamento de estdomatos
e a fatores ndo estomatais, tais como reducdo no contetdo clorofilico, ambos
limitando a quantidade de producédo de fotoassimilatos (Romero-Aranda e Syvertsen,
1996).

O equilibrio do potassio e do soédio intracelular € importante para a
atividade de muitas enzimas citosolicas, para a manutengcdo do potencial de
membrana e para um apropriado potencial osmaético que regula o volume celular
(Zhu, 2003). Sob estresse salino, a manutencdo da homeostase do Na® e do K"
torna-se ainda mais crucial. Quando o Na* entra nas células e acumula-se em altos
niveis, torna-se toxico para as enzimas. Para prevenir uma parada no crescimento
ou morte celular, o excesso de Na' deve ser excluido ou compartimentado nos
vacuolos (Zhu, 2003).

Embora os solutos inorganicos e organicos desempenhem um importante
papel no crescimento das plantas superiores, sob condi¢cdes de salinidade, sua
contribuicdo relativa varia entre espécies, entre cultivares de uma mesma espécie,
entre o6rgdos e tecidos de uma mesma planta e até entre os diferentes
compartimentos de uma mesma célula (Ashraf e Harris, 2004). Dessa forma, a
capacidade para acumular e compartimentalizar solutos inorganicos, bem como
sintetizar e acumular solutos organicos pode ser um fator adicional favorecendo o

crescimento das plantas em ambientes salinos (Azevedo Neto, 2005).

1.2.3.2. Acumulacéo de ions inorganicos

Uma das principais respostas adaptativas das plantas a salinidade € o
ajustamento osmoético. Pela definicdo classica de Taiz e Zaiger (2004), o
ajustamento osmoético é um processo pelo qual o potencial hidrico pode ser
diminuido sem que haja decréscimo da turgescéncia ou do volume celular e resulta
do aumento liquido no conteudo de solutos na célula. Este fendmeno € mantido pela
acumulacdo e perda regulada de ions inorganicos e de solutos organicos de baixa
massa molecular (Strange, 2004), tornando possivel a manutengéo da absorcdo de

agua e da pressdo de turgescéncia da ceélula, o que pode contribuir para a
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manutencdo de processos fisiologicos, tais como: fechamento estomatico,
fotossintese, alongamento e divisdes celulares (Serraj e Sinclair, 2002).

Uma caracteristica geral de muitas plantas cultivadas em ambientes
salinos é a manutencéo da turgescéncia pela acumulacédo de solutos inorganicos em
suas células (Flowers et al., 1977). O controle de armazenamento dos ions no
vacuolo permite que a planta mantenha a turgescéncia sem custos energéticos para
sintese de solutos organicos, mesmo incorrendo em risco de toxidez ibnica e/ou
deficiéncia nutricional (Martinoia et al., 1986; Munns e Termaat, 1986). O aumento
nas concentracbes de Na“ com concomitante reducdo nas concentragdes de K7,
Ca** e Mg?*, aumenta excessivamente as razdes Na*/K*, Na*/Ca* e Na*/Mg* (Ullah
et al., 1993; Azevedo Neto e Tabosa, 2000), podendo causar distirbios na
homeostase ibnica.

O papel do célcio no aumento da tolerancia a salinidade est4d bem
documentado, assim como a indugdo da deficiéncia deste ion em plantas cultivadas
em substratos salinos. A aplicacdo do gesso € uma pratica comum em solos
afetados por sais (Meneses Junior, 2002). O efeito benéfico do calcio esta de acordo
com sua funcéo na integridade de membrana e controle de seletividade na absorgao
e transporte de fons. Por outro lado, altas relacdes Na*/Ca** podem inibir a absorcéo
e o transporte de Ca?*, levando & deficiéncia desse elemento em solos nesse estado
(Lynch e Lauchli, 1985). Zhu et al. (1998) sugerem que concentracdes elevadas de
Na* podem deslocar o Ca®*" dos sitios de ligacdo das membranas plasmaticas

intracelulares, impedindo a homeostase de Ca** nas células.
1.2.3.3. Acumulacéao de solutos organicos

Como resposta a imposicdo de estresse por salinidade, diferentes
espécies de plantas acumulam moléculas que sdo conhecidas como osmossolutos
ou solutos compativeis (Liu e Zhu, 1997). Uma alteracdo metabdlica comum a essas
plantas € o acumulo de solutos organicos de baixa massa molecular. Estes solutos
podem incluir acidos organicos tais como oxalato e malato; compostos poliidroxilicos
tais como glicose, frutose, sacarose, trealose ou rafinose; polialcoois de cadeia linear
(glicerol, manitol ou sorbitol) e ciclicos (inositol, ononitol ou pinitol); alquilamidas com
caracteristicas anfoteras, tais como aminoacidos protéicos (arginina, glicina, serina

etc.) e ndo-protéicos (citrulina, ornitina etc.), iminoacidos (prolina ou hidroxiprolina),
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amidas e betainas, dentre outros compostos (Zhu, 2001; Ashraf e Harris, 2004;
Azevedo Neto, 2005).

De modo contrario a certos solutos, a exemplo de ions organicos que
participam da camada de hidratacdo das proteinas, favorecendo seu
desdobramento, 0s solutos compativeis tendem a ser excluidos do raio de
hidratacdo das proteinas, estabilizando sua estrutura (Low, 1985). Em raz&o desse
comportamento, acredita-se que esses compostos possuam um papel importante
no ajustamento osmotico de plantas submetidas ao estresse salino (Wyn Jones et
al.,, 1977). Além disso os solutos organicos, também ao contrario dos ions
inorganicos, mesmo em altas concentragdes, ndo interferem no metabolismo celular
normal. Por essa razdo, os solutos organicos sdo também chamados de solutos
compativeis ou osmolitos compativeis (Sairam e Tyagi, 2004).

Estudos indicam que concentracdes elevadas de solutos organicos no
citoplasma podem conferir as seguintes funcgdes: (i) contribuicdo no balanco
osmoético quando os eletrdlitos no citoplasma estdo em menor concentracdo do que
no vacuolo (Stewart e Lee, 1974), permitindo a célula manter um potencial de turgor
positivo, requerido para a expansdo celular e abertura de estdmatos (Nabil e
Coudret, 1995) e (ii) um efeito protetor nas proteinas e estruturas celulares quando
na presenca de uma concentracdo elevada de eletrélitos no citoplasma (Pollard e
Wyn, 1979). Sob condicbes de estresse, esses solutos podem ser acumulados em
guantidades tdo grandes quanto 5 a 10% da massa de matéria seca do tecido
(Naidu et al., 1992). Em adicdo, osmdlitos compativeis podem contribuir na
regulacdo do pH citosolico e na desintoxicacdo do excesso de NH;*, e na protecdo
de plantas removendo ROS gerados por estresse oxidativo (Zhu, 2001).

Diversas espécies de plantas usam a prolina como soluto compativel no
ajustamento osmatico (Bray, 1997). Sob condi¢cdes de estresse salino, a prolina
parece ser sintetizada a partir de glutamato (Larosa et al.,, 1991). A reagédo é
realizada em quatro passos, sendo a Ultima catalisada pela redutase da d-pirrolina-5-
acido carboxilico (P5C). A partir de observagdes empiricas, foi lancada a hipétese de
que a tolerancia ao NaCl estaria relacionada com os niveis e a atividade de P5C
(Larosa et al., 1991). Além da prolina, também foi verificado o acamulo de diversos
outros solutos organicos em células de plantas estressadas. Como consequéncia,
enquanto muitos trabalhos indicam uma correlacdo positiva entre 0 acumulo de

prolina e a aclimatacdo ao choque osmotico, 0 mesmo ndo € confirmado em outros
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estudos (revisados em Azevedo Neto, 2005). Assim permanece a dlvida se a
acumulacao de prolina em tecidos de plantas € mesmo um indicador de respostas

de aclimatacéo por parte da planta.

1.2.3.4. Absorcgao de agua e crescimento continuado

A quantidade de agua transportada do solo até as folhas é proporcional
ao gradiente de potencial hidrico e inversamente proporcional ao somatoério das
resisténcias apresentadas (Lacerda, 1995; Cardoso, 2000). Considerando as plantas
adaptadas e ajustadas osmoticamente ao estresse salino, o gradiente de potencial
pode ser mantido, associado a redu¢des na condutividade hidraulica das raizes e
maior fechamento dos estématos. Isso resultara em menores taxas de absorcéo e
assimilacdo de CO,, induzindo menores taxas de crescimento (Azaizeh et al., 1992).
Em muitas ocasifes, as folhas das plantas estressadas com a salinidade, mas
previamente ajustadas, apresentam aspecto normal, sendo, em geral, menores e
mais tenras (maior relacdo massa Umida/area). Assim, nesses casos, a pressao de
turgescéncia ndo é diminuida pelo estresse salino (Boyer, 1965).

No entanto, em geral, os niveis de salinidade e é&rea foliar geralmente
estdo inversamente relacionados. Reducdes drasticas de fixagcdo e acumulacédo de
CO; por unidade de area foliar, perda de turgor de células mesofilicas por meio de
acumulacdo de sais no apoplasma ou pelo efeito toxico dos ions podem ser
evidenciadas. Por exemplo, em folhas de Citrus (Behboudian et al., 1982) e trigo
(Huang et al., 1994).

1.2.4. Respostas de cultivares ao estresse salino

A salinidade traz complexidade a producdo agricola, ndo apenas pelos
cultivos a serem conduzidos em ambientes n&do controlados, mas devido ao fato da
conversdao de biomassa vegetativa em rendimento de grédo ser complexa. Um
reduzido nivel de salinidade pode néao interferir no rendimento de grédo, mesmo que a
area foliar e a biomassa vegetativa sejam reduzidas. Um estudo de tolerancia a
salinidade de espécies cultivadas pelo US Salinity Laboratory (Mass e Hoffman,
1977; Usda-Ars, 2005) apresenta, para cada espécie estudada, um nivel inicial de

salinidade abaixo do qual ndo ha reducéo na produtividade. Além disso, 0 estudo



21

traz uma correlacao linear entre produtividade e aumento da salinidade (relacdo bent
stick, ou “vara curvada”). Entretanto, na maioria dos casos, os dados sdo expressos
para um anico cultivar da espécie, ou um namero limitado de cultivares.

Na verdade, a selecdo de gendtipos de uma espécie para tolerancia a
salinidade € problemética, pois a selecao dirigida a uma situacdo ambiental pode
nao resultar em selecao correta para um outro ambiente. Em condi¢ées de campo,
um ambiente profundamente heterogéneo € encontrado, ndo apenas para o teor de
sal no solo, mas para outros fatores como sodicidade, pH e possibilidade de
elementos toxicos (Rengasamy, 2002). Contudo, varias abordagens tém sido
pesquisadas no sentido de melhorar a tolerancia a salinidade, principalmente de
monocotiledéneas, pela introducdo de genes de tolerancia em cultivares adaptadas.
Inclui-se ai ampla selecdo a partir de bancos internacionais de germoplasma,
experimentacdo em campo de cultivares selecionados e métodos convencionais de
melhoramento, com cruzamentos ndo convencionais entre parentais (Munns et al.,
2006). Em arroz, abordagens recentes para a pesquisa de cultivares tolerantes a sal
incluem variantes somaclonais, linhas-derivadas e selecdo assistida por marcador
molecular (Gregorio et al., 2002).

Por exemplo, Jafari-Shabestari et al. (1995) procederam a selecédo de
cerca de 400 parentais de trigo em campo irrigado e identificou muitas linhagens que
foram consideradas consistentemente promissoras para rendimento de grdo e
tolerancia ao sal. No Paquistdo, a linhagem de trigo LU26S mostrou alta
produtividade sob salinidade, mas foi susceptivel a ferrugem e n&o mostrou
adaptacao a solos densamente sédicos (Qureshi et al., 1980). Em trigo, exclusédo de
Na® em folhas, associada a alta relacdo K*/Na®, tém sido evidenciadas como o
principal mecanismo de tolerancia (Ashraf e Khanum, 1997), embora nao
englobando todos os genoétipos, mostrando que este ndo € o Unico mecanismo de
tolerancia a sal (EI-Hendawy et al., 2005).

Em casa de vegetacdo, uma comparacao de respostas a salinidade entre
espécies de cereais mostrou pequenas diferencas na produgdo de biomassa de
diferentes cultivares de cevada, trigo e triticale (Rawson et al., 1988). Aumentos
significativos na tolerancia ao sal geralmente vém através da introducdo de novos
genes, tanto por cruzamentos com novos doadores de germoplasma, ou por
transformacdo por um gene uUnico. Nos dois casos, a progénie deve ser retro-

cruzada com cultivares adaptados. Um entendimento dos mecanismos genéticos e
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fisiolégicos é necessario para o programa de melhoramento, em vista de selecionar
0s gendtipos mais promissores (Munns et al., 2006). Caracteristicas de tolerancia a
salinidade incluem exclusdo de Na®, relagdo favoravel de K'/Na’, retencéo de ions,
tolerancia tecidual, particdo de ions em folhas em diferentes estadios, ajustamento
osmatico, eficiéncia da transpiracao, vigor e floracdo precoces e o aumento tardio da
eficiéncia do uso de agua (EUA) (Colmer et al., 2005). Uma listagem de genes
individuais relacionados a regulacdo desses processos € apresentada em Munns
(2005).

Sal na agua de irrigacédo inibe o crescimento da planta por duas razdes: 1)
a presenca de sal na solugcdo do solo reduz a habilidade da planta em absorver
agua, levando a um crescimento mais lento. Este é o efeito osmotico ou efeito de
déficit hidrico causado pela salinidade. 2) quantidades excessivas de sal
introduzidas pela via de transpiracdo irdo eventualmente injuriar células foliares,
reduzindo crescimento. Este € o efeito sal-especifico ou ibnico da salinidade (Munns
et al., 2006). Para compreender a fisiologia da tolerancia a altas concentracdes
internas de sal, foram comparados dois genétipos de trigo duro que diferem no grau
de injaria foliar induzida por sal, o cultivar Wollaroi e Linha 455. Ambos cultivares
foram expostos a 150mM de NaCl por 4 semanas. O desenvolvimento de copa de
ambos foi substancialmente reduzido pela salinidade, porém diferencas genotipicas
apareceram ap6s 3 semanas, quando Wollaroi mostrou maior injaria foliar e maior
reducdo de biomassa do que Linha 455. A salinidade causou uma grande queda na
condutédncia estomatica em ambos cultivares e isto ndo foi devido ao
comprometimento das relac6es hidricas, pois em ambos cultivares, nao foi
evidenciada queda do turgor foliar. Por outro lado, fotossintese por unidade de area,
clorofilas e eficiéncia do PSII foi mais bem preservada no cultivar Linha 455 (James
et al., 2002).

Uma falta de correlacdo entre producédo bruta e produtividade, numa
comparacao de 38 gendtipos de trigo e outros cereais, foi evidenciada por Richards
et al. (1987) ao concluiu que o modo mais eficiente de selecionar melhores
genotipos para tolerancia a salinidade é testando os mesmos a baixa salinidade.
Também, é sugerido que experimentos de campo ndo sao apropriados para selecéo
de grande numero de gendétipos, especialmente germoplasma exético, pois seus
rendimentos serdo influenciados fortemente pela floracdo e pelo tempo de

maturacado, tanto por outros fatores como resisténcia a pragas e doencas, além do
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alto custo de promover homogeneidade entre os blocos em experimentos de campo
(Munns et al., 2006). Para obter-se aumento na tolerancia ao sal, atencdo tem sido
dada a identificacdo de novas fontes genéticas para baixas taxas de absorcao de
Na® até a folha. Menos atencdo tem sido dada a fontes de genes de tolerancia a
altas concentracbes de Na® em folhas, provavelmente devido a dificuldade de
quantificacdo das técnicas relacionadas. Fontes potenciais de tolerancia a altas
concentracgdes internas de Na* foram identificadas em arroz (Yeo et al., 1990) e trigo
duro (Munns e James, 2003). Avanco na tolerancia ao sal de espécies ira
indubitavelmente resultar da interacdo proxima entre geneticistas e fisiologistas,
associados a experiéncia de melhoristas de plantas e agricultores (Munns et al.,
2006).

