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RESUMO

AVILA, Gabriele Espinel. Respostas fisiologicas e bioquimicas de plantas de
guinoa cv. BRS PIABIRU cultivadas sob condi¢cbes de salinidade. 2015. 47f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em Fisiologia vegetal.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Classificada como haldfita facultativa, a quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) é
reconhecida por tolerar elevados niveis de salinidade. No Brasil, a cv. BRS Piabiru é
a primeira recomendada para o cultivo granifero, constituindo alternativa para
diversificacao dos sistemas agricolas. Contudo, estudos relativos a adaptacéo dessa
cultivar no estado do Rio Grande do Sul, bem como as condi¢cdes de salinidade
ainda sdo necessarios. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas
fisiolégicas (pigmentos e trocas gasosas) e bioquimicas (atividade enzimética
antioxidante, teores de peréxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica, prolina e
potencial osmético) de plantas de quinoa cv. BRS Piabiru cultivadas sob condicbes
de salinidade. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo onde as
sementes foram distribuidas em vasos plasticos, preenchidos com areia lavada.
Apoés sete dias da germinacdo foi fornecida solucdo nutritiva, ministrada a cada
quatro dias e, aos 30 dias, foi realizado o desbaste, mantendo-se quatro plantas por
vaso. Neste periodo também foram aplicadas as solucdes salinas, na forma de
cloreto de sédio, nas concentra¢gdes de 100, 200, 300 e 400 mM, além do tratamento
controle cuja as plantas foram cultivadas na auséncia da salinidade. As solucdes
nutritiva e salina foram aplicadas intercaladamente, a cada dois dias, até o fim do
experimento. Aos 30, 60 e 90 dias ap6s inducdo dos tratamentos, as plantas foram
avaliadas quanto a parametros fisiolégicos e bioquimicos (analises ndo destrutivas e
destrutivas, respectivamente). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(p<0,05), as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro e analisados por regressao polinomial. Houve reducédo no
indice de clorofila e indice de balanco de nitrogénio e, a partir de 60 dias, incremento
no indice de flavonoides. Neste periodo, a taxa de assimilacéo liquida de CO2 seguiu
tendéncia quadratica de elevacdo até a concentracdo de 250 mM e as variaveis
eficiéncia de uso da agua e eficiéncia de carboxilacdo aumentaram linearmente com
o incremento da salinidade. A atividade enzimatica antioxidante, através das
enzimas superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase, demonstrou que a
salinidade promoveu adaptacéo e tentativa de neutralizacdo das espécies reativas
de oxigénio produzidas durante o estresse salino, tanto na parte aérea quanto em
raizes. Houve aumento no potencial osmético em ambos 6rgaos aos 90 dias apés
inducdo dos tratamentos, contudo, nas raizes a sintese de prolina ndo seguiu a
mesma tendéncia. Apesar da reducdo nos indices de clorofila e de balanco de
nitrogénio, ha manutencdo da taxa fotossintética, a qual, associada a capacidade
antioxidante e ao ajuste osmoético até a concentragdo de 250 mM de NacCl,
caracteriza a cv. BRS Piabiru com potencial de cultivo em solos sujeitos a
salinizacao.

Palavras-chave: Chenopodium quinoa; haldfitas; estresse salino; tolerancia.



ABSTRACT

AVILA, Gabriele Espinel. Physiological and biochemical responses of quinoa cv.
BRS Piabiru cultivated under saline conditions. 2015. 47f. Dissertation (Master
degree) - Post-Graduation Program in Plant Physiology. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Classified as optional halophyte, quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) is recognized
for tolerate high levels of salinity. In Brazil, the cv. BRS Piabiru is the first
recommended for grain production, providing an alternative for diversification of
agricultural systems. However, studies on the adaptation of this variety in the state of
Rio Grande do Sul, as well as the salinity conditions are still needed. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the physiological responses (pigments and
gas exchange) and biochemical (antioxidant enzyme activity, hydrogen peroxide
levels, lipid peroxidation, proline and osmotic potential) of quinoa plants cv. BRS
Piabiru cultivated under saline conditions. The experiment was conducted in a
greenhouse where the seeds were distributed in plastic pots filled with washed sand.
After seven days of germination was supplied nutrient solution administered every
four days and at day 30, the trimming was carried out, keeping four plants per pot.
During this period the salt solutions have also been applied in the form of sodium
chloride at concentrations of 100, 200, 300 and 400 mM, beyond which the control
treatment plants were grown in the absence of salinity. The nutrient and saline
solutions were applied interchangeably, every two days until the end of the
experiment. At 30, 60 and 90 days after induction of treatments, the plants were
evaluated for physiological and biochemical parameters (non-destructive and
destructive analysis, respectively). Data were subjected to analysis of variance (p<
0.05), the averages compared by Tukey test at 5% error probability and analyzed by
polynomial regression. There was reduction in chlorophyll content and nitrogen
balance index and from 60 days, an increase in flavonoid content. During this period,
net assimilation rate of CO2 followed quadratic upward trend until the concentration of
250 mM and the conditions of water use efficiency and carboxylation efficiency
increased linearly with increasing salinity. The antioxidant enzyme activity by the
enzyme superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase showed that the
salinity promoted adaptation and attempt to neutralize the reactive oxygen species
produced during salt stress, both in shoots and in roots. There was an increase of
osmotic potential in both organs 90 days after induction of treatment, however, the
roots proline synthesis did not follow the same trend. Despite the reduction in levels
of chlorophyll and nitrogen balance, there is maintenance of photosynthetic rate, that,
associated with antioxidant capacity and osmotic adjustment, until the concentration
of 250 mM of NacCl, featuring the cv. BRS Piabiru with growing potential subjects soil
salinization.

Key words: Chenopodium quinoa; halophytes; salinity stress; tolerance.
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1 INTRODUCAO

A quinoa é uma planta eudicotiledbnea, botanicamente classificada
como: subclasse Dycotiledoneae, grupo Thalamiflorae, ordem Caryophyllales,
familia Chenopodiaceae, género Chenopodium, espécie Chenopodium quinoa
(BHARGAVA et al., 2005). O referido género é cultivado ha séculos como
hortalica (C. album) e como fornecedor de gréos (C. quinoa e C. album) para o
consumo humano e animal, em razdo da sua elevada quantidade de proteina
fornecendo aminoé&cidos essenciais de forma equilibrada, com destaque para
lisina e metionina (KOZIOL, 1993). Sob o ponto de vista nutricional, a proteina
apresenta qualidade elevada, comparada a caseina do leite (BENTO et al.,
2012). Além disso, a auséncia de proteinas formadoras de glaten torna os
gréos da espécie opcao de consumo a pessoas portadoras da doenca celiaca
(SAMPAIO et al., 2014).

As plantas de quinoa apresentam quantidades elevadas de minerais,
como magnésio, zinco, cobre, ferro, manganés e potassio e seus (graos
possuem teores de fibras maiores que os do arroz, trigo e milho. A planta é
comumente referida como pseudocereal porque, apesar de ndo pertencer a
familia das gramineas como os cereais tradicionais, possui sementes ricas em
amido, as quais podem ser empregadas na fabricacdo de farinhas (BRADY et
al., 2007). E também caracterizada por possuir notavel equilibrio de
aminoacidos, reduzido nivel de colesterol e auséncia de glaten, sendo
qualificada como o melhor alimento de origem vegetal para 0 consumo humano
(SANTOS; SPEHAR, 2003). O ano de 2013 foi eleito pela FAO (Food and
Agriculture Organization), como “Ano Internacional da Quinoa”, pelo potencial
da espécie em desempenhar importante papel na erradicacdo da fome, da
desnutricdo e da pobreza (FAO, 2013). Aliado a esse fato, o mercado de
alimentos funcionais tem apresentado elevado crescimento nos ultimos anos
em funcdo do interesse do consumidor por alimentos capazes de conferir
beneficios a saude (ANNUNZIATA; VECCHIO, 2011).



A quinoa foi domesticada pelos povos habitantes da Cordilheira dos
Andes, ha milhares de anos (SPEHAR; SANTOS, 2002). Cultivada
principalmente no Peru e na Bolivia ha mais de 7.000 anos pelos pré-incas e
incas, desenvolveu-se desde o norte da Coldmbia até o sul do Chile, a partir do
nivel do mar até 4.000 m de altitude (MUJICA et al., 2000). Bolivia e Peru sdo
0s maiores exportadores, com 88% da producdo mundial, seguidos pelos
Estados Unidos, com 6% (ALMEIDA; SA, 2009). Tendo evoluido em condi¢bes
climaticas extremas, a espécie adquiriu altos niveis de tolerancia a situagdes
adversas como geada, seca e salinidade do solo (SANCHEZ et al., 2003;
TROGNITZ, 2003).

No Brasil, a quinoa foi introduzida pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), que através de programas de melhoramento
genético, desenvolveu a variedade BRS Piabiru (LOPES, 2011) (Figura 1). A
cultivar € a primeira recomendacdo de quinoa como cultivo granifero no pais e
constitui alternativa para diversificacdo dos sistemas de cultivo em plantio
direto, podendo o grdo ser utilizado pelas industrias de alimentos e racdes
(SPEHAR, 2002). A planta inteira, como forragem na alimentacdo animal, pode

integrar o sistema lavoura-pecuéria (SPEHAR et al., 2003).



Figura 1. Plantas de quinoa cv. BRS Piabiru cultivadas sob condi¢des de salinidade.

A espécie € anual, com ciclo de aproximadamente 145 dias (SPEHAR,
2001). Apés 30 dias da semeadura, o crescimento é rapido e algumas
variedades podem atingir cerca de dois metros de altura. Nas fases iniciais do
desenvolvimento, a planta assemelha-se fortemente ao espinafre e no periodo
de maturacdo, produz paniculas as quais remetem as produzidas por plantas
de sorgo, com coloracéo variando entre roxo e amarelo (SPEHAR; SANTOS,
2002).

Atualmente, a quinoa tem sua semeadura dependente do cultivo de
outras culturas de veréo, tais como soja e milho, pois ainda é pouco difundida
no Brasil, sendo uma cultura secundaria dentro do processo produtivo (DE
VASCONCELOS et al.,, 2012). O uso de cultivares precoces de soja como
cultivo principal viabiliza a produgéo de quinoa, em sucessao, como safrinha na
regido do Parana (SPEHAR; SANTOS, 2002). No pais, a demanda é suprida
pela importacdo, ja que a area cultivada no Brasil ainda é pequena. Contudo,
0s precos atrativos no mercado tem aumentado o interesse de produtores e da
industria alimenticia (HENDGES, 2014).
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No Rio Grande do Sul (RS), a cultivar poderia ser utilizada em sucessao
ou rotacdo aos cultivos de verdo, incrementando a renda do produtor,
diversificando o sistema de producao, possibilitando ainda a otimizagéo do uso
do solo, especialmente em areas afetadas pela salinizacéo.

Atualmente, a salinizacdo dos solos atinge cerca de 10% da superficie
terrestre e aproximadamente 50% de toda area irrigada no mundo (RUAN et
al., 2010). Este problema ¢é ocasionado por ciclos sucessivos de
encharcamento e evaporacdo (FELIX; DUARTE, 2005), especialmente em
areas tropicais, irrigadas e com drenagem inadequada (DE SOUZA FILHO et
al., 2003). A génese dos solos, originarios de sedimentos costeiros, constitui
outro fator capaz de favorecer a presenca de altos niveis de sddio (CARMONA,
2011). Assim, as perdas globais anuais na producé@o agricola sdo estimadas
em aproximadamente US$ 12 bilhdes (QADIR et al., 2008; FLOWERS et al.,
2010) pois a maioria das plantas cultivadas séo sensiveis ao sal.

Além das perdas econdmicas, h4 o fato de que a producéo agricola de
alimentos precisard aumentar entre 50 e 70% até 2050 para coincidir com o
crescimento populacional, projetado para atingir 9,3 bilhbes de pessoas
(BROWN; FUNK, 2008; RUAN et al., 2010; MILLAR; ROOTS, 2012). Assim, de
acordo com a média historica de producdo, deveria haver incremento de 44
milhdes de ton ano! nos préximos 40 anos, ou seja elevacao de 38%.

No Rio Grande do Sul, a agua utilizada para irrigacdo das lavouras
provém basicamente da Laguna dos Patos. Esta possui ligacdo com o Oceano
Atlantico, sofrendo influéncia, em épocas de baixa pluviosidade, da entrada de
adgua salina, acarretando no aumento da salinidade dos solos (CARMONA,
2011). Os sais se dissolvem na agua de irrigacdo na forma de ions, sendo os
mais comuns o cloreto de sédio (NaCl), sulfato de calcio (CaSOa), sulfato de
magnésio (Mg SOa4) e o bicarbonato de sddio (NaHCOs). Estes se dissociam
como cations e anions. Os cations mais comuns sdo o célcio (Ca?*), magnésio
(Mg?*) e sédio (Na*). Enquanto os anions sdo cloreto (Cl), sulfato (SOs %) e
bicarbonato (HCO3) (GRATTAN et al., 2002).

As mudancas fisioldgicas causadas as plantas pelos efeitos da
salinidade incluem, inicialmente, a absorcdo de agua e nutrientes e a

permeabilidade das membranas. A adgua é osmoticamente retida em solucéo



11

salina, de forma que o aumento da concentracdo de sais a torna cada vez
menos disponivel para as plantas (RIBEIRO et al., 2001). Com o0 aumento da
salinidade, ocorre a diminuicdo do potencial osmoético do solo e,
consequentemente, queda no potencial hidrico dificultando a absorcéo de agua
pelas raizes, ocasionando a seca fisiologica (PRISCO et al., 1970; AMORIM et
al., 2002). Em resposta a restricdo hidrica, ocorre o fechamento estomético
para reducdo da transpiracdo, em consequéncia, ha diminuicdo das taxas
fotossintéticas de incremento de biomassa e, portanto, de crescimento
(FLOWERS, 2004; MUNNS; TESTER, 2008). Além disso, a salinidade causa
degradacdo do conteudo de clorofilas, resultando também em reducdo das
taxas fotossintéticas e da producéo de biomassa (KAYA et al., 2015).

A diminui¢do do potencial osmético (\Ws) em resposta ao estresse hidrico
€ um mecanismo bem elucidado através do qual muitas plantas se ajustam as
condicBes de seca. O acumulo liquido de solutos permite a manutencdo de
processos dependentes de turgor sob condicdes de estresse hidrico
(PATAKAS, 2002). Os osmoprotetores sintetizados em resposta a condi¢cdes
adversas incluem grande variedade de aminoacidos (ASHRAF, 2010). Estes
solutos organicos compativeis possuem baixo peso molecular, sdo altamente
sollveis e nado interferem negativamente no metabolismo da planta (ALONSO
et al., 2001). Dentre os compostos organicos acumulados em plantas sob
condicdes de estresse, encontra-se a prolina, aminoacido essencial, o qual
possui fungdo osmoprotetora, auxiliando na manutencao da integridade celular
de proteinas, enzimas e membranas (ASHRAF et al., 2011). A prolina aumenta
a osmolaridade celular (pressdo de turgescéncia), fornecendo o turgor
necessario para a expansao das células sob condi¢cbes de estresse (MATYSIK
et al., 2002).

De acordo com Apel; Hirt (2004), a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROSs) constitui evento dindmico durante o desenvolvimento vegetal,
bem como resposta da planta a estresses bidticos e abidticos. Dentre as EROs
encontram-se o radical superéxido (O2"), radical hidroxila (OH"), peroxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio singleto (*O2) (JALEEL et al., 2007). Contudo,
guando ha desequilibrio entre a producédo e a remocdo dessas EROs, estas

sado potencialmente capazes de causar a peroxidacédo lipidica em membranas
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celulares, danificacdo no DNA, desnaturacdo de proteinas, oxidacdo de
carboidratos, inibicdo enzimatica e morte celular programada (SCANDALIOS
1993; NOCTOR; FOYER 1998; ANDRADE, 2013).

A mitigagdo dos danos oxidativos causados por EROs ocorre por meio
da ativacdo de enzimas antioxidantes, constituindo esta importante estratégia
para aumentar a tolerancia ao estresse (REDDY et al.,, 2015). O sistema de
desintoxicacdo enzimatico inclui enzimas como a Superdéxido dismutase (SOD,
EC 1.15.1.1), Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e Catalase (CAT, EC
1.11.1.6) (GILL, 2010) (Figura 2). A SOD € a mais eficaz enzima antioxidante
intracelular, estando presente em todos os compartimentos subcelulares

propensos a estresse oxidativo mediado por EROs (GILL, 2010).

20, H,0
l %0,
2H* 0, CAT
2o
H,0, =™ APX M*2H,0
T

Figura 2. Sistema de neutralizacdo de EROs por meio da acdo das enzimas antioxidantes
Superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato peroxidase (APX). Fonte:
Modificado de Ceron — Garcia et al., 2011.

Contudo, para limitar o efeito do estresse salino, as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa os quais permitem a atenuacdo dos
efeitos prejudiciais da salinidade (XIONG et al., 2002; GUPTA; HUANG, 2014).
Assim, a capacidade da planta em perceber o estimulo externo, gerar e
transmitir sinais, iniciando mudancas bioquimicas e fisiolégicas as quais
ajustem seu metabolismo determinara sua sobrevivéncia (HASEGAWA et al.,
2000).

A introducd@o de espécies haldfitas, as quais sdo capazes de sobreviver
e reproduzir sob concentracdes salinas elevadas, constitui alternativa para o
cultivo em solos afetados pela salinizacdo (FLOWERS; COLMER, 2008). Estas
plantas podem ser classificadas como hal6fitas obrigatérias ou facultativas. No

primeiro grupo s&o encontradas espécies como Suaeda maritima e


http://jxb.oxfordjournals.org/content/early/2015/06/25/jxb.erv304.full#ref-62
http://jxb.oxfordjournals.org/content/early/2015/06/25/jxb.erv304.full#ref-62
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Mesembryanthemum crystallinum, as quais exigem ambientes salinos para seu
crescimento. No segundo grupo, encontram-se Puccinellia maritima e
Thellungiella halophila, espécies que ndo necessitam de ambientes salinos
mas possuem a capacidade de tolerar concentracdes elevadas de sais
(FLOWERS, 1972; GONG et al., 2005; GAO et al., 2006; AGARIE et al., 2007;
WANG et al., 2011; GUO et al., 2012).

As plantas halofitas podem acumular ions nas partes aéreas, exibindo
maior capacidade de sequestro vacuolar destes nas células foliares (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Assim, essas plantas exibem acentuada capacidade de tolerar
um aumento do fluxo de Na* das raizes na corrente transpiratoria (APSE;
BLUMWALD, 2007).

Encontradas em cerca de 50% de todas as espécies haldfitas, as
glandulas de sal, presentes na superficie foliar, sdo estruturas Unicas, as quais
permitem a retencédo de diversos compostos, como Na *, Cl- e K* quando em
excesso (FLOWERS; COLMER, 2008). Podem armazenar agua e varios
compostos metabdlicos, tais como malato, flavonoides, cisteina, pinitol, inositol
e cristais de oxalato de calcio (ADAMS et al., 1992; AGARIE et al., 2007; JOU
et al., 2007). S&o consideradas capazes de atuar como epiderme secundaria,
reduzindo a perda de agua e protegendo as folhas do excesso de raios UV. A
densidade dessas glandulas varia conforme a idade das folhas, sendo maior
em folhas jovens (SHABALA et al., 2012).

Além de bem adaptadas a solos aridos e salinos, estas plantas séo
capazes de tolerar condi¢cbes climaticas adversas, sendo utilizadas em
programas de reabilitacdo de solos em varias regides aridas e semi-aridas em
processo de degradacédo ou sujeitas a desertificacdo (WATSON, 1990; GLENN
et al.,, 1998). Ocorrem em diversas familias de plantas, sendo dominante na
familia Chenopodiaceae (FLOWERS; COLMER, 2008). A quinoa tolera
elevados niveis de salinidade, sendo portanto, classificada como haldfita
facultativa. Algumas variedades da espécie podem desenvolver-se sob
concentracdes de até 40 mS cm (JACOBSEN, 2009).

Com base nisso, estudos relativos a adaptacéo da cultivar no estado do
RS, bem como as condi¢cdes de salinidade ainda sé&o incipientes. A grande

maioria das pesquisas relacionadas ao cultivo de quinoa cv. BRS Piabiru sé&o
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voltadas para a regido do cerrado brasileiro. Dessa forma, o entendimento a
cerca dos possiveis mecanismos fisiologicos e bioquimicos envolvidos na
tolerancia de plantas de quinoa cv. BRS Piabiru a salinidade € de grande
importéncia para a expansao da cultura no estado do RS, podendo ainda
contribuir para o melhoramento genético de plantas sensiveis a essas
condicbes de estresse. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
alteracdes nos indices de pigmentos, trocas gasosas, atividade antioxidante e
ajustamento osmatico da cultivar de quinoa BRS Piabiru frente a salinidade ao

longo do seu ciclo de cultivo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal e condi¢cdes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e em laboratérios
pertencentes a Universidade Federal de Pelotas (UFPel), municipio do Capéo
do Ledo/RS, no periodo compreendido entre novembro de 2014 e marco de
2015.

Como material vegetal foram utilizadas sementes de quinoa cultivar BRS
Piabiru semeadas em vasos plasticos, com capacidade para trés litros e
preenchidos com areia lavada. Apés sete dias da germinacdo teve inicio o
fornecimento de solucdo nutritiva de Hoagland; Arnon (1950), ministrada a
cada dois dias em volume equivalente a 50 mL por vaso. A irrigacdo, com agua
destilada, ocorreu conforme a necessidade. Aos 30 dias apds a germinacéo foi
realizado o desbaste, mantendo-se quatro plantas por vaso. Neste periodo
também foi feita aplicacdo de solugbes salinas, na forma de cloreto de sédio
(NaCl), nas concentracées de 100 (T2), 200 (T3), 300 (T4) e 400 mM (T95),
além do tratamento controle (T1), irrigado apenas com agua destilada. A
aplicacéo de solucdes nutritiva e salinas foi realizada intercaladamente, a cada

quatro dias, até o encerramento do experimento. Aos 30, 60 e 90 dias apos
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inducdo dos tratamentos salinos, as plantas foram avaliadas quanto a
parametros fisiologicos (analises ndo destrutivas) e bioquimicos (a partir da
coleta das plantas) (Figura 3).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 3 (tratamentos — T1, T2, T3, T4 e T5 x periodos de avaliacdo — 30,
60 e 90 dias) com trés repeticbes do fator tratamento, sendo cada unidade
experimental (repeticdo) composta por um vaso contendo quatro plantas. Em
cada periodo de avaliagdo foram coletadas quatro plantas de trés vasos por

tratamento.

Figura 3. Plantas de quinoa cv. BRS Piabiru aos 30 dias apds aplicacdo dos tratamentos
salinos.

2.2. Andlises Fisioldgicas

2.2.1. indice de clorofila, flavonoides, antocianinas e indice de balango do

nitrogénio (NBI)

O indice de clorofila (Chl), flavonoides (Flv), antocianinas e indice de
balanco de nitrogénio (NBI) foram aferidos com auxilio de clorofildbmetro
(modelo Dualex FORCE-A, Orsay, France), a partir da média das leituras de
duas plantas por vaso em trés vasos por tratamento (12 por tratamento), em
folhas do terco médio de cada planta. O indice de Flv € deduzido a partir de
propriedades de absor¢do UV de flavonoides. Esta abordagem esta
relacionada a técnica de fluorescéncia utilizando dois comprimentos de onda
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de excitacdo: no comprimento de onda de UV (375 nm), absorvido por
flavonoides, localizados principalmente na epiderme; e no comprimento de
onda de referéncia que passa através da epiderme, sem ser absorvido antes
de atingir a clorofila no mesofilo. A relagéo entre Chl/Flv permite a estimativa do
indice de NBI (ABDALLAH, 2012).

2.2.2. Trocas Gasosas

A avaliacdo de trocas gasosas foi realizada somente aos 60 dias (A2)
apos a inducéo dos tratamentos, a partir da média das leituras de duas plantas
por vaso de trés vasos por tratamento (12 por tratamento), entre 9 e 10 horas
da manha, em folhas do terco médio de cada planta, através do analisador
portatil infravermelho de CO2 modelo LI-6400XT (LI-COR, Inc., Lincoln, NE,
USA), com densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo de 1.200
umol fétons m2 s e concentragdo de COz2 no interior da camara de 400 pumol
CO2 moll. Foram mensuradas a taxa assimilatéria liquida de CO2 (A, pmol CO2
m2 s1), concentragdo intercelular de CO2 (Ci, umol mol?), condutancia
estomatica (gs, mol H20 m? s1) e taxa transpiratéria (E, mmol H20 m2 s™).
Através dos valores de A, E e Ci foram calculadas a eficiéncia de uso da agua
(EUA) e de carboxilagdo (A/Ci), definidas pelas razbes A/E e AI/Ci,

respectivamente.

2.3. Andlises Bioquimicas

2.3.1. Atividade Enziméatica

As analises enziméticas foram determinadas a partir da maceracdo de
200 mg de tecido vegetal (folhas e raizes) na presenca de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizado em 1,8 mL do tampé&o de
extracdo composto por: fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM e
acido ascorbico 10 mM. Apos centrifugacédo a 12.000g por 20 minutos, a 4°C, o
sobrenadante foi coletado. O extrato obtido foi utilizado para a quantificacéo
das proteinas em espectrofotometro a 595 nm pelo método de Bradford (1976)



17

e determinacdo da atividade especifica das enzimas antioxidantes, descrita a
sequir.

A atividade da Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada
pela capacidade da enzima em inibir a fotorredu¢do do azul de nitrotetrazélio
(NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). O meio de reacdo, composto por
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1 yM, NBT 75
MM, riboflavina 2 mM e amostra, foi iluminado por sete minutos, com lampada
fluorescente de 20W. O controle, composto do mesmo meio de reagao, nao
recebeu a amostra. O branco permaneceu no escuro. As leituras foram
realizadas a 560 nm e o célculo da enzima feito pela equacéo: % DE INIBICAO
= (Ass0 amostra com extrato enzimatico — Aseo controle sem enzima) / (Aseo
controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢cdes de
ensaio. Os resultados foram expressos em U mg! proteina.

A atividade da Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi
determinada seguindo metodologia proposta por Nakano; Asada (1981), com
monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm. O meio de reacéao,
constituido de tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, &cido ascorbico 0,5
mM e H202 0,1 mM, foi incubado a 28°C. O decréscimo na absorbancia foi
observado por periodo de 1,5 minutos a partir do inicio da reacdo e 0s
resultados foram expressos em pymol ASA min't mg* proteina.

A atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada conforme
protocolo proposto por Azevedo et al. (1998). O extrato enzimatico foi analisado
pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm durante 1,5 minutos em meio de
reacao incubado a 34°C contendo tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0
e H202 12,5 mM. Os resultados foram expressos em pmol H202 mint mg?

proteina.
2.3.2. Teores de Peré6xido de Hidrogénio, Peroxidacgéo Lipidica e Prolina
Para avaliacdo do conteudo de peréxido de hidrogénio (H202) e

peroxidacao lipidica foram macerados aproximadamente 300 mg de matéria
fresca de folhas e raizes. O tampdo de extracdo foi composto por acido
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tricloroacético (TCA) a 0,1%. O homogenato foi centrifugado a 12.000g,
durante 20 minutos e o sobrenadante obtido, transferido para tubos de
polipropileno de 2 mL.

A quantificacdo do peroxido de hidrogénio seguiu metodologia descrita
por Velikova et al. (2000). Constituiram o meio de reacdo: 0,7 mL de tampéao
fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0), 1 mL de KI 1 M e 0,3 mL do sobrenadante
coletado. Os tubos de ensaio foram levados a banho-maria a 30°C durante 10
minutos. As leituras ocorreram em espectrofotbmetro a 390nm e a
concentracdo de H202 expressa em pumol de H202 g MF.

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, segundo Cakmak; Horst (1991). Foi
adicionado ao sobrenadante 1 mL do meio de reagdo composto por 0,5% (p/v)
de &cido tiobarbitarico (TBA) e 10 % (p/v) de TCA sendo posteriormente
incubados a 90°C, por 20 minutos. A reacdo foi paralisada por resfriamento
rapido em gelo por 10 minutos, logo apos a retirada do meio de incubacéo. As
amostras foram em seguida lidas em espectrofotometro a 535nm e 600nm. O
TBA forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa
molecular, como o malondialdeido (MDA), produto secundario dos processos
de peroxidagdo. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela
equacao: [MDA] = (As3s — Ae0o)/(€.b), onde &: coeficiente de extingdo = 1,56* 10
5 cm, e b: comprimento 6tico=1. A peroxidacdo foi expressa em pmol de MDA
gt MF.

A quantificacdo do aminoacido prolina foi determinada a partir da
maceracdo de 200 mg de tecido foliar, seguindo metodologia proposta por
Bates et al. (1973), com adicdo de 2 mL de acido sulfossalicilico a 3%. O
extrato obtido foi centrifugado por 10 minutos a 13.000g. Apds, 1,0 mL do
sobrenadante de cada amostra recebeu 2 mL de ninhidrina &cida, 2 mL de
acido acético glacial e 2 mL de agua destilada. Posteriormente, as amostras
foram levadas ao banho-maria a 100°C, onde permaneceram por 1 hora. Em
seguida, os tubos foram resfriados. Sequencialmente, 4 mL de tolueno foram
adicionados a cada amostra, sendo elas agitadas vigorosamente por 20
segundos, para a separacao das fases. O sobrenadante foi aspirado da fase

aguosa, e a leitura procedida em espectrofotdmetro em comprimento de onda
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de 520 nm. A concentracdo de prolina foi determinada usando-se a curva
padrdo, preparada com concentracfes conhecidas de prolina: 0; 0,10; 0,25;
0,50; 1, 1,50 e 2 mg L*. Os valores obtidos foram expressos em mmol prolina
gl MF.

2.3.3 Potencial osmético

O potencial osmadtico foi determinado com auxilio de osmémetro de
presséo de vapor modelo 5600 VAPRO (Wescor, Logan, Utah, EUA). Amostras
foliares e radiculares de aproximadamente 700 mg foram maceradas em tubos
de polipropileno com capacidade para 2 mL com auxilio de bastdo de vidro.
Posteriormente, o extrato obtido foi centrifugado a 12000g, a temperatura de
4°C durante 20 minutos. Utilizou-se aliquota de 10 uL para realizacdo das
leituras. Para conversdo dos valores de mmol kg a potencial osmético (Ws),
utilizou-se a equagédo de Van't Hoff em que Ws = -C x 2,58 x 103, naqual C é 0

valor de osmolalidade.

2.4. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05), as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro e
analisados por regresséo polinomial por meio do Programa Estatistico WinStat
1.0 (MACHADO; CONCEICAO, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As clorofilas constituem indicador primordial do status fisiolégico das
plantas, sendo essenciais ao seu crescimento e adaptacdo aos mais variados
ambientes (REGO; POSSAMAI, 2004). O NBI é um parametro que considera a
relacdo entre o indice de clorofila e de flavonoides, possibilitando estimativa do
estado nutricional do nitrogénio na planta (RABIER et al., 2014).

Para o indice de Chl e NBI das plantas de quinoa cv. Piabiru ndo foram

observadas interagbes entre os fatores tratamento e periodo de avaliagdo
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(Figuras 4A — 4D). Contudo, quando analisados isoladamente, apresentaram
respostas significativas e similares para as variaveis em questdo (p<0,05). O
menor indice de Chl foi expresso na concentracado de 268,18 mM, com média
estimada de 23,29. Ja para o NBI, o ponto minimo, com média estimada de
14,31 ocorreu com 259,48 mM de NaCl. Esse comportamento esta associado
ao fato das clorofilas possuirem correlacdo positiva com o nitrogénio (N) foliar,
uma vez que 70% do N contido nas folhas est& nos cloroplastos, participando
da sintese e da estrutura das moléculas de clorofila (WOOD et al., 1993).

O aumento das concentracdes salinas provocou tendéncia de reducéo
na variavel indice de clorofila (Figura 4A). Este resultado est4 de acordo com
Geissler et al. (2015) ao estudarem o efeito da salinidade sobre o referido
parametro em plantas de quinoa. Rajaravindran; Natarajan (2012) relataram
decréscimo deste componente em plantas de Sesuvium portulacastrum a partir
de concentracbes de 600 mM de NaCl. De acordo com 0os mesmos autores, 0
decréscimo no indice de clorofilas pode estar relacionado a degradacdo da
clorofila “a”, sendo esta mais sensivel a salinidade em relacéo a clorofila “b”.

Para o fator periodo de avaliacdo, houve diferenca significativa entre
30, 60 e 90 dias (Figura 4B) tanto para o indice de Chl quanto para o NBI,
sendo as menores médias expressas aos 90 dias. Neste periodo, as plantas
encontravam-se em 120 dias ap0s a germinacdo, indicando finalizagcéo do ciclo
da cultura. Os resultados obtidos no presente trabalho sdo corroborados por
Lépez-Fernandez et al. (2015) ao estudarem o efeito do tempo sobre a
senescéncia em folhas de quinoa. Tais observacdes podem ser explicadas pela
relagdo existente entre o conteddo de Chl na folha com as respostas das
plantas ao estresse e a senescéncia (LOBOS, 2012). Além disso, a reducao do
NBI pode ter ocorrido devido ao aumento da absorcdo e acumulo de CI- nas
plantas, acompanhado por decréscimo no teor de NOs na parte aérea (DE
OLIVEIRA BOSCO, 2009). Ha relatos do efeito antagbnico do cloreto sobre a
absorcao de nitrato (BAR et al., 1997).
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Figura 4. indice de clorofila (Chl) (A e B), indice de balanco de nitrogénio (NBI) (C e D) e indice
de flavonoides (Flv) (E) em folhas de quinoa cv. BRS Piabiru cultivadas por 30, 60 e 90 dias
sob diferentes tratamentos salinos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Os flavonoides representam a maior classe de compostos fendlicos,
possuem propriedades antioxidantes e a sua funcdo em plantas esta
relacionada a resposta a estresses (TAIZ; ZEIGER, 2013). Para essa variavel,
houve interacdo entre fatores estudados (p<0,05). Aos 30 dias do inicio da

aplicacédo dos tratamento, foi observada tendéncia quadréatica de elevagédo no
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indice de flavonoides até o valor de 1,69 na concentracdo de 250 mM, sendo
observada posterior reducao (Figura 4E).

Aos 60 e 90 dias também foi observada tendéncia quadratica porém
com incremento destes compostos em resposta ao aumento da concentragao
salina. Nas referidas avaliacdes foram obtidas as minimas de 1,74 e 1,60 para
as concentracfes de 175 e 250 mM, respectivamente. Além disso, aos 60 dias
do inicio da aplicacdo dos tratamentos foram observadas as maiores meédias.
Ithal; Reddy (2004) afirmam que a expressdo de genes OsDfr e OsAns,
envolvidos na biossintese de flavonoides em arroz, foram induzidos por seca,
salinidade e acido abscisico, sendo os flavonoides necessarios na mitigacédo
dos danos oxidativos ocasionados por condi¢cdes de estresse.

No presente estudo foi constatada auséncia de antocianinas. E provavel
gque a pigmentacdo em plantas de quinoa seja governada por betalainas.
Segundo Goncalves (2014), a ocorréncia de betalainas e antocianinas €
mutuamente exclusiva e, portanto, a presenca de uma classe elimina a
possibilidade da ocorréncia da outra. Além disso, a capacidade de sintetizar
betalainas foi observada somente em Caryophyllales, ordem a qual pertence a
espécie estudada neste trabalho (GANDIA-HERRERO; GARCIA-CARMONA,
2013). Betalainas s@o quimicamente definidas como derivadas de &cidos
betalamicos e consistem em duas subclasses: betacianinas, responsaveis
pelos pigmentos vermelho - violeta e betaxantinas, promotores da pigmentacao
amarelo — alaranjada (DELGADO - VARGAS, 2000). Dessa forma,
possivelmente ocorra acumulo destes pigmentos nas glandulas de sal
encontradas na superficie foliar, como relatado para a espécie
Mesembryanthemum crystallinum e consequente auséncia de antocianinas,
seja essa resposta relacionada a presenca de sal e/ou espécie especifica
(GERSHENZON, 1994; ADAMS et al., 1998; RIBEIRO et al.,, 2014). Assim,
frente ao gasto energético para a sintese desses pigmentos, bem como o
dispéndio de tempo, possuir 0s mesmos previamente armazenados pode
garantir vantagens a planta sob condi¢des de estresse (GERSHENZON, 1994).
Além disso, diversos autores tem relatado o papel das betalainas como
potentes antioxidantes, bem como fotoprotetoras dos cloroplastos (HILOU et
al., 2013; JAIN et al., 2015; TAIRA et al., 2015). Wang et al. (2008) relataram


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847215001112#bib0130
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847215001112#bib0130
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847215001112#bib0345

23

haver envolvimento de betalainas no aumento da tolerancia a salinidade na
espécie haldfita Suaeda salsa. Os autores observaram aumento na atividade
da ATPase vacuolar, as quais sdo capazes de transportar Na* para o vacuolo,
bem como no acumulo de betacianinas. Wang et al. (2008) sugeriram entédo
que a biossintese de betacianinas estimularia a atividade das ATPases
vacuolares.

O estado funcional do aparato fotossintético € um indicador fisiol6gico
para o estudo da sensibilidade das plantas a estresses abidticos, tais como
salinidade (LIU et al., 2010; MEHTA et al.,, 2010). A avaliacdo de trocas
gasosas ocorreu somente aos 60 dias, pois na primeira avaliacdo as plantas
ainda apresentavam folhas demasiadamente pequenas e aos 90 dias, estas
encontravam-se em processo de senescéncia. A taxa de assimilacao liquida de
CO2 seguiu tendéncia quadrética de elevagédo até a concentracdo de 250 mM,
com a média de 14,28. Foi observado declinio nesta variavel nas condi¢cdes
mais severas de salinidade aos 60 dias de aplicacdo dos tratamentos salinos
(Figura 5A). Padrédo similar a assimilacéo liquida de COz2 foi observado para as
variaveis condutancia estomatica e taxa transpiratoria (Figuras 5B e 5C). Estes
resultados estdo de acordo com Amjad et al. (2014).

No presente trabalho, para a variavel concentracao interna de COg, foi
observada tendéncia linear de redu¢cdo com o aumento da concentracéo de sal
(Figura 5D). O aumento da salinidade reduz o potencial osmético do solo,
dificultando a absorcdo de agua pelas raizes (AMORIM et al., 2002). Nessas
condi¢bes, ocorre reducao da concentracdo intercelular de CO2, em razao do
controle da abertura dos estdmatos (Figura 5D). Assim, também ocorre a
diminuicdo da condutancia estomatica que é um componente de fundamental
importancia na manutencdo da turgescéncia em resposta a decréscimos no
potencial hidrico das plantas (CARNEIRO, 2011). Todavia, quando o estébmato
se fecha para proteger a planta da perda de &agua, ele, simultaneamente,
restringe a difusdo do CO2 atmosférico e, consequentemente, provoca queda
na taxa fotossintética (DAMATTA, 2003).

A manutencdo da capacidade fotossintética, mesmo sob as condicdes
de salinidade reportadas no presente trabalho, pode estar relacionada a
expressao de proteinas CP24, envolvidas na protecdo do fotossistema Il (FS
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II). Além disso, pode ter ocorrido aumento no contetudo de sulfolipideos, bem
como a modificacdo do perfil de acidos graxos de sulfoquinovosildiacilglicerol
(SQDG), conhecidos como protetores do FSII. Estas alteracdes foram relatadas
por Ramani et al. (2004) estudando o comportamento das halofitas Aster
tripolium e Sesuvium portulacastrum sob condi¢des de salinidade.

Para as varidveis eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia de
carboxilacdo foi observada tendéncia linear crescente com o aumento da
concentracéo salina (Figuras 5E e 5F). Sobre condi¢des salinidade as plantas
de quinoa podem reduzir a densidade estomatica, controlando assim a
transpiracéo e otimizando, desta forma, a EUA (ORSINI et al., 2011; SHABALA
et al.,, 2012). Além disso, os resultados obtidos podem ser explicados pelo
incremento na producdo de acido abscisico, horménio responsavel pela
sinalizacdo e fechamento estoméatico. Como supracitado, aos 60 dias, foram
observadas as maiores médias para o indice de flavonoides (Figura 4E), sendo

estes compostos também induzidos pela sintese de ABA.
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diferentes tratamentos salinos. " n&o significativo.

Durante condicOes de estresse, ocorre 0 aumento da producao de
espécies reativas ao oxigénio (EROs) (FOYER; NOCTOR, 2005), as quais,

podem ser vistas tanto como indicadores celulares de estresse, como

mensageiros secundarios envolvidos na via de transdugcdo de sinais na

resposta ao estresse (MITTLER, 2002). As EROs sao neutralizadas por um
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grupo de enzimas antioxidantes. A SOD € a primeira linha de defesa contra os
efeitos toxicos causados por niveis elevados do anion superéxido (O2™) (GILL,
2010), catalisando-o em H202e Oz (ASADA, 2006; FEDOROFF, 2006; LI et al.,
2010). O H20:2 produzido € também citotdéxico para as plantas, devendo ser
subsequentemente catalisado por enzimas como APX, GR e CAT
(VENKATESAN; SRIDEVI, 2009; FARHOUDI et al., 2012).

A SOD constitui importante defesa primaria das células contra os
radicais superoxido gerados sob condi¢ces de estresse. Assim, 0 aumento em
sua atividade é conhecido por conferir tolerancia ao estresse oxidativo (JALEEL
et al., 2007). No presente trabalho, para a atividade dessa enzima nos tecidos
foliares, foi observada interacdo entre os fatores tratamento e periodo de
avaliacao (Figura 6A) (p<0,05). Aos 30 e 60 dias, a atividade da SOD seguiu
tendéncia de aumento linear crescente com a elevacdo das concentracdes
salinas. Aos 90 dias foi verificada tendéncia quadrética na atividade da enzima,

sendo a maxima atividade de 140,03 obtida na concentracéo de 205,38 mM.
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Figura 6. Atividade das enzimas Superoxido dismutase (A), Ascorbato peroxidase (B e C) e
Catalase (D) em folhas de quinoa cv. BRS Piabiru cultivadas por 30, 60 e 90 dias sob
diferentes tratamentos salinos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade de erro. " ndo significativo.

Nos tecidos foliares, ndo houve interagédo entre os fatores para a variavel
atividade da APX (p>0,05). De acordo com a analise de regressdo, nao foi
observada diferenca na atividade da enzima para o fator tratamento (Figura
5B). Ja para a variavel periodo de avaliacdo, houve aumento significativo e
gradual na atividade da APX com o aumento do periodo avaliado (p<0,05)
(Figura 6C).
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A atividade da enzima CAT seguiu padrdo semelhante ao relatado para
a SOD (Figura 6D) (p<0,05). Aos 30 e 60 dias, tendéncias lineares crescentes
foram observadas no padrédo de atividade e aos 90 dias, elevacdo maxima da
atividade, atingindo 0,872 na concentracao de 166,66 mM com posterior queda.

A partir do aumento observado na atividade das enzimas, é possivel
inferir que ocorreu adaptacdo e tentativa de neutralizacdo das EROS
produzidas durante o estresse salino. Os comportamentos similares da SOD e
da CAT podem ser justificados pela necessidade de remocdo do H20:2
produzido pela atividade da SOD (CARNEIRO, 2011).

A CAT tem uma baixa afinidade pelo H202, sendo ativa somente quando
este estd em altas concentragbes, ou seja, quando o estresse é mais severo.
Ja a APX e outras peroxidases, que também eliminam o H202, apresenta alta
afinidade, eliminado o H202 mesmo quando em baixas concentracdes.
Contudo, a menor atividade da APX aos 30 dias quando comparada a da CAT
indica ter sido esta ultima a principal via de remoc¢do do H202 na referida
avaliacao.
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Para a variavel conteddo de H202, nos tecidos foliares, foi observada
interacdo entre os fatores periodo de avaliacdo e tratamento, sendo que aos
30, 60 e 90 dias foi observado comportamento semelhante (Figura 7A)
(p<0,05). As maximas para os periodos de avaliagdo ocorreram nas
concentracdes de 200 mM (30), 38,88 mM (60) e 71,42 (90) e as respectivas
médias para a variavel foram 1,60; 1,41 e 1,34.

Ja& para peroxidacédo lipidica, parametro este baseado na formacédo de
MDA, ndo ocorreu interacdo entre fatores (p>0,05). De acordo com a analise
de regressao, nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, embora
tenha sido observado ligeiro incremento na producéo do referido composto com
0 aumento da salinidade (Figura 7B). Este comportamento € corroborado por
Ozghur et al. (2013) os quais, analisando espécies hal6fitas em condi¢des de
salinidade, reportaram aumentos nos niveis de MDA somente a partir da

aplicacao de 150 mM de NacCl.
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Em relacdo ao fator periodo de avaliagcéo, todos apresentaram diferenca
estatistica (p<0,05). No primeiro periodo de avaliacdo (30), foram observadas
as maiores médias, decaindo para as menores aos 60 dias. Aos 90 dias, houve

pequeno incremento na sintese de MDA.
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Figura 8. Atividade das enzimas Superéxido dismutase (A e B), Ascorbato peroxidase (C e D)
e Catalase (E e F) em raizes de plantas de quinoa cv. BRS Piabiru cultivadas por 30, 60 e 90
dias sob diferentes tratamentos salinos. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro. " ndo significativo.

Nos tecidos radiculares, nao foi observada interacdo entre tratamento e
periodo de avaliacdo sobre a atividade das enzimas do sistema antioxidante
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(Figura 8) (p>0,05). De acordo com a analise de regressdo para o fator
tratamento é possivel verificar comportamento semelhante nas atividades da
SOD, APX e CAT, onde as concentra¢cfes salinas ndo promoveram diferencas
significativas sobre o comportamento das referidas enzimas (Figuras 8A, 8C e
8E) (p>0,05).

Ao estudar o efeito isolado do periodo de avaliacdo na atividade da
enzima SOD nas raizes, aos 60 dias foram verificadas as menores médias
quando comparados aos demais periodos. Entretanto, nesta mesma avaliagdo
foi obtida a maior média do contetdo de H20: (Figura 9B). De acordo com
Alscher et al. (2002) e Jithesh et al. (2006) diferentes isoformas da enzima
podem ser ativadas durante a adaptacao ao estresse. E ainda, segundo Ozgur
et al. (2013), algumas espécies de plantas haldfitas podem sintetizar novas
isoformas de SOD durante o estresse salino, sendo o surgimento delas
dependente da duracdo do periodo de estresse bem como do estagio de
desenvolvimento das plantas. Portanto, neste trabalho infere-se a ocorréncia

da ativagédo de determinada isoforma desta enzima.
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Figura 9. Contetido de H202 (A e B) e Peroxidacéo Lipidica (C e D) em raizes de plantas de
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Para as variaveis H202 e peroxidagao lipidica, nos tecidos radiculares,
ndo ocorreu interacdo entre os fatores tratamento e periodo de avaliacdo
(p>0,05) (Figura 9). Foi observada tendéncia quadratica de elevacdo nos
teores de H20:2 para o fator tratamento com ponto de méaxima de 0,15 na
concentracdo de 183,33 mM (Figura 9A). Segundo Kaur et al. (2014), a
aclimatacdo a condicbes de estresse € obtida pela manutencdo de niveis
baixos de H202, 0 que foi observado para esse fator. Contudo, na analise do
fator periodo de avaliacdo foram observados resultados adversos, com as
maiores meédias expressas no segundo periodo de avaliacdo, diferindo das
demais (Figura 9B). O decréscimo apresentado no terceiro periodo de
avaliacdo pode ser explicado pela elevacdo da atividade da APX no referido
periodo. O principal papel da CAT é degradar o H202 em H20 e O2, sendo

indispensavel para desintoxicacdo das EROs durante condigbes de estresse
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(WILLEKENS, 1997). Esta enzima localiza-se principalmente nos
peroxissomos, contudo, podem ocorrer isoformas mitocondriais (JITESH et al.,
2006). Frente ao fato de que, em raizes, as mitocondrias constituem a principal
fonte de EROS, aos 90 dias, o periodo de exposi¢do das plantas ao estresse
pode ter induzido a expressao de isoformas da CAT mitocondrial pois nesta
avaliacdo houve reducao dos teores de H202 (RHOADS et al., 2006) .

O malondialdeido (MDA) é um produto secundario do processo de
peroxidagdo, e 0 seu acumulo é frequentemente, utilizado como indicador de
estresse oxidativo (DEL RIO et al., 2005). A peroxidacédo lipidica, segundo a
analise de regressdo para a variavel tratamento, ndo apresentou diferenca
entre as concentragdes salinos utilizadas (Figura 9C) (p>0,05). Ja para o fator
periodo de avaliacdo foi observada diferenca entre os periodos, onde raizes
apresentaram as maiores médias nos danos membranares no primeiro periodo
de avaliacdo, manifestando reducéo nos periodos posteriores (Figura 9D). Este
fato pode estar relacionado a maior expressdo de genes SOS1 e NHXI1,
responsaveis pelo transporte de Na* para fora da célula e para dentro do
vacuolo, respectivamente (TAIZ; ZEIGER, 2013). A tolerancia a salinidade é
regida por diversos fatores complexos e dentre 0s genes expressos menos de
25% dos genes regulados por sal sdo especificos de estresse salino (MA et al.,
2006).

Nos resultados das variaveis Ws e teor de prolina nos tecidos foliares
foi observada interacdo entre os fatores tratamento e época de avaliacéo
(Figuras 10A e 10B) (p<0,05). O Ws considera o efeito dos solutos dissolvidos
sobre o potencial hidrico, sendo, portanto, medida do estado hidrico das
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847212001554#bib0325
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Figura 10. Potencial osmotico (A) e teor de prolina (B) em folhas de quinoa cv. BRS Piabiru
cultivadas por 30, 60 e 90 dias sob diferentes tratamentos salinos. " ndo significativo.

O ajuste osmaético promove reducdo do potencial osmotico pelo
aumento liguido de solutos intracelulares, sendo mecanismo adaptativo de
muitas culturas a diversos tipos de estresse. Pode ser obtido pela sintese de
novo de solutos compativeis, como osmoélitos organicos, ou pelo acumulo de
ions inorganicos (ADOLF et al., 2012).

Na funcdo de osmodlito compativel, ocorre o acumulo de prolina livre
para preservar o metabolismo celular sob condigbes adversas, sendo este o
aminoacido mais pesquisado nas respostas dos vegetais superiores aos
estresses abidticos (GIANNAKOULA et al., 2008).

Na primeira avaliacéo, foi observada tendéncia similar para as variaveis
Ws e teor de prolina em folhas de quinoa, indicando o papel deste aminoacido
no ajuste osmotico. Contudo, a sintese de prolina em plantas de quinoa pode
responder por apenas 3% do ajuste osmoético realizado (RUFFINO et al., 2010).
Entretanto, a presenca de aminoacidos livres desempenha papel indireto na
manutencdo do ajuste osmotico. Aos 60 e 90 dias foram observadas

tendéncias quadraticas. No segundo periodo de avaliacdo, embora néo
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significativa, a sintese de prolina apresentou comportamento semelhante a
avaliacao realizada aos 90 dias.

No ultimo periodo de avaliagdo, o ponto minimo foi observado na
concentragdo de 300 mM, com - 2,19 MPa de Ws e o maximo, foi observado
em 150 mM para o teor de prolina de 0,015 mmol prolina g* MF.

O ajuste osmoético permite a manutencédo da turgescéncia, que por sua
vez contribui para que as plantas mantenham processos tais como abertura
estomatica (FOX, 1984).

De acordo com Reddy et al. (2015), a prolina é capaz de proteger as
clorofilas a e b contra os danos induzidos pela salinidade. Este fato pode
explicar a obtencdo da maxima taxa de assimilacéo liquida de COz ter ocorrido
na concentracéo de 250 mM.

Segundo Hariadi et al. (2011), estudando plantas de quinoa, foi
demonstrado que até 95% do ajuste osmético nas folhas mais velhas e 80-85%
em folhas jovens foi obtido por meio do acumulo de ions inorganicos (Na*, K* e
CI) nas plantas tratadas com NaCl as concentra¢des dentro da faixa de 0-500
mM (~0-50 dS m). Em plantas de quinoa, o acumulo de Na* constitui opcéo
de baixo custo energético para a planta na realizacdo do ajuste osmoético. Para
manutengao de razdo balanceada entre K* e Na*, neste caso, 0 aumento na
captacdo do Na* precisa ser acompanhado pela elevagdo na absorcdo de K*.
Segundo Ruffino et al. (2010), as plantulas de quinoa séo capazes de manter
elevadas concentracdes de K* em seus cotilédones, sendo esta capacidade
mantida em estagios posteriores (CUIN et al., 2009; ADOLF, 2012).

Para as variaveis Ws e teor de prolina em raizes foi observada
interacdo entre os fatores tratamento e época de avaliacao (Figuras 11A e 11B)
(p<0,05). O Ws apresentou comportamento semelhante aos 30, 60 e 90 dias
com recuperacao gradual a cada periodo de avaliagdo. Para os trés, o ponto
minimo de ajuste osmotico foi obtido na concentragcdo de 250 mM, com as
médias de - 0,58, - 0,36 e - 0,31 MPa.
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Figura 11. Potencial osmotico (A) e teor de prolina (B) em raizes de plantas de quinoa cv. BRS
Piabiru cultivadas por 30, 60 e 90 dias sob diferentes tratamentos salinos.

O teor maximo de prolina aos 30 dias foi obtido na concentracdo de 250
mM, com 0,017 mmol prolina g* MF. J& no segundo periodo de avaliacédo, a
maxima foi observada em 350 mM, com 0,025 mmol prolina g* MF. Aos 90
dias, a maxima foi obtida na metade da concentracdo observada aos 60 dias,
com 175 mM e 0,022 mmol prolina g* MF. O acimulo de prolina ocorre devido
ao aumento na expressao e atividade das enzimas de sintese (A-pirrolina-5-
carboxilato sintetase, P5CS; redutase A-pirrolina-5-carboxilato de etilo, PSCR)
ou pela diminuicdo das enzimas de degradacdo, prolina desidrogenase ou
prolina oxidase (PDH ou POX), e P5C desidrogenase (P5CDH) (HUANG et
al., 2013). Diversos estudos demonstram ser a super-expressao do gene P5CS
responsavel por aumentar a sintese de prolina, conferindo tolerancia a
salinidade em plantas transgénicas (KISHOR; SREENIVASULU, 2014).

E provavel que aos 30 e 90 dias, nas raizes, tenha ocorrido outro
mecanismo de ajuste osmotico, pois o teor de prolina nas referidas avaliacbes

foi inversamente proporcional ao Ws. Rorat (2006) relatou a presenca de
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desidrinas em raizes de quinoa como adaptacédo ao déficit hidrico induzido pela
salinidade. As desidrinas integram o conjunto de genes COR e suas proteinas
sdo sintetizadas durante situacOes de desidratacdo celular, o que ocorre
durante estagios de desenvolvimento ou em resposta a estimulos ambientais,
tais como baixas temperaturas, perda de agua ou alta salinidade
(KURBIDAEVA; NOVOKRESHCHENOVA, 2011).

Rajaravindran; Natarajan (2012), estudando o comportamento de
Sesuvium portulacastrum sob diferentes concentracdes de NaCl relataram
maiores teores de prolina livre em tecidos foliares em relacdo as raizes. Este
fato ndo observado no presente trabalho, pois as médias para esta variavel nas

diferentes regides da planta foram semelhantes.

4 CONCLUSAO

A salinidade na &gua de irrigacdo influencia o metabolismo das plantas
de quinoa cv. BRS Piabiru. Ocorre reducdo no indice de Chl e NBI, e, a partir
de 60 dias da inducdo dos tratamentos, ha incremento no indice de
flavonoides.

A salinidade influencia negativamente a taxa assimilatoria liquida de
COg, a partir da concentracdo de 250 mM, contudo as variaveis EUA e A/Ci
aumentam linearmente com o incremento da concentragéo salina.

A analise da atividade enzimética demonstra que a salinidade promove
adaptacdo e tentativa de neutralizacdo das EROS produzidas durante o
estresse salino, tanto na parte aérea quanto em raizes.

Ha& aumento no Ws nos tecidos foliares e radiculares aos 90 dias apds
aplicacao dos tratamentos, contudo, nas raizes a sintese de prolina ndo segue
a mesma tendéncia, indicando a presenca de outros mecanismos capazes de

realizar o ajuste osmético.
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