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RESUMO

A salinidade, cada vez mais presente nos solos agricultaveis, afeta a
produtividade dos vegetais. No entanto, existem espécies mais tolerantes do que
outras e € necessario o estudo dos mecanismos de resposta a salinidade a fim de
elucidar quais as respostas estdo correlacionadas com a tolerancia a salinidade.
Dessa forma, objetivou-se caracterizar, fisiologicamente, dois gendtipos de
Glycine max L. com relag&do ao estresse salino e identificar quais variaveis estdo
mais correlacionadas a tolerancia a salinidade. Para isso, plantas das cultivares
AS 3730 e M 8372 foram submetidas a trés concentrac@es salinas (0, 50 e 100
mM) e foram realizadas coletas aos 0, 8 e 16 dias. Foram realizadas analises de
crescimento, metabolismo antioxidante enzimatico e ndo enzimatico,
fotossintese, além do teor de clorofila a e b, carotenoides, agucares sollveis
totais, aglcares redutores, proteinas e prolina. Como resultados, foi obtido que a
cultivar M 8372 possui maior crescimento, maior atividade das enzimas
antioxidantes e maior teor de compostos antioxidantes como o ascorbato e
carotenoides, quando comparada com a cultivar AS 3730. Além disso, a cultivar
M 8372, também, obteve menores niveis de peroxidacgdo lipidica. No entanto a
cultivar AS 3730 obteve maiores teores de prolina, um osmoprotetor e menor
comprometimento do crescimento quando comparada ao seu controle. Pode-se
concluir que existe resposta diferencial das cultivares a salinidade.

Palavras-chave: Salinidade. Glycine max. Estresse.



ABSTRACT

Salinity, ever present in agricultural soils, affects plant productivity. However,
there are species more tolerant than others, and the study of response
mechanisms to salinity is necessary in order to elucidate which responses are
correlated with tolerance to salinity. Thus, we aimed at physiologically
characterizing two Glycine max L. genotypes concerning saline stress, and
identify which variables are more correlated with tolerance to salinity. For this,
plants of cultivars AS 3730 and M 8372 were submitted to three saline
concentrations (0, 50 and 100 mM), having sampled 0, 8 and 16 days. We
conducted analysis for growth, enzymatic and non-enzymatic antioxidant
metabolism, photosynthesis beyond the content of chlorophyll a and b,
carotenoids, total soluble sugars, reducing sugars, proteins and proline. A
results, cultivar M 8372 presented better growth, higher antioxidant enzyme
activity and higher content of antioxidants such as ascorbate and carotenoids,
when compared to cultivar AS 3730. In addition, cultivar M 8372 also presented
lower levels of lipid peroxidation. However, cultivar AS 3730 obtained higher
contents of proline, an osmoprotector and lower growth compromise when
compared to its control. In conclusion, there is a differential response of the
cultivars to salinity.

Keywords: Salinity. Glycine max. Stress.
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1 INTRODUCAO

Estresses abidticos como a seca, baixas temperaturas, metais pesados e a
salinidade estdo entre os aspectos que mais afetam a produtividade das culturas
(CHOUDHURY et al.,, 2013). Dentre esses, a salinidade é a principal
contribuinte para que ocorra um decréscimo na produtividade (LIMA, 1998).
Aproximadamente, 400 milhdes de hectares (Mha) da area das terras do mundo
é afetada pela salinidade, atingindo mais de 10% das terras araveis, o que resulta
em uma reducdo de mais de 50% nos rendimentos médios das principais culturas
(FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION, 2008; IQBAL et al., 2014;
WANG et al., 2009).

Desse modo, diversas espécies tém sido objeto de estudo a fim de
esclarecer os varios fatores que podem levar uma cultura a ser mais tolerante a
salinidade do que outras. Estudos tém revelado que a prolina, a glicina betaina,
o0s polifendis e os antioxidantes ndo enzimaticos estdo entre os compostos chave
para que uma cultura tolere a salinidade (BOSE; RODRIGO-MORENO;
SHABALA, 2013; IQBAL et al., 2014). A prolina, por exemplo, estd
comprometida com a sintese de proteinas necessarias que controlam as respostas
ao estresse como a sintese de enzimas antioxidantes (HOQUE et al., 2007).

