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Estresse térmico no aciumulo de prolina livre de plantulas de guandu
oriundas de sementes tratadas com poliaminas

Temperature stress in accumulation of free proline of pigeonpea
seedlings from seeds treated with polyamines

Jéssica da Silva'*; Vanessa Aparecida Villanova Saccini?;
Durvalina Maria Mathias dos Santos?

Resumo

Estudou-se os efeitos do tratamento de sementes de guandu com poliaminas no contetido de prolina
de plantulas com o intuito de verificar se a aplicagdo destas poliaminas atenua o estresse térmico na
germinagdo e no crescimento inicial de plantulas e, constatar se a putrescina ¢ espermidina exdgenas
induzem ao aciimulo de prolina, podendo este aminoacido ser indicativo bioquimico-fisiolégico em
plantulas que estejam sob temperaturas subdtimas e supradtimas. As sementes de guandu, cv. BRS
Mandarim e cv. Caqui, tratadas com solug@o de 0,5mM de putrescina ou espermidina, foram submetidas
a temperaturas subdtimas (20°C, 18°C, 16°C e 14°C) e supraodtimas (36°C, 38°C, 40°C e 44°C) por 24
horas e 48 horas. Apds estes periodos, foram submetidas a 25°C até o 10° dia, quando foram verificados
a porcentagem de germinagdo das sementes, o contetido de prolina das partes vegetativas ¢ a massa
de matéria seca das plantulas. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x4x2+3 (solugdes com poliaminas, estresse térmico por resfriamento/aquecimento, tempos de
exposi¢ao aos estresses, mais os fatores adicionais em25°C com 0,0mM e 0,5mM de Put e Spd), com
quatro repeti¢des de 25 sementes. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, separadamente para cada cultivar. Ambas as
poliaminas exdgenas atenuam os efeitos do resfriamento e aquecimento, contribuindo para o incremento
de sementes germinadas. Também, a putrescina e espermidina exdgenas atenuaram os cfeitos das
temperaturas adversas por induzir o acimulo de prolina, o qual conduz ao ajuste osmoético, embora esta
resposta fisioldgica ndo tenha minimizado os efeitos negativos do estresse térmico no crescimento de
plantulas de guandu. A prolina pode ser considerada indicador bioquimico-fisiologico em plantulas de
ambas as cultivares de guandu tratadas com as poliaminas sob temperaturas estressantes.

Palavras-chave: Cajanus cajan (L.) Millsp., espermidina, forrageira, osmolito, putrescina, temperaturas

Abstract

It was studied the effects of seed treatment with polyamines of pigeonpea for proline content of
seedling in order to verify that the application of these polyamines attenuates temperature stress on
germination and early seedling growth, and see if exogenous putrescine and spermidine induce the
accumulation of proline, this amino acid may be biochemical and physiological indicator in seedlings
that are under suboptimal temperatures and supraoptmail. The seeds of pigeonpea cv. BRS Mandarin
and cv. Caqui, treated with a solution of 0.5 mM of putrescine and spermidine, were subjected to
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suboptimal temperature (20°C, 18°C, 16°C and 14°C) and supraoptimal (36°C, 38°C, 40°C and 44°C) for
24 hours and 48 hours. After these periods, were subjected to 25°C until day 10, when the percentage
of seed germination were observed, the proline content of vegetative parts and the dry mass of the
seedlings. A completely randomized design in a factorial arrangement was used 3x4x2+3 (solutions
with polyamines, temperature stress by cooling/heating, time of exposure to stress, plus additional
factors em25°C with 0.0 mM and 0.5mM of Put and Spd), with four replicates of 25 seeds. The results
were submitted to analysis of variance and means were compared by Tukey test at 5% probability,
separately for each cultivar. Both exogenous polyamines attenuate the effects of cooling and heating,
contributing to the growth of germinated seeds. Also, putrescine and spermidine exogenous mitigated
the adverse effects by inducing proline accumulation, which leads to osmotic adjustment temperatures,
although this physiological response has not minimized the negative effects of temperature stress on
seedling growth of pigeonpea. Proline can be considered biochemical and physiological indicator in

seedlings of both cultivars of pigeonpea treated with polyamines under temperature stress.
Key words: Cajanus cajan (L.) Millsp, spermidine, forage, osmolyte, putrescine, temperature

Introduciao

Os vegetais, por serem organismos s€sseis,
estdo expostos aos estresses abidticos como a seca,
salinidade, metais pesados, deficiéncia ou toxidez
nutricional, bem como altas e baixas temperaturas.
A sobrevivéncia e a distribuicdo das plantas no
planeta sdo determinadas, entre outros fatores, pela
temperatura. O estresse causado pelas temperaturas
subotimas e supradtimas altera a homeostase
celular, provoca severo atraso no crescimento
e desenvolvimento vegetal e, em muitos casos,
conduz a senescéncia programada (THAKUR et al.,
2010; SZABADOS et al., 2011).

