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RESUMO

Plantas de Cajanus cajan receberam aplicagdes de brassinosterdide ou de clotrimazol
(inibidor de sintese de brassinosterdides) e foram submetidas a salinidade. O objetivo deste
trabalho foi verificar o efeito de duas concentracdes de brassinosterside (1 x 10”7 e 0,5 x 10
M) e uma de clotrimazol (1 x 10™* M), no crescimento, composicio bioquimica e transporte de
aminodcidos em plantas de C. cajan, submetidas a duas concentragdes de NaCl (200 e 400
mM). A salinidade afetou os parametros de crescimento (massas frescas e secas, comprimento
da parte aérea e da maior raiz, nimero de folhas, drea e suculéncia foliar), os parametros
bioquimicos (teores de nitrato, prolina, aminodcidos livres, proteinas totais, agicares soliveis,
sacarose, clorofilas e carotendides) e o padrao dos aminodcidos transportados. A propor¢do da
maioria dos aminodcidos transportados no xilema diminuiu sob salinidade, com exce¢do de
alanina e serina. A concentracdio de NaCl a 400 mM provocou as maiores alteragdes. A
aplicacdo de clotrimazol mostrou-se eficiente na inibicio dos efeitos provocados por
brassinosteréide na grande maioria dos parametros estudados, sob salinidade. Nao houve
diferenca em relacdo a eficiéncia das duas concentracdes de brassinosterdide utilizadas na
maioria dos parametros avaliados. A aplicacdo de brassinosteréide amenizou o efeito do

estresse salino na maioria dos parametros de crescimento, dos pardmetros bioquimicos e no

padrao de aminoacidos transportados em plantas de C. cajan, submetidas a salinidade.
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SUMMARY

Plants of Cajanus cajan received applications of brassinosteroid or clotrimazol
(brassinosteroids synthesis inhibitor), and were subjected to salt stress. The goal of this study
was to verify the effect of two concentrations of brassinosteroid (1.0 x 107and 0.5 x 10'9M),
and one concentration of clotrimazol (1.0 x 10™* M) on growth, biochemical composition and
transport of amino acids in plants of C. Cajan, cultivated under two concentrations of NaCl
(200 and 400 mM). The salt affected growth (fresh and dry mass, shoot length and main root
length, number of leaves, leaf area and succulence of leaves) and biochemical parameters
(nitrate, proline, free aminoacids, total protein, soluble sugars, sucrose, chlorophylls and
carotenoids concentrations), and changed the pattern of amino acids transported. The
proportion of most of the amino acids transported in the xylem was reduced by salinity.
Alanine and serine were exceptions. The largest alterations were caused by 400 mM of NaCl.
Clotrimazol was effective in inhibiting the effects caused by brassinosteroid for the great
majority of studied parameters. There was no difference between the two concentrations of
brassinosteroid for most parameters evaluated, under salinity. The application of
brassinosteroid was effective diminishing the effect of salt on most of the growth and
biochemical parameters, and in the patterns of amino acids transported in plants of C. Cajan

subjected to salt stress.
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1. INTRODUCAO

Estresse ¢ usualmente definido como qualquer condicdo provocada por um fator
externo que cause desvantagem para a planta, alterando seu crescimento e desenvolvimento
normal (Taiz & Zeiger, 2004). Os agentes indutores de estresse ou estressores podem ser de
origem bidtica, como na herbivoria e doencas causadas por bactérias, fungos e virus, ou de
origem abidtica, como nos estresses provocados por fatores fisicos, como seca, radiagdo,
temperaturas extremas, alagamento e vento ou causados por fatores quimicos, como poluicdo
do ar, metais pesados, pesticidas, toxinas, pH do solo e salinidade (Nielsen & Orcutt, 1996).

O excesso de sais soluveis no solo pode reduzir a produtividade de diversas plantas
(Allison et al., 1985). A sensibilidade da planta ao sal varia entre as espécies, cultivares da
mesma espécie e depende de alguns fatores como o tipo e a concentragdo de sal, o tempo e o
numero de exposi¢des ao sal, o estdgio de desenvolvimento da planta, a umidade do ar e do
solo e a intensidade de luz (Flowers €t al., 1977; Costa €t al., 2003; Ashraf & Harris, 2004).

Em condig¢des naturais, solos salinizados podem ser encontrados em regides costeiras
(Haddad & Mazzafera, 1999), em regidoes com histdria geolégica marinha recente (Tester &
Davenport, 2003) e em regides com intenso intemperismo quimico (Oliveira, 2001). Por outro
lado, préticas inadequadas de irrigacio e drenagem em dreas onde a 4gua ¢é salobra,
geralmente em regides dridas e semi-aridas, também podem levar ao acimulo de sais no solo
(Flowers & Yeo, 1995; Tester & Davenport, 2003).

A salinidade afeta civilizacdes desde a antiguidade até os tempos atuais. Existem
relatos de que a salinidade dos solos afligiu antigas civiliza¢des no sul da mesopotdmia e no
vale dos rios Tigre e Eufrates, que haviam prosperado por séculos naquela regido (Jacobsen &

Adams, 1958).



Atualmente, solos salinizados sdo naturalmente encontrados em mais de 100 paises
(Rengasamy, 2006). A area global afetada por solos salinizados € de 831 milhdes de hectares,
distribuidos em todos os continentes (FAO, 2000), sendo que o total de solos salinizados no
continente sul-americano representa 14% desse total (Rengasamy, 2006).

No Brasil, os solos salinos sdo encontrados, principalmente, nas regides semi-aridas
nordestinas, pantanal mato-grossense e dreas litordneas relacionadas com a vegetacdo de
mangue (Oliveira, 2001).

As plantas podem ser separadas em halofitas e glicofitas de acordo com sua
sensibilidade ao sal. As haldfitas conseguem completar seu ciclo de vida em ambientes
salinos, com 0,5% ou mais de sal, (Wainright, 1984; O’Leary & Glenn, 1994), enquanto que
as glicofitas ndo o fazem nessas condi¢des (Wainright, 1984). A maior parte das plantas
cultivadas € classificada como glicéfita. Processos metabdlicos essenciais, como respiracdo e
fotossintese, sdo sensiveis ao sal tanto em haldfitas como em glicéfitas (Volkmar et al., 1997).

A salinidade tem dois efeitos nas plantas: os efeitos devidos a reducdo do potencial
hidrico do solo, dificultando a entrada de dgua na planta e os efeitos toxicos especificos dos
fons (Lewis et al., 1989; Volkmar et al., 1997; Umezawa €t al., 2002; Carillo et al., 2005). A
reducdo do potencial hidrico do solo, causada pelos sais, pode levar ao déficit hidrico e causar
a morte da planta. Com a reduc¢do do potencial hidrico do solo as plantas podem reduzir
também o potencial osmético de suas células para manter a entrada de dgua nas raizes. Este
processo € conhecido como ‘“‘ajustamento osmoético” e ocorre tanto em glicofitas, como em
haléfitas (Prisco, 1980; Demiral & Tiirkan, 2005).

Durante o processo de ajustamento osmotico, solutos organicos compativeis siao
acumulados nas raizes (Ghoulam et al., 2002; Costa €t al., 2003; Kafi et al., 2003; Silveira et
al., 2003; Ashraf & Harris, 2004; Carillo et al., 2005; Misra & Gupta, 2005; Koyro, 2006).

Solutos compativeis sd@o definidos como compostos organicos responsdveis pelo balanco
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osmoético e que sdo compativeis com o metabolismo celular (Yeo, 1998). Uma grande
variedade desses solutos apresenta alta solubilidade e higroscopia (Hasegawa et al., 2000), o
que contribui para a manuten¢do da turgescéncia celular e estabilizacdo da conformacao ativa
de enzimas citoplasmadticas, protegendo-as contra a inativag@o por fons (Volkmar et al., 1997;
Carillo et al., 2005). Dentre os solutos compativeis estdo: aminodcidos (PRO), compostos de
amoOnio quartendrio (glicina betaina, prolina betaina e O-sulfato de colina), compostos de
sulfénio tercidrio (propionato de dimetilsulfonio), dlcoois poli-hidricos (pinitol, manitol e
sorbitol) e ainda agucares soldveis (Volkmar et al., 1997; Buchanan et al., 2000; Jain €t al.,
2001; Costa et al., 2003; Ashraf & Harris, 2004). Em geral, as plantas tolerantes a salinidade
tém mais acucares soliveis que as sensiveis (Ashraf & Harris, 2004). Os acucares soliveis
contribuem no minimo com 50 % do potencial osmético total em glicéfitas crescendo em
ambientes salinos (Ashraf, 1994). Em plantas de trigo (Kafi et al., 2003), arroz, soja e algodao
(Rathert, 1982, in Kafi et al., 2003) e Plantago coronopus foi verificado que a sacarose pode
ser utilizada para o ajustamento osmético (Koyro, 2006).

Entre os efeitos toxicos especificos dos sais estdo: alteracdo na absor¢do e transporte de
elementos essenciais e nitrato (Santa-Maria et al.; 1997; Cerezo et al., 1997), alteragdes no
metabolismo de proteinas, aparecimento de necrose foliar, redug@o na taxa de fotossintese e na
produtividade (Lewis et al., 1989; Tester & Davenport, 2003).

Os processos de crescimento sdo especialmente sensiveis aos efeitos do sal, de modo
que a producdo de biomassa e a taxa de crescimento sdo bons critérios para se determinar o
grau de estresse e da capacidade da planta em superar a salinidade (Larcher, 2000). A
salinidade reduz o crescimento mesmo em espécies consideradas tolerantes ao sal, embora as
plantas tolerantes sejam capazes de manter maiores taxas de crescimento em relacdo as
sensiveis, quando submetidas as mesmas concentragdes de sal (Neumann, 1997). Sob

salinidade houve redugio nas massas frescas de plantas de milho (Lohaus et al., 2000) e arroz
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(Nuriez et al., 2003/4). Munns e Termaat (1986) determinaram o crescimento de plantas de
trigo, cevada, tremoco e algodao sob estresse salino e sugeriram que a inibi¢ao do crescimento
estd relacionada a redugdo na taxa de expansao foliar. A menor drea foliar pode ser a principal
causa do crescimento reduzido da planta, pois acarreta reducdo na fotossintese (Marcelis &
Hooijdonk, 1999; McCree, 1986; Zhu, 2001; Netondo et al., 2004).