1.3. HIPOTESE

O estrese salino provocado por cloreto de sédio (NaCl) em concentracdes
elevadas afeta a germinacado, crescimento e desenvolvimento plantas e sementes

de feijao-caupi.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Geral

Determinar como o0 estresse salino causado por cloreto de sédio em

concentracfes elevadas afeta a fisiologia do feijao-caupi.

1.4.2. Especificos

e Observar como a concentracdo salina afeta a germinacdo de sementes de
feijao-caupi.

e Monitorar o crescimento e o desenvolvimento de plantas de feijdo-caupi
submetidas ao estresse com cloreto de sédio.

e Verificar como o estresse salino afeta a concentracdo de cofatores metélicos

em plantas de feijdo-caupi.



24

e Monitorar como sistemas enzimaticos ligados ao estresse oxidativo s&o
afetados, quando as plantas de feijao-caupi sao tratadas com cloreto de

sodio.
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2.1. INTRODUCAO

O efeito do estresse salino sobre a germinagcdo das sementes e o
estabelecimento das plantulas tem sido exaustivamente estudado tanto em espécies
cultivadas (Redmann, 1972; Prisco e Vieira, 1976; Prisco et al., 1981; Hampson and
Simpson, 1989; Al-Niemi et al., 1992; Huang and Redmann, 1995; Wahid et al.,
1998; Ashraf et al., 2003; Misra e Dwivedi, 2004; Joshi et al., 2005) quanto em
espécies nativas (Khan e Ungar, 1984; Myers e Morgan, 1989; Katembe et al., 1998;
Croser et al.,, 2001; Gulzar e Khan, 2001; Ramoliya e Padey, 2002; Ramoliya e
Padey, 2003; Ye et al., 2005).

O estresse salino inibe ou retarda a germinacdo das sementes e o
crescimento das plantulas devido a efeitos osmoéticos e/ou i6nicos. O primeiro
disturbio fisioldgico causado pelo estresse salino € a restricdo da captacdo de agua
devido a diminuicdo do potencial osmaético do substrato, retardando a embebicéo
das sementes ou o0 alongamento da raiz (Redmann, 1972; Wahid et al., 1998; Croser
et al., 2001; Ramoliya e Padey, 2002; Ramoliya e Padey, 2003; Ashraf et al., 2003;
Ye et al.,, 2005). Durante o estabelecimento das plantulas, a captacdo de agua
acarreta a acumulacdo de ions, principalmente no eixo embrionario (Wahid et al.,
1998; Ashraf et al., 2003).

Ao atingir concentracdes toxicas, os ions acumulados podem afetar varios
processos fisiologicos e metabdlicos dos tecidos embrionérios, incluindo a diviséo
celular, a diferenciacéo celular, a atividade de enzimas e a captacao e distribuicao
de nutrientes (Wahid et al., 1998; Croser et al., 2001; Ramoliya e Padey, 2003;
Ashraf et al., 2003; Misra e Dwivedi, 2004). Assim, a toxicidade i6nica pode
ocasionar o atraso da emergéncia das plantulas (Wahid et al., 1998; Croser et al.,
2001; Ramoliya e Padey, 2002; Ramoliya e Padey, 2003; Joshi et al., 2005) e da
mobilizacdo das reservas (Wahid et al., 1998; Ashraf et al., 2003; Prisco e Vieira,
1976; Prisco et al., 1981) ou até diminuir a viabilidade das sementes (Wahid et al.,
1998; Ramoliya e Padey, 2003; Ashraf et al., 2003) ou aumentar a mortalidade das
plantulas (Croser et al., 2001; Ye et al., 2005).

Para esclarecer os mecanismos envolvidos com os efeitos do estresse
salino verificados durante ou apos a germinagcao, muitos trabalhos tém enfocado a
interferéncia de tratamentos salinos sobre processos fisiologicos ou metabdlicos

especificos, como a mobilizacdo de reservas (Prisco e Vieira, 1976; Prisco et al.,
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1981; Ashraf et al., 2003), expressado génica (Ramagopal, 1987; Ramagopal, 1990;
Dell’Aquila e Spada, 1993; Dell’Aquila, 2000), o metabolismo de espécies reativas de
oxigénio (Sreenivasulu et al., 1999; Tsai et al., 2005), a captacdo de nutrientes
(Ashraf et al., 2003; Ramoliya et al., 2004), o metabolismo hormonal (Zapata et al.,
2003; Li et al., 2005) e a acumulacdo de solutos compativeis (Thakur e Sharma,
2005).

Em plantulas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) tratadas com NacCl, foi
verificado retardo na mobilizacdo de proteinas de reserva (Prisco e Vieira, 1976) e
de amido (Prisco et al., 1981) em cotilédones. Como as plantulas tratadas néao
apresentaram diminuicdo da atividade proteolitica em relagdo as plantulas controle,
o retardo na mobilizacdo de proteinas provavelmente foi influenciado pela
translocacao reduzida dos produtos de hidrolise (Prisco e Vieira, 1976). Além disso,
as plantulas tratadas mostraram diminuicdo da atividade de amilases em
comparacdo com as plantulas controle, bem como redugédo da translocagdo dos
produtos de hidrélise (Prisco et al., 1981). Assim, parece que a mobilizacdo de
reservas em cotilédones de feijdo-caupi pode ser regulada por mecanismos do tipo
fonte-dreno, os quais sofrem influéncia da salinidade causada por NaCl.

Neste trabalho, as cultivares Pérola e Pitilba de feijdo-caupi foram
estudadas quanto as suas sensibilidades ou resisténcias ao estresse salino causado
por NaCl durante a germinacdo e o estabelecimento de plantulas sob condicbes
controladas e de casa de vegetacdo. Aspectos fisiologicos e bioquimicos foram
verificados ao longo destes estadios de desenvolvimento com o intuito de constatar
a expressao de sensibilidade ou resisténcia destas cultivares de forma mais ampla,

procurando identificar possiveis mecanismos de resisténcia ao estresse salino.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material vegetal

Foram utlizadas as cultivares Pérola e Pitiuba de feijao-caupi. As
sementes dessas cultivares foram obtidas de plantas cultivadas no campo
experimental do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Ceara (Fortaleza, CE). Apds a coleta das vagens, as mesmas foram

debulhadas manualmente, uniformizadas com o uso de peneiras com orificios



37

redondos de 6 mm de diametro e mantidas em camara fria (10°C, 45% de UR),
renovando-se 0s estoques a cada seis meses. Algumas caracteristicas das
sementes sao apresentadas na Tabela 1. (inserir Tabela de cultivares)

2.2.2. Conducéao dos Experimentos
2.2.2.1. Germinacdo em condi¢0es controladas

Para os testes de germinagdo em condi¢cdes controladas, sementes das
cultivares Pérola e Pitilba foram desinfetadas com NaCIlO 0,2 % (m/v) por30s e 5
min, respectivamente, sob agitacdo eventual. Apos trés lavagens com agua destilada
deionizada, as sementes da cultivar Pérola foram embebidas por 3 min. e as da
cultivar Pitidba foram embebidas por 30 min. em agua destilada deionizada. Em
seguida, as sementes foram distribuidas em discos de papel germitest contido em
placas de Petri com 150 mm de diametro. Foram utilizados seis discos de papel por
placa, distribuindo-se 15 sementes de forma concéntrica entre o terceiro e 0 quarto
disco. Os discos foram umedecidos com agua destilada deionizada (controle) e NaCl
25, 50, 75 e 100 mM, em volume equivalente a duas vezes e meia 0 peso do papel.
As sementes foram incubadas em camara de crescimento a 27+2°C, no escuro, por
96 h. Foram realizadas trés repeticdes por tratamento, considerando cada placa com
15 sementes como unidade experimental. Ao final do experimento, foram realizadas
determinacdes de porcentagem de germinacdo (%G) e indice de velocidade de
germinacdo (IVG), massa fresca, massa seca e concentracdo de Na* (em base de
agua de tecido) em eixos embrionarios e cotilédones.

2.2.2.2. Germinacdo em condi¢0es de casa de vegetacao

Nos testes de germinacdo em condi¢cdes de casa de vegetacdo, sementes
das cultivares Pérola e Pititba foram semeadas em substrato composto por areia
lavada e vermiculita em proporcao 1:1 (v/v), previamente autoclavado e transferido
para bandejas de isopor do tipo “plantage”. As sementes foram plantadas em
profundidade uniforme de aproximadamente 2 cm e foram mantidas em condi¢oes
naturais, correspondentes a temperatura média de 31°C durante o dia e 23°C

durante a noite, 1400 pmol.m™.s™, fotoperiodo médio de 12 h e cerca de 55% de UR
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por até oito dias. Durante os primeiros dois dias ap0s a semeadura, 0s substratos
foram irrigados com 4gua destilada e, em seguida, foram iniciados os tratamentos. A
umidade do tratamento controle foi mantida com agua destilada e o tratamento
salino foi realizado com irrigacdo de 100 mM NacCl até o final dos experimentos. As
irrigacdes foram baseadas em curva de absorcgéo e retencdo de agua pelo substrato,
mantendo-se umidade equivalente a capacidade de campo. Foram realizadas quatro
repeticbes por tratamento e a unidade experimental utilizada correspondia a uma
bandeja contendo 36 sementes. Durante os experimentos, foi verificado o numero de
sementes germinadas a cada dia e, ao final dos experimentos, foram calculados
porcentagem de germinacao (%G) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) para

cada repeticao.
2.2.2.3. Estabelecimento de plantulas em condi¢cdes ambientais controladas

Para estudar o estabelecimento das plantulas em condicbes controladas,
as sementes das cultivares Pérola e Pitidba foram desinfetadas, lavadas e
embebidas de acordo com os procedimentos descritos para testes de germinacao
(tem 2.2.2.1). No entanto, essas sementes foram distribuidas em folhas de papel
germitest (280 x 380 mm) umedecidas com agua destilada deionizada na propor¢ao
de duas vezes e meia a massa do papel. Foram distribuidas 10 sementes em fileira,
no terco superior de duas folhas sobrepostas. Uma outra folha foi utilizada para
cobrir as sementes e as trés folhas foram enroladas. Trés rolos, contendo 10
sementes cada, foram enrolados com uma folha adicional. Este sistema foi envolvido
por dois sacos plasticos desinfetados com etanol 70% (v/v), os quais foram
dispostos em direcdes opostas e fixados com atilho (Vieira e Carvalho, 1994). As
sementes foram incubadas em condi¢cfes controladas (27+2°C, fotoperiodo de 12 h,
240 umol.m? s™) por 96 h. Em seguida, as plantulas foram transferidas para folhas
novas embebidas com agua destilada deionizada (controle) ou NaCl 25, 50, 75 ou
100 mM, em volume equivalente a duas vezes e meia a massa do papel. As
plantulas retornaram para as mesmas condi¢cdes de cultivo por mais 48 h. Foram
realizadas trés repeticbes por tratamento e a unidade experimental considerada foi
um rolo de papel contendo 10 plantulas. Ap6s o periodo de tratamento, o material foi
coletado para determinacido de massa fresca, massa seca, concentracdo de Na* (em

base de agua de tecido) em raizes, caule e folhas.
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2.2.2.4. Estabelecimento de plantulas em condi¢cOes de casa de vegetacao

Nessse estudo foram utilizadas as plantulas obtidas nos experimentos de
germinacdo em condi¢Oes de casa de vegetacado, as quais, foram coletadas ao final
destes experimentos e utilizadas para determinacdo de massa fresca, massa seca,
concentracdo de Na’ (em base de agua de tecido) em sistema radicular e parte
aérea. Foram utilizadas quatro repeticbes por tratamento e cada unidade
experimental consistia no conjunto de plantulas normais obtidas a partir de 36
sementes (unidade experimental de testes de germinacdo). Foram consideradas
plantulas normais as que ndo apresentavam deformidades morfolégicas (Popinigis,
1987)

2.2.3. Determinacdes
2.2.3.1. Porcentagem de germinacao

Nos testes de germinagdo em condi¢des controladas, a porcentagem de
germinacao (%G) foi determinada apds 96 h de incubacédo. Foram consideradas
germinadas aquelas sementes que apresentaram a protrusdo da radicula. Nos
testes de germinacdo em condi¢cdes de casa de vegetacdo, a porcentagem de
germinacdo foi determinada oito dias apds a semeadura, considerando-se
germinacao a emergéncia da plantula. O calculo da porcentagem de germinacéo foi
feito de acordo com a férmula %G = (X ni.N}) . 100, onde n; corresponde ao nimero
de sementes germinadas e N ao numero total de sementes (Borghetti e Ferreira,
2004).

2.2.3.2. Indice de Velocidade de Germinacdo e indice de Velocidade de

Emergéncia

No decorrer dos testes de germinacdo, o numero de sementes
germinadas em condi¢cdes controladas ou o numero de plantulas emergidas em
condicbes de casa de vegetacao foi registrado a cada dia apos a semeadura. A
partir destes resultados, o indice de velocidade de germinacédo (IVG) e o indice de

velocidade de emergéncia (IVE), respectivamente, foram calculados. Para o calculo
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destes indices, foi utilizada a férmula IVG (IVE) = ¥*-1 Gi/N;, onde G; equivale ao
namero de sementes germinadas no dia i; N; ao numero de dias apds a semeadura,

e k ao ultimo dia de observacao (Borghetti e Ferreira, 2004).
2.2.3.3. Distribuicdo de Biomassa

Para a determinacdo da massa fresca, as partes das plantulas coletadas
(raizes, caule e folhas) foram pesadas em balanca analitica e transferidas para
sacos de papel. Este material foi secado em estufa a 70°C por 48 h e pesado
novamente para a determinacdo da massa seca. A partir dos resultados obtidos,
foram calculados umidade e razdo entre parte aérea e sistema radicular, para

verificar a distribuicdo da biomassa nas plantulas durante o periodo de tratamento.
2.2.3.4. Curva de Embebicéao

Para a determinacdo da curva de embebicdo, 10 g de sementes das
cultivares Pérola e Pitilba foram desinfetadas conforme procedimentos descritos no
item 2.2.2.1 e imersas em agua destilada deionizada (controle) ou NaCl 100 mM por
3 e 12 h, respectivamente. Para a cultivar Pérola, as sementes foram coletadas,
secadas em papel toalha e pesadas a cada 15 min, retornando imediatamente a
imersdo apos cada pesagem. Para a cultivar Pitilba, este procedimento foi realizado

acadalh.
2.2.3.5. Acumulacao e distribuicdo de Na*

Para a determinacdo da concentracdo de Na* nos tecidos, a matéria seca
obtida das diferentes partes das plantulas conforme descrito no item 2.2.2.1 foi
macerada com auxilio de gral e pistilo transferidos para frascos fechados e mantidos
a temperatura ambiente até as determinacdes. Para a extracdo de Na', 50 mg de
matéria seca foram extraidos com 10 mL de 4gua destilada deionizada a 100°C por
1 h em tubos hermeticamente fechados. ApdOs o resfriamento, as amostras foram
filtradas em algodé&o. Para a quantificacdo, as amostras foram lidas em fotémetro de

chama calibrado com solucdo padrdo de NaCl contendo 50 ppm de Na®. A
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concentracdo de Na' foi determinada na base de contetido de agua das diferentes

partes da planta.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Germinacao em condi¢cfes ambientais controladas

As sementes das cultivares Pérola e Pitilba apresentaram respostas
contrastantes a salinidade causada pelo NaCl durante a germinacdo em condicdes
controladas (figura 1). Apds 96 h de incubacéo, a porcentagem de germinacdo da
cultivar Pitiba néo foi afetada pelos tratamentos salinos, mesmo nas concentracées
externas de NaCl mais elevadas (figura 2). Entretanto, a porcentagem de
germinagcdo da cultivar Pérola foi menor que a da cultivar Pitilba, mesmo no
tratamento controle. Em relacdo ao tratamento controle, ocorreu aumento da
porcentagem de germinacéo da cultivar Pérola em NaCl 25 mM e diminui¢cdo apenas
em NaCl 100 mM.

