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RESUMO

BEZERRA, Lisiane Lucena. Indicadores fisioldgicos, bioquimicos e moleculares em
cartamo (Carthamus tinctorius L.) submetido ao estresse salino e déficit hidrico. 2015.
99f. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossord-RN, 2015.

O Carthamus tinctorius L. vem se destacando nas pesquisas por ser uma espécie promissora
para producdo de biodiesel, ter boa adaptacdo a regides de baixa pluviosidade, além de ser
considerada uma cultura moderadamente tolerante a salinidade, podendo ser cultivada em
diferentes regiGes aridas e semidridas do mundo. Como os mecanismos fisioldgicos,
bioquimicos e moleculares implicados na tolerancia e/ou susceptibilidade aos estresses salino
e déficit hidrico ainda ndo estdo plenamente compreendidos para C. tinctorius, este trabalho
teve como objetivo observar os indicadores de crescimento e status hidrico, a possivel
contribuicdo dos solutos inorganicos e organicos no ajustamento osmético, e 0
comportamento da expressdo dos genes P5CS e P5CR, enzimas de sintese da prolina e
BADH, enzima de sintese da glicina-betaina, em folhas e raizes de cartamo submetido aos
estresses salino e déficit hidrico. Plantas de C. tinctorius responderam de forma diferenciada
aos estresses salino e hidrico, induzidos por solugfes de NaCl (50 e 100 mM) e por solucbes
de PEG 6000 (-0,25 e -0,50 MPa), respectivamente. Os tratamentos com NaCl e PEG 6000
foram capazes de induzir alteracdes significativas nos indicadores de crescimento e status
hidrico, nos conteudos de solutos organicos e inorganicos e ainda na expressdo dos genes.
Contudo a intensidade e tipo de resposta foram diferentes em relagdo aos estresses aplicados.
Para as variaveis de crescimento e status hidrico, o cartamo mostrou-se mais sensivel ao
estresse hidrico, possivelmente devido aos ions salinos manter o potencial osmotico. Com
relacdo aos solutos inorganicos, e em relacdo ao controle, o estresse salino provocou aumento
do contetido de Na* nas folhas, sendo de 8 vezes nas plantas tratadas 100 mM de NaCl, e de 2
vezes nas raizes tratadas com 50 mM de NaCl. Ja o déficit hidrico provocou acimulo de K*
nas folhas das plantas tratadas com PEG 6000. A relacdo Na*/K* foi maior que 0,6 indicando
uma possivel toxidez idnica. Os solutos organicos acumularam-se quando as plantas foram
submetidas ao déficit hidrico. As folhas acumularam acucares, proteinas, aminoacidos,
prolina e glicina betaina, e as raizes acumularam proteinas, aminoacidos e glicina betaina.
Tais efeitos, evidenciam um possivel ajustamento osmotico. Quando tratadas com NaCl, as
plantas mantiveram o contetdo de solutos organicos em relacdo ao controle. Quanto a
expressdo dos genes P5CS, P5CR e BADH, o cartamo respondeu de forma diferenciada. O
gene P5CS expressou-se apenas nas folhas de cartamo, e somente sob os estresses salino e
hidrico severos (100 mM de NaCl e -0,50 MPa). E o gene P5CR expressou-se em todos 0s
tratamentos submetidos, como também nas folhas e raizes. BADH se expressou nas folhas
somente quando submetidas ao déficit hidrico, e nas raizes, houve expressdo em ambos
estresses (salino e déficit hidrico). Plantas de cartamo respondem de forma diferenciada aos
efeitos da salinidade e déficit hidrico, mostrando que a resposta das plantas é tratamento, dose
e 6rgdo dependente.

Palavras-chave: Crescimento; ajustamento osmatico; expressao génica.



ABSTRACT

BEZERRA, Lisiane Lucena. Physiological, biochemical and molecular indicators in
safflower (Carthamus tinctorius L.) submitted to salt stress and drought. 2015. 99f,
Thesis (PhD in Agronomy/Plant Science) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossord-RN, 2015.

Carthamus tinctorius L. is promising specie for biodiesel production due to its better
adaptation to low rainfall regions, moderate tolerance to salinity and good capacity to grow in
different arid and semi-arid regions in the world. Meanwhile, its physiological, biochemical
and molecular mechanisms involved in tolerance or susceptibility to salt and drought stresses
are not yet fully understood. The aim of this work was to analyze growth and water status
indicators as well as the possible contribution of inorganic and organic solutes in osmotic
adjustment. Also, we have carried out semi-quantitative RT-PCR assays to detect P5CS,
P5CR and BADH, enzymes involved in proline and glycine betaine pathways respectively in
leaves and roots submitted to salt stress and drought. C. tinctorius responds differently to salt
(50-100 mM NacCl) and water (-0.25 to -0.50 MPa PEG 6000) stresses. Treatments with NaCl
and PEG 6000 have induced significant changes in growth, organic and inorganic solutes
content and gene expression. However the intensity and type of response were different for
each stress condition. Safflower was more sensitive to water stress. Salt stress has increased
Na* content in the leaves (8x in plants exposed to 100 mM NaCl and 2x in roots treated with
NaCl 50 mM). Drought caused K* accumulation in the leaves (Na'/K" higher than 0.6)
indicating a possible ionic toxicity. Organic solutes (sugar, protein, amino acid, proline and
glycine betaine) have accumulated in leaves when submitted to water deficit as also in roots
(proteins, amino acids and glycine betaine consider levels, and the roots accumulated proteins,
amino acids and glycine betaine). Such effects show a possible osmotic adjustment. When
treated with NaCl, the plants kept the content of organic solutes in the control. The gene
marker expression shown that P5CS gene was expressed only in safflower leaves under salt
and water severe stresses (100 mM NaCl and -0.50 MPa). P5CR was detected in all
treatments and in the same level as well as in leaves and roots. BADH has been expressed in
leaves only when subjected to drought. In roots, there was expression in both stresses (salt
and water deficit). Safflower plants respond differently to the effects of salinity and water
stress showing that plant response is treatment, dose and organ dependent.

Keywords: Growth; osmotic adjustment; gene expression
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1 INTRODUCAO GERAL

Carthamus tinctorius L. é cultivada em regides semiaridas da Asia, México, Ird e
América do Norte (KNOWLES, 1989; GOLKAR et al., 2010), apresenta uma boa adaptacao a
regides de baixa pluviosidade (RASHID et al., 2002) e tolerancia a salinidade (ZHANG & LI,
1993). E uma planta economicamente importante dentre as oleaginosas, devido ao elevado
teor de 6leo (32 a 40%) com 70% de acido linoleico e 30% de &cido oleico, ideais para a
producdo de biodiesel (VIVAS, 2002; OPLINGER et al., 2010). Tem baixo custo de
producdo, e menores necessidades de agua e de nutrientes, tornando-se um recurso viavel aos
agricultores como uma planta alternativa em areas de cultivo (COSGE & KAYA, 2008).

A salinidade e o déficit hidrico sdo uns dos principais fatores abioticos limitantes da
producdo agricola no semiérido (DANTAS et al., 2011). O efeito em comum de ambos
estresses nas plantas € a perda da homeostase hidrica, que afeta os processos de absorcéo,
acumulo e manutencdo do contetdo de agua e de ions nos tecidos, o que desencadeia danos
celulares levando a desidratacao e a perda de turgor nas células induzidas por solutos externos
(IMADA et al., 2009; VICENTE et al., 2004; D’SOUZA & DEVERAJ, 2010).

Uma estratégia para garantir a manutencdo da homeostase hidrica é o ajustamento
osmotico, ou osmorregulacdo, que consiste na sintese e acumulacdo de solutos organicos
compativeis no citosol (ASHRAF & HARRIS, 2004; BUCHANAN et al., 2009) e na
absorcdo de fons inorganicos, tais como Na’, K™ e CI', que sdo compartimentalizados, ou
sequestrados nos vacuolos, reduzindo o potencial osmoético e aumentando o potencial de
turgescéncia da célula, garantindo a absorcdo de 4gua e a manutencdo do crescimento celular
(SILVEIRA et al., 2010).

Solutos orgéanicos, mais especificamente os osmolitos compativeis, sdo sintetizados
em condicOes de estresse hidrico e salino, auxiliando no ajustamento osmotico, na protecéo
subcelular e na reducdo de danos oxidativos (BUCHANAN et al., 2002). Os osmoprotetores
mais comumente estudados e que contribuem na osmoregulacdo em diferentes espécies sao 0s
acucares redutores (D’SOUZA & DEVARAJ, 2010) e ndo redutores (JENCI &
NATARAJAN, 2009), as proteinas (OLIVEIRA et al., 2014), a prolina (VICENTE et al.,
2004; KOSKEROSGLU & TUNA, 2010) e os compostos quaternarios de amonio como a
glicina betaina (KHOLOVA et al., 2010).

O estudo da expressdo dos genes envolvidos com a resisténcia e/ou tolerancia aos
estresses salino e déficit hidrico é de grande importancia para a agricultura, uma vez que
melhoria da produtividade vegetal depende do conhecimento aprofundado. Pode-se citar,
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como exemplo, os genes DREB1A (KASUGA et al., 1999, LIU et al., 1998); CpMYBIO
(VILLALOBOS et al., 2004); AtALDH3 (SUNKAR et al., 2003); AtHsp17.6 (SUN et al.,
2001); A VP1 (GAXIOLA et al., 2001), todos responsaveis pelo aumento da tolerancia ao sal
e a seca, e caracterizados em Arabidopsis.

Além desses genes que respodem aos estresses salino e déficit hidrico, outros foram
caraterizados em fungdo de sua importancia na sintese de compostos osmoreguladores
classicamente envolvidos com essa situagéo fisioldgica. E o caso dos genes P5CS e P5CR da
via de biossintese da prolina, e BADH da glicina-betaina, solutos compativeis que séo
acumulados em resposta ao estresse osmatico, sendo considerado essa acumulacdo uma
importante estratégia adaptativa ao estresse salino e hidrico (RHODES & HANSON, 1993).

Como os mecanismos fisiologicos, bioquimicos e moleculares implicados na
tolerancia e/ou susceptibilidade aos estresses salino e déficit hidrico ainda ndo estdo
plenamente compreendidos para C. tinctorius, este trabalho teve como objetivo observar os
indicadores de crescimento e status hidrico, a possivel contribui¢do dos solutos inorganicos e
organicos no ajustamento osmético, e o comportamento da expressdao dos genes P5CS e
P5CR, enzimas de sintese da prolina e BADH, enzima de sintese da glicina betaina, em folhas

e raizes de cartamo submetido aos estresses salino e déficit hidrico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos Gerais do Carthamus tinctorius L.

O Cazaquistdo foi o maior produtor de cartamo em 2013, com uma producdo de 175
mil hectares, seguido da india com uma producéo de 109 mil hectares. Os Estados Unidos e
México ocuparam o terceiro e quarto lugar, com uma producdo de 95 e 91 mil hectares,
respectivamente. A Argentina ficou em quinto lugar com producdo em torno de 50 mil
hectares (FAOSTAT, 2015).

O cartamo também conhecido como “acafrdo bastardo”, pertence a familia Asteraceae,
género Carthamus e espécie Carthamus tinctorius L. E uma herbécea, anual, de caule ereto,
ramificado, com altura variando entre 30 cm e 150 cm e apresenta flores globulares
denominadas capitulos (SEHGAL & RAINA, 2005; CHAPMAN et al., 2010; WANG et al.,
2011; DAJUE & MUNDEL 1996). O sistema radicular é pivotante e pode atingir até 3 m de
profundidade, o que torna a cultura bastante tolerante ao estresse hidrico (DAJUE &
MUNDEL, 1996).

Figura 1: Planta de cartamo (Carthamus tinctorius L.) (Fonte:Panaac)

O cartamo se desenvolve bem em regiGes com precipitacdes de 300 a 600 mm anuais e
em altitudes que variam do nivel do mar até 2000 m. Suporta grande amplitude de
temperaturas que pode variar de -7 a 40°C dependendo do seu estadio de desenvolvimento.
Esta cultura ndo tolera solos encharcados e alta umidade relativa do ar (EMONGOR, 2010).

Cada planta de cartamo produz até cinco frutos, os quais produzem cerca de 30

sementes, totalizando 150 sementes por planta, com produtividade de 1000 a 3000 Kg de
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sementes por hectare, e produtividade de dleo de 300 a 1440 Kg de dleo por hectare. A planta
possui um ciclo produtivo de 130 a 140 dias desde o plantio até a colheita. A época de
producdo é diversificada, sendo possivel mais de 2 colheitas por ano (MEDEIROS, 2011). As
sementes de cartamo possuem teor de éleo em torno de 27 a 37% (SIDDIQUI & OAD, 2006),
rico em acido linoléico (70 a 87%) (HAN et al., 2009), 36% de proteinas e 3% de amido como
materiais de reserva. O 6leo é de 6tima qualidade tanto para o consumo humano, como para
uso industrial (ABUD et al., 2010).

O oleo industrial € empregado na fabricacdo de tintas, esmaltes, sabdes, entre outros.
A torta das sementes, que é um subproduto da industria de 6leo, possui cerca de 25% de
proteina e pode ser utilizada na alimentacdo de ruminantes (OELKE et al., 1992; EKIN,
2005). Além disso, o cartamo pode ser utilizado para fins medicinais, como planta ornamental
e na alimentacdo de passaros (EMONGOR, 2010; DANIELI et al., 2011), sendo também uma
alternativa na producdo de biocombustiveis (DORDAS& SIOULAS, 2008).

Em relacdo as condi¢des de cultivo, o cartamo possui elevada tolerancia ao déficit
hidrico, as altas temperaturas, a baixa umidade relativa do ar e a solos salinos. Se adapta as
diferentes condicGes das regides semiaridas, se desenvolve bem nos mais diferentes tipos de
solos, desde que sejam profundos e possuam boa drenagem (KIZIL et al., 2008; BAGHERI &
SAM-DAILIRI, 2011).

2.2 Estresse Salino e Déficit Hidrico nas Plantas

A seca e a salinidade sdo comuns em regiGes aridas e semiaridas. O processo de
salinizacdo ainda é acelerado pelo uso da irrigacdo com agua contendo altas concentracdes de
sais (OLIVEIRA et al., 2012), que combinado a baixa precipitacdo pluvial e a alta taxa de
evaporacdo, permitem que os sais ndo sejam lixiviados, podendo ser acumulados em
quantidades prejudiciais ao processo fisiolégico das plantas (LAMBERS, 2003; RUIZ et al.,
2006), interferindo drasticamente no crescimento, desenvolvimento e produtividade das
culturas e ocasionando enormes prejuizos socio-econémicos (GHEY1, 2000; MUNNS, 2002).

A seca é provavelmente um dos mais importantes fatores que limita a produtividade
agricola nas grandes regifes do mundo, principalmente nas regides semiaridas (JONES &
CORLETT, 1992; BRILHANTE, 2006), pois afeta a absorcdo de agua e nutrientes, a
germinacdo da semente, o fechamento e abertura dos estbmatos, a atividade fotossintética, a
transpiracdo, a atividade enzimatica e varios outros processos fisiologicos e metabdlicos. O

efeito desse estresse na planta € caracterizado pelo componente osmético, e um dos primeiros
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sintomas da falta de agua nos tecidos vegetais é a perda de turgor, com consequente redugéo
do crescimento celular, na taxa de expanséo foliar e em menor grau, na taxa de aparecimento
das folhas (AGUIRREZABAL et al., 2001; CASADEBAIG et al., 2008).

O estresse salino, aléem do componente osmético, causado por uma diminuicdo no
potencial hidrico do solo, possui 0 componente idnico, gerado pela absor¢éo e acumulagéo de
fons como Na* e CI nos diferentes 6rgdos da planta (MUNNS et al., 1995; NAVARRO,
2007). O excesso de Na' e principalmente o excesso de CI° noprotoplasma, ocasionam
distarbios em relagdo ao balanco idnico, bem como o efeito especifico dos ions sobre as
enzimas e membranas (LARCHER, 2004). Para Koyro (2006), o estresse osmotico gerado
pela seca e salinidade representam 0s mais comuns estresses ambientais, que limitam o
crescimento vegetal e a produtividade das culturas.