Por outro lado, a menor taxa de crescimento foliar pode representar uma adaptag¢do ou
aclimatacdo ao estresse salino. A inibicdo de crescimento foliar pode prolongar a vida da
planta, pois diminui a transpiracdo e otimiza o consumo da dgua, que se encontra indisponivel
(Richards, 1993, in Neumann, 1997).

Outra adaptacdo a salinidade é o aumento da suculéncia, devido ao acumulo de dgua
nas células da folha, diminuindo, dessa forma, o déficit hidrico (Costa €t al. 2003) e reduzindo
a concentragdo de sais no protoplasma (Larcher, 2000).

Cultivo sob salinidade levou a redugdo no nimero de folhas em Dalbergia sissoo
(Rawat & Banerjee, 1998), Vigna vexillata (Okusanya & Oyesiku, 1994), Beta vulgaris
(Ghoulam et al., 2002) e Cakile maritima (Debez €t al., 2004). Segundo Netondo et al. (2004),
sob salinidade a reducdo na concentracio de Ca®* nas folhas mais velhas afeta o
desenvolvimento de novas folhas.

A salinidade pode alterar o metabolismo dos cloroplastos, afetando a fotossintese
(Sultana et al., 1999). A aplicagao de cloreto de sédio levou a redugio de clorofilas em plantas
de Vigna radiata (Amzallag & Goloubinoff, 2006), arroz (Singh & Dubey, 1995),
Argyranthemum coronopifolium (Herralde et al., 1998), Hydrocotyle bonariensis e
Foeniculum vulgare (Haddad & Mazzafera, 1999).

A principal fonte de nitrogénio para as plantas cultivadas € o nitrato (Silveira et al.,

2001; Flores et al., 2002). A absorcdo de nitrato € reduzida sob salinidade (Rubinigg et al.,



2003) e esta reducdo afeta a assimilacdo de nitrogénio (Silveira et al., 2001) necessario a
sintese protéica.

Sob salinidade a concentracdo de proteinas diminui na maioria das espécies vegetais
(Misra et al., 1997; Evers et al., 1997), devido a uma reducdo na sintese protéica e aumento na
protedlise (Silveira et al., 2003). A sintese protéica diminui porque ocorre aumento de Na* no
interior da célula (Costa et al., 2003), e este compete com o K (Subbarao et al., 2003; Tester
& Davenport, 2003) que € necessdrio para unir o RNA transportador aos ribossomos. O
aumento da protedlise leva a acréscimo na concentracdo de aminoécidos livres totais (Silveira
et al., 2003; Ashraf & Harris, 2004).

Apesar das profundas alteracdes ocorridas no metabolismo do nitrogénio sob condi¢des
de estresse, pouca atencdo tem sido dada ao transporte de nitrogénio nestas condi¢des. O
interesse no transporte de nitrogénio no xilema estd centrado, principalmente, no entendimento
de relacdes e processos metabdlicos que ocorrem em outras partes da planta, particularmente,
nas raizes (Puiatti & Sodek, 1999).

O tipo e a proporcdo dos aminodcidos transportados na seiva do xilema podem ser
alterados, dependendo das condic¢des de cultivo da planta. Assim, o aumento no teor de ALA é
visto como indicador de anaerobiose (Puiatti & Sodek; 1999, Reggiani et al., 2000; Sousa &
Sodek, 2002; Thomas et al., 2005), enquanto que a porcentagem de ASP diminui sob
inundagao (Amarante et al., 2006; Lima & Sodek, 2003). A presenca de sal no meio também
afeta a absorcdo e transporte de compostos nitrogenados das raizes para a parte aérea da
planta. Nestas condigdes houve decréscimo na absor¢do e assimilacdo de nitrogénio em
plantas de feijao-de-corda (Silveira et al., 1999) e alteragcdo na composi¢do de aminoacidos no
xilema, em plantas de soja (Serraj et al., 1998, 1999) e Mesembryanthemum crystallinum

(Popova et al., 2003).



A partir da andlise da composicdo de aminoicidos da seiva do xilema das raizes de
Leptochloa fusca e Atriplex hortensis crescendo na presenca de sal, € possivel dizer que os
principais aminodcidos transportados eram GLN e ASN (Jeschke et al., 1995). Em folhas de
Anacardium occidentale crescendo sob estresse salino, houve aumento da concentragdo de
GLU, em relacdo as plantas controle. Contudo nas folhas das plantas cultivadas em presenga
de sal, a proporcdo desse aminodcido diminuiu em relagdo aos demais (Silveira et al., 2003).
Estes mesmos aminodcidos aumentaram nas raizes e seiva do xilema de plantas de cevada
crescendo sob salinidade (Ashraf & Harris, 2004). Aumentos de GABA em folhas, calos e
raizes foram verificados por Bolarin et al. (1995), em tomateiros submetidos ao estresse
salino.

Aumentos nas concentragdes de PRO foram associados a maior tolerancia ao estresse
salino em Phaseolus aureus (Misra & Gupta, 2005), em plantas de amendoim (Jain et al.,
2001), de arroz (Basu €t al., 2002), de trigo (Kafi et al., 2003) e de eucalipto (Woodward &
Bennett, 2005). Contudo, a concentracdo desse aminoacido ndo aumentou em Arabidopsis
thaliana (Liu & Zhu, 1997), em plantas de beterraba (Ghoulam et al., 2002) e de arroz
(Demiral & Tiirkan, 2005) cultivadas com NaCl.

Em 1979, foram descobertos esterdides com fun¢des hormonais em pélen de Brassica
napus. Atualmente mais de quarenta tipos de esterdides foram isolados de vegetais e
denominados Brassinosterdides (Khripach et al, 1999). Os brassinosterdides regulam varios
tipos de atividades no crescimento e desenvolvimento de plantas, como a promocdo de
expansdao e divisdo celular, crescimento de tubo polinico, germinacdo, diferenciacdo do
xilema, mudancas no potencial de membrana, inibi¢do do crescimento de raiz e abscisdo.
Contudo, a principal a¢do destes hormOnios encontra-se na promog¢ao de tolerancia a diversos
tipos de estresses (Zullo & Adam, 2002), inclusive o estresse salino (Clouse & Sasse, 1998;

Khripach et al., 1999). Aplicagdes de brassinosterdides diminuiram o efeito inibitério do NaCl
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no crescimento de Pisum sativum (Amzallag & Vaismam, 2006) e de plantas de amendoim
(Vardhini & Rao, 1997) e arroz (Anuradha & Rao, 2001; Ozdemir et al., 2004).

Durante a sintese de brassinosterdides, posteriormente a sintese de esterdis, é formado
o campesterol. Apds algumas transformacdes, este composto dd origem a castasterona, que por
sua vez, origina os brassinolideos. Durante a sintese dos brassinolideos, deve haver
hidroxila¢des no carbono 25 dos compostos intermedidrios. Estas hidroxilagcdes sdo realizadas
por enzimas dependentes do citocromo P450 (Khripach et al. 1999).

O clotrimazol, substancia da classe dos imidazoles, empregado como medicamento no
combate a doencgas causadas por fungos, tem sido usado como inibidor da sintese de
brassinosterdides. A acdo deste composto deve-se a sua capacidade de interferir em
desmetilagdes do grupamento M do citocromo P450, inibindo assim enzimas dependentes
deste citocromo e dessa forma bloqueando a sintese de esterdides (Bach, 1985).

Recentemente foi verificado que adi¢do de clotrimazol impediu a resposta gravitropica
em raizes de Pisum sativum. A resposta gravitrpica foi parcialmente restaurada com a adi¢ao
de 24-epi-brassinolideo, sugerindo que o Clotrimazol afeta a sintese de brassinosterdides
(Amzallag & Vaismam, 2006).

Cajanus cagjan é uma leguminosa da sub-familia Papilionoideae, conhecida
popularmente como guandu, guando, anduzeiro, guandeiro, ervilha-de-angola, ervilha-de-
arvore, ervilha-de-sete-anos, ervilha-do-congo, feijdo-de-arvore, feijao-do-congo, feijao-
guando e tantaraga (Houaiss & Villar, 2004). E um dos legumes mais amplamente cultivados
em paises tropicais e sub-tropicais (Summerfield & Roberts, 1985 in Akintayo et al. 1999),
estando entre as quinze culturas mais importantes do mundo (Salunkhe et al., 1986). Trata-se
de espécie tolerante a seca e a solos pouco férteis (Wutke, 1987 in Giomo et al., 2001),
adaptada a um amplo gradiente de umidade e que se desenvolve melhor sob temperaturas mais

elevadas (Mitidieri, 1983 in Amabile et al., 2000). A maioria dos acessos floresce sob dias
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curtos (Summerfiled & Roberts, 1985 in Amabile et al., 2000). Suas sementes, ricas em
proteina, podem ser consumidas in natura, ou como suplemento em farinhas destinadas ao
preparo de massas (Casagrandi et al., 1999; Corzo & Fuentes, 2004). Suas plantas também
tém sido usadas como adubo verde, com a finalidade de enriquecer o solo e melhorar a
produtividade de outras culturas (Carvalho et al., 2004; Heinrichs et al. 2005).

Em trabalhos avaliando o efeito do estresse salino no crescimento de Cajanus cajan foi
verificado que a presenca de NaCl levou a redugdes em diversos pardmetros, como:
crescimento da planta (Joshi & Nimbalkar, 1983; Subbarao et al., 1991; Ashraf, 1994), area
foliar, indice de area foliar, taxa de crescimento da cultura, taxa de crescimento relativo, taxa

de assimilagdo liquida, além de redu¢do na produtividade (Joshi & Nimbalkar, 1983).



2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de brassinosterdide em plantas de

Cajanus cajan submetidas a duas concentra¢des de NaCl.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar o efeito da salinidade em parametros de crescimento, bioquimicos e no
transporte de aminodcidos na seiva do xilema de plantas de Cajanus cajan.

Verificar se o brassinosterdide atenua as alteragdes ocasionadas em pardmetros de
crescimento, bioquimicos e no transporte de aminodcidos, em func¢io da exposi¢cdo de plantas
de Cajanus cajan ao estresse salino.