O IVG da cultivar Pitiiba nao foi afetado pelos tratamentos salinos,
mesmo nas maiores concentracfes externas de NaCl (tabela 1). Ja a cultivar Pérola
apresentou IVG inferior ao da cultivar Pitilba no tratamento controle. Além disso, o
IVG da cultivar Pérola sofreu diminuicdo nas maiores concentracdes externas de
NaCl utilizadas.

As sementes das cultivares Pérola e Pitilba apresentaram contrastes
guanto ao padréo cinético de embebicao (figura 3). As sementes da cultivar Pérola
mostraram embebic&o rapida nos primeiros 30 min, tornando-se mais lenta e gradual
a partir deste momento. Até as primeiras 2 h de tratamento, ndo houve diferenca de
embebicdo entre as sementes tratadas e as do controle. Entretanto, as sementes
tratadas apresentaram embebicdo discretamente mais lenta que as controle na
terceira hora de tratamento. As sementes da cultivar Pitilba apresentaram
embebicdo lenta nas primeiras 5 h, tornando-se rapida entre 6 e 9 h. A partir deste
momento, a embebicdo se mostrou lenta e gradual. As sementes tratadas e controle
ndo apresentaram diferencas de embebicdo até a terceira hora de tratamento, mas
as sementes tratadas mostraram embebicdo mais lenta que as do controle a partir

deste momento.
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Figura 1: Aspecto morfoldgico de sementes das cultivares Pérola (a, c, €, g, j) e Pitidba (b, d, f, h, i) de
feijdo-caupi germinadas em condi¢des controladas. As sementes foram submetidas a tratamento com
agua destilada deionizada (controle; a, b) ou NaCl 25 (c, d), 50 (e, f), 75 (g, h) e 100 mM (i, j) a
27+2°C, no escuro, por 96 h.
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Figura 2: Porcentagem de germinacéo das cultivares Pérola e Pitidba de feijao-caupi sob tratamentos
salinos em condi¢Bes ambientais controladas.

Tabela 1: indice de velocidade de germinacdo das cultivares Pérola e Pitiiba de feijio-caupi sob
tratamentos salinos em condi¢des controladas.

Tratamentos VG —
Pérola Pitiba
Controle 3,83 7,50
NaCl 25 mM 4,13 7,50
NaCl 50 mM 3,08 7,50
NaCl 75 mM 3,04 7,50
NaCl 100 mM 2,92 7,50
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Figura 3: Curvas de embebicdo de sementes das cultivares Pérola e Pitilba de feijao-caupi em agua
destilada deionizada (controle) e NaCl 100 mM a temperatura ambiente.
Os eixos embrionarios da cultivar Pérola apresentaram menor contetdo

de massa fresca que os da cultivar Pitidba em todos os tratamentos (figura 4). Para
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a cultivar Pitidba, ocorreu diminuicdo do conteudo de massa fresca dos eixos
embrionérios conforme 0 aumento da concentracdo externa de NaCl, mas este efeito
nao foi verificado para a cultivar Pérola. Adicionalmente, os cotilédones da cultivar
Pérola mostraram maior conteudo de massa fresca que os da cultivar Pitilba em
concentracbes externas de NaCl iguais ou superiores a 50 mM. Para a cultivar
Pitilba, ndo houve mudanca do conteldo de massa fresca dos cotilédones devido
aos tratamentos salinos.

Os eixos embrionarios da cultivar Pérola também apresentaram menor
conteldo de massa seca que os da cultivar Pitilba em todos os tratamentos (figura
5). Para a cultivar Pérola, foi verificada tendéncia de aumento do conteido de massa
seca dos eixos embrionarios em NaCl 25 e 50 mM. Porém, houve tendéncia de
diminuicdo do conteddo de massa seca dos eixos embrionarios da cultivar Pitilba
segundo o aumento da concentracdo externa de NaCl. Além disso, os cotilédones
da cultivar Pérola apresentaram maior conteldo de massa seca que os da cultivar
Pitiiba em todos os tratamentos. Os cotilédones da cultivar Pérola mantiveram maior
conteudo de massa seca em concentracdes externas de NaCl mais elevadas, mas
os cotilédones da cultivar Pitilba ndo apresentaram alteracdo do contetdo de massa
seca com o tratamento salino.

Em todos os tratamentos, 0s eixos embrionarios da cultivar Pérola
apresentaram menor conteudo de agua (porcentagem de umidade) que os da
cultivar Pitidba (figura 6). Adicionalmente, o conteldo de agua dos eixos
embrionarios da cultivar Pitidba ndo sofreu variagdo com o tratamento salino,
enquanto os da cultivar Pérola mostraram reducdo no contetdo de agua em NaCl 75
e 100 mM. N&o houve variacdo consideravel do conteudo de agua dos cotilédones
de ambas as cultivares conforme o aumento da concentracdo externa de NacCl.

Em eixos embrionarios e cotilédones de ambas as cultivares, ocorreu
aumento da concentracdo de Na®, em base de agua de tecido, de acordo com o
aumento da concentracdo externa de NacCl (figura 7). A cultivar Pérola apresentou
maior concentracdo de Na’ em eixos embrionarios e cotilédones que a cultivar
Pérola em todos os tratamentos. Além disso, foi verificada maior concentracdo de

Na* em cotilédones que em eixos embrionarios.
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Figura 4: Contetdo de massa fresca de eixos embrionarios e cotilédones de sementes das cultivares

Pérola e Pitilba de feijdo-caupi germinadas sob tratamentos salinos em condi¢8es controladas.
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Figura 5: Contetldo de massa seca de eixos embrionarios e cotilédones de sementes das cultivares

Pérola e Pitiliba de feijao-caupi germinadas sob tratamentos salinos em condic¢des controladas.
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Figura 6: Contetdo de agua de eixos embrionérios e cotilédones de sementes das cultivares Pérola e
Pitilba de feijdo-caupi germinadas sob tratamentos salinos em condi¢des controladas.
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Figura 7: Concentragéo de Na* , em base de agua de tecido, de eixos embrionéarios e cotilédones de
sementes das cultivares Pérola e Pitidba de feijdo-caupi germinadas sob tratamentos salinos em

condi¢des controladas.

2.3.2. Germinacao em condi¢cOes de casa de vegetacao
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As cultivares Pérola e Pitidba apresentaram resultados contrastantes
quanto a germinacdo em condicdes de casa de vegetacdo. Oito dias apos a
semeadura, a cultivar Pérola apresentou menor porcentagem de germinacao que a
cultivar Pitilba, tanto no tratamento controle quanto em NaCl 100 mM (figura 8). A
porcentagem de germinacao da cultivar Pérola foi reduzida drasticamente em NacCl
100 mM em comparagdo com o respectivo tratamento controle e a cultivar Pitilba
em NaCl 100 mM. Além disso, a cultivar Pérola apresentou menor IVE que a cultivar
Pitilba, tanto no tratamento controle quanto em NaCl 100 mM (tabela 2). Houve
diminuicéo de IVE para a cultivar Pérola em NaCl 100 mM em relag&o ao respectivo

tratamento controle.

2.3.3. Estabelecimento de plantulas em condi¢cdes controladas

Apds 48 h de tratamento em condi¢cdes controladas, as plantulas das
cultivares Pérola e Pitilba ndo mostraram respostas contrastantes ao tratamento
salino (figura 9). Ambas as cultivares apresentaram reducéo de comprimento da raiz
priméria conforme o aumento da concentracdo externa de NacCl, além de diminui¢éo
do nimero e do comprimento de raizes secundarias.

As plantulas tratadas das cultivares Pérola e Pitilba ndo mostraram
diferencas marcantes quanto ao contetido de massa fresca em raizes, caule e folhas
em relacdo as respectivas plantulas controle (figura 10). Apesar disso, as plantulas
da cultivar Pérola apresentaram maior conteddo de massa fresca em todas as
partes, quando comparadas as plantulas da cultivar Pitilba.

As plantulas tratadas de ambas as cultivares também néo apresentaram
diferencas do conteddo de massa seca em raizes e folhas em comparacdo com as
respectivas plantulas controle, mas apresentaram maior contetdo de massa seca
em caule, sobretudo nas maiores concentracdes externas de NaCl (figura 11).
Novamente, as plantulas da cultivar Pérola mostraram maior conteddo de massa

seca em raizes, caule e folhas que as plantulas da cultivar Pititba.
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Figura 8: Porcentagem de germinagdo das cultivares Pérola e Pitilba de feijdo-caupi sob tratamento
salino em condicdes de casa de vegetacdo. As sementes foram submetidas a tratamento com 4gua
destilada deionizada (controle) ou NaCl 100 mM a partir do segundo dia apdés a semeadura e
permeneceram sob temperatura média de 31°C durante o dia e 23°C durante a noite, cerca de 55%
de UR, fotoperiodo médio de 12 h e 1400 pmol.m™.s™ por oito dias.

Tabela 2: indice de velocidade de emergéncia das cultivares Pérola e Pititiba de feijao-caupi sob
tratamento salino em condi¢Bes de casa de vegetacao.

Tratamento VG
Pérola Pitilba
Controle 9,8 11,8
NaCl 100 mM 8,4 11,3
Pérola

Antes 0 25 S0 75 100
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Figura 9: Aspecto morfologico de plantulas das cultivares Pérola (acima) e Pitilba (abaixo) de feijéo-
caupi submetidas a tratamentos salinos em condi¢g8es controladas. Quatro dias ap6s a semeadura, as
plantulas foram submetidas a tratamento com agua destilada deionizada (controle) ou NaCl 25, 50, 75
e 100 mM (da esquerda para a direita) a 27+2°C, sob fotoperiodo de 12 h e 240 pmol.m™ s™ por 48 h.
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Figura 10: Contetdo de massa fresca de raizes, caule e folhas de plantulas das cultivares Pérola e
Pitilba de feijao-caupi submetidas a tratamentos salinos em condi¢es controladas.
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Figura 11: Contetdo de massa seca de raizes, caule e folhas de plantulas das cultivares Pérola e
Pitiliba de feijao-caupi submetidas a tratamentos salinos em condi¢8es controladas.

As plantulas das cultivares Pérola e Pitilba mostraram pouca diferenca

quanto ao acumulo de massa seca em sistema radicular, mas as plantulas da

cultivar Pérola apresentaram maior acumulo de massa seca em parte aérea em

comparacdo com as da cultivar Pitidba (figura 11). As concentracdes externas de
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NaCl utilizadas ndo induziram modificacdes consideraveis na razao entre parte
aérea e sistema radicular em ambas as cultivares (tabela 3).

Em raizes, caule e folhas das plantulas tratadas das duas cultivares
houve pequena diminuicdo do conteudo de agua (porcentagem de umidade) em
relagdo as plantulas controle, a qual foi um pouco mais acentuada nas
concentracoes externas de NaCl mais elevadas (figura 12).

As raizes e o caule das plantulas tratadas de ambas as cultivares
apresentaram aumento acentuado da concentracdo de Na® (em base de agua de
tecido) de acordo com o aumento da concentracdo externa de NaCl (figura 13).
Adicionalmente, as raizes acumularam cerca de trés vezes mais Na* que o caule em
todos os tratamentos e as raizes da cultivar Pitiiba acumularam mais Na* que as da
cultivar Pérola. Entretanto, as folhas das plantulas tratadas das duas cultivares nao
mostraram variagdes consideraveis na concentracdo de Na', mesmo nas maiores

concentracdes externas de NaCl.

Tabela 3: Raz&o entre parte aérea e sistema radicular de plantulas das cultivares Pérola e Pitilba de
feijdo-caupi submetidas a tratamento salino em condi¢es controladas.

Tratamento Razao parte aérea/sistema radicular
Pérola Pitiliba
Controle 2,70 2,20
NaCl 25 mM 2,87 2,25
NaCl 50 mM 2,97 2,46
NaCl 75 mM 2,78 2,23
NaCl 100 mM 2,68 2,28
100 - Pérola - umidade # Raizes 100 - Pitilba - umidade # Raizes
| Caule B Caule
A Folhas A Folhas

i
'\i\}\‘\‘

©
o
1
©
o
ﬂ

Umidade (%)

Umidade (%)

o)
o
1
o)
o
1
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Figura 12: Contetido de &gua de raizes, caule e folhas de plantulas das cultivares Pérola e Pitiba de
feijdo-caupi submetidas a tratamentos salinos em condi¢des controladas.
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Figura 13: Concentracdo de Na* em raizes, caule e folhas de plantulas das cultivares Pérola e Pititiba
de feijdo-caupi submetidas a tratamentos salinos em condi¢c8es controladas.

2.3.4. Estabelecimento de plantulas em condi¢cdes de casa de vegetacao

Em condicbes de casa de vegetacdo, as plantulas da cultivar Pérola
apresentaram menor contetdo de massa fresca em raizes e parte aérea que as da

cultivar Pitidba em ambos os tratamentos (figura 14). No entanto, as plantulas



54

tratadas apresentaram menor conteido de massa fresca que as controle das duas
cultivares.

O conteudo de massa seca em raizes e parte aérea das plantulas da
cultivar Pérola também foi menor que o das plantulas da cultivar Pitidba nos dois
tratamentos (figura 15). Porém, foi verificado menor conteddo de massa seca em
raizes e parte aérea de plantulas tratadas apenas para a cultivar Pitilba. As
plantulas tratadas e controle da cultivar Pérola ndo apresentaram diferencas quanto
ao contetdo de massa seca em raizes e parte aérea.

As plantulas tratadas, de ambas as cultivares, mostraram diminuigdo sutil
na razao entre parte aérea e sistema radicular em comparacdo com as plantulas
controle (tabela 4). A diminuicdo desta razao ocorreu devido a reducdo no acumulo
de massa seca em parte aérea de plantulas tratadas, especialmente da cultivar
Pititba.

Nas raizes, de ambas as cultivares, ndo houve diminui¢cdo do contetdo de
agua (porcentagem de umidade) devido ao tratamento com NaCl (figura 16). Além
disso, ndo existem diferencas de contelddo de agua nas raizes das duas cultivares,
nos dois tratamentos. No entanto, ocorreu diminuicdo do contetdo de agua na parte
aérea das plantulas tratadas da cultivar Pérola, em relacdo as plantulas controle.
Assim, o tratamento com NaCl propiciou maior prejuizo no acumulo de massa seca

gue no acumulo de 4gua em plantulas de ambas as cultivares.
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Figura 14: Conteldo de massa fresca em raizes e parte aérea de plantulas das cultivares Pérola e
Pitilba de feijdo-caupi submetidas a tratamento salino em condicdes de casa de vegetacdo. As
sementes foram submetidas a tratamento com agua destilada deionizada (controle) ou NaCl 100 mM
a partir do segundo dia apés a semeadura e permaneceram sob temperatura média de 31°C durante
o dia e 23°C durante a noite, aproximadamente 55% de UR, fotoperiodo médio de 12 h e 1400
umol.m™?.s™ por oito dias.
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Figura 15: Contelddo de massa seca em raizes e parte aérea de plantulas das cultivares Pérola e
Pitiliba de feijao-caupi submetidas a tratamento salino em condi¢des de casa de vegetacao.
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Tabela 4: Raz&o entre parte aérea e sistema radicular das cultivares Pérola e Pitiiba de feijao-caupi

sob tratamento salino em condi¢des de casa de vegetacao.