Em resposta aos varios estresses, as plantas
se protegem disparando alteracdes bioquimico-
fisiologicas, dentre as quais se destaca o ajuste
osmoético, mecanismo que promove o acumulo
de moléculas organicas de baixo peso molecular,
conhecidas como solutos ou osmolitos compativeis,
os quais ndo interferem nas reagdes metabdlicas do
vegetal (ASHRAF et al., 2011; SZABADOS et al.,
2011). Entre os compostos organicos acumulados
em plantas sob estresses, encontra-se a prolina,
aminodacido essencial, que em plantas sob estresse
pode ter funcdo osmoprotetora, auxiliando na
manutengdo da integridade celular de proteinas,
enzimas ¢ membranas (ASHRAF et al., 2011).
Embora muitos estudos relacionem o actimulo
de prolina a inducdo do ajuste osmotico para
protecdo aos efeitos dos estresses como as altas e

baixas temperaturas (SZABADOS; SAVOURE,
2010; CAO et al, 2011; CVIKROVA et al.,
2012), a correlagdo entre o acumulo de prolina e
a tolerancia das plantas aos estresses, para varios
autores, ainda ndo esta totalmente compreendida
(ABDUL JALEEL et al., 2007; BRITO et al., 2008;
SZABADOS; SAVOURE, 2010; ASHRAF et al.,
2011).

Em plantas superiores, encontram-se moléculas
sinalizadoras de varios processos fisiologicos
e, sobretudo, dos estresses impostos ao vegetal
(ASHRAF et al, 2011; WIMALASEKERA;
TEBARTZ; SCHERER, 2011). As poliaminas tém
sido identificadas como uma classe essencial de
reguladores vegetais endogenos, representada pela
putrescina, espermidina, espermina e cadaverina.
Constituem-se compostos nitrogenados alifaticos,
policatidnicos, de baixo peso molecular, encontrados
em todos os organismos vivos (GILL; TUTEJA,
2010). Nas ultimas décadas tem aumentado muito
o interesse dos pesquisadores sobre as poliaminas,
devido ao relevante efeito na fisiologia da planta
e, sobretudo, nas respostas aos estresses abioticos
(GILL; TUTEJA, 2010; WIMALASEKERA;
TEBARTZ; SCHERER, 2011).
exogena de poliaminas esta sendo considerada boa

A utilizagdo
alternativa para aumentar a resisténcia das plantas

aos varios estresses (HUSSAIN et al., 2011).

Mediante as condi¢des ambientais adversas
impostas as plantas, existe a necessidade da busca
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de vegetais que apresentem amplitude de adaptagao
aos estresses. O guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.),
leguminosa forrageira é considerado, no periodo da
entressafra, alternativa para a provisao de alimento
de alta qualidade para os animais e armazenamento
de forragem (NENE; HALL; SHEILA, 1990).
Possui capacidade de crescer em periodos adversos
que sdo limitantes ao crescimento de outras espécies
vegetais, ¢ por ser resistente aos varios estresses
ambientais, ¢ considerada planta de multiplo uso
(NENE; HALL; SHEILA, 1990; SAXENA, 2008).

Neste trabalho estudou-se os efeitos do estresse
térmico no acimulo de prolina e crescimento inicial
de plantulas de guandu oriundas de sementes tratadas
com as poliaminas putrescina e espermidina. Este
estudo teve o intuito de verificar se a aplicacdo
destas poliaminas em sementes atenua o estresse
térmico na germinagdo e no crescimento inicial
de guandu. Também, constatar se a putrescina e
espermidina exogenas induzem ao acumulo de
prolina, podendo este aminoacido ser indicativo
bioquimico-fisioldgico em plantulas que estejam
sob temperaturas subotimas e supradtimas.

Material e Métodos

Os experimentos foram instalados no laboratorio
de Fisiologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, FCAV, da Universidade
Estadual Paulista, UNESP, Campus de Jaboticabal,
nos anos de 2011 ¢ 2012.

Foram utilizadas caixas de germinagdo, tipo
Gerbox, previamente esterilizadas e revestidas com
uma folha de papel de germinagao umedecido com
15 mL de solugdo contendo 0,0mM; 0,5mM de
putrescina (Put) ou 0,5mM de espermidina (Spd).

Para a imposi¢do do estresse térmico, foram
utilizadas temperaturas dentro da faixa 12,8°C a
43°C indicadas por Nene, Hall e Sheila (1990)
para o desenvolvimento da cultura de guandu
em campo. O estresse térmico por resfriamento
constou das temperaturas subotimas de 20°C,
18°C, 16°C e 14°C, enquanto o aquecimento

apresentou as temperaturas supradtimas de 36°C,
38°C, 40°C e 44°C. Para o tratamento controle foi
considerada a temperatura de 25°C. As sementes
foram submetidas ao estresse térmico por 24 ou
48 horas, de acordo com a metodologia de Lopes
et al. (2010) e, posteriormente, foram transferidas
ao germinador a 25°C com fotoperiodo de 12 horas,
onde permaneceram até o 10° de semeadura.