A salinidade induz a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), as quais desencadeiam a peroxidacdo lipidica, danos ao DNA e a
inibicdo da fotossintese. O aumento da producéo de EROs, em razdo do estresse
provocado no vegetal, pode ser removido por meio do sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico. O sistema antioxidante enzimatico é composto por
enzimas como a dismutase do superéxido, a catalase e a peroxidase do
ascorbato, dentre outras. E o sistema antioxidante ndo enzimatico, compostos
como o ascorbato e carotenoides. Nesse ponto, culturas tolerantes diferem das

culturas néo tolerantes, no qual a primeira ira remover as EROs com efetividade
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ndo ocasionando tantas perdas em producdo (BOSE; RODRIGO-MORENO;
SHABALA, 2013; GUPTA; HUANG, 2014; Jl et al., 2015).

O comportamento de diferentes espécies agricolas como Triticum spp.
L. (SAIRAM et al., 2005), Ananas comosus L. (MENDES et al., 2011) e Glycine
max L. (LU et al., 2009) tem sido alvo de estudo sob estresse salino, uma vez
que esse ambiente é cada vez mais presente nos solos agricolas (CARVALHO et
al., 2012). Estudos que correlacionam o comportamento e a tolerancia das
plantas frente & salinidade tém sido realizados, no entanto sdo inexistentes o0s
estudos que abordam a fisiologia de diferentes genétipos de soja brasileiros
frente a salinidade.

Novas fronteiras agricolas surgem no pais nos estados do Maranhéo,
Tocantins, Piaui e Bahia (MATOPIBA). Em decorréncia da expansdo das
fronteiras agricolas no pais, faz-se necessaria a utilizacdo de cultivares mais
adaptadas as condicBes de salinidade, principalmente, porque é nessas regifes
que estd a maior parte dos solos salinos ou com probabilidade de salinizacdo
como o estado da Bahia. Diante do exposto, objetiva-se com o presente estudo
caracterizar, fisiologicamente, dois gendtipos de Glycine max L. com rela¢do ao
estresse salino e identificar quais variaveis estdo mais relacionadas a tolerancia a

salinidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracteristicas gerais

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, superado apenas
pelos Estados Unidos. Na safra 2015/2016, ocorreu um aumento de 3,6% da area
cultivada com a soja comparada a safra anterior, atingindo uma producédo
estimada de, aproximadamente, 100 milhdes de toneladas em fevereiro de 2016,
sendo a cultura da soja a responsavel por 48% da producdo total de grdos no
Brasil. No nordeste brasileiro, a maior area cultivada esta no estado da Bahia, 0
qual obteve um aumento de 6,9% em relacdo a 2015. O estado com maior
producdo no Brasil € o Mato Grosso (27 milhdes de toneladas) seguido do
Parana (18 milhdes de toneladas) (COMPANIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2016).

O cultivo de soja é a principal atividade responsavel pela expansdo da
fronteira agricola no pais, principalmente, em regifes de cerrado no nordeste
brasileiro (PETTER et al., 2014), com destaque para a Bahia (CONAB, 2016).
No entanto, é interessante ressaltar que as areas de maior expansao do cultivo da
soja coincidem com as regiGes de maior ocorréncia de solos salinos (CONAB,
2016; GONCALVES, 1982).

Segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION, 2002), dos
250 milhGes de hectares da &rea de agricultura irrigada no mundo, 50% tém
problema de salinizacdo do solo. Dessa forma, a implantagéo da cultura da soja,
em novas areas de cultivo, requer tecnologias recentes e manejo adequado
devido a existéncia de condigdes edafocliméticas especificas em cada regido
(PETTER et al., 2014).