Tratamento Razdo parte aérea/sistema radicular
Pérola Pitidba
Controle 2,21 2,26
NaCl 100 mM 2,05 2,07
100 - Umidade - parte aérea O Pérola 100 Umidade - raiz O Pérola
O Pitidba O Pitidba
95 95 1 T
~ T T |
S 90 4 1 & 90
g i - g
= T S
E g5 1 1 E g5
80 A 80
75 T 75 T
Controle NaCl 100 mM Controle NaCl 100 mM
Tratamentos Tratamentos

Figura 16: Contelido de agua (porcentagem de umidade) em raizes e parte aérea de plantulas das
cultivares Pérola e Pitilba de feijdo-caupi submetidas a tratamento salino em condi¢des de casa de

vegetacao.

2.4. DISCUSSAO

2.4.1. Germinacao

De acordo com os resultados obtidos, a cultivar Pérola de feijao-caupi

apresentou maior sensibilidade a salinidade causada por

NaCl

durante a
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germinagdo, enquanto a cultivar Pitilba mostrou maior resisténcia, tanto em
condi¢gbes controladas quanto em casa de vegetacdo. Em condi¢cbes controladas, a
cultivar Pérola apresentou menor porcentagem de germinacdo (figura 1) e menor
IVG (tabela 2) nas concentracdes externas de NaCl mais elevadas, indicando que os
tratamentos inibiram e atrasaram a germinagdo das sementes desta cultivar. J4 a
cultivar Pitilba sob tratamentos salinos ndo apresentou mudancas na porcentagem
de germinacéo e no IVG em comparagdao com o respectivo controle, mostrando que
as sementes desta cultivar ndo sofreram inibicdo nem atraso da germinacao devido
a salinidade causada pelo NaCl. Outros autores j& haviam descrito a reducdo da
porcentagem de germinacdo (Redmann, 1974; Al-Niemi et al., 1992; Misra e
Dwivedi, 2004) e da velocidade de germinacdo (Ramoliya e Pandey, 2002; Ramoliya
e Pandey, 2003; Misra e Dwivedi, 2004) causada pelo estresse salino.
Adicionalmente, outras leguminosas cultivadas, como alfafa (Redmann, 1974; Al-
Niemi et al., 1992) e Phaseolus aureus (Misra e Dwivedi, 2004), também apresentam
cultivares que respondem diferencialmente ao estresse salino durante a germinacgao.

Em casa de vegetacdo, a cultivar Pérola também mostrou menor
porcentagem de germinacgao (figura 8) e menor IVE (tabela 2) em NaCl 100 mM que
em tratamento controle, evidenciando novamente inibicdo e atraso da germinacao
causado pelo tratamento salino. No entanto, a cultivar Pitidba ndo sofreu alterac6es
na porcentagem de germinacdo, nem no IVE devido ao tratamento salino. Em casa
de vegetacédo, a cultivar Pérola apresentou menor porcentagem de germinacdo em
NaCl 100 mM (figura 8), que em condi¢cdes controladas (figura 2). Como as
condi¢cOes de casa de vegetacdo sdo mais aproximadas das condi¢cbes naturais de
cultivo, evidencia-se que o desempenho desta cultivar durante a germinagéo podera
ser inferior ao da cultivar Pitidba em condi¢cbes de campo, especialmente em solos
salinizados.

O padrao cinético de embebicdo pode consistir em um fator importante
para a sensibilidade ou a resisténcia das cultivares Pérola e Pitilba ao estresse
salino durante a germinacdo. As sementes da cultivar Pérola apresentaram
embebicdo mais rapida que as sementes da cultivar Pitilba, especialmente durante
a primeira hora de incubacéo (figura 3). E provavel que a velocidade de embebic&o
esteja relacionada com a diferenca de estrutura do tegumento das sementes das
cultivares. As sementes da cultivar Pérola apresentam tegumento mais delgado e

aparentemente mais permeavel que as sementes da cultivar Pitiiba. A embebicéo
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rapida pode ocasionar a ruptura das membranas celulares, pelo desmantelamento
das bicamadas lipidicas durante a reidratacdo do protoplasma, envolvendo a
transicdo entre os estados de gel (mais rigido, antes da embebic&do) e de cristal
liquido (mais fluido, apés a embebicdo) das membranas. A ruptura das membranas
acarreta o extravasamento dos contetdos celulares e a morte das células, podendo
inviabilizar as sementes (Bewley e Black, 1994). Além disso, as sementes tratadas e
controle da cultivar Pérola ndo apresentaram diferencas na captacdo de agua
durante este periodo. Assim, € possivel que as sementes tratadas também tenham
captado e acumulado Na*, acarretando possiveis distirbios metabdlicos durante a
germinacao, devido a toxicidade deste ion (Wahid et al., 1998; Croser et al., 2001). A
partir da segunda hora de embebicéo, para a cultivar Pérola, e da quarta hora, para
a cultivar Pitiiba (figura 3), foi verificada menor captacdo de agua pelas sementes
tratadas que pelas sementes controle. Esta restricdo da captacdo de agua pode
estar relacionada ao efeito osmético do tratamento salino para a cultivar Pitilba, uma
vez que as sementes desta cultivar sofreram hidratacdo rapida a partir da quarta
hora de embebicdo. No entanto, as sementes da cultivar Pérola ja se apresentavam
quase totalmente hidratadas apos duas horas de embebicdo, de modo que a
restricdo da captacdo de agua nas sementes tratadas pode ser decorrente de
distarbios metabdlicos causados durante a reativacdo do metabolismo (Castro e
Hilhorst, 2004).

Durante a germinacdo em condi¢des controladas, 0s eixos embrionarios
da cultivar Pérola apresentaram menor conteddo de massa fresca (figura 4) e massa
seca (figura 5) que os da cultivar Pitilba em todos os tratamentos. Entretanto, os
eixos embrionarios da cultivar Pérola ndo sofreram alteracdes no contetdo de
massa fresca devido aos tratamentos salinos, enquanto o0s eixos embrionarios da
cultivar Pitilba apresentaram reducdo do conteudo de massa fresca conforme o
aumento da concentracdo externa de NaCl. Alem disso, os eixos embrionarios de
ambas as cultivares ndo apresentaram modificagbes do conteudo de massa seca
devido aos tratamentos salinos (figura 5). Deste modo, € provavel os eixos
embrionarios da cultivar Pitilba sofreram diminuicdo do conteudo de massa fresca
por captarem menos agua do substrato devido ao efeito osmotico do tratamento
salino. Em eixos embrionarios e cotilédones de girassol, o0 menor incremento do

contetdo de massa fresca durante a germinagdo, segundo o aumento da
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concentragdo externa de NaCl, também evidenciou o efeito osmotico do tratamento
salino (Ashraf et al., 2003).

Em contraponto, os cotilédones da cultivar Pérola mostraram maior
conteudo de massa fresca (figura 4) e massa seca (figura 5) que os da cultivar
Pitilba em todos os tratamentos. Adicionalmente, os cotilédones da cultivar Pérola
mantiveram mais massa seca de acordo com o aumento da concentragao externa de
NaCl, enquanto os da cultivar Pitilba ndo sofreram alteragcbes do conteludo de
massa seca devido aos tratamentos salinos (figura 5). Assim, possivelmente os
tratamentos salinos causaram atraso da mobilizacao de reservas nos cotilédones da
cultivar Pérola. Este efeito do estresse salino sobre a mobilizacdo de reservas ja
havia sido descrito para feijdo-caupi por outros autores (Prisco e Vieira, 1976; Prisco
et al., 1981).

Tanto os cotilédones quanto os eixos embrionarios da cultivar Pérola
acumularam mais Na’® que os da cultivar Pitilba conforme o aumento da
concentracdo externa de NaCl (figura 7). Além disso, os cotilédones de ambas as
cultivares acumularam mais Na" que os respectivos eixos embrionarios. O acimulo
de Na' nos tecidos pode desencadear efeitos toxicos deste ion, principalmente
sobre a atividade de transportadores de K* e de enzimas dependentes de K* como
co-fator, resultando em danos nutricionais e metabdlicos (Maathuis e Amtmann,
1999; Blumwald et al., 2000; Serrano e Rodriguez-Navarro, 2001). Concentragdes
intracelulares de Na* em torno de 100 mM podem ser suficientemente altas para
causar efeitos toxicos devido a competicédo entre Na* e K* por sitios de ligacdo em
transportadores ou enzimas (Maathuis e Amtmann, 1999). Assim sendo, o0s
cotilédones da cultivar Pérola, que acumularam Na* em concentrac¢&o superior a 100
mM, em base de &gua de tecido, podem ter sofrido efeitos toxicos do NacCl,
acarretando o retardo da mobilizacéo de reservas.

De acordo com as evidéncias constatadas, as cultivares Pérola e Pitilba
apresentaram respostas diferenciais a salinidade causada pelo NaCl durante a
germinacao. A sensibilidade da cultivar Pérola durante esta fase do desenvolvimento
provavelmente esta relacionada a alta permeabilidade do tegumento, que permite
embebicdo mais rapida (figura 3) e maior acimulo de Na* (figura 7). Deste modo, 0s
tecidos desta cultivar estariam mais propensos a sofrer danos de membrana e
distirbios metabdlicos que os da cultivar Pitidba. Além disso, os resultados

evidenciam que o desenvolvimento do eixo embrionario possivelmente foi afetado
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pelo retardo na mobilizacdo de reservas em cotilédones da cultivar Pérola (figura 5)
ou por efeito osmético direto na cultivar Pitilba (figura 4).

2.4.2. Estabelecimento das plantulas

As cultivares Pérola e Pitilba de feijdo-caupi ndo apresentaram respostas
contrastantes ao estresse salino durante o estabelecimento das plantulas em
condi¢cbes controladas. Ambas as cultivares mostraram reducdo de crescimento do
sistema radicular, incluindo a diminuicdo do comprimento da raiz priméria conforme
0 aumento da concentracdo externa de NaCl, além de diminuicdo do niumero e do
comprimento de raizes secundarias. Outras espécies, como Pinus banksiana, Picea
mariana, Picea glauca (Croser et al., 2001), Salvadora oleiodes (Ramoliya e Pandey,
2002), Cordia rothii (Ramoliya e Pandey, 2003) e Phaseolus aureus (Misra e
Dwivedi, 2004), também apresentaram redugdo do comprimento das raizes como
resposta ao estresse salino.

Apesar disso, 0s tratamentos salinos ndo provocaram modificacdes
proeminentes do conteldo de massa fresca (figura 10), massa seca (figura 11) e
agua (figura 12) nas cultivares Pérola e Pitilba durante o periodo de incubacédo. A
cultivar Pérola apresentou maior conteido de massa fresca e massa seca em raizes,
caule e folhas que a cultivar Pitidba, em todos os tratamentos. A diferenca verificada
no tamanho das plantulas entre as cultivares pode ser decorrente da diferenca no
tamanho das suas sementes. A cultivar Pérola possui sementes maiores que as da
cultivar Pitilba, possivelmente contendo maior quantidade de reservas. Assim, a
mobilizacdo e a distribuicdo destas reservas durante o crescimento das plantulas
poderiam acarretar a diferenca de tamanho observada.

Adicionalmente, as plantulas da cultivar Pérola apresentaram maior razéo
entre parte aérea e sistema radicular que as plantulas da cultivar Pitilba (Tabela 3),
devido ao maior acumulo de massa seca na parte aérea. Novamente, a maior
disponibilidade de reservas em sementes da cultivar Pérola pode ter possibilitado a
translocacdo mais intensa de produtos de hidrélise para a parte aérea.

Plantulas de outras espécies, incluindo Salvadora oleiodes (Ramoliya e
Pandey, 2002), Cordia rothii (Ramoliya e Pandey, 2003) e Phaseolus aureus (Misra
e Dwivedi, 2004), apresentaram reducdo do conteddo de massa fresca e massa

seca tanto em raizes quanto em parte aérea de acordo com 0 aumento da
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concentracdo externa de sais. No entanto, as plantulas destas espécies foram
expostas aos tratamentos salinos durante periodos mais prolongados, variando de 5
a 14 dias, enquanto as plantulas de feijdo-caupi foram expostas por apenas 48 h.
Deste modo, talvez o efeito dos tratamentos salinos sobre os conteudos de massa
fresca e massa seca nao tenham sido verificados em plantulas de feijdo-caupi
devido ao tempo de exposicao relativamente curto.

Assim como o conteudo de massa fresca e massa seca, 0 contetudo de
agua de raizes, caule e folhas das plantulas de feijdo-caupi ndo sofreu alteracdes
substanciais devido aos tratamentos salinos (figura 12). Houve apenas tendéncia
discreta de diminuicdo do conteudo de agua conforme o aumento da concentracédo
externa de NaCl. Portanto, parece que os efeitos osmoticos decorrentes dos
tratamentos salinos foram pouco pronunciados sobre o conteldo de agua das
plantulas ao final do tempo de exposicéo.

No entanto, é possivel que os tratamentos salinos tenham induzido efeitos
ibnicos sobre as plantulas de ambas as cultivares ao final dos experimentos. Houve
aumento drastico da concentracdo de Na*, em base de agua de tecido, em caule e
principalmente em raizes de acordo com o aumento da concentracdo externa de
NaCl, mas nio houve aumento da concentracdo de Na* em folhas (figura 13). Além
disso, as raizes foram capazes de concentrar em torno de trés vezes mais Na* que o
caule em todos os tratamentos salinos. Estes resultados evidenciam a existéncia de
mecanismos fisiolégicos que acarretam a concentragdo de Na® em raizes e
impedem a sua distribuicdo para a parte aérea, evitando 0s seus efeitos toxicos
sobre o metabolismo.

Possiveis mecanismos de exclusdo de Na® das folhas foram relatados
para outras espécies expostas ao estresse salino. Em dicotiledéneas, parece que as
raizes atuam na retengdo ou na exclusdo de Na'. Por exemplo, plantas de soja
expostas a salinidade induzida por NaCl também concentram Na* em raizes (Durand
e Lacan, 1994) e uma cultivar resistente de Phaseolus aureus impede a acumulacéo
de Na' tanto em raizes quanto em parte aérea sob tratamentos salinos (Misra e
Dwivedi, 2004). Em monocotiledéneas, o caule ou a bainha das folhas pode
desempenhar algum papel na retencdo de Na’. Em sorgo, sementes tratadas com
NaCl geram plantulas que acumulam Na* no mesocétilo (Wahid et al., 1998). J4 em
trigo, plantulas sob tratamentos salinos impedem a acumulacdo de Na* no limbo

devido a retengdo deste ion na bainha das folhas (Davenport et al., 2005). Neste
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contexto, feijao-caupi se mostra um bom modelo de estudo para esclarecer
mecanismos fisiolégicos relacionados a homeostase ibnica sob estresse salino,
devido a sua capacidade de exclusdo de Na' das folhas e retencdo de Na' em
raizes.

Transportadores de Na® localizados em membrana plasmatica e
tonoplasto foram caracterizados em algumas espécies e foram relacionados com
mecanismos de exclusdo e compartimentalizagdo de Na*. O contra-transportador
Na’/H* SOS1 de Arabidopsis thaliana, é expresso em membrana plasmatica de
células parenquimaticas do xilema e deve atuar na exclusdo de Na® durante o
carregamento dos elementos de vaso em raizes, impedindo a sua translocacéo para
a parte aérea (Shi et al., 2002). Em células expandidas, o contra-transportador
Na*/H* NHX1 é expresso em tonoplasto e deve agir na compartimentalizacdo de Na*
no vacuolo (Graxiola et al., 1999). A identificacdo e a caracterizacdo destes
transportadores em plantulas de feijao-caupi pode esclarecer 0s mecanismos
utilizados por esta espécie para concentrar Na* em raizes.