Verificar os efeitos da aplicagdo de clotrimazol, inibidor de sintese de

brassinosterdides.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condicoes de cultivo
Plantas de Cajanus cajan (L.) Millsp, cultivar Cl11, fornecidas pelo Instituto

Agrondmico de Campinas, foram cultivadas em casa de vegetacdo, sob luz natural, em dois
periodos: novembro e dezembro de 2006 e fevereiro e marco de 2007, resultando em dois
experimentos semelhantes, sendo que o primeiro foi utilizado para anélises de crescimento e o
segundo para andlises bioquimicas. Nos dois periodos a temperatura variou de 19 a 40°C.

As sementes foram mantidas em 4dgua destilada por 48 horas, sem aeracdo e depois
semeadas em copos plésticos de 700 mL contendo perlita. Foram irrigadas diariamente com
dgua de torneira até a queda dos cotilédones. A partir desta fase cada planta recebeu 150 mL

de solu¢do nutritiva normal de Hoagland & Arnon (1939), acrescida ou ndo de NaCl.

3.1.1 Exposicao das plantas de Cajanus cajan ao estresse salino
A fim de permitir a adaptacdo gradual das plantas ao sal, evitando choque osmético, as

concentracdes de NaCl foram aumentadas gradativamente, a cada dois dias, em 50 mM, até
que fossem atingidas as concentracdes finais de 200 e 400 mM. Ao todo, as plantas foram
expostas ao sal por 16 dias.

Nas aplicacdes de solugdao nutritiva, a exposicdo uniforme das raizes ao sal foi
assegurada pelo encaixe dos copos de 700 mL, furados, dentro de copos sem furos, com
menor altura e didmetro maior. Dessa forma, a solucdo, presente no vasos externos, subiu por
capilaridade, preenchendo os copos com plantas até a superficie da perlita, enquanto que no
copo externo restou, aproximadamente, 1 cm de solugdo nutritiva. Os vasos foram mantidos

umidos, mas ndo alagados. Nao foi observada nenhuma alteragdo morfoldgica externa, nem
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variagdo no didmetro dos caules, que caracterizassem formacgdo de aerénquima, indicando
hipoxia para as plantas. Entre uma aplicacio e outra, os copos externos foram retirados e as
plantas lavadas com 150mL de solu¢@o nutritiva, para evitar acimulo de sal e deixadas por 24

horas escorrendo, para evitar dilui¢do posterior da solu¢do nutritiva.

3.1.2 Aplicacoes de brassinosteroéide e clotrimazol
O brassinosterdide (24-epibrassinolideo) da marca Sigma E 1641 foi dissolvido em

etanol (Img/mL), diluido em solucdo nutritiva até as concentragdes de 10" M (BR7)e 0,5 x
10°M (BR9) e aplicado no substrato uma semana antes da aplicacao do sal.

O inibidor de sintese de esterdides clotrimazol, da marca Sigma, foi dissolvido em
DMSO (dimetilsulfoxido), diluido em solucdo nutritiva até a concentracio de 10* M e

aplicado no substrato uma semana antes da aplicacao do sal.

3.2 Avaliacoes 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.

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

3100, Lincoln, Nebraska, Eua.

3.2.3 Massa fresca
As massas frescas foram obtidas em balanga analitica da marca Marte, modelo AL500.
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3.2.4 Massa seca
As massas secas foram determinadas em balanga analitica da marca Marte, modelo

ALS500, apés o material vegetal permanecer por 72 horas em estufa com ventilagdo forcada a
80°C.

3.2.5 Massa seca livre de cinzas

As massas secas livres de cinzas foram calculadas com o objetivo de se avaliar o valor
real de biomassa, descontado de um possivel acimulo de sal. Apds a determinacdo 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 balang¢a analitica da marca OHAUS, modelo Analytical Plus. A massa

das cinzas foi subtraida da massa de matéria seca determinada anteriormente.

3.2.6 Namero de folhas
Todas as folhas com comprimento do limbo maior que 1 cm foram contadas.

3.2.7 Suculéncia
Foi calculada a razdo massa de dgua/ drea foliar (suculéncia foliar). A massa de dgua

foi calculada pela diferenca entre massa fresca e massa seca.

3.3 Avaliacoes dos parametros bioquimicos

3.3.1 Extracio e dosagem de pigmentos fotossintéticos nas folhas.
A determinagdo dos pigmentos fotossintéticos foi feita segundo Hiscox & Israeltam

(1979). Foram utilizados 10 mg de massa fresca de folhas. Este material vegetal foi imerso em
5 mL de dimetilsulféxido (DMSO), em tubos de ensaio revestidos por papel aluminio e
vedados. Outra parte foi deixada em estufas a 80°C para medir a massa seca. Apds 48 horas,

foram determinadas as absorbancias a 663, 645 e 470. O teores de clorofilas a, b, total e
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carotendides foram calculados de acordo com a equacdo de Arnon (1949) e Lichtenthaler &

Welburn (1983).

3.3.2 Extracao de metabdlitos das raizes
As raizes foram lavadas com dgua de torneira e secas em papel absorvente. Foram

congeladas, liofilizadas e maceradas em almofariz. O material foi pesado, colocado em tubos e
a extragdo realizada com metanol: cloroférmio: dgua (MCW), na propor¢ao de 12:5:3
(Bieleski & Turner, 1966). O material permaneceu 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 (SP,
Brasil). O sobrenadante foi recuperado e, para cada 4 mL, foi acrescentado 1 mL de
cloroférmio e 1,5 mL de dgua. Agitou-se a mistura. Apds repouso de 24 horas, a fase
cloroférmica foi descartada e a fase aquosa foi aquecida em banho-maria a 38°C, por 8 horas,
para eliminar o residuo de cloroférmio e concentrar a amostra. A seguir, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 g por 5 minutos, em centrifuga BECKMANN, modelo Avanti™ J-301
(EUA) e o sobrenadante foi recuperado. As amostras foram armazenadas a -20°C e usadas
para avaliagdes dos teores de nitrato, aminodcidos livres totais, actcares soldveis totais,
sacarose € PRO. O precipitado (MCW) foi recuperado para dosagem posterior de proteinas

nas raizes.

3.3.3 Dosagem de proteinas nas raizes
O precipitado obtido em 3.3.2 foi ressuspenso em 10 ml de NaOH a 0.1 N. Foi

homogeneizado com bastdo de vidro e apds 24 h centrifugou-se o extrato a 2000 g por 30
minutos e coletou-se o sobrenadante, contendo a fragdo protéica. O método utilizado para a

dosagem foi o descrito por Bradford (1976), utilizando-se BSA como padrido. A leitura das
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absorbancias foi realizada em espectrofotometro UV/VIS da marca FEMTO, modelo 600, a

595 nm.

3.3.4 Dosagem de nitrato (NO5') nas raizes
A determinagdo de NOj3  foi baseada no método de Cataldo et al. (1975). A leitura das

absorbancias foi realizada em espectrofotometro UV/VIS da marca FEMTO, modelo 600, a

410 nm. KNOj" foi utilizado como padrao.

3.3.5 Dosagem de acticares soliveis totais e sacarose nas raizes
O método utilizado foi o de fenol sulfirico (Dubois et al., 1956). Foram utilizados 50

ML de amostra, ou de dgua desionizada (branco), ou de soluc¢des de sacarose (padrdes). Foram
acrescentados 450 uL. de dgua desionizada, 500 uL de reagente fendlico a 5% e 2 mL de
H,SO4 concentrado. Agitou-se cuidadosamente. As absorbancias foram medidas em
espectrofotdmetro UV/VIS da marca FEMTO, modelo 600, a 490 nm, apds as solucdes terem
atingido a temperatura ambiente.

A dosagem de sacarose foi feita de acordo com Handel (1968)

3.3.6 Dosagem de aminoacidos livres nas raizes

Os aminoacidos foram determinados de acordo com Moore & Stein (1948). Foram
utilizados 50 pL. de amostra, ou de dgua desionizada (branco), ou dos padrdes (solucdes de
LEU). Foram acrescentados 950 uL de dgua desionizada, 500 uL de tampao citrato a 0,2 M e
pH 5,0, 200 puL de ninhidrina a 5 % e 1000 uL de KCN 0,01 M a 2 %, diluidos em éter
monometilico de etilenoglicol. Os tubos foram tampados com bolinhas de vidro, agitados e
incubados em banho-maria a 100°C por 20 minutos. A seguir, os tubos foram mantidos no

escuro, até que atingissem a temperatura ambiente. O volume foi completado para 4 mL com
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etanol a 60%. As absorbancias foram medidas em espectrofotometro UV/VIS, da marca

FEMTO, modelo 600, a 570 nm e leucina foi utilizada como padrao.

3.3.7 Dosagem de prolina
Para a dosagem de prolina, foi utilizada a fracdo aquosa do MCW. As dosagens foram

realizadas de acordo com o método da ninhidrina dcida, descrito por Bates & Waldren (1973).
A ninhidrina 4cida foi preparada utilizando-se os seguintes reagentes: 600 mg de
ninhidrina, 15 mL de 4cido acético glacial e 10 mL de 4cido fosférico. Foram utilizados 0,2
mL de amostra e em seguida foi adicionado 0,1 mL de glicina, sob agitacdo. O volume foi
completado para 3 mL com &4gua. Apds adicdo de 2,0 mL de 4cido acético e 2,0 mL de
ninhidrina 4cida sob intensa agitacdo, a mistura permaneceu por 35 minutos em banho-maria a
100 °C. Ap6és rapido esfriamento em gelo, foram adicionados 4,0 mL de tolueno sob constante
agitacdo. Duas fracdes foram separadas, sendo a fragdo rdsea (toluénica) utilizada para leitura

em espectofotdmetro a 515 nm.

3.3.8 Coleta da seiva do xilema
Foi realizada conforme McClure & Israel (1979). O caule foi seccionado com ldmina

de barbear abaixo do né cotiledonar. O exsudato foi coletado com microcapilares e
armazenado em tubos do tipo eppendorf, que foram mantidos em banho de gelo. As amostras

foram congeladas para anélises posteriores.

3.3.9 Separacio e analise da composicio de aminoacidos livres na seiva do xilema
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Foi realizada em coluna de fase reversa, apds derivacdo com orto-ftaldialdeido (OPA),

conforme Jarret et al. (1986).
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Foi utilizado um cromatégrafo, da marca LKB, modelo 2150, com duas bombas
controladas por um gerador de gradiente da marca LKB, modelo 2152 (Suécia).

Os solventes utilizados na formagdo do gradiente de eluicdo, pelo sistema envolvendo
a derivacdo com OPA, foram:

o Solvente da bomba “A”: tampao fosfato (CH3;COONa.3H,O +
Na,HPO,.7H,0), pH 7,25 a 50 mM + tetrahidrofurano a 20 mL/L + metanol a 20 mL/L.