A salinizagdo do solo, fendmeno crescente em todo o mundo, ocorre,

principalmente, em regides aridas e semiaridas (HORNEY et al., 2005). Nessas
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regides, ha pouca ocorréncia de chuvas, deficiéncias naturais de drenagem
(DIAS et al., 2007), uso inadequado da &gua salina para irrigagdo (HORNEY et
al., 2005) e a dosagem de fertilizantes acima da requerida pela planta (PETTER
et al., 2014). Esses fatores, aliados a presenca de altas temperaturas, favorecem a
alta evaporacdo da agua do solo (DIAS et al., 2007). Consequentemente, é
inevitavel o acimulo gradual de sais, uma vez que, com a falta de chuvas, ndo ha
lixiviagdo dos mesmos (GABRIEL et al., 2012).

A fim de categorizar as plantas que vivem em locais com diferentes
graus de salinidade e plantas que ndo suportam tal estresse, elas séo classificadas
de duas maneiras quanto a tolerancia a salinidade. Sdo consideradas glicofitas ou
ndo hal6fitas aquelas que ndo suportam a salinidade e ndo completam seu ciclo
de vida, ou seja, morrem em concentracdes proximas a 40 mM de cloreto de
sddio. Por outro lado, sdo consideradas halofitas aquelas que suportam a
salinidade em torno de 200 mM de cloreto de sodio ou mais, completando o seu
ciclo de vida, ou seja, sdo aquelas que conseguem reproduzir (CHINNUSAMY;
JAGENDORF; ZHU, 2005).

A soja é considerada uma espécie glicofita, no entanto, alguns estudos
recentes com transgénicos ja tém introduzido a classificacdo de haléfita para
Glycine max (GUPTA; HUANG, 2014; HIMABINDU et al., 2016; KAO et al.,
2006; KHAN et al., 2013; LEE et al., 2004). Em um estudo realizado com soja,
foi observado que todos os genotipos avaliados acumularam mais so6dio nas
folhas do que em caules e raizes. Esse acimulo de sédio, na parte aérea das
plantas, pode ser relacionado com a maior tolerancia de espécies vegetais a
salinidade (KHAN et al., 2013).

2.2 Mecanismos de defesa

O excesso de sais no solo pode afetar as plantas de duas maneiras.

Inicialmente, a alta concentracdo de sais reduz o potencial hidrico do solo,
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reduzindo ou até mesmo impedindo a absorcdo de agua pela planta, uma vez que
se faz necessario um gradiente de potencial hidrico para que ocorra a absorcao
de 4gua (PRISCO; GOMES FILHO, 2010). Posteriormente, ocorre 0 estresse
ibnico causado pela toxicidade dos ions cloro e sddio absorvidos pela planta
(LAUCHLI; GRATTAN, 2007; MUNNS, 2002; PRISCO; GOMES FILHO,
2010).

Em seguida, ocorre nos vegetais a alteracdo na atividade enzimatica,
condutancia estomatica e distdrbio na permeabilidade da membrana, causada
pela interferéncia dos sais nos processos fisioldgicos, reduzindo o crescimento e
0 desenvolvimento do vegetal (MUNNS, 2002; NAVARRO et al., 2003;
VERSLUES et al., 2006). Altos niveis de cloreto de sédio no solo interferem na
capacidade das plantas em absorver agua (MUNNS, 2002), reduzindo a taxa de
expansdo celular e o grau de abertura estomatica. Com o fechamento estomatico,
os niveis do Na* e CI" elevam-se, tornando-se toxicos a planta. Dessa forma, a
maquinaria fotossintética é prejudicada, provocando alteragdes na taxa
fotossintética liquida (A), concentracdo subestomatica de CO, (Ci), condutancia
estomatica (gs) e transpiracdo (E) (TAVAKKOLI et al., 2011).

