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RESUMO

A salinidade inibe o crescimento das plantas e interfere na produtividade de
espécies cultivadas.

Com o objetivo de verificar alteragcdes no crescimento e metabolismo, plantas
de soja, Glycine max (L.) Merr., cv. IAC 17, foram cultivadas na presenga de NaCl,
nas concentragdes de 50 mM, 100 mM e 200 mM.

A analise dos parametros de crescimento revelou que as raizes de plantas de
soja sao menos afetadas pelo sal do que a parte aérea. O comprimento e a massa
fresca das raizes nao foram afetados em concentracdes elevadas de sal. Dados na
literatura relatam que a manutencdo do crescimento normal das raizes sob
condicOes adversas de cultivo demonstra que a planta pode apresentar tolerancia ao
sal. Sob salinidade houve aumento do conteldo de agua das raizes, o que pode
estar relacionado com a maior tolerancia ao estresse salino, pois, desta forma, a
planta conseguiria diminuir a concentracao de sais no citoplasma.

Observou-se um decréscimo gradativo na area foliar, massas secas e secas
livres de cinzas de folhas, caules e raizes com o aumento da salinidade.

O teor de proteinas em folhas de plantas de soja nao foi alterado
significativamente pela salinidade, em relacdo ao controle, uma explicacdo para o
fato é a possibilidade de ter havido aumento na sintese de proteinas especificas de
estresse. QOutra possibilidade é que a duragdo do experimento ndo tenha sido
suficiente para que fossem observadas alteragdes na concentracao de proteinas.

Nao houve uma relagao clara entre a concentracao de aglcares sollveis totais
nas raizes e a concentragdo de NaCl no meio de cultivo, indicando que os agucares

soluveis ndao devem estar envolvidos no ajustamento osmético em plantas de soja.
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Houve redug&o nas concentragdes de nitrato e aminodcidos soluveis totais
nas raizes, quando as plantas foram submetidas a salinidade. A reducdo na
concentracdo de aminodcidos livres totais pode estar ligada a diminuicdo da
absorcao de nitrato pelas raizes, devido a uma possivel interferéncia exercida pelo
CI sobre transportadores de membrana, que limitaria a entrada do nitrato nas raizes.
Diante de uma menor absorcdo de nitrato, haveria limitagdo na assimilacdo do
nitrogénio necessario para a sintese de aminoacidos.

A salinidade provocou alteragdes no perfil de aminoacidos transportados no
xilema. Houve um aumento na concentracdo de SER, ALA, GABA e PRO e reducéao
de ASN no exsudato do xilema de plantas submetidas aos tratamentos com solucéao
salina. A diminuicdo da concentracdo de ASN pode ter ocorrido devido a
interconversao deste aminoacido em ALA. Nas raizes de plantas controle, os
aminoacidos que apresentaram a maior propor¢cdo foram ASN, GABA e GLU,
respectivamente e, ap6s a adicdo de sal ao meio, apenas a concentragdo do
aminoacido ASN diminuiu.

A PRO e o GABA tém um possivel papel na reducdo da acidificacdo do
citosol, sob estresse salino. Apesar da elevacdo observada dos mesmos nao foi
suficiente para evitar a reducédo do crescimento sob salinidade, uma vez que houve

diminuicdo da massa seca das plantas de soja.
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SUMMARY

Salinity inhibits plant growth and crop production.

With the objective of verifying changes in metabolism and growth, soybean
plants (Glycine max (L) Merr., cv. IAC 17) were cultivated in the presence of different
NaCl concentrations (50 mM, 100 mM and 200 mM).

The analysis of growth parameters showed that the roots of soybean plants are
less affected by salt than the shoot. The length and fresh matter of roots were not
significantly reduced by the increase in salt concentration. Data from the literature
indicate that normal growth of roots under adverse conditions may demonstrate the
capacity of plants to tolerate salt stress. The increase of water content in roots of
soybean plants cultivated at higher salt concentrations can be related with salt
tolerance, since the increase of water reduces salt concentration inside the
cytoplasm.

A gradual decrease was observed in leaf area, dry matter and ash-free dry
matter of leaves, stem and roots, with the increase of salinity.

The protein concentration of soybean leaves was not significantly changed by
the salinity. The explanation for this is probably related to the increase of specific
proteins synthesized by the plants under stress conditions. Another possibility is that
the experimental period was not enough to allow observations in changes of protein
concentrations.

There was no clear relationship between total soluble sugars located in the
root system and the NaCl concentration, which may indicate that these were not used

by the plant for osmotic adjustment.



A reduction of nitrate and total soluble amino acids was observed in plants
affected by salinity. The reduction of free total amino acids may be related to the
decrease of nitrate absorption by the roots, possibly resulting from an interference of
Cl" on membrane nitrate transporters.

Salinity changed the amino acid profile transported in the xylem. There was an
increase in concentration of SER, ALA, GABA and PRO and reduction of ASN in
xylem sap of plants under salt stress. The decrease of ASN can be explained by the
interconversion of this into ALA. In the roots of control plants the most abundant
amino acids were ASN, GABA and GLU, respectively, and after the addition of salt,
only the ASN level was reduced.

Some authors consider that PRO and GABA have a role in the reduction of
cytosol acidification under salinity stress. Although an increase in PRO and GABA
were observed, it did not avoid the reduction of growth, as shown by the reduction of

dry matter in plants under salt stress.
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1. INTRODUCAO

A salinidade é um dos fatores ambientais que podem interromper o
crescimento das plantas e interferir na produtividade de espécies cultivadas, que sao
predominantemente sensiveis as altas concentragdes de sal no solo (Flowers et al.,
1977; Ghoulam et al., 2002; Ehsanpour & Fatahian, 2003). A sensibilidade da planta
ao sal varia entre as espécies e depende do tipo de sal, do tempo de exposi¢céo, do
estadio de desenvolvimento da planta, da umidade e da intensidade de luz (Flowers
etal., 1977; Costa et al., 2003; Ashraf & Harris, 2004).

Cerca de 10 % da superficie terrestre é constituida por solos afetados pela
salinidade (Szabolcs, 1994; Tester & Davenport, 2003). Solos que naturalmente
apresentam elevada concentracdo de sais sdo encontrados na costa maritima, em
estuarios e em areas adjacentes a depositos geoldgicos marinhos (Szabolcs, 1994;
Haddad & Mazzafera, 1999; Tester & Davenport, 2003). Além disso, ha o acumulo de
sais em areas de cultivo, devido a praticas inadequadas de irrigacdo, causando
problemas na agricultura (Ghoulam et al., 2002; Demiral & Tlrkan, 2005). A agua em
regibes semi-aridas e aridas é frequentemente rica em sais, 0 que resulta na
concentracao de sais no solo apés a irrigacao (Flowers et al., 1977; Subbarao et al.,
20083; Silveira et al., 2003).