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

Preparacdo do reagente OPA-borato: foram dissolvidos 50 mg de OPA em 1 mL de
metanol, que foram misturados com 6,5 mL de tampdo borato-NaOH, pH 9,5 (2,4 g de 4cido
boérico em 90 mL de dgua, pH ajustado com NaOH a 2 N). A solu¢do foi filtrada (filtro
Millipore, em PVD de 0,45 um). Para a derivacdo, 5 uL. de mercaptoetanol foram adicionados
a 625 uL da mistura.

As amostras da seiva do xilema foram centrifugadas a 14.000 g por 2 min e
posteriormente usadas para derivagdo com a mistura OPA-borato + mercaptoetanol.

Aliquotas de 20 uL de amostra, ou padrdo, foram misturadas com 60 uL do reagente
OPA-borato + mercaptoetanol em tubos do tipo eppendorf, que foram agitados manualmente.
Ap6s 2 min, foi concluida a derivagdo do reagente com os aminodcidos e uma aliquota de 10
uL dessa mistura foi injetada no HPLC. Em seguida foi iniciada a corrida cromatogréfica, com
eluicdo da mistura em gradiente dos solventes das bombas “A” e “B” através da coluna
cromatogréfica (Waters Spherisorb ODS-2, 5 pum, 4,6 mm x 250 mm, da SUPELCO INC.).
Foi fixado um gradiente de: 25 - 60 % de “B” entre 0 € 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.

Os derivados aminodcidos-OPA foram detectados por monitor de fluorescéncia

Shimadzu, modelo RF-530 (Japdo), ajustado com comprimento de onda de 250 nm de
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excitacdo e 480 nm de emissdo. O registro da drea e do tempo de retencio de cada derivado foi
feito pelo integrador da marca LKB, modelo 2221 (Suécia).

As concentracdes de aminodcidos nas amostras foram determinadas pela drea dos picos
integrados, comparados aos picos de um padrdao Sigma AAS 18, diluido 20 vezes em 4gua,
constituido por 15 aminodcidos (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

concentracdo de 250 nmol/mL (fig. 1).

3.3.10 Dosagem dos aminoacidos livres totais na seiva do xilema
A quantidade de aminodcidos livres totais na seiva do xilema foi determinada pela

somatoéria das dreas de todos os picos integrados, detectados no cromatograma, conforme

descrito no item 3.3.8.
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Figura 1. Perfis de eluicdo de derivados OPA-aminodcidos do padrao Sigma ASS-18,
enriquecido com ASN, GLN e GABA, utilizando-se coluna cromatogréfica Spherisorb ODS-2
(5 um, 4,6 mm x 250 mm), em HPLC. Taxa de fluxo: 0,8 mL/min, A de excita¢do: 250 nm, A
de emissdo: 480 nm, solvente da bomba “A”: Na,HPO, a 50 mM e pH 7,25, solvente da

bomba “B”: metanol a 65 %. Ver texto para informagdo do gradiente.

18



3.4 Delineamento experimental e analise estatistica
Foram utilizadas trés concentragdes de NaCl: 0 mM, 200 mM e 400 mM. Para cada

concentracdo de sal foram cultivadas plantas com e sem aplicacdo prévia de brassinosterdide

ou clotrimazol, totalizando 12 tratamentos (tabela 1).

Tabela 1: Desenho experimental. BR7: brassinosteréide na concentracio de 1 x 107M,

BRO: brassinosterdide na concentragdo de 0,5 x 10'9M, Clotri: clotrimazol 1 x 10™ M.

Conc. de sal Tratamentos Hormonais
0 BR7 BR9 Clotri
0 mM 0 BR7 BRO Clotri
200 mM Sal 200 BR7 + Sal 200 BR9 + Sal 200 Clotri + Sal 200
400 mM Sal 400 BR7 + Sal 400 BR9 + Sal 400 Clotri + Sal 400

O delineamento experimental foi um fatorial com trés niveis de salinidade e quatro
niveis de reguladores do crescimento (fatorial 3 x 4), ou seja, contendo 12 tratamentos, cada
um com 15 repeti¢des. Os resultados foram submetidos a analise de variincia para dois fatores
(Two Way, ANOVA). Nos casos onde houve interacdo significativa dos dois fatores
(hormonio e sal) os dados foram submetidos a andlise de variancia simples (One Way) e as

médias foram comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1 Interacio entre hormonio e salinidade.
As tabelas 2 e 3 mostram o resultado da andlise de interacdo entre os efeitos das

aplicacdes de hormonio e sal nos diversos pardmetros estudados.

Houve interacdo significativa em relacdo aos efeitos causados pelas aplicacdes de
hormdnio e sal na maioria dos parametros de crescimento avaliados (tabelas 2 e 3). Neste
caso, é possivel analisar hormdnio e sal em um mesmo grafico, desde que uma das varidveis
esteja fixa. Para isso utilizou-se andlise de variancia simples (One-Way). Deste modo foi
possivel analisar conjuntamente os efeitos das aplicacdes de BR e das aplicacdes de sal. Em
virtude da semelhanca dos resultados encontrados tanto a 200 mM como a 400 mM de sal, na
maioria dos parametros analisados e considerando-se que plantas cultivadas a 400 mM estdo
expostas a uma condicdo maior de estresse, optou-se por apresentar somente dados obtidos

com plantas cultivadas nesta tltima concentragdo de sal.

4.1.1 Interacao entre hormonio e salinidade nos parametros de crescimento.
A tabela 2 mostra o resultado da andlise de interacdo entre os fatores hormonio e sal

nos parametros de crescimento estudados. Dos 12 parametros avaliados, 7 apresentaram

interacdo significativa entre hormonio e sal.
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Tabela 2: Andlise de variancia Fatorial para verificacdo da existéncia de interacdo
entre os resultados das aplicacdes das concentragdes de brassinosterdide e sal nos parametros

de crescimento de plantas de C. cajan.

Interacdo entre concentra¢do de hormdnio X concentracio de sal

Comprimento da parte aérea 2.61%
Comprimento da maior raiz NS
Nimero de folhas NS
Massa fresca de raizes 3.90%#%*
Massa fresca de caule 7.37% %
Massa fresca de folhas 3.85%%*
Massa seca de raizes NS
Massa seca de caule 3.30%*
Massa seca de folhas NS
Massa seca livre de cinzas 2.54%
Area foliar 5.07%%*
Suculéncia NS

Numeros seguidos de asteriscos mostram o valor de F e o nivel de significancia: * 5%, **1%, ***0.1%, NS: nao

houve interacdo significativa.

4.1.2 Interacao entre hormonio e salinidade nos pariametros bioquimicos.
A tabela 3 mostra o resultado da andlise de interacdo entre os fatores hormdnio e sal

nos pardmetros de bioquimicos de plantas de C. cajan.
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Tabela 3: Andlise de variancia Fatorial para verificacdo da existéncia de interacdo
entre os resultados das aplicacdes das concentragdes de brassinosterdide e sal nos parametros

bioquimicos de plantas de C. cajan.

Interacdo entre concentra¢do de hormdnio X concentracio de sal

Clorofila a 3.13%*
Clorofila b 5. 545k
Clorofila total 4.89%%*
Carotendides 3,93%%*
Nitrato 5.24%%%*
PRO 7745 %
Amino4cidos livres 11.49%%*
Proteinas 3.16%*
Acucares soluveis totais 7.87%%*
Sacarose 3,08

Numeros seguidos de asteriscos mostram o valor de F e o nivel de significancia: * 5%, **1%, ***0.1%.

Todos os parametros bioquimicos apresentaram interacdo entre brassinosteroide e

NaCl (Tabela 3).

4.2 Efeito da salinidade em parametros de crescimento de plantas de C. cajan.
A figura 2 mostra gréficos relativos ao efeito da aplicacdo de NaCl nas concentracoes

de 200 e 400 mM, nas massas secas e frescas de raizes (A) e (B), nas massas secas e frescas
de caule (C) e (D) e nas massas secas e frescas de folhas (E) e (F), de plantas de Cajanus

cajan.
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Figura 2: Efeito da salinidade nas concentra¢des de 200 e 400 mM de NaCl, nas massas secas e frescas de raizes
(A) e (B), nas massas secas e frescas de caule (C) e (D) e nas massas secas e frescas de folhas (E) e (F), de
plantas de Cajanus cajan. Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Duncan a
5%.

Analisando-se os graficos da figura 2 € possivel dizer que conforme houve um
aumento nas concentragdes de sal, houve uma diminui¢do significativa das médias das massas
secas e frescas de raizes, caules e folhas.

A figura 3 mostra gréficos relativos ao efeito da aplicacdo de NaCl nas concentracdes
de 200 e 400 mM, nos comprimento da parte aérea (A), no comprimento da maior raiz (B), na
area foliar(C), no ndmero de folhas (D) e na suculéncia (E), de plantas de Cajanus cajan.

23



Comprimento da partes aérea (A) Comprimento da maior raiz (B)
40 - a 30 4 a
35 ab
1 25 - b
30,
25 b b 201
20 A 15
E 15 E 10 4
~ 10 -
51 51
0 ; ; 0 . .
Controle Sal 200 i1 Sal 400 mivi Controle Sal 200 i1 Sal 400 i1
Area foliar (C) Nimero de folhas (D)
350 a 14 - a
300 12 1
230 A 101 b .
g 200 + 8
S 150+ b . 6
100 41
m7 L 27
0 . 0+ : :
Controle Sal 200 i1 Sal 400 i1 Controle Sal 200 i1 Sal 400 i1
Suculéncia (B
o5 a
b
20,
§ 151 ¢
?, 10
5,
0 T :
Controle Sal 200 MM Sal 400 MM

Figura 3: Efeito da salinidade nas concentragdes de 200 e 400 mM de NaCl, nos comprimento da parte aérea
(A), no comprimento da maior raiz (B), na drea foliar (C), no nimero de folhas (D) e na suculéncia (E), de
plantas de Cajanus cajan. Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Duncan a

5%.