A limitacdo da fixacdo de CO, no ciclo de Calvin, em plantas sob tais
condicdes, diminui a oxidacdo do NADPH, induzindo a geracdo de radicais
superdxido (DABROWSKA et al., 2007). Isso ocorre porque ha a transferéncia
do elétron da ferredoxina reduzida para o O, e ndo para o NADP* (AHMAD;
SARWAT; SHARMA, 2008). Dessa forma, entre os efeitos da salinidade sobre
as plantas esta a restricdo na assimilagcdo do CO, e queda no teor de clorofila
(SILVA et al., 2010) resultando, frequentemente, na reducdo do crescimento da
planta (MUNNS et al., 2002; WILLADINO et al., 2011). Cultivares tolerantes
de soja possuem menor comprometimento do crescimento quando comparadas a

cultivares sensiveis a salinidade. Essa redugdo de producdo de massa seca é mais
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pronunciada a medida que ocorre incremento nos niveis de sal na solucao
(HAKEEN et al., 2012).

A reducdo nos teores clorofila pode ser associada a uma maior
aclimatacgo ao estresse salino, uma vez que ha reducéo na captacdo de energia
luminosa e, consequentemente, menor fluxo de elétrons da cadeia de transporte
de elétrons. Isso ocorre, porque uma cadeia de transporte de elétrons altamente
reduzida favorece a reducdo parcial do oxigénio, resultando na formacédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e maior degradacdo de clorofila
(BROSCHE et al., 2010; WILLADINO et al., 2011). A salinidade pode
influenciar, também, o quenching fotoquimico (gqp) e o quenching ndo
fotoquimico (gn). A redugdo no quenching fotoquimico ocorre em virtude da
super - reducdo da quinona A (QA), o aceptor primario do PSII, levando a
saturacdo do transporte de elétrons na fotossintese e a reducao na assimilacéo de
carbono (LU et al., 2009).

2.3 Espécies reativas de oxigénio (EROSs)

O aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), em
plantas sob salinidade, ocorre devido a um desequilibrio entre a producédo e a
neutralizacdo das mesmas (GUPTA; HUANG, 2014; SHARMA et al., 2012;
SILVEIRA et al., 2010). Dentre as principais EROs, destacam-se o radical
superéxido (O,), o peréxido de hidrogénio (H,0,), 0 oxigénio singleto (*O,) e 0
radical hidroxila (OH) (APEL; HIRT, 2004). As EROs sao produzidas nos
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, durante a fotossintese, respiragéo e
fotorrespiracdo respectivamente, podendo, também, ser produzidas nas
membranas plasmaticas (PRISCO; GOMES FILHO, 2010; SLESAK et al.,
2007). As EROs, quando em elevadas quantidades, podem ser altamente
citotdxicas por reagir com lipideos, proteinas e DNA, causando peroxidagdo

lipidica, desnaturagdo de proteinas e mutages no DNA, respectivamente
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(QUILES; LOPEZ, 2004; SHARMA et al., 2012). Com isso, a peroxidacio de
membranas plasmaticas leva ao extravasamento do contetdo celular, rapida
dessecacdo e até a morte celular (FOYER; NOCTOR, 2000; SCANDALIOS,
1993). Distarbios na permeabilidade da membrana, bem como o seu
rompimento, ocorrem devido a peroxidacdo lipidica causada pelo aumento na
producdo de EROs (GUPTA; HUANG, 2014; MUNNS, 2002; NAVARRO et
al., 2003; VERSLUES et al., 2006). Assim sendo, o sistema antioxidante pode
representar uma maior protecdo frente ao estresse salino, uma vez que evita 0s
danos celulares oxidativos causados pelo excesso de producdo de EROs
(GUPTA; HUANG, 2014).

A ocorréncia da salinidade, frequentemente, leva ao aumento da
atividade de uma ou mais enzimas do sistema antioxidante, tais como a
peroxidase do ascorbato (APX) (BOR; OZDEMIR; TURKAN, 2003; GUPTA;
HUANG, 2014; KOCA et al., 2007; MAIA et al., 2010) e catalase (CAT)
(ABOGADALLAH; SERAG; QUICK, 2010; GUPTA; HUANG, 2014; KOCA
et al., 2007). O aumento da atividade dessas enzimas minimiza os efeitos
deletérios do H,O, sobre a célula e suas estruturas (GUPTA; HUANG, 2014).
Em espécies vegetais, as cultivares tolerantes possuem maiores atividades de
enzimas antioxidantes, quando comparadas a cultivares sensiveis, o que faz com
qgue os niveis de malondialdeido sejam menores em cultivares tolerantes
(HAKEEN et al., 2012; Jl et al., 2016).