Em condicdes de casa de vegetacao, as plantulas das cultivares Pérola e
Pitilba apresentaram respostas mais contrastantes ao tratamento salino. As
plantulas tratadas de ambas as cultivares mostraram reducdo de massa fresca em
raizes e parte aérea em relacdo as respectivas plantulas controle (figura 14). No
entanto, as plantulas da cultivar Pérola apresentaram menor conteldo de massa
fresca que as plantulas da cultivar Pitiba nos dois tratamentos. De acordo com 0s
resultados referentes ao conteddo de massa seca (figura 15) e agua (figura 16), as
plantulas da cultivar Pérola ndo sofreram reducdo pronunciada de massa seca
devido ao tratamento salino, mas sofreram reducdo do conteudo de &agua,
especialmente em parte aérea. Assim sendo, as diferencas observadas de massa
fresca entre as plantulas tratadas e controle desta cultivar se devem a reducdo do
conteudo de agua em resposta ao tratamento salino. Neste sentido, parece que o
tratamento salino inibiu o crescimento das plantulas da cultivar Pérola devido ao
efeito osmoético deste tratamento. Para as plantulas da cultivar Pitiiba, os resultados
foram inversos. As plantulas tratadas desta cultivar apresentaram reducdo do
conteudo de massa seca em relagdo as plantulas controle, mas praticamente nao
apresentaram diferencas em relacdo ao conteudo de agua. Deste modo, é possivel

gue o tratamento salino tenha agido sobre as plantulas da cultivar Pitilba de forma
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diferente daquela verificada para a cultivar Pérola, ou seja, as plantulas da cultivar
Pitilba podem ter sofrido algum efeito idbnico decorrente do tratamento salino.
Apesar disso, as plantulas da cultivar Pitidba apresentaram melhor
desempenho que as plantulas da cultivar Pérola em ambos os tratamentos. As
plantulas da cultivar Pitilba acumularam maior conteido de massa fresca e massa
seca que as plantulas da cultivar Pérola em todos os tratamentos. Estas diferencas
podem indicar maior habilidade da cultivar Pitidba manter o crescimento em

condicles de estresse salino.

2.5. CONCLUSAO

As cultivares Pérola e Pitilba de feijdo-caupi apresentaram respostas
contrastantes a salinidade causada por NaCl, especialmente durante a germinacao
das sementes.

A cultivar Pérola se mostrou mais sensivel e a cultivar Pitidba mais
resistente aos tratamentos salinos. Assim, caracteristicas expressas nas sementes
destas cultivares, como estrutura do tegumento e conteddo de reservas podem

influenciar sobremaneira o seu desempenho sob condi¢cdes de estresse salino.
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CRESCIMENTO E PARTIGAO DIFERENCIAL DE {ONS EM PLANTULAS DE
FEIJAO-CAUPI [Vigna unguiculata (L.) Walp.] SUBMETIDAS AO ESTRESSE
SALINO

CAPITULO 3

3.1. INTRODUCAO

A salinidade dos solos € um fator ambiental que restringe a producéo das
culturas agricolas em diversas partes do mundo, particularmente nas regides aridas

e semi-aridas (Greenway e Munns, 1980; Munns, 2002), onde afeta severamente a
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dispersdo e a produtividade vegetal (Kuznetsov e Shevyakova, 1997). Atualmente,
19,5% das terras irrigadas e 2,1% dos solos do planeta sdo afetados em alguma
intensidade por sais (FAO, 2006). No Brasil, estima-se que 30% das areas irrigadas
dos projetos publicos apresentam problemas de salinizacdo, e essas areas estao
concentradas principalmente no semi-arido nordestino (Bernardo, 1997). Nessas
areas as irregularidades pluviomeétricas, caracteristicas do material de origem dos
solos e elevadas taxas de evapo-transpiracdo, levam a salinizacdo primaria dos
solos, enquanto praticas de irrigacdo, utilizando aguas salinas, e o uso intensivo de
fertilizantes podem levar a salinizagdo secundaria (Fageria e Gheyi, 1997).

O excesso de sais na solu¢cdo do solo pode causar estresse osmotico nas
culturas, pela reducdo do potencial hidrico do solo, e toxicidade idnica especifica,
em funcdo do acimulo excessivo de fons salino (Na* e CI) no tecido vegetal. Os
efeitos da salinidade sobre o metabolismo vegetal sdo complexos e atingem
processos metabolicos associados ao déficit hidrico, desbalango nutricional e i6nico,
comportamento estomatico, eficiéncia fotossintética e capacidade de assimilacéo e
alocacao de carbono (Bohnert et al., 1995). No curto espago de tempo, minutos ou
horas, o déficit hidrico celular, efeito osmético da salinidade, parece ser o principal
responsavel pela reducdo da taxa de expansdo e crescimento foliar (Munns e
Termaat, 1986; Jacoby, 1994). Entretanto, com o passar do tempo, dias ou
semanas, pode ocorrer toxicidade i6bnica em funcdo do intenso acumulo de ions
salinos (Na* e CI") téxicos ao metabolismo celular (Bernstein et al., 1974), resultando
em toxicidade ionica e desbalanco nutricional de importantes culturas: tomate
(Pérez-Alfocea et al., 1996; Kaya et al., 2001), pimenta (Chartzoulakis e Klapaki,
2000) e citrus (Storey e Walker, 1998).

Interaces competitivas entre CI/NO3, e Na*/Ca*¥/K", tanto no meio de
cultivo como no tecido vegetal, podem resultar em desbalanco i6nico podendo
ocorrer deficiéncia nutricional dependendo de sua intensidade (Grieve e Shannon,
1999). Diversos trabalhos na literatura associam o estresse salino, induzido por
NaCl, com deficiéncia nutricional em culturas. Por exemplo, altas concentracdes de
NaCl no meio de cultivo induz deficiéncia de nitrogénio e céalcio em tomate e meléao
(Cerda e Martinez, 1998), trigo e cevada (Ehret et al., 1990), milho (Evlagon et al.,
1990) e tomate (Navarro et al., 2000). No entanto, a resposta ao estresse salino
pode variar amplamente entre as diferentes espécies vegetais em fungdo de

caracteristicas distintas de tolerancia a salinidade inerente a cada espécie (Savvas e
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Lenz, 2000). A salinidade determinada pelo excesso de sais de Na' reduz a
disponibilidade de Ca*?, o transporte e a mobilidade desse nutriente no tecido
vegetal, afetando o desempenho de 6rgaos vegetativos e reprodutivos. O calcio atua
em mecanismos regulatérios do metabolismo celular (Ehret et al., 1990), enquanto
os fons Na* podem competir com o Ca*? pelos sitios de ligamento na membrana
plasmatica resultando na desestabilizacdo estrutural e alteracdo funcional da
plasmalema (Grattan e Grieve, 1999).

Sob condicdes fisioldgicas tipicas as plantas mantém uma alta relacéo
K*/Na" no citosol, apresentando concentragdes de K* na faixa de 100 a 200mM e
Na® entre 1 — 10mM (Binzel et al., 1988). O gradiente de potencial elétrico negativo (-
140mV) da plasmalema e a elevada concentracdo de Na' no meio extracelular
proporcionam condi¢do eletroquimica favoravel para ocorréncia de influxo passivo
de Na® do meio externo para o citosol (Higinbotham, 1973). Embora o(s)
mecanismo(s) de absor¢do de Na’ em plantas ainda ndo estejam completamente
esclarecidos, atualmente existem evidéncias experimentais que demonstram a
ocorréncia do influxo de Na' através da plasmalema utilizando sistemas de
transporte de K*. As plantas utilizam sistemas de transportadores de alta afinidade,
funcionais em meios com [K'] em pM, e baixa afinidade, funcionais em meios com
[K'] em mM, para aquisicdo de potassio do meio extracelular (Maathuis e Amtmann,
1999). A similaridade fisico-quimica existente entre os ions Na* e K, carga elétrica e
raio idnico hidratado, sdo consideradas as principais causas do efeito inibitorio do
Na" sobre os sistemas de absorcdo de K™ em plantas, onde interfere principalmente
com o sistema de alta afinidade (Zhu, 2001).

A capacidade das plantas para enfrentar os efeitos adversos do estresse
salino, no nivel celular, esta fortemente associada ao conteido de potassio celular.
O potassio € um nutriente essencial para o ciclo de vida da planta, e para muitas
espécies vegetais, cultivadas e ndo cultivadas, € o principal céation inorganico e
possui diferentes funcbes metabdlicas como: (a) balanceamento de cargas do
citoplasma, onde contrabalanca o excesso de cargas negativas oriundas de
proteinas e acidos nucléicos; (b) ativacdo (co-fator enzimético) de enzimas
envolvidas em importantes vias metabdlicas como na sintese de piruvato e (c)
possui substancial contribuicdo na pressdo osmotica do vacuolo contribuindo na
manutencdo do turgor e expansao celular (Kochian e Lucas, 1988; Maathuis e

Sanders, 1996). O Na' além de interferir com os sistemas de absorcdo de K,
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podendo comprometer a eficiéncia nutricional da planta, pode competir com K pelos
sitios de ligacdo em enzimas onde o K’ atua como co-fator, e alterar vias
metabdlicas importantes do metabolismo celular. Dessa foram, a manutencao da alta
relacdo K*/Na" celular pode representar um importante mecanismo de resisténcia ao
estresse salino em plantas (Maathuis e Amtmann, 1999).

No presente capitulo foi avaliado o efeito do estresse salino, induzido por
NaCl, sobre o acimulo de massa seca, particdo de Na* e CI', e acimulo de K* em
raizes e folhas das cultivares de feijdo-caupi Pitilba e Pérola, visando associar
essas variaveis fisioldgicas (massa seca e acumulo de ions) com a resisténcia a

salinidade, durante o estabelecimento de plantulas.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Plantio e conducéo das plantulas
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Sementes das cultivares de feijao-caupi Pérola e Pitilba foram semeadas
em vasos plasticos de 0,8 L contendo areia de textura média e vermiculita de
granulacdo meédia na proporcdo 1:1 (v/v) sob condicdes de casa de vegetacao.
Antes da mistura dos substratos a areia foi lavada exaustivamente em agua
destilada. Ap6s a mistura da vermiculita com a areia avaliou-se a capacidade de
campo, conforme descrito em Brasil (1992). Até o 4° dia ap6s o semeio (DAS) os
vasos foram supridos com agua destilada até 70% da capacidade de saturacdo. A
partir do 5° DAS os vasos foram irrigados diariamente com solucdo nutritiva diluida
1/10, conforme Hoagland e Arnon (1950). O volume de solugéo nutritiva usada em
cada rega, a partir do 5° DAS, foi controlado através da férmula:

V = (Mo — Mp) X 0,7

Onde: V:volume de solucao (mL)
Mo: massa da parcela (vaso+substrato+planta+agua), (Kg)
M1: massa da parcela antes da rega (KQg)

Para obter niumero suficiente de parcelas foram montados 30 vasos com
sementes da cv. Pitidba e 30 com sementes da cv. Pérola. Cada vaso continha
inicialmente 4 plantulas, as quais sofreram selecdo parcial no 5° DAS,
permanecendo somente 2 plantulas por vaso. Os vasos de cada cultivar foram
separados em dois lotes de 15 vasos cada e identificados com fitas azuis (controle)
e vermelhas (NaCl). Aos 15 DAS foi iniciado o tratamento salino, a eplicando-se
solucéo nutritiva de Hoagland a 1/10 de forca, acrescida de NaCl 100 mM nos vasos
com fita vermelha de cada cultivar. Os vasos com fitas azuis (controle)
permaneceram recebendo a solucdo de Hoagland a 1/10 de forgca sem NaCl. O
estudo foi realizado em dois experimentos: Um de curta duracdo, 8 dias de
tratamento salino com amostragens (coletas) realizadas a intervalos de 2 dias, e
outro de longa duracéo, com 20 dias de tratamento e amostragens realizadas a cada
4 dias. Antes de cada coleta os vasos eram transferidos para sala com condi¢des

controladas (25+2 °C, 240 pmol m™? s, umidade relativa de 70%).
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3.2.2. Massa seca de folhas e raizes

A massa de raizes e folhas foi determinada apoOs realizacdo das
amostragens (coletas) e secagem do material a 70°C durante 72 horas em estufa
com ventilagdo de ar forcado. A analise do incremento de massa seca de folhas e
raizes foi feita com base na regressdo e correlacéo linear do conteido de massa

seca em funcao do tempo de exposicao ao NaCl.

3.2.3. Concentracdo de Na" e K*

As concentracbes de Na' e K' em tecidos de folhas e raizes foram
determinadas conforme Viégas et al. (2001). Tecidos de folhas e raizes secos em
estufa foram pulverizados, com auxilio de gral e pistilo, e armazenados em frascos
fechados a temperatura ambiente. Amostras contendo 50mg de farinha foram
extraidas com 10mL de &gua deionizada, em tubos hermeticamente fechados, em
banho-maria a 100°C durante 1h. Apos o resfriamento os extratos foram filtrados,
em ponteiras com filtro de algodao, e realizadas leituras em fotbmetro de chama
(Micronal, modelo B462) calibrado com solu¢ces padrdo de NaCl e KCI contendo 50
ppm de Na" e K*, respectivamente. Os contetidos (mmol Kg™*) de Na* e K* foram
expressos na base de massa seca de folhas e raizes.

3.2.4. Concentracédo de CI

A concentragdo de CI" em tecidos de folhas e raizes foi determinada
conforme Viégas et al., (2001). Tecidos secos em estufa, de folhas e raizes, foram
pulverizados com auxilio de gral e pistilo, e armazenados a temperatura ambiente
até o momento das determinagbes. Amostras contendo 100mg de farinha foram
extraidas em 25mL de agua deionizada, em tubos hermeticamente fechados, em
banho-maria a 100°C por 1h. Apés o resfriamento os extratos foram filtrados, em
ponteiras com filtro de algodéo, e aliquotas de 20mL foram tituladas com nitrato de
prata (AgNO3) a 28mmol L™ utilizando dicromato de potassio (K>CrO.) 5% (p/v)

como indicador do final da reacgéo.
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3.2.5. Delineamento estatistico e analise dos dados

O presente estudo foi realizado em dois experimentos sequenciais, ambos
em delineamento inteiramente casualizado. No experimento de curta duracdo (8
dias) foi utilizado esquema fatorial 2x2x5, duas cultivares (Pitidba e pérola), duas
doses de NaCl (0 e 100mM) e cinco coletas (0, 2, 4, 6 e 8 dias), respectivamente,
com quatro repeticdes. O experimento de longa duracéo (20 dias) foi conduzido em
fatorial 2x4x6, duas cultivares, quatro doses de NaCl (0, 50, 100 e 200mM) e seis
coletas (0, 4, 8, 12, 16 e 20 dias), respectivamente, com quatro repeticdes. Os dados

foram analisados por regresséao linear e valores de mediatdesvio padrao.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Crescimento

Nos dois experimentos o tratamento salino induziu forte redugdo no
acumulo de massa seca em folhas e raizes nas duas cultivares (figuras 1 e 2). No
entanto, a cultivar Pitilba apresentou melhor capacidade de incremento de massa
seca em folhas e raizes, comparada a cultivar Pérola, tanto no experimento de curta
como de longa duracdo. No experimento de curta duracdo , 8 dias de exposi¢cao ao
estresse salino, a analise de regressao do incremento de massa seca de folhas, em
relacdo ao tempo de exposicdo a 100mmol L™* de NaCl, apresentou coeficiente
angular de 0,175 (com R? 0,97) e 0,08 (com R? 0,95), para Pititlba e Pérola,
respectivamente (tabela 1). Em raizes, esses valores foram de 0,103 (R? 0,98) e
0,067 (R? 0,93), para Pitiba e Pérola, respectivamente (tabela 1). Esses resultados
mostram que, na presenca do sal (Tabela 1) plantulas da cultivar Pitilba possuem
taxas de incremento de massa seca de folhas e raizes, respectivamente de 2,18 e
1,53 vezes maiores, do que as plantulas da cultivar Pérola.