Nao houve diferenca significativa entre os resultados de aplicacio de sal na

concentracdo de 200 e 400 mM em relagdo ao comprimento da parte aérea. No entanto, os

tratamentos com sal levaram a redu¢do das médias em comparagio com o tratamento controle

(Fig. 3 A). O mesmo padrao de distribui¢ao significativa das médias pode ser visto na andlise

das areas foliares (Fig. 3C).
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A aplicagdo de sal na concentragdo de sal a 200 mM levou a aumento da média de
comprimento da maior raiz quando comparada ao controle, ji a concentracdo de 400 mM
apresenta aumento em relacdo ao controle, porém nao-significativo (Fig. 3 B). O gréfico de
suculéncia mostra que houve aumento das médias dos tratamentos com sal a 200 e 400 mM
em relagdo ao controle (Fig. 3 E).

E possivel verificar-se que as médias do niimero de folhas diminuiram conforme houve

aumento da concentragdo de NaCl (Fig. 3 D).

4.3 Efeito de brassinosterdide em parametros de crescimento de plantas de C. cajan,
submetidas ao estresse salino.

4.3.1 Parametros onde foram encontradas interacdes significativas entre
hormonio e sal.

A figura 4 mostra resultados onde foi encontrada interagdo significativa entre
brassinosterdide e sal nos parametros referentes a massa fresca de folhas (Fig. 4A), massa
fresca de caule (Fig. 4B), area foliar (Fig. 4C), massa fresca de raizes (Fig. 4D) massa seca de
caule (Fig. 4E) e comprimento da parte aérea (Fig. 4F). Através da andlise dos graficos é
possivel verificar-se que a aplicacdo de hormonio reduziu os efeitos inibitdrios do sal a 400
mM em todos os parametros. Enquanto que a aplicacdo de clotrimazol intensificou o efeito do
sal nas médias em todos os parametros analisados, quando comparadas as plantas tratadas

apenas com sal.
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Figura 4: Efeito de brassinosteréide nas concentracdes de 107 M (BR7) e 0,5 x 10° M (BR9) e de clotrimazol a
10* M (Clotri) nas massas frescas de folhas (A) e caule (B), drea foliar (C), massa fresca de raizes (D), massa
seca de caule (E) e comprimento da parte aérea (F) de plantas de Cajanus cajan cultivadas sob estresse salino
(NaCl a 400 mM, S4). Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%.

Houve interag¢do significativa entre hormonio e sal em relagdo ao parametro massa
seca livre de cinzas. No entanto, como ndo houve diferenca significativa entre estes resultados

e os resultados de massa seca, optou-se por apresentar somente os resultados de massa seca.
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4.3.2 Parametros de crescimento onde nao foram encontradas interacoes
significativas entre hormonio e sal.

A figura 5 mostra resultados dos parametros massa seca de folhas e raizes,
comprimento da maior raiz, nimero de folhas e suculéncia. Nao foi encontrada interagcdo

significativa entre hormonio e sal nestes parametros.
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Figura 5: Efeito de brassinosterdide nas concentragdes de 10" M (BR7)e 0,5 x 10°M (BR9) e de clotrimazol
(Clotri) nas massas secas de folhas (A) e raizes (B), comprimento da maior raiz (C) ndmero de folhas (D) e
suculéncia (E) de plantas de Cajanus cajan cultivadas sob estresse salino (NaCl a 400 mM, S4). Médias seguidas
por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%.

Nao houve diferenca significativa entre as médias da aplicagdo de hormoénio e do

tratamento S4 nos parametros massa seca de folhas e raizes, comprimento da maior raiz e
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suculéncia. No entanto, a aplica¢do de clotrimazol reduziu as médias quando comparadas ao
tratamento S4 (Fig. 5).

No tratamento S4 + BRO foi encontrado um nimero de folhas significativamente maior
do que no tratamento S4. Aplicacdo de clotrimazol reduziu significativamente a média quando
também comparada ao tratamento S4 (Fig. 5).

4.4 Efeito da salinidade em parametros bioquimicos de plantas de C. cajan.

A figura 6 mostra o efeito de NaCl nas concentragdes de 200 e 400 mM em andlises de
teores de nitrato, PRO, aminodcidos livres, proteinas, acticares soluveis totais e sacarose em
raizes de plantas de Cajanus cajan.

Nao houve diferenca significativa entre as médias do tratamento Controle e sal a 200
mM na andlise de nitrato. No entanto a aplicagdo de sal a 400 mM levou a reducio na
concentracdo de nitrato, quando comparada ao controle (Fig. 6).

Conforme houve aumento na concentracdo de sal, também houve aumento acentuado
na concentracio de PRO. O tratamento com sal a 400 mM apresentou média,
aproximadamente, 10 vezes maior do que no tratamento controle (Fig. 6).

A aplicagdo de sal a 400 mM provocou diminui¢do da média de aminodcidos livres
quando comparada as médias dos tratamentos controle e sal na concentracdo de 200 mM, que

ndo diferiram estatisticamente entre si (Fig. 6).
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Figura 6: Efeito da salinidade nas concentra¢gdes de 200 e 400 mM de NaCl em teores de nitrato, prolina,
aminodcidos livres, proteinas, agticares soldveis totais ¢ sacarose em raizes de plantas de Cajanus cajan. Médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%. MS: Massa seca.

Nao houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos controle e sal a 200
e 400 mM, em relagdo aos teores de proteinas totais (Fig. 6)

Nao houve diferenca significativa entre o tratamento com sal a 400 mM e controle,
referente a teores de acucares soliveis totais (Fig. 6). No entanto o tratamento com sal a 200
mM apresentou médias duas vezes maiores que as dos demais tratamentos. J4 na andlise de

sacarose, as aplicacOes de sal levaram a aumentos expressivos das médias dos tratamentos,
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quando comparadas ao controle. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre as duas
concentracdes de sal utilizadas (Fig. 6).

A figura 7 mostra o efeito de NaCl nas concentragdes de 200 e 400 mM em teores de
clorofilas a e b, clorofila total e carotendides, em folhas de plantas de Cajanus cajan.
Analisando-se os gréficos desta figura, pode-se afirmar que o aumento na concentragdo de sal
levou a diminuigdo significativa das médias de clorofilas a e b e clorofila total. Os teores de
carotendides também diminuiram em presenca das duas concentracdes de sal. No entanto os

valores dessas médias ndo diferiram significativamente entre si (Fig. 7).
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Figura 7: Efeito da salinidade nas concentragdes de 200 e 400 mM de NaCl em teores de clorofilas a e b,
clorofila total e carotendides em folhas de plantas de Cajanus cajan. Médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente pelo teste de Duncan a 5%. MS: massa seca.
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4.5 Efeito de brassinosterdide em parametros bioquimicos de plantas de C. cajan,
submetidas ao estresse salino.

A figura 8 mostra graficos do efeito da aplicacdo de brassinosterdide e de clotrimazol
em plantas tratadas com sal a 400 mM em relagdo aos teores de nitrato, PRO, aminodcidos
livres, proteinas, agucares soluveis totais e sacarose, encontrados na raiz.

Analisando-se os graficos de aminodcidos livres e proteinas da figura 8, é possivel
verificar-se que os tratamentos onde houve associagdo de brassinosteroide e sal mostraram
aumento das médias quando comparados ao tratamento com sal a 400 mM e ao tratamento
com clotrimazol. No entanto ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes de
hormodnio, bem como entre tratamento S4 e Clotrimazol (Fig. 8). Padrao semelhante pode ser
visto ao analisar-se o grafico referente a sacarose. No entanto o tratamento com Clotrimazol

apresentou menor média do que o tratamento com sal a 400 mM (Fig.8).
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Figura 8: Efeito da aplicacio de brassinosteréide nas concentragoes de 107 M (BR7) e 0,5 x 10° M (BR9) e de
clotrimazol a 10* M (Clotri) nos teores de nitrato, prolina, aminoécidos livres, proteinas, aguicares soliveis totais
e sacarose em raizes de plantas de Cajanus cajan, cultivadas sob estresse salino (NaCl a 400 mM, S4). Médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%. MS: massa seca.

Como o teor de PRO aumentou expressivamente na presenga de sal (975 umol/g) em
relacdo ao controle sem sal (aproximadamente 100 umol/g, Fig. 6), pode-se afirmar que o
brassinosteréide amenizou o efeito do sal neste parametro (Fig. 8).

Na andlise de nitrato, pode-se verificar que ndao houve diferenca significativa entre os
tratamentos S4 e S4 + BR7. No entanto o tratamento S4 + BR9 apresentou média um pouco

maior do que o tratamento S4. J4 o tratamento S4 + Clotri apresentou média um pouco menor
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(Fig. 8), no entanto ao compararmos esses resultados com o tratamento controle da figura 6, é
possivel verificar a a¢do inibitéria do brassinosterdide em relagdo efeitos do sal.

A aplicagdo de BR associado a sal aumentou as médias de acucares soliveis totais
(Fig. 8). Por outro lado a associacdo de clotrimazol e sal levou a redu¢do da média quando

comparada ao tratamento com sal a 400 mM.
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Figura 9: Efeito de brassinosterdide nas concentragdes de 107 M (BR7) ¢ 0,5 x 10° M (BR9) e de clotrimazol a
10* M (Clotri) nos teores de clorofila a, b, total e carotendides, de folhas de plantas de Cajanus cajan, cultivadas
sob estresse salino (NaCl a 400 mM, S4). Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo
teste de Duncan a 5%. MS: massa seca.

A figura 9 mostra graficos do efeito da aplicagdo de brassinosteréide nas duas
concentracdes e de clotrimazol em plantas tratadas com sal a 400 mM, em relagdo aos teores
de clorofilas a, b, total e carotendides. O mesmo padrio de distribui¢io das médias foi
encontrado nos trés graficos referentes a clorofila. Sob salinidade, as maiores médias podem
ser vistas nos tratamentos onde houve aplica¢do de brassinosterdide, seguidas pela média do

tratamento apenas com sal e, por fim, pelo tratamento com clotrimazol. J4 para carotendides,
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as maiores médias sdo encontradas nos tratamentos onde houve aplicacdo de brassinosterdide,
seguidas pelas obtidas no tratamento apenas com sal e pelo tratamento com clotrimazol, que

nao diferiram significativamente entre si.

4.6 Efeito de brassinosteroide no transporte de aminoacidos em seiva de xilema de
plantas de C. cajan, submetidas ao estresse salino.

A tabela 4 mostra o efeito de brassinosterdide nas proporc¢des entre os aminodcidos
livres transportados no exsudato do xilema de plantas de C. cajan submetidas ao estresse
salino.

Tabela 4: Efeito de brassinosterdide na propor¢ao dos aminodcidos livres (mol % do total) no
exsudato do xilema de plantas de C. cajan, submetidas a estresse salino. S2: NaCl a 200 mM,

S4: NaCl a 400 mM, BR7: brassinosterdide a 1 x 107 M, BR9: brassinosteroide a 0,5 x 10°
M, Clotri: Clotrimazol a 1 x 10 M.

ASP GLU ASN SER GLN ALA Outros*
Controle 13,4 17,18 39,64 2,05 2,45 1,57 23,71
S2 8,64 7,75 32,22 2,53 1,52 4,62 42,72
S4 8,63 7,17 33,10 2,63 0,79 2,53 45,51
BR7 9,30 9,07 65,02 0,97 4,20 0,74 10,70
BR9 9,76 10,92 48,92 3,06 2,73 3,55 21,06
Clotri 8,41 8,61 34,21 2,35 1,42 2,27 42,73
S2+ BR7 6,67 5,54 42,10 1,69 0,48 1,59 41,93
S2+ BR9 9,05 10,35 32,85 2,85 1,11 3,21 40,58
S2+Clotri 7,55 7,69 28,17 2,19 0,77 2,20 51,43
S4+ BR7 7,77 11,04 35,64 3,84 2,00 6,63 33,08
S4+ BR9 8,89 11,00 38,90 3,63 1,99 8,49 27,10
S4+Clotri 17,06 7,07 32,16 2,19 0,60 2,03 38,89

*Foram detectados os aminodcidos HIS, GLY, THR, ARG, TYR, MET, VAL, PHE, ILE, LEU, LYS, GABA,
porém a soma das médias de suas concentragdes era menor do que 2%. Também fazem parte desse valor trés
aminodcidos ndo identificados.

Os aminodcidos transportados em maior quantidade no exsudato do xilema foram
ASP, GLU e ASN, sendo este ultimo transportado em quantidades expressivamente maiores,
quando comparado com os outros aminodcidos. No tratamento BR7 a ASN representou
aproximadamente 65% dos aminodcidos transportados em seiva do xilema e no tratamento

BR9Y chegou a aproximadamente 55% Nos tratamentos restantes a propor¢do deste aminoacido
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foi sempre maior que 28%. ASP e GLU também apresentaram propor¢des altas, quando
comparados aos aminodcidos restantes.

A propor¢do da maioria dos aminodcidos transportados diminuiu sob salinidade
(tratamentos S2 e S4) e apds aplicac@o do inibidor de sintese de brassinosterdide (Clotri), com
excegdo de ALA e SER, para os quais € possivel verificar uma tendéncia de aumento em suas
propor¢des sob salinidade (Tab. 4). Em geral, os aminodcidos ALA e SER apresentaram
semelhanca no padrio de distribuicdo das médias. A partir da andlise conjunta dos graficos de
SER e ALA (Figs. 10 e 11) € possivel verificar-se que nao houve diferenca significativa entre
as médias em relacdo aos tratamentos Controle, Clotri, S4 e Clotri + S4. No entanto, os
tratamentos BR9 e BR9 + S4 apresentam médias significativamente superiores em relacdo aos
outros tratamentos.

A partir da andlise da figura 12 € possivel verificar-se que os teores de GLU
transportado na seiva do xilema reduziram em todos os tratamentos, quando comparados ao
controle. Os tratamentos S4 e Clotri + S4 apresentam as menores médias. O tratamento BR9 +

S4 apresentou médias significativamente maiores do que o tratamento S4 (Fig. 12).
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Figura 10: Efeito de brassinosteréide na concentracio 0,5 x 10° M (BRY), clotrimazol a 10* M (Clotri) e de
NaCl a de 400 mM (S4) nos teores do aminodcido Ala transportado em seiva de xilema de plantas de Cajanus
cajan. * Os valores acima dos histogramas representam as médias dos tratamentos seguidas pelo valor do erro
padréo.
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Figura 11: Efeito de brassinosteréide na concentracio 0,5 x 10° M (BRY), clotrimazol a 10* M (Clotri) e de
NaCl a de 400 mM (S4) nos teores do aminodcido Ser transportado em seiva de xilema de plantas de Cajanus
cajan. * Os valores acima dos histogramas representam as médias dos tratamentos seguidas pelo valor do erro
padrao.
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Figura 12: Efeito de brassinosterdide na concentracio 0,5 x 10° M (BR9), clotrimazol a 10* M (Clotri) e de
NaCl a de 400 mM (S4) nos teores do aminodcido Glu transportado em seiva de xilema de plantas de Cajanus
cajan. * Os valores acima dos histogramas representam as médias dos tratamentos seguidas pelo valor do erro
padrao.

Houve semelhanga nas distribui¢des das médias dos aminodcidos ASN e GLN (Figs.
13 e 14) e portanto, os graficos destes aminodcidos podem ser analisados conjuntamente. A
aplicacio de brassinosteréide na concentracio de 0,5 x 10™ levou a aumento nas médias das
plantas, quando comparadas com as médias do controle. Houve diminui¢do significativa das
médias dos tratamentos Clotri, S4 e Clotri + S4, quando comparadas as dos tratamentos
controle. O tratamento BR9 + S4 apresentou médias superiores, tanto nos tratamentos com
aplicacdo de clotrimazol (Clotri e Clotri + S4), quanto no tratamento onde sé houve aplica¢io

de sal, tratamento S4 (Figs. 13 e 14).
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Figura 13: Efeito de brassinosteréide na concentracio 0,5 x 10° M (BRY), clotrimazol a 10* M (Clotri) e de
NaCl a de 400 mM (S4) nos teores do aminodcido Asn transportado em seiva de xilema de plantas de Cajanus
cajan. * Os valores acima dos histogramas representam as médias dos tratamentos seguidas pelo valor do erro
padrao.
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Figura 14: Efeito de brassinosteréide na concentracio 0,5 x 10° M (BRY), clotrimazol a 10* M (Clotri) e de
NaCl a de 400 mM (S4) nos teores do aminodcido Asn transportado em seiva de xilema de plantas de Cajanus
cajan. * Os valores acima dos histogramas representam as médias dos tratamentos seguidas pelo valor do erro
padrio.
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5. DISCUSSAO

A Andlise Fatorial empregada neste trabalho mostrou interacdes significativas entre os
fatores hormonio e sal na maioria dos parametros de crescimento e em todos os parametros
bioquimicos. Este tipo de andlise permite a interpretacdo dos resultados de forma mais facil e
direta. Isto € feito analisando-se os inter-relacionamentos ou as interdependéncias entre as
varidveis, de tal modo que estas possam ser descritas convenientemente por um grupo de
categorias basicas, chamados fatores. Neste trabalho, os fatores empregados foram hormonio e
sal. Este tipo de andlise mostrou-se importante em virtude do grande nimero de tratamentos.
Assim, a utiliza¢do da andlise fatorial permitiu a defini¢do do relacionamento entre ambos os
fatores tornando mais simples o entendimento da relacdo entre cada fator.

Nao houve interacao significativa nos parametros: comprimento da maior raiz, nimero
de folhas, massa seca de raizes e folhas e suculéncia. Isto significa que, nestes parametros, ndo
houve relagdo entre determinado efeito provocado pela aplicagdo de hormodnio em comparacgao
com determinado efeito provocado pela aplicacdo de sal. Nos parametros restantes, onde
houve interacdo significativa, é possivel dizer que ha relagao de amplificagdo ou reversdo de
determinada a¢do provocada pela aplicacdo de hormonio e sal nos mesmos individuos.

A salinidade diminuiu as médias de massas secas e frescas de caules, folhas e raizes de
C. cajan. Resultados semelhantes foram encontrados em Vigna unguiculata cultivada sob
salinidade (Ferreira, 2005). Inimeros trabalhos indicam que sob estresse salino, diversas
espécies apresentam reducdo em um ou varios destes parametros (Seemann & Critchley, 1985;
Rawat & Banerjee, 1998; Haddad & Mazzafera, 1999; Flowers & Hajibagheri, 2001; Wei et
al., 2003). A massa fresca de folhas de V. luteola apresentou redugao sob salinidade, enquanto
que as massas secas de raiz, caule e folhas nao variaram (Ferreira, 2005). Vaidyanathan et al.

(2003) observaram que em plantas de arroz, houve redugcdo de massa fresca total da planta e
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manutencido de massa seca total da planta. Foram observadas reducdes das massas secas em
cajueiros (Silveira et al., 2003), plantas de feijdo-de-corda (Costa et al., 2003), de arroz (Misra
et al., 1997) e plantas de soja (El-Samad & Shaddad, 1997; Queiroz, 2007) e calos de soja
(Liu & Staden, 2001).

A redugdo do potencial osmoético da solucdo do solo provocada pelo sal dificulta a
entrada de dgua nas células da planta e pode estar relacionada com a redu¢do nos valores de
massa fresca (Marcelis & Hooijdonk, 1999; Tester & Davenport, 2003). Por outro lado, o
baixo potencial osmético do solo, determina, ao longo do tempo, o fechamento dos estdmatos
mais cedo, acarretando numa menor taxa fotossintética didria (Prisco, 1980). Uma provével
reducdo da fotossintese, devida a este fator e a reducdo da drea foliar, aliada a diminui¢do da
disponibilidade de nutrientes (Marcelis & Hooijdonk, 1999), tal como a reducdo na
concentracdo de NOj observada em plantas cultivadas sob salinidade neste trabalho, podem
explicar a reduciao da massa seca.

Houve diminui¢ao do comprimento da parte aérea de plantas de C. cajan submetidas a
salinidade, o que confirma os resultados de Joshi & Nimbalkar, (1983) nesta mesma espécie e
os resultados obtidos com plantas de Populus tremula (Evers et al., 1997), Vigna vexillata
(Okusanya & Oyesiku, 1994) e com plantas de soja (Essa, 2002).