Para a montagem dos experimentos de cada
cultivar, foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3x4x2+3 (solugdes
com poliaminas, estresse térmico por resfriamento/
aquecimento, tempos de exposi¢do aos estresses,
mais os fatores adicionais em25°C com 0,0mM e
0,5mM de Put e Spd). Foram realizadas quatro
repeticdes de 25 sementes.

Para analisar os teores de prolina livre e o
crescimento das plantulas foram utilizadas as
temperaturas subotimas de 18°C e 14°C e as
supradtimas de 36°C e 40°C, pois testes preliminares
indicaram respostas significativas para os teores de
prolina e para o crescimento.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x2x2+3 (solugdes com poliaminas, estresse
térmico por resfriamento/aquecimento, tempos de
exposicao aos estresses, mais os fatores adicionais

em 25°C com 0,0mM e 0,5mM de Put eSpd).

Foi utilizada a metodologia de Bates, Waldren
e Teare (1973), na qual a partir de 0,5g de massa
fresca das partes vegetativas obtiveram-se as
reagdes com acido sulfosalicilico, acido acético
glacial, 4cido ninhidrina e tolueno. As leituras da
absorbancia foram em 520nm. Os teores de prolina
foram calculados em mmoles de prolina/g massa
fresca (umol g MF).

O crescimento das plantulas foi verificado
mediante obtengdo da massa seca da parte aérea e
da raiz primaria, em estufa de circulacao for¢ada de
ar em temperatura de 80°C por 72 horas e pesagem
em balanga analitica Denver Instrument Company
AA-200.
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A analise estatistica foi realizada separadamente
para cada cultivar. Os dados foram submetidos
a analise de varidncia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os dados de germinagao de sementes
foram transformados em arco seno Vx/100 e os
desdobramentos dos graus de liberdade foram
submetidos a analise de regressao polinomial.

Resultados

As temperaturas estressantes, tanto subdtimas
quanto supradtimas, causaram reducao significativa
da germinacdo de sementes de ambas as cultivares
de guandu (Tabelas e Figuras 1 e 2). A diminui¢do da
temperatura reduziu acentuadamente a germinagao
em 24 horas, tanto para a cv. BRS Mandarim quanto
para cv. Caqui (Figura 1A e 1B, respectivamente).
Esta resposta também ocorreu nas temperaturas
supradtimas, sendo esta condi¢do confirmada, na
cv. Caqui, pela morte do embrido na temperatura de
44°C (Tabelas 1 ¢ 2).

Figura 1. Germinagao de sementes (%) de guandu, no 10° dia apds a semeadura, sob diferentes temperaturas de
resfriamento e periodos de exposi¢do aos estresses. (A) cv. BRS Mandarim; (B) cv. Caqui. *Médias seguidas da
mesma letra maitscula (entre tempos de exposig¢do ou temperaturas) ¢ mintiscula (dentro de cada tempo de exposi¢ao
ou temperatura) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Fonte: Elaboracdo dos autores.

A exposi¢do das sementes de guandu as
temperaturas subdtimas em 24 e 48 horas mostra a
sensibilidade do guandu, uma espécie tropical, as
condicdes de frio, as quais ocasionaram acentuada
reducdo da germinagdo das sementes no menor
periodo de exposi¢do (Tabelas 1 e 2; Figuras
1A e 1B). Por outro lado, quando submetidas a
temperaturas supradtimas, as sementes mostraram-
se sensibilizadas pela temperatura apds a exposi¢ao
prolongada (Tabelas 1 e 2, Figuras 2Ae 2C).

A 24 horas

y=+2,7164 - 3,9950x R?=0,9612

® 48 horas
y=-40,5122 - 1,5511x

R?*=0,9569

80 1

70

60 -

Germinagéao de sementes (%)

50 T T T )
20 18 16

Estresse térmico (°C)

As poliaminas exdgenas incrementaram a
germinacdo das sementes da cv. BRS Mandarim
sob as temperaturas supradtimas, enquanto que na
cv. Caqui, somente a Spd aumentou a germinagao
das sementes (Tabela 1 e 2; Figura 2B). Ainda, nesta
cultivar a Put exdgena provocou menor germinagao

das sementes (Tabela 2).
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Tabela 1. Analise de variancia das temperaturas subotimas, tempos de exposi¢ao e poliaminas exdgenas na germinagao
de sementes (%) de guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, no 10° dia apds a semeadura. Jaboticabal, SP. 2011- 2012.