No experimento de longa duracdo, 20 dias de exposicdo ao estresse
salino a capacidade de incremento de massa seca de folhas e raizes foi reduzida em
ambos cultivares a partir de 50 mmol L de NaCl (Figura 2). Entretanto, a

performance de crescimento do Pitiba, observada no experimento de curta duragcao
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foi reproduzida (Figuras 1 e 2). A analise de regressdo do incremento de massa
seca, revelou capacidade superior de crescimento do Pitilba em relacdo a cultivar
Pérola, em todas as concentracdes de NaCl avaliadas (Tabela 2). O coeficiente
angular da regressao do incremento de massa seca nas folhas da cultivar Pitilba
submetida a 50, 100 e 200mmol L™ de NaCl, foi 1,08 ( R*0,98), 2,23 ( R0,97), 1,99
( R? 0,99) vezes maior, respectivamente, comparado a cultiva Pérola para os
mesmos niveis de NaCl (Tabela 2). Em raizes, foi observado resultado similar ao de
folhas, onde a taxa de incremento (coeficiente angular) de massa seca da cultivar
Pitilba tratada com 50, 100 e 200mmol L™ de NaCl foi de 1,09 ( R%0,96), 1,78 ( R®
0,99) e 2,23 ( R?0,97) vezes maior, respectivamente, comparada a cultivar pérola
(Tabela 2). Esses resultados demonstram que a cultivar Pitilba possui melhor
desempenho de crescimento comparado a cultivar Pérola, tanto no curto como longo

tempo de exposicao ao tratamento salino.
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Tabela 1: Andlise de regressao do incremento de massa seca de folhas e raizes de plantulas de
feijdo-caupi, cultivares Pitilba e Pérola, cultivadas na auséncia (controle) e presenga de 100 mM de
NaCl, durante 8 dias.

Orgéo (NaCl) Pitilba Pérola
mmol L™
Equacéo da reta R? Equacéo da reta R?
Folhas 0 y =0,355x + 0,92 0,949 y=0,285x+1,14 0,959
100 y=0,175x+ 1 0,972 y=0,08x+1,3 0,955
Raiz 0 y =0,208x + 0,7 0,977 y=0,1945x + 0,638 0,973

100 y=0,103x+0,784 0,987 y=0,0675x+0,706 0,931

Tabela 2: Analise de regressao do incremento de massa seca de folhas e raizes de plantulas de
feijdo-caupi, cultivares Pitiba e Pérola, cultivadas na auséncia (controle) e presenca de 50, 100 e
200 mM de NacCl, durante 20 dias.

Orgao (NaCl) Pitilba Pérola
mmol L™
Equacdo da reta R? Equacdo da reta R?
0 y =1,7648x - 7,289 0,949 vy =1,8493x — 7,345 0,949
Folhas 50 y=1,35x-2,8 0,981 y=1,2423x - 3,105 0,968

100 y =0,425x + 0,838 0,977 y=0,1908x + 2,205 0,969
200 y=0,1078x+1,789 0,990 y=0,0547x+2,169 0,977

0 y =0,7283x - 2,499 0,935 y=0,7635x—-2,2 0,961

Raiz 50 y =0,5425x - 0,43 0,967 y=0,4975x - 0,07 0,935
100 y=0,2145x + 0,678 0,995 y=0,1205x+ 1,312 0,901

200 y = 0,038x + 1,686 0,973 y=0,0175x+1,846 0,377
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3.3.2. Contetidos de Na*, Cl' e K*

A exposicdo das plantulas a 100mmol L* de NaCl, durante 8 dias,
resultou em intenso acumulo de Na* e CI, em tecidos de folhas e raizes, das
cultivares Pérola e Pitiiba (Figuras 3, 4 e 5). O acimulo de Na* em folhas das duas
cultivares ocorreu de forma proporcional ao tempo de exposi¢céo ao sal (Figuras 3 e
4). No entanto, o contetido de Na* em folhas da cultivar Pérola foi relativamente
maior comparado a Pitilba, a partir do sexto dia de tratamento (Figuras 3B e 4B). No
experimento de curta duracio (8 dias), o contetido de Na* em raizes foi duas vezes
maior comparado ao conteudo desse ion em folhas, nas duas cultivares (Figuras 3 e
4). Entretanto, apés 20 dias de tratamento salino, o contetido de Na" em folhas da
Pérola foi maior que em raizes (Figura 4). Vale chamar a atencéo para o fato de que
0 acimulo de Na® em raizes, em funcdo do tempo, apresentou comportamento
diferente do observado em folhas. Em raizes, o acimulo de Na* ocorreu de forma
intensa até o quarto dia de tratamento, apresentando uma estabilizacdo, com
consequente reducdo a partir do sexto dia de salinizacdo das plantulas, tanto no
ensaio de curta duracao (Figuras 3C e D) como de longa duracgéo (Figuras 4C e D).

O tratamento salino induziu forte acimulo de CI" em tecidos de folhas e
raizes das duas cultivares (Figuras 5). ApOs oito dias de tratamento salino, o
conteudo de CI' em folhas da cultivar Pitilba foi duas vezes maior comparado a
Pérola (Figuras 5A e B), enquanto que em raizes, o teor desse ion foi relativamente
maior em Pérola (Figuras 5C e D). A deposicao de CI" em folhas foi proporcional ao
tempo de exposicdo ao NaCl, enquanto em raizes, ocorreu incremento no contetdo
desse ion até o quarto dia de tratamento, seguido de estabilizacdo no Pitilba (Figura
5C) e reducédo no Pérola (Figura 5D), a partir desse periodo. O contetudo de potassio
em folhas néo foi alterado em resposta a salinidade e ao tempo de exposi¢cao nas
duas cultivares (Figura 6). Embora ndo tenha apresentado variacdes significativas
em folhas, o contetido de K* foi reduzido em raizes em resposta ao incremento de

NaCl na solucédo nutritiva, tanto na cultivar Pitilba como na Pérola (Figuras 6C e D).
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Figura 3: Contetdo de sodio em tecidos de folhas e raizes de plantulas de feijao-caupi cultivar Pitilba
(A) e (C) e Pérola (B) e (D) submetidas a 0 (o) e 100mmol L™ () de NaCl durante 8 dias.
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Figura 6: Conteludo de potassio em tecidos de folhas e raizes de plantulas de feijdo-caupi cultivares
Pitiiba (A) e (C) e Pérola (B) e (D) submetidas a 0 () e 100mmol L™ (e) de NaCl durante 8 dias.
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3.4. DISCUSSAO

A resisténcia ao estresse salino em plantas esta condicionada a diferentes
mecanismos metabdlicos relacionados com a manutencdo da homeostase hidrica e
ionica celular. No presente estudo foi avaliado a capacidade de incremento de
massa seca, particio de ions salinos (Na* e CI) e acimulo de K*, em tecidos de
folnas e raizes, de duas cultivares de feijdo-caupi, submetidas a salinidade. A
cultivar Pitidba apresentou melhor capacidade de crescimento de folhas e raizes
frente ao estresse salino, quando comparado a cultivar Pérola, tanto no experimento
de curta (8 dias) como de longa duracdo (20 dias). A restricdo do crescimento
vegetal frente a salinidade € atribuida a efeitos adversos, desse fator de estresse,
sobre processos metabdlicos essenciais como a absorcao e utilizacdo de nutrientes
(Grattana e Grieveb, 1999; Maathuis e Amtmann, 1999), eficiéncia fotossintética
(Netondo et al., 2004), absorcao e assimilacdo de nitrogénio (Silveira et al., 2003),
fixacdo de carbono (Garcid-Sanches et al., 2002) e toxicidade i6nica (Moya et al.,
2003).

A capacidade de manutencdo de crescimento e producdo, em niveis
economicamente viaveis, € um critério adotado para classificacdo de culturas, ou
cultivares, em mais e menos resistentes a salinidade (Ashraf e Ahmad, 2000). No
presente estudo, a melhor taxa de crescimento da cultivar Pitidba quando
comparada a cultivar Pérola, em meio salinizado, demonstra sua maior resisténcia
ao estresse salino na fase de estabelecimento de plantulas. Murillo-Amador et al.
(2001), demonstraram que gendétipos de feijdo-caupi, mais resistentes a salinidade,
possuem melhor producéo de biomassa quando submetidos a 170mmol L™ de NaCl
nas fases emergéncia e crescimento inicial.

A melhor performance de incremento de massa seca, em folhas a raizes
da cultivar Pitiiba (figuras 1 e 2), ocorreu associada ao menor contetido de Na* em
tecidos de folhas, tanto no experimento de curta como de longa duragéo (figuras 3 e
4). O acumulo excessivo de Na’ na parte aérea de plantas, em condicbes de
salinizacdo dos solos, causa toxicidade ionica, resultando em perda de area foliar e
consequente reducdo da atividade fotossintética, ocasionando reducdo de
crescimento e produtividade (Garcia-Sanches et al., 2002). No geral, espécies e/ou
genotipos que apresentam melhor capacidade de regular os processos de absorgéo

e fluxo de Na* para a parte aérea, em condi¢cdes de salinidade elevada, apresentam
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menor toxicidade foliar e melhor performance de crescimento (Wahomea et al.,
2001), e esté associado a resisténcia ao estresse salino em diferentes genoétipos de
feijdo-caupi (Murillo-Amador et al., 2002).

Embora a absorcdo de sédio do meio externo seja um processo passivo
(sem gasto de energia) os mecanismos de compartimentalizagao e exclusdo celular
do Na" demandam energia. Os mecanismos responsaveis pela
compartimentalizacdo vacuolar e exclusdo celular do Na®, essenciais para
desintoxicacao citosolica sob condi¢cbes de salinidade, séo realizados por sistemas
de contra-transporte Na'/H" localizados no tonoplasto e plasmalema,
respectivamente (Blumwald et al., 2000). Esses dois sistemas de transporte, embora
nao utilizem energia metabodlica diretamente, necessitam da manutencdo do
gradiente de H" transmembranar, o qual é mantido pela acdo de H'ATPases
localizadas no tonoplasto e plasmalema, respectivamente, e necessitam de energia
na forma de ATP (Maathuis e Amtmann, 1999). Dessa forma, os sistemas de
transporte de Na“ em plantas ocorre com gasto de energia indireto, que pode
aumentar consideravelmente sob condi¢cBes de salinidade, significando desvio de
energia para outros processos metabdlicos como o crescimento (Blumwald et al.,
2000).

Conforme observado no presente estudo, o contetido de Na* em raizes de
feijdo-caupi apresentou uma forte tendéncia de reducédo a partir do sexto dia de
tratamento salino, em todas as concentracdes de NaCl testadas. Esse resultado
pode refletir a acdo de mecanismos de exclusdo de Na* radicular, podendo estar
associado a uma alta eficiéncia de sistemas de contra-transporte Na'/H" na
plasmalema de células desse 6rgdo, juntamente com aumento da atividade de
H*ATPases. A literatura aponta para aumentos significativos da atividade de contra-
transportadores Na'/H" da plasmalema sob condigdes de estresse salino em cevada
(Ratner e Jacoby,1976), tabaco (Watad, 1986), beterraba (Jacoby e Teomi, 1988),
Atriplex nummularia (Hassidim, 1990), tomate (Mennen et al., 1990; Wilson e
Shannon, 1995) e Dunaliella salina, uma alga tolerantes a sal (Katx et al., 1992). Em
plantas de Atriplex submetidas a salinidade foi observado aumentos simultaneos na
atividade de contra-transporte Na’/H* e H'ATPases (Braun et al., 1986) e
incrementos no nivel de transcritos de H*ATPases em plantas tratadas com 400mM
de NaCl (Niu et al., 1993).
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3.5. CONCLUSAO

A cultivar Pérola apresentou teores de Na*, CI' e K* mais elevados nas
raizes que a cultivar Pititba.

Em folhas, a cultivar Pérola teve um discreto aumento de Na*, uma queda
no CI"e um comportamento similar ao K* em relacado a cultivar Pititiba.

As cultivares Pérola e Pitilba apresentam carater excluidor de Na* do
sistema radicular acumulando este ion preferencialmente na parte aérea.

A cultivar Pitidba acumulou mais CI" nas folhas e apresentou melhor
performance de crescimento, indicando que o CI" acumulado nas folhas nao atingiu
concentracfes toxicas, ou ainda, que a toxicidade ibnica na espécie esta associada

principalmente ao Na".
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RESPOSTA OXIDATIVA INDUZIDA POR SALINIDADE EM DUAS CULTIVARES
FEIJAO-CAUPI

CAPITULO 4
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4.1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi é uma espécie amplamente cultivada nas regides semi-
aridas da Africa e do Brasil. Algumas cultivares desta cultura sdo razoavelmente
adaptadas a estresses abioticos tais como a seca e salinidade (Silveira et al. 2003).
Esses estresses, atuando isoladamente ou combinados, podem induzir danos
oxidativos nas plantas (Foyer e Noctor, 2000). As injurias do efeito osmético ou
ibnico causado pelo estresse salino podem promover o estresse oxidativo e/ou a
inibicdo dos sistemas que operam no restabelecimento da homeostase para o
controle de danos de estresse, reparo e desintoxicacdo (Hernandez e Almansa,
2002).

O estresse oxidativo é caracterizado pela superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) representadas predominantemente por anion
superéxido (Oy), radical hidroxila (‘OH), oxigénio singleto (*O,) e peréxido de
hidrogénio (H,0,). Esses podem ser vistos tanto como indicadores celulares de
estresse ou como mensageiros envolvidos nas vias de sinalizacdo de resposta ao
estresse (Mittler, 2002). Contudo, acredita-se que a superproducdo de EROs no
cloroplasto de folhas durante uma condicdo de estresse induzida por seca ou
salinidade seja o principal fator responséavel por danos oxidativos em folhas (Foyer e
Noctor, 2003). Contudo, os vegetais possuem mecanismos de defesa e utilizam
varias estratégias bioquimicas para evitar danos causados por EROs. As defesas
enzimaticas de plantas incluem enzimas antioxidantes, como peroxidase de fenois
(POX; EC 1.11.1.7), peroxidase de ascorbato (APX; EC 1.11.1.1), peroxidase de
glutationa (GPX; EC 1.11.1.9), dismutase de superoxido (SOD; EC 1.15.1.1), e
catalase (CAT; EC 1.11.1.6) que, juntamente com outras enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa, promovem a eliminacdo de EROs (Hernandez et al., 2001). As
POX sdo amplamente distribuidas em vegetais superiores e protegem as células
contra a agao destrutiva do H,O, pela catélise da decomposi¢do de H,0,, através da
oxidacdo de co-substratos fenolicos (Dionisio-Sese e Tobita, 1998; Sudhakar et
al.,2001; Lin e Kao, 2002). As APX catalisam a dismutacao de H,O, para H,O e O,
utilizando o ascorbato como substratos. Possuem a mesma acéo da POX e utilizam
como co-substrato o ascorbato reduzido. Essa enzima esta presente principalmente
em citosol, mitocondrias e cloroplastos (Shigeoka et al. 2002). As SOD catalisam a

dismutacdo do O,  para H,O, e O,. As CAT estdo presentes nos peroxissomas de
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quase todas as células aerdbicas e virtualmente ausentes nos cloroplastos (Dionisio-
Sese e Tobita, 1998). Essas enzimas podem proteger as células pela catalise da
decomposicdo de H,O, para O, e H,O (Foyer e Noctor, 2000). O sistema de defesa
bioquimica também inclui carotendides, ascorbato, glutationa e tocoferdis como
antioxidantes nao enzimaticos (Noctor e Foyer, 1998).