As plantas podem ser divididas em dois grupos de acordo com sua
sensibilidade a presenca de sal: haléfitas e glicéfitas. Em geral, enquanto as haléfitas
podem completar seu ciclo de vida em ambientes salinos, com 0,5% ou mais de sal,
(O’Leary & Glenn, 1994; Haddad & Mazzafera, 1999), as glicéfitas ndo o completam
nessas condigdes (Haddad & Mazzafera, 1999). A maioria das plantas cultivadas é

sensivel ao sal e, portanto, glicéfita. Os processos de biossintese do metabolismo
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fundamental, como fotossintese e respiracédo, sao sensiveis ao sal tanto em haléfitas
como em glicofitas (Volkmar et al., 1998).

A elevada concentracdo de NaCl no substrato de cultivo causa uma
expressiva reducdo nos parametros de crescimento das plantas (Ghoulam et al.,
2002). Geralmente, as massas frescas e secas de plantas crescendo em ambiente
salino diminuem, como observado em oliveira (Tabatabaei, 2006), cajueiro (Silveira
et al., 2003), plantas de feijao-de-corda (Costa et al., 2003) e de arroz (Misra et al.,
1997). Também houve reducéo da area foliar em oliveira (Tabatabaei, 2006), plantas
de feijao-de-corda (Costa et al., 2003), de beterraba (Ghoulam et al., 2002) e de
arroz (Misra et al., 1997).

A salinidade tem dois efeitos nas plantas, os efeitos devidos a reducao do
potencial hidrico do solo, dificultando a entrada de agua na planta, e os efeitos
téxicos especificos dos sais (Lewis et al., 1989; Volkmar et al., 1998; Umezawa et al.,
2002; Carillo et al., 2005). Com a reducao do potencial hidrico do solo as plantas
precisam reduzir também o potencial osmético de suas células para manter o
gradiente de agua do solo para a planta. Este processo é chamado de “ajustamento
osmético” e ocorre tanto em glicéfitas, como em haléfitas (Prisco, 1980; Demiral &
Tarkan, 2005).

Durante o ajustamento osmético ha acumulo de solutos organicos compativeis
(Ghoulam et al., 2002; Costa et al., 2003; Kafi et al., 2003; Silveira et al., 2003;
Ashraf & Harris, 2004; Carillo et al.,, 2005; Misra & Gupta, 2005; Koyro, 2006).
Solutos compativeis sdo definidos como compostos organicos responsaveis pelo
balanco osmético e que sdo compativeis com o metabolismo celular (Yeo, 1998).
Uma grande variedade desses solutos apresenta alta solubilidade e higroscopia

(Hasegawa & Bressan, 2000). Devido a essas propriedades, esses solutos
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contribuem para a manutencao do turgor celular e estabilizam a conformacgéo ativa
de enzimas citoplasmaticas, protegendo-as contra a inativacdo por ions inorganicos
(Volkmar et al., 1998; Carillo et al., 2005). Os solutos compativeis incluem compostos
tais como a PRO, a glicina betaina e outros compostos de amdnio quartenéario e
ainda, pinitol, manitol e sorbitol (Volkmar et al., 1998; Jain et al., 2001; Costa et al.,
2003; Ashraf & Harris, 2004). Geralmente as plantas tolerantes tém mais acucares
soluveis que as sensiveis (Ashraf & Harris, 2004). Alguns trabalhos mostram que os
acucares soluveis contribuem com mais de 50 % do potencial osmobtico total em
glicofitas crescendo em ambientes salinos naturais (Ashraf, 1994). Alguns autores
observam que a sacarose pode ser utilizada para o ajustamento osmético (Koyro,
2006), o que foi verificado em plantas de arroz, trigo e soja e algodoeiro (Kafi et al.,
2003).

Os efeitos toxicos especificos dos sais para as plantas incluem, entre outros, a
interferéncia com a captacdo e transporte de nitrato, metabolismo de proteinas,
interferéncia com o transporte de ions essenciais, reducdo na taxa de fotossintese,
necrose foliar e reducdo na produtividade (Lewis et al., 1989; Tester & Davenport,
2003).

O sbdio (Na™) é um elemento funcional, ou seja, pode substituir parcialmente
um elemento essencial em processos metabdlicos essenciais. Pelo fato do Na*™ ser
semelhante ao potassio (K*) , tanto fisica, quanto quimicamente e existir em plantas
tolerantes a salinidade, que utilizam o Na™ no seu metabolismo ao invés do K, foi
sugerido que o Na® pode substituir o K" em fungbes metabdlicas, tais como:
ajustamento osmotico e controle da abertura estomatica (Subbarao et al., 2003). A
toxicidade do Na* é resultante dessa mesma capacidade de competir com o K* por

alguns sitios de ligacdo em reacdes essenciais para o funcionamento celular.
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Contudo, esse elemento ndo é capaz de substituir o K* em todas as fungdes, como
por exemplo, na ativacdo de mais de 50 enzimas. Assim, em tecidos com
concentragdes elevadas de Na“ ou com uma elevada relacdo Na*'/K* pode haver
interrupcdo de varios processos metabdlicos no citoplasma (Tester & Davenport,
2003).

A reducdo da taxa de crescimento foliar pode representar uma resposta
adaptativa ao estresse salino, uma vez que o aumento de sais no solo dificulta a
absorcao de agua pela planta (Carillo et al., 2005) e a reducao na area foliar limita as
perdas de agua por transpiracdo (Neumann, 1997). Dessa forma € provavel que sob
salinidade a massa foliar especifica, dada pela razdo: massa seca foliar / area foliar,
aumente.

Outra adaptacao a salinidade é o aumento da suculéncia devido ao aumento
da espessura foliar, que visa evitar o déficit hidrico (Greenway & Munns, 1980) e
reduzir a concentracao de sais no protoplasma (Ghoulam et al., 2002). Foi observado
que o conteudo de agua diminuiu em plantas de beterraba (Ghoulam, et al., 2002),
tomateiros (Bolarin, et al,, 1995) e plantas de soja (EI-Samad & Shaddad, 1997)
cultivados sob salinidade.

O maior crescimento das raizes em relacdo a parte aérea tem sido
considerado uma adaptacao morfoldgica relacionada aos estresses hidrico e salino
(Creelman et al., 1990; Saab et al., 1990; Ferreira, 2005) devido ao aumento da area
de absorcdo de agua e nutrientes, prevenindo deficiéncia mineral e desidratacao
(Okusanya, 1977). Em plantas de Plantago maritima L., uma planta halé6fita, houve
aumento do comprimento das raizes sob salinidade (Rubinigg et al.,, 2003). Essa
(2002) verificou uma reducgéao significativa na altura de plantas de soja submetidas ao

estresse salino.