Adicionalmente, mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos,
caracterizados pelo acimulo de antioxidantes de baixo peso molecular, como o0
ascorbato e os carotenoides, também, sdo capazes de neutralizar a acdo toxica de
radicais livres. Estudos recentes tém demonstrado que ocorre 0 aumento do
conteldo de ascorbato e esse aumento tem sido maior em plantas haléfitas
guando se compara com plantas glicofitas sob salinidade. Os carotenoides,

também, tém se mostrado importantes na detoxificagio de EROs,
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principalmente, o oxigénio singleto (*O,) e radicais peroxil formados, durante os
processos fotossintéticos, mais especificamente, durante a excitacdo da clorofila,
uma vez que ocorre 0 aumento do conteido de carotenoides em espécies
halofitas, o que diminui os fotodanos (BOSE; RODRIGO-MORENO;
SHABALA, 2013).

2.4 Respostas fisiologicas

Além das respostas do sistema antioxidante, as plantas desenvolveram
outras respostas a esses estresses a fim de possibilitar sua sobrevivéncia sob
condicOes adversas. Ao estresse osmotico, 0 mecanismo de diminuicdo da
condutancia estomatica possibilita menor perda de &gua por transpiragao.
Entretanto, a taxa fotossintética é reduzida, ocorrendo menor incorporacdo de
biomassa (KATERJI et al., 1994; REDDY; IYENGAR, 1999). Ao estresse
ibnico, o mecanismo chamado ajustamento osmoético permite a
compartimentalizagdo de ions tdxicos no vaclolo e seu transporte para o
apoplasto, além do acimulo de ions ndo toxicos e solutos organicos no citosol,
chamados osmoprotetores. Isto permite que o citosol ndo perca dgua para o
vacuolo nem para o apoplasto, mantendo, também, o gradiente de potencial
hidrico na planta favorecendo a absorcdo de &gua pelas raizes (PRISCO;
GOMES FILHO, 2010).

As plantas podem, entdo, acumular metabélitos que agem como solutos
osmoprotetores armazenados no citosol sem que o metabolismo normal seja
afetado pela salinidade. Em soja, os solutos sdo, principalmente, a prolina, a
glicina-betaina, a trigonelina e o pinitol (HASEGAWA et al., 2000; PHANG;
SHAO; LAM, 2008) e o teor de prolina tende a aumentar com o incremento de
salinidade (HAKEEN et al., 2012; PHANG; SHAO; LAM, 2008). Cultivares de

soja tolerantes a salinidade possuem acumulo diferencial de osmoprotetores,



17

quando comparadas a cultivares sensiveis, caracterizando um aumento no
conteudo em cultivares tolerantes (WOOD, 1999).

No que se refere ao teor de carboidratos, difere quanto ao acimulo em
diferentes 6rgdos e em diferentes cultivares sensiveis e tolerantes a salinidade
(KEREPESI; GALIBA, 2000). Em diferentes cultivares de Triticum aestivum L.
foi observado que o contetdo de glicose e sacarose aumenta em cultivar
tolerante. No entanto, em cultivar sensivel, ndo foi observado um padrao, uma
vez que foi observado tanto o aumento de glicose e sacarose quanto a reducéao
(KEREPESI; GALIBA, 2000). Em contrapartida, em estudos realizados com
diferentes cultivares de Glycine max L. sob salinidade foi observada a redugéo
do contetdo de glicose e sacarose em todas as cultivares analisadas conforme
ocorria 0 aumento da salinidade (RAMANA; PADHY; CHAITANY A, 2012).

Estudos revelam que alteracBes no metabolismo da sacarose podem
proteger o aparato fotossintético, por meio de um maior acimulo de agUcares
redutores nas folhas como a glicose e a frutose, de modo que uma maior
atividade da invertase nos tecidos fontes promove tolerancia a salinidade por
mecanismos, ainda, desconhecidos (FUKUSHIMA et al., 2001). Os agUcares
sollveis, ainda, podem atuar no metabolismo protegendo contra producéao e,
também, a favor da eliminacdo de EROs, bem como no ajustamento osmotico
(MILLER, et al., 2010).

Tem sido extensivamente demonstrado que uma complexa rede de
interages no metabolismo coordena o comportamento fisiologico do vegetal em
resposta ao estresse salino. No entanto, sdo necessarios mais estudos genémicos,
transcriptdmicos, protedmicos, e metabolémicos e a abordagem conjunta é
essencial para a determinacdo das vias ou dos processos preferenciais que
controlam a tolerancia a salinidade (GUPTA; HUANG, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Conducéo do experimento

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Lavras (UFLA),
no departamento de Biologia, setor de Fisiologia Vegetal, no Gltimo trimestre de
2015. Para alcancar o objetivo, foram selecionadas duas cultivares de soja, sendo
a Agroeste 3730 (AS 3730) entre as mais cultivadas no Sudeste e a Monsoy
8372 (M 8372) no Nordeste. Ambas as cultivares se destacam por serem
altamente produtivas, ciclo precoce de, aproximadamente, 110 dias, ampla
adaptacdo geografica e designagdo “ipro”, ou seja, além da tolerancia ao
herbicida glifosato, a soja tem, também, protecdo contra as principais lagartas
que atacam a cultura. As caracteristicas gerais de cada cultivar sdo apresentadas

na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais das cultivares M 8372 e AS 3730.

Caracteristicas Cultivar

M 8372 AS 3730
Grupo de maturidade 8.3 7.3
Ciclo Precoce Superprecoce
Habito de crescimento Determinado Indeterminado
Altura da planta 76 cm 90 cm
Acamamento Muito resistente Resistente

Em seguida, sementes das duas cultivares foram semeadas em substrato
tipo Plantmax®. Vinte dias ap0s a semeadura, as mudas de ambas cultivares, no
estadio VC (cotilédones completamente abertos), foram selecionadas quanto a
uniformidade de tamanho e vigor e transferidas para recipientes plasticos com
capacidade para 40 litros contendo solu¢do nutritiva de Imsande e Ralston
(1981). A solugdo nutritiva € constituida pelos macronutrientes: KCI (2,96 mM),
K,HPO, (0,1 mM), CaCl,2H,O (2,1 mM), MgSO,7H,0 (1,0 mM),
MgCl,-6H,O (0,7 mM) e pelos micronutrientes: Fe-EDTA (92 uM),
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MnCl-4H,0 (2 uM), CuSO45H,0 (0,8 uM), H3BO; (4,5 uM), Na,MoO,42H,0
(0,6 uM), ZnSO47H,0 (0,64 pM), CoSO47H,0 (0,175 UM, suplementada com
NH;NO;3; (4 mM)

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e, antes da
imposicdo dos tratamentos, as mudas passaram por um periodo de aclimatacao
com duracdo de 21 dias. Durante o periodo de aclimatacdo, foram utilizadas
solugdes com concentracBes crescentes, iniciando com % da forga, durante sete
dias, ¥ forca por sete dias e forca completa por sete dias.

Plantas aclimatadas foram submetidas a trés tratamentos, constituidos
por 0 mM (1,3 dS.m™), 50 mM (4,4 dS.m™) e 100 mM de cloreto de sddio (7,1
dS.m™). De acordo com US Salinity Laboratory (US SALINITY
LABORATORY DIAGNOSIS AND IMPROVEMENT OF SALINE AND
ALKALI SOILS, 1954), a concentracdo de 50 mM corresponde a salinidade
moderada e a de 100 mM a salinidade alta, para vegetais em geral.

Para o tratamento controle, foi utilizada a concentracdo original da
solucdo nutritiva, engquanto nos outros tratamentos foi utilizada a mesma
solucdo, porém com a adicdo de NaCl na concentracdo definida em mM. O pH
da solucdo foi ajustado a cada dois dias para 5,5 = 0,5 com solu¢do de NaOