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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito do estresse salino associado a aplicagdao exégena
de espermidina (Spd) nos genétipos de guandu, IAC Fava Larga e Caqui, no acimulo de glicina betaina
(GB), visando propor a sua utilizagdo como marcador bioquimico-fisiol6gico a salinidade. O experimento
foi instalado na Unesp, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, em Jaboticabal (SP), no periodo
de outubro a novembro de 2005, conduzido em sala de crescimento, com irradidncia de 190 wmol m?sl,
fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 25°C e U.R. de 40%. A semeadura foi realizada em areia estéril,
com adequado suprimento hidrico. Apés 10 dias, as plantulas foram transferidas para solugdo nutritiva
por 20 dias para aclimatacdo. A seguir, as plantulas foram alocadas nos tratamentos, sendo utilizado o
delineamento experimental em blocos casualizados em esquema fatorial 2 x 2 x 4 com os fatores genoétipos
(IAC Fava Larga e Caqui), Spd (0,0 e 0,5 mM) e estresse salino (0, 20, 60 e 80 mM de NaCl). Apos 20 dias
sob estresse, foram determinados os teores de GB. Pelos resultados obtidos, a GB pode ser indicada como
um marcador bioquimico-fisiolégico do estresse salino para o ‘IAC Fava Larga’.
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ABSTRACT

SALT STRESS ASSOCIATED TO EXOGENOUS SPERMIDINE APPLICATION ON THE
ACCUMULATION OF GLYCINE BETAINE IN PIGEONPEA

This study was undertaken to evaluate the effect of salt stress associated to exogenous spermidine
(Spd) application on the accumulation of glycine betaine in the pigeonpea genotypes IAC Fava Larga
and Caqui. The use of this compatible osmolyte as a biochemical-physiological indicator of salinity was
also evaluated. The experiment was carried out at Unesp, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
in Jaboticabal (SP), from October to November 2005, in a grow room with irradiance of 190 pmol m?2s?,
photoperiod of 12 hours, temperature set to 25 °C and the RH to 40%. Seeds were sowed in sterile sand
with adequate water supply. After 10 days, seedlings were transferred to nutritive solution during 20
days for acclimation. The experiment was then arranged in randomized block design in a 2 x 2 x 4 factorial,
corresponding to the genotypes (IAC Fava Larga and Caqui), Spd rates (control and 0.5 mM) and salt
stress (0, 20, 60 and 80 mM NaCl). The levels of glycine betaine were determined after 20 days under
stress. Our results show that glycine betaine can be used as a biochemical-physiological marker of salt

stress in the ‘IAC Fava Larga’.
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Introdugio

A salinidade dos solos é considerada um dos
principais fatores abiéticos responsavel pelo estresse
nas plantas, causando danos no metabolismo vegetal,
reduzindo drasticamente a produtividade agricola e
provocando efeitos deletérios em muitos processos
fisiolégicos (Munns, 2002). No mundo, estima-se que,
cerca de 800 milhdes de ha sdo salinizados,
correspondendo a mais de 6% do total dos solos
(Munns, 2005). No Brasil, cerca de 4 milhdes de ha de
terras sdo afetadas por sais, as quais proporcionam
baixas produtividades agricolas ou, mesmo, estdo
excluidas do sistema produtivo (SzasoLcs, 1989).

O guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp),
leguminosa forrageira, é uma das principais culturas
nos trépicos e subtrépicos, utilizada na forma de graos,
forragem ou adubo verde. Para o produtor rural, o
guandu proporciona baixo custo de producao que se
reflete diretamente no lucro da atividade pecuaria e
melhoria na fertilidade do solo, decorrentes da
habilidade que esta forrageira representa para a
fixagdo simbidtica de nitrogénio no solo (NENE et al.,
1990). No Brasil, a principal utilizagdo do guandu é
na forragicultura, pois devido ao elevado potencial de
producdo de forragem e alto valor nutritivo é um
excelente suplemento protéico para ruminantes, além
de ser utilizado sob a forma de graos ou farinha para
aves e suinos (Cosrta et al., 2001).