O nitrato é a principal fonte de nitrogénio para as plantas cultivadas (Silveira et
al., 2001; Flores et al., 2002). A salinidade reduz a captacdo de nitrato (Rubinigg et
al., 2003) e, conseqglentemente a assimilacdo de nitrogénio (Silveira et al., 2001)
necessario a sintese protéica.

Sob estresse salino o conteldo de proteinas decresce na maioria das
espécies vegetais (Misra et al.,, 1997; Evers et al., 1997) como foi verificado em
plantas de cevada, de girassol e de arroz (Ashraf & Harris, 2004). Isso ocorre porque
ha uma reducéo na sintese protéica e aumento na protedlise (Silveira et al., 2003),
devido ao aumento da atividade de proteases (Evers et al., 1997). A sintese protéica
diminui pelo aumento do Na* (Costa et al., 2003), uma vez que 0 mesmo compete
com o K" (Subbarao et al.,, 2003; Tester & Davenport, 2003) e a sintese protéica
depende de elevadas concentragbes de K" para ocorrer, pois esse elemento é
necessario para ligar o RNA transportador aos ribossomos. Com o aumento da
protedlise ha acréscimo na concentragdo de aminodacidos livres totais (Silveira et al.,
2003; Ashraf & Harris, 2004).

Puiatti & Sodek (1999) mostraram que ha mudancgas drasticas no tipo e
concentracdo de aminodacidos transportados quando plantas de soja sdo submetidas
a alguns tipos de estresse. Bouché et al. (2003) afirmaram que o GABA aumenta sob
estresses abioticos e bidticos. Em plantas mantidas sob hipoxia ha um aumento na
concentracdao dos aminoacidos GABA, ALA (Reggiani et al., 1988; Puiatti & Sodek,
1999; Souza & Sodek, 2003), PRO (Reggiani et al., 1988), GLY e SER (Souza &
Sodek, 2003) na seiva do xilema.

Sob estresse hidrico hd acumulo de PRO e amidas (Ashraf & Harris, 2004).
Algumas amidas também acumulam em plantas submetidas ao estresse salino

(Ashraf & Harris, 2004). As concentracbes de ASN também aumentam
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freqientemente em resposta a esse estresse, como observado em Agrostis
stolonifera, que apresentou maior acumulo de ASN do que de PRO na seiva do
xilema (Ashraf & Harris, 2004).

Em plantas de cevada, submetidas ao estresse salino, houve o aumento de
ASN nas raizes e na seiva do xilema e aumento de GLN nas raizes (Ashraf & Harris,
2004). Pérez-Alfocea et al. (1994) e Bolarin et al. (1995) verificaram aumento do
GABA em folhas, calos e raizes de tomateiros submetidos ao estresse salino.

Correlagbes positivas entre aumento da concentracdo de PRO e aumento na
tolerancia ao estresse salino foram observadas em plantas de trigo (Kafi et al., 2003),
de amendoim (Jain et al., 2001), de arroz (Basu et al., 2002), de eucalipto
(Woodward & Bennett, 2005) e de Phaseolus aureus (Misra & Gupta, 2005). Além de
seu papel como soluto compativel, outras funcdes atribuidas a PRO na adaptacéo ao
estresse salino, sao: evitar a desnaturacdo de macromoléculas, sequestrar radicais
hidroxilas e estabilizar membranas (Rudolph et al, 1986; Jain, et al., 2001;
Ehsanpour & Fatahian, 2003; Silveira et al., 2003; Misra & Gupta, 2005; Woodward &
Bennett, 2005). Contudo o papel da PRO no ajustamento osmdético de plantas sob
salinidade nao esta totalmente esclarecido e, segundo alguns autores, varia de
acordo com a espécie (Jain et al.,, 2001; Ghoulam et al., 2002; Kafi et al., 2003;
Ehsanpour & Fatahian, 2003; Silveira et al., 2003; Costa et al., 2003; Ashraf & Harris,
2004; Misra & Gupta, 2005). A concentracdo desse aminoacido ndo aumentou em
plantas de beterraba (Ghoulam et al., 2002), de arroz (Demiral & Tlrkan, 2005) e em
Arabidopsis thaliana (Liu & Zhu, 1997) em presenca de NaCl.

Alguns autores consideram que o acumulo de PRO seja mais uma
consequéncia do estresse do que uma caracteristica importante na tolerancia ao

estresse (Liu & Zhu, 1997).



A familia Leguminosae possui cerca de 17.500 espécies, constituindo-se em
uma das mais numerosas dentre as dicotiledéneas. Sua distribuicdo abrange o
mundo todo, em particular em regides tropicais e subtropicais. As leguminosas tém
grande importancia econémica. Compreendem desde plantas agricolas usadas tanto
na alimentacdo humana quanto animal e, ainda, usadas para o acréscimo de
nitrogénio nos solos, até aquelas que fornecem matérias-primas para industrias
quimica, farmacéutica e madeireira (Moreira, 1997).

As leguminosas usadas na alimentacao constituem-se em importante fonte de
proteina, carboidratos e vitaminas na dieta de varias populacdes, especialmente nos
paises em desenvolvimento (Phillips & McWatters, 1991).

Dentre as leguminosas usadas na alimentacdo destaca-se a soja, cuja
importancia econémica do cultivo no pais € bem conhecida, uma vez que o Brasil é
um dos maiores produtores mundiais desta leguminosa (Lima, 2002). Existem alguns
autores que a consideram moderadamente tolerante ao estresse salino (An et al.,
2001). Contudo ha uma grande diversidade nas respostas das diversas cultivares

dessa espécie a salinidade (Wang & Shannon, 1999; Lee et al., 2004).



2. OBJETIVOS

Verificar as alteracbes no crescimento e metabolismo de plantas de soja,

submetidas a diferentes concentragées de NaCl.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condicoes de cultivo
Plantas de soja, Glycine max (L.) Merr., cv. IAC 17, ndo inoculadas, foram
cultivadas em casa de vegetacao nos meses de fevereiro e marco de 2004, durante

45 dias, sob luz natural e temperaturas que variaram de 23 a 29°C.

3.1.1. Exposicao das plantas de soja ao estresse salino

Em vasos plasticos de 1,5 L contendo perlita foram cultivadas duas plantas.

Os vasos, mantidos sobre pratos plasticos, foram irrigados diariamente com
agua de torneira, até que as plantas atingissem o estadio V1 (Fehr et al., 1971),
quando ocorre a perda dos cotilédones. A partir dessa fase, as plantas foram
nutridas, duas vezes por semana, com 250 mL de solucdo nutritiva completa de
Hoagland & Arnon (1950). A solugao nutritiva foi acrescentado NaCl, gradativamente,
de 50 em 50 mM, a fim de permitir a adaptagdo gradual das plantas ao sal e evitar
um choque osmético (Okusanya & Oyesiku, 1994; Haddad & Mazzafera, 1999;
Hasegawa & Bressan, 2000), até que as concentracgdes finais de 50 mM, 100 mM e
200 mM de NaCl fossem atingidas. Nas aplicacfes das solucdes, a exposicao
uniforme das raizes ao sal foi assegurada pelo encaixe dos vasos furados dentro de
vasos sem furos e vazios. Dessa forma, a solucdo subiu por capilaridade,
preenchendo o vaso até a superficie da perlita. Embora os vasos tenham sido
mantidos umidos, eles ndo permaneceram alagados, ndo tendo sido evidenciadas, a
olho nu, alteragdes morfoldgicas externas, nem variagdo no diametro dos caules, que

caracterizassem formagéo de aerénquima, o que indicaria hipoxia para as plantas.



Entre as aplicacbées de solucao nutritiva, acrescida ou ndo de sal, o substrato
foi lavado com &gua de torneira para evitar o acumulo de sais e deixadas por 24
horas sem o vaso sem furos, para que a drenagem da agua fosse eficiente e nao

houvesse uma diluicdo posterior da solucéo nutritiva.

3.2. Medida dos parametros de crescimento

3.2.1. Altura da parte aérea e comprimento das raizes
Foram obtidas as medidas da altura da parte aérea, do colo da raiz até a
gema apical e do comprimento da raiz principal, do colo a coifa. A razao entre o

comprimento das raizes e a altura da parte aérea também foi calculada.

3.2.2. Area foliar
A area foliar foi determinada utilizando-se medidor da marca LI-COR, modelo

LI-3100.

3.2.3. Massa fresca
As massas frescas foram obtidas em balanca analitica da marca Marte,

modelo AL500.

3.2.4. Massa seca
As massas secas foram determinadas em balanca analitica da marca Marte,
modelo AL500, ap6s o material vegetal permanecer em estufa com ventilacao

forcada a 80°C, por 72 horas. Também foram calculadas a razdo entre as massas
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secas das raizes e parte aérea e a massa foliar especifica (Mse = MSsqjiar / Afoliar), ONde

MSi0iar = massa seca das folhas e Asiar = area foliar.

3.2.5. Massa seca livre de cinzas

As massas secas livres de cinzas foram calculadas com a finalidade de
verificar o valor real de biomassa, descontado de um possivel acumulo de sal. Ap6s
a determinagéo da massa de matéria seca, o material foi colocado em mufla a 500°C,
por oito horas. A massa das cinzas foi obtida utilizando-se balanca analitica da
marca OHAUS, modelo Analytical Plus. A massa das cinzas foi subtraida da massa

de matéria seca anteriormente determinada.

3.2.6. Conteudo de agua
O conteudo de agua foi calculado a partir da subtracdo da massa seca do

valor da massa fresca e o resultado dividido pela massa seca.

3.3. Medida dos parametros bioquimicos

3.3.1. Dosagem de proteinas nas folhas
Foram coletadas amostras de folhas totalmente expandidas, das quais
utilizou-se 400 mg de cada amostra, macerados com nitrogénio liquido e transferidos
para frascos ambar com 4 mL de NaOH a 0,1 N, por 24 h. O extrato foi centrifugado
a 1.200 g, durante 5 minutos O sobrenadante foi utilizado para a dosagem de
proteinas segundo o método estabelecido por Bradford (1976). A leitura das
absorvancias foi realizada em 595 nm em espectrofotometro UV/VIS da marca

FEMTO, modelo 600.
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3.3.2. Extracao de metabolitos das raizes

As raizes foram lavadas e 0 excesso de agua retirado com papel absorvente.
A seguir, foram pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e maceradas em
almofariz com o pistilo. O material foi colocado em tubos de polipropileno, extraido
com metanol: cloroférmio: agua (MCW), na proporcao de 12:5:3 (Bieleski & Turner,
1966) e mantido a 5°C por 24 horas. A seguir, o extrato foi centrifugado a 2.000 g,
por 30 minutos, em centrifuga da marca FANEM modelo 215. O sobrenadante foi
recuperado em proveta e, para cada 4 mL, foi acrescentado 1 mL de cloroférmio e
1,5 mL de agua. Agitou-se a mistura. Apds repouso de 24 horas, as fases estavam
separadas. A fase cloroférmica foi descartada e a fase aquosa foi aquecida em
banho-maria a 38°C por 8 horas, para eliminacdo do residuo de cloroférmio e
concentracdo da amostra. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 14.000 g por
5 minutos, em centrifuga BECKMANN, modelo Avanti™ J-30I, recuperando-se o
sobrenadante. As amostras foram armazenadas a -20°C e usadas para a dosagem

de nitrato, agucares soluveis totais e aminoacidos livres totais.

3.3.3. Dosagem de nitrato (NO3’) nas raizes
A determinacdo de NOj3 foi baseada no método descrito por Cataldo et al.
(1975). A leitura das absorvancias foi realizada em 410 nm, em espectrofotdmetro

UV/VIS da marca FEMTO, modelo 600.

3.3.4. Dosagem de acucares soluveis totais nas raizes
O método utilizado para a dosagem de acucares soluveis totais nas raizes foi
o de fenol sulfurico, descrito por Dubois et al. (1956). Foram pipetados 50 uL de

amostra, ou de agua deionizada (branco) ou dos padrdes (solucao de sacarose), em
12



tubos de ensaio. Foram acrescentados 450 yL de agua deionizada, 500 pL de
reagente fendlico a 5 % e 2 mL de H>,SO,4 concentrado. Agitou-se cuidadosamente.
Apéds atingir a temperatura ambiente, as absorvancias foram medidas em 490 nm,

em espectrofotometro UV/VIS da marca FEMTO, modelo 600.

3.3.5. Dosagem de aminoacidos soluveis totais nas raizes

Os aminoécidos foram determinados segundo Moore & Stein (1948). Foram
pipetados 50 pL de amostra, ou de agua deionizada (branco) ou dos padrdes
(solucbes de LEU), em tubos de ensaio. Foram acrescentados 950 uL de agua
deionizada, 500 uL de tampao citrato 0,2 M, pH 5,0 e 200 pL de ninhidrina a 5 % e
1000 pL de KCN 0,01 M a 2 %, diluidos em éter monometilico de etilenoglicol.
Cobriu-se cada tubo com bolinha de vidro, agitou-se e incubou-se em banho-maria a
100°C por 20 minutos. Em seguida, os tubos foram transferidos para o escuro. Apds
atingir a temperatura ambiente, completou-se o volume para 4 mL com etanol a 60
%. As absorbancias foram medidas em 570 nm, em espectrofotobmetro UV/VIS, da

marca FEMTO, modelo 600.