E possivel que as redugdes na drea foliar total sejam devidas a redugio no nimero de
folhas. A redugdo na drea foliar em plantas de C. cajan mantidas sob salinidade também pode
explicar as reducdes nas massas secas. O aumento da concentracdo de sal na solugdo do solo
leva a abscisdo de folhas (Greenway & Munns, 1980; Tester & Davenport, 2003) e a reducdo
da drea foliar (Alamgir & Ali, 1999). A reducdo da drea foliar pode ser atribuida a senescéncia
ou a reduzida taxa de crescimento (Bernstein et al., 1993). Esta menor area foliar pode ser a
principal causa da diminui¢do do ganho de carbono e do comprimento da parte aérea da planta

sob estresse salino, pois leva a menor absorcdo de didxido de carbono e a menor interceptagdo
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da luz, diminuindo a fotossintese (Marcelis & Hooijdonk, 1999; McCree, 1986; Zhu, 2001;
Netondo et al., 2004; Righetti et al., 2007), o que pode se refletir numa reduc¢@o da massa seca.
Reducdes na area foliar de plantas de C. cajan, sob estresse salino, também foram encontradas
por Joshi & Nimbalkar, (1983).

Houve aumento nos valores de suculéncia em plantas de C. cajan mantidas com NaCl
a 200 mM, quando comparadas ao controle. Resultados semelhantes foram encontrados em V.
unguiculata cultivadas sob salinidade (Costa et al., 2003). A concentragio de 400 mM
também levou a aumento significativo da suculéncia em relagdo ao controle. No entanto os
valores das médias foram menores do que as encontradas no tratamento com sal a 200 mM.
Isto, provavelmente, pode ser explicado pelo fato do tratamento com sal a 400 mM ter
abaixado muito o potencial osmético da solugdo do solo e dificultado a entrada de dgua nas
células da planta, devido a maior concentragdo de sal.

Flowers & Hajibagheri (2001) relatam que a manutencdo do crescimento normal das
raizes sob condi¢des adversas de cultivo demonstra que a planta pode apresentar tolerancia ao
sal. Neste trabalho, as médias do comprimento da maior raiz aumentaram sob salinidade.
Okusanya e Oyesiku (1994), relacionaram a tolerdncia ao sal ao maior crescimento da raiz,
explicando que isto levaria a uma maior absor¢do de 4dgua e nutrientes, prevenindo a
desidratacgdo.

Nos resultados onde houve interacdo significativa entre hormonio e sal é possivel
inferir sobre a acdo de brassinosterdide e de seu inibidor de sintese em plantas cultivadas sob
estresse salino. Houve redu¢do da acio do sal em funcdo de aplicagdo de 24-epibrassinolideo,
nas duas concentragdes, nos parametros: massas frescas de folhas, caule e raizes, area foliar,
massa seca de caule, e comprimento da parte aérea. Reducdes significativas destes parametros
também foram encontradas apds aplicacdo de inibidor de sintese de brassinosteréide em

plantas de C. cajan, sob estresse salino. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
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Anuradha & Rao (2001), que também constataram reversao da acdo do sal ap6s aplicagdo do
24-epibrassinolideo em plantas de arroz, em relagdo ao comprimento da parte aérea e massas
secas e frescas. Resultados semelhantes também foram encontrados por Ozdemir et al. (2004),
que encontraram recuperacdo das massas frescas e secas nos tratamentos em que plantas de
arroz foram submetidas ao estresse salino associado a aplicacdo de 24-epibrassinolideo.

A aplicacdo de brassinosterdide levou a aumento na rea foliar e nimero de folhas sob
estresse salino em Cajanus cajan, o que provavelmente aumentou a fotossintese da planta e
pode ter se refletido nas maiores massas encontradas. Assim o brassinosterdide mostrou-se
eficiente na manutencio do crescimento de plantas de Cajanus cajan submetidas a estresse
salino.

Nao houve diferenca significativa entre as duas concentragdes de hormodnio e o
controle nos parametros: massas secas de folhas e raizes, comprimento da maior raiz, nimero
de folhas e suculéncia. No entanto, a presenca do clotrimazol levou a reducio significativa das
médias destes parametros, evidenciando a importancia da sintese deste hormdnio para a
regulacdo destes processos e o desenvolvimento normal da planta. Nao se pode também
descartar a possibilidade de que a duracdo do experimento ndo tenha sido suficientemente
longa para que os efeitos promotores do hormdnio nessas varidveis de crescimento pudessem
ser evidenciados.

Sob estresse hidrico, o acimulo de solutos resulta numa parcial ou total manutencdo da
turgescéncia celular (Barlow, 1986). Dos varios osmolitos orginicos, os aguicares contribuem
com cerca de 50% ou mais do potencial osmotico total em glicéfitas sob salinidade (Ashraf &
Harris, 2004), previnem a desidratacio e sdo fonte de energia para células ativas sob
condicdes salinas (Elavumoottil et al., 2003).

A aplicacdo de NaCl a 200 mM levou a aumento na concentragdo de aguicares soliveis

totais, neste trabalho. No entanto a aplicagdo de sal a 400 mM ndo alterou o conteudo de
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acucares. Provavelmente isto se deu por se tratar de uma situacdo de maior estresse, que levou
a diminuicdo da d&rea foliar e nimero de folhas, possivelmente afetando o processo
fotossintético. A provavel diminui¢io na taxa fotossintética pode ter levado a esta diminui¢cao
na concentracdo de acticares soltiveis em relagdo ao tratamento com 200 mM de sal.

Ashraf, (1994) também apresenta dados relativos a aumento dos teores de acucares
soldveis em plantas de C. cajan, sob salinidade. Em adi¢fo, inimeros trabalhos demonstram
que sob estresse salino hd acréscimo na concentragdo de agucares soliveis em outros tipos de
culturas (Torrecillas et al., 1994; Leidi & Saiz, 1997; Elavumoottil et al., 2003; Martinez-
Ballesta et al., 2004), especialmente em espécies sensiveis ao excesso de sais no meio externo
(Torrecillas et al., 1994).

O conteudo de sacarose aumentou nas plantas submetidas a estresse salino. A sacarose
tem sido indicada como o principal tipo de aclicar a atuar na manutencdo da turgescéncia
celular (Perry et al., 1987), além de proteger os cloroplastos contra injdirias durante a
dessecacdo (Greenway & Munns, 1980), em situagdes de estresse hidrico e salino.

A salinidade acelera a senescéncia (O’Leary & Prisco, 1970). Os cloroplastos
constituem-se em um dos primeiros sitios de catabolismo da senescéncia foliar (Smart, 1994).
A salinidade pode afetar a concentragdo de clorofilas em folhas por inibir sua sintese, ou por
acelerar sua degradacdo (Reddy & Vora 1986). A diminuicdo nos teores de pigmentos
fotossintéticos de C. cajan, sob estresse salino, apresentada neste trabalho, também foi
observada em plantas de feijao (O’Leary & Prisco, 1970), em plantas de feijao mungo (Zayed
& Zeid, 1997) e em plantas de sorgo (Netondo, et al., 2004). Possivelmente, a reduc¢do dos
pigmentos fotossintéticos afetou a taxa fotossintética, causando a redugdo de crescimento sob
salinidade encontrada neste trabalho.

Foi observada redu¢do na concentracdo de nitrato nas raizes apds aplicacdo de sal na

concentracdo de 400 mM. A concentracdo de 200 mM de NaCl ndo foi suficiente para
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comprometer a absor¢do de nitrato pelas raizes. O comprometimento da absor¢@o de nitrato
pode ocorrer em conseqiiéncia da interferéncia exercida pelo CI' sobre alguns tipos de
transportadores da membrana das células das raizes (Silveira, et al., 2001; Rubinigg, et al.,
2003). Redug¢des na concentragdo de nitrato também foram observadas em cajueiro (Silveira et
al., 2003) e plantas de feijao-de-corda (Silveira et al., 2001), sob salinidade.

O comprometimento da absorcdo de nitrato pode acarretar numa diminui¢do na
concentracdo de aminodcidos livres totais (Rubinigg et al., 2003; Carillo, et al., 2005).
Provavelmente, esta foi a causa da diminui¢cdo na concentracdo de aminodcidos livres
encontrada neste trabalho no tratamento com NaCl a 400 mM, j4 que esta mesma
concentracdo de sal provocou reducdo na concentragdo de nitrato. Com a diminui¢do da
absorcdo de nitrato pode haver uma reducdo da atividade da redutase do nitrato, que € a
enzima responsavel pela transformacao do nitrato em nitrito, passo limitante na assimilacdo de
nitrogénio, necessario para a sintese de aminoécidos (Silveira et al., 2001; Flores et al., 2002).

Houve um aumento expressivo na concentracdo de PRO em raizes, paralelamente ao
aumento da salinidade, principalmente na concentragdao de sal a 400 mM, em que o aumento
foi cerca de 10 vezes maior em relagdo ao controle. O aumento de PRO ocorre em resposta a
diversos tipos de estresse, evidenciando que esta ndo ¢ uma resposta especifica da planta a
salinidade. Aumentos dos teores deste aminodcido foram observados em plantas mantidas sob
hipéxia (Reggiani, et al., 1988) e sob estresse hidrico (Ashraf, 1994). Assim, esse aumento
pode ser visto como apenas um indicador de estresse. Por outro lado, alguns autores atribuem
a PRO um papel como soluto compativel, atuando como substincia osmoprotetora em plantas
submetidas a salinidade (Yazici et al, 2007). Pérez-Alfocea et al. (1994) atribuem a PRO um
possivel papel na reducdo da acidificacdo do citosol, sob estresse salino. Esses resultados
coincidem com os relatados tanto para C. cajan (Ashraf, 1994), como para plantas de trigo

(Kafi et al., 2003), P. aureus (Misra & Gupta, 2005), plantas de amendoim (Jain et al., 2001),
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de arroz (Basu et al., 2002) e eucalipto (Woodward & Bennett, 2005). Um aumento na sintese
de novo de PRO poderia explicar a elevacdo deste aminodcido sob salinidade, devido ao
aumento da expressio 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 do aminodcido, em conseqiiéncia da inibi¢do da PRO oxidase (Misra & Gupta,
2005).

Apesar de ter havido diminuicdo na concentracdo de aminoécidos livres, ndo houve
reducdo da concentragdo de proteinas soluveis, sob salinidade. A estabilidade na concentragdo
de proteinas de plantas de C. cajan, sob estresse salino, também foi observada por Ashraf
(1994). Resultados semelhantes foram encontrados em plantas de feijao-de-corda (Costa et al.,
2003) e em plantas de eucalipto (Ashraf, 1994). E possivel que a estabilidade protéica tenha se
mantido em fun¢do do tempo experimental, isto €, talvez o tempo de experimento ndo tenha
sido suficientemente longo para promover a protedlise, que € comum em estresse salino. Outra
possibilidade € ter havido um aumento na sintese de proteinas especificas de estresse (Callis,
1995; Forsyth & Shewry, 2002), o que justificaria a manutengdo da concentracao das proteinas
soluveis totais, sob salinidade.

Aumentos na fixacdo de nitrogénio e na atividade da redutase do nitrato foram
observados respectivamente por Vardhini & Rao (1999) e Anuradha & Rao (2001), em
leguminosas e arroz submetidos a salinidade apds aplicacdo de 24-epibrassinolideo. Estes
autores discutem que estas mudangas podem ter levado a aumentos nos teores de proteinas
soluveis. Neste trabalho, houve aumento nos teores de nitrato, aminodcidos livres e proteinas
soluveis nos tratamentos com aplicacdo de brassinosterdide sob salinidade, quando
comparados com os tratamentos onde sO6 houve aplicacdo de sal, indicando que

brassinosteroides reduzem os efeitos inibitdrios do sal no metabolismo de proteinas (Anuradha
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& Rao, 2001). Resultados semelhantes foram observados em plantas de cevada submetidas a
estresse hidrico (Sairam, 1994).

Os teores de agucares soliveis totais e de sacarose aumentaram em presenca de
brassinosteréide quando as plantas foram submetidas a salinidade. A inibicdo da agdo da
salinidade em alguns parametros, como por exemplo, a maior drea foliar e 0 aumento no
numero de folhas, podem ter favorecido um aumento na taxa fotossintética, o que explicaria os
altos teores de agucares e sacarose encontrados nessas plantas apds aplicagdo de
brassinosteroide, em comparacdo aquelas onde somente foi aplicado sal. Vardhini & Rao
(1997) também observaram aumento no conteudo de agucares apds aplicacdo de 24-
epibrassinolideo e discutiram que este aumento também se devia a elevacdo da fotossintese
causada pelo hormonio. Embora tenha havido aumento da concentracdo de agucares soluveis
totais sob sal a 200 mM, foi encontrada uma concentracdo menor de clorofila nessa mesma
concentracdo, indicando uma possivel reducao na fotossintese. Uma possivel explicacdo para
o aumento da concentragdo de agticares solivies totais, mesmo com uma provavel reducao da
fotossintese, pode estar no fato da salinidade levar a aumento na degradacdo de amido (Liska
et al., 2004). E possivel ainda, que mesmo com reducdo da fotossintese, o transporte de
acucares das folhas para as raizes tenha aumentado diante da necessidade da planta se adaptar
a condi¢do de estresse salino, elevando a concentragdo de solutos compativeis.

A promogdo de crescimento, verificada apds aplicagdo do brassinosterdide, foi
associada com concentragdes altas de clorofilas em plantas de feijao (Krisek & Mandava,
1983) e de triticale (Kalituho et al., 1996). Anuradha & Rao (2003) observaram decréscimo
nos teores de clorofila em plantas de arroz tratadas com sal e aumento significativo destes
ap6s aplicacdo de brassinosterdides. Neste trabalho, plantas tratadas com brassinosterdide
também apresentaram maiores concentracdes de pigmentos fotossintéticos e isso pode ser uma

das razoes para a estimulacio do crescimento de C. cajan sob estresse salino, em relacdo as
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plantas crescendo sob salinidade e que ndo receberam o hormdnio. Brassinosterdides
preservam aparelho fotossintético de plantas cultivadas sob estresse. Plantas de cevada
cultivadas em NaCl a 500 mM apresentaram cloroplastos integros quando pré-tratadas com
brassinosterdide (Kulaeva et al., 1991).

Os teores de PRO aumentaram quando as plantas de C. cajan foram submetidas a
salinidade. No entanto, nos tratamentos onde houve aplicacio de brassinosterdide associada a
salinidade, os teores deste aminodcido abaixaram, indicando que a acdo dos brassinosterdides
na adaptacdo das plantas ao estresse salino ndo deve ocorrer diretamente via aumento dos
teores de PRO. Os mesmos resultados foram encontrados em plantas de arroz por Ozdemir €t
al. (2004), que discutiram que a PRO tem sido considerada como fonte de carbono e
nitrogénio para uma rdpida recuperacdo a estresses em geral, pelo potencial na estabilizagdo
de membranas e de algumas macromoléculas, bem como por sua a¢do na neutralizacdo de
radicais livres.

Trabalhos envolvendo transporte de aminodcidos em condi¢des de salinidade sao
escassos na literatura. Em adicdo, ndo existem relatos na literatura do estudo do transporte de
aminodcidos em plantas submetidas a salinidade e aplicacdo de brassinosterdides, sendo,
portanto, inéditos os dados apresentados neste trabalho.

O metabolismo do nitrogénio é muito dindmico. Determinado aminodcido pode ser
altamente produzido em raizes e prontamente transportado. A dosagem deste aminodcido na
raiz pode mostrar uma concentracdo baixa e levar a conclusdes equivocadas, pois o tamanho
do “pool” ndo reflete necessariamente o “turnover’” do aminoédcido. A dosagem deste mesmo
aminodcido no xilema elucidaria com maior exatiddo as relagdes entre processos metabdlicos
que ocorrem em diversas partes da planta, pois € dependente da dindmica do “turnover”.

Além do papel na sintese protéica, os aminodcidos apresentam funcdes essenciais no

metabolismo primdrio e secunddrio das plantas. Alguns aminodcidos t€ém a funcdo de
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assimilagdo e transporte de nitrogénio de fontes a drenos, outros sdo precursores de hormonios
e compostos envolvidos em defesa de plantas (Buchanan et al., 2000). Assim a sintese direta e
indireta, bem como o transporte destes aminodcidos, controla varios aspectos do crescimento e
desenvolvimento vegetal.

GLU, GLN, ASP e ASN sdo ditos aminoacidos “N-transportadores”. Estes compostos
estdo envolvidos na transferéncia de nitrogénio a partir de 6rgdos fonte até tecidos dreno e na
sintese de compostos de reserva para uso no crescimento, defesa e processos reprodutivos. Sao
os aminodcidos mais transportados na seiva de xilema e produtos primdrios da assimilacdo do
nitrogénio (Buchanan et al., 2000).

O nitrogénio assimilado em GLU e GLN € rapidamente disseminado para diversos
tecidos das plantas. Estes aminodcidos podem ser transformados em ASP e ASN. A ASN ¢
relativamente inerte, servindo primariamente como transportador de nitrogénio e composto de
reserva (Buchanan et al., 2000). Neste trabalho a ASN foi o aminodcido mais transportado na
seiva de xilema. Os aminodcidos ASP, GLU, SER e ALA também foram transportados em
quantidades significativas. O aminodcido encontrado em maior abundancia no exsudato do
xilema de plantas de soja ndo noduladas foi a ASN (McClure & Israel, 1979). Puiatti e Sodek
(1999), Souza e Sodek (2003) Thomas €t al. (2005) submeteram plantas de soja a hipoxia (por
alagamento do sistema radicular) e observaram que a ASN ¢ a principal forma de transporte de
nitrogénio nas plantas que cresceram em meio com nitrato. Observaram também, que quando
as plantas foram colocadas sob estresse, houve reducao na concentragdao de ASN e discutiram
a possibilidade da diminuicdo da sua concentragdo ter ocorrido devido a interconversdo deste
aminodcido em ALA. Estes resultados estdo de acordo com os apresentados neste trabalho, ja
que a concentracdo de ASN diminuiu em presenca de estresse salino, enquanto que a
concentragio de ALA aumentou. E provavel que a redugio observada na propor¢do de ASN

tenha ocorrido em fungdo de interconver¢do em ASP, com a conseqiiente liberacdo de NH,",
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que pode ter sido reassimilado pelo sistema GS/GOGAT. No entanto, também existe a
possibilidade de ter havido redug¢do na formacdo de ASN sob salinidade, em funcdo da
diminuicdo da assimilagcdo de nitrato mostrada neste trabalho.

Os aminodcidos PRO, SER e ALA apresentaram aumento de concentragdo na seiva do
xilema, sob salinidade, o que estd de acordo com observacdes de que esses aminodcidos estao
associados aos estresses abidticos (Reggiani et al., 2000; Puiatti & Sodek, 1999; Bouché et al.,
2003; Souza & Sodek, 2002; Ashraf & Harris, 2004). A salinidade pode ter afetado a
respiragdo oxidativa, o que aumentaria os niveis de ALA e SER, como no caso de estresse por
hipéxia (Puiatti e Sodek, 1999). No entanto ndo existe evidencia de que o sal afeta a
respiracao oxidativa.

A partir da andlise dos resultados referentes aos aminodcidos GLU, ASN e GLN, ¢
possivel verificar-se que com a aplicacao de brassinosterdide, os padroes destes aminodcidos
voltaram a ser semelhantes aos encontrados nas plantas controle, j4 que houve expressiva
diminuicdo na propor¢do destes aminodcidos sob salinidade. Aplicacdes de inibidor de sintese
de brassinosterdide resultaram novamente em redugdes nas concentra¢des destes aminoacidos,
reforcando as indicacdes de que o 24-epibrassinolideo estd relacionado com o aumento destes
aminodcidos na seiva do xilema. Ndo existem relatos na literatura a respeito de algum possivel
mecanismo de acdo de brassinosterdides em relacdo a sintese e transporte de aminoédcidos. No
entanto, certamente ha envolvimento do hormdnio com estes fatores, ja que a aplicacdo de
brassinosterdide restabeleceu as proporcOes destes aminodcidos, quando comparadas ao
controle, resultando, possivelmente, em alteracdes metabdlicas que levaram ao maior

crescimento de plantas de C. cajan observados nos tratamentos com aplicacdo do hormdnio.
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6. CONCLUSOES

A salinidade afetou os parametros de crescimento, bioquimicos e padrdo dos
aminodacidos transportados em plantas de Cajanus cajan, sendo que a concentracdo maior de
NaCl (400 mM) provocou maiores alteracoes.

Nao houve diferenca em relacio a eficiéncia das duas concentragdes de
brassinosterdide utilizadas, com exce¢do dos teores de nitrato e agicares soldveis totais. O
clotrimazol mostrou-se eficiente na inibi¢ao dos efeitos provocados por brassinosterdides em
todos os parametros estudados.

A aplicacdo de brassinosterdéide amenizou o efeito do sal na maioria dos parametros de
crescimento, dos parametros bioquimicos e no padrdo de aminodcidos transportados em

plantas de Cajanus cajan, submetidas a estresse salino.
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