Em condic6es de déficit hidrico e salinidade determinados processos como a sintese de
proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese sdo afetados. Uma das respostas iniciais das
plantas aos estresses € a reducdo da expansdo da superficie foliar, que acompanha a
intensificacdo do estresse, promovendo reducdo nas concentracdes de carboidratos tornando-
os indispensaveis para o desenvolvimento celular (WANG & NIL, 2000; ESTEVES &
SUZUKI, 2008). Contudo, as plantas desenvolvem mecanismos para manter o status hidrico,

denominado ajustamento osmotico.
2.3 Mecanismos de Ajustamento Osmotico

As plantas desenvolvem varios mecanismos para garantir a sua sobrevivéncia em
ambientes estressantes. Os efeitos da seca e salinidade sobre a planta comumente resultam em
maior concentracdo de solutos nas células, perda de turgor, mudanca no volume celular,
mudanca na integridade das membranas, desnaturacdo de proteinas e outros componentes
fisiologicos e moleculares (LAWLOR & CORNIC, 2002).

Para minimizar os efeitos da salinidade e da seca, as plantas desenvolvem estratégias
como acumulo de ions, exclusdo de ions, controle na absorcdo dos ions e seu transporte para
as folhas, compartimentalizacdo dos ions na célula, sintese de solutos compativeis, mudancas
na rota fotossintética, alteracdo na estrutura das membranas, inducdo de enzimas antioxidantes
e hormonios vegetais, aumento no crescimento da raiz, folhas menores em tamanho e
quantidade, dentre outros (MELO, 2012; PARIDA & DAS, 2005; LEI et al., 2006).

Dentre as estratégias das plantas em tolerancia a seca e a salinidade, estd o

ajustamento osmatico, mecanismo definido geralmente como uma diminui¢do no potencial
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osmatico do fluido celular resultante de um aumento liquido no conteddo de osmolitos no
meio intracelular, impedindo a perda da agua pelas células (BAJJI et al., 2001; NAVARRO,
2007), e solutos compativeis mantendo os processos fisiolégicos como a abertura estomatica,
a fotossintese, mantendo o turgor da célula, garantindo a expansdo celular durante o
crescimento da planta (SERRAJ & SINCLAIR, 2002).

Os osmdlitos intracelulares incluem os ions inorgénicos, que sdo absorvidos
principalmente do meio em que as plantas se encontram, sendo esses sequestrados no vacuolo,
e os solutos organicos, que sdo compartimentalizados no citoplasma, sintetizados e
transportados para balancear o baixo potencial osmdtico nos vactolos (MORANT-
MANCEAU, 2004). Em algumas espécies, a acumulagdo dos ions Na* e CI" também favorece
0 ajustamento osmdtico e a reducdo do potencial hidrico da planta. Porém, a exposicdo ao
excesso de sais por um longo periodo pode causar na planta danos por toxicidade, quando nao
exportados, secretados ou compartimentados adequadamente (FRICKE et al., 2006).

Os osmdlitos compativeis, sdo sintetizados em condi¢des de estresse salino e déficit
]hidrico, auxiliando no ajustamento osmotico, na protecdo subcelular e na reducao de danos
oxidativos (BUCHANAN et al., 2002). Esses osmorreguladores sdo importantes para o
balanco osmético e ao mesmo tempo, compativeis com o metabolismo celular e podem se
concentrar distintamente em diferentes partes da planta e cada um deles pode apresentar um
efeito fisiologico diferente, ou seja, enquanto alguns podem proteger enzimas e estruturas
orgdo-especificas, outros podem contribuir para o balangco osmotico parcial da planta,
evitando o acimulo de solutos inorganicos (GARCIA et al., 1997).

Os solutos organicos de maior contribuicdo para o potencial osmotico sdo 0s
aminoacidos e carboidratos sollveis, e tem sido estudado intensamente em plantas sob
condicdes de estresse salino e hidrico (AZEVEDO NETO et al., 2004), pois plantas com altas
concentracdes de prolina, manitol, ou outros produtos provenientes do metabolismo de
acucares, comumente estdo associados a possivel tolerancia aos efeitos causados pelo déficit
hidrico ou toxicidade por ions salinos (TAJI et al., 2004).

Os osmoprotetores mais comumente estudados e que contribuem na osmoregulacao
em diferentes espécies sao os aclcares redutores (D’SOUZA & DEVARAJ, 2010) e néo-
redutores (JENCI & NATARAJAN, 2009), os compostos quaternarios de amdnio como a
glicina betaina (KHOLOVA, et al., 2010), as proteinas (OLIVEIRA et al., 2014), e a prolina
(VICENTE et al., 2004; KOSKEROSGLU & TUNA, 2010).
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2.3.1 Prolina

No ajustamento osmotico de plantas sob estresses abioticos, a prolina € um dos
aminoacidos mais estudados em plantas submetidas ao déficit hidrico e/ou estresse salino,
sendo considerada um osmolito compativel por se acumular nas células, com funcao
osmoprotetora (ERRABII et. al., 2007; GIANNAKOULA et al., 2008; SHARMA& DUBEY,
2005). O actmulo de prolina pode ativar varias funcbes celulares: reserva de carbono e
nitrogénio utilizado no crescimento para restabelecimento apds estresse; desintoxicacdo do
excesso de amonia; estabilizador de proteinas e membranas; e eliminadores de radicais livres
(KAVI-KISHOR et al., 2005).

A sintese da prolina em plantas superiores acontece por duas vias: a via L-ornitina e a
via L-glutamato (Figura 2). A ornitina e o glutamato sdo principais precursores da biossintese
da prolina e este processo é mediado pelas enzimas D*-pirrolina-5-carboxilato sintetase
(P5CS) e redutase (P5CR). A sintese ocorre no citosol ou no estroma dos cloroplastos, onde o
glutamato (GLU) é reduzido a glutamato semialdeido (GSA) pela P5CS e entdo convertido a
prolina pelas enzimas P5C e P5CR. A sintese da prolina ainda pode dar-se a partir da ornitina,
que sofre transaminacdo pela enzima OAT produzindo GSA, que é entdo convertido em
prolina pela P5C (PARVAIZ & SATYAWATI, 2008; MAJUMDER et al., 2010;
SZABADOS & SAVOURE, 2010).

A via glutamato é predominante em plantas sob condi¢Bes de estresse osmatico e falta
de nitrogénio, tornando a enzima P5CS limitante para a biossintese de prolina em plantas e
sensivel a inibicdo por retroalimentacdo (DELAUNEY & VERMA, 1993; ZHANG etal.,
1995).

Pirrolina-5-carboxilato Pirrolina-5-carboxilato
sintase (PSCS) radutasa (PSCR)
Espontineo
. . = A - .
Glutamato —* Glutamato semialdeido == Pirrolina-5-carboxilato 2—* Prolina
Pirrolina-S-carboxilato Prolina desidrogenasea
dasidroganasza (PSCDH)

Figura 2: Esquema da via metabdlica da biossintese de prolina a partir de glutamato em plantas; (Fonte:
CAMPQOS, 2009).

A sintese de prolina e sua degradacdo mostra-se ser altamente correlacionada com o
ambiente osmoético. Em muitas plantas, o acimulo de prolina representa uma resposta ao
estresse hidrico, e juntamente com compostos contendo nitrogénio, como é o caso dos

aminoacidos, estdo entre os principais solutos que se acumulam em resposta a salinidade
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(BRILHANTE, 2006; PARIDA & DAS, 2005, GARCIA-SANCHEZ et al., 2007).

Estudos em Anacardium occidentale L. (SILVEIRA et al., 2010), Reaumuria
vermiculata L. (GORAI & NEFFATI, 2011) e Zea mays (KOSKEROSGLU & TUNA, 2010)
tém demonstrado que a acumulacdo de prolina esta relacionada a resisténcia a estresses
abioticos, o que indica que esse soluto tem papel na osmoprotecdo. Para estudos em algumas
espécies vegetais sob estresse salino, o acimulo de prolina ndo esta relacionado diretamente
com a toleréncia ao estresse, sendo apenas resultado de distirbios generalizados no
metabolismo de aminoacidos associado com o aumento do catabolismo de proteinas, a
senescéncia induzida pela salinidade ou outros distdrbios metabolicos provocados pelo sal
(LUTTS et al., 1999; ROCHA, 2003; SILVEIRA et al., 2003).

2.3.2 Glicina-Betaina

A glicina-betaina, composto quaterndrio de aménio, é distribuida extensamente em
plantas superiores e sintetizada em elevadas taxas em muitas espécies de plantas em resposta
aos varios tipos de estresses ambientais (RHODES & HANSON, 1993). Seu principal papel
seria, provavelmente, o de protecdo das células vegetais por meio da preservacdo do balango
osmatico; da estabilizacdo da estrutura de proteinas, tal como a Rubisco; da protecdo do
aparato fotossintético e de sua atuacdo como eliminadora de espécies reativas de oxigénio
(EROS) (CHA-UM et al., 2006).

Em plantas superiores, a glicina-betaina é sintetizada em dois passos: a colina é
convertida em aldeido betaina, pela colina por mono-oxigenase (CMO), que é entdo
convertido em glicina betaina pela betaina aldeido desidrogenase (BADH) (ZHOU et al.,
2008) (Figura 3).

Cloroplasto

Glicina

Coling -~
betalnag

('itosol

Figura 3: Sintese da glicina-betaina no cloroplasto. (Fonte: MUNOZ-CLARES & VELASCO-GARCIA, 2004).
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Existe uma correlacéo positiva entre a acumulagdo de glicina-betaina e a tolerancia ao
estresse salino e déficit hidrico através do mecanismo de ajustamento osmdtico (VOLLET,
2006), isto é, a celula torna-se apta a acumular compostos e reduzir o potencial hidrico
durante os periodos de estresse osmotico, aumentando a capacidade de absorcéo de agua das
plantas e atenuando os efeitos do déficit hidrico no contetdo relativo de agua da planta
(BABU etal., 1999; TAIZ & ZEIGER, 2004; PAGTER et al., 2005.).

A glicina-betaina é conhecida por se acumular em resposta ao estresse em muitas
plantas, dentre elas, as espécies Beta vulgaris, Spinacia oleracea, Hordeum vulgare, Triticum
aestivum, Sorghum bicolor, Lablab purpureus e Excoecaria agallocha, onde o acumulo de
glicina-betaina normalmente ocorre mais nos genotipos tolerantes do que nos gendtipos
sensiveis (WEIMBERG et al., 1984; FALLON & PHILLIPS, 1989; McCUE & HANSON,
1990; RHODES & HANSON, 1993; YANG et al., 2003; D’SOUZA & DEVARAJ 2010;
JENCI & NATARAJAN 2009).

2.4 Expressdo dos Genes Associados ao Estresse Salino e Déficit Hidrico

O estudo da expressdo dos genes envolvidos com a resisténcia e/ou tolerancia aos
estresses salino e déficit hidrico é de grande importancia, pois as respostas fisioldgicas
especificas ao estresse hidrico e salino envolvem uma combinacdo de eventos moleculares
que sdo ativados e desativados em resposta ao estresse (BRAY, 1993). Compreender como
esses eventos interagem é um passo importante no desenvolvimento de maior tolerancia a
estresses abioticos. Genes e proteinas envolvidos em respostas induzidas pelo déficit hidrico
podem promover a tolerancia a desidratacdo: protecdo do citoplasma; alteracbes no potencial
osmotico da célula para aumentar a absorcdo de agua; metabolizacdo de compostos
degradados pelo estresse; controle no acimulo de ions e regulacdo adicional de expressao
génica (NEPOMUCENO et al., 2000). Entretanto, a expressdao de alguns genes e seus
produtos durante o estresse ndo garante que a planta possa sobreviver a essa condicdo
(BRAY, 1993).

Em resposta ao estresse salino e déficit hidrico, varios avangos se deram,
essencialmente, pela identificacdo de genes envolvidos na resposta ao estresse e na sua
caracterizacgdo seja por estudos de expressdo ou pela obtencdo de mutantes (BARTELS, 2005;
MUNNS & TESTER, 2008). Como exemplo, tem-se os genes DREB1A (KASUGA et al.,
1999, LIU et al., 1998); CpMYBIO (VILLALOBOS et al., 2004); AtALDH3 (SUNKAR et
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al.,, 2003); AtHspl7.6 (SUN et al., 2001); A VPl (GAXIOLA et al., 2001); todos
responsaveis pelo aumento da toleréncia ao sal e a seca, e caracterizados em Arabidopsis.
Além desses genes que respodem aos estresses salino e déficit hidrico, outros foram
caraterizados em funcéo de sua importancia na sintese de compostos organicos denominados
osmoreguladores, que estdo envolvidos no ajustamento osmotico em plantas. E o caso dos
genes da via de biossintese da prolina e da glicina-betaina, solutos compativeis que sdo
acumulados em resposta ao estresse osmotico, sendo considerado essa acumulacdo uma
importante estratégia adaptativa aos estresses salino e hidrico (RHODES & HANSON, 1993).

2.4.1 Genes P5CS, P5CR e BADH

Os genes marcadores escolhidos fazem parte das vias metabdlicas de dois indicadores
de ajustamento osmotico, a P5CS e a P5CR (1-pirrolina-5-carboxilato redutase) integrantes da
via de sintese da prolina, e a BADH (betaina aldeido desidrogenase) da via de sintese da
glicina-betaina.

A enzima 1-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) foi a primeira a ser identificada e
caracterizada em muitas espécies de plantas (KRUEGER et al., 1986; TREICHEL, 1986;
LAROSA et al., 1991). A localizagdo desta enzima no cloroplasto foi reportada em ervilha
(RAYAPATI et al., 1989). Por outro lado, atividade da enzima P5CR foi observadana fracao
citosélica de raizes e nodulos de soja, bem como em células de folha. As diferentes
localizagbes da enzima P5CR indicam que a prolina pode ser sintetizada em diferentes
compartimentos celulares, como no citosol e estroma de cloroplastos (SZOKE et al., 1992).

O gene codificando a enzima P5CR foi identificado por teste de complementacao
direta de uma linhagem de E. coli proC auxotréfica com clones de uma biblioteca de cDNA
de nddulos de soja (DELAUNEY & VERMA, 1990), facilitando o isolamento de P5CR
homologos de Pisum sativum (WILLIAMSON & SLOCUM, 1992) e Arabidopsis thaliana
(VERBRUGGEN et al., 1993). Transcritos de PSCR aumentam abundantemente em resposta
ao estresse osmotico, indicando que o gene P5CR transcrito € controlado sob estresse
osmético (DELAUNEY & VERMA, 1990; WILLIAMSON & SLOCUM, 1992;
VERBRUGGEN et al., 1993). O promotor do gene P5CR proporciona forte expressdo de
GUS em apices radiculares, meristema, células guarda, graos de pélen, 6vulos e sementes em
desenvolvimento (HUA et al., 1997).

Estudos realizados com a soja, submetida a 400 mM de NaCl, reforcam que a
superexpressdo do gene P5CR estd associado ao aumento da prolina (DELAUNEY &

27



VERMA, 1990). O cDNA de P5CR de soja, quando superexpresso em tabaco, ndo resultou
em um aumento significativo nos niveis de prolina em plantas transgénicas, apesar de um
aumento de 100 vezes na atividade da enzima comparado ao controle (SZOKE et al., 1992).
Assim, P5CR mostrou ndo ser o passo limitante no acumulo de prolina em plantas superiores
(LAROSA et al., 1991; DELAUNEY &VERMA, 1993).

retroalimentacdo. Estudos superexpressando o gene P5CS em plantas transgénicas de tabaco
parecem ter demonstrado aumento a sua tolerancia ao estresse hidrico e salino (KISHOR et
al., 1995). Estudos em Arabidopsis thaliana mostram que houve um aumento da expresséo do
gene P5CS nas plantas expostas ao estresse hidrico, salino e tratadas com ABA e que este
aumento esta associado ao acumulo de prolina, reforcando o papel deste aminoacido como
osmorregulador (STRIZHQV et al., 1997).

O gene P5CS de Vigna aconitifolia foi introduzido em arroz sob o controle de um
promotor ABA-induzido, e as plantas transgénicas de arroz acumularam mais prolina que as
plantas controle sob condicdo de estresse. Em plantas transgénicas de arroz com
superexpressdo do gene P5CS, sob condicdes de estresse hidrico e salino, os resultados
preliminares mostraram aumento da biomassa (ZHU et al., 1998). Plantas de citrange Carrizo,
transformadas com o gene mutante P5CS, acumularam altas concentracGes de prolina, e
consequentemente, apresentaram maior toleréncia ao estresse hidrico (MOLINARI et al.,
2004).

Quanto a utilizacdo da glicina-betaina, estudos com aumento da expressdo de
transcritos de BADH em resposta ao estresse osmdtico tem sido amplamente observado
(ISHITANI et al., 1995; MOGHAIEB et al., 2004). Em estudo com cevada observou-se a
inducdo e acumulo de BADH sob salinidade e seca, o que indica uma comum resposta da
planta a alteracBes osmdtica que afetam o conteldo de agua (ISHITANI et al., 1995). Em
estudos com arroz, o gene da BADH tem sido transferido com sucesso gerando plantas
transgénicas com producdo aumentada de glicina betaina. Algumas dessas espécies
transformadas, tém mostrado melhor aclimatacdo em niveis elevados de NaCl quando
comparadas com as plantas ndo transformadas. Apesar das concentracOes desse soluto
protetor em plantas transgénicas muitas vezes ndo ser elevadas, essa area da pesquisa é

promissora na obtenc¢éo de plantas mais resistentes (SILVEIRA et al., 2009).
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CAPITULO 1

INDICADORES DE CRESCIMENTO EM CARTAMO (Carthamus tinctorius L.)
SUBMETIDO AO ESTRESSE SALINO E DEFICIT HIDRICO
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RESUMO

BEZERRA, Lisiane Lucena. Indicadores de crescimento em cartamo (Carthamus
tinctorius L.) submetido ao estresse salino e deficit hidrico. 2015. 99f. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoro-
RN, 2015.

O Carthamus tinctorius L. vem se destacando nas pesquisas por ser uma espécie promissora
para producdo de biodiesel, ter boa adaptacdo a regides de baixa pluviosidade, além de ser
considerada uma cultura moderadamente tolerante a salinidade, podendo ser cultivada em
diferentes regides aridas e semidridas do mundo. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivo analisar o efeito dos estresses salino e déficit hidrico sobre indicadores de
crescimento e de status hidrico. Plantas de cartamo foram submetidas aos estresses salino e
déficit hidrico, simulados, respectivamente, por cloreto de sddio (NaCl) e polietilenoglicol
(PEG 6000). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando cinco
tratamentos (controle; 50 mM de NaCl; 100 mM de NacCl; -0,25 MPa de PEG 6000; e -0,50
MPa de PEG 6000) e 15 repeticdes. Dois dias ap06s os estresses salino e déficit hidrico, as
plantas foram coletadas, raizes e folhas separadas, para obtencdo das taxas de crescimento
absoluta (TCR) e relativo (TCR) assim como a relacdo area foliar (RAF), area foliar
especifica (AFE), relacdo peso da folha (RPF), relacdo peso da raiz (RPR) e relacdo raiz/parte
aérea (RR/PA), e os indicadores de status hidrico, conteudo relativo de agua (CRA),
percentual de umidade (%U) e o vazamento de eletrolitos (VE). Plantas de C. tinctorius
respondem de forma diferenciada aos estresses salino e hidrico, induzidos por solucdes de
NaCl (50 e 100 mM) e por solucGes de PEG 6000 (-0,25 e -0,50 MPa), respectivamente. Os
tratamentos com NaCl e PEG 6000 foram capazes de induzir alteracdes significativas em
todos os indicadores de crescimento e status hidrico. Contudo a intensidade e tipo de resposta
foram diferentes em relacdo aos estresses aplicados. O déficit hidrico diminuiu as TCA, TCR,
RAF, AFE e RPF, e 0 CRA e 0 %U nas folhas de cartamo. O estresse salino afetou as
variaveis de crescimento, diminuindo as TCA, RAF, AFE, RPR e RR/PA. Os estresses salino
e hidrico causaram danos as membranas celulares das folhas e das raizes, sendo maior quando
tratadas com PEG 6000. O cartamo mostrou-se mais sensivel ao estresse hidrico,
possivelmente devido aos ions salinos manterem o potencial osmético. Os resultados
mostraram que a resposta das plantas de cartamo aos estresses salino e déficit hidrico é
tratamento e dose dependente.

Palavras-chave: Salinidade; polietilenoglicol; status hidrico.
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ABSTRACT

BEZERRA, Lisiane Lucena. Growth indicators in Safflower (Carthamus tinctorius L.)
submitted to salt stress and drought. 2015. 99f. Thesis (PhD in Agronomy/Plant Science) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

Carthamus tinctorius L. is a promising species for biodiesel production due to its better
adaptation to low rainfall regions, moderate tolerance to salinity and good capacity to grow in
different arid and semi-arid regions in the world. In this work we analyze the effects of salt
and drought stresses on plant growth patterns and water status. Safflower plants were exposed
to drought and salt stress mediated by sodium chloride (NaCl) and polyethylene glycol (PEG
6000) solutions (control; 50 mM NaCl, 100 mM NacCl; -0,25 MPa PEG 6000, and -0,50 MPa
PEG 6000) in a completely randomized experiment with five treatments and 15 repetitions.
Two days after treatments plant were harvested to determine absolute and relative growth
rates (AGR/RGR), relative leaf area (LAR), specific leaf area (SLA), leaf weight ratio (LWR)
root weight ratio (RWR) and root/shoot aerial part ratio (RSR/AP). Water status indicators
were also determined regarding relative water content (RWC), moisture percentage and
electrolyte leakage (EL). C. tinctorius responds differently to salt and water stress induced by
NaCl solutions (50 and 100 mM) and PEG 6000 solutions (-0.25 and -0.50 MPa) respectively.
Treatments with NaCl and PEG 6000 were able to induce significant changes in all growth
and water status indicators. However, the intensity and type of response were different
according to the stress conditions assays. Water deficit decreased AGR/RGR, LAR, SLA,
LWR, RWC and moisture percentage. Salt stress affected growth variables reducing AGR,
LAR, SLA, RWR and RSR/AP. Salt and water stresses caused damage to cell membranes of
leaves and roots being higher when treated with PEG 6000. Safflower was more sensitive to
water stress possibly the maintenance of osmotic potential. The results showed that the
response of safflower plants to salt stress and water deficit is treatment and dose- dependent.

Keywords: Salinity; polyethylene glycol; water status
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1 INTRODUCAO

O semiarido corresponde a quase 70% da regido Nordeste (BRAGA, 2004). Este clima
caracteriza-se pelas frequentes secas, devido a baixas precipitacdes e irregularidades
pluviométricas da regido (PARAHYBA et al., 2009). Estas caracteristicas, somadas as mas
condicdes de drenagem, a presenca de camadas impermedveis do solo e as elevadas taxas de
evapotranspiracdo, contribuem para o aumento da concentracéo de sais solveis na solucéo do
solo (RIBEIRO, 2010), o que caracteriza o estresse salino.

A concentragio excessiva de ions salinos (principalmente Na* e CI") pode causar perda
da homeostase hidrica induzida pela alta osmolaridade da solucédo do solo (MUNNS, 2002), e
ainda toxicidade i6nica, gerando danos metabolicos, fisiologicos, estresse oxidativo, e
desbalanco nutricional causado pela interferéncia na absor¢do de nutrientes essenciais
(MUNNS et al., 2006; MUNNS & TESTER, 2008). As consequéncias lesivas da elevada
salinidade podem ser notadas na planta inteira, resultando na inibicdo do crescimento,
diminuicdo da produtividade e em casos mais severos, a morte (ESTEVES & SUZUKI,
2008).

A reducdo no potencial hidrico dos tecidos causada pelo excesso de sais e/ou pelo
déficit hidrico provoca restricdo no crescimento uma vez que as taxas de elongacdo e de
divisdo celular dependem diretamente do processo de extensibilidade da parede celular
(ASHRAF & HARRIS, 2004). Dessa forma, o equilibrio osmotico é essencial para o
crescimento dos vegetais em meio salino e qualquer falha resultara em injarias semelhantes
aos da seca, como a perda de turgescéncia e a reducdo no crescimento, resultando em plantas
atrofiadas, desidratacdo e finalmente a morte das células (ASHRAF & HARRIS, 2004).

Neste contexto, é importante considerar que ao se explorar comercialmente qualquer
cultura, o conhecimento dos efeitos dos sais e da seca sobre a mesma, sdo extremamente
importantes, pois isto pode levar a um manejo adequado do cultivo, afim de aumentar o
rendimento da cultura. Diante disso, estudos de mecanismos de tolerancia a salinidade e a
seca, € a identificacdo de espécies resistentes a tais fatores ambientais sdo de fundamental
importancia, pois sdo formas econdémicas e mais viaveis de aumentar a produtividade agricola
em regides aridas e semiaridas.

O cartamo (Carthamus tinctorius L.) vem ganhando destaque nas pesquisas por ser
uma espécie promissora para producdo de biodiesel e principalmente por sua relevancia na
producédo de oleo comestivel (DAJUE & MUNDEL, 1996). Tem boa adaptacdo a regifes de

baixa pluviosidade (RASHID et al., 2002) devido as raizes profundas, e é considerado uma
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cultura moderadamente tolerante a salinidade (MAAS, 1986), aléem de ser cultivado em
diferentes regides aridas e semiaridas do mundo e com agua de baixa qualidade (MAJIDI et
al., 2011), o que a torna uma boa alternativa de cultivo para o semiarido nordestino.

Na literatura, diferentes trabalhos apontam o cartamo como uma das culturas de
sementes oleaginosas que melhor se adapta a baixos indices pluviométricos. Dado a
importancia da espécie e o nimero reduzido de estudos relacionados aos efeitos dos agentes
estressores (NaCl e PEG 6000) que induzem respectivamente os estresses salino e hidrico,
este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos dos estresses salino e déficit hidrico sob
indicadores de crescimento e status hidrico em C. tinctorius, visando uma maior compreensdo

dos efeitos da salinidade e da seca sobre essas variaveis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Conducéo do Experimento

O experimento foi conduzido na casa de vegetagcdo do Laboratério de Biotecnologia
Vegetal, localizado no Departamento de Biologia Celular e Genética, no Centro de
Biociéncias, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN, Natal/RN (5°47’ de
latitude ao sul; 35°12” de longitude a oeste e altitude de 30,9 m).

Sementes de cartamo, adquiridas em loja de alimentagdo para péssaros, foram
selecionadas e colocadas para germinar em sistema de rolo de papel toalha do tipo
Germitest®, conforme descrito por Dantas et al. (2011), em sala de crescimento com
temperatura média de 25°C no escuro durante 5 dias. Apds a germinacdo, as plantulas foram
transferidas para o sistema hidroponico na casa de vegetacdo. As plantulas foram fixadas em
vasos plasticos contendo solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) com % de forca e pH
ajustado para 6,0. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo sob temperatura de

30+5°C e umidade relativa do ar de 40+£10%, por um periodo de aclimatagédo de 30 dias.

2.2 Determinacéo dos Indicadores de Crescimento

Ap06s 30 dias de aclimatagdo as plantas foram utilizadas neste experimento. Dentre as
90 plantas, 15 foram coletadas no tempo zero (T0). Em seguida, as plantas foram separadas
em partes (folha, caule e raiz) e pesadas. As folhas foram escaneadas para aferir a area foliar
(Figura 1). Em seguida, foram pesadas a massa fresca e levadas para estufa a 60°C por 96

horas para obtengdo da massa seca.

Figura 1: Folhas de Carthamus tinctorius L. do tratamento controle, escaneadas para afericdo da area

foliar.
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Logo apds a primeira coleta, as plantas foram submetidas aos tratamentos, que foram
distribuidos em solugdes nutritivas Hoagland & Arnon (1950) com modificagdes, constituidos
de: controle (C), sal moderado (50 mM de NaCl), sal severo (100 mM de NaCl), PEG
moderado (-0,25 MPa) e PEG severo (-0,50 MPa).

Apo6s 48 horas de cultivo nos diferentes tratamentos, as plantas foram coletadas no
tempo final (T1) e feito 0 mesmo processo da coleta do tempo 0 (TO). A coleta destes dados
permitiu a determinacdo de indicadores de crescimento conforme Benincasa (2000), com
adaptacoes.

A taxa de crescimento absoluta (TCA) e a taxa de crescimento relativo (TCR) foram
calculadas através das formulas: TCA = (W, — W,)/(T, — Ty) e TCR = (InW; — InW)/(T2 —
T1); onde W, e W, sdo as massas secas totais da planta aferidas ao final de 2 dias (T1) e no
inicio do experimento (TO), respectivamente; T, e T; os tempos final e inicial,
respectivamente, em que as plantas foram medidas por dia. Para a determinacgdo da area foliar
(AF), as folhas foram escaneadas e as imagens digitais foram manuseadas no Software
Image)J® (Powerful Image Analysis) de dominio pablico. A relacdo da area foliar (RAF) foi
obtida através da formula RAF = (A; — Ap).(In W5 — In W1)/(W, — W3).(In A, — In A;p); onde
A, e A; sdo as areas foliares final e inicial das plantas, respectivamente; W, e W; sdo as
massas secas final e inicial das plantas, respectivamente. A area foliar especifica (AFE), foi
calculada através da formula AFE = A/MST; onde A refere-se a area foliar e MSf a massa seca
das folhas. As relacbes do peso foliar (RPF) e do peso radicular (RPR) foram calculadas
através da razdo entre a massa seca das folhas (MSf) e a massa seca total da planta (W) =
RPF: MSf/W; e da massa seca da raiz (MSr) e a massa seca total da planta (W) = RPR:
MSc/W, respectivamente. A relacdo raiz/parte aérea (RR/PA) foi obtida através da relacdo
MSr/MSf+MSc; onde MSr é a massa seca da raiz, MSf é a massa seca das folhas e MSc é a

massa seca do caule.

2.3 Determinacéo dos Indicadores de Status Hidrico

Folhas e raizes das plantas de cartamo foram avaliadas quanto a indicadores de status
hidrico, representados pelo conteudo relativo de 4gua (CRA) e percentual de umidade (%U)
segundo Irigoyen et al. (1992) e Slavick (1974), com pequenas modificagcdes. O célculo do
CRA foi realizado com base na expressdo matematica CRA = (MF — MS / MT — MS) x 100 e
o0 percentual de umidade foi determinado utilizando-se a relagdo %U = [(MF — MS) / MF] x
100.
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O vazamento de eletrolitos (VE), medida indireta utilizada para aferir o grau de dano
causado as membranas do tecido vegetal, foi determinada segundo Blum e Ebercon, 1981. O
percentual de danos & membranas foi calculado através da expressdo VE (%) = (L1 / L2) X
100.

2.4 Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
(controle; 50mM de NaCl; 100mM de NaCl; -0,25MPa de PEG 6000; e -0,50MPa de PEG
6000) e 15 repeticGes. Todas as variaveis foram analisadas por analise de variancia (ANOVA)
mediante significancia do teste T e comparacdo de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

de probabilidade com auxilio do software SISVAR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indicadores de crescimento

Os processos de crescimento sdo particularmente sensiveis ao efeito dos sais, tornando
andlises de crescimento como altura média, nimeros de folhas, area foliar, biomassa, e outros,
bons critérios para a avaliacdo da severidade do estresse e da capacidade da planta de supera-
lo (ESTEVES & SUZUKI, 2008).

Os estresses salino e déficit hidrico, simulados pelo NaCl e PEG 6000,
respectivamente, afetaram o crescimento das plantas de cartamo para as seguintes variaveis:
taxa de crescimento absoluta (TCA), taxa de crescimento relativo (TCR), razdo da area foliar
(RAF), area foliar especifica (AFE), razdo do peso foliar (RPF), razdo do peso radicular
(RPR), e relacéo raiz/parte aérea (RR/PA), sendo significativo a 1% de probabilidade pelo
teste de Tukey (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo de andlise de variancia das varidveis taxa de crescimento absoluto (TCA), taxa de
crescimento relativo (TCR), razdo da &rea foliar (RAF), rea foliar especifica (AFE), razdo do peso foliar (RPF),
razdo do peso radicular (RPR), razdo do peso do caule (RPC) e relacéo raiz/parte aérea (RR/PA) em plantas de
Carthamus tinctorius L. sob condigdes de estresse salino e déficit hidrico.

Fontes de GL Quadro Médio
variagio TCA TCR RAF AFE RPF RPR  RR/PA
Tratamentos 4 0,105 0,0117 1672,33" 14070,24~ 0,0049” 0,021  0,641**
Erro 70 0,017 0,003 9,38 86,92 0,0011 0,001 0,059
CV (%) 36,81 33,54 13,82 13,62 10,43 28,12 21,93
Média 0,360 0,168 22,15 68,47 0,324 0,158 1,11

" significativo a 1%; " ndo significativo; * significativo a 5%; CV- coeficiente de variacao.

Os tratamentos que simularam os estresses salino e déficit hidrico diminuiram
significativamente a taxa de crescimento absoluta (TCA), estimada com base na biomassa
total da planta por unidade de tempo, provocando reducdo em relacdo ao controle. O
tratamento com NaCl moderado (50 mM) e severo (100 mM) apresentaram decréscimo de
aproximadamente 0,34 e 0,17 vezes, respectivamente em relacdo ao controle. No tratamento
com PEG 6000 moderado (-0,25 MPa) houve uma diminuicéo de 0,24 vezes na biomassa das
plantas de cartamo quando comparado com o controle (Grafico 1A). A taxa de crescimento
relativa (TCR) seguiu a mesma tendéncia da TCA, com decréscimo de 0,17 vezes para 0
tratamento com sal moderado, e de 0,28 vezes para o tratamento com PEG 6000 moderado
(Grafico 1B). A diminuicdo nas TCA e TCR de cartamo, pode ser devido ao componente

osmotico e/ou ibnico, uma vez que a presenca de sais na solugédo do solo reduz o seu potencial
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osmatico, afetando a capacidade de absorcdo radicular da planta e consequentemente o seu
metabolismo, além do efeito direto dos ions, causando perturbacdo nutricional da planta,
dificultando dessa forma o seu desenvolvimento. Javed et al., (2014) estudando o efeito do sal
em seis cultivares de cartamo obteve reducdo na biomassa e na producdo de massa fresca e
seca. A reducdo e/ou inibicdo do crescimento e a producdo de fitomassa causadas pela
salinidade tem sido observado em outras espécies como Ricinus communis L. (PINHEIRO et
al.,, 2008), Anacardium occidentale L. (FERREIRA-SILVA et al., 2008), Schinopsis
quebracho colorado (MELONI et al., 2008), Populus alba L. (IMADA et al., 2009), Mentha
pulegium (OUESLATI et al., 2010) e Jatropha curcas (SILVA et al., 2009; DIAZ-LOPEZ et
al., 2012). Istanbulluoglu (2009) estudando o efeito do regime de irrigacdo em plantas de
cartamo, obteveram rendimento significativamente menor das plantas exposta ao déficit
hidrico do que o controle totalmente irrigado, em um ou mais estagio de crescimento.
Observa-se claramente os efeitos deletérios da salinidade e da seca sob o crescimento das
plantas de cartamo. O déficit hidrico provoca diminuicéo de crescimento, de vigor e do ganho
de massa na maioria das espécies vegetais. Dentre outros motivos, isto ocorre devido ao
suprimento de agua se dar em quantidades inferiores as requeridas, baixando o componente de
potencial de pressdo do protoplasto sobre a parede da célula, resultando em diminuicdo de
turgor, e, por fim, afetando a elongacéo e a divisdo celular (XIONG & ZHU, 2001; TAIZ &
ZEIGER, 2010).

A B
05 - a 05 -
ab
0,4 T bc 014 i
bc -
03 - ¢ > 03 -
P K a
S 02 - S 02 P o P
[=)) (@]
< 01 - & 01 -
] o Il
2 = I
00 - ‘ ‘ ‘ ‘ 00 - ‘ ‘ ‘ ‘
CONT. SAL1 SAL2 PEG1 PEG?2 CONT. SAL1 SAL2 PEG1l PEG2

Gréfico 1. A - Taxa de crescimento absoluto (TCA) e B - taxa de crescimento relativo (TCR) em plantas de
Carthamus tinctorius L., submetidas aos tratamentos controle, NaCl 50 e 100 mM (sal 1 e 2, respectivamente) e
PEG -0,25 e -0,50 MPa (PEG 1 e 2, respectivamente) durante 2 dias em cultivo hidrop6nico. * Letras iguais ndo
diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade

A razdo da area foliar (RAF), estimada com base na relacéo area foliar e peso total da

planta apresentou um decréscimo significativo quando as plantas de cartamo foram
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submetidas ao estresse salino e déficit hidrico (Grafico 2A). Observou-se que a diminuigdo da
RAF foi maior nas plantas submetidas ao déficit hidrico que nas tratadas com NaCl. As
plantas submetidas ao déficit hidrico obtiveram uma reducdo de 0,65 e 0,7 vezes para 0S
tratamentos com PEG1 (moderado) e PEG2 (severo) respectivamente, em relacéo ao controle.
Enquanto que nos tratamentos salinos, a redugéo no estresse moderado foi de 0,18 vezes e no
severo foi 0,2 vezes em relacdo ao controle. A reducdo observada na RAF de cértamo
provavelmente foi devido a perda de turgor da célula vegetal, causando desidratacdo e
consequentemente inibindo a expanséo celular. No caso do sal ter reduzido menos em relacao
ao PEG (indutor do estresse hidrico) é possivel que os ions salinos absorvidos tenham
diminuido o potencial osmotico da planta para manter o turgor celular, minimizando assim os
efeitos do estresse osmotico pela salinidade. Bassil & Kaffka, (2002) estudando o efeito da
irrigacdo salina em plantas de C. tinctorius, observou que a area foliar diminuiu, mas néo
afetou a producédo de sementes (floracdo) da planta. A reducdo da RAF foi observada por
Aragdo et al. (2005) em plantas de Phaseolus vulgaris e Carmo et al. (2003) em plantas de

Musa velutina.

RAF cm2.g1
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Gréfico 2. A - Razdo da érea foliar (RAF) e B - &rea foliar especifica (AFE) em plantas de Carthamus tinctorius
L., submetidas aos tratamentos Controle, NaCl 50 e 100 mM (Sal 1 e 2, respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50
MPa (PEG 1 e 2, respectivamente) durante 2 dias em cultivo hidropénico. * Letras iguais ndo diferem perante o
teste de Tukey a 5% de probabilidade

Uma das primeiras respostas das plantas ao estresse salino é a redugdo na taxa de
crescimento foliar, reduzindo a area foliar disponivel para a fotossintese. Para Bergamaschi et
al. (2004), a baixa disponibilidade de agua no solo pode provocar reducéo da area foliar, por
secamento ou gqueda das folhas; trata-se de uma tentativa da planta reduzir a perda de dgua por
transpiracdo, aumentando a eficiéncia de uso da agua; todavia, isto resulta em queda da
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fotossintese total que, por sua vez, reduz a taxa de crescimento e a producdo da planta. Assim,
a reducdo da area foliar pode ser considerada ndo s6 um efeito do estresse osmotico, mas
também uma linha de defesa contra a seca (KERBAURY, 2009; CORDEIRO et al., 2009).

Na éarea foliar especifica (AFE), que relaciona a area foliar com o peso da folha, o
estresse salino e o déficit hidrico afetaram as plantas de cartamo. Quando submetidas aos
estresses, as plantas de cartamo tiveram uma diminuicdo da AFE de 0,15 e 0,14 vezes para 0s
tratamentos com NaCl moderado e severo, e 0,64 e 0,65 vezes para 0s estresses com PEG
6000 moderado e severo, respectivamente, em relacdo ao controle (Grafico 2B). A diminuicéo
da AFE em plantas de cartamo foi mais expressiva em presenca do déficit hidrico,
provavelmente devido ao componente osmotico, que ocasiona a desidratacdo e a perda de
turgor nas células induzida por solutos externos conforme ja observado para a RAF. De
acordo com Imada et al., (2009) as plantas submetidas ao estresse hidrico sofrem prejuizos
nos processos de absorcao, acimulo e manutencdo do contetido de agua e de ions nos tecidos,
desencadeando modificagdes no potencial hidrico, na nutricdo mineral, no balango de ions e
na eficiéncia fotossintética. A reducdo e/ou inibicdo do crescimento e da producdo de
fitomassa causadas pelo déficit hidrico foi observada em Brachiaria Brizantha (PEZZOPANE
et al., 2015) e pela salinidade tem sido observado em outras espécies como Ricinus communis
L. (PINHEIRO et al., 2008), Anacardium occidentale L. (FERREIRA-SILVA et al., 2008),
Schinopsis quebracho colorado (MELONI et al., 2008), Populus alba L. (IMADA et al.,
2009), Mentha pulegium (OUESLATI et al., 2010) e Jatropha curcas (SILVA et al., 2009;
DIAZ-LOPEZ et al., 2012).

A relacdo do peso foliar (RPF), estimada com base na relacdo entre a massa seca do
peso foliar e o peso total da planta, teve decréscimo de 0,03 e 0,09 vezes no estresse salino
(moderado e severo) respectivamente, e quando submetido ao déficit hidrico, o decréscimo da
RPF foi significativo apenas no tratamento severo de PEG 6000 com uma diminuic¢éo de 0,12
vezes em relacdo ao controle (Grafico 3A). Considerando que as folhas sdo o centro de
producdo de matéria seca através da fotossintese e, que as demais partes da planta dependem
dessa fitomassa, a RPF expressa entdo a massa nao exportada (BENINCASA, 2003). Lima et
al., (2007) encontraram reducdo da massa seca de folha em diferentes culturas, quando
submetidos ao estresse salino.

A relacdo do peso radicular (RPR), estimada na relagdo entre a massa seca do peso da
raiz e o peso total da planta, teve decréscimo significativo quando submetido ao estresse

salino (moderado e severo) com uma diminui¢do de 0,35 e 0,45 vezes respectivamente, em
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relagdo ao controle. Quando tratadas com PEG 6000, a RPR né&o diferiu estatisticamente dos

demais tratamentos estudados (Gréfico 3B).
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Grafico 3. A - Relagdo peso foliar (RPF), B - relagdo peso da raiz (RPR) e C - relacéo raiz/parte aérea (RR/PA)
em plantas de Carthamus tinctorius L., submetidas aos tratamentos Controle, NaCl 50 e 100 mM (Sal 1 e 2,
respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa (PEG 1 e 2, respectivamente) durante 2 dias em cultivo hidropénico.
* Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Na relacdo raiz e parte aérea (RR/PA), estimada entre a massa seca de raiz pela massa
seca da parte aérea (folha + caule), houve um aumento significativo de 0,4 vezes para o
estresse salino moderado e de 0,33 vezes para 0 estresse salino severo, em relagéo ao controle.
Nas plantas submetidas ao déficit hidrico, o aumento da RR/PA foi de 0,15 e 0,32 vezes no
tratamento com PEG moderado e severo respectivamente, em relacdo ao controle (Grafico
3C). A adicdo de NaCl e PEG 6000 na solucdo nutritiva aumentou a razao raiz/parte aérea no
estresse salino e no déficit hidrico, indicando que o efeito da salinidade e da seca foram mais
evidentes na parte aérea que no sistema radicular. Lima et al. (2007) observaram que a

salinidade prejudicou mais o sistema radicular que a parte aérea em plantas de Phaseolus
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vulgaris. Em plantas de cartamo, o estresse salino diminuiu a biomassa das folhas e das raizes
em relagdo a biomassa total da planta. O estresse hidrico diminuiu apenas a biomassa da folha
em relacdo a planta total. As alteracBes na distribuicdo percentual da matéria seca provocadas
pelo estresse salino sdo condizentes com o fato de que a salinidade, além de reduzir a
producdo de biomassa pode também alterar a particdo de fotoassimilados entre as diferentes
partes das plantas (SILVA, 2003).

3.2 Indicadores de status hidrico

O conteudo relativo de dgua (CRA) e o percentual de umidade (%U) dizem respeito a
quantidade de &gua da planta em porcentagem levando em consideracdo a sua capacidade
maxima e o percentual bruto de &gua presente na planta, respectivamente. Sendo assim,
ambos podem ser considerados bons indicadores indiretos de status hidrico no vegetal.

Os estresses salino e déficit hidrico, simulados pelo NaCl e PEG 6000,
respectivamente, afetaram o status hidrico das plantas de cartamo para as seguintes variaveis:
conteddo relativo de 4gua (CRA) em folhas e raizes, percentual de umidade (%U) apenas em
folhas e vazamento de eletrolitos (VE) em folhas e raizes, sendo significativo a 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey, com excecdo do CRA em raizes que significativo a 5%
(Tabela 2).

Tabela 2. Resumo de anélise de varidncia das varidveis conteldo relativo de agua (CRA) em folhas e

raizes,percentual de umidade (%U) em folhas e raizes vazamento de eletrolitos (VE) em folhas e raizes de
Carthamus tinctorius L.em condices de estresse salino e déficit hidrico.

Quadro Médio

Fontes de variagdo  GL CRA CRA %U %U VE VE
FOLHA RAIZ FOLHA RAIZ FOLHA RAIZ
Tratamentos 4 1599747 4423 282,737  1,80™ 139656 769,04
Erro 20 43,64 13,83 21,21 0,83 26,43 54,42
CV (%) 9,46 4,60 5,11 0,95 24,31 29,20
Média 69,83 80,81 90,07 96,62 21,14 45,87

" significativo a 1%; ~ significativo a 5%; ™ ndo significativo a 5%; CV- coeficiente de variagéo.

O estresse salino simulado pelo NaCl, nédo interferiu na quantidade de dgua das folhas
de plantas de cartamo, expressa pelo CRA e pelo %U. Ja nas folhas das plantas tratadas com
PEG 6000 houve uma diminui¢cdo do CRA e do %U (Graficos 4A e 4C). Nas folhas, tal efeito
foi mais acentuado, com uma diminuicdo significativa de 0,3 e 0,5 vezes CRA, e de 0,1 e 0,2
vezes no %U, para o déficit hidrico moderado e severo respectivamente, e em relacdo aos seus

controles. Nas raizes, o CRA aumentou 0,2 no estresse salino (moderado e severo) e 0,1 e 0,2
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no déficit hidrico moderado e severo respectivamente (Grafico 4B). O %U nas raizes ndo foi
afetado pelos estresses salino e hidrico (Grafico 4D).
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Gréfico 4. Conteldo relativo de 4gua (CRA) em folhas (A) e raizes (B), percentual de umidade (%U) em folhas
(C) e raizes (D) de Carthamus tinctorius L., submetidas aos tratamentos controle, NaCl 50 e 100 mM (sal 1 e 2,
respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa (PEG 1 e 2, respectivamente) durante 2 dias em cultivo hidropénico.
* Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade

Observou-se com os resultados que o cartamo é mais afetado pelo estresse hidrico
induzido pelo PEG 6000 e que no caso do componente osmatico da salinidade, é possivel que
0s ions salinos absorvidos tenham sido responsaveis por uma diminuicdo do potencial
osmético da planta suficiente para manter o status hidrico, anulando parcialmente ou
completamente os efeitos do estresse osmético pela salinidade. Resultados obtidos por Araljo
et al. (2006), com a halofita Atriplex nummularia L., e por Silva et al. (2009), com Jatropha
curcas L., mostram que o sal ndo interferiu no status hidrico da planta. Contrariamente, neste
trabalho, os resultados do CRA das folhas das plantas cultivadas em presenca de NaCl

diferem dos resultados obtidos por Siddiqi & Ashraf (2008), também com Carthamus
52



tinctorius, que observaram redugdo no CRA em folhas das plantas cultivadas em presenca de
estresse salino. Provavelmente, essas diferencas sdo devido as condi¢Bes experimentais, mais
precisamente a dose de NaCl utilizada para simular o estresse salino e o tempo de exposicéo
ao mesmo em cada trabalho, visto que Siddiqi & Ashraf (2008) utilizaram uma concentragédo
de 150 mM de NacCl, ou seja, 50% mais da concentragdo méxima utilizada neste experimento,
e 0 tempo de permanéncia no estresse foi de seis semanas enquanto nesse trabalho o tempo de
estresse foi de dois dias.

A condutividade elétrica mede o vazamento de eletrolitos (VE) para a solucdo, sendo
utilizada como medida indireta para avaliar os danos as membranas celulares, causadas pelos
estresses salino e déficit hidrico. O estresse salino, imposto pelo tratamento severo (100 mM)
aumentou o vazamento de eletrélitos, nas folhas de cartamo em comparacdo ao controle. Tal
aumento foi de quase 8 vezes em relacdo ao controle (Grafico 5A). Com relacdo ao déficit
hidrico imposto pelo PEG 6000, o VE aumentou conforme o aumento da concentracdo deste
agente indutor. No déficit hidrico moderado (-0,25MPa) o aumento foi de 5,3 vezes, enquanto
que no severo (-0,50MPa) o aumento foi de 10,2 vezes em relacdo ao controle. Nas raizes, o
vazamento de eletrolitos, foi bem maior que nas folhas (Grafico 5B). Provavelmente esse
acréscimo ocorreu devido a um contato direto deste 6rgao com a solucéo salina e com o PEG
6000. Tanto no tratamento salino como no hidrico as raizes tiveram um aumento do dano de
membrana, proporcional ao aumento da concentragdo do estresse. Em relagdo ao controle,
observou-se um aumento de 0,6 e 1,3 vezes para os tratamentos com NaCl (50 e 100 mM) e
de 1 e 1,3 vezes para os tratamentos com PEG 6000 (-0,25 MPa e -0,50 MPa)

respectivamente.
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Gréfico 5. Vazamento de eletrélitos (VE) em folhas (A) e raizes (B) de Carthamus tinctorius L., submetidas aos
tratamentos controle, NaCl 50 e 100 mM (sal 1 e 2, respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa (PEG 1 e 2,
respectivamente) durante 2 dias em cultivo hidropbnico. * Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a
5% de probabilidade
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As membranas celulares sdo uma das primeiras estruturas afetadas pelos estresses
salino e hidrico em condi¢fes tipicas de ambiente semidrido. Nesse contexto, 0 VE em
cartamo submetidos aos estresses salino e hidrico pode estar relacionado mais ao efeito
osmotico, devido a dificuldade de absorcdo de dgua da solucéo nutritiva. Com a diminuicéo
do contetdo de &gua do solo, ha, proporcionalmente, uma diminuigdo da pressdo hidrostatica,
podendo fazer com que os valores desta presséo sejam negativos e que as plantas percam a
forca de succdo suficiente para absorver a agua do solo. Como consequéncia do decréscimo
do contetdo de 4gua da planta, as células se contraem, havendo uma diminuicéo da pressdo de
turgescéncia contra as paredes celulares e um aumento da concentracdo de solutos nessas
células (TAIZ & ZEIGER, 2010). No caso do estresse salino, além do efeito osmotico, existe
o efeito idnico, que se da através da toxicidade da planta pela absorcdo de ions especificos e,
como efeito secundario, pela interferéncia dos sais nos processos fisioldgicos, causando um
desbalanceamento nutritivo (LAUCHLI & GRATTAN, 2007; MUNNS & TESTER, 2008;
DIAS & BLANCO, 2010). Resultados referentes a relacdo entre 0 aumento de concentracéo
de PEG 6000 e o dano de membrana também foram descritos por Faria (2010) em folhas de

cinco cultivares de Ricinus communis L. (mamoneira).
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4 CONCLUSOES

Plantas de C. tinctorius respondem de forma diferenciada aos estresses salino e déficit
hidrico, induzidos por solucbes de NaCl (50 e 100 mM) e por solucdes de PEG 6000 (-0,25 e
-0,50 MPa), respectivamente.

Os tratamentos com NaCl e PEG 6000 s&o capazes de induzir alteragdes significativas
nos indicadores de estresse associados ao crescimento (TCA, TCR, RAF, AFE, RPF, RPR e
RPC) ao status hidrico (CRA, %U) e as membranas celulares (VE) das plantas de cartamo.

O déficit hidrico isolado afeta o crescimento e o status hidrico das plantas, diminuindo
as TCA, TCR, RAF, AFE e RPF nas variaveis de crescimento, e 0 CRA e 0 %U nas folhas de
cartamo.

O estresse salino afeta as variaveis de crescimento, diminuindo as TCA, RAF, AFE,
RPR e RR/PA.

Os estresses salino e hidrico causam danos as membranas celulares das folhas e das
raizes, sendo maior quando tratadas com PEG 6000.

O cartamo mostra-se mais sensivel ao estresse hidrico, possivelmente devido aos ions
salinos manter o potencial osmotico.

A salinidade e a seca afetam o crescimento e o status hidrico das plantas de cartamo,
mostrando que a resposta das plantas ao estresse salino e hidrico é tratamento e dose
dependente.
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CAPITULO III

INDICADORES DE AJUSTAMENTO OSMOTICO EM CARTAMO (Carthamus
tinctorius L.) SUBMETIDO AO ESTRESSE SALINO E DEFICIT HIDRICO
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RESUMO

BEZERRA, Lisiane Lucena. Indicadores de ajustamento osmético em cartamo
(Carthamus tinctorius L.) submetido ao estresse salino e déficit hidrico. 2015. 99f. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossord-RN, 2015.

Carthamus tinctorius L. é uma planta economicamente importante dentre as oleaginosas,
devido ao elevado teor de 6leo (32 a 40%), ideal para a producéo de biodiesel. E resistente a
condicdo salina e ao déficit hidrico. Tem baixo custo de producdo, menores necessidades de
agua e de nutrientes, tornando-se assim uma alternativa a mais de cultivo para os agricultores
em regibes aridas e semidridas. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
dos estresses salino e déficit hidrico relacionados a uma possivel contribuicdo de solutos
organicos e inorganicos no ajustamento osmotico do cartamo. Plantas de cartamo foram
cultivadas em sistema hidrop6nico com solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon. Apos 30 dias
de aclimatacdo, as plantas foram submetidas aos estresses (moderado e severo) com NaCl e
PEG 6000 durante dois dias. Foram 5 tratamentos: controle; estresse salino (50 e 100 mM de
NaCl) e déficit hidrico (-0,25 e -0,50 MPa), com cinco repeticdes. As plantas foram coletadas,
sendo avaliados os solutos inorganicos: sodio (Na*) e potassio (K*) e organicos (aguicares
sollveis totais - AST, proteinas solUveis totais - PST, amino&cidos livres totais AALT prolina
- PRO, e glicina-betaina - GB). Os resultados mostraram que em relacdo ao controle, o
estresse salino provocou aumento do contelido de Na’ nas folhas, sendo de 8 vezes nas
plantas tratadas 100 mM de NaCl, e de 2 vezes nas raizes tratadas com 50 mM de NaCl. Ja o
déficit hidrico provocou acumulo de K* nas folhas das plantas tratadas com PEG 6000. A
relagdo Na'/K* foi maior que 0,6, indicando uma possivel toxidez idnica. Os solutos
organicos foram acumulados quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico. As folhas
acumularam AST, PST, AALT, PRO e GB e as raizes acumularam PST, AALT e GB. Tais
efeitos evidenciam um possivel ajustamento osmaético. Quando tratadas com NaCl, as plantas
mantiveram o conteldo de solutos organicos em relacdo ao controle. Plantas de cartamo
respondem de forma diferenciada aos efeitos da salinidade e do déficit hidrico quanto ao
acumulo de solutos inorganicos e organicos, mostrando que a resposta das plantas €
tratamento e dose dependente.

Palavras-chave: Cartamo; solutos organicos; solutos inorganicos; osmorregulacéo.
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ABSTRACT

BEZERRA, Lisiane Lucena. Osmotic adjustment indicators in safflower (Carthamus
tinctorius L.) submitted to salt stress and drought. 2015. 99f. Thesis (PhD in
Agronomy/Plant Science) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoro-
RN, 2015.

Carthamus tinctorius L. is an economically oleaginous crop appropriated for biodiesel
production due to oil contain (32 - 40%), resistance to salt and drought stresses, low
production costs and good adaptation to arid and semi-arid regions. The aim of this work was
to evaluate the effects of salt and water stress in the osmotic adjustment of safflower. Plants
were grown and hydroponics acclimated in Hoagland & Arnon solution for 30 days then
submitted to stress (moderate and severe) with NaCl and PEG 6000 for two days in 5
treatments: control; salt stress (50 and 100 mM NaCl) and water deficit (-0.25 and -0.50 MPa)
with five repetitions. Plant were collected and inorganic (Na*, K*) and organic (total soluble
sugars - TSS, total soluble protein - TSP, total free amino acids - TFAA, proline - PRO, and
glycine betaine - GB) amounts were determined. Salt stress has increased the content of Na*
in the leaves (8 times on 100 mM), and roots (2 times treated with 50 mM). Drought caused
accumulation of K* in the leaves of plants treated with PEG 6000. The Na*/K" rate was higher
than 0.6 indicating a possible ionic toxicity. Organic solutes were accumulated when the
plants were submitted to water deficit. The leaves accumulated TSS, TSP, TFAA, PRO and
GB and the roots accumulated TSP, TFAA and GB. Such effects indicates a possible osmotic
adjustment. When treated with NaCl plants kept the content of organic solutes compared to
control. Safflower plants respond differently to the effects of salinity and drought as the
accumulation of inorganic and organic solutes showing that the response is treatment and
dose-dependent.

Keywords: Safflower; organic solutes; inorganic solutes; osmoregulation.
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1 INTRODUCAO

A salinidade e o déficit hidrico sdo uns dos principais fatores abioticos limitantes da
producdo agricola no semiarido (DANTAS et al., 2011). O efeito em comum de ambos
estresses nas plantas é a perda da homeostase hidrica, caracterizada pelo componente
osmatico. Tal efeito afeta os processos de absorcdo, acimulo e manutencdo do contetdo de
agua e de ions nos tecidos, o que desencadeia danos celulares levando a desidratacao e a perda
de turgor nas células induzidas por solutos externos (IMADA et al., 2009; VICENTE et al.,
2004; D’SOUZA & DEVERAJ, 2010).

Adicionalmente o estresse salino possui um segundo componente, o ibnico, que
envolve a interferéncia dos ions salinos na absor¢éo, distribuicdo e utilizacdo dos nutrientes
minerais, acarretando distarbios na homeostase iénica celular (MAATHIUS et al., 1996;
ZHU, 2003; SHABALA & CUIN, 2008; SHABALA, 2009). Estas alteracOes afetam a
atividade de enzimas que atuam em processos metabolicos fundamentais como a sintese de
proteinas, a respiracdo e a fotossintese (ELLOUZI et al., 2011; SHABALA et al., 2012).

Uma estratégia para garantir a manutencdo da homeostase hidrica é o ajustamento
osmatico, ou osmorregulacdo, que consiste na sintese e acumulacdo de solutos organicos
compativeis no citosol (ASHRAF & HARRIS, 2004; BUCHANAN et al., 2009) e na
absorcdo de ions inorganicos que sdo compartimentalizados, ou sequestrados nos vacuolos,
fazendo assim com gue haja um aumento na concentracdo de solutos na célula. Desta forma,
esse mecanismo permite a reducdo no potencial osmético e aumento no potencial de
turgescéncia da célula, garantindo a absorcéo de dgua e a manutencdo do crescimento celular
(SILVEIRA et al., 2010). Assim, a homeostase hidrica depende da contribuigdo relativa de
diferentes solutos inorganicos e organicos (OUESLATI et al., 2010).

Solutos organicos, mais especificamente os osmalitos compativeis, ou osmoprotetores
sdo sintetizados em condi¢bes de estresse hidrico e salino, auxiliando no ajustamento
osmatico, na protecdo subcelular e na reducdo de danos oxidativos (BUCHANAN et al.,
2002). Os osmoprotetores mais comumente estudados e que contribuem na osmoregulacéo em
diferentes espécies sdo os aclcares redutores (D’SOUZA & DEVARAJ, 2010) e ndo
redutores (JENCI & NATARAJAN, 2009), os compostos quaternarios de amodnio como a
glicina-betaina (KHOLOVA et al., 2010), as proteinas (OLIVEIRA et al., 2014), e a prolina
(VICENTE et al., 2004; KOSKEROSGLU & TUNA, 2010). Dentre os solutos inorganicos, e
em algumas espécies, foi evidenciado que o acimulo de ions, tais como Na*, K™ e CI,
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também favoreceram o ajustamento osmotico (KHOLOVA et al., 2010; MELONI et al, 2008;
SONG et al., 2006). Entretanto, segundo Ashraf & Harris (2004), as contribuicOes relativas
desses elementos variam entre as espécies, entre as cultivares de uma mesma espécie, entre
Orgaos e tecidos de uma mesma planta e até entre diferentes compartimentos de uma célula.

Nesse contexto, o acumulo e a distribuicdo de ions, bem como a contribuicdo ao
ajustamento osmdtico, no estabelecimento e na produtividade de plantas cultivadas em
resposta aos estresses salino e hidrico vem sendo largamente estudados (BOYER, 1982;
SERRAJ & SINCLAIR, 2002; VIEGAS et al., 2004; SOUZA et al., 2011). Contudo, em
algumas espécies, como é o caso do Carthamus tinctorius L., ndo existem trabalhos
relacionados a contribui¢do de solutos orgénicos e inorganicos no ajustamento osmotico, sob
estresse salino e hidrico.

O cartamo (Carthamus tinctorius L.) é cultivada em regibes semiaridas da Asia,
México, Ird e América do Norte (KNOWLES, 1989; GOLKAR et al., 2010). Uma planta
economicamente importante dentre as oleaginosas, devido ao elevado teor de dleo (32 a 40%)
com 70 % de acido linoléico e 30% de acido oléico, ideais para a producdo de biodiesel
(VIVAS, 2002; OPLINGER et al., 2010). E resistente & condicdo salina (BASSIL &
KAFFKA, 2002) e ao estresse hidrico (BASSIRI, 1977). Tem baixo custo de producdo, e
menores necessidades de dgua e de nutrientes, tornando-se um recurso viavel aos agricultores
como uma planta alternativa em areas de cultivo (COSGE & KAYA, 2008).

Diante do exposto, faz-se necessario o estudo de mecanismos de tolerancia das plantas
de cartamo a salinidade e a seca, visando uma posterior introducdo da referida espécie, como
forma econémica viavel do seu cultivo em regides semiaridas e aridas. Nesse contexto, este
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos dos estresses salino e déficit hidrico no
Carthamus tinctorius L. relacionados a uma possivel contribui¢cdo de solutos organicos e

inorganicos no ajustamento osmotico da espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizaco da Area Experimental

O experimento foi conduzido na casa de vegetagcdo do Laboratério de Biotecnologia
Vegetal, localizado no Departamento de Biologia Celular e Genética, no Centro de
Biociéncias, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN, Natal/RN (5°47° de
latitude ao sul; 35°12° de longitude a oeste e altitude de 30,9 m).

2.2 Material Vegetal e Condicbes Experimentais

Sementes de cartamo, adquiridas de uma loja de alimentagcdo para passaros, foram
selecionadas e colocadas para germinar em sistema de rolo de papel toalha do tipo
Germitest®, conforme descrito por Dantas et al. (2011), em sala de crescimento com
temperatura média de 25°C no escuro durante 5 dias. Apds a germinacéo, as plantulas foram
transferidas para o sistema hidroponico na casa de vegetacdo. As plantulas foram fixadas em
vasos plasticos contendo solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) com % de forca e pH
ajustado para 6,0. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo sob temperatura de
30+5°C e umidade relativa do ar de 40+£10%, por um periodo de aclimatagédo de 30 dias.

Ap6s 30 dias de aclimatacéo, as plantas de cartamo foram submetidas aos tratamentos,
que foram distribuidos em solugbes nutritivas Hoagland & Arnon com maodificagdes,
constituidos de: controle (C), sal moderado (50 mM de NaCl), sal severo (100 mM de NaCl),
PEG moderado (-0,25 MPa) e PEG severo (-0,50 MPa), onde permaneceram nos estresses por
um periodo de 48 horas. Apds esse periodo de estresse, as plantas foram coletadas e
armazenadas no freezer a -80°C como também na estufa, para a realizacdo das analises dos

solutos inorganicos e organicos.

2.3 Determinacéo dos Solutos Inorgéanicos

2.3.1 Na*, K" e Relagdo Na*/K*

As determinacbes das concentracdes de sodio e potassio foram realizadas segundo
Silva et at. (2009). Os solutos inorganicos foram obtidos a partir da massa seca de folhas e
raizes das plantas de cartamo. A extracao foi feita utilizando 25 mg do tecido vegetal (folhas e

raizes) para 5 mL de &gua deionizada em banho-maria a 100 °C por 1 hora. O extrato obtido
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foi centrifugado e seu sobrenadante foi analisado em fotdmetro de chama (Micronal B462)
para determinacéo dos contetidos de Na* e K. A relagdo Na'/K* também foi determinada.

2.4 Determinacédo dos Solutos Organicos
2.4.1 Aclcares Soluveis Totais (AST)

O extrato foi obtido a partir da massa seca de folhas e raizes das plantas, utilizando 50
mg da massa seca para 5 mL de agua destilada, em tubos hermeticamente fechados e
aquecidos em banho-maria a 100 °C por 1 hora. A solucdo liquida restante no frasco foi
filtrada e armazenada a -20°C em freezer para posterior dosagem de osmorreguladores. A
concentragdo de AST foi realizada pelo método de “fenol-sulfurico” descrito por Dubois et al.
(1956). Aliquotas de 100 pL. da amostra foram adicionadas a tubos de ensaio, completados
com 400 pL de 4gua destilada, acrescido de 500 pL de Fenol a 5% e agitados em vortex. Para
iniciar a reagdo, foi adicionado de uma unica vez e no centro do tubo, 2500 puL de H,SO4
concentrado. Logo apo6s, os tubos foram agitados em vortex, para usar o calor da reacdo para
uma melhor homogeneizacdo. Posteriormente os tubos permaneceram por 20 minutos em

temperatura ambiente para leitura em espectrofotdmetro a 490 nm de absorbancia.

2.4.2 Proteinas Sollveis Totais (PST)

Para extracdo de PST foi utilizado 1g da massa fresca de folhas e raizes das plantas. O
material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido com o auxilio de gral e pistilo. Em
seguida, foram adicionados 3,0 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 + EDTA 1
mM. O extrato foi entdo colocado em eppendorfs e centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos
em centrifuga refrigerada. Por fim, o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi
armazenado em freezer a -80 °C. A concentracdo de PST foi determinada segundo a
metodologia de Bradford (1976). Aliquotas das amostras de raizes e das folhas foram
colocadas em tubos de ensaio de vidro, acrescidos do reagente de Bradford. A proporcéo de
volume para a quantificacdo foi de 100 pL do extrato + 2,5 mL do reagente de Bradford. Em
seguida a solucdo foi agitada manualmente e delicadamente para evitar a desnaturacao de

proteinas e realizou-se leitura em espectrofotdmetro a 595 nm de absorbéancia.

2.4.3 Aminoécidos Livres Totais (AALT)

O extrato foi obtido a partir da massa seca de folhas e raizes das plantas, utilizando 50

mg da massa seca para 5 mL de agua destilada, em tubos hermeticamente fechados e
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aquecidos em banho-maria a 100 °C por 1 hora. A solucdo liquida restante no frasco foi
filtrada e armazenada a -20 °C em freezer para posterior dosagem de osmorreguladores. A
concentracdo de AALT foi determinada segundo o método descrito por Peoples et al. (1989)
com algumas modificagdes. Aliquotas de 100 puL do extrato foram colocadas em tubos de
ensaio acrescidas de 400 pL de agua destilada. Em seguida foram adicionados 250 pL de
solucdo de Tampao Citrato a 200 mM (pH = 5,0) e 250 pL de reagente de ninhidrina (0,1
mmol L™ de KCN e 5% de ninhidrina em methoxy etanol). Os tubos foram hermeticamente
fechados, agitados em vortex e levados ao banho-maria a 100 °C por 15 minutos. Logo apds, a
reacdo da solugdo foi interrompida imediatamente com banho de gelo. Por fim, foram
adicionados a solucdo 1,5 mL de Etanol a 50% (v/v). Apo6s nova agitagdo em vartex, os tubos
permaneceram por 20 minutos em temperatura ambiente para posterior leitura em

espectrofotdbmetro a 570 nm de absorbancia.

2.4.4 Prolina (PRO)

O extrato foi obtido a partir da massa seca de folhas e raizes das plantas, utilizando 50
mg da massa seca para 5 mL de agua destilada, em tubos hermeticamente fechados e
aquecidos em banho-maria a 100 °C por 1 hora. A solucdo liquida restante no frasco foi
filtrada e armazenada a -20 °C em freezer para posterior dosagem de osmorreguladores. A
concentracdo de Prolina foi determinada segundo metodologia descrita por Bates (1973). Em
tubos de ensaio foram colocadas aliquotas de 1 mL do extrato obtido e adicionado 1 mL do
reagente de ninhidrina &cida (1 g de ninhidrina + 24 mL de acido acético glacial 98% + 16 mL
acido fosfdrico 6 M), mais 1 mL de &acido acético glacial (98%). Ap6s homogeneizagdo 0s
tubos foram hermeticamente fechados, agitados em vortex e levados ao banho-maria por 1
hora a 100 °C. Logo ap6s, a reacdo foi interrompida imediatamente com banho de gelo. Em
seguida, foram adicionados a solucdo 2 mL de Tolueno (97%) e os tubos foram agitados em
vortex por 20 segundos. Apds estabilizacdo, duas fases foram formadas, sendo a fase aquosa
superior formada pelo Tolueno + Cromoforo de coloracdo avermelhada. Esta foi recuperada e

submetida a leitura em espectrofotdbmetro a 520 nm de absorbancia.
2.4.5 Glicina-Betaina (GB)

O extrato foi obtido a partir da massa seca de folhas e raizes das plantas, utilizando 25
mg da massa seca para 2 mL de agua destilada, em eppendorfs e agitados no shacker por 4

horas a 25 °C. Apo0s, foram centrifugadas e o sobrenadante foi coleta e armazenado para
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posterior dosagem de osmorregulador. Os compostos quaternarios de amoénio (CQA) foram
mensurados como equivalentes a GB de acordo com Grieve & Grattan (1983). Para
quantificacdo, 250 pL de extrato + 250 uL de H,SO,4 2N foram colocadas em eppendorfs no
banho de gelo por 1h. Em seguida foi adicionado 200 pL de reagente (KI-12) e as amostras
foram mantidas a 4°C por 16 h. Em seguida, os tubos serdo centrifugados a 10.000 x g por 15
min a 0 °C, fazendo 2 lavagens com H,SO4 1N. O sobrenadante foi cuidadosamente aspirado
e os cristais foram dissolvidos em 1,2-dicloroetano e misturados vigorosamente. Apds 2 h de

repouso, as absorbancias foram mensuradas a 365 nm.

2.5 Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

O delineamento experimental foi o delineamento inteiramente casualizado (DIC),
constituido de cinco tratamentos: controle; sal 1 (50 mM de NacCl); sal 2 (100 mM de NaCl);
PEG 1 (-0,25 MPa) e PEG 2 (-0,50 MPa), com 5 repeticdes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e nos casos de significancia procedeu-se o teste de Tukey ao

nivel de 0,05 de probabilidade, com auxilio do software SISVAR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Conteldo de Na*, K* e Relagdo Na*/K"

O estresse salino e déficit hidrico influenciaram significativamente o contetudo de
potassio (K"), o contetido de sédio (Na*) e a relagdo sodio/potassio (Na*/K*) nas folhas e nas

raizes de Carthamus tinctorius L. (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo de analise de variancia das variaveis contetdo de sodio (Na*) em folhas e raizes, contetido de
potassio (K*) em folhas e raizes e relagio sodio/potassio (Na*/K") em folhas e raizes de Carthamus tinctorius L.
sob condigdes de estresse salino e déficit hidrico.

Fontes de Quadro Médio

variagéo GL —NaFolna Na'Raiz K*Folha K'Raiz  Na'/K'Folha Na'/K'Raiz

Tratamentos 4 135,62 74,997 441833~ 850,77  12807,28" 38,96

Erro 20 1,28 4,14 94,59 47,82 36,57 0,47
CV (%) 28,20 25,10 9,73 26,07 8,82 17,04
Média 4,01 8,10 99,91 26,52 68,57 4,05

™ significativo a 1%; ~ significativo a 5%; ™ ndo significativo a 5%; CV- coeficiente de variagao.

O contetdo de Na* nas folhas teve aumento significativo conforme o aumento da
concentracdo de NaCl. Na concentracéo de sal moderado (50 mM de NaCl) o aumento de Na*
nas folhas foi de 1 vez, e no estresse salino severo (100 mM de NaCl) o aumento foi de 8,4
vezes em relacdo ao controle. Quando submetido ao déficit hidrico (moderado e severo) o
contetido de Na" nas folhas ndo foi alterado (Grafico 1A). O contetdo de Na* nas raizes de
cartamo obteve um aumento de 1,1 e 0,3 vezes para as concentracdes de 50 e 100 mM de
NaCl respectivamente. Quando tratadas com PEG 6000, as raizes ndo tiveram alteragdes
significativas no contetido de Na* em relagio ao controle (Grafico 1B). O contetido de Na*
nas folhas e nas raizes das plantas de cartamo aumentaram apenas quando submetido ao
estresse salino. Isso sugere que C. tinctorius sob estresse salino, ndo possui mecanismos
efetivos de exclusdo de Na" apds sua absor¢do mediante o antiporte Na*/H* no plasmalema
das células radiculares, nem tampouco mecanismos que evitem o transporte desse cation para
as folhas. Esses resultados corroboram com Soheilikhah et al. (2013), que observaram em 5
gendtipos de Cartharmus tinctorius L. sob cultivo in vitro, 0 aumento da concentracio de Na*
e diminuicio do teor de K" quando submetidos a diferentes concentragdes de NaCl.
Resultados semelhantes também foram encontrados em Jatropha curcas L. (CUNHA, 2009) e
Cnidoscolus phyllacanthus (OLIVEIRA et al., 2014).

Nas folhas de cartamo, o teor de K* foi maior nas plantas tratadas com PEG 6000 que
nas plantas tratadas com NaCl. Em relagcdo ao controle, as folhas das plantas tratadas com

NaCl apresentou decréscimo de 0,2 no teor de K* para o estresse salino moderado e severo
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Grafico 1. Contetdo de sodio (Na*) em folhas - A e raizes - B, contetido de potassio (K*) em folhas - C e raizes
— D e relagio sodio/potassio (Na'/K*) em folhas — E e raizes - F de Carthamus tinctorius L. submetido aos
tratamentos: controle, NaCl 50 e 100 mM (sal 1 e 2, respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa (PEG 1 e 2,
respectivamente). * Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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respectivamente. Ja nas plantas tratadas com PEG 6000 houve um aumento de 0,3 e 0,6 vezes
no teor de K'para o déficit hidrico moderado e severo respectivamente, em relagdo ao
controle (Grafico 1C). Nas raizes, observou-se que o teor de K* diminuiu para ambos os
estresses em relacdo ao controle. O percentual de diminuicdo foi em torno de 0,6 vezes para
os tratamentos com NaCl e 0,6 e 0,2 vezes o déficit hidrico moderado e severo
respectivamente (Gréafico 1D). Os distirbios metabolicos gerados pelo acimulo de Na* na
célula sdo, em parte, resultantes da competicdo com o K* pelos sitios ativos das enzimas
(BLUMWALD, 2000) e ribossomos (TESTER & DAVENPORT, 2003). Em cartamo, a
reducdo de K quando submetido ao estresse salino, pode ser atribuida a maior competicio
entre 0 Na* e o K™ pelos sitios de absor¢do. A manutencdo e/ou acimulo de K* observado nas
folhas de cartamo submetida ao estresse hidrico pode indicar efeitos benéficos no status
hidrico, induzido ao menos em parte, por reducdes no potencial osmotico celular. Resultados
reforcando a importancia do K* no ajustamento osmoético foram observados em Vitis vinifera
(PATAKAS et al.,, 2002), Anacardium occidentale L. (MORAIS et al., 2007), Jatropha
curcas L. (CUNHA, 2009) e Cnidoscolus phyllacanthus (OLIVEIRA et al., 2014).

A relagdo sodio/potassio (Na'/K") das plantas de céartamo tratadas com NaCl
apresentou aumento significativo quando submetida ao estresse salino. Nas folhas, o aumento
da relagdo Na'/K" foi proporcional ao aumento da concentracéo de sal, de 2,7 vezes para as
plantas submetidas a 50 mM de NaCl e de 5 vezes para as plantas submetidas a 100 mM de
NaCl, em relacdo ao controle. Quando submetidas aos tratamentos com PEG 6000, a relacdo
Na'/K" n&o diferiu do controle (Grafico 1E). Nas raizes, observou-se aumento significativo na
relacdo Na'/K" sob estresse salino, com 3,4 vezes para o estresse salino moderado (50 mM) e
de quase 3 vezes para o estresse salino severo (100 mM), em relagdo ao controle. Ja nas raizes
tratadas com PEG 6000, nio houve grande variacdes na relacdo Na'/K* em relagdo ao
controle (Grafico 1F). Segundo Greenway & Munns (1980), uma relacido Na'/K'igual ou
menor que 0,6 é necessaria para a manutencao da eficiéncia do metabolismo em plantas néo-
halofitas. No presente trabalho, foi observado um aumento da relacdo de Na‘'/K*acima de 0,6
nas folhas e raizes das plantas de cartamo quando submetidas a concentracdes de 50 e 100
mM de NaCl. Na concentracdo salina severa, constatou-se o aparecimento de sintomas de
clorose nas bordas das folhas das plantas, além de necrose. Os aparentes sintomas de toxidez
salina provavelmente foram devido aos elevados teores de Na' no tecido das plantas,
sugerindo que esse acumulo superou a capacidade de acumulacdo desse cation no vacuolo. O

seqiestro de Na* para o vactolo é um mecanismo de defesa que atua protegendo o citosol
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contra o excesso do ion, permitindo que as atividades metabdlicas da célula ocorram dentro da
normalidade (MUNNS & TESTER, 2008). Resultados semelhantes foram observados em
Jatropha curcas L. (CUNHA, 2009) e Cnidoscolus phyllacanthus (OLIVEIRA et al., 2014).

3.2 Conteudo de Solutos Orgéanicos

Em Carthamus tinctorius L., o0s estresses salino e hidrico influenciaram
significativamente o contetdo de acglcares sollveis totais (AST), proteina sollveis totais
(PST), aminoéacidos livres totais (AALT), contetdo de prolina (PRO) e glicina-betaina (GB)

nas folhas e raizes (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo de analise de varidncia das variaveis Aglcares Sollveis Totais (AST), Proteinas Sollveis
Totais (PST), Aminoacidos Livres Totais (AALT), Prolina (PRO) e Glicina Betaina (GB) em folhas e raizes de
Carthamus tinctorius L. sob condicdes de estresse salino e déficit hidrico.

Fontes de L Quadro Médio
variacéo AST Folha AST Raiz PST Folha PST Raiz AALT Folha AALT Raiz
Tratamentos 4 884,817 20,29™ 77,27 3,97 1647,34** 15,64**
Erro 20 121,75 22,01 14,97 0,15 107,06 2,21
CV (%) 21,84 15,98 12,72 21,93 40,97 28,12
Média 50,51 29,35 30,43 1,80 25,25 5,29
Fontes de Quadro Médio
variacdo PRO Folha PRO Raiz GB Folha GB Raiz
Tratamentos 4 3,20%* 0,0007ns  82,43" 6269,07"
Erro 20 0,11 0,0200 0,33 33,73
CV (%) 32,00 36,57 16,10 33,43
Média 1,06 0,0865 3,58 17,37

“ significativo a 1%:; ~ significativo a 5%; ™ n&o significativo a 5%; CV- coeficiente de variacéo.

O estresse salino e déficit hidrico provocaram um aumento significativo no conteddo
de acUcares soluveis totais (AST) apenas nas folhas de plantas de cartamo (Grafico 2A-B).
Contudo, tal efeito foi mais pronunciado em presenca de PEG 6000. As plantas, quando
submetidas ao estresse salino, observou-se nas folhas, um aumento dos AST de 0,2 vezes para
o0 tratamento severo (100 mM de NaCl) em relacdo ao controle. E quando submetidas ao
déficit hidrico, o aumento do conteddo de AST foi de 0,8 vezes para o estresse moderado e
0,7 vezes para 0 estresse severo, em relacdo ao controle (Grafico 2A). Nas raizes, o contetido
de AST ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos estudados (Grafico 2B). Os
acucares contribuem em cerca de 50% ou mais para o potencial osmotico total sob estresses
abioticos (ASHRAF & HARRIS, 2004), além de prevenir contra a desidratacdo e serem fonte
de energia para celulas ativas sob condicOes de estresse (ELAVUMOOTTIL et al., 2003). Em
cartamo, sobretudo na presenca de PEG 6000, € possivel que o aumento dos AST observado
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nas folhas possa estar relacionado & osmorregulagdo e/ou a uma maior degradacdo de amido
e/ou um menor consumo desses aclcares pelos tecidos foliares. De acordo com Munns &
Weir (1981) a acumulacéo de acUcares tais como frutose e sacarose, que fazem parte do pool
de AST, pode estar relacionada a uma menor utilizacdo desses carboidratos quando o
crescimento é inibido ou reduzido, ou ainda a uma inibicdo da atividade enzimética da
sacarose sintase ou invertase (STURM & TANG, 1999).
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Gréfico 2. Contetdo de acUcares sollveis totais (AST) em folhas - A e raizes - B de Carthamus tinctorius L.
submetido aos tratamentos: controle, NaCl 50 e 100 mM (Sal 1 e 2, respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa
(PEG 1 e 2, respectivamente). * Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade. *
Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O conteudo de proteinas sollveis totais (PST), comparando-se o0s dois 06rgdos
analisados (folhas e raizes) e independentemente da auséncia ou presenca dos tratamentos
com NaCl e PEG, foi maior nas folhas, e mais expressivo quando as plantas foram cultivadas
em presenca de PEG 6000. Nas folhas, esse aumentou foi de 0,1 vez na concentracdo de sal
severo (100 mM) e quando submetidas ao déficit hidrico o aumento foi de 0,2 e 0,3 vezes para
0s estresses moderado e severo respectivamente, em relacdo ao controle (Gréafico 3A). Nas
raizes, o aumento no contetdo de PST foi de 0,1 e 0,2 vezes para o estresse salino (moderado
e severo) respectivamente. E quando submetidas aos tratamentos com PEG 6000, observou-se
um decréscimo de 0,8 vezes do contetdo de PST no déficit hidrico moderado (-0,25 MPa),
enquanto que na concentragdo severa (-0,50 MPa) observou-se um aumento de 0,6 vezes do
conteddo de PST em relacdo ao controle (Gréafico 3B). A salinidade e a seca podem estimular
a sintese de proteinas sollveis que participam do ajustamento osmotico (KOYRO, 2006) e da

manutencdo da estrutura de outras proteinas. Esses dados mostram que os estresses salino e
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hidrico estimularam a sintese de proteinas nas folhas e nas raizes sendo de forma mais intensa
nas folhas. Embora seja frequente a diminuicdo no teor de proteinas solUveis totais nas plantas
submetidas a salinidade em consequéncia da diminuicéo da sintese proteica ou pelo aumento
da protedlise (PARIDA & DAS, 2005), sabe-se que muitas plantas tem a sintese proteica
estimulada quando submetidas as condi¢Oes de salinidade (SEN et al., 2002) e seca. Pode
ocorrer um aumento da sintese de uma ampla variedade de proteinas em resposta aos estresses
salino e hidrico, as quais podem atuar na estabilizacdo das membranas celulares e na
sinalizacdo de resposta ao estresse salino e déficit hidrico (TESTER & DAVENPORT, 2003).
Resultados semelhantes foram observados em Carthamus tinctorius L. sob estresse salino e
hidrico (LIMA-MELO, 2011), e em Sorghum bicolor L. (OLIVEIRA et al., 2006) e
Cnidoscolus phyllacanthus (OLIVEIRA, 2012) sob estresse salino.
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Gréfico 3. Conteido de proteinas solGveis totais (PST) em folhas - A e raizes — B de Carthamus tinctorius L.
submetido aos tratamentos: controle, NaCl 50 e 100 mM (sal 1 e 2, respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa
(PEG 1 e 2, respectivamente). * Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade

Os teores de aminoacidos livres totais (AALT) independente da auséncia ou presenca
dos agentes estressores NaCl e PEG, foram bem maiores nas folhas que nas raizes e mais
pronunciados em presenca de PEG 6000. O teor de AALT nas folhas tratadas com NaCl n&o
diferiu do controle. Quando tratadas com PEG 6000, a concentracdo de AALT teve um
aumento significativo de 0,5 vezes para o deficit hidrico moderado (-0,25 MPa) e de 2,6 vezes
para o déficit hidrico severo (-0,5 MPa) (Grafico 4A). Nas raizes, o teor de AALT sob
estresse salino ndo diferiram estatisticamente do controle. Quando tratadas com PEG 6000, o
teor de AALT teve um aumento significativo, de 0,2 vezes para o déficit hidrico moderado (-
0,25 MPa), e quando tratada com o déficit hidrico severo (-0,5 MPa) o aumento foi de 0,8
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vezes em relacdo ao controle (Gréafico 4B). Os AALT se acumulam nos tecidos seja por
ativacdo de suas vias de sintese (anabolismo) e/ou pelo processo de ativacdo do catabolismo
de proteinas, provavelmente devido a protedlise, o que € comum em plantas cultivadas sob
estresses ambientais (LUTTS et al., 1996; LUTTS et al., 1999; VIEGAS & SILVEIRA, 1999;
ROCHA, 2003; SILVEIRA et al., 2003). No caso do cartamo e relacionando os dados de
AALT com os de PST, provavelmente o aumento das concentracGes de AALT é uma resposta
fisioldgica da planta como tentativa de ajustamento osmético, devido a ativacdo de vias de
sintese de aminoacidos (anabolismo) uma vez que as PST ndo diminuiram em ambos 0rgaos
das plantas quando submetidas aos estresses salino e hidrico. Resultados semelhantes foram
observados em Carthamus tinctorius L. (LIMA-MELO, 2011). O aumento significativo da
concentracdo de AALT em condicdo de déficit hidrico também foram relatados em
experimentos de Abdel-Nasser & Abdel-Aal (2002) com folhas de Carthamus mareoticus L..
Ja 0 aumento do teor de AALT sob condigcdes de estresse salino foram observados em
Helianthus annuus L. (RADY et al., 2011 e BEZERRA, 2011).

A B
Folha Raiz
60 - 60 -
a
[7p] wn
Z 40 Z 40
= =
g b g
= =
- 1 b b — -
Z:EZO b :E(ZO .
IEN . o om o m
0 - i i i i 0__----L

Controle  Sal 1 Sal2 PEG1 PEG2 Controle  Sal 1 Sal 2 PEG1 PEG2

Gréfico 4. Conteido de aminoacidos livres totais (AALT) em folhas - A e raizes - B de Carthamus tinctorius L.
submetido aos tratamentos: controle, NaCl 50 e 100 mM (sal 1 e 2, respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa
(PEG 1 e 2, respectivamente). * Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O aumento no contetdo de prolina (PRO) foi significativo quando as plantas de
cartamo foram cultivadas apenas na presenca de PEG 6000. Nas folhas das plantas tratadas
com PEG 6000, observou-se um aumento no conteldo de PRO de 3,8 e 1,8 vezes para 0
déficit hidrico (-0,25 e -0,50 MPa) respectivamente, em relacdo ao controle (Grafico 5A). Nas
raizes, o0s estresses simulados com NaCl e PEG 6000 ndo foram significativos
estatisticamente (Grafico 5B). Em condi¢bes de estresse salino e hidrico, as respostas
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bioquimicas relacionadas as vias metabdlicas e compostos nitrogenados sdo bastante
complexas. A PRO tende a se acumular nos tecidos vegetais sob estresse hidrico (FERREIRA
et al., 2002). E interessante destacar que entre os N-aminossolGveis que se acumulam em
resposta ao estresse osmatico, a prolina € indiscutivelmente a mais relatada (FERREIRA et
al., 2002). Em cartamo, o aumento da PRO pode ser devido a um ajustamento osmético,
considerando que ndo houve proteolise, mas houve um aumento no contetudo de AALT e do
referido aminoacido nas folhas. Estudos em Anacardium occidentale L. (SILVEIRA et al.,
2012), Reaumuria vermiculata L. (GORAI & NEFFATI, 2011) e Zea mays
(KOSKEROSGLU & TUNA, 2010) tém demonstrado que a acumulacdo de prolina esta
relacionada a resisténcia a estresses abidticos, o que indica que esse soluto tem papel na

osmoprotecao.
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Gréfico 5. Contetdo de prolina (PRO) em folhas — A e raizes - B de Carthamus tinctorius L. submetido aos
tratamentos: controle, NaCl 50 e 100 mM (sal 1 e 2, respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa (PEG 1 e 2,
respectivamente). * Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com relacdo ao contetdo de glicina-betaina (GB) nas plantas de cartamo, observou-se
um aumento significativo em relacdo aos demais tratamentos, em folhas e raizes, apenas
guando as mesmas foram cultivadas em presenca de PEG 6000. Em relacdo ao controle, o
aumento de GB foi de 1 vez para as folhas das plantas tratadas com déficit hidrico moderado
(-0,25 MPa) e de 6,1 vezes para as folhas tratadas com o déficit hidrico severo (-0,5 MPa)
(Grafico 6A). Ja nas raizes, sob estresse salino severo, 0 aumento no conteudo de GB foi de
1,7 vezes em relacdo ao controle. E sob déficit hidrico, o conteudo de GB teve um aumento de
quase 80 vezes para as raizes tratadas com estresse severo (-0,5 MPa) (Grafico 6B). A glicina
betaina age como estabilizador osmdtico e ajuda na protecdo de macromoléculas sob
desidratacédo, sendo considerado um excelente osmoprotetor (HASSINE et al, 2008), além de

estar associada a compartimentos celulares, na protecdo de proteinas e na estabilizacdo das
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membranas (SAKAMOTO & MURATA, 2000). O acumulo desses compostos nos 6rgdos das
plantas diminui o potencial hidrico, 0o que aumenta a capacidade de absorcdo de agua das
plantas e atenua os efeitos do déficit hidrico no contetdo relativo de 4gua da planta (PAGTER
et al., 2005). O fato da GB se acumular em folhas e raizes de cartamo quando submetidos a
seca, pode estar associado a uma forma de diminuicdo do potencial hidrico para absor¢éo de
agua, exercendo seu papel protetor, e/ou a um osmorregulador, ja que a GB é conhecido por
se acumular em resposta aos estresses em plantas como: Beta vulgaris, Spinacia oleracea,
Hordeum vulgare, Triticum aestivum, Sorghum bicolor, Lablab purpureus e Excoecaria
agallocha (WEIMBERG et al., 1984; FALLON & PHILLIPS, 1989; MCCUE & HANSON,
1990; RHODES & HANSON, 1993; YANG et al., 2003; D’SOUZA & DEVARAJ 2010;
JENCI & NATARAJAN, 2009).
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Gréfico 6. Conteldo de glicina-betaina (GB) em folhas — A e raizes — B de Carthamus tinctorius L. submetido
aos tratamentos: controle, NaCl 50 e 100 mM (sal 1 e 2, respectivamente) e PEG -0,25 e -0,50 MPa (PEG 1 e 2,
respectivamente). * Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 CONCLUSOES

Carthamus tinctorius L. responde de forma diferenciada aos efeitos da salinidade (50 e
100 mM de NaCl) e do deficit hidrico (-0,25 e 0,50 MPa) quanto ao acumulo de solutos
inorganicos e organicos.

Os solutos inorganicos foram acumulados nas plantas. O estresse salino aumentou o
contetido de Na* nas folhas e raizes, provocando toxidez nas plantas, ja que a relagdo Na*/K”
foi maior que 0,6. O acumulo de K" sob déficit hidrico pode indicar efeito benéfico nas
folhas.

O déficit hidrico provocou acumulo de solutos orgénicos nas plantas de cartamo,
obtendo melhor resposta em relacdo aos demais tratamentos. As folhas acumularam AST,
PST, AALT, PRO e GB e as raizes acumularam PST, AALT e GB. Tais efeitos, evidenciam
um possivel ajustamento osmético. Quando tratadas com NaCl, as plantas mantiveram o
contetido de solutos organicos em relagao ao controle.

Os efeitos dos solutos organicos e inorgénicos em plantas de cartamo foi avaliado e a

resposta das plantas é tratamento e dose dependente.
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CAPITULO IV

EXPRESSAO DOS GENES P5CS, PSCR E BADH EM Carthamus tinctorius L. SUBMETIDO
AOS ESTRESSES SALINO E DEFICIT HIDRICO
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RESUMO

BEZERRA, Lisiane Lucena. Expressdo dos genes P5CS, P5SCR E BADH em cartamo
(Carthamus tinctorius L.) submetido ao estresse salino e déficit hidrico. 2015. 99f. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossoré-RN, 2015.

Carthamus tinctorius L. € uma oleaginosa economicamente importante que apresenta baixos
custos de producdo, resisténcia ao sal e a seca, boa adaptacdo as regifes aridas e € uma
especie promissora para a producdo de biodiesel. Neste trabalho estudou-se a expressdo de
genes envolvidos diretamente na resposta ao estresse salino e déficit hidrico em C. tintorius.
Os ensaios semi-quantitativo de RT-PCR foram realizados com P5CR, P5CS e BADH, os
genes de sintese de prolina e glicina-betaina, conhecidos como marcadores bem estabelecidos
do estresse salino e hidrico. A expressao dos genes foi estudada a partir de RNA total (25
amostras) extraida e reversamente transcrito a partir de folhas e raizes das plantas expostas ao
estresse salino e déficit hidrico simulado por cloreto de sodio (NaCl) e polietilenoglicol (PEG
6000) nas solugdes (controle; 50 mM de NaCl; 100 mM de NaCl; --0,25Mpa de PEG 6000 e -
0,50 MPa de PEG 6000). C. tinctorius responde de forma diferenciada quanto a expressdo dos
genes P5CS, P5CR e BADH sob efeitos da salinidade (50 e 100 mM de NaCl) e do déficit
hidrico simulado pelo PEG 6000 (-0,25 e -0,50 MPa). O gene P5CS expressou-se apenas nas
folhas de cartamo, e somente sob os estresses severos (50 mM de NaCl e -0,50 MPa de PEG
6000). O gene P5CR expressou-se em todos os tratamentos submetidos, como também nas
folhas e raizes de cartamo. BADH se expressou nas folhas somente sob quando submetidas ao
déficit hidrico. E nas raizes, houve expressdo em ambos estresses (salino e déficit hidrico). A
resposta da expressdo dos genes estudados e envolvidos na sintese da prolina (P5CS e P5CR)
e glicina betaina (BADH) em plantas de cartamo é tratamento e dose dependente.

Palavras-chave: Expressdo génica; via da prolina; via da glicina betaina.
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ABSTRACT

BEZERRA, Lisiane Lucena. Osmotic adjustment indicators in safflower (Carthamus
tinctorius L.) submitted to salt stress and drought. 2015. 99f. Thesis (PhD in
Agronomy/Plant Science) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoroé-
RN, 2015.

Carthamus tinctorius L. is an economically oleaginous crop presenting low production costs,
resistance to salt and drought stress, well adaptation do arid regions and constitutes a
promising candidate for biodiesel production. In this work we have investigated the
expression of genes directly involved in the response to salt and drought in C. tintorius. Semi-
quantitative RT-PCR assays have been carried out with P5SCR, P5CS and BADH, genes from
proline and betaine synthesis and known as well established markers for salt and drought
stress. Gene expression was studied from total RNA (25 samples) extracted and reverse
transcribed from leaves and roots from plants exposed to drought and salt stress mediated by
sodium chloride (NaCl) and polyethylene glycol (PEG 6000) solutions (control; 50 mM NacCl,
100 mM NaCl; -0,25MPa PEG 6000, and -0,50MPa PEG 6000). C. tinctorius presents
different expression of P5CS, P5CR and BADH under the effect of salinity (50 and 100 mM
NaCl) and water deficit simulated by PEG 6000 (-0.25 and -0.50 MPa). The P5CS gene was
expressed only in the leaves of safflower, and only under severe stresses (50 mM NacCl, and -
0.50 MPa) while PSCR gene was expressed in all the subject treatments, as well as in leaves
and roots. BADH has been detected in leaves only under water deficit. In the roots, there was
expression in both stress conditions (salinity and water deficit). The response of expression of
the genes studied and involved in the synthesis of proline in safflower plants is treatement and
dose-dependent.

Keywords: Gene expression; means for proline; via the glycine betaine
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1 INTRODUCAO

Carthamus tinctorius L. é uma planta que apresenta uma boa adaptacdo a regides de
baixa pluviosidade (RASHID et al., 2002) e tolerancia a salinidade (ZHANG & LI, 1993). E
cultivado em diferentes regides aridas e semiaridas do mundo (MAJIDI et al., 2011) podendo
ser uma boa alternativa de cultivo para o semiarido nordestino. O estudo da expressao dos
genes envolvidos com a resisténcia e/ou tolerancia aos estresses salino e déficit hidrico é de
grande importancia para a agricultura, uma vez que melhoria da produtividade vegetal
depende do conhecimento aprofundado. Isto é, da caraterizacdo funcional dos genes
envolvidos nos eventos de resposta das plantas as condicdes de estresse.

Nesse sentido, com o sequenciamento e a disponibilizacdo do gendma de Arabidopsis
thaliana planta modelo para os estudos em fisiologia molecular, muito se produziu nos
ultimos anos. Esses avancos se deram, essencialmente, pela identificacdo de genes envolvidos
na resposta ao estresse e na sua caracterizacdo seja por estudos de expressdo ou pela obtencéo
de mutantes (BARTELS, 2005; MUNNS & TESTER, 2008). Podemos citar, como exemplo,
0s genes DREB1A (KASUGA et al., 1999; LIU et al., 1998); CoMYBIO (VILLALOBOS et
al., 2004); AtALDH3 (SUNKAR et al., 2003); AtHspl17.6 (SUN et al., 2001); A VP1
(GAXIOLA et al., 2001), todos responsaveis pelo aumento da tolerancia ao sal e a seca, e
caracterizados em Arabidopsis.

Além desses genes que respodem ao estresse salino e déficit hidrico, outros foram
caraterizados em funcdo de sua importancia na sintese de compostos organicos denominados
osmoreguladores, que estdo envolvidos no ajustamento osmético em plantas. E o caso dos
genes da via de biossintese da prolina e da glicina betaina, solutos compativeis que sao
acumulados em resposta ao estresse osmatico, sendo considerado essa acumulacdo uma
importante estratégia adaptativa aos estresses salino e hidrico (RHODES & HANSON, 1993).

Os genes marcadores escolhidos fazem parte das vias metabdlicas de dois indicadores
de ajustamento osmotico, a P5CS e a P5CR (1-pirrolina-5-carboxilato redutase) integrantes da
via de sintese da prolina, e a BADH (betaina aldeido desidrogenase) da via de sintese da
glicina betaina.

Em plantas, a prolina é sintetizada a partir do glutamato que é reduzido a glutamato
semi-aldeido pela enzima P5CS (1-pirrolina-5-carboxilato sintetase) e a PSCR (1-pirrolina-5-
carboxilato redutase) em seguida reduz o intermediario P5C (1-pirrolina-5-carboxilato) a
prolina (SZABADOS & SAVOURE, 2010). A glicina-betaina é sintetizada em dois passos, a

partir da colina via betaina-aldeido. Os dois passos sdo catalizados pela CMO (colina
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monooxigenase) e pela BADH (betaina aldeido desidrogenase) (ZHOU et al., 2008).

Como os mecanismos fisiolégicos implicados na tolerancia e/ou susceptibilidade aos
estresses salino e déficit hidrico ainda ndo estdo plenamente compreendidos para C.
tinctorius, este trabalho teve como objetivo observar o comportamento da expressdo dos
genes P5CS e P5CR, enzimas de sintese da prolina e BADH, enzima de sintese da glicina-

betaina, em folhas e raizes submetidas aos estresses salino e déficit hidrico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Sementes de cartamo, adquiridas em loja de alimentacdo para péassaros, foram
colocadas para germinar em sistema de rolo de papel toalha do tipo Germitest®, descrito por
Dantas (2011). Apds 4 dias de germinacdo, as plantulas foram transferidas para o sistema
hidropbnico na casa de vegetagéo, na solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) com %
de forca e pH ajustado para 6,0. Apds 30 dias de aclimatacdo, as plantas de cartamo foram
submetidas aos tratamentos, que foram distribuidos em soluc¢@es nutritivas Hoagland& Arnon
com modifica¢bes. Para extracdo de RNA foram coletadas 25 folhas e 25 raizes de plantas
submetidas aos estresses salino e deficit hidrico nas seguintes condic¢des: controle (C), sal
moderado (50 mM de NacCl), sal severo (100 mM de NaCl), PEG moderado (-0,25 MPa) e
PEG severo (-0,50 MPa), que permaneceram nos tratamentos por um periodo de 48 horas.

Apds esse periodo de estresse, as plantas foram coletadas e armazenadas no freezer a -80°C.

2.2 Escolha dos Primers

A escolha dos primers para a amplificacdo dos genes P5CS, P5CR e BADH, e dos
controles internos para genes constitutivos ACT (Actina) e KASS (Keto acyl-acyl carrier
protein synthase 1l (FADZ2), foi feita a partir de uma busca por homologia de sequéncia em
bancos de dados. Inicialmente realizou-se uma busca utilizando-se do pacote BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar os

genes homologos em Arabidopsisthaliana. Em seguida, uma vez obtidas as sequéncias
correspondentes aos genes de interesse efetuou-se uma busca também no NCBI (National

Center for Biotechnology Information — www.ncbi.nlm.nih.gov) empregando o mesmo

programa para, em banco de cDNA de Carthamustinctorius L., obter as sequéncias de cDNA
correspondentes aos genes de interesse.

Os primersCtACTF (5’ ATCGCTGATTGGAATGGAAGI); CtACTR
(5’GGTGCAACCACCTTGATCTT3"); CtKASSF (5’CACATGCAACATCAACACCA3);
CtKASSR (5’CACCCTCCTCTGGATTTTCA3); CtP5CSF (5
GCGTTAGACGGGATACGGAA3’); CtP5CSR  (5°GTCGCTTCAAATGCCATCCA3’);
CtP5SCRF (5 AGTTGCTGGTGTCAAGTTAAAAGAC?); CtPSCRR
(5’TTCTCATCAGCCTTCCATATCTTAC3); CtBADHF 5
TTATTTGGAGGGGAACGCCC3’; CtBADHR

91


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

(5’ GCTTGACAGAAGCATGGCTG3’)foram escolhidos utilizando o programa PRIMER3
(http://primer3.ut.ee/).

2.3 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA foi feita a partir de 1g de tecido vegetal, seja folha ou raiz,
utilizando-se TRI Reagent® Solution como inibidor de RNAses, segundo o protocolo do
fornecedor (AppliedBiosystems). O material vegetal foi inicialmente pulverizado no
nitrogénio liquido até obter consisténcia em p6. Em seguida, foi transferido para tubos tipo
eppendorfs, adicionado 1 mL de TRI Reagent e incubado por 5 minutos em temperatura
ambiente. Apos, o extrato foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, coletando-se
o0 sobrenadante. Em seguida, adicionou-se 200 pL de cloroférmio com consequente agitacdo
por 15 segundos. Incubou-se por 15 minutos a temperatura ambiente e em seguida o extrato
foi submetido a uma segunda centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. A fase
aquosa foi entdo transferida para novos tubos e adicionou-se 500 pL de isopropanol,
vortexando e incubando por 10 minutos. Centrifugou-se a 13.000 rpm por 8 minutos a 4 °C,
descartando-se o sobrenadante. Ao precitado de RNA obtido, foi adicionado 1 mL de etanol
75% para lavagem e centrifugou-se a 7.500 rpm por 5 minutos. Apds a remocao do etanol
adicionou-se 300 pL de agua livre de RNAse e levou-se o precipitado ao banho-maria a 55 °C
por no maximo 5 minutos para dissolvé-lo. Os RNAs foram armazenados em freezer -80 °C.
A quantificacdo do RNA foi realizada a partir da relacdo de absorbancias 260/280 nm, obtida
em espectrofotdmetro de luz UV (NanoDrop 2000® - ThermoScientific Inc.).

2.4 Preparo dos cDNAs

Para sintese de cada cDNA das 50 amostras (25 folhas e 25 raizes), foi utilizado o
protocolo da Transcriptase Reversa (SuperScript™ 111 Reverse Transcriptase) fornecida pela
(Invitrogen) de acordo com as modificagfes do fabricante. Aliquotas das amostras de RNA de
0,5 pg foram transferidas para microtubos e em seguida adicionadas de 1 pL de Oligo-dT + 1
puL de dNTP, totalizando um volume de 13 pL. As reacdes foram incubadas em banho-maria
a 65°C por 5 minutos e em seguida os tubos foram mantidos em gelo por 1 minuto. Em
seguida, acrescentou-se 4 pL do tampdo de reacdo concentrado 5 vezes (5X First-Strand
Buffer), 1 uL de DTT (0,1 M DTT) 1 puL de RNase OUT™ e 1 pL de SuperScript 11l RT.

Agitou-se suavemente e os tubos foram incubados no banho-maria a 50 °C por 1 hora para a
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obtengdo dos cDNAs totais das amostras. Em seguida a transcriptase reversa foi inativada por
aquecimento a 70 °C por 15 minutos e as reagdes acondicionadas a -20 °C.

2.5 Amplificacdes de PCR

Para a amplificacdo dos cDNAs correspondentes aos genes de interesse, estabeleceu-
se uma reacgé@o de base contendo 1 pL de cDNA, 1 pL de dNTPs, 2,5 puL de tampéo da Taq
DNA Polimerase (Invitrogen — 11615-010), 1 pL de MgCl,, 0,2 pL de Tag DNA Polimerase,
1 pL de cada primer F (forward) R (reverse). As condic¢des de ciclagem no termociclador
seguiram um padrdo geral em que foi efetuada uma desnaturacao inicial a 95 °C seguida de 40
ciclos de 95 °C por 30s, 50 °C por 45s e 75 °C por 1 min. Foi adicionada uma extensao final
de 72 °C por 5 min. Para a PSCR a temperatura de anelamento foi de 55 °C. As reac¢des foram

acondicionadas no congelador a -20 °C para posterior realizacao de eletroforese.
2.6 Eletroferese em Gel de Agarose

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% adicionando-se a
amostra 2 pL do intercalador de bases GelRed 10,000x 41003 (Biotium), 3 pL de tampéo de
depdsito (Blue/Orange 6x LoadingDye G190A, Promega) totalizando 10 uL. A eletroferese
foi feita em equipamento Pharmacia empregando-se 100V por 30 min. Os géis foram

visualizados e fotografados em equipamentos de fotodocumentacdo CLEAVER.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao génica neste trabalho foi estudada a partir de cDNAs obtidos de RNAs
totais em plantas de cartamo submetidas aos estresses salino e deficit hidrico a partir de folhas
e raizes. Os genes marcadores escolhidos fazem parte das vias metabolicas de dois
indicadores de ajustamento osmético, a P5CS (1-pirrolina-5-carboxilato sintetase) e a PSCR
(1-pirrolina-5-carboxilato redutase) integrantes da via de sintese da prolina, e a BADH
(betaina aldeido desidrogenase) da via de sintese da glicina-betaina.

Nas plantas de cartamo, a expressdo do gene P5CS foi diferente nos tratamentos
analisados, como também nas folhas e nas raizes (Figura 1). Quando submetidas ao estresse
salino, a expressdo do gene P5CS nas folhas aumentou conforme o aumento da concentragéo
de NaCl (50 e 100 mM), e quando submetida ao déficit hidrico observou-se um aumento da
expressao do gene P5CS, sendo maior no tratamento PEG 6000 severo (-0,50 MPa). As raizes
ndo apresentaram expressdo do gene P5CS. Esse aumento de expressdo do gene P5CS pode
ser devido a sintese da prolina, uma vez que sob estresse salino e déficit hidrico as plantas
tendem a acumular osmorreguladores, dentre eles a prolina. Adicionalmente, observou-se que
0 padrdo de expressao da P5CS observado neste trabalho € distinto em funcdo dos
tratamentos, concentracOes e orgdos analisados. Estudos em Arabidopsis thaliana mostram
que houve um aumento da expressdo do gene P5CS nas plantas expostas ao estresse hidrico,
salino e tratadas com ABA e que este aumento estid associado ao acumulo de prolina,

reforcando o papel deste aminoacido como osmorregulador (STRIZHQOV et al., 1997).

FOLHA RAIZ
c s, S P, P, C S S, P, P
ACT el Baadl A A A A A

Figura 1: Expressao génica de P5CS em folhas e raizes de cartamo submetidas aos estresses salino (S1, 50 mM
de NaCl; S2, 100 mM de NaCl) e déficit hidrico (P1, -0,25MPa; P2, -0,50MPa) simulado pelo PEG 6000.

A expressdo do gene P5CR (1-pirrolina-5-carboxilato redutase) foi observada nas
folhas e raizes das plantas de cartamo. Nas folhas, quando submetidas ao estresse salino a

expressdo do gene P5CR aumentou em comparagdo ao controle, sendo mais expressivo no
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estresse salino severo (100 Mm de NaCl) (Figura 2). Sob déficit hidrico, observou-se que a
expressdo do gene PSCR nas folhas foi maior apenas quando as plantas foram submetidas ao
tratamento com PEG 6000 moderado (-0,25 MPa). Nas raizes, ndo houve diferenca na
expressao do gene PSCR quando comparadas ao controle. Conforme ja observado para P5CS,
observou-se um aumento que possivelmente esta relacionado ao aumento de sintese das
enzimas de prolina, 0 amino4cido que em determinadas espécies age como osmorregulador.
Trabalhos realizados com a soja, submetida a 400 mM de NaCl, reforcam que a
superexpressdo do gene P5CR estd associado ao aumento da prolina (DELAUNEY &
VERMA, 1990).

FOLHA RAIZ
c S S, P, P, C S S, P, Py

P5CR p—— B W W W e

Figura 2: Expressdo génica de P5CR em folhas e raizes de cartamo submetidas aos estresses salino (S1, 50 mM
de NaCl; S2, 100 mM de NaCl) e déficit hidrico (P1, -0,25MPa; P2, -0,50MPa) simulado pelo PEG 6000.

O acumulo de glicina-betaina esta associado a uma regulacdo positiva da expressdo
dos genes para as enzimas CMO (colina monooxigenase) e BADH (betaina aldeido
desidrogenase) concomitantemente, conduzindo assim um aumento na atividade enzimatica
das mesmas. Em plantas de cartamo observou-se a expressdo do gene BADH tanto nas folhas,
quanto nas raizes. Nas folhas, a expressdao do gene BADH foi maior que o controle apenas
guando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico (-0,25 e -0,50 MPa). Nas raizes,
observou-se que a expressdo do gene BADH foi maior tanto sob o estresse salino (50 e 100
mM de NaCl), quanto sob déficit hidrico (-0,25 e -0,50 MPa). No caso das folhas ter
diminuido a expressdo da BADH sob déficit hidrico severo pode ser devido a planta ja ter
sintetizado a glicina betaina, e se isso aconteceu, provavelmente os genes foram desativados
e/lou degradados apoOs a sintese da glicina betaina. Em cevada observou-se a inducéo e
acumulo de BADH sob salinidade e seca, o que indica uma resposta da planta a alteracdes
osmotica que afetam o conteddo de agua (ISHITANI et al., 1995).
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Figura 3: Expressao génica de BADH em folhas e raizes de cartamo submetidas aos estresses salino (S1, 50 mM
de NaCl; S2, 100 mM de NaCl) e déficit hidrico (P1, -0,25MPa; P2, -0,50MPa) simulado pelo PEG 6000.
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4 CONCLUSOES

C. tinctorius responde de forma diferenciada quanto a expressdo dos genes P5CS,
P5CR e BADH sob efeitos da salinidade (50 e 100 mM de NaCl) e do déficit hidrico
simulado pelo PEG 6000 (-0,25 e 0,50 MPa).

P5CS e P5CR expressaram-se de forma diferenciada nas plantas de cartamo. O gene
P5CS expressou-se apenas nas folhas de cartamo, e somente sob 0s estresses salino e hidrico
severos (100 mM de NaCl e -0,50 MPa). E o gene P5CR expressou-se em todos o0s
tratamentos submetidos, como também nas folhas e raizes de cartamo.

BADH se expressou nas folhas somente quando submetidas ao deficit hidrico. E nas
raizes, houve expressao em ambos estresses (salino e déficit hidrico).

A resposta da expressao dos genes estudados e envolvidos na sintese da prolina (P5CS
e P5CR) e glicina betaina (BADH) em plantas de cartamo é tratamento, dose e 6rgaos

dependente.
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