3.3.6. Coleta da seiva do xilema

A coleta da seiva do xilema foi realizada segundo McClure & Israel (1979). O
caule foi seccionado na regidao abaixo do né cotiledonar, com o auxilio de uma lamina
de barbear. O exsudato foi coletado com o auxilio de microcapilares e armazenado
em tubos do tipo eppendorf, mantidos em banho de gelo. As amostras foram

congeladas para analises posteriores.
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3.3.7. Separacao e analise da composicao de aminoacidos livres na seiva
do xilema por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A separacdo dos aminoacidos por HPLC foi realizada em coluna de fase
reversa, apos derivacdao com orto-ftaldialdeido (OPA), segundo Jarret et al. (1986) e
9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC-CI), conforme Nasholm et al. (1987).

Utilizou-se um cromatégrafo, da marca LKB, modelo 2150, com duas bombas
controladas por um gerador de gradiente da marca LKB, modelo 2152.

Os solventes utilizados na formagé&o do gradiente de elui¢do, pelo sistema
envolvendo a derivacdo com OPA, foram:

o Solvente da bomba “A”: tampao fosfato (CH3COONa.3H.O +
NaoHPO4.7H.0), pH 7,25 a 50 mM + tetrahidrofurano a 20 mL/L + metanol a 20
mL/L.

e Solvente da bomba “B”: metanol 65 %.

O reagente OPA-borato foi preparado da seguinte forma: foram dissolvidos 50
mg de OPA em 1 mL de metanol, que, em seguida, foram misturados com 6,5 mL de
tampao borato-NaOH, pH 9,5 (2,4 g de acido bérico em 90 mL de agua, pH ajustado
com NaOH a 2 N). A solugéo foi filtrada (filtro Millipore, em PVD de 0,45 pum). Para a
derivacao, 5 uL de mercaptoetanol foram adicionados a 625 pL da mistura.

As amostras da seiva do xilema foram centrifugadas a 14.000 g por 2 min,
para posterior derivacdo com a mistura OPA-borato + mercaptoetanol.

Uma aliquota de 20 uL de amostra, ou padrao, foi misturada com 60 pL do
reagente OPA-borato + mercaptoetanol em tubo do tipo eppendorf, agitando-se
manualmente. Ap6és 2 min, a derivagdo do reagente com os aminoacidos foi
concluida e uma aliquota de 10 puL dessa mistura foi injetada no HPLC. A segquir,

iniciou-se a corrida cromatografica, pela eluicdo da mistura em gradiente dos
14



solventes das bombas “A” e “B” através da coluna cromatografica (Waters Spherisorb
ODS-2, 5 um, 4,6 mm x 250 mm, da SUPELCO INC.). Fixou-se um gradiente de: 25 -
60 % de “B” entre 0 e 35 min, 60 - 75 % de “B” entre 35 e 45 min, 75 - 95 % de “B”
entre 45 e 60 min e 95 - 100 % de “B” entre 60 e 65 minutos.

Ao passar pela coluna os derivados aminoécidos-OPA foram detectados pelo
monitor de fluorescéncia Shimadzu, modelo RF-530, ajustado com comprimento de
onda de 250 nm de excitacdo e 480 nm de emissao. O registro da area e do tempo
de retencao de cada derivado foi feito pelo integrador da marca LKB, modelo 2221.

As concentragdes de aminoacidos nas amostras foram determinadas pela
area dos picos integrados, comparados aos picos de um padrao Sigma AAS 18,
constituido por 15 aminoacidos (ASP, GLU, SER, HIS, GLY, THR, ARG, ALA, TYR,
MET, VAL, PHE, ILE, LEU e LYS), aos quais foram adicionados ASN, GLN e GABA,
todos na concentracao de 250 nmol/mL (fig. 1), diluido 20 vezes em agua.

Os sistemas de derivacdo podem apresentar dificuldades em separar determinados
aminodcidos (Mosquim & Sodek, 1992). Por esse motivo, utilizou-se a derivagdo com
FMOC-CI para evidenciar o aminoacido PRO.

O equipamento utilizado foi o mesmo descrito anteriormente. As alteracdes
ocorreram nos solventes e gradiente de eluigdo, nos A de excitagdo (263 nm) e
emissao (313 nm) e no processo de derivacao.

Na derivacao com FMOC-CI, os solventes utilizados na formacao do gradiente
de eluicdo foram:

o Solvente da bomba “A”: tampao HAc 3 % + trietilamina 0,1 %, pH 3,0;

. Solvente da bomba “B”: metanol a 100 %.

15



1
-

VAL
r
ILE

E_,
B =
= 3 |B
=
=
= =
5 25 =
2 o =

GABA

40 30

Tempo (min)

Figura 1. Perfis de eluicdo de derivados OPA-aminoacidos do padrao Sigma ASS-
18, enriquecido com ASN, GLN e GABA, em coluna cromatografica Spherisorb ODS-
2 (5 pum, 4,6 mm x 250 mm), em HPLC. Taxa de fluxo: 0,8 mL/min, A de excitagao:
250 nm, A de emissdo: 480 nm, solvente da bomba “A”: Na,HPO, 50 mM e pH 7,25,

solvente da bomba “B”: metanol a 65 %, gradiente, ver texto.
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Fixou-se um gradiente de: 45 - 60 % de “B” entre 0 e 5 min, 60 - 85 % de “B”
entre 5 e 55 min, 85 -100 % de “B” entre 55 e 56 min, com fluxo de 1 mL.min™.

O reagente FMOC-CI a 15 mM foi preparado dissolvendo-se 38,7 mg de
FMOC-ClI em 10 mL de acetona. Preparou-se o tampao borato-NaOH, pH 6,3,
misturando-se 6,18 g de acido bérico em 100 mL de agua deionizada, pH ajustado
com NaOH a 1 N. A solucéo foi filtrada (filtro Millipore, em PVD de 0,45 um). Para a
derivacdo, uma aliquota de 100 pyL da amostra foi misturada com 25 uL de tampao
borato, pH 6,3 e 125 uL do reagente FMOC-C1 15 mM. Apéds 40 segundos foram
adicionados 500 pL de pentano. Agitou-se a mistura e removeu-se 0 pentano com
uma pipeta Pasteur. O processo de extracdo com pentano foi repetido, deixando-se
evaporar o restante do solvente.

Apés diluir uma aliquota da amostra 5 vezes com agua deionizada, foram

injetados 10 pL no cromatografo.

3.3.8. Quantificacao dos aminoacidos livres totais na seiva do xilema
A quantidade de aminoacidos livres totais na seiva do xilema foi determinada
pela somatéria das é&reas de todos os picos integrados, detectados no

cromatograma, conforme descrito no item 3.3.7.

3.4. Delineamento experimental e analise estatistica

Os tratamentos dos ensaios foram dispostos em delineamento experimental
casualizado, com 10 replicacées, onde cada vaso com duas plantas compds a
unidade experimental. Aos dados quantitativos obtidos, aplicou-se a analise de
variancia e, nos casos significativos, foram comparadas as médias pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da salinidade no crescimento

A salinidade n&o alterou o comprimento das raizes das plantas de soja (fig. 2),
porém houve um decréscimo de 15,5 %, 25,8 % e 34,0 % no comprimento da parte
aérea nas plantas tratadas com 50 mM, 100 mM e 200 mM de NaCl,

respectivamente (fig. 2).
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Figura 2. Comprimento das raizes (A) e parte aérea (B) de plantas de soja apés
tratamento em diferentes concentracdes de NaCl. As barras indicam o erro padrao
da média. Médias com letras distintas apresentam diferenca estatistica significativa

entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 %.
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Nao houve uma diferenca significativa entre os tratamentos, da medida da
razdo comprimento de raiz / comprimento da parte aérea, com o0 aumento da
salinidade (fig. 3).

Observou-se um decréscimo gradativo na area foliar com o aumento da
salinidade. Em relacdo ao controle, as quedas foram de 25,6 % (50 mM), 42,9 %
(100 mM) e 57,1 % (200 mM) (fig. 4).

As massas frescas apresentaram decréscimos expressivos, com o incremento
de NaCl no meio de cultivo nas folhas e caules (fig. 5 A e B) mas mantiveram-se
constantes nas raizes (fig. 5 C).

Os valores de massas secas de folhas, caules e raizes também reduziram, em
relagdo ao controle, com o aumento da salinidade. A redugdo mais expressiva
ocorreu nos caules, cerca de 62 %, no tratamento de 200 mM (fig.6).

Houve um decréscimo significativo na massa seca livre de cinzas, em relagao

ao controle, nos tratamentos com 100 e 200 mM de NaCl em todos os érgéos (fig.7).

0,6 a

05 - a a T
a a T |
o 04 J_
O 03
]
R
«© 0,2
o

0,1

0 - ‘
0 50 100 200
Tratamentos (mM) de NaCl

Figura 3. Razao comprimento da raiz (Cr) / comprimento da parte aérea (Cpa) de
plantas de soja, apds tratamento em diferentes concentracées de NaCl. As barras
indicam o erro padrdao da média. Médias com letras distintas apresentam diferenca

estatistica significativa entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 %.
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Figura 4. Area foliar de plantas de soja apds tratamento em diferentes
concentragdes de NaCl. As barras indicam o erro padrdo da média. Médias com
letras distintas apresentam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos,

segundo Tukey a 5 %.

As razbes massa seca da raiz / massa seca da parte aérea ndo variaram
significativamente em relacdo ao controle, embora tenha sido observado um
aumento de 30,0 % nas plantas tratadas com 200 mM de NaCl (fig.8).

N&o ocorreram variagdes significativas na massa foliar especifica das plantas
tratadas em relagéo ao controle (fig.9).

Nao foram observadas diferencas significativas no conteudo de agua da parte
aérea das plantas expostas ao tratamento salino em relagéo ao controle (fig.10). No
entanto, o conteudo de agua das raizes de plantas tratadas com sal aumentou

significativamente em relacdo ao controle.
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Figura 5. Massas frescas das folhas (A), caules (B) e raizes (C) de plantas de soja
apoés tratamento com diferentes concentracées de NaCl. As barras indicam o erro
padrao da média. Médias com letras distintas apresentam diferenca estatistica

significativa entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 %.
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Figura 6. Massas secas de folhas (A), caules (B) e raizes (C) de plantas de soja
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significativa entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 %.
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Figura 7. Massas secas (MS) livre de cinzas de folhas (A), caules (B) e raizes (C) de
plantas de soja apo6s tratamento com diferentes concentracdes de NaCl. As barras
indicam o erro padrdo da média. Médias com letras distintas apresentam diferenca

estatistica significativa entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 %.
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Figura 8. A razao massa seca das raizes (MSr) / massa seca da parte aérea (MSpa)
de plantas de soja ap6s tratamento com diferentes concentragdes de NaCl. As barras
indicam o erro padrao da média. Médias com letras distintas apresentam diferenca

estatistica significativa entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 %.
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Figura 9. Massa foliar especifica (MFE) de plantas de soja ap6s tratamento com
diferentes concentracdes de NaCl. As barras indicam o erro padrdao da média.
Médias com letras distintas apresentam diferenca estatistica significativa entre os

tratamentos, segundo Tukey a 5 % (MS = massa seca).
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Figura 10. Conteudo de agua da parte aérea (Cagua pa) (A) e raizes (Cagua raizes) (B)
de plantas de soja ap0s tratamento com diferentes concentracdes de NaCl. As barras
indicam o erro padrdo da média. Médias com letras distintas apresentam diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 % (MS = massa

seca).

4.2. Efeito da salinidade em parametros bioquimicos

O teor de proteinas em folhas de plantas de soja nao foi alterado

significativamente pela salinidade, em relagao ao controle (fig.11).

25



Observou-se uma expressiva queda do nitrato nas raizes, sob influéncia do
NaCl. No tratamento mais brando, de 50 mM, obteve-se uma diminuigdo de 72,1 %,
seguida de 80,8 % e 83,3 % para os tratamentos em que foram utilizadas maiores

concentragdes de sal (100 mM e 200 mM) (fig.12).
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Figura 11. Proteinas nas folhas de plantas de soja apds tratamento com diferentes
concentragdes de NaCl. As barras indicam o erro padrdo da média. Médias com
letras distintas apresentam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos,

segundo Tukey a 5 % (MF= massa fresca).

Nao ha uma relacdo clara entre a concentracdo de acgucares soluveis totais
nas raizes e a concentracao de NaCl no meio de cultivo, j& que houve uma queda
muito expressiva apenas quando as plantas foram expostas a concentracéao de 100
mM de NaCl (56,9 %) (fig.13).

A concentracdo de aminoacidos solUveis totais nas raizes diminuiu quando as

plantas foram submetidas as diversas concentrac¢des salinas (fig.14).
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Figura 12. Nitrato em raizes de plantas de soja apds tratamento com diferentes
concentragdes de NaCl. As barras indicam o erro padrao da média. Médias com
letras distintas apresentam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos,

segundo Tukey a 5 % (MF,2¢s = massa fresca das raizes).
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Figura 13. Aclcares soluveis totais (AST) em raizes de plantas de soja apés
tratamento com diferentes concentracdes de NaCl. As barras indicam o erro padrao
da média. Médias com letras distintas apresentam diferenca estatistica significativa

entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 % (MF,2es = massa fresca das raizes).
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Figura 14. Aminoacidos (AA) sollveis totais em raizes de plantas de soja apds
tratamento com diferentes concentracdes de NaCl. As barras indicam o erro padrao
da média. Médias com letras distintas apresentam diferenca estatistica significativa

entre os tratamentos, segundo Tukey a 5 % (MF,2es = massa fresca das raizes).

As proporcdes entre os aminoacidos livres no exsudato do xilema e nas raizes
de plantas de soja submetidas ao estresse salino sdo apresentadas nas tabelas 1 e
2, respectivamente. No controle, os aminoacidos que foram encontrados na seiva em
maior proporcao foram ASN, GABA e ASP, respectivamente. Com excecao da ASN,
houve aumento na concentracdo de todos os aminoacidos no exsudato do xilema de
plantas submetidas aos tratamentos com solugdo salina, sendo que SER, ALA,
GABA e PRO foram os que apresentaram maior acréscimo (tabela 1).

Nas raizes, 0s aminoacidos que apresentaram a maior propor¢ao no controle
foram ASN, GABA e GLU, respectivamente e ap6s a adicdo de sal ao meio a
concentracdo do aminoacido ASN diminuiu enquanto SER e GABA aumentaram

(tabela 2).
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Tabela 1. Proporcao (mol %) entre os aminoacidos livres (AA) no exsudato do xilema

de plantas de soja, submetidas a estresse salino.

AA* Controle 50 mM 100 mM 200 mM
ASP 1,12 2,25 3,62 1,49
ASN 88,84 60,41 57,53 60,26
SER 0,87 9,21 8,96 5,12
ALA 0,70 9,20 9,40 11,25
GABA 1,34 2,62 2,15 3,76
PRO* 0,74 3,52 7,72 4,68
OUTROS* 6,39 12,79 10,62 13,44

*Foram detectados os aminoacidos GLU, GLN, HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE,
ILE, LEU e LYS, porém a soma das concentra¢des era inferior a 3 %. PRO** identificada
com a derivagao por FMOC.

Tabela 2. Proporcao (mol %) entre os aminoacidos livres (AA) nas raizes de plantas

de soja, submetidas a estresse salino.

AA* Controle 50 mM 100 mM 200 mM
ASP 1,81 6,26 3,13 2,73
GLU 2,88 5,96 3,28 3,12
ASN 79,39 51,61 65,34 67,68
SER 1,61 4,32 3,38 4,25
HIS 2,25 1,59 2,44 3,04
TYR 1,70 4,03 3,15 2,17
GABA 4,76 16,51 11,92 8,58
OUTROS* 5,60 9,72 7,36 8,43

*Foram detectados os aminoacidos GLN, GLY, THR, ARG, ALA, MET, VAL, PHE, ILE, LEU
e LYS, porém a soma das concentragdes era inferior a 3 %.
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5. DISCUSSAO

A avaliagdo da sensibilidade das plantas ao estresse salino é, freqiientemente,
baseada nos dados de crescimento da planta (Liu & Staden, 2001).

A diminuicdo do comprimento da parte aérea encontrada em soja, neste
trabalho, foi observada também em plantas de Populus tremula (Evers et al., 1997) e
Vigna vexillata (Okusanya & Oyesiku, 1994) e coincide com o trabalho de Essa
(2002), que verificou uma reducdo significativa da altura de plantas de soja
submetidas a salinidade.

Flowers & Hajibagheri (2001) relatam que a manutencdo do crescimento
normal das raizes sob condicdes adversas de cultivo demonstra que a planta pode
apresentar tolerancia ao sal. Embora ndo se possa descartar a possibilidade da
manutencdo do crescimento ser devida apenas a uma adaptacdo da planta ao
estresse salino, fato que foi observado também em cultivar sensivel ao sal de Vigna
unguiculata (Ferreira, 2005) que a suculéncia das raizes se manteve constante e que
o comprimento das raizes aumentou quando foram submetidas as varias
concentracdes de sal. Neste trabalho a analise dos parametros de crescimento
revelou que as raizes de plantas de soja sdo menos afetadas pelo sal que a parte
aérea. O comprimento das raizes e a massa fresca das raizes ndo foram reduzidos
significativamente com o aumento na concentracdo de sal. O conteudo de agua nas
raizes, com base na massa seca, aumentou sob salinidade. Alguns autores
consideram que o acumulo de agua nas células esta relacionado com a maior
tolerancia ao estresse salino (Greenway & Munns 1980; Costa et al.,, 2003), pois,
desta forma, a planta conseguiria diminuir a concentracdo de sais no citoplasma

(Ghoulam et al., 2002). Zenoff et al. (1994) relatam que as raizes podem ser menos
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afetadas pelo sal do que a parte aérea, devido a alteracées na proporcao entre os
lipidios, que ocorrem exclusivamente nas membranas de ceélulas das raizes,
preservando a sua fluidez.

A reducao da area foliar observada neste trabalho também foi observada em
varias plantas submetidas ao estresse salino (Misra et al., 1997; Ghoulam et al.,
2002; Costa et al., 2003;; Tabatabaei, 2006). A razao dessa reducdo pode estar
relacionada ao adiantamento da senescéncia foliar (Silveira et al., 2003), ja que sob
estresse salino ha acumulo de ions nas folhas, o que acelera a abscisdao das
mesmas (Greenway & Munns, 1980; Tester & Davenport, 2003; Tabatabaei, 2006).
Ou ainda, a diminuicdo da area foliar pode ser devida a reducao da expansao foliar
resultante da queda da pressao de turgor (Marcelis & Hooijdonk, 1999), ja que sob
estresse salino ha uma maior dificuldade de entrada de agua na planta (Lewis et al.,
1989; Volkmar et al., 1998; Umezawa et al., 2002; Carillo et al., 2005).

As massas secas e massas secas livres de cinzas das plantas de soja
crescendo em ambiente salino diminuiram e estes resultados coincidem com os
obtidos em cajueiros (Silveira et al., 2003), plantas de feijao-de-corda (Costa et al.,
2003), de arroz (Misra et al., 1997) e plantas (EI-Samad & Shaddad, 1997) e calos de
soja (Liu & Staden, 2001). Dentre os fatores que podem explicar a redugédo da massa
seca estdo: a reducdo da fotossintese, devido a diminuicdo da area foliar e a
diminuicao da disponibilidade de nutrientes (Marcelis & Hooijdonk, 1999), tais como a
reducdo na concentracdo de NOjs; observada neste trabalho. A queda na massa
fresca da parte aérea de plantas de soja pode ter ocorrido em consequéncia do
déficit hidrico, provocado por elevadas concentracdes de sal no meio externo a

planta (Marcelis & Hooijdonk, 1999).
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A massa foliar especifica ndo apresentou aumento significativo e este
resultado nao coincide com o obtido por Wang et al. (2001) com plantas de soja, no
qual foi observado o aumento desse parametro sob salinidade. Contudo, as
cultivares utilizadas nos dois trabalhos foram diferentes, o que pode explicar a
discrepancia entre os resultados. Resultados diferentes do nosso também foram
encontrados com outras espécies, nas quais a area foliar especifica (reciproca da
massa foliar especifica) diminuiu sob estresse salino em feijoeiro (Bray & Reid, 2002;
Bayuelo-Jimenez et al., 2003), em plantas de pepino (Chen et al, 1999) e em
Artemisia sp. (Ishikawa & Kachi, 2000).