Os vegetais, sob estresses ambientais,
utilizam-se mecanismos complexos que contribuem
para tolerar curtos periodos sob tais condigdes
adversas. Dentre esses mecanismos, destaca-se o
acamulo substancias denominadas “osmolitos
compativeis”, que atuam na protecdo de
macromoléculas e na manutengdo do turgor celular,
preservando a integridade das células para as
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atividades vitais de crescimento e desenvolvimento
vegetal (Taiz e ZEIGER, 2004), principalmente, em
condicdes de estresse salino (Munns, 2006). Dentre
tais substancias inclui-se a amina quaternaria glicina
betaina (N,N,N-trimetilglicina), molécula anfétera,
bipolar, com a propriedade de interagir com
macromoléculas hidrofilicas e hidrofébicas, enzimas
e complexos protéicos, além de ser extremamente
solivel em dgua. Esta substdncia estabiliza as
estruturas e atividades de enzimas e complexos
protéicos, mantendo a integridade de membranas sob
os efeitos deletérios da salinidade (SakamoTto e
MuraTa, 2002).

As poliaminas estdo envolvidas em muitos
mecanismos fisiolégicos, participando direta ou
indiretamente de varias vias metabdlicas essenciais
para o funcionamento celular e respostas aos diferentes
estresses ambientais (MARTIN-TANGUY, 2001). Em geral,
observa-se, em plantas expostas ao estresse salino,
aumento significativo na sintese de poliaminas,
indicando possivel defesa do vegetal sob condic¢oes
adversas (TEsTER e DaveNPORT, 2003). Ainda, quando
aplicadas exogenamente na planta, as poliaminas
podem causar acentuada redugdo dos efeitos deletérios
do estresse salino (MARTIN-TaNGUY, 2001).

Deste modo, verificou-se o efeito do estresse
salino associado a aplicagdo exégena de espermidina
(Spd) nos gendtipos de guandu, IAC Fava Larga e
Caqui, mediante a quantificagdo de glicina betaina
(GB), tendo em vista a utilizagdo desta substancia
como marcador bioquimico-fisiol6gico a salinidade.

O experimento foi realizado na UNESP -
Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterindrias (FCAYV),
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuadria
(DBAA), Campus de Jaboticabal (SP), sendo
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desenvolvido no laboratorio e na sala de crescimento,
no periodo de outubro a novembro de 2005.

Para a obtengdo das plantulas de guandu, as
sementes dos genétipos IAC Fava Larga (G1) e Caqui
(G2) foram semeadas em quatro bandejas de plastico
contendo areia lavada e esterilizada, de acordo com
VINCENT (1970). O experimento foi desenvolvido em
sala de crescimento sob luminaria com irradidncia de
190 umol m2st, fotoperiodo controlado de 12 horas,
temperatura de 25°C + 2°C (ar condicionado, 10.000
BTUs) e umidade relativa média de 40%. Foram
realizadas regas didrias para evitar qualquer caréncia
hidrica.

Ap6s 10 dias da semeadura, as plantulas de
ambos os genoétipos foram aclimatadas a solugdo
nutritiva de Hoagland e Arnon (FErrI et al., 1974),
sendo transferidas para frascos de vidro tipo SNAP
CAP, com capacidade de 190 mL, os quais foram
previamente revestidos com papel aluminio para
impedir o crescimento de algas na solugdo nutritiva.
Para a aclimatagdo das plantulas foi utilizada solugdo
nutritiva 50% (1/2 forga) por cinco dias e em 100%
(1/1 forga) por mais 15 dias, totalizando 20 dias de
aclimatagdo. Apods este periodo as plantulas, com a
idade de 30 dias ap6s a semeadura (DAS), foram
submetidas, simultaneamente, aos niveis de estresse
salino com e sem adigdo de Spd.

Para verificar os efeitos de genotipos e estresse
salino isento de 0,5 mM de Spd, as plantulas foram
transferidas para solugdo nutritiva de Hoagland e
Arnon 1/1 forca com diferentes niveis de estresse
salino, 0; 20; 60 e 80 mM de cloreto de s6dio (NaCl),
de acordo com GoNELA (1999).

O pH da solugdo nutritiva foi monitorado por
peagdmetro portatil Modelo PH206, sendo mantido em
6,1 £ 0,1 utilizando-se solug¢do de HCI 0,1N ou NaOH
0,IN. Também, foi verificado os valores de condutividade
elétrica (C.E.), utilizando-se condutivimetro portatil
Modelo CD 4303, visando verificar a variacdo da
concentracdo de NaCl na solugdo nutritiva.

Para verificar os efeitos de genotipos e estresse
salino com adigdo de 0,5 mM de Spd, as plantulas
foram aclimatadas, utilizando-se o mesmo
procedimento acima citado. Assim, apés 20 dias de
aclimatacgdo, as plantulas com 30 DAS, foram
colocadas em solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon
1/1 forca com os diferentes niveis de estresse salino,
0; 20; 60 e 80 mM de NaCl, com adicdo de 0,5 mM da
poliamina (Spd), Marca Spermidine Free Base
Molecular Biology SIGMA S-0266.

O pH da solugdo nutritiva e a condutividade
elétrica também foram monitorados, conforme a
metodologia citada.

O delineamento experimental utilizado foi em
blocos casualizados, no esquema fatorial 2 x 2 x 4,
com os fatores gendtipos (G; e G;), concentragdes de
espermidina (Spd; e Spd,) e niveis de estresse salino
(ESq, ES,, ES; e ES;). Foram realizadas cinco
repeti¢des, por tratamento.

Ap6s 20 dias, realizou-se a quantificacao de
GB em plantulas sob estresse salino isento de Spd e
sob estresse salino com adicdo de 0,5 mM de Spd,
segundo método de GRIEVE e GRATTAN (1983).

Para a anéalise dos resultados, empregou-se o
tratamento estatistico das caracteristicas individuais
através da andlise de varidncia pelo teste F,
utilizando-se do teste de Tukey para a comparacdo
entre médias dos fatores qualitativos, genoétipos e
espermidina (G e Spd). A andlise da regressao
polinomial foi utilizada para o desdobramento dos
graus de liberdade do fator quantitativo, estresse
salino (ES), de acordo com BanzaTtTto e KroNKA (2006).

Na analise dos resultados do acimulo de GB,
verificou-se que houve diferenga significativa entre os
genoétipos, observando-se em ‘Caqui’ maior
quantidade de GB que no ‘IAC Fava Larga’. Também,
foi observado que a adigdo exégena de Spd reduziu,
significativamente, os teores de GB em ambos os
genoétipos de guandu (Tabela 1).

Pela anéalise de variancia, houve efeito
significativo do actimulo de GB na interacdo tripla,
G x Spd x ES (Tabela 1). Pelo estudo da regressao
polinomial, verificaram-se, no genétipo IAC Fava
Larga sob estresse salino e Spd (0,0 mM e 0,5mM),
regressdes quadraticas, enquanto em ‘Caqui’
observaram-se regressdes ctbicas (Figura 1).

Na comparacdo do tratamento isento de Spd (0,0
mM), verificou-se que no genétipo Caqui a partir de 12,43
mM de NaCl ocorreu acimulo de GB (35,54 umol g'1
massa seca) atingindo o méximo (66,66 umol g massa
seca) em 65,89 mM de NaCl. Para ‘IAC Fava Larga’,
somente, ocorreu acimulo de GB (29,37 umol g'1 massa
seca) a partir de 31,47 mM de NaCl (Figura 1).

Verifica-se que houve acimulo de GB a medida
que ocorreu o aumento da salinidade no substrato.
Porém, no genétipo Caqui a partir de 65,89 mM de
NaCl ocorreu significativo declinio da quantidade de
GB, observando-se nas plantulas deste genétipo
ajustamento osmético, através do acimulo de GB,
apenas sob estresse salino entre 10 a 70 mM de NaCl.
Os resultados observados para o genétipo Caqui podem
indicar que houve aumento de Na* e do Cl no
citoplasma, pelo fato de ter excedido a capacidade
deste genétipo a compartimentalizar os sais no vactiolo
e, conseqiientemente, causar inibicdo das atividades
enzimaticas (MunNs et al., 2006), conduzindo a redugdo
da biossintese de GB a partir de 65,89 mM de NaCl.
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Tabela 1. Anélise de variancia e teste de Tukey do
acimulo de glicina betaina (umol g massa seca) de
genodtipos de guandu, IAC Fava Larga e Caqui, sob
estresse salino (NaCl) associado a adi¢do exégena de
espermidina (Spd), por 20 dias em solugdo nutritiva.
Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa GL Quadrados Médios
da Variagao Glicina betaina
Umol g 1 massa seca
Genoétipos (G) 1 143,5676*
Espermidina (Spd) 1 360,3581**
Estresse salino (ES) 3 1907,8005**
Interagao (GxSpd) 1 40,2003 ™
Interagao (GxES) 3 552,1201**
Interagao (SpdxES) 3 144,0239**
Interagdo (GxSpdxES) 3 121,3722**
Blocos 4 68,0272*
Residuo 60 26,7038
C.V. (%) 11,0833
Tratamentos Glicina betaina
IAC Fava Larga 45,2850B
Caqui 47,9643 A
Spd - 0,0 mM 48,7470A
Spd - 0,5 mM 44,5023B
DMS 2,3123

™. nao significativo (P>0,05); **significativo a 1% (P<0,01);
*significativo a 5% (P<0,05); Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05); C.V.: Coeficiente de
Variacao; DMS: Diferenca Minima Significativa.