Temperaturas (TR) cv. BRS Mandarim cv. Caqui
Germinacio (%)" Germinacio (%)*
20°C 67,63 a 7391 a
18°C 69,99 a 70,61 a
16°C 64,32 b 63,32 b
14°C 59,05 ¢ 5791 c
Teste F 43,01%** 77,77**
Tempos de exposi¢cdo (TE) Germinacio (%)" Germinacio (%)*
24 horas 63,31 b 65,22 b
48 horas 67,18 a 66,88 a
Teste F 28,64%* 4,07*
Poliaminas (P) Germinacio (%)! Germinacio (%)!
0,0 mM 65,12 a 64,79 a
0,5 mM Put? 65,09 a 66,20 a
0,5 mM Spd? 65,53 a 67,15a
Teste F 0,15™ 2,78
Interacoes Germinacio (%)" Germinacio (%)’
TRXTE 6,38%%* 15,83%*
TRxP 0,18™ 1,89
TExP 0,42 0,34
TRxTExP 0,55™ 1,57
Tratamentos Adicionais Germinacio (%)" Germinacio (%)*
25°C + 0,0 mM 74,19 a 74,19 a
25°C + 0,5 mMPut 69,01 a 69,01 a
25°C + 0,5 mMSpd 70,45 a 70,45 a
Teste F 4,49% 1,750
Média Fatorial 65,25 66,05
Média Trat. Adicionais 75,54 71,22
Adicional vs. Fatorial 90,11%** 17,43%%*
C.V. (%) 5,33 6,07

! Dados de % de germinagdo transformados em arco seno raiz quadrada de x/100; 2Putrescina; > Espermidina; ns : ndo significativo

(P> 0,05);* : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01); C.V.: coeficiente de variagao.

Fonte: Elaboracdo dos autores.

O conteudo de prolina e o crescimento inicial
das plantulas de ambas as cultivares de guandu
apresentaram resposta significativa frente as
condi¢gdes de temperatura, tempos de exposicdo
e poliaminas exogenas a que as sementes foram
expostas (Tabela 3).

Observou-se que, na cv. BRS Mandarim, os
tempos de exposicdo as temperaturas subotimas

causaram aumento nos teores de prolina das plantulas
de guandu. Ainda, verificou-se que a temperatura de
14°C incrementou os teores de prolina no menor
periodo de exposicao (24 horas), indicando que em
menor temperatura necessita-se de menos tempo
para ocorrer o incremento de prolina. Verificando os
resultados de 18°C, nota-se que, o maior acimulo
de prolina ocorreu em 48 horas (Figura 3A e 3B).
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Tabela 2. Analise de variancia das temperaturas supradtimas, tempos de exposi¢do ¢ poliaminas exdgenas na
germinacdo de sementes (%) de guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, no 10° dia apds a semeadura. Jaboticabal,

SP. 2011-2012.

cv. BRS Mandarim cv. Caqui
Temperaturas (TR) Germinacio (%)" Germinacio (%)"
36°C 80,15 a 76,24 a
38°C 82,45 a 70,45 b
40°C 74,34 b 64,64 ¢
44°C 71,54 ¢ --2
Teste F 50,25%* 45,80%**
Tempos de exposi¢io (TE) Germinacio (%)" Germinacio (%)"
24 horas 79,53 a 73,13 a
48 horas 74,72 b 67,76 b
Teste F 45,68%* 29,36%*
Poliaminas (P) Germinacio (%)" Germinacio (%)"
0,0 mM 75,46 b 70,78 ab
0,5 mM Put® 77,87 a 68,63 b
0,5 mM Spd* 78,03 a 7192 a
Teste F 5,44%* 3,81%
Interacoes Germinacio (%)' Germinacio (%)'
TRxTE 5,04%%* 1,75™
TRxP 3,71%* 0,87
TExP 2,78 0,15
TRxTExP 7,18%* 2,55%
Tratamentos Adicionais Germinacio (%)" Germinacio (%)"
25°C + 0,0 mM 72,05 b 74,19 a
25°C + 0,5 mMPut 75,07 ab 69,01 a
25°C + 0,5 mMSpd 79,51 a 70,44 a
Teste F 4,63* 1,621
Média Fatorial 77,12 70,44
Média Trat. Adicionais 75,54 71,21
Adicional vs. Fatorial 2,200 0,35
C.V. (%) 4,53 5,95

! Dados de % de germinagao transformados em arco seno raiz quadrada de x/100;

2 Auséncia de germinagio, morte das sementes (este dado ndo foi considerado na analise de varidncia); 3 Putrescina; *Espermidina;
ns : ndo significativo (P > 0,05);* : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01); C.V.: coeficiente de variagao.

Fonte: Elaboracdo dos autores.

108

A Put exdgena, sob temperaturas subotimas
mais severas, provocou aumento significativo
dos teores de prolina na parte aérea, embora nas
raizes primarias tenha reduzido o conteudo deste
aminodacido (Figura 3C e 3D).