Embora vérios trabalhos fornecam evidéncias de um papel protetor efetivo
do sistema SOD-CAT-APX-POX contra estresse oxidativo em diversas espécies
vegetais (Mittler, 2002; Vaidyanathan et al., 2003; Jung, 2004), algumas questdes
ainda permanecem sem esclarecimento. Uma delas € se o0 aumento na atividade de
POX estéa relacionado a eliminacao de H,O, “per se”, ou se essa enzima promove 0
aumento do processo de lignificacdo que provoca o envelhecimento precoce de
tecidos em resposta ao estresse salino (Zheng e Van Huystee, 1992; Dionisio-Sese
e Tobita, 1998). Outro ponto controverso € a falta de informacgfes conclusivas sobre
a eficiéncia de enzimas antioxidativas durante a recuperacdo ao estresse osmotico
(Jung, 2004). Assim, com o intuito de auxiliar na elucidacao desses questionamentos
foram realizados experimentos com plantas de feijdo-caupi sob tratamento salino. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a importancia do sistema SOD-APX-
CAT-POX na resposta de folhas de feijdo-caupi ao tratamento salino.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Estratégia experimental e condi¢des de semeio

Sementes das cultivares (cv.) Pérola e Pitilba foram semeadas em vasos
plasticos de 800 mL sob condi¢cdes de casa de vegetacdo. O substrato foi preparado
com uma mistura de areia de rio e vermiculita de granulacdo média, na propor¢éo de
1:1 (v/v). Antes do preparo do substrato, a areia utilizada foi lavada exaustivamente
em agua destilada. Apdés a mistura da vermiculita com a areia avaliou-se a
capacidade de campo, conforme descrito em Brasil (1992). Até o 4° dia apds o
semeio (DAS) os vasos foram supridos com agua destilada até 70% da capacidade
de saturacédo. A partir do 5° DAS, diariamente, realizou-se a rega dos vasos com
solugdo de nutritiva de Hoagland a 1/10 da for¢ca (Hoagland e Arnon, 1950). O

volume de solucdo nutritiva usada em cada rega foi controlado através da formula:
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V=(Mg — M1) x 0,7
Onde:
V: volume de solucdo em mL
Mo: massa da parcela (vaso+substrato+planta+agua), (g)

M;i: massa da parcela antes da rega (g)

Para obter numero suficiente de parcelas foram montados 30 vasos com
sementes da cv. Pitidba e 30 com sementes da cv. Pérola. Cada vaso continha
inicialmente 4 plantulas, as quais sofreram selecdo parcial no 5° DAS,
permanecendo somente 2 plantulas por vaso. Os vasos de cada cultivar foram
separados em dois lotes de 15 cada e identificados com fitas azuis (controle) e
vermelhas (NacCl). Aos 15 DAS, foi iniciado o tratamento salino, aplicando-se solugéo
nutritiva de Hoagland a 1/10 de forga acrescida de NaCl 100 mM em metade dos
vasos de cada cultivar. Os vasos restantes permaneceram sob as condi¢des
originais (controle). As colheitas das plantas (controle e submetidas a 100 mM de
NaCl) foram feitas aos 0, 2, 4, 6 e 8 dias apds o inicio do tratamento (DAIT). Em
cada colheita, sempre as 8:00h da manha, os vasos foram transferidos para sala de
crescimento com condices controladas (25+2 °C, 240 pmol m? s™, umidade relativa
de 70%). Ap6s 2 horas de aclimatacdo na camara de crescimento, amostras de
folhas trifoliadas, totalmente expandidas, foram imediatamente coletadas e
mensurada a massa fresca. No 6° DAIT, amostras de folhas trifoliadas foram
congeladas em N; liquido e armazenadas a -80 °C para determinacéo das atividades
enzimaticas. As amostras foram utilizadas para a determinacdo ‘in vivo” de
vazamento de eletrélitos e conteddo relativo de agua. As massas frescas de raizes e
parte aérea foram coletadas em cada época para determinacdo da taxa de

crescimento relativo.

4.2.2. Determinacédo da taxa de crescimento relativo da parte aérea

A taxa de crescimento relativo da planta foi determinada pela razdo do
ganho percentual de massa seca, em duas mensuracdes consecutivas. Para tanto,
foram coletadas, amostras de plantas (parte aérea+raiz) do 6° e 8° DAIT e

mensuradas as massas frescas. As amostras foram entdo colocadas em estufa a
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60°C por 48h, obtendo-se assim a massa seca das amostras. O percentual de
massa seca (%MS) foi calculado, através da equacao:

%MS:MS(Q)X].OO/MF(Q)

onde MS é o valor em gramas de massa seca e MF, o valor em gramas de massa
fresca da amostra.
Em seguida, o valor de massa seca total (MS;) foi obtido, através da
equacao:
MS=MF; X MSy,

onde MF; é o valor de massa fresca total, obtida durante as coletas e MSq, € 0
percentual de massa seca.
Finalmente, o crescimento relativo de parte aérea (TCR) foi obtido através

da equacdo:

MS, -MS,
Tz _Tl

TCR=

onde, MS, equivale a massa seca foliar total do 8° DAIT o MS;, a massa seca total

no 6° DAIT e T,-T; equivale ao intervalo de tempo entre as duas observacoes.

4.2.3. Conteudo relativo de agua (C.R.A))

Para avaliar o conteudo relativo de &agua (C.R.A.) foi utlizada a
metodologia descrita por Cairo (1995). Para tanto, 30 discos foliares com 1 cm de
diametro foram coletados com auxilio de vazadores e imediatamente pesados em
balanca analitica. O valor obtido foi denominado de massa fresca (MF1). ApOs essa
etapa, o material foi transferido para Erlenmeyers contendo 10 mL de H,O
deionizada e mantidos em repouso, com iluminacéo e temperatura ambiente (25 °C),
durante 6 horas.

Apds o tempo decorrido, os discos foram secados em papel toalha e

posteriormente pesados para quantificar a massa turgida dos segmentos (MF,). Para
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determinar o valor de massa seca, os discos foram transferidos para sacos de papel
e colocados em estufa a 70°C, por um periodo de 48 horas. Em seguida, foram
pesados e o valor obtido denominado de massa seca (MS). O conteudo relativo de

agua foi calculado de acordo com a formula abaixo:

MF, — MS
MF, — MS

CRA. = x100

onde C.R.A. equivale ao conteudo relativo de agua em percentual, MF; a massa

fresca dos discos, MF, a massa de tecido turgido, e MS, ao teor de massa seca.

4.2.4. Vazamento de eletrélitos

A metodologia utilizada foi adaptada de Blum e Ebercon (1981). Durante a
coleta 20 discos foliares, com 1 cm de didmetro, foram coletados com o auxilio de
vazadores. Os discos foram lavados em solucdo de Ca,SO4 0,1 mM, por 1 minuto,
enxaguados trés vezes em agua deionizada e mantidos em repouso por 30 minutos,
no ultimo enxague. Em seguida, os segmentos foram colocados em tubos contendo
10 mL de H,O deionizada, e fechados hermeticamente. Os tubos ficaram em
repouso por 6 horas, a temperatura ambiente e agitacdo ocasional. Decorrido o
tempo estabelecido, a solucdo que estava em contato com o0s segmentos foi
transferida para outro tubo de ensaio e a primeira leitura de condutividade (L,), foi
determinada em condutivimetro. A solu¢éo foi devolvida para os tubos com tampa e
estes, fechados hermeticamente, foram aquecidos em banho-maria a 100 °C por 60
minutos. Depois de resfriar até a temperatura ambiente, a solucdo de contato foi
novamente transferida para outros tubos de ensaio e novas leituras (L,), realizadas.
O resultado foi expresso em % de vazamento de eletrélitos (%VE), de acordo com a
equacao: %VE=L1x100/L.

4.2.5. Concentracado de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A peroxidacdo de lipidios foi mensurada a partir da quantidade de
malonaldeido (MDA) do extrato de folhas, através de reacéo especifica deste, com o
acido tiobarbittrico (TBA). O método utilizado foi descrito inicialmente por Heath e

Packer (1968) e adaptado por Peixoto et al. (1999). Para o ensaio 25 mg de farinha
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liofilizada de folhas foram maceradas com almofariz e pistilo, seguida da adi¢do de 2
mL da solugéo de TCA a 1 % (m/v). A mistura foi, entdo, macerada continuamente
por mais 2 minutos. Os extratos foram acondicionados em tubos tipo Eppendorf de 2
mL e centrifugados a 10.000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e o
precipitado foi descartado.

Para o ensaio, os extratos foram diluidos, quando necessario. Aliquota de
500 uyL foram transferidas para tubos de ensaio, aos quais adicionou-se 2 mL de
reagente contendo TBA a 0,5 % (m/v), dissolvido em TCA a 20 % (m/v). Os tubos
foram hermeticamente fechados e a mistura de reagao incubada a 95 °C por 1 hora,
sendo, em seguida, resfriada em banho de gelo. Quando necessério, as amostras
foram centrifugadas a temperatura ambiente por 10 minutos a 9.000 x g. As leituras
foram realizadas a 25 °C nas absorbancias de 532 e 660 nm, respectivamente (esta
dltima, relativo aos interferentes). A segunda leitura foi subtraida da primeira para
obtencdo da leitura especifica e a quantidade do complexo MDA-TBA formado foi
calculado através do coeficiente de extingdo molar de 155 mM™* cm™ (Heath e

Packer, 1968). Os resultados foram expressos em nmol g* MS.

4.2.6. Extracdo e determinacdo das concentracdes de proteinas sollaveis

O processo de extracao foi adaptado a partir de Peixoto et al. (1999).
Durante a coleta, 1 g de tecido foliar foi macerado com almofariz e pistilo na
presenca de nitrogénio liquido até obtencéo de farinha homogénea. Padronizou-se
que o tecido foliar seria coletado da regido mediana das folhas do 3° trifoliolo. Em
seguida, 1,5 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 contendo &cido L-
ascorbico 1 mM, EDTA 0,1 mM foi adicionado, macerando por mais 5 minutos. O
macerado foi transferido para tubos de centrifuga e centrifugados a 13.000 x g, por
20 minutos, a 4°C. O sobrenadante, considerado fracdo de proteinas soluveis totais,
foi coletado e armazenado -80 °C, para determinagdes posteriores.

A determinacgdo do contetudo de proteinas sollveis totais foi realizada pelo
meétodo descrito por Bradford (1976). O método é baseado na mudanca da
coloracdo do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 quando ligado a proteinas.
Os extratos congelados foram lentamente descongelados em banho de gelo (x4 °C).

As amostras foram diluidas no proprio tampéo de extracdo, na proporgdo de 1:10
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(v/v). Aliquotas de 100 pL do extrato diluido foram transferidas para tubos de ensaio
e 2,5 mL do reagente de Bradford foram adicionados ao meio de reagéo.

Apos leve agitacdo, os tubos foram incubados a 25 °C por 15 minutos e
entdo realizada leitura da reacdo a 595 nm. A concentracdo de proteinas totais foi
obtida pela comparacao das leituras, com as obtidas em curva padrao de albumina
sérica bovina (BSA). A concentracao de proteinas soluveis foi expressa em mg de

proteina g* MS.

4.2.7. Atividade de dismutases de superoxido (SOD) (EC 1.15.1.1)

A atividade de SOD foi determinada segundo método adaptado de
Gianopolitis e Ries (1977). Por esse método, € determinada a inibicdo da reducéo do
NBT (o-nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacao do
cromodforo. Neste ensaio, uma unidade de atividade enzimatica (UA) de SOD, foi
considerada como a quantidade de enzima necessaria para obter 50 % de inibicao
da reducéo do NBT pela SOD contida no extrato enzimatico.

As amostras foram aquelas utilizadas para determinagédo do teor de
proteinas sollveis totais (item 4.2.6.). Para tanto, os extratos foram lentamente
descongelados em banho de gelo e diluidos no préprio tampdo de extracao.
Aliquotas de 100 yL foram transferidas para tubos de ensaios protegidos da luz,
contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, L-metionina 13
mM e NBT 75 uM.

A reacéo foi iniciada pela adicdo de 2 uM de Riboflavina e a concomitante
transferéncia dos tubos para uma camara iluminada, por uma lampada fluorescente
30 Watts, por 15 minutos. As leituras foram tomadas a 560 nm. Para efeito de
correcdo nos calculos, o branco da reacao foi considerado como sendo os tubos que
nao continham extrato, expostos e ndo expostos a luz. A atividade foi determinada
pelo célculo da quantidade de extrato que inibiu 50 % da reducdo de NBT

(Beauchamp e Fridovich, 1971) e expressa em UA g* MS min™.

4.2.8. Atividade de catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)

A atividade de catalase nos tecidos foliares foi determinada de acordo
com o método de Sudhakar et al. (2001), adaptado por Peixoto et al. (1999). O
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ensaio avalia a velocidade de consumo de H,O, no meio de reacgéo, na absorbancia
de 240nm. As aliquotas de 50uL do extrato enzimatico bruto foram adicionadas a
2,95 mL de meio de reacéo constituido de tampéao fosfato de potassio 50mM pH 7,0
a 30°C, acrescido de H,0O, 20mM (Havir e McHale, 1987). A atividade da enzima foi
determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240nm em tempo de reacgéo de 2
minutos. A atividade de CAT foi calculada, considerando a redugao de 1 unidade de
absorbancia como equivalente a 1 UA e os dados foram expressos em UA g™* MS

mint.

4.2.9. Atividade de peroxidases de ascorbato (APX) (EC 1.11.1.11)

A atividade de APX foi determinada de acordo com o método de Nakano
e Asada (1981), modificado por Koshiba (1993), onde a presenca de APX no extrato
bruto reduz o peréxido de hidrogénio do meio, pela oxidacdo do acido ascorbico
fornecido. Para tanto, o primeiro extrato obtido no item 2.6. foi utilizado. Aliquotas de
100 pL dos extratos foram transferidos para tubos de ensaio. Ao meio de reacao
foram adicionados 2,7 ml de tampdao fosfato de potassio 50 mM pH 6,0, contendo
acido L-ascorbico 0,8 mM.

O experimento foi iniciado pela adicdo de H,O, ao meio de reacéo,
observando o decréscimo da absorbancia no intervalo de 60 segundos, a 290 nm.
Adicionalmente, leituras de tubos controles, com e sem a amostra, na auséncia de
perdxido de hidrogénio, foram realizadas. Para efeito de célculo, foi considerado que
o decréscimo de 1 unidade de absorbancia equivalia a 1 unidade de atividade (UA).
As atividades do extrato total foram determinadas pelo céalculo da quantidade de
extrato que reduziu a leitura de absorbancia em 1 UA e expressos em UA g* MS

min’.

4.2.10. Atividade de peroxidases de fendis (POX) (EC 1.11.1.7)

A atividade de POX nos tecidos foliares foi determinada pelo método de
Kar e Mishra (1976). Neste método, enzimas do extrato bruto oxidam o guaiacol para
a producao de purpurogalina e redugdo concomitante de H,O,, fornecido ao meio.

Aliguotas de 20 uL do extrato de proteinas sollveis totais, obtidos no item 2.6.,
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foram transferidas para tubos de ensaio e a estes, adicionados 4,9 mL de tampé&o
fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, contendo acido pirogélico 20 mM e H,0O, 20 mM.

A mistura foi incubada a 25 °C, por periodo de 60 segundos e a reacao foi
interrompida pela adi¢éo de 0,5 mL de H,SO,40,5 % (v/v). As leituras foram tomadas
a absorbancia de 420 nm contra um branco preparado com 5 ml do tampé&o de
ensaio e 0,5 ml de H,SO, a 0,5 % (v/v). A atividade de POX foi calculada,
considerando o aumento de 1 unidade de absorbancia como equivale a 1 UA e os

dados expressos em UA g* MS min™.

4.3. RESULTADOS

Para analisar respostas antioxidativas e de crescimento em folhas de
feijdo-caupi, plantas das cv. Pérola e Pitilba foram expostas a NaCl 100mM,
aplicado no substrato. Durante a germinagcdo e primeiros estadios fisiolégicos, as
plantas da cv. Pérola apresentaram atraso de crescimento. Contudo, no estadio
vegetativo selecionado para a experimentacdo, as plantas se apresentaram
visualmente no mesmo estadio fisioldgico (Figura 1A e B).

Aos 21 DAS, todas as plantas apresentaram o 2° trifoliolo inteiramente
expandido, mesmo sob tratamento de NaCl 100mM. Entretanto, as plantas tratadas
estavam bem menores do que as plantas controle (Figura 1A e B). O efeito do NaCl
no crescimento pode ser observado através da figura 2A, onde, a TCR das duas
cultivares nao diferiu significativamente, mesmo sob condigbes de estresse salino.
Contudo, ambas apresentaram reducéo da taxa de crescimento em torno de 70%,
qguando tratadas com NaCl 100mM. Para avaliar o efeito do NaCl no grau de
hidratacdo dos tecidos foliares foi determinado o C.R.A. Sob condi¢cdes de
tratamento salino, essa variavel apresentou reducao em torno de 25% em ambas as
cultivares, indicando que o estresse aplicado influenciou no “status” hidrico foliar

igualmente nas duas cultivares (Figura 2B).
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Pérola Pitiuba Pérola Pitiuba

Controle Controle NaCl 100mM NaCl 100mM
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Figura 1. Aspecto visual das plantas de V. unguiculata cv. Pérola e Pitillba no Gltimo dia de coleta (21
DAS). Distribuicdo das plantas no ambiente de cdmara de crescimento [A]. Visdo detalhada das
plantas de cada tratamento [B]. Plantas mantidas sob condigcdes normais de crescimento (Pérola —
Controle e Pitiiba - Controle). Plantas mantidas sob tratamento com NaCl 100mM (Pérola — NacCl
100mM e Pitiiba — NaCl 100mM).
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Figura 2: Taxa de Crescimento Relativo (A) e conteudo relativo de agua (B) de folhas de feijdo-caupi
cv. Pérola (a esquerda) e Pitiuba (a direita) sob condigdo controle (o) e submetidas a tratamento
salino com solugdo NaCl 100mM (m). Colunas com a mesma letra ndo diferiram significativamente de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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O tratamento com NaCl causou um aumento significativo no vazamento de
eletrélitos de ambas as cultivares. Contudo, verificou-se que a cv. Pitilba apresentou
um valor 14% maior do que a cv. Pérola. Os resultados apresentados nos niveis de
TBARS foram semelhantes aos observados anteriormente para vazamento de
eletrdlitos, ou seja, o NaCl induziu aumentos mais proeminentes na cv. Pitilba
(17%), comparando com a cv. Pérola, embora esses aumentos tenham sido menos

drasticos.

No caso da POX, sua atividade esta também diretamente relacionada com a
lignificagcdo da parede celular, restringindo o crescimento. Previamente, folhas dos
cv. Pérola e Pitidba foram submetidas a dosagem de proteinas solUveis. Essa
variavel ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre os controles e os

tratamentos, nem entre as duas cultivares, nas duas condicdes (Figura 4).

No tocante aos resultados das atividades das enzimas nas folhas, observou-
se que a atividade de SOD foi aumentada em ambos as cultivares por efeito do
NaCl. Entretanto, houve um aumento relativo mais pronunciado na cv. Pitilba
(Figura 5A). Surpreendentemente, a atividade de CAT sofreu profunda reducéo,
igualmente nas duas cultivares (Figura 5B), em torno de 75%, comparado aos
controles. Ja a resposta da atividade de APX foi similar a da SOD (Figura 6A), ou
seja, o NaCl induziu um aumento mais pronunciado na cv. Pitilba.
Interessantemente, a atividade de POX foi a que sofreu mais profundas mudancas

por efeito do tratamento salino (Figura 6B).
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Figura 3: Percentual de vazamento de eletrolitos [A] e peroxidagdo de lipidios (TBARS) [B] de folhas
de feijdo-caupi cv. Pérola (a esquerda) e Pitiuba (& direita) sob condicdo controle (o) e submetidas a
tratamento salino com solugdao NaCl 100mM (m). Colunas com a mesma letra ndo diferiram
significativamente de acordo com teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4: Teor de proteinas sollveis de folhas de feijdo-caupi cv. Pérola (a esquerda) e Pitilba (a
direita) sob condicdo controle (o) e submetidas a tratamento salino com solu¢do NaCl 100mM (m).
Colunas com a mesma letra ndo diferiram significativamente (teste de Tukey, p < 0,05).
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Figura 5: Atividade de enzimas dismutase de superéxido (SOD) [A] e catalase (CAT) de folhas de
feijdo-caupi cv. Pérola (a esquerda) e Pitiuba (a direita) sob condigdo controle (o) e submetidas a
tratamento salino com solugdo NaCl 100mM(m). Colunas com a mesma letra ndo diferiram
significativamente (teste de Tukey, p < 0,05).
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Figura 6: Atividade de enzimas peroxidase de ascorbato (APX) [A] e peroxidase de fendis (POX) de
folhas de feijao-caupi cv. Pérola (a esquerda) e Pitilba (a direita) sob condigdo controle (o) e
submetidas a tratamento salino com solugao NaCl 100mM(m). Colunas com a mesma letra nao
diferiram significativamente (teste de Tukey, p < 0,05).
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Sob condi¢cbes normais, a cv. Pérola apresentou atividade de POX 87%
maior que a da cv. Pitidba. J& nas folhas de plantas sob tratamento salino
apresentaram um aumento de até 50% para a cv. Pérola, em atividade de POX, e de
até 92% para a cv. Pitiuba.

E interessante observar que os niveis do controle da cv. Pérola foram
maiores nas atividades SOD, APX e POX assim como no conteudo de proteinas
soluveis comparando-se com a cv. Pitilba. Inversamente, essa Ultima cultivar

apresenta maior nivel constitutivo de TBARS.

4.4. DISCUSSAO

Diversos trabalhos citam que, sob estresse salino, comumente é
observada uma reducéo na taxa de crescimento relativo (TCR) e na produtividade de
plantas. Esse efeito seria provavelmente ocasionado por distdrbios no
funcionamento de componentes fotossintéticos como no fotossistema I, fotossistema
Il e Rubisco (Apse e Blumwald, 2002; Sivakumar et al. 1998; Kawasaki et al. 2001,
Chen e Murata, 2002). Nesse experimento as plantas apresentaram reducdo na
TCR, quando tratadas com NaCl 100mM, indicando que o tratamento salino
influenciou na reducéo do crescimento de plantulas de feijao-caupi.

Segundo Greenway e Munns (1980), a reducdo na taxa de crescimento
das plantas sob tratamento salino pode estar relacionada a toxicidade idnica,
desbalanco nutricional ou uma combinagdo desses dois fatores. Além disso, o Na*
também afeta diversos mecanismos metabdlicos, através da inducdo de estresse
osmotico e na inducéo de estresse oxidativo (Hasegawa et al. 2000). Em plantas de
feijdo-caupi tratadas com NaCl, um dos fenébmenos observados € o fechamento
rapido dos estbmatos, proporcionando uma reducdo severa na acumulacdo de
matéria seca, ocasionada pela restricdo na assimilacdo fotossintética de CO, (Souza
et al., 2004). Os indicios de fechamento estomatico e os valores de C.R.A.
observados sugerem que a diminuicdo na TCR pode estar relacionada a um déficit

hidrico (efeito osmotico) nos tecidos foliares, induzido pelo tratamento com NacCl
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(Cavalcanti et al. 2004). Adicionalmente, essa desidratacao parcial poderia diminuir a
taxa de crescimento relativo por uma diminuicdo subsequiente da taxa fotossintética.

Varios autores mencionam que o estresse osmotico também pode causar
danos severos a integridade de membranas em diversos tecidos de diferentes
espécies vegetais (Dionisio-Sese e Tobita, 1998; Hernandez et al., 2001; Sudhakar
et al., 2001). A manutencéo da integridade de membranas (avaliada pelo percentual
de vazamento de eletrolitos) em niveis baixos é freqientemente relacionada a
tolerancia da planta ao estresse salino e osmotico. A peroxidacéo de lipidios € outro
indicador efetivo de danos oxidativos celulares. Um aumento na concentragdo de
TBARS em plantas estressadas pode indicar extensa peroxidagcdo de lipidios, em
membranas celulares, causada por estresse oxidativo (Sairam et al., 2002).

Segundo Ashraf e Harris (2004) inUmeras evidéncias indicam que a
producédo de EROs aumenta em resposta a diferentes estresses ambientais como o
estresse salino. Plantas que apresentam concentragdo elevada de antioxidantes
(tanto enzimaticos como ndo enzimaticos), demonstram resisténcia consideravel a
danos oxidativos causados por EROs. Assim, o aumento no percentual de
vazamento de eletrélitos em plantas de feijdo-caupi expostas a NaCl 100mM e o
ligeiro aumento na peroxidacao de lipideos sugerem que o tratamento provocou uma
diminuicdo na integridade de membranas. Contudo, os danos oxidativos, medidos
pelo TBARS néo estao relacionados ao vazamento de eletrélitos. De outra forma, o
sistema antioxidante (tanto enzimatico, como 0 ndo enziméatico) das duas cultivares
provavelmente respondeu eficientemente ao estresse oxidativo promovido pelo
tratamento salino.

As plantas eliminam o excesso de EROs, provocado por estresses
abibticos, através do aumento generalizado da atividade de diversas enzimas
antioxidantes como SOD, APX, POX, CAT e GR (Jiang e Zhang, 2002; Patsikka et
al. 2002; Vaidyanathan et al., 2003). Esse comportamento foi observado em
algodoeiro (Gossypium herbaceum) (Gosset et al. 1994), cevada (Hordeum vulgare)
(Acar et al. 2001), tomateiro (Lycopersicum esculentum) (Shalata e Tal, 1998) e
beterraba (Beta vulgaris) (Bor et al. 2003).

Dentre as enzimas estudadas o aumento na atividade de POX esta
diretamente relacionada a reducdo na taxa de crescimento de plantulas
economicamente importantes, como o arroz (Dionisio-Sese e Tobita,1998). Essa

enzima participa da formagéo de hemiceluloses e insolubilizagdo de glicoproteinas
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ricas em hidroxiprolina, no ambiente apopléstico, causando endurecimento da
parece celular (Dionisio-Sese e Tobita, 1998). Outros autores sugerem que o NacCl
possa promover um aumento na atividade dessa enzima através da superexpressao
de genes que codificam peroxidase (sintese de novo; Mittal e Dubey, 1991), ou por
ativacdo de isoformas previamente sintetizadas (Gosset et al. 1994; Dionisio-Sese e
Tobita, 1998, Sudhakar et al., 2001; Lin e Kao, 2002).

Os resultados obtidos sugerem que a atividade de POX e a TCR de
plantas de feijdo-caupi estressadas com NaCl mostraram algum grau de correlagéo
negativa, ou seja, quando a atividade de POX aumenta durante o tratamento salino,
o TCR diminui. Nesse sentido, acredita-se que a POX possa estar envolvida muito
mais com a reducdo na TCR de feijdo-caupi, estressado com NaCl, do que na
protecdo dos tecidos contra danos oxidativos causados por EROs.

Em contraste a atividade de POX, a atividade de CAT foliar foi
dramaticamente reduzida (75%) em plantas tratadas. Uma reducdo na atividade de
CAT indica que o estresse osmotico induzido pelo NaCl, de alguma forma, causa
efeitos estruturais ou funcionais diretos na proteina CAT. Foyer e Noctor (2000)
sugerem que o estresse salino pode provocar a degradagcédo de CAT por proteases
enddgenas. Por outro lado, a inibicdo da atividade de CAT é um fendmeno que
ocorre em muitas espécies vegetais expostas ao estresse oxidativo, e possivelmente
esta relacionada a acumulacéo de 4cido salicilico (Shim et al., 2003).

Palatnik et al. (2002) estudando a atividade de enzimas antioxidantes em
plantas mutantes de cevada (Hordeum vulgare L.) deficientes em catalase,
identificaram que a interacdo entre APX e CAT, também observada por Mazza et
al.(1999), revela que esse sistema antioxidante encontra um novo equilibrio no
ambiente celular de mutantes deficientes de catalase. Nesse cendrio, 0 aumento na
atividade de APX pode fornecer ao mutante uma via alternativa para eliminar H,O,
guando os niveis de CAT sao criticamente baixos para a sobrevivéncia das plantas.
Baseado nessas observacdes fica claro que o equilibrio entre as atividades de CAT
e APX exibe uma forte e complexa interagdo em células vegetais (Palatnik et al.,
2002).

Nos resultados apresentados, a atividade de SOD e APX se apresentaram
de maneira semelhante. As redugfes dréasticas na atividade de CAT e 0 aumento da
atividade de POX e APX indicam que, dentre as enzimas estudadas, as peroxidases

participam ativamente da via de eliminacdo de EROs, quando a atividade de CAT é
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reduzida. Contudo, o aumento na atividade de SOD, em folhas de feijao-caupi,
sugere que a atividade de remocdo de EROs esta principalmente localizada em
ambiente intracelular, o que é justificado por uma concentracdo de isoformas de
SOD nesse compartimento (Sudhakar et al., 2001).

Assim, o discreto aumento nos danos oxidativos observado em folhas de
plantas de feijao-caupi tratadas com NaCl 100mM e medidos por TBARS, podem
estar relacionados a resposta do sistema antioxidante enzimatico das folhas.
Acredita-se, portanto, que essas cultivares apresentem mecanismos diferenciados
para a eliminacdo de EROs através do sistema SOD-APX-CAT. O cv. Pérola
apresenta niveis basais altos de atividade dessas enzimas, o que possibilita a
concentracdo baixa de TBARS nessa cultivar. Ja a cv. Pitilba apresenta um nivel
basal de peroxidacéo de lipideos ligeiramente maior do que a cv. Pérola, o que pode
estar relacionado a menor atividade do sistema SOD-APX-CAT nessa cultivar, sob
condic&o controle.

De outro modo, evidencia-se propde-se que a cv. Pitilba apresenta um
mecanismo de defesa frente ao estresse osmoético (ocasionado por salinidade),
atravées do aumento do potencial hidrico foliar, o que pode ocorrer por um
extravasamento maior do conteudo celular (evidenciado pelo maior nivel de
extravasamento de eletrdlitos) e o enrijecimento precoce dos tecidos foliares através
do aumento da atividade de POX. Assim, na cv Pitilba, as atividades dessas
enzimas antioxidantes, apresentam-se com um nivel basal inferior ao da cv. Pérola,

dado a necessidade de utilizar o H,O, como um sinalizador celular.

4.5. CONCLUSAO

Os danos causados pelo tratamento salino parecem nao estar
relacionados ao estresse oxidativo.

O indice de TBARS, juntamente com a atividade total de SOD, CAT, APX
e POX, ndo mostraram ser bons indicadores fisiologicos, para explicar a intensidade
dos danos oxidativos causados por NaCl em folhas de plantas de feijao-caupi.

A capacidade de folhas de feijao-caupi em resistir a estresse oxidativo,

causado por salinidade, parece envolver diferentes vias de remoc¢ao de EROs.
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5. CONCLUSAO FINAL

As cultivares de caupi estudadas apresentaram respostas fisiologicas
contrastantes ao tratamento salino especialmente durante a germinacao,

caracterizando a cultivar Pérola como sensivel e a cultivar Pitiliba como resistente.