De forma semelhante aos resultados encontrados neste trabalho, a
estabilidade na concentracédo de proteinas nas folhas de plantas, sob estresse salino,
também foi observada por Costa et al. (2003) em plantas de feijao-de-corda e Ashraf
(1994) em plantas de eucalipto. Embora haja aumento da protedlise sob estresse
salino (Silveira et al., 2003), a concentracdo protéica pode nao ter se alterado em
nosso trabalho, devido a um possivel aumento na sintese de proteinas especificas
de estresse (Callis, 1995; Forsyth & Shewry, 2002), que aumentam inclusive sob
estresse salino, onde sao observadas alteracées no perfil protéico (Pedranzani et al.,
2003). Outra possibilidade € que o tempo experimental ndo tenha sido
suficientemente longo para que fossem observadas alteracées na concentracdo de
proteinas.

A diminuigdo na concentragdo de aminoacidos nas raizes encontrada neste
trabalho também foi observada em feijao-de-corda (Costa et al, 2003). Estes
resultados ndo coincidem com os resultados obtidos em cajueiro (Silveira et al.,
2003). Em diferentes cultivares de plantas de soja estudadas por El-Samad &

Shaddad (1997) observou-se que em individuos da cultivar tolerante ao estresse
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salino houve uma diminui¢gdo na concentragdo de aminoacidos soluveis nas raizes e
nos individuos da cultivar sensivel houve o aumento da concentracdo dessa
substancias.

Houve reducdo na concentracao de nitrato nas raizes. Este fato também foi
observado em cajueiro (Silveira et al., 2003) e plantas de feijao-de-corda (Silveira et
al., 2001). Essa diminuicdo pode ser devida a redugao da absorcado de nitrato, em
consequéncia da interferéncia exercida pelo CI° sobre alguns tipos de
transportadores da membrana das células das raizes (Silveira, et al., 2001; Rubinigg,
et al., 2003). Segundo Carillo et al. (2005) o CI' compete com o nitrato pelo sitio de
ligacdo dos transportadores.

A diminuicdo na concentracdo de aminoacidos livres totais pode estar ligada a
reducao da absorcdo de nitrato pelas raizes (Rubinigg et al., 2003; Carillo, et al.,
2005). Com a diminuicdo da absorcdo de nitrato hd uma inibicdo da atividade da
nitrato redutase, que € a enzima responsavel pela transformacao do nitrato em nitrito,
passo limitante na assimilacdo de nitrogénio, necessario para a sintese de
aminodcidos (Silveira et al., 2001; Flores et al., 2002).

Muitos autores indicam a sacarose como a principal molécula de carboidrato
responsavel pela manutencdo do turgor celular em plantas sob estresse salino
(Ashraf, 1994; Hasegawa et al., 2000; Kafi et al. 2003; Koyro, 2006). Contudo, os
dados deste trabalho estdo de acordo com a observagdo de Ashraf & Harris (2004),
de que nao existe um padrdo evidente indicando aumento da concentracdo da
sacarose com o aumento de sal no meio de cultivo e que o aumento ou redugéo da
concentracdo da sacarose nos tecidos varia com a espécie estudada.

A ASN foi o amino4cido encontrado em maior abundancia no exsudato do

xilema de plantas de soja ndo noduladas (McClure & Israel, 1979). Puiatti e Sodek
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(1999), Souza e Sodek (2003) e Thomas (2004), trabalhando com plantas de soja
submetidas a hipoxia (por alagamento do sistema radicular), indicaram que a ASN é
a principal forma de transporte de nitrogénio em plantas de soja, que cresceram em
meio com nitrato. Esses autores também observaram redugdo na concentragdo de
ASN quando as plantas foram colocadas sob estresse e discutiram a possibilidade
da diminuicdo da sua concentracao ter ocorrido devido a interconversdo deste
aminoacido em ALA. Nossos resultados estdo de acordo com as observagdes
desses autores, ja que sob estresse salino também houve aumento de ALA.

Os aminoacidos GABA, PRO, SER e ALA apresentaram aumento de
concentragdo na seiva do xilema, sob salinidade, o que estd de acordo com
observacdes de que esses aminoacidos estdo associados aos estresses abidticos
(Reggiani et al., 1998; Puiatti & Sodek, 1999; Bouché et al., 2003; Souza & Sodek,
2003; Ashraf & Harris, 2004).

Segundo Thomas (2004), a sintese de GABA ocorre pela a-descarboxilagéo
do GLU. Embora a concentracdo de GLU nao tenha sido alterada, este aminoacido
pode ter sido um intermediario na sintese de GABA em decorréncia da conversao da

ASN em ASP e, este ultimo, em GLU (fig. 15).

aKG ALA

PYR y

ASN —ASP —>GLU —|:$>GABA ﬂ
ﬂ aKG ~ OAA 0

Figura 15. Precursores da sintese de ALA e GABA.

Embora alguns autores relatem que o contetdo de PRO néao pode ser utilizado

como um indicador do estresse salino no caso das plantas de soja (Ashraf & Harris,
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2004), Pérez-Alfocea et al. (1994) atribuem a PRO e ao GABA um possivel papel na
reducao da acidificagdo do citosol, sob estresse salino. Neste trabalho foi encontrado
um aumento na concentracdo de PRO, paralelamente ao aumento da salinidade.
Esses resultados coincidem com os relatados para plantas de trigo (Kafi et al., 2003),
P. aureus (Misra & Gupta, 2005), plantas de amendoim (Jain et al., 2001), de arroz
(Basu et al., 2002) e eucalipto (Woodward & Bennett, 2005). A elevacdo na
concentracdo de PRO pode ser explicada por um possivel aumento da sintese de
novo deste aminoacido, sob salinidade (Silveira et al., 2001), devido ao aumento da
expressdo da A'-pirrolino-5-carboxilato sintetase, enzima chave na via biossintética
da PRO, (Liu & Zhu, 1997; Silveira et al., 2003) ou pela diminuicdo da taxa da
degradacdo enzimatica, em consequéncia da inibicdo da PRO oxidase (Misra &

Gupta, 2005).
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6. CONCLUSOES

Os acgucares soluveis ndo estdo envolvidos na osmorregulacao de plantas de
soja.

Apesar do conteudo de nitrato e aminoacidos nas raizes ter reduzido sob
estresse salino, houve alteracdes no perfil de aminoacidos nas raizes e na seiva do
xilema e aumentos nas concentragdes de aminoacidos caracteristicamente
relacionados a estresses, tais como PRO e GABA. Dessa forma, o cultivar IAC 17 de
plantas de soja apresentou caracteristicas de adaptagdo a salinidade, embora as
elevacoes das concentracées desses aminoacidos ndo tenham sido suficientes para

evitar a reducao da massa seca das plantas sob salinidade.
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