© IAC Fava Larga 0,0 mM Spd
y=45,3804 - 1,01718x + 0,01616x ?
R’ =0,9849

® JAC Fava Larga 0,5 mM Spd
y=42,3186 - 0,33531x + 0,00576x °
R*=0,9915

O Caqui, 0,0 mM Spd

75 y=41,37- 1,0008x + 0,04785x * - 4,07292E-4x *
R’ =1,0000

- 70
;g ¢s| ™ Caqui0,5mM Spd X .
3 o y=39,572 - 0,8462x + 0,03564x * - 2,895E-4x
o 4 2
= g 0 R”=1,0000
g 2
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Figura 1. Acimulo de glicina betaina (mmol g massa
seca) da parte aérea de gendtipos de guandu, IAC Fava
Larga e Caqui, sob estresse salino (NaCl) associado a
adicdo exdégena de espermidina (Spd), por 20 dias em
solugdo nutritiva. Jaboticabal, (SP), 2005-2006.
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Com relacdo ao gendétipo IAC Fava Larga, a
tendéncia quadrética positiva a partir de 31,47 mM
de NaCl indica que ocorreu acaimulo de GB com o
aumento das concentracdes de NaCl (Figura 1). Tais
resultados sdo compativeis com os encontrados na
literatura, na qual é relatada que a biossintese de GB
pode ser induzida, principalmente, sob condicdes de
estresse salino (Munns, 2002), podendo o teor desta
substancia variar, amplamente, entre as espécies,
atingindo de 40 a 400 pmol g™ massa seca (SakamOTO
e Murata, 2002). Entretanto, algumas espécies
agronomicamente importantes (cenoura, feijao-soja,
mamona, tabaco e mostarda) sdo incapazes de
sintetizar este osmélito (CHA-UwM et al., 2006).
Ademais, o acaimulo de GB estd restrito a um
pequeno grupo de plantas cultivadas, tais como
cevada, beterraba (GiBoN et al., 1997) e espinafre
(SakaMOTO e MURATA, 2002).

O tratamento com Spd exégena (0,5 mM)
causou efeitos distintos nos genétipos, com acimulo
de GB (37,44 pmol g'1 massa seca) a partir de 29,11
mM de NaCl no ‘IAC Fava Larga’” e acimulo de GB
(33,91 umol g! massa seca) no ‘Caqui’ a partir de
14,40 mM de NaCl atingindo o maximo (55,80 pmol
gl massa seca) em 67,68 mM de NaCl (Figura 1).

Em relacdo ao ‘IAC Fava Larga’, nota-se que
a adicdo ex6gena de Spd induziu o acimulo de GB
sob menor nivel de estresse salino (29,11 mM),
comparando-se com 0,0 mM de Spd (31,47 mM). Em
contrapartida, os resultados indicam que, nao
houve atenuacdo do estresse salino pela Spd
devido a acentuada redug¢do no acimulo de GB nas
concentracdes de 80 mM de NaCl para o ‘IAC Fava
Larga” e 60 mM e 80 mM de NaCl no ‘Caqui’
(Figura 1).

Na literatura pertinente, sdo escassos os estudos
sobre o efeito da Spd exégena no acimulo de GB nas
plantas. No entanto, a biossintese de GB estd
relacionada com a enzima betaina aldeido
desidrogenase, BADH (SakamoTo e MURATA, 2002), mas
esta enzima também pode participar do catabolismo das
poliaminas (TrossAT et al., 1997). Deste modo, a redugao
no actimulo de GB devido a adigdo exégena de Spd pode
estar relacionada tanto na utilizagdo da BADH na
biossintese de GB quanto no catabolismo da Spd.

Conclui-se assim, que a GB pode ser indicada
como um marcador bioquimico-fisiol6gico do estresse
salino para o ‘IAC Fava Larga’.
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