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RESUMO GERAL

TIMM, Fabiana Carrett. Aspectos fisioldgicos e bioquimicos de gendétipos d e
aveia branca em resposta a salinidade . 2012. 85 f. Tese (Doutorado) - Programa
de Poés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas/RS.

A salinidade afeta negativamente a produtividade das culturas devido ao efeito
osmoético e toxico causado pelo excesso de jons Na* e CI" no solo. Os mecanismos
utilizados por espécies tolerantes incluem controle na absor¢cdo de Na';
compartimentalizacdo e translocacdo de Na* e CI pelos transportadores de
membrana; producdo de osmolitos protetores; aumento na atividade de enzimas
antioxidantes e sinalizagéo celular. Assim sendo, o objetivo foi avaliar a germinacgéo
das sementes e o crescimento inicial de nove genotipos de aveia branca, identificar
genotipos contrastantes para o carater tolerancia a salinidade. Para isso, foram
feitas analises fisiologicas dos gendtipos de aveia branca submetidos a diferentes
concentragdes salinas (0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl). As variaveis analisadas
foram: porcentagem de germinacao, primeira contagem de germinacédo, indice de
velocidade de germinacdo, comprimento de parte aérea e raiz, massa seca da parte
aérea e raizes das plantulas. Com base nestes resultados, foram selecionados
genotipos contrastantes nos quais foi determinada a atividade de enzimas
antioxidantes e o teor de pigmentos fotossintéticos. A germinacdo das sementes foi
menos afetada que o crescimento das plantulas com o aumento das concentracbes
de NaCl, sendo que o comprimento de raiz foi mais prejudicado. O comprimento da
raiz e parte aérea foram as variaveis que melhor discriminaram o0s genotipos
contrastantes, possibilitando a identificacdo de um gendétipo tolerante (URS 22) e um
sensivel (UPF 16), comprovado pela atividade das enzimas antioxidantes. Os teores
de clorofila e carotenoides reduziram de acordo com o aumento da concentracéo
salina em ambos 0s genotipos, sendo menores no gendtipo UPF 16. Com base nas
analises de crescimento inicial foi possivel discriminar um gendétipo sensivel (UPF
16) e um tolerante (URS 22), os quais apresentaram maior e menor atividade das
enzimas antioxidantes bem como, menor e maior conteddo de pigmentos,
respectivamente.

Palavras chave: Avena sativa L., NaCl, estresse oxidativo, semente.



GENERAL ABSTRACT

TIMM, Fabiana Carrett. Physiological and biochemical aspects of white oat
genotypes in response to salinity . 2012. 85 f. Tese (Doutorado) - Programa de
Pés-Graduacgdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS.

The salinity negatively affects crop productivity due to osmotic and toxic effect
caused by excess Na* and CI in the soil. The mechanisms used by tolerant species
include the control of Na* uptake, compartmentalization and translocation of Na* and
CI' by membrane transporters; production of protective osmolytes, increased activity
of antioxidant enzymes and cell signaling. Thus, the objective was to evaluate seed
germination and early growth of nine white oat genotypes, in order to identify
contrasting genotypes for salt tolerance character. For this analysis was performed
on the physiological white oat genotypes under different salt concentrations (0; 25;
50; 75 and 100 mM NacCl). The variables analyzed were: germination, first counting
germination, index of germination speed, shoot and root length, shoots and roots dry
mass of shoots and roots seedling. Based on these results were selected contrasting
genotypes in which it was determined the activity of antioxidant enzymes and content
of photosynthetic pigments. Seed germination was less affected than the growth of
seedlings with increasing concentrations of NaCl, and the root length was most
affected. The length of roots and shoots were the variables that best discriminated
contrasting genotypes, enabling the identification of a tolerant genotype (URS 22)
and sensitive (UPF 16), evidenced by the activity of antioxidant enzymes. The levels
of chlorophyll and carotenoid were reduced in accordance with the increase in salt
concentration in both genotypes, and lower in genotype UPF 16. Based on the
analysis of initial growth was possible to discriminate a sensitive genotype (UPF 16)
and a tolerant (URS 22), which showed higher and lower activity of antioxidant
enzymes as well as lower and higher pigment contents, respectively.

Keywords: Avena sativa L., NaCl, oxidative stress, seed.
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INTRODUCAO GERAL

A salinidade é um dos estresses abidticos que mais afeta a produtividade e
limita a distribuicdo das plantas mundialmente (YILDIRIM et al., 2009, QIN et al.,
2010), visto que mais de 800 milhdes de hectares de terras em todo mundo (6% da
area total da terra cultivada) estdo comprometidas pela salinizacdo (ZHANG et al.,
2010). Sendo mais relevante em regides semiaridas com baixa pluviosidade e alta
demanda evaporativa, 0 que contribui para aumentar a salinizagcdo do solo (VIEGAS
et al., 2001). Nestas regides, o problema de salinizacdo é exacerbado através da
utilizacdo de agua de baixa qualidade associada com técnicas inadequadas de
manejo do solo (FERREIRA-SILVA et al., 2009). Desta forma, o estresse salino
torna-se um dos riscos ambientais mais prejudiciais para a produtividade das
culturas (ASHRAF; ALI, 2008).

Os sais soluveis que contribuem efetivamente para salinizar o solo consistem,
normalmente, das varias proporcdes de cations de sodio (Na‘), célcio (Ca®),
magnésio (Mg") e dos anions cloreto (CI), sulfato (SO4™), bicarbonato (HCO3) e, as
vezes, carbonato (CO3") (TOPPA; BRAMBILLA, 2011).

O sdbdio é facilmente absorvido pelas raizes das plantas superiores e
transportado para outros 6rgdos da planta, causando estresse osmético, danos
toxicos e desequilibrio nutricional (CHA-UM et al., 2007; SIRINGAM et al., 2009).

Quando os ions Na" e CI" atingem altas concentracdes nas folhas, causam
prejuizos nas fases bioquimicas e fotoquimicas da fotossintese (MUNNS; TESTER,
2008), reduzindo este processo devido ao fechamento estomatico, o qual diminui a
concentracdo de CO, intracelular. Contudo, existe forte evidéncia que a fotossintese
também é diminuida devido a fatores ndo estomaticos, porque o sal afeta a atividade
de enzimas fotossintéticas, o teor de clorofilas e carotenoides (STEPIEN; KLOBUS,
2006). O teor de clorofila pode ser reduzido tanto pela diminuigdo da sintese ou pela
aceleracdo da degradacao deste pigmento (REDDY; VORA, 1986).

Na fase de germinacdo, o aumento da quantidade de sais presentes no solo

ou no substrato faz com que ocorra uma hipermolaridade, restringindo a absorgéo
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de agua através do tegumento das sementes (BRAY et al., 2000; MUNNS; TESTER,
2008). O aumento da entrada de ions Na® e CI' em quantidade tdxica no
protoplasma das sementes acarreta na diminuicdo da eficiéncia seletiva das
membranas celulares (KAWANO, et al., 2009; LODHI et al., 2009), pois o ion Na*
substitui o Ca** nos canais de calcio das membranas celulares, prejudicando a
permeabilidade das mesmas (RENGEL, 1992). Os fons Ca** sdo essenciais na
manutencao da integridade das membranas plasmaticas, além de contribuirem para
a diminuicdo do extravazamento de K*, que é responsavel pela sintese de proteinas,
amido e ativacdo de muitas enzimas nos processos metabdlicos (CATALAN et al.,
1994; FRANCO et al., 1999).

Estas alteracdes fazem com que ocorram disturbios no metabolismo essencial
da planta como na fotossintese, na respiracdo e a na atividade enzimatica (MUNNS,
2002), diminuindo a energia para os processos de divisdo celular e crescimento do
eixo embrionario (NAWAZ et al., 2010). Em consequéncia disso, h4 formacéo de
plantulas com crescimento reduzido, caracterizado pela diminuicdo no comprimento
e acumulo de massa seca (SILVA et al., 2007).

As plantas variam enormemente quanto a capacidade de tolerar a salinidade
(BISCHOFF; WARNER, 1999), sendo divididas em dois grupos amplos e distintos
(haldfitas e glicéfitas), baseado na resposta as altas concentracdes de sais. As
haldfitas sdo nativas de solos salinos e completam seu ciclo de vida naqueles
ambientes. As glicofitas ndo possuem tolerancia ao sal no mesmo grau que as
halofitas e, geralmente, existe um limiar de concentracdo de sal acima do qual essas
espécies comegcam a mostrar sinais de inibicdo do crescimento, descoloracao foliar e
reducdo no acumulo da massa seca (TAIZ; ZEIGER, 2009). Apesar disso, algumas
culturas pertencentes a este grupo, podem produzir rendimentos em niveis elevados
de salinidade no solo. Essa capacidade de adaptacdo é muito util, permitindo a
selecdo de gendtipos mais tolerantes e capazes de produzir rendimento,
economicamente viavel, nos casos em que nao se consegue manter a salinidade do
solo em niveis baixos (TESTER; DAVENPORT, 2003).

Quanto a resisténcia a salinidade as plantas cultivadas podem ser
classificadas em tolerantes, moderadamente tolerantes, moderadamente sensiveis e
sensiveis. As tolerantes suportam condutividade elétrica (CE) de 8 a 12 mS cm™
(correspondente a 80 e 120 mM), e incluem o centeio (Secale cereale L.), capim

bermuda (Cynodum dactylum L.), algoddo (Gossypium hirsutum L.), tamareira
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(Phoenix dactylifera L.) e beterraba (Beta vulgaris L.). As moderadamente tolerantes
suportam CE de 6 a 8 mS cm™ (60 a 80 mM) e englobam espécies como centeio
forrageiro (Secale cereale L.), aveia (Avena sp. L.), sorgo (Sorghum tricolor
Moench.), soja (Glycine max Merril), capim Suddo (Sorghum sudanense (Piper.)
Stap), cornichdo (Lotus corniculatus L.) e trigo (Triticum aestivum L.). As
moderadamente sensiveis resistem em CE de 4 a 6 mS cm™ (40 a 60 mM), fazem
parte alfafa (Medicago sativa L.), trevo (Trifolium repens L.), milho (Zea mays L.),
batata (Solanum tuberosum L.), arroz (Oriza sativa L.) e alface (Lactuca sativa L.); e
as sensiveis as quais sobrevivem em substratos com CE de 0 a 4 mS cm™ (0 a 40
mM), que incluem feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), macieira (Malus sp), limoeiro
(Citrus limon L.), moranguinho (Fragaria sp.L.), laranjeira (Citrus aurantium L.) e
cenoura (Daucus carota L.) (GIANELLO et al., 1995).

Alteracdes no metabolismo ou em virtude do acimulo de ions Na* e CI" nos
tecidos dos vegetais causam aumento na formacado de espécies reativas de oxigénio
(EROs), desencadeando o estresse oxidativo ou secundario nas plantas (PARIDA,;
DAS, 2005; PARVAIZ; SATYAWATI, 2008). As EROs sao formas reduzidas do
oxigénio molecular extremamente reativas, que incluem o anion superdxido (O,"),
peréxido de hidrogénio (H,0O,), radical hidroxilico (OH) e oxigénio singleto (*O,),
produzidas em diferentes compartimentos celulares, tais como cloroplastos,
mitocondrias, membrana plasmatica, peroxissomos, entre outros (APEL; HIRT, 2004;
CAMP et al., 2004). Esses compostos possuem potencial para interagir com muitos
componentes celulares, causando danos significativos as membranas e outras
estruturas celulares (MITTLER, 2002).

Os mecanismos de tolerancia ao estresse salino incluem adequado controle
na absorcao do sal pelas raizes, regulacao do influxo no interior das células, controle
no transporte a longa distancia e compartimentalizacdo em nivel celular e tecidual
(BLUMWALD, 2000; FLOWER; COLMER, 2008). Esses processos sao mediados
por transportadores de membrana (MAATHUIS, 2007). Paralelamente a
compartimentalizacdo, ocorre a sintese de solutos compativeis, tais como prolina,
glicina-betaina, trealose entre outros, para amenizar o estresse osmaotico imposto
pelo acumulo de sais no interior da planta.

A correlacdo entre a capacidade antioxidante e tolerancia ao sal € bem
conhecida. Plantas com niveis elevados de enzimas antioxidantes induzidas ou

constitutivas tém sido relatadas por possuirem maior resisténcia ao dano oxidativo
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(PARIDA; DAS, 2005). Varios estudos tém apontado que plantas tolerantes ao sal
aumentam a atividade das enzimas antioxidantes: superdxido dismutase (SOD, EC
1.15.1.1), calatase (CAT, EC 1.11.1.11), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.6),
guaiacol peroxidase (GPX, EC 1.11.1.7) e glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2),
enquanto que em espécies sensiveis ao sal a atividade dessas enzimas ndo se
altera (SHALATA et al., 2001; DEMIRAL; TURKAN, 2005).

No entanto, para que todo o conjunto de mecanismos de defesa das plantas
com maior nivel de tolerancia possam ser ativados pelo estresse osmaético e a
toxicidade ibnica, decorrente da salinidade, as plantas precisam perceber o estresse
para em seguida ativar a cascata de sinalizagdo, comecando por uma elevagao da
concentracdo do calcio citosélico ([Ca?'].), podendo ocorrer juntamente com
alteracdes do pH citosoélico (pHc;) ou individualmente (KADER; LINDEBERG, 2010).

A aveia branca (Avena sativa L.) € uma graminea anual de cultivo isolado ou
consorciado pertencente a familia Poaceae, subfamilia Poideae, tribo Aveneae
(THOMAS, 1992). Apresenta multiplas utilidades, podendo ser aproveitada tanto na
alimentacdo humana, pelo teor de proteinas de qualidade e fibras solluveis, assim
como na alimentagcdo animal, como forragem verde, feno, silagem e ainda na
composicao da ragao (HARTWIG, 2007).

No entanto, apesar de ser uma cultura de inverno, ela é utilizada em
sucessdo ao cultivo do arroz irrigado (KOPP et al.,, 2009), estando sujeita ao
estresse salino, devido seu acumulo no solo, uma vez que a salinidade na agua de
irrigacdo afeta as lavouras das Planicies Costeiras a Laguna dos Patos, na regido
sul do Rio Grande do Sul (MARCOLIN et al., 2005).

Para que o cultivo da aveia branca nestes solos afetados pela salinidade seja
uma alternativa economicamente viavel é necessario avaliar a resposta dos
genotipos sob estas condi¢cdes estressantes, visto que a utilizagdo de gendtipos
tolerantes a salinidade pode vir a ser uma medida eficaz para essas areas (PATEL;
PANDEY, 2008). Além disso, € necessario compreender melhor os mecanismos
fisiol6gicos e bioquimicos que permitem as plantas se adaptarem ao estresse salino.

Existem muitos critérios de avaliagdo dos niveis de tolerédncia ao sal nos
vegetais, os quais devem ser simples e permitir a identificagdo da tolerancia a
salinidade durante a germinacdo das sementes ou no estagio de plantula (AKINCI et
al., 2004). Sendo assim, os efeitos adversos da salinidade sobre a germinacdo e

crescimento da plantula, assim como, algumas atividades fisiol6gicas de plantas
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cultivadas devem ser amplamente investigados (BAYUELO-JIMENEZ et al., 2002;
ZAFAR et al., 2005; HAMEED et al., 2008; KAYMAKANOVA et al., 2009).

Um dos métodos mais defendidos para se determinar o limite de tolerancia
das plantas aos sais é a observacdo da porcentagem de germinacao das sementes
(LARCHER, 2000), assim como, parametros de crescimento sob condi¢des salinas,
para estimar o potencial das sementes no campo (FARIAS et al., 2009). Diante
disso, este trabalho foi dividido em dois capitulos onde primeiramente foi
desenvolvida uma revisdo abordando os aspectos gerais, efeitos fisiologicos e
bioquimicos da salinidade nas plantas e num segundo momento, objetivou-se avaliar
a germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas de nove gendtipos de aveia
branca, identificar genotipos contrastantes para o carater tolerancia a salinidade,
determinar a atividade de enzimas antioxidantes e o conteido de pigmentos

fotossintéticos dos gendtipos contrastantes.
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CAPITULO 1

Mecanismos de tolerancia das plantas a salinidade

Mechanisms of plant tolerance to salinity

RESUMO - A salinidade é um sério problema agricola, no mundo, que afeta
negativamente a produtividade das culturas devido ao efeito osmoético e téxico
causado pelo excesso de ions inorganicos tais como Na* e ClI" no solo, os quais s&o
responsaveis por promover mudancgas nos processos fisiolégicos e bioquimicos dos
vegetais. As plantas em geral, estéo classificadas em dois grupos amplos e distintos,
quanto a tolerancia ao excesso de sais: haldfitas e glicofitas. As primeiras possuem
tolerancia a salinidade e representam a minoria das espécies, enquanto que as
glicofitas possuem diferentes niveis de tolerancia ao estresse salino e compdem a
maioria das espécies cultivadas. Nesta revisdo, serdo abordadas caracteristicas
gerais da salinidade, absorcdo de Na® e CI pelas raizes, principais efeitos
fisiolégicos e bioquimicos provocados nas plantas e estratégias utilizadas pelas
plantas em resposta ao estresse salino.

Palavras-chave: estresse salino, transportadores, glicéfitas, halofitas.

ABSTRACT - The salinity is a serious agricultural problem, that negatively affects
crop productivity due to the osmotic effect and toxic caused by excess inorganic ions
such as Na* and CI in the soil. These are responsible for promoting changes in
physiological and biochemical processes of plants. In general, plants are classified
into two broad groups and distinct tolerance to salt excess: halophytes and
glycophytes. The first have salinity tolerance and represent the minority of species,
while glycophytes have different levels of tolerance to salt stress and make up the
majority of cultivated species. This review, will address the general characteristics of
salinity, Na* and CI uptake by roots, the main physiological and biochemical effects
induced in plants and strategies used by plants in response to salt stress.

Key words: salt stress, transporters, glycophytes, halophytes.
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1. INTRODUCAO

Entre os estresses abioticos, a salinidade € um dos mais graves problemas
para producdo agricola (ZADEH; NAEINI, 2007), sendo de maior relevancia em
regides aridas e semiaridas com baixa pluviosidade e alta demanda evaporativa, que
contribuem fortemente para aumentar a salinizago do solo (VIEGAS et al., 2001).
Nessas regides, este fator € exacerbado através da utilizacdo de agua de baixa
qualidade associada a técnicas inadequadas de manejo do solo (FERREIRA-SILVA
et al., 2009). Estima-se que aproximadamente 20% das terras cultivaveis no mundo
estejam afetadas pela salinidade, o que resulta numa perda de 50% da
produtividade agricola (ZHU, 2001; BARTELS; SUNKAR, 2005) de uma ampla
variedade de culturas de importancia econémica (SEKMEN et al., 2007), como o
milho (Zea mays L.), a cevada (Hordeum vulgare L.), o arroz (Oriza sativa L.), as
guais estao frequentemente sujeitas ao estresse salino (SAIRAM; TIAGI, 2004).

A produtividade das culturas € afetada devido ao efeito osmoético e toxico
provocados pelos ions Na* e CI' (XIONG; ZHU, 2001), acarretando modificacbes
morfoldégicas e mudancas nos processos fisiologicos e bioquimicos (TESTER;
DAVENPORT, 2003). As alteragBes advindas do excesso desses ions variam em
funcéo do gendtipo, estadio de desenvolvimento da planta, intensidade e duragéo do
estresse (WILLADINO; CAMARA, 2010; GURGEL et al., 2008).

Nesta revisdo, serdo abordadas as caracteristicas gerais da salinidade; a
absorcdo de Na® e CI pelas raizes; os principais efeitos fisioldgicos e bioquimicos
provocados nas plantas e estratégias de tolerancia em resposta ao estresse salino.

1.1 Salinidade: caracteristicas, ocorréncia e class ificacdo das plantas

A salinidade induz estresse em vegetais e apresenta ampla ocorréncia,
constituindo um fator limitante para a distribuicdo e a produtividade das espécies
(YILDIRIM et al., 2009; QIN et al., 2010). O estresse salino & caracterizado por
promover duas caracteristicas bastante peculiares: baixos potenciais osmaoticos e
altas concentracdes de cations, como o Na*; Ca®*; Mg* e K* e anions, como ClI,
S04, HCO3, CO3% e NO3 (TOPPA; BRAMBILLA, 2011).

Ocorre em ambientes aquaticos, como oceanos e lagos, ou terrestres, tanto
em dareas umidas ou aridas, costeiras ou continentais, podendo ser de origem

natural ou antropogénica (LARCHER, 1995). A maior parte do solo afetado pela
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salinidade teve origem devido ao acumulo de sais durante longos periodos de tempo
em zonas aridas e semiaridas (SZABOLCS, 1989). A eroséao de rochas é outra fonte
de acumulo de sais, pois liberam sais solUveis de varios tipos, principalmente
cloretos de sodio, calcio, magnésio e, em menor concentracdo, sulfatos e
carbonatos (RENGASAMY, 2002), sendo o cloreto de s6dio o sal mais soluvel e
liberado em maior concentracdo. Outra causa do acumulo salino é a deposi¢cédo de
sais oceanicos tranportados pelo vento e pela chuva. A agua da chuva contém entre
6-50 mg kg™ de cloreto de sodio, essa concentracdo diminui de acordo com a
distancia da costa, sendo que uma chuva contendo 10 mg kg™ de cloreto de sédio,
deposita 10 kg ha® de sal para cada 100 mm de precipitagdo por ano (MUNNS;
TESTER, 2008).

O manejo inadequado da agua de irrigacdo aliado ao uso intensivo de
fertilizantes tém contribuido para o aumento de areas agricultaveis com problemas
de salinizacdo. Esse fato é particularmente importante nas regides aridas e
semiaridas, devido a escassez da precipitacao pluvial e a alta demanda evaporativa,
0s quais dificultam a lixiviacdo dos sais localizados na camada aravel do solo que
utilizam sistema de irrigacdo (CARNEIRO et al., 2002; MISRA et al., 2006).

No mundo, mais de 800 milhdes de hectares encontram-se afetados por altos
niveis de sais, 0 que corresponde a 20% do total das terras agricolas e representa
mais de 6% da area terrestre (ZHANG et al., 2010). No Brasil, estima-se que existam
aproximadamente nove milhdes de hectares com problemas de salinizacao
(CARNEIRO et al., 2002), sendo a maior parte destas areas situadas na regido
Nordeste, principalmente nos perimetros irrigados (HOLANDA et al., 2007).

A Regido Sul do Brasil possui uma area de 6,8 milhdes de hectares com solos
hidromorficos (varzea), representando 20% da area total do Estado do Rio Grande
do Sul (PINTO et al., 2004). Neste estado, o cultivo de arroz irrigado € a atividade
agricola de maior importancia tendo em vista que, o principal sistema de irrigacdo
desta espécie é por inundacédo, podendo conduzir, com o tempo, a salinizacdo dos
solos que possuem drenagem inadequada, impedindo a remocdo do sal por
lixiviagdo (MARSCHNER, 1995; TOENISSEN, 1995).

Além do mais, as lavouras da regido litoranea que utilizam a dgua da Laguna
dos Patos (MARSCHNER, 1995; TOENISSEN, 1995; SOSBAI, 2007), estao sujeitas
a salinizacdo pela entrada da agua do mar quando baixa o nivel da Laguna,

especialmente entre os meses de janeiro e fevereiro, quando ocorre baixa
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precipitacdo e elevada evaporacédo, essa é a época de maior salinizacdo da laguna
gue coincide com a fase reprodutiva da cultura de arroz (SOSBAI, 2007).

De maneira geral as plantas sao divididas em dois grandes grupos amplos e
distintos, quanto a tolerancia a salinidade: haldfitas - tolerantes a salinidade; e
glicofitas — mais sensiveis ao sal, apresentando diferentes niveis de tolerancia ao
estresse salino (KADER; LINDBERG, 2010).

As haldfitas constituem apenas 1% da flora mundial (FLOWERS; COLMER,
2008), estdo distribuidas em habitats costeiros e interiores salinos, enfrentam
diretamente os efeitos secundarios do estresse salino em todas as fases de seu
ciclo de vida (ADAM, 1990; KHAN; GUL, 2002; KHAN; QAISER, 2006; UNGAR,
1991), como por exemplo, a Atriplex vesicaria, uma espécie comum que habita
pantanos, e pode crescer e completar seu ciclo de vida em susbtrato com
concentragbes de até 700 mM de NaCl. Estas plantas conseguem viver nessas
condicdes salinas devido a capacidade de compartimentalizacdo dos ions Na* e CI
no vacuolo das células (TAIZ; ZEIGER, 2009) acompanhada do acumulo de solutos
organicos compativeis no citoplasma, os quais mantém o equilibrio osmatico entre
0s compartimentos celulares (HASEGAWA et al., 2000). Além desses mecanismos,
podem eliminar ions Na* e CI" através de estruturas morfoldgicas especializadas,
presentes na superficie das folhas, como glandulas secretoras e pélos vesiculares
(FERNANDES et al., 2010). Os ions séo transportados para essas glandulas onde o
sal cristaliza na superficie foliar e eliminados pela acédo da chuva (LARCHER, 2000),
COmo ocorre com as espécies Tamarix sp. e Atriplex sp., devido a tais estratégias
essas plantas também sdo denominadas de ‘incluidoras’ de sal (MIAN et al., 2011).

Em contraste, as glicofitas, que compreendem as espécies mais importantes
economicamente, sdo sensiveis ao estresse salino (KADER; LINDBERG, 2010) e
quando submetidas a altas concentragées de sais indicam sinais de inibicdo do
crescimento, descoloragcédo foliar e perda de massa seca, sendo a inibicdo do
crescimento o sintoma mais caracteristico (MUNNS, 2002). Pois, a maioria das
espécies glicofitas toleram substratos com condutividade elétrica (CE) igual ou
superior a 4,0 dS m™ (o que corresponde, aproximadamente, a 40 mM NaCl ou
0,27% sal) (RIBEIRO et al.,, 2007; MUNNS; TESTER, 2008). Essas espécies sao
classificadas como moderadamente sensiveis, tolerando CE entre 4 a 6 mS cm™ (40
a 60 mM), como por exemplo alfafa (Medicago sativa L.), trevo (Trifolium repens L.),

milho (Zea m. L.), batata (Solanum tuberosum L.), arroz (Oriza sativa L.) e alface
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(Lactuca sativa L.); e sensiveis, as quais toleram CE de zero a 4 mS cm™ (0 a 40
mM), como o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), macieira (Malus sp), limoeiro (Citrus
limon L.), morangueiro (Fragaria sp.L.), laranjeira (Citrus aurantium L.) e cenoura
(Daucus carota L.) (GIANELLO et al., 1995).

Apesar das plantas glicofitas partilharem da maioria dos mecanismos de
tolerancia detectados em plantas hal6fitas, a regulacdo de tais sistemas ainda néo
estdo bem adaptados a niveis moderados e elevados de sal, resultando assim, em
maior grau de sensibilidade. As espécies menos sensiveis, restringem a
translocacdo do sal para os tecidos da parte aérea e sdo, portanto, classificadas
como 'excluidoras’ de sal (MIAN et al., 2011).

1.2 Absorcéo de Na * e CI pelas raizes

A absorgcdo de solutos através das membranas celulares das raizes pode
ocorrer pelo transporte passivo que ocorre contra o gradiente de potencial quimico e
eletroquimico ou ativo, a favor desses. A difusdo de moléculas através de
membranas biolégicas é bastante restrita, devido a baixa permeabilidade da
bicamada lipidica para moléculas polares (com excessao da agua) e ionicas. Para
que ocorra a absor¢cdo dessas substancias, as membranas plasmaticas possuem
proteinas transportadoras (bombas, carreadores e canais) que facilitam a passagem
de ions e outras moléculas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O sédio € um pequeno ion e por nao existirem transportadores especificos
para esse cation, ele é absorvido por competicdo através de carregadores de K e
Ca?", que se localizam na membrana celular. O Na* pode também ser absorvido por
meio de canais de baixa afinidade, os chamados canais ndo seletivos de cations
(NSCCs - Non selective cation channels). Ja foram descritas seis familias de genes
relacionadas ao transporte de K* e, dentre essas, quatro sdo fortes candidatas a
transportadores de Na': transportadores de alta afinidade por potassio (HKT - high
affinity K* transporter); transportadores com permeabilidade na absorcdo de K
(KUP/HAK/KT -K* uptake permease), e os canais: nucleotideo ciclico de canal
fechado (CNGCs - cyclic nucleotide gated channels) e canais de baixa afinidade por
cation (LCT1- low affinity cation transporter) (MASER et al., 2002).

O movimento do CI através das membranas celulares também requer o
transporte através de proteinas de membranas. O mecanismo pelo qual o cloreto

passa através da membrana € determinado por critérios termodinamicos. A principal
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forca motriz para 0 movimento ocorrer € 0 potencial elétrico e o gradiente de
concentragcdo atravées da membrana, sendo passivo quando o cloreto se move a
favor do gradiente eletroquimico. Sob essas condicbes o transporte pode ser
mediado tanto por canais como por carregadores de membrana, mecanismo
conhecido como difusao facilitada. O transporte ativo ocorre quando o ClI" se move
contra o gradiente eletroquimico, o que exige energia metabdlica proveniente da
hidrolise do ATP pela ATPase, o qual estd associado ao co-tranporte de CI/H"
(WHITE; BROADLEY, 2001).

1.3 Principais efeitos fisioldgicos e bioquimicos d 0 estresse salino nos
vegetais

Os efeitos da salinidade no metabolismo celular dos vegetais € consequéncia
do estresse osmotico, resultante da elevada concentracdo de solutos na solucdo do
solo, que provoca diminuicdo nos potenciais hidrico e osmotico, fazendo com que o
solo retenha mais agua disponibilizando-a em menor quantidade para planta
(GHEYI, 2000); e do estresse ibnico, decorrente dos elevados teores de Na* e CI
(WILLADINO; CAMARA, 2010) o que pode causar toxicidade i6nica e desequilibrio
nutricional, devido a deficiéncia de ions como potassio, calcio, magnésio, fésforo e
nitrato (LAUCHLI; EPSTEIN, 1990).

A elevada concentracdo de sédio é prejudicial para as células, por competir
com K" por sitios de ligagdo essenciais (TESTER; DAVENPORT, 2003) provocando
alteracées no metabolismo do Ca?*, j& que o Na' substitui 0 Ca®’* das membranas
celulares afetando a permeabilidade das mesmas (RENGEL, 1992). E provavel que
nas paredes celulares ocorra este mesmo tipo de substituicdo (ORKUT; NIELSEN,
2000) reduzindo sua elasticidade (NEUMANN et al., 1994). Além disso, o Ca®'
também esta envolvido no processo de transducdo de sinais do local de percepgéo
do estresse para a sintese de proteinas codificadoras de genes sinalizadores do
estresse, 0s quais regulam o controle da homeostase celular do tecido vegetal
(TURKAN; DEMIRAL, 2009).

Os efeitos do sal, na planta como um todo, incluem modificacbes
morfolégicas, mudancas nos processos fisioldgicos, bioquimicos, anatémicos e
ultraestruturais (TESTER; DAVENPORT, 2003). Essas mudancas geralmente
resultam na reducédo da parte aérea (MISRA et al., 1995), enraizamento (LOPEZ,;
SATTI, 1996), taxa de transpiracdo (MASSAI et al., 2004), fotossintese e contetdo
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de pigmentos fotossintéticos (RENAULT et al., 2001; STOEVA; KAYMAKANOVA,
2008).

A reducédo da fotossintese esta amplamente relatada na literatura (NETONDO
et al., 2004a, 2004b; PRAXEDES et al., 2010; SILVA et al., 2011), e tem sido
atribuida a limitacbes de origem estomatica e ndo estomatica (NETONDO et
al.,2004b; MUNNS; TESTER, 2008; PRAXEDES et al., 2010). Altas concentracdes
de sodio, potassio ou cloreto acumulam-se nos tecidos das folhas, com consequente
degradacédo e perda de clorofila e carotenoides. Tanto o cloreto de sodio (NacCl)
como cloreto de potassio (KCI) aceleram o processo de senescéncia foliar e
aumentam a sintese de endoproteinases responsaveis pela degradac¢éo de ribulose-
1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco). Outro fator responsavel pela perda
de clorofila e degradacdo da Rubisco € o rompimento da integridade das
membranas. Nos cloroplastos isto acarretaria na liberagdo de seu conteudo para o
citosol, enquanto que no vacuolo, esse rompimento levaria a liberacdo de enzimas
proteoliticas (KANG; TITUS, 1989; BETHKE; DREW, 1992; GARCIA et al., 1997).

A atividade fotoquimica também é afetada (SILVA et al., 2010), devido a
diminuicdo da concentracdo de CO, e aumento na producédo de radicais livres
causado pelo fechamento estomatico, o que causa reducdo na disponibilidade de
NADP™, aceptor de elétrons do fotossistema | (FS 1), neste processo, o O, torna-se o
aceptor final de elétrons, resultando na producdo de radicais livres (DIONISIO-
SESE; TOBITA, 1998). Em nivel ultraestrutural, foi observado desorganizacédo e
dilatagdo da membrana do tilacéide, bem como, o aumento do numero de
plastoglébulos no estroma dos cloroplastos em plantulas de arroz crescidas na
concentracéo de 170 mM de NaCl (MARCONDES; GARCIA, 2009).

Todos estes fatores contribuem para um estresse secundario ou estresse
oxidativo, que corresponde ao aumento na formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), como por exemplo, o perdoxido de hidrogénio (H,0,), radicais
hidroxila (OH") e anion superoxido (O2) (TUNC-OZDEMIR et al., 2009). Essas EROs
sdo altamente citotoxicas e podem danificar o0 metabolismo normal causando dano
oxidativo em lipidios, proteinas e acidos nucléicos (MCKERSIE; LESHEM, 1994;
PASTORI; FOYER, 2002; APEL; HIRT, 2004).
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1.4 Mecanismo de tolerancia das plantas a salinidad e

A tolerdncia a salinidade é definida como a capacidade das plantas
crescerem, desenvolverem-se e completarem seu ciclo de vida sobre um substrato
que contém elevadas concentracbes de sais soluveis (FLOWERS et al., 1977;
GREENWA; MUNNS, 1980). E uma caracteristica multigénica complexa, envolvendo
muitos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que variam entre as espécies com
niveis de tolerancia diferenciadas. Os principais mecanismos contribuintes para este
fator incluem: controle adequado da absor¢cdo dos ions pela raiz, regulacdo do
influxo no interior celular, controle no transporte a longa distancia e
compartimentalizacdo em nivel celular e tecidual (BLUMWALD, 2000; FLOWER,;
COLMER, 2008), processos mediados por transportadores de membrana de cations
e anions (MAATHUIS, 2007). Aléem desses fatores, alguns estudos tém apontado
gue espécies de plantas tolerantes a salinidade incrementam a atividade de suas
enzimas antioxidantes em resposta a elevadas concentragcdes de sal, enquanto
espécies sensiveis ao sal ndo conseguem fazé-la (SHALATA et al., 2001; DEMIRAL;
TURKAN, 2005).

No entanto, para que estes mecanismos de defesa possam ser ativados, as
plantas primeiramente necessitam perceber o estresse a partir de sensores e entao,
ativar uma cascata de sinalizacdo, comecando pela elevacdo da concentracédo de
célcio citosolico ([Ca*?]«t) em coordenacgéo com as mudancas no pH citosélico (pHci)
sendo que esses mecanismos podem ocorrer concomitantemente ou
individualmente (KADER; LINDBERG, 2010). Esse controle € realizado pelos canais

e transportadores de mambrana responsaveis pelo influxo e efluxo de Na* e CI.

1.4.1 Func&o dos canais e transportadores no influx o de Na* e CI’

A principal estratégia para lidar com o estresse salino € um rigoroso controle
do influxo de Na* e CI do solo para as raizes, enquanto que as haléfitas equilibram a
obtencdo de compostos inorganicos para o crescimento e requerimento osmoético
(FLOWERS et al., 1977), a maioria das glicofitas possuem influxo unidirecional de
Na*, o qual, na maioria das vezes, excede a capacidade celular (KRONZUCKER et
al., 2006). Assim, o limite na captacédo de Na* nessa Ultima categoria de planta seria
potencialmente aliviar o estresse, no entanto, requer conhecimentos detalhados
sobre os mecanismos moleculares subjacentes da absor¢do de Na* e CI pelas
raizes (MIAN et al., 2011).
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Os canais ndo seletivos de cations (NSCCs) possuem papel significativo na
absorcdo de Na' pela raiz (AMTMANN; SANDERS, 1999; TESTER; DAVENPORT;
2003; MAATHUIS, 2007). Esses canais foram identificados por mediarem a
absorcdo de Na* em elevada proporcdo em células de cultivares de arroz sensiveis
ao sal (KADER; LINDBERG, 2005). Existem duas familias génicas principais de
NSCCs em plantas: o receptor tipo glutamato (GLRs - glutamate like receptors) e o
nucleotideo ciclico de canal fechado (CNGCs - cyclic nucleotide gated channels),
ambos codificados por uma larga familia de genes. A expressdao do CNGC3,
pertencente a segunda familia, foi verificada em Arabidopsis, o qual contribui para a
captacdo a curto prazo de Na* pelas raizes, sendo que a sua presenca tem efeito
moderado sobre a tolerancia das plantas a salinidade (GOBERT et al., 2006). Assim
como o AtCNGC10 que também foi relatado por estar envolvido na absorgdo e
transporte de sddio a longa distancia (GUO et al., 2008).

Além dos CNGCs, as plantas possuem duas classes de canais seletivos de
fons K", canais tipo Shaker e o canal de K" dois poros (TPKs — two-pore K* channel).
Os Shakers possuem as formas KAT1 e AKT1, que séo predominantes na
condutancia de K™ no interior da membrana plasmatica das células vegetais. Esses
canais geralmente tém seletividade na relacdo K":Na®, desta forma, néo
desempenham papel significativo na absorcdo de Na* (SCHACHTMAN et al., 1991;
AMTMANN; SANDERS, 1999). No entanto, WANG et al. (2007) estudando a
absorcdo de Na“ em Sueda maritima L., uma espécie haldfita, concluiram que a
baixa afinidade na captacdo de Na* nesta espécie ocorre devido a presenca de uma
proteina semelhante a um canal AKT1. Similarmente, KADER e LINDBERG (2005)
forneceram evidéncias de que os canais de K* medeiam o influxo substancialmente
em uma cultivar de arroz sensivel ao sal. Assim, € sugerido que 0S processos
basicos de captacdo de Na® para espécies haldfitas sdo diferenciados e essa
diversidade contribui para a tolerancia ao sal (WANG et al. 2007).

Outro tipo de transportadores que medeiam o transporte de Na* e K*, sédo as
proteinas HKTs (HARO et al., 2005). A expressao antisense de HKT1, mostrou
menor captacdo de Na* e maior crescimento sob condicdes de alta salinidade em
plantas transgénicas de trigo (LAURIE et al., 2002). Em Arabidopsis, somente uma
isoforma foi relatada, ou seja, AtHKTL1, que é expressa principalmente nas raizes,
essa mesma proteina mostrou altos niveis de atividade na absorcdo de Na® em
levedura e Xenopus oocytes (UOZUMI et al., 2000). Acredita-se que a AtHKT1
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funcione como uma potente rota para absorcdo de Na* em Arabidopsis (RUS et al.,
2001). Entretanto, trabalhos posteriores relataram que este transportador €,
provalmente, o maior responsavel pela reabsorcdo de Na“ da parte aérea desta
espécie (BERHOMIEU et al., 2003; SUNARPI et al., 2005). Em contraste, o arroz
contém nove isoformas de HKT (GARCIADEBLAS et al., 2003). O OsHKT 2:1
(anteriormente classificados como HKT1) tem sido extensivamente estudado e
mostrou ter alta afinidade no transporte de Na’, sendo de particular importancia
durante baixa concentracées de K* (GARCIADEBLAS et al., 2003; HORIE et al.,
2007). Sendo expresso na epiderme da raiz, células corticais e tecidos vasculares
de folhas e raizes (GOLLDACK et al., 2002; GARCIADEBLAS et al., 2003; HORIE et
al., 2007).

Além dos HKTs, transportadores da familia HAK/KUP/KT podem transportar
Na" com baixa afinidade, na presenca de altas concentracées de Na* e baixas de K*
(PARDO; QUINTERO, 2002). Estudos da expressdo desse gene em levedura,
revelaram que a funcdo normal de HAK/KUP/KTs é de alta afinidade na absor¢céo de
K*, sendo competitivamente inibida por Na*, apontando para uma via compartilhada
dos dois cations monovalentes (SANTA-MAIA et al., 1997; FU; LUAN, 1998). Alguns
estudos tem mostrado substancial regulagéo transcricional das isoformas de
HAK/KUP/KT sob estresse salino (CHAO et al., 2005; WALIA et al., 2005, 2007). SU
et al. (2002) observaram que a expressdo de HAKs em Mesembryanthemum
crystallium L. € autorregulada durante o estresse por salinidade em condi¢cdes
escassas de K'. No entanto, o papel das HAKs na obtencdo de Na’, durante o
estresse salino, ainda ndo estd completamente elucidado (MIAN et al., 2011).

Os potenciais transportadores para ClI" sédo formadas pelos cotransportadores
do cétion cloreto (CCCs - Cation chloride cotransporters) codificadas por um gene
identificado em Arabidopsis e dois genes em arroz. AtCCC é expressa em tecidos de
raizes e parte aérea, provavelmente funciona como um cotransportador 2CI:K":Na".
A perda da funcao do AtCCC, em Arabidopsis, promove maior acimulo de CI na raiz
quando comparado com a parte derea (COLMENERO-FLORES et al., 2007). No
entanto, 0s mecanismos exatos de captacdo de CI" e as proteinas envolvidas ainda
sao desconhecidas (MIAN et al., 2011).
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1.4.2 Efluxo de Na *

A extrusdo de Na® do citosol para o vacuolo ou para o apoplasto, ocorre
através do sistema antiporte Na'/H", que é um transporte ativo secundario que utiliza
o gradiente eletroquimico estabelecido pelas bombas H*-ATPase ou H*-PPiase das
membranas (BLUMWALD, 2000; SILVEIRA et al., 2010). As bombas H*-ATPase sdo
as principais responsaveis pelo gradiente de pH e pelo gradiente eletroquimico
encontrados na membrana plasmatica, enquanto que uma H*-PPiase ou uma H'-
ATPase da membrana vacuolar geram esses gradientes através do tonoplasto. A
atividade dessas bombas é necessaria para o sistema antiporte, Na'/H", que conduz
fons H" e Na* em dire¢cBes opostas, acumulando o cation Na® no vactolo ou
excluindo o mesmo da célula (BLUMWALD, 2000).

O efluxo de Na® na membrana plasmatica é mediado pelo gene da familia
extremamente sensivel ao sal (SOS1 - Salt Overly Sensitive 1), o qual tem sua
expressdo aumentada pelo estresse salino. Ensaios com transportadores
demonstraram que é capaz de trocar H* de forma antiporte ao Na* e ao K* (SHI et
al., 2002). Esses genes medeiam a extrusdo de Na* proveniente do citosol e do
vactolo pelo sistema antiporte entre Na*/H" no sequestro de Na* para o vacuolo
(SHI et al., 2000; QIU et al., 2003).

A hipersensibilidade apresentada pela perda da funcdo do SOS1 em
mutantes de Arabidopsis mostra claramente que este transportador é fundamental
para proporcionar as plantas tolerancia ao sal (SHI et al., 2003). O SOS1 é
primariamente encontrado nas extremidades das raizes e ao redor dos vasos
condutores, mas em grande parte, ausente em outros tecidos da raiz. Desta forma, €
improvavel que SOS1 seja responsavel pela grande parte do efluxo de Na" no
interior do apoplasto e dos sistemas de efluxo adicionais da epiderme e células
corticais (MIAN et al., 2011). Da mesma forma que alguns membros da familia de
genes trocador de cation/H® (CHX- Cation/H" Exchanger), também podem ser
importantes no efluxo de Na* (PARDO et al., 2002).

1.4.3 Compartimentalizacdo de Na " e CI’

Um dos principais mecanismos desenvolvidos pelas plantas tolerantes ao sal
inclui a reducdo na absorcdo de ions toxicos no citosol, tais como Na* e Cl' e o
sequestro destes ions para o interior do vacuolo, apoplasto (TESTER,;
DAVENPORT, 2003; KADER; LINDBERG, 2005), ou em outras organelas como o
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reticulo endoplastico e o complexo de golgi (RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2006).
Quando compartimentado no vactolo, o Na* ndo é mais toxico para as células (ZHU,
2003; RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2006) 0 que se torna vantajoso para o
crescimento devido ao ajuste osmoético estabelecido pela compartimentalizacéo
(FLOWERS; LAUCHLI, 1983; SUBBARAO et al., 2003). O vacuolo pode ocupar mais
de 95% do volume de uma célula madura e a compartimentalizacdo do Na" nesta
organela ocorre em todos os tecidos. Paralelamente, ocorre o ajustamento osmaético
do compartimento citoplasmatico, via producdo de osmoprotetores, tais como
prolina, manitol, sorbitol e glicina-betaina. Além disso, este Ultimo também atua
como antioxidante e, assim, desintoxica células afetadas pelas EROs (MAATHUIS;
AMTMANN, 1999; ZHU, 2001). Em folhas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) sob
estresse salino, a glicina-betaina é o0 soluto organico mais importante
quantitativamente, superando a prolina, tanto na auséncia quanto na presenca de
salinidade (SILVA et al., 2009).

No entanto, para que haja sequestro dos ions, a atividade de proteinas com
sistema antiporte H*/Na® € essencial, pois o funcionamento deste sistema no
tonoplasto tem sido relatado em muitas espécies, tais como beterrada acgucareira
(Beta vulgaris L.) (BLUMWALD; POOLE, 1987), Atriplex nummularia (HASSIM et
al.,1990), Plantago maritima L. (STALL et al., 1991) e Mesembryanthemum
crystallinum (BARKLA et al., 1995). O primeiro sistema antiporte relatado foi o
permutador de Na*/H* (NHX1- Na*/H" Exchanger), o qual tem sido caracterizado em
multiplas espécies incluindo Arabidopsis (APSE et al., 1999), trigo (Triticum aestivum
L.) (XUE et al, 2004), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) (ZHANG;
BLUMWALD, 2001), soja (Glycine max L. Merr.) (LI et al., 2006) e arroz (Oriza sativa
L.) (FUKUDA et al., 1999).

A superexpressao desta proteina antiporte em varias espécies tornou-as mais
tolerantes ao sal, a ponto de que em tomateiro transgénico, a superexpressao de
NHX1 permitiu a formagcdo e producdo de frutos na presenca de elevadas
concentracfes salinas, onde plantas selvagens nao poderiam sobreviver (ZANG;
BLUMWALD, 2001). Similarmente, foi observada melhora na tolerancia a salinidade
em arroz apos a superexpressdo de OsNHX1 (FUKUDA, et al., 2004; CHEN et al.,
2007). Por outro lado, essas plantas transgénicas de arroz, mostraram crescimento
menos vigoroso quando cultivadas no tratamento controle, ou seja, sem adicédo de
sal (CHEN et al.,, 2007). Outros membros da familia NHX, como os AtNHX2 e
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AtNHX5, também possuem importancia na remocdo do Na®, sendo que nestes
casos foi observado que primeiro ocorre o sequestro de Na* vacuolar, o que é
considerado um fator importante na determinacao de tolerancia a salinidade (YOKOI
et al., 2002b).

A compartimentalizacdo de CI" também é necessaria para a tolerancia a
salinidade, e foi relatado que parte do CI" sequestrado no vacuolo é proveniente de
canais ibnicos e de alguns canais de anions voltagem dependente de CI
pertencente a familia (CLC- Voltage Gated CI" Channel). Em cultivares de arroz
sensiveis, a transcricdo de OsCLCa foi significativamente auto-regulada em resposta
a presenca de sal (DIEDHIOU, 2006).

1.4.4 Transporte de Na * a longa distancia

A retranslocacdo de Na' da parte aérea para as raizes é descrita como uma
estratégia que contribui para diminuir a quantidade de Na' na parte aérea de
espécies glicofitas (PITMAN, 1977), a fim de evitar acimulo de sal nos tecidos
fotossintéticos (WEICHT; MACDONALD, 1992). A proteina antiporte da membrana
plasmatica, SOS1 quando expressa no parénquima da raiz tém impacto sobre a
translocacdo do Na* no interior das células do xilema de Arabidopsis, durante
estresse salino moderado (SHI et al., 2002).

Em Arabidopsis, a perda de fungdo por mutacdo do gene HKT1 gerou a
superacumulacdo de Na' na parte aérea, tornando- a hipersensivel ao sal (MASER
et al., 2002; BERTHOMIEU et al., 2003). O HKT1 é expresso principalmente em
folhas e tecidos do floema e medeia o carregamento de Na* no interior dos vasos do
floema, podendo estar envolvido no descarregamento do Na* proveniente da seiva
do floema para as raizes (BERTHOMIEU et al., 2003).

Em trigo, os transportadores NAX1 e NAX2, estdo envolvidos na exclusao de
Na® (MUNNS, et al., 2003), estes genes tém sido identificados como transportadores
de Na® pertencentes a familia de genes HKT (HUANG et al., 2006; BYRT et al.,
2007), eles parecem remover o Na* do xilema, além disso, o NHX1 também é
responsavel pela restricdo de Na* na base das folhas (MIAN et al., 2011).

Membros do cation monovalente H* da familia CHX também contribuem para
translocacédo do Na*. O AtCHX21 é expresso principalmente na endoderme da raiz e
a perda da funcdo reduz os niveis de Na’' na seiva do xilema sem afetar a

concentracédo de Na* no floema (HALL et al., 2006).



33

1.4.5 Sistemas de defesa antioxidantes

O estresse osmético ou idnico induz aumento na formacdo de EROs, o que
consequentemente, leva ao estresse secundario ou oxidativo (HERNANDEZ et al.,
2001). Para minimizar os efeitos do estresse oxidativo, as células vegetais
desenvolveram um complexo sistema antioxidante ndo enzimatico composto de
moléculas de baixo peso molecular (glutationa, ascorbato e carotenoides), bem
como enzimas desintoxicantes de EROs, como a superoxido dismutase (SOD),
calatase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX) e glutationa
redutase (GR) (APEL; HIRT, 2004). Varios estudos tém apontado que plantas
tolerantes apresentam aumento na atividade destas enzimas em resposta ao
estresse salino, enquanto que espécies sensiveis ao sal ndo conseguem fazé-lo
(SHALATA et al, 2001; DEMIRAL; TURKAN, 2005). A eliminacdo de EROs a partir
do aumento na atividade de enzimas antioxidantes melhora a tolerancia ao sal
(ALSCHER et al., 2002), sendo esta relacdo demonstrada em varias espécies como
plantago (Plantago maritima L.) (SEKMEN et al., 2007), ervilha (Pisum sativum L.)
(HERNANDEZ et al., 2000), tomate (Lycopersicon e. Mill.), milho (Zea mays L.)
(AZEVEDO-NETO et al., 2006), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) (COSTA et al,
2005;. HEIDARI, 2009), soja (Glycine m. L. Merr.) (CICEK; CAKYRLAR, 2008) e
amoreira (Morus sp) (HARINASUT et al, 2003).

No entanto, o mecanismo antioxidante ndo € suficiente para proteger as
plantas em condicbes de estresse demasiadamente elevado. Para manter a
produtividade das plantas sob a condicdo de estresse salino, é importante fortificar o
mecanismo antioxidante dos cloroplastos através da manipulagdo de enzimas
antioxidantes e pequenas moléculas antioxidantes no cloroplasto. Plantas
transgénicas superexpressando um Uunico transgene da SOD, APX e GR,
separadamente, no cloroplasto ou em outros compartimentos da célula vegetal
exibem maior tolerancia ao estresse oxidativo. A regulacdo da expresséo utilizando
um promotor fortemente induzido pelo estresse, para a expressao de genes
multiplos de toleréncia organela-especificas seriam ideais para transformacao
genética, melhorando a tolerancia a estresses ambientais (JOSEPH; JINI, 2011).

ZHAO et al. (2009) introduziram o fator de transcricdo YAPL, oriundo de
levedura (Saccharomyces cerevisiae M.), em A. thaliana (ecétipo Columbia),
verificando que quando tratados com varias concentracbes de NaCl, as plantas

transgénicas mostraram aumento na atividade de enzimas antioxidantes (catalase,



34

superéxido dismutase, ascorbato peroxidase, peroxidase, glutationa S-transferase e
glutationa redutase) em comparacdo com a Arabidopsis do tipo selvagem. As
plantas de Arabidopsis transgénica mantém niveis elevados da fotossintese,
menores quantidades de H,0,, reduzindo a producéao de EROs.

Para que todos os mecanismos de defesa supracitados em resposta ao
estresse salino possam ser ativados, as plantas primeiramente necessitam perceber
0 estresse, através de sensores que vao, ativar uma cascata de sinalizacao,
comecando pela elevacdo da concentracdo de célcio citosélico ([Ca*?), de forma
conjunta com as mudancas no pH citosoélico (pHc) ou individualmente (KADER,
LINDBERG, 2010).

Em células vegetais, a [Ca?'].; sob condicdes normais é mantida em nivel de
nanomolar, principalmente na gama de 10-200 nM, enquanto que a [Ca**] na parede
celular, vacuolo, reticulo endoplasméatico (RE) e mitocdndrias € de 1-10 mM
(REDDY, 2001; RUDD; FRANKLIN-TONG, 2001; REDDY; REDDY, 2004). No
entanto, sinais especificos, como 0 estresse pode desencadear aumento subito da
[Ca®'].; até atingir o nivel micromolar que é tdxico se persistir durante longo periodo
de tempo no citosol. Para isso, as plantas desenvolveram um sistema de absor¢cao e
armazenamento de Ca?' em excesso no apoplasto ou no interior do ltmen de
organelas intracelulares, tais como o vacuolo ou reticulo endoplasméatico. Neste
altimo, juntamente com as paredes celulares, o estoque pode ser usado para elevar
o nivel da [Ca*'].; sob condicbes de estresse e gerar a transducdo de sinal para
subsequentes respostas de defesa (KADER; LINDBERG, 2010).

O estresse por salinidade em plantas é detectado devido ao estresse
osmotico e toxicidade idnica (Na* e/ou CI) percebidos pela membrana plasmética,
ou mesmo dentro do citosol por enzimas, através de sensores (ZHU, 2003) que
ainda ndo estao bem identificados (KNIGHT et al., 1997; TRACY et al., 2008). Isto &
importante para manter o funcionamento correto das raizes e da parte aérea, em
resposta a deficiéncia hidrica e elevadas concentracdes de Na* (KNIGHT, 1997).

No que diz respeito a toxicidade do Na* as células, o progresso substancial
para compreender a transducdo de sinais em condi¢cdes de estresse salino ocorre
através de investigacdes a partir da rota SOS1 em Arabidopsis (ZHU, 2002). Esta
rota de tolerancia € crucial para manutencdo da homeostase ibnica sob condi¢cbes
salinas, sendo conservada em diversas espécies de plantas incluindo o arroz (ZHU,
2002; MARTINEZ-ATIENZA, et al. 2007). A proteina cinase serina/threonina (SOS2)
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regula a proteina antiporte Na*/H" (SOS1), a qual medeia a extrusdo de Na* do
citosol e o sequestro deste no interior vacuolar (SHI, 2000; QIU, et al., 2003).

O aumento de [Ca®*].; pode ser percebido por meio de sensores de Ca*?, tais
como a proteina calcineurina tipo-B (CBL4 — Calcineurin B like 4), primeiramente
identificada como SOS3. Embora a afinidade dessa proteina com o Ca*™ ndo seja
conhecida, o aumento da [Ca®'];; geralmente facilta a sua dimerizagédo e
subsequente interacdo com a proteina cinase (CIPK24 - Protein Kinase),
originalmente identificada como SOS2 (HALFTER et al., 2000). Desta forma, o
complexo CBL4/CIPK24 (ou SOS3/S0OS2) é alvo da membrana plasmatica sofrendo
fosforilacdo e ativacdo da proteina antiporte Na*/H*, SOS1 (ZHU et al., 2002).

O aumento de Ca?" no citosol modula outros mensageiros como inositol
fosfato, que induz ainda mais a elevacdo da [Ca®*]; através da abertura dos canais
inositol 1,4,5- trifosfato (IP3) regulados por Ca?* (TRACY et al., 2008; SANDERS et
al., 2002). KADER e LINDBERG (2010) sugerem um modelo dos mecanismos de

tolerancia e sinalizacédo de estresse salino, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Modelo proposto de plantas tolerantes ao estresse em nivel celular. A
deteccdo de estresse idnico induz a elevacéo transitéria da [Ca*?]; e pH. A elevacéo
da [Ca*?]y é atribuida ao influxo de Ca*? a partir da parede celular, bem como do
vacuolo, RE e mitocdndria. O aumento do pH citosélico parece estar ligado com
decréscimo do pH vacuolar. A elevacdo da [Ca*’] e incremento do pH atuam
independentemente ou em conjunto, induzindo a rota SOS para homeostase i0nica,
através da inibicdo da entrada de Na*, aumentando a absorcdo do K* para dentro da
célula, e fixacdo do Na' citosdlico, no apoplasto ou vacuolo. Organelas celulares,
como nucleo, mitocondrias, RE, etc, também podem ter sua propria elevacao de
Ca*? e subsequente cascata de sinalizacdo para respostas posteriores. Estresse
osmotico, em contraste com a toxicidade i6nica, pode diminuir ou aumentar o nivel
da [Ca*?].:, 0 que pode estar relacionado com a producdo de EROs, as quais ativam
a rota da proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK- Mitogen-Activated Protein
Kinase) para a homeostase osmotica e respostas de desintoxicacdo (KADER;
LINDBERG, 2010).
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2. CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista que a salinidade é um sério problema agricola no mundo,
principalmente em regifes aridas e semiaridas que fazem uso de sistemas de
irrigacdo com agua de ma qualidade, acarretando em significativo aumento no
namero de hectares com areas agriculturaveis salinizadas, o que gera entraves para

a producéo agricola. Os efeitos fisiologicos e bioquimicos da salinidade nas plantas
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sdo consequéncia do estresse osmotico e do estresse iGnico, 0s quais variam em
funcéo da espécie, cultivar, intensidade e tempo de duracéo do estresse.

Os dados acumulados revelam a importancia de duas classes especificas de
transportadores: HKTS que funcionam tanto na absorcdo e translocacdo de Na* a
longa distancia, e os NHXs na sua qualidade de antiporte, H:Na" ou pela
manutencdo da homeostase K'. Em vista disso, pesquisas envolvendo diversas
abordagens, através de estudos em transcriptémica, bioquimica e biotecnologia tém
se empenhado a entender as diferentes estratégias de tolerancia utilizadas em
plantas haléfitas bem como os mecanismos utilizados por gendétipos tolerantes de
plantas glicéfitas. Assim, clones de gene de plantas tolerantes e plantas
transgénicas se tornaram uma ferramenta padréo para a biologia do estresse salino

em plantas.

3. CONCLUSAO

A tolerancia a salinidade € uma caracteristica multigénica complexa, que
envolve varios mecanismos fisioldgicos e bioquimicos, diferindo entre espécies e
cultivares dentro da mesma espécie. Apesar de diversos estudos relacionados a
tolerancia a salinidade estarem sendo desenvolvidos, os mecanismos de tolerancia

ao sal em plantas ainda néo estdo completamente compreendidos.
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CAPITULO 2

Aspectos fisioldgicos e bioquimicos de gendtipos de aveia branca em resposta

a salinidade

Biochemical and physiological aspects of oat genotypes in response to salinity

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a germinacdo de sementes, 0
crescimento inicial de nove gendtipos de aveia branca e identificar gendtipos
contrastantes para o carater tolerancia a salinidade. Portanto, foram feitas analises
fisiologicas dos gendtipos de aveia branca, os quais foram submetidos a diferentes
concentracfes salinas (0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl), sendo analisadas as
seguintes variaveis: porcentagem de germinacdo, primeira contagem de
germinacao, indice de velocidade de germinacdo, comprimento e massa seca da
parte aérea e raizes das plantulas. Com base nestes resultados foram selecionados
genotipos contrastantes nos quais foi determinada a atividade de enzimas
antioxidantes (superodxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase) e o teor de
pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, total e carotenoides). A germinacdo das
sementes foi menos afetada que o crescimento das plantulas com o aumento das
concentracbes de NaCl, sendo que o comprimento de raiz foi mais prejudicado.
Assim, essa variavel juntamente com o comprimento da parte aérea, pelo teste
correlacdo, foram as que melhor discriminaram o0s gendétipos contrastantes,
possibilitando a identificagdo de um gendtipo tolerante (URS 22) e um sensivel (UPF
16), comprovado pela atividade das enzimas antioxidantes. Os teores de clorofila e
carotenoides reduziram de acordo com incremento do sal em ambos 0s gendétipos,
sendo menores no genotipo UPF 16. Com base nos resultados de crescimento
inicial foi possivel discriminar um genotipo sensivel (UPF 16) e um tolerante (URS
22) as concentracdes salinas utilizadas, os quais apresentaram maior e menor
atividade das enzimas antioxidantes bem como, menor e maior contelddo de
pigmentos fotossintéticos, respectivamente.

Palavras chave: Avena sativa L., NaCl, estresse oxidativo, semente.

ABSTRACT- The objective of this work was to evaluate the seed germination, initial
growth of nine genotypes of white oat and to identify contrasting genotypes for salt
tolerance character. Therefore, physiological analyzes were made of white oat;
genotypes, which were submitted to different salt concentrations (0; 25; 50; 75 and
100 mM NacCl), and analyzed the following variables: percentage of germination, first
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counting germination, index germination speed, length, shoots and roots dry mass of
seedlings. Based on these results were selected contrasting genotypes, determining
the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase and ascorbate
peroxidase) and the content of photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, total and
carotenoids). Seed germination was less affected than the growth of seedlings with
increasing concentrations of NaCl, and the root length was most affected. Thus, this
variable along with the length of the shoot, the correlation test were those that best
discriminate contrasting genotypes, enabling the identification of a tolerant genotype
(URS 22) and sensitive (UPF 16), evidenced by the activity of antioxidant enzymes.
The content of chlorophyll and carotenoids reduced according to increase of salt in
both genotypes, being smaller in the genotype UPF 16. Based on the date of initial
growth was possible to discriminate a sensitive genotype (UPF 16) and a tolerant
(URS 22) for salt concentrations used, which showed higher and lower activity of
antioxidant enzymes as well as lower and higher pigment contents, respectively.

Key words: Avena sativa L., NaCl, oxidative stress, seed.

1. INTRODUCAO

A germinacdo é influenciada por fatores externos que interferem na
embebicdo da semente, ja que a maioria dos processos bioquimicos e fisiologicos
depende da disponibilidade da agua, resultando na protrusdo da raiz primaria
(BRAY, 1995). No entanto, a absor¢cdo de dgua pode ser prejudicada pelo excesso
de sais soluveis, reduzindo o potencial hidrico do solo ou do substrato. Estas
diminuicdes associadas aos efeitos toxicos dos sais no protoplasma da semente
prejudicam a germinagdo (BARROSO et al., 2010), a velocidade da germinacéao,
resultando na formag&o de plantulas com crescimento reduzido, caracterizado pela
diminuicdo no comprimento da plantula e menor acimulo de matéria seca (SILVA et
al., 2007; YOKOI et al., 2002a).

As raizes sdo os 6rgdos mais vulneraveis por estarem em contanto direto com
o substrato (MUNNS; TESTER, 2008), sendo que a inibicdo de seu crescimento €
uma resposta primaria em plantas submetidas ao estresse salino. O crescimento das
raizes pode ser afetado pelo sal em termos de massa fresca (LIN; KAO, 2002,
JEBARA et al, 2005;. KHAN; PANDA, 2008), massa seca (ASHRAF; HAMAD, 2000;
LIN; KAO, 2002;. CHAPARZADEH et al, 2004, FERREIRA-SILVA et al., 2008) e
comprimento (WAHID et al, 1998; KOPYRA; GWOzZDZ, 2003), podendo provocar
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alteracbes na morfologia da raiz e inibicdo do alongamento de raizes laterais
(RUBBINIGG et al., 2004).

Em algumas espécies a concentracao de sais ndo atinge niveis osmoticos ou
toxicos capazes de prejudicar a absorcdo de agua, no entanto, o acumulo de ions
pode provocar interferéncias indiretas ao desempenho normal do metabolismo
(ZANANDREA et al., 2006).

Exite pouca informacao referente ao efeito da salinidade sobre a germinacgao
de sementes e crescimento de plantulas de aveia branca que, apesar de ser uma
cultura de inverno, ela é utilizada em sucesséo ao cultivo do arroz irrigado (KOPP et
al., 2009), estando sujeita ao estresse salino, devido ao seu acumulo no solo, uma
vez que a salinidade da agua de irrigacao afeta as lavouras das Planicies Costeiras
a Laguna dos Patos, na regido sul do Rio Grande do Sul (MARCOLIN et al., 2005).

Assim, este trabalho objetivou avaliar a germinacdo de sementes, 0
crescimento inicial de nove gendtipos de aveia branca e identificar gendtipos
contrastantes para o carater tolerancia a salinidade, confirmando a distincdo desses
genadtipos através da atividade de enzimas antioxidantes e conteudo de pigmentos

fotossintéticos.

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Sementes do Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Campus Capéo do Ledo/RS
durante os anos de 2009/2010. Foram utilizadas sementes da safra 2008 de nove
genadtipos de aveia branca (BARBARASUL, FAPA 4, UFRGS 14, UFRGS 19, UPF
15, UPF 16, UPF 18, URS 21 e URS 22), provenientes da colecéo de trabalho do
Banco de Germoplasma de Aveia do Centro de Gendmica e Fitomelhoramento da
UFPel. Para as avaliag6es fisiologicas e bioquimicas das sementes e plantulas dos
genadtipos de aveia submetidas a diferentes concentragdes salinas (0,0; 25; 50; 75 e

100 mM de NaCl) foram realizados por meio dos seguintes testes:

Teste de germinacdo (TG%): realizado com 400 sementes (quatro subamostras de
100 sementes), semeadas em papel especial para germinacdo umedecido com
diferentes concentracdes salinas (0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl), com volume

igual a 2,5 vezes a massa do substrato, mantidas em germinador a 20°C. A
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avaliacdo da germinacgdo foi efetuada aos 10 dias apdés a semeadura (DAS) e os
resultados expressos em porcentagem de germinacdo, conforme as Regras de
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

Primeira contagem da germinacao (PCG%): conduzida juntamente com o teste de
germinacao, sendo realizada aos cinco dias (BRASIL, 2009), os resultados foram

expressos em porcentagem de sementes germinadas.

indice de velocidade de germinacéo (IVG): realizado em conjunto com o teste de
germinacdo computando-se as plantulas germinadas a cada dia até estabilizacdo do
estande. O IVG, para cada repeticdo foi calculado segundo a expressao de
MAGUIRE (1962) utilizando a seguinte formula: IVG= G1/N1+G2/N2+...+Gn/Nn,
onde G1, G2 e Gn representam o nimero de sementes que emitiram raiz primaria,
computadas na primeira, segunda e ultima contagem; N1, N2 e Nn representam o

dia de avaliacdo apos a semeadura.

Comprimento da parte aérea e da raiz (CPA e CR): determinados ao final do teste
de germinacdo, em 40 plantulas de cada tratamento, selecionadas ao acaso,

medidos com régua milimetrada. Os resultados foram expressos em mm plantula™.

Massas secas da parte aérea e raizes (MSPA e MSR) — As plantulas utilizadas nos
testes de CPA e CR foram levadas a estufa a 70+2°C, determinada
gravimetricamente, até atingirem massa constante e os resultados expressos em mg

plantula™.

Determinacéo da atividade de enzimas antioxidantes- foram selecionados dois
genotipos contrastantes (URS 22 e UPF 16) pelos testes de germinacdo e de
crescimento inicial, frente ao estresse. Foi coletado aproximadamente 250 mg de
tecidos da parte aérea ao quinto e décimo DAS, os quais foram armazenados em
ultra-freezer a -80°C, para posteriores andlises. O material vegetal foi macerado com
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20%, acrescido tampdo de extragdo composto de
fosfato de potassio (100 mM, pH 7,8), EDTA (0,1 mM) e acido ascorbico (1 mM). Os
homogeneizados foram centrifugados a 13.000 g, por 20 minutos a 4°C e o
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sobrenadante coletado para realizar a determinacdo da atividade das enzimas e
para a quantificacdo das proteinas pelo método de BRADFORD (1976).

A atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT)
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) em meio de reacdo composto por fosfato de
potdssio (100 mM, pH 7,8), metionina (14 mM), EDTA (0,1 uM), NBT (75 uM) e
riboflavina (2 yM). Os tubos com o meio de reacdo e a amostra foram expostos a
iluminacdo com lampada fluorescente de 20 W por sete minutos, como controle foi
utilizado o mesmo meio de reacdo, submetido as mesmas condi¢des, porém sem a
amostra e para calibracdo do espectro, foi utilizado um tubo com meio de reacéo
mantido no escuro. As leituras de absorbancia foram realizadas a 560 nm, tomando
como base para os calculos que uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducao do NBT, nas condi¢des de ensaio.

A atividade da calatase (CAT, EC 1.11.1.11) foi determinada conforme
descrito por AZEVEDO et al. (1998) com algumas modifica¢des, onde a atividade foi
monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 2 minutos, em meio
de reacdo incubado a 28°C, contendo tampéo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,0)
e H,0, (12,5 mM).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.6) foi realizada segundo
NAKANO e ASADA (1981), monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290
nm, durante 2 minutos em meio de reacéo incubado a 28°C, contendo de tampéao
fosfato de potassio (100 mM, pH 7,0), acido ascorbico (0,5 mM) e H,O, (0,1 mM).

Teores de clorofila a, b, total e carotenoides: A extracdo de pigmentos foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por ARNON (1949). Foram
coletadas 500 mg de folhas, maceradas com 10 mL de acetona 80%, no escuro e
centrifugadas a 3000 g por 10min. Apds, o volume foi completado para 25 mL. A
quantificacdo foi realizada conforme LICHTENTHALER (1987), sendo os resultados

expressos em mg de clorofila g* MF e mg de carotenoides g* MF.

Delineamento experimental: Para a germinagdo de sementes e 0 crescimento
inicial foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 9 x 5 (genodtipos X
concentracfes salinas), utilizando quatro repeticdes. Os resultados obtidos no

experimento supracitado foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), teste de
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média por Tukey e correlacdo de Pearson, baseado no teste F com 5% de
probabilidade de erro. Para determinagéo da atividade de enzimas antioxidantes e
teores de pigmentos fotossintéticos o experimento também foi inteiramente
casualizado, no entanto, em esquema fatorial 2 x 5 (gendtipos x concentracdes
salinas), com quatro repeticdes estatisticas. A partir destes dados foram efetuadas a
analise de variancia (ANOVA), teste de média por Tukey, baseado no teste F com
5% de probabilidade de erro. Para execucdo das analises estatisticas foi utilizado o
programa estatistico GENES (CRUZ, 2001) e para plotagem das figuras o programa
Microsoft Excel 2007.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre os fatores (genotipos e concentracdes de
NaCl), para as variaveis de crescimento inicial e bioguimicas exceto para a atividade
das enzimas superoxido dismutase (SOD) aos cinco e 10 dias, catalase (CAT) aos 5
dias os quais apresentaram efeito significativo somente para o fator gendtipo,
enquanto que para o teor de clorofila b (Cl b), apresentou efeito estatisticamente
significativo para os fatores (concentracédo e genaétipo) isoladamente (Apéndices 1A,
1B e 1C).

Analisando a porcentagem de sementes germinadas dos nove gendtipos de
aveia branca (Tab. 1), as melhores respostas de porcentagem de germinacgao foram
obtidas para os genétipos BARBARASUL (95%), FAPA 4 (93%); URS 22 (93%),
UPF 16 (90%), UFRGS 14 (90%) e UPF 15 (89%) no tratamento controle, enquanto
gue na maior concentracao salina (100 mM de NaCl) a germinacao foi de 87; 93; 92;
94, 85 e 90%, respectivamente. Os genotipos UFRGS 19 e UPF 18 apresentaram as
menores porcentagens, com 84 e 82% no tratamento controle mantendo-se com 84
e 79% de germinacdo na maior concentracado (100 mM de NaCl), respectivamente.
Entretanto, ndo mostraram diferenca significativa com o incremento das
concentracfes salinas, assim como os genotipos FAPA 4, UPF 15, UPF 16 e URS
22. Ja os gendtipos BARBARASUL, UFRGS 14 e URS 21 tiveram reducdes
estatisticamente significativas de acordo com o incremento das diferentes
concentracbes de NaCl, com porcentagem de germinacdo de 95; 90 e 86% no

tratamento controle, passando para 87, 85 e 81% no tratamento com 100 mM de
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NacCl, respectivamente, entretanto, ndo apresentaram equacéo da reta significativa
pela andlise de regressao.

Tabela 1- Porcentagem de germinacdo de sementes de nove genétipos de aveia
branca expostas as concentracdes de 0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl

Porcentagem de Germinacao (TG%)

Gendtipo Concentracdes de NaCl (mM)
0,0 25 50 75 100
BARBARASUL 95 Aa* 92 Aab 89 ABCab 92 Aab 87 ABCDb

FAPA 4 93 ABa 91 Aba 93 Aa 95 Aa 93 Aa

UFRGS 14 90 ABCa 87 ABab 82 CDb 89 Aa 85 BCDEab

UFRGS 19 84 CDa 84 Ba 81 Da 81 Ba 84 CDEa
UPF 15 89 ABCDa 89 Aba 88 ABCDa 89 Aa 90 ABCa
UPF 16 90 ABCa 89 Aba 90 ABa 94 Aa 94 Aa
UPF 18 82 Da 84 Ba 83 BCDa 79 Ba 79 Ea
URS 21 86 BCDab 84 Bab 88 ABCDa 81 Bb 81 DEb
URS 22 93 Aba 91 Aba 91Aa 92 Aa 92 ABa

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na coluna (gendtipo), e mindsculas, na
linha (concentracdo), ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade de erro,
pelo teste de Tukey.

A presenca do sal também afetou a primeira contagem de germinacao (Tab.
2), sendo que os gendtipos UFRGS 14 e FAPA 4, foram os que exibiram os maiores
decréscimos na primeira contagem de germinacdo de 88- 76% e 90- 93% nas
concentracfes de zero e 100 mM de NaCl, havendo uma reducdo de 12 e 7%,
respectivamente, ndo apresentando equacao da reta significativa. Os genotipos URS
22, UPF 16, BARBARASUL, UFRGS 19, UPF 15, UPF 18 e URS 21 né&o sofreram
reducao significativa com o aumento das concentragdes salinas de (zero a 100 mM
de NaCl). Por outro lado, os gendtipos UFRGS 19, UPF 15, UPF 18, URS 21,
UFRGS 14 e FAPA 4 apresentaram as menores porcentagens de sementes
germinadas: 81; 81; 81; 80; 76 e 83% na concentragcdo de 100 mM de NacCl,
respectivamente.

Comparando os resultados dos gendtipos de aveia branca em ambos o0s
testes (germinagédo e primeira contagem de germinacéo), verifica-se que os dados
de primeira contagem foram o0s mais prejudicados com o aumento das
concentracfes salinas. Este efeito é esperado devido a velocidade de germinacéo
ser o primeiro parametro afetado pela reducdo da disponibilidade de agua, como
consequéncia da salinidade, sendo que os maiores prejuizos foram observados na

maior concentracéo salina (Tab. 2).
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Tabela 2- Primeira contagem de germinacdo de sementes de nove genotipos de

aveia branca expostas as concentracoes de 0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NacCl
Primeira contagem de germinacéo (PCG%)

Gendtipo Concentracdes de NaCl (mM)
0,0 25 50 75 100
BARBARASUL 91 ABa* 86 ABCa 87 ABCa 90 Aa 85 ABa
FAPA 4 90 ABCa 89 ABa 88 ABab 88 ABab 83 BCb
UFRGS 14 88 ABCa 81 Chc 77 Dc 85 ABCab 76 Cc
UFRGS 19 84 CDa 84 Ca 80 CDa 82 BCa 81 BCa
UPF 15 85 BCDa 83 BCa 83 BCDa 82 BCa 81 BCDa
UPF 16 88 ABCa 89 ABa 89 ABa 88 ABCa 92 Aa
UPF 18 80 Da 81 Ca 83 BCDa 79 Ca 81 BCa
URS 21 84 BCDa 84 ABCa 84 BCDa 81 Ca 80 BCa
URS 22 92 Aa 91 Aa 91Aa 91 Aa 91 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na coluna (genétipo), e minusculas, na
linha (concentracdo), ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade de erro,
pelo teste de Tukey.

Comparando os resultados dos genétipos de aveia branca em ambos 0s
testes (germinagédo e primeira contagem de germinacéo), verifica-se que os dados
de primeira contagem foram o0s mais prejudicados com o0 aumento das
concentracfes salinas. Este efeito é esperado devido a velocidade de germinacéo
ser o primeiro parametro afetado pela reducdo da disponibilidade de agua, como
consequéncia da salinidade, sendo que os maiores prejuizos foram observados na
maior concentracdo salina (Tab. 2). E possivel verificar ainda que o genotipo FAPA 4
recuperou-se dos efeitos negativos provocados pelo incremento das concentracées
de NaCl na primeira contagem de germinagéo, apresentando elevada porcentagem
de germinacédo no tratamento com 100 mM de NaCl (Tab.1). Resultado oposto ao do
genotipo BARBARASUL, que ndo se recuperou totalmente dos efeitos do excesso
de NaCl. Logo, é possivel inferir que as sementes deste gendtipo foram mais
sensiveis ao incremento das concentracdes salinas.

De modo geral, € possivel verificar que o aumento das concentragbes do
NaCl ndo reduziu a porcentagem de germinacdo da maioria dos genétipos de aveia
branca. Resultado semelhante foi obtido por SHEREEN et al. (2011), testando o
potencial germinativo de sete linhagens de arroz, onde constataram que as reducdes
da germinacéo final na maioria das linhagens ocorreram a partir da concentragéo de
100 mM de NaCl. Ainda, EL-HENDAWY et al. (2011), em estudos com gendétipos de
trigo expostos a diferentes concentracdes de NaCl (0,0; 40; 80 e 160 mM de NacCl),
verificaram que a porcentagem de germinacdo foi levemente afetada pelo

incremento das concentragbes salinas quando comparada ao tratamento controle,
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onde oito genotipos atingiram 90% de germinacdo na maior concentragdo de sal
(160 mM NacCl), com excecao de dois genotipos (Sahel e Triso), que atingiram 80%
de germinacdo. GHALOO et al. (2011), também em estudos de estresse salino em
trigo, verificaram que as reducdes na germinacdo aconteceram a partir da
concentracéo de 150 mM de NacCl.

O indice de velocidade de germinacao revelou diferencas significativas entre
0S nove genotipos de aveia nas crescentes concentracdes salinas (Tab. 3), exceto
para os genotipos URS 22 e UPF 16 que apresentaram médias de 45,43 e 41,85 no
tratamento controle e de 42,41 e 41,83 no tratamento de 100 mM de NaCl,
respectivamente, ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos. Os
demais gendtipos mostraram reducao significativa do IVG com o incremento das

concentracdes salinas.

Tabela 3- indice de velocidade de germinacdo de sementes de nove genétipos de

aveia branca expostas as concentra¢des de 0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl
indice de velocidade de germinacgéo (IVG)
Concentra¢bes de NaCl (mM)

Genotipo 0,0 25 50 75 100
BARBARASUL 47,00 Aa* 41,25 ABCb 41,66 ABDb 41,91 ABb 34,36 BCDC
FAPA 4 43,69 ABCa 42,50 ABa 40,42 ABCab 38,08 BCbc 35,44 Bc
UFRGS 14 40,40 CDa 37,33 Cab 33,34 Db 35,54 CDb 28,90 Ec

UFRGS 19 39,68 CDa 38,06 BCab 34,59 Dhc 31,63 Dcd 30,18 CDEd
UPF 15 40,02 CDa 30,54 ABCa  36,71CDab  36,33CDab 34,86 BCb

UPF 16 41,85 BCDa 42,61 ABa 42,88 Aa 41,48 ABa 41,83 Aa
UPF 18 27,57 Ea 27,68 Da 25,39 Eab 22,60 Eb 22,66 Fb
URS 21 38,55 Da 38,12BCa  37,75BCDa 32,46 Db 29,60 DEb
URS 22 45,43 ABa 43,87 Aa 43,47 Aa 43,53 Aa 42,41 Aa

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na coluna (genaétipo), e mindsculas, na
linha (concentracdo), ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade de erro,
pelo teste de Tukey.

Estes resultados demonstram que ocorreu atraso na velocidade de
germinacdo dos genotipos, em consequéncia do incremento das concentracdes
salinas. Resultados semelhantes foram obtidos por KLAFKE (2008) em sementes
nuas de azevém anual e em genétipos de trigo (EL-HENDAWY et al., 2011). Esses
autores sugerem que 0 excesso de sal causou reducdo na absor¢cdo de agua pelas
sementes e consequentemente pode ter ocorrido a entrada de ions em
concentracdo toxica no protoplasma, devido a reducdo na eficiéncia seletiva da

membrana durante o processo de germinacgéo, ocasionando atraso no processo de
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embebicdo e demais processos envolvidos na germinacao de sementes (KAWANO
et al., 2009; LODHI et al., 2009).

O comprimento e massa seca da parte area e raizes dos genotipos testados
mostraram maior sensibilidade em func&o do incremento das concentracdes de NaCl
(Tabs. 4, 5, 6 e 7). As reducdes de crescimento dessas caracteristicas, para a
maioria dos genotipos, acorreram a partir da concentracdo de 50 mM, sendo estas
mais drasticas na concentracdo de 100 mM de NaCl. Apesar disso, é verificado que
em alguns gendtipos ocorreu aumento no crescimento da parte aérea na
concentragcdo de 25 mM de NaCl. Acredita-se, que este fato tenha ocorrido devido a
presenca do Na’, jA que em pequenas concentragdes, torna-se um micronutriente
requerido no crescimento de diversas culturas como cevada, aspargo, cenoura,
trigo, ervilha, aveia e alface (SUBBARAO et al., 2003).

Tabela 4- Comprimento da parte aérea (mm plantula®) de plantulas de nove
genotipos de aveia branca expostas as concentragfes de 0,0; 25; 50; 75 e 100 mM
de NaCl

Comprimento da parte aérea (CPA)
Concentra¢bes de NaCl (mM)

Genotipo 0,0 25 50 75 100
BARBARASUL  158,72* CDab _ 167,05BCa _ 151,90 BCbc 14512 ABc 92,10 CDd

FAPA 4 178,72 Aba 177,02 Ba 162,82 ABb  138,75BCc 110,20 Bd

UFRGS 14 157,57 CDa 155,25 CDab 143,35 CDb 112,35 Dc 95,77 CDd

UFRGS 19 165,17 BCDa 158,27 Ca 132,95 Db 115,20 D¢ 82,72 Dd
UPF 15 168,47 BCab 175,92 Ba 163,25 ABb 126,12 CDc 114,05 Bc
UPF 16 156,75 CDa 141,47 Db 117,65 Ec 82,75 Ed 66,96 Ee
UPF 18 151,82 Dab 158,15 Ca 140,90 CDbc 132,35 BCc 104,55 BCd
URS 21 160,50 CDa 159,92 Ca 135,20 Db 116,55 Dc 91,92 CDd
URS 22 192,45 Aa 197,80 Aa 176,06 Ab 158,00 Ac 143,25 Ad

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na coluna (genotipo), e mindsculas, na
linha (concentracdo), ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade de erro,
pelo teste de Tukey.

O melhor desempenho entre 0s gendétipos para o comprimento da parte aérea
foi observado no URS 22, o qual atingiu 192,45 mm de comprimento no tratamento
de menor concentracdo de NaCl, ndo diferindo estatisticamente do FAPA 4 (178, 72
mm), 0s quais atingiram 143,25 e 110,20 mm no tratamento de maior concentracao
de NaCl (100 mM), apresentando reducao de 25,57 e 38,34%, respectivamente, em

relacdo ao tratamento controle.
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Tabela 5- Comprimento de raiz (mm plantula™) de plantulas de nove gendtipos de

aveia branca expostas as concentracoes de 0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NacCl
Comprimento de raiz (CR mm)
Concentrac6es de NaCl (mM)

Gendtipo

0,0 25 50 75 100

BARBARASUL 189,10 Aa* 186,85 Aa 175,80 Aba 144,47 Bb 86,30 Cc
FAPA 4 193,35 Aa 175,90 Ab 162,40 BCb 111,62 CDc 91,97 BCd

UFRGS 14 188,65 Aa 182,65 Aa 158,82 BCb 108,45 CDc 62,20 Dd

UFRGS 19 191,10 Aa 172,10 Ab 107,32 Dc 98,25 Dcd 86,07 Cd
UPF 15 193,85 Aa 184,22 Aa 180,22 Aa 117,42 Cb 106,00 Bb

UPF 16 138,25 Ba 91,26 Bb 64,22 Ec 30,92 Fd 24,72 Ed
UPF 18 191,35 Aa 183,12 Aa 155,65 Cb 151,85 ABb 89,20 BCc

URS 21 185,65 Aa 171,20 Aa 80,42 Eb 56,25 Ec 32,60 Ed
URS 22 178,10 Aa 174,00 Aa 170,92 ABCa 165,50 Aa 147,20 Ab

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na coluna (genoétipo), e mindsculas, na
linha (concentracéo), ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade de erro,
pelo teste de Tukey.

Tabela 6- Massa seca da parte aérea (mg plantula™) de plantulas de nove genétipos
de aveia branca expostas as concentracdes de 0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de (NaCl)
Massa seca da parte aérea (MSPA)

Concentra¢bes de NaCl (mM)

Genotipo 0,0 25 50 75 100
BARBARASUL 64,00 Ba* 72,00 CDa _ 72,00BCa __ 71,/5Aa 46,75 CDEb

FAPA 4 79,25 Aa 85,25 ABa 76,00 ABa 64,75 ABb 52,75 BCDC

UFRGS 14 83,00 Aa 88,00 ABa 8525 Aa 56,75BCb 49,50 BCDEb

UFRGS 19 83,50 Aa 7725BCa  7525ABab 66,50 ABb 44,75 DEc
UPF 15 85,75 Aa 83,50 ABa 78,75 ABa 65,25 ABb 58,00 Bb
UPF 16 78,25 Aa 68,00CDb 57,75 Dc 50,25 Cc 40,00 EFd
UPF 18 61,00 Ba 65,75 Da 62,50 CDa  6575ABa 56,25 BCa
URS 21 57,50 Ba 50,00 Ea 39,25 Eb 34,75Db  31,75Fb
URS 22 81,00 Ab 93,00 Aa 84,25 Aab 74,75 Ab 79,00 Ab

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na coluna (genotipo), e mindsculas, na
linha (concentracdo), ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade de erro,
pelo teste de Tukey.

Tabela 7- Massa seca da raiz (mg plantula™) de plantulas de nove genétipos de

aveia branca expostas as concentra¢des de 0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de (NaCl)
Massa seca da raiz (MSR)

Concentra¢bes de NaCl (mM)

Gendtipo

0,0 25 50 75 100
BARBARASUL 46,50 Ba 47,25 Ba 47,25 Ba 44,00 Ba 44,25 Ba
FAPA 4 42,00 Ba 39,00 BCDa 37,25 CDab 29,75 CDbc 26,75 Cc
UFRGS 14 43,75 Ba 40,75 BCDa 38,75 BCa 29,50 CDb 24,75 Cb
UFRGS 19 44,25 Ba 38,00 CDab 32,25 CDbc 26,00 Chcd 23,50 Cd
UPF 15 41,50 Ba 37,00 CDha 34,00 CDab 26,25 CDbc 26,00 Cc
UPF 16 42,50 Ba 33,00 Db 29,75 DEbc 26,75 CDbc 25,00 Cc
UPF 18 26,75 Ca 23,75 Ea 21,00 Ea 22,25 Da 23,00 Ca
URS 21 80,25 Aa 79,75 Aa 79,25 Aa 67,25 Ab 55,00 Ac
URS 22 44,00 Ba 44,25 BCa 37,25 CDab 34,25 Cb 38,00 Bab

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na coluna (genaétipo), e mindsculas, na
linha (concentracdo), ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade de erro,
pelo teste de Tukey.
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No entanto, a reducdo mais drastica da parte aérea entre os gendtipos
ocorreu no UPF 16, com 156,75 mm de altura no tratamento controle e 66,96 mm no
tratamento com 100 mM de NaCl, tendo reducédo de 57,28%. O estresse salino
provocou efeito prejudicial na morfologia das plantulas dos genétipos UPF 16 e URS
22, apresentando folhas de tamanho pequeno, targidas e envolvidas pelo coledptilo
ao final do teste de germinacgao (Fig. 1).

O comprimento da raiz foi a variavel mais afetada negativamente pelo
estresse salino, apresentando diferencas mais expressivas acima de 50 mM de NacCl
(Tab.5). O gendtipo URS 22 foi o que apresentou melhor performance, atingindo
178,10 mm de comprimento da raiz principal no tratamento de menor concentragao
salina e de 147,20 mm no tratamento de maior concentracdo, com reducdo de
apenas 17,35%, apresentando diferenca significativa somente na Ultima
concentragdo, ou seja, em 100 mM de NaCl. Em contrapartida, o genétipo UPF 16
teve maior inibicdo do crescimento radicular, apresentando 138,25 mm na
concentracao de 0,0 mM de NaCl e 24,72 mm na concentracdo de 100 mM de NaCl,
reduzindo 82,12% diferindo estatisticamente do controle a partir da concentracédo de
25 Mm de NaCl, sendo observado que as raizes desse gendtipo apresentaram
tamanho reduzido e um pouco mais espessas no tratamento de 100 mM (Fig. 1).

0.0 25 50 75 100
0 centr\acoes de NaCl (mM) Concentracoes de NaCl (mM)

Figura 1 — Plantulas de dois genotipos de aveia branca UPF 16 (a) e URS 22 (b)
crescidas em diferentes concentragfes de cloreto de sddio (0,0; 25; 50; 75 e 100
mM de NaCl), apés dez dias.

Reducbes no comprimento de raiz foram observadas por
AKBARIMOGHADDAM et al. (2011) em cultivares de trigo em resposta ao

incremento dos niveis de salinidade. A inibicdo do crescimento da raiz € a principal
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resposta em plantas submetidas ao estresse salino (MAIA et al., 2010), pois sao os
orgdos mais vulneraveis jA que estdo diretamente expostos as concentracdes
salinas (MUNNS; TESTER, 2008). O aumento das concentracdes causa reducao no
potencial hidrico dos tecidos, provocando restricdo no crescimento uma vez que as
taxas de alongamento e divisdo celular dependem diretamente do processo de
extensibilidade da parede celular (ASHRAF; HARRIS, 2004), resultando em
mudancas na morfologia, inibicdo do alongamento e no crescimento de raizes
laterais (RUBBINIGG et al., 2004).

O acumulo de massa seca da parte aérea apresentou reducao
estatisticamente significativa conforme o incremento das concentracdes salinas para
todos o0s genotipos, exceto para o UPF 18 (Tab. 6). O maior acumulo foi obtido no
genadtipo URS 22, que produziu 81 mg de massa seca no tratamento controle e 79
mg no tratamento de 100 mM de NaCl. A maior reducéo foi de 48,88% no genétipo
UPF 16, que teve massa seca de 78,25 mg no tratamento testemunha e 40,00 mg
no tratamento de maior concentracdo de NaCl. Em relacdo a massa seca da raiz o
genadtipo URS 21, seguido de BARBARASUL e URS 22 foram 0s que apresentaram
0S maiores acumulos na producdo dessa variavel na maior concentracdo salina
(Tab. 7). Por outro lado, os menores acumulos de biomassa da raiz, foram obtidos
pelos gendtipos FAPA 4, UFRGS 14, UFRGS 19, UPF 15, UPF 16, UPF 18 na maior
concentracdo salina, sendo que o gendtipo UFRGS 19 apresentou maior reducao
deste parametro (46,89%).

Confrontando a resposta dos nove genoétipos de aveia para as variaveis
massas seca de parte aérea e de raizes, verifica-se que o gendtipo URS 22 mostrou
maior incremento de massa seca na parte aérea enquanto que no genotipo URS 21,
este acumulo foi nas raizes. Esses resultados sugerem que o gendétipo URS 22
alocou a maior parte dos assimilados na parte aérea e o genétipo URS 21 enviou
para a raiz, sendo possivel inferir que possuem diferencas nos mecanismos de
defesa, de modo a assegurar seu crescimento. O restante dos genotipos reduziram
sua producdo de massa seca em ambas as partes, podendo caracteriza-los com
maior sensibilidade a salinidade. Resultados semelhantes foram verificados por
LIMA et al. (2005) onde a cultivar de arroz tolerante (BRS Bojur) alocou maior
quantidade de assimilados na raiz enquanto que o cultivar sensivel (BRS Agrisul)
reduziu a matéria seca em ambas as partes. Estas reducdes, provavelmente tenham

ocorrido devido ao aumento das concentragdes salinas que reduzem o crescimento
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de raiz devido a menor absor¢cdo de 4gua, causando reducdo na velocidade dos
processos fisiologicos e bioquimicos da germinacgdo, resultando na formacdo de
plantulas com crescimento reduzido e, consequentemente, com menor acumulo de
matéria seca da parte area e raizes (SILVA et al., 2007).

Analisando os resultados de crescimento dos nove gendétipos de aveia branca
submetidas as diferentes concentracdes salinas através da correlacdo de Pearson
entre as variaveis testadas (TG, PCG, IVG, CR, CPA, MSPA e MSR) (Tab. 8) é
possivel notar que o CR apresentou os maiores valores de correlacdo com o CPA
(R=0,87) e a MSPA (R=0,75). A PCG foi mais correlacionada com o IVG (R=0,74) e
o TG (R=0,71). Ja o CPA teve maior correlacdo com a MSPA (R=0,77). Estes
resultados demonstram que as variaveis CPA e MSPA podem ser usadas como
variaveis auxiliares ao CR na selecdo de gendtipos quanto o grau de tolerancia ou

sensibilidade a salinidade.

Tabela 8- Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as variaveis primeira
contagem de germinacao (PCG-%), teste de germinacéo (TG-%), comprimento de
raiz e de parte aérea (CR, CPA-mm plantula™), massa seca de raiz e da parte
aérea (MSR, MSPA-mg plantula®), de nove genétipos de aveia crescidos na
presenca de diferentes concentragdes de cloreto de sodio (0,0; 25; 50; 75 e 100
mM de NaCl)

Coeficiente de Correlagdo de Pearson

Variaveis

PCG IVG TG CR CPA MSR MSPA
PCG - 0,74** 0,71** 0,13™ 0,29**  0,09™ 0,22%*
IVG - 0,73** 0,25** 0,45**  0,31** 0,40**
TG - 0,08™ 0,19**  0,00™ 0,16*
CR - 0,87** 0,17* 0,75**
CPA - 0,31** 0,77**
MSRP - 0,10™

MSPA -

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t; *Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste t; " =ndo significativo.

A partir da andlise de correlacédo de Pearson foi identificado que as variaveis
CR e CPA foram as que apresentaram maior correlacdo, permitindo selecionar dois
gendtipos contrastantes, URS 22 e UPF 16, caracterizados como tolerante e
sensivel, respectivamente, frente ao estresse salino, os quais foram analisados

qguanto a atividade das enzimas antioxidantes e teor de pigmentos fotossintéticos.
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A atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT) foi analisada nos
genodtipos mais contrastantes, obtidos a partir dos experimentos anteriores, sendo
utiizado o UPF 16 que foi caracterizado como o mais sensivel e URS 22,
classificado como tolerante as concentracdes de NaCl testadas.

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) aumentou em ambos 0s
genotipos, de acordo com o incremento das concentracdes de NaCl nos dois
periodos de coleta (5 e 10 dias) (Fig. 2A), ndo apresentando diferenca significativa
entre as concentracdes, sendo que o gendtipo UPF 16 teve atividade desta enzima
mais expressiva em relacdo ao URS 22, diferindo estatisticamente. Logo, estes
resultados demonstram que o gendtipo UPF 16 foi mais responsivo ao estresse
oxidativo, por ter sido capaz de ter maior ativacdo da SOD devido ao acumulo de
superéxido (02™) provocado pelo excesso de sais, principalmente nas fases iniciais
de seu crescimento, aos cinco dias de tratamento. Entretanto, em resultados obtidos
por COSTA et al. (2005) com gendtipos de sorgo contrastantes, sensivel (CSF18) e
tolerante (CSF20), crescidos na concentracdo de 75 mM de cloreto de sodio,
apresentaram aumento na atividade desta enzima, porém nao houve diferenca
significativa desta enzima entre 0os genaotipos.

A SOD é considerada uma enzima chave no metabolismo antioxidante, é a
primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo (POMPEU et al., 2008), sendo
responsavel pela dismutacdo do superoxido (O,") para H,O, (FOYER; NOCTOR,
2000; XIONG; ZHU, 2001), podendo suas isoformas atuarem nos cloroplastos,
mitocondrias, citoplasma, apoplasto e peroxissomos (BOWLER et al., 1992). Alguns
autores relatam que a modulacdo positiva na atividade da SOD, é resultante da
exposicao ao estresse salino, sendo que esta resposta poderia estar relacionada a
tolerancia em situacdes de estresse (VAIDYANATHAN et al.,, 2003; DEMIRAL;
TURKAN, 2005; KOCA et al, 2006; HU et al., 2008; RYANG et al., 2009).
Entretanto, nos resultados encontrados no presente trabalho, o genétipo UPF 16
apresentou elevada atividade da SOD, menores taxas de crescimento e producao de
biomassa e foi um dos genadtipos mais afetados pelo estresse salino.

A atividade da enzima APX também aumentou nos dois genoétipos, em ambos
os periodos de avaliacdo (5 e 10 dias), conforme o incremento das concentracdes
salinas (Fig. 2B). No entanto, no gendtipo UPF 16 houve maior atividade da enzima
aos cinco dias em relacdo aos 10 dias. Acredita-se que a maior atividade da APX

para 0 genodtipo UPF 16 aos cinco dias deva-se a alta producdo de H,O,,
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proveniente da dismutacdo dos radicais superdxidos, exercida pela elevada
atividade da SOD, para este mesmo gendtipo, no mesmo periodo de avaliagédo.
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Figura 2. Atividade das enzimas SOD (A), APX (B) e CAT (C) na parte aérea de dois
genotipos de aveia (URS 22 e UPF 16) aos 5 e 10 DAS sob diferentes
concentragdes de cloreto de sodio (0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl). As barras
representam o desvio padrdo da média. ns equacdo de regressdo polinomial ndo
significativa.
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O aumento da atividade da APX minimiza os efeitos prejudiciais do estresse
salino ademais, responde pela fina regulacdo da concentracdo do H,O, em funcéo
da grande afinidade da APX com o peroxido de hidrogénio (MITTLER, 2002;
ABOGADALLAH et al., 2010).

Houve incremento da atividade da enzima CAT da mesma forma que ocorreu
para a atividade da SOD e APX, para os dois gendétipos estudados, em ambas
periodos de avaliacdo (Fig. 2C). A CAT também catalisa a dismutacdo do H,O, em
agua e oxigénio (ZAMOCKY; KOLLER, 1999), atuando nos peroxissomos e
glioxissomos (VAN BREUSEGEM et al., 2001). Por possuir menor afinidade pelo
peroxido em relacdo a APX, ndo é a principal enzima de atuacdo na remocgéo do
H,O, nas plantas (INZE; VAN MONTAGU, 1995; ASAI et al., 2004), atuando
somente quando h& excesso do mesmo, no interior das células. Em diferentes
espécies como Sesamum indicum (KOCA et al.,, 2007), Cassia angustifolia
(AGARWAL,; PANDEI, 2004), Echinochloa crusgalli L. (ABOGADALLAH et al, 2010)
e Chenopodium album (YAO et al., 2010) foi observado incremento da atividade da
CAT, caracterizando habilidade adaptativa frente as espécies reativas de oxigénio.

Os resultados da atividadade das enzimas antioxidantes obtidos para os
gendtipos UPF 16 e URS 22, caracterizados como sensivel e tolerante,
respectivamente, estdo de acordo com os resultados obtidos no crescimento da
parte aérea e raizes. Tendo em vista que a tolerancia a salinidade geralmente é um
fator correlacionado com maior eficiéncia de ativacao do sistema antioxidante (JUAN
et al., 2004), neste caso o sistema enzimatico antioxidante mais eficiente foi aquele
que sofreu menores abalos, ou seja, do gendtipo URS 22. E provavel que o genotipo
URS 22 tenha outros mecanismos de tolerancia a salinidade, diferentes do aumento
da atividade de enzimas antioxidantes. Desta forma, estudos complementares com
estes genotipos se fazem necessarios para determinar o mecanismo de tolerancia a
salinidade.

Para o gendtipo URS 22 o decréscimo do teor de clorofila a e total ocorreu a
partir das concentracdes de 30 e 25 mM de NaCl, enquanto que para o gendtipo
UPF 16 essa reducgédo ocorreu de acordo com o acréscimo de NaCl (Figs. 3A e 3C).

Apesar de ndo haver equacao da reta significativa para o teor de clorofila b,
pode se verificar decréscimo deste pigmento a partir da concentracdo de 100 e 75

mM de NaCl para os genotipos URS 22 e UPF 16, respectivamente (Fig. 3B).
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Figura 3— Teor de clorofila a (A), b (B), total (C) e de carotenoides (D) em plantulas
de dois gendtipos de aveia branca (UPF 16 e URS 22) crescidas aos 10 DAS na
presenca de diferentes concentracdes de cloreto de sodio (0,0; 25; 50; 75 e 100 mM
de NaCl). As barras representam o desvio padrdo da média. ns equacdo de
regressao polinomial n&o significativa.

Reduc¢bes no contetdo de pigmentos também foram obtidas por CAMARGO
et al. (2008) em plantas de sorgo em resposta ao aumento de estresse salino. Esta
reducdo, segundo SANTOS (2004) e MUNNS; TESTER (2008) é resultado do
desequilibrio nas atividades fisiol6gicas e bioquimicas promovidas pelo teor de sais,
além do tolerado pelas culturas, que quando em excesso, estimulam a atividade
enzimatica da clorofilase que degrada as moléculas dos pigmentos fotossintetizantes
e induz a destruicdo estrutural dos cloroplastos, provocando também o
desbalanceamento e perda de atividade das proteinas de pigmentacdo. O que
confirma maior tolerancia do gendtipo URS 22 em relacdo as concentracdes salinas
estudadas.

O teor de carotenoides apresentou resposta semelhante aos teores de

clorofila, sendo possivel verificar decréscimo deste pigmento em concentracdes
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superiores a 31,08 mM de NaCl para o genétipo URS 22 enquanto que para o
gendtipo UPF 16 o decréscimo do teor de carotenoides ocorre de acordo com a
adicao de NacCl (Fig. 4D), demonstrando maior sensibilidade. Uma vez que os teores
de clorofila e carotenoides nos tecidos vegetais sao utilizados para estimar o
potencial fotossintético das plantas, devido a sua ligacdo direta com a absorgéo e
transferéncia de energia luminosa, no crescimento e na adaptacdo a diversos
ambientes (REGO; POSSAMI, 2006). Desta forma, pode-se dizer que o gendtipo
URS 22 é mais tolerante ao estresse salino, do que o gendtipo UPF 16, por
apresentar decréscimo desses pigmentos a partir de concentragdes superiores de
NaCl. Resposta semelhante foi verificada por LIMA et al. (2004) em cultivar de arroz
sensivel BRS Agrisul, o estresse salino induz a degradacdo de [3-caroteno e a
reducdo na formacdo de zeaxantina, acarretando na diminuicdo do teor de
carotenoides (SHARMA; HALL, 1991), pigmentos envolvidos diretamente na
protecdo contra a fotoinibicdo (LIMA et al., 2004).

4. CONSIDERACOES FINAIS

O aumento nas concentracbes de cloreto de soédio ndo causou reducao
significativa para variavel germinacdo e primeira contagem de germinagcao para
maioria dos gendtipos de aveia branca estudados, com excecdo dos genotipos
BARBARASUL, UFRGS 14 e URS 21, que tiveram redug&o branda na porcentagem
final da germinagcdo em fungéo do incremento das concentragdes salinas. Apesar
disso, causou atrasos significativos no indice de velocidade de germinacdo da
maioria dos genotipos, onde apenas os genoétipos URS 22 e UPF 16 nao foram
influenciados negativamente pelo incremento das concentragdes salinas.

No entanto, os efeitos do estresse salino foram mais prejudiciais e visiveis
nas variaveis comprimento da parte aérea e raiz dos genotipos, bem como no
acumulo de massa seca. O comprimento de raiz e da parte aérea foram os
parametros que permitiram a distincdo entre os gendtipos, possibilitando, a
selecionar dois genadtipos contrastantes: URS 22 (tolerante) e UPF 16 (sensivel). Os
parametros de massa seca da parte aérea e da raiz podem ser utilizados como
auxiliares na caracterizacdo de gendtipos de aveia quanto a tolerancia a salinidade

em condi¢des semelhantes as utilizadas nesta pesquisa.
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A maior atividade das enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT foi
evidenciada no gendétipo considerado sensivel (UPF 16) comprovando ter sofrido
maior estresse oxidativo, devido ao efeito osmotico e ibnico do incremento das
concentracfes de NaCl.

Esse estresse também acarretou diminuicbes no teor de pigmentos
fotossintéticos nos gendtipos URS 22 e UPF 16, sendo que o gendtipo UPF 16 teve
maior decréscimo dos pigmentos fotossintéticos (clorofila e carotenoides), de acordo

com o aumento das concentracdes de NaCl.

5. CONCLUSOES

- O aumento das concentracdes de cloreto de sodio exerce reducdo nas
variaveis CPA e CR, bem como, na producédo de massa seca (MSPA e MSR);

- as variaveis CR e CPA permitem caracterizar os gendétipos frente ao
estresse salino;

- 0 genotipo URS 22 é considerado tolerante e o UPF 16, sensivel nas
condi¢bes em que foi realizado o experimento;

- a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT) é maior no
genatipo sensivel (UPF 16) e o teor de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, total
e carotenoides) € menor no mesmo, confirmando ter sofrido maiores danos

oxidativos em funcéo do incremento das concentracdes de cloreto de sodio.
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Apéndice A -

Resumo da andlise de variancia, médias e coeficiente de variacdo (CV) para as variaveis teste de

germinacdo (TG), primeira contagem de germinacdo (PCG), indice de velocidade (IVG), comprimento de parte aérea
(CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) de nove gendétipos

de aveia branca sob diferentes concentracdes de cloreto de sédio (0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl)

) Quadrados médios
Fonte de variacao
GL TG PCG VG CPA CR MSPA MSR
Concentragéo (C) 4 18,48™ 61,85* 272,03* 28478,00* 63920,20* 3952,57* 1210,15*
Genotipo (G) 8 380,19* 310,91* 623,97* 5788,33* 19048,55* 2575,92* 3904,70*
GxC 32 20,57* 19,62* 13,75* 255,86* 1651,67* 197,85* 59,71*
Erro 135 11,59 10,43 4,59 38,43 60,14 24,05 16,01
Média 88 85 37,22 140,75 136,39 66,58 39,74
CV (%) 3,87 3,79 5,75 4,40 5,68 7,36 10,33
*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; "= no significativo.
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Apéndice B - Resumo da analise de variancia, médias e coeficiente de variacdo (CV) para as variaveis superéxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) da parte aérea de plantulas de dois gendtipos de aveia
branca (UPF 16 e URS 22) aos 5 e 10 DAS sob diferentes concentracfes de cloreto de sodio (0,0; 25; 50; 75 e 100 mM

de NaCl)

Fonte de variagéo )
GL SOD 5 dias

Quadrados médios
APX 5 dias CAT 5 dias SOD 10 dias APX 10 dias CAT 10 dias

Concentragéo (C) 4 40,76™ 75,02* 0,057™ 25 15" 37,9* 0,26*
Gendtipo (G) 1 3796,65* 44,48* 5,96* 994,21* 515,45* 5,64*
GxC 4 6,41™ 41,05 0,002" 211" 17,9% 0,12*

Erro 30 43,07 1,43 0,043 3,46 2,36 0,18

Média 21,87 9,69 0,74 18,54 7,47 0,74
CV (%) 30 12,35 28,29 10,04 20,59 17,94

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; "= no significativo.
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Apéndice C - Resumo da andlise de variancia, médias e coeficiente de variagédo (CV) para as variaveis clorofila a (Cl a),
clorofila b (Cl b), clorofila total (Cl total) e carotenoides de folhas de plantulas de dois genétipos de aveia branca (UPF 16
e URS 22) aos 10 DAS sob diferentes concentracdes de cloreto de sodio (0,0; 25; 50; 75 e 100 mM de NaCl)

Quadrados médios
Fonte de variacao
GL Cla Clb Cl total Carotenoides
Concentracéo (C) 4 0,043* 0,0009* 0,053* 118060,513*
Genétipo (G) 1 0,222* 0,0218* 0,383* 682374,557*
GxC 4 0,019* 0,0024" 0,019* 53320,72103*
Erro 30 0,001 0,0014 0,001 3110,04495
Média 0,583 0,245 0,828 991,665
CV (%) 6,59 4,88 4,638 5,62
*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; "= néo significativo.