Com 24 horas de exposicdo as temperaturas
subdtimas, a Put incrementou aumento dos teores

de prolina da parte aérea das plantulas da cv. BRS
Mandarim (Figura 3E), embora na raiz primaria
esta poliamina tenha reduzido o contetdo deste
osmolito (Figura 3F). Ambas as poliaminas
exdgenas causaram reducdo do contetdo de prolina
da parte aérea sob resfriamento por maior tempo de
exposi¢ao (Figura 3E), enquanto que nas raizes a
Spd conduziu ao acimulo de prolina (Figura 3F).
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Tabela 3. Analises de varidncia das temperaturas, tempos de exposi¢do e poliaminas exdgenas no acimulo de prolina e no crescimento inicial de plantulas de
guandu, cv. BRS Mandarim e cv. Caqui, no 10° dia apds a semeadura. Jaboticabal, SP. 2011- 2012.

Resfriamento’ Aquecimento’
L BRS Mandarim Caqui BRS Mandarim Caqui
Causa da Variagdo  G.L. — - — - — - -~ -
Cresc.Inicial? Prolina® Cresc. Inicial Prolina Cresc. Inicial Prolina Cresc. Inicial Prolina

PA* RP? PA RP PA RP PA RP PA RP PA RP PA RP PA RP
H@Bﬁ@ﬂmﬁhﬂm‘m A‘H,v sk Kk sk sk Kk sk sk sk sksk sk Kk Kk ek Kk ns sksk
‘.—.,OHH:UO muwmvoﬁ,.—;mv * 3k kk sk Kk sk sk Kk kesk sk k% k% k% k% kk kesk
UTOENB:HNMQ AHVV kk * kk ks ns ns sk ke sk ek Kk Kk ns ns sk sk
‘._Juh‘._;m ns * sk sk Kk sk sk ke ns ns Kk Kk ns * sk sksk
TxP ns * *k Hk * ns *ok Hk ns ns ns ok ns ns *ok ok
‘H,—UL%T * k sk sk ns ns sksk sk ns ns kk sk ns ns sksk sksk
TxTExP *% ns *k ** ns ns ns *k ns ns ** H* ns ns *k o
Hu,mﬂOﬁwmw_ sk Kk sk sk ke sk sk sk sksk sk ke Kk sk Kk sk sksk
>Q~O Vs. mmHOH.mm~ ek k% ek ke k% sk sk Kk sksk ns k% k% ns ns sk sk
Entre Fat. Adic. * * ns *k * *k *k *k ns * ns H* ns ns *k o
C.V.(%) 10,07 12,05 16,95 10,66 13,12 18,23 13,81 10,93 7,48 9,71 18,20 10,61 14,68 38,04 11,31 11,30

! Temperaturas subotimas de 18°C e 14°C e supradtimas de 36°C e 40°C; 2Crescimento inicial em gramas de massa seca (MS em g); *Prolina em umol g de massa fresca (MF); * PA:
parte aérea; > RP: raiz primaria; ¢ Tempos de exposicdo: 24 ¢ 48 horas; "Poliaminas exdgenas: 0,0mM; 0,5mM de Put (putrescina) e 0,5mM de Spd (espermidina);

ns: nao significativo (P < 0,05); *: significativo (P < 0,05); **: significativo (P < 0,01);

C.V. (%): coeficiente de variagao.

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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Figura 2. Germinagdo de sementes (%) de guandu, cv. BRS Mandarim, em temperaturas supradtimas, sob efeito dos
tempos de exposicdo (A) e poliaminas exogenas (B) e cv. Caqui, sob efeito das temperaturas de aquecimento, no 10°
dia ap6s a semeadura. *Médias seguidas da mesma letra maitscula (entre tempos de exposi¢do ou temperaturas)
minuscula (dentro de cada tempo de exposi¢ao ou temperatura) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Fonte: Elaboragio dos autores.

O estresse térmico por temperaturas subotimas
causou efeito significativo no crescimento inicial
das plantulas da cv. BRS Mandarim. Houve maior
crescimento da raiz primaria, tanto sob 18°C quanto
sob 14°C, por 48 horas de exposi¢ao (Figura 4A).
A aplicag@o das poliaminas possibilitou ainda, no
periodo de 24 horas de exposicdo as temperaturas
subotimas, maior crescimento das plantulas (Figura
4C e 4D), embora a poliamina Put tenha causado
maior crescimento em 18°C (Figura 4B).

Os resultados da cv. Caqui referentes aos
tempos de exposicdo as temperaturas subdtimas
revelaram que, no menor periodo ambas as
temperaturas provocaram aumento nos teores de
prolina das plantulas de guandu (Figura 5SA e 5B).
Sob resfriamento menos severo (18°C), a Spd
causou aumento dos teores de prolina, tanto na
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parte aérea quanto nas raizes primarias (Figura 5C
e 5D). Ainda, em relagdo a Put, a Spd aumentou
o conteudo de prolina nas raizes primarias sob
temperatura de 14°C (Figura 5D). Observa-se que,
na parte aérea e nas raizes primarias da cv. Caqui,
apenas a Spd possibilitou aumento acentuado dos
teores de prolina na exposi¢ao de 24 e 48 horas as
temperaturas subotimas (Figuras 5E e 5F).

O crescimento inicial das plantulas da cv. Caqui
foi maior em 18°C, independentemente do periodo
de exposi¢dao (Figura 6A e 6B). Além disso, na
temperatura sub6tima mais severa, 0 crescimento
foi influenciado positivamente pela Put, a partir do
incremento da massa seca da parte aérea, embora a
18°C tenha havido maior crescimento, independente
das poliaminas ex6genas (Figura 6C).
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Figura 3. Conteudo de prolina de plantulas de guandu, cv. BRS Mandarim, em temperaturas subo6timas, no 10° dia
apos a semeadura. Parte aérea (A, C ¢ E) e raiz primaria (B, D ¢ F). *Médias seguidas da mesma letra, maiuscula (entre
tempos de exposi¢do ou temperatura) e minuscula (dentro de cada tempo de exposi¢do ou temperatura), ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Tempos de exposicio (horas)

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 36, n. 1, p. 103-122, jan./fev. 2015



Silva, J.; Saccini, V. A. V.; Santos, D. M. M. dos

Figura 4. Crescimento inicial de plantulas de guandu, cv. BRS Mandarim, em temperaturas subdtimas, no 10° dia
apos a semeadura. Parte aérea (D) e raiz primaria (A, B e C). *Médias seguidas da mesma letra, maitscula (entre
tempos de exposi¢do ou temperatura) e mintiscula (dentro de cada tempo de exposi¢ao ou temperatura), ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 5. Contetdo de prolina de plantulas de guandu, cv. Caqui, em temperaturas subotimas, no 10° dia apods a
semeadura. Parte aérea (A, C e E) e raiz primaria (B, D e F). *M¢édias seguidas da mesma letra, maitscula (entre
tempos de exposi¢do ou temperatura) e mintiscula (dentro de cada tempo de exposi¢ao ou temperatura), ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 6. Crescimento inicial de plantulas de guandu, cv. Caqui, em temperaturas subdtimas, no 10° dia apos a
semeadura. Parte aérea (A e C) e raiz primaria (B). *Médias seguidas da mesma letra, maitiscula (entre tempos de
exposi¢ao ou temperatura) e mintscula (dentro de cada tempo de exposi¢ao ou temperatura), ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (P>0,05).
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As temperaturas supradtimas causaram aumento
dos teores de prolina nas plantulas da cv. BRS
Mandarim submetidas a 36°C por 24 horas ¢ a 40°C
por maior tempo (Figuras 7A e 7B). Os teores de
prolina destas plantulas ndo foram incrementados
pela aplicagdo das poliaminas, independente do

Aa
Aa Aa
Ba
Bab
Bb
0,06 4
0,02 T
18 14

Temperaturas (°C)

tempo a que ficaram expostas as temperaturas
supraotimas (Figura 7C e 7D), embora tenha havido
significativa diferenca no acumulo deste osmolito
nas raizes primarias entre os periodos de exposicao
(Figura 7D), bem como observado na temperatura
de 36°C (Figura 7E).
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Figura 7. Conteudo de prolina de plantulas de guandu, cv. BRS Mandarim, em temperaturas supradtimas, no 10° dia
apos a semeadura. Parte aérea (A e C) e raiz primaria (B, D ¢ E). *Médias seguidas da mesma letra, maitscula (entre

tempos de exposi¢do ou temperatura) e minuscula (dentro de cada tempo de exposi¢do ou temperatura), ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Os resultados da cv. Caqui nos tempos de
exposi¢do as temperaturas supradtimas revelaram
que, em 48 horas, ambas as temperaturas provocaram
acentuado aumento nos teores de prolina da parte
a¢rea das plantulas (Figura 8A), enquanto que
nas raizes primarias, a maior exposi¢do provocou
aumento dos teores de prolinana temperatura de
40°C (Figura 8B). A aplicagdo da Spd possibilitou
incremento dos teores de prolina nas raizes
submetidas ao aquecimento por 24 horas (Figura
8D) e a temperatura de 36°C (Figura 8E), enquanto
que com 48 horas de exposi¢do, a Put reduziu os
teores de prolina nestas plantulas (Figura 8C e
8D). O crescimento da raiz primaria das plantulas
foi decrescente conforme ocorreu aumento da
temperatura e do tempo de exposi¢do (Figura 9A).

Na auséncia de estresse térmico, as poliaminas
ndo causaram diferencga significativa nos teores de
prolina das partes aéreas das plantulas da cv. BRS
Mandarim (Figura 10A). Nas raizes primarias,
ambas as poliaminas diminuiram estes teores
(Figura 10B). O crescimento inicial da parte aérea
ndo respondeu significativamente a aplicagdo das
poliaminas (Figura 10C), enquanto que aplicagdo
de Spd possibilitou melhor crescimento nas raizes
(Figura 10D).

Na cv. Caqui, ambas as poliaminas exdgenas
incrementaram os teores de prolina da parte aérea
(Figura 11A). Nas raizes apenas o tratamento Spd
promoveu aumento acentuada da prolina (Figura
11B). Os resultados do crescimento destas plantulas
evidenciam a redugdo da massa seca em gramas,
oriunda da aplicacao da Put (Figuras 11C e 11D).

Figura 8. Contetdo de prolina de plantulas de guandu, cv. Caqui, em temperaturas supradtimas, no 10° dia apés a
semeadura. Parte aérea (A e C) e raiz primaria (B, D ¢ E). *Médias seguidas da mesma letra, maitscula (entre tempos
de exposi¢@o ou temperatura) ¢ minuscula (dentro de cada tempo de exposi¢ao ou temperatura), ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 9. Crescimento inicial de plantulas de guandu, cv. Caqui, em temperaturas supraotimas, no 10° dia apds a
semeadura. Raiz primaria (A). *Médias seguidas da mesma letra, maitscula (entre tempos de exposi¢ao ou temperatura)
e minuscula (dentro de cada tempo de exposi¢do ou temperatura), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 10. Contetido de prolina e crescimento inicial de plantulas de guandu, cv. BRS Mandarim, em temperatura nao
estressante ¢ poliaminas exogenas, no 10° dia apos a semeadura. Parte aérea (A e C) e raiz primaria (B e D). *Médias
seguidas da mesma letra, maitiscula (entre tempos de exposi¢do ou temperatura) e mintscula (dentro de cada tempo
de exposi¢do ou temperatura), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

O 0,0mM B05mMPut B0,5mM Spd 0 00mM H0,5mMPut B 0,5mM Spd
& § 250
& 250 ]
= P
Lo E
=]
g 210 A \% 210 A a
S =
Bo)
S 170 4 2 170 1
€ o
8 3
3 :
= 130 1 = 130 A
e g
g E
S 90 4 N _
E a % 90
2]
§ :
Y S50
2 25
Temperatura 6tima (°C) Temperatura 6tima (°C)

o]

O 0,0mM H05mMPut  H0,5mM Spd IE‘ 0O 0,0mM E0,5mM Put B 0,5mM Spd

0,20 1
0,20 1 -
5 5
2 & _
S 3R i a
SE 015 8 OB ab
S 2 T
E 3 = >
23 o g
5 8 R
£~ 0,10 A g 0,10 A
2 3
2 8
© S
0,05 0,05
25 25
Temp eratura 6tima (°C) Temperatura 6tima (°C)

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 36, n. 1, p. 103-122, jan./fev. 2015



Estresse térmico no acumulo de prolina livre de pléantulas de guandu oriundas de sementes tratadas com poliaminas

Figura 11. Conteudo de prolina e crescimento inicial de plantulas de guandu, cv. Caqui, em temperatura nao estressante
e poliaminas exogenas, no 10° dia apds a semeadura. Parte aérea (A e C) e raiz primaria (B e D). *Médias seguidas da
mesma letra, maitscula (entre tempos de exposi¢ao ou temperatura) e minuscula (dentro de cada tempo de exposi¢ao
ou temperatura), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Discussao

A redugdo da germinagdo das sementes sob
temperaturas baixas observada neste trabalho,
evidencia a sensibilidade de espécies de clima
tropical, como o guandu e a alfafa (WANG et al.,
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2009) e o feijao (ZEID et al., 2004) ao resfriamento
mais severo, Ranawake e Nakamura (2011) relatam
que, temperaturas mais baixas reduzem a fluidez das
membranas, podendo desencadear a seca fisiologica,
que torna a agua indisponivel ao organismo,
mesmo estando presente, prejudicando o processo
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germinativo que ¢ uma das etapas mais sensiveis
e importantes do desenvolvimento vegetal. Ainda,
a maior porcentagem de germinacgdo das sementes
submetidas as baixas temperaturas por mais tempo,
pode estar relacionada a capacidade de aclimatacao
do vegetal, uma vez que esta acontece a partir de
uma exposicdo prévia a condigcdo estressante,
neste caso o periodo de 24 horas. Esta resposta
fisiologica assemelha-se a observada em feijao
(Phaseolus vulgaris L.) por Custodio et al. (2009),
0s quais verificaram que as sementes submetidas ao
resfriamento prévio, ndo s6 germinaram mais, COmo
apresentaram menor taxa de plantas anormais.

Semelhantes efeitos encontrados
o resfriamento,
desencadearam redugdo da germinagdo conforme
aumento da temperatura, como verificado por
Raveneau et al. (2011) em sementes de ervilha e
feijao. Pode, neste caso, terhavido aumento dafluidez
das membranas celulares e, consequentemente,
o desarranjo celular. Também, pode ter havido
desnaturagdo de
enzimas, haja vista que estas sdo compostos
termo dependentes, desencadeando alteragdes em
processos determinantes ao crescimento vegetal,
como a respiragdo. A exposi¢ao das sementes as
temperaturas altas pode acelerar a senescéncia,
reduzir a viabilidade das sementes conduzindo
a perda de rendimento, pois as plantas desviam
recursos para lidar com o estresse por aquecimento,
tornando os fotossintatos disponiveis, limitados ao

desenvolvimento da planta (WAHID et al., 2007).

aos para

as temperaturas supraotimas

proteinas e inativacdo de

A aplicacdo das poliaminas Put ¢ Spd mostrou

efeito positivo nas sementes, principalmente
na cultivar BRS Mandarim, sob temperaturas
supradtimas. As poliaminas, de modo geral, podem
ter atuado como osmoprotetores, uma vez que
amenizaram os efeitos causados pelas temperaturas
elevadas nas sementes. As temperaturas elevadas
conduzem a deficiéncia hidrica celular, oriunda do
aquecimento dos tecidos vegetais (CAVUSOGLU;

KABAR, 2007; ASHRAF et al.,, 2008; GILL;

TUTEJA, 2010). Na cultivar Caqui, somente a
Spd melhorou a germinagao, mostrando a provavel
sensibilidade das rotas enzimaticas dessa cultivar as
temperaturas supradtimas com tratamento de Put. A
concentracdo da Put aplicada pode ter interferido na
resposta germinativa, como verificado em sementes
de pimenta que germinaram mais quando tratadas
com solucdes de baixas concentragdes de Put
(KHAN et al., 2012).

As
maior crescimento das plantulas, proporcionando
incremento da massa seca das partes aéreas e
raizes primarias, como verificado por Shen,
Nada e Tachibana (2000) e Khan et al. (2012),
que relacionam este incremento a divisao celular
estimulada pelas poliaminas, devido a elas serem
consideradas reguladores vegetais, agirem como
protetores
membranas celulares através da inativacdo da
NADPH oxidase e estabilizarem tais membranas,
ligando-se a elas.

poliaminas  exdgenas proporcionaram

contra a peroxidacdo lipidica das

A reducao dos teores de prolina deve-se,
provavelmente, ao fato de as poliaminas e a
prolina apresentarem os mesmos substratos para
biossintese, os aminoacidos glutamato e arginina.
O aumento da concentragdo das poliaminas, pela
adicdo destas substancias as sementes somada as
poliaminas endogenas, e diante das temperaturas
impostas, fez com que os substratos glutamato e
arginina fossem utilizados para a sintese de novo
das poliaminas, deixando de biossintetizar a prolina
(BRITIAN et al., 2012). Esta redugio pode, ainda,
ser derivada da sintese de GABA pela planta, o
qual apresenta os mesmos precursores da prolina e
das poliaminas e também pelo fato das poliaminas
terem sinalizado o aumento de outro osmoprotetor,
seja enzimatico e/ou soluto compativel, que ndo a
prolina (ALCAZAR etal.,2011; CVIKROVA etal.,
2012). Nas plantas superiores, este aminoacido atua
como osmoregulador ou sinalizador das respostas
fisiologicas aos estresses mediante regulagdo do pH
celular (ROBERTS, 2007; HUSSAIN et. al., 2011).
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Todavia, em alguns casos foi observada a resposta
inversa, isto ¢, no tratamento com poliaminas houve
aumento de prolina, semelhante aos resultados de
Amri e Shahsavar (2010) com espermidinia exégena
em citrus. Isto pode ter ocorrido como resultado
da transducdo mais eficaz do sinal de estresse
osmotico devido a alta concentragdo de poliaminas
no meio, promovendo acumulo de prolina para
proteger o organismo vegetal das injurias causadas
do déficit hidrico oriundo das temperaturas
adversas (KUZNETSOV; SHEVYKOVA, 2007).
Outro aspecto a considerar, ¢ que o estresse por
temperaturas supradtimas desencadeia o estresse
oxidativo como resultado do desbalanco entre
as reagdes fotoquimicas e bioquimicas, e assim,
o metabolismo vegetal ¢ estimulado a acumular
prolina na tentativa de controlar a agdo das espécies
reativas ao oxigénio (EROS), responsaveis por
grande parte da morte celular durante as condigdes
de estresse (WAHID et al., 2007; SOLIMAN et al.,
2012).

Conclusoes

As poliaminas exdgenas nao atenuam os efeitos
do resfriamento na germinagdo de sementes de
ambas cultivares de guandu.

Os efeitos negativos do estresse térmico por
aquecimento na germinagdo das sementes sao
atenuados pela Put e Spd exdgenas.

Nas plantulas, as poliaminas exogenas atenuam
os efeitos das temperaturas subotimas e supradtimas
por induzir o acumulo de prolina.

O aminoacido prolina pode ser considerado
indicador bioquimico-fisiolégico em plantulas de
guandu sob temperaturas adversas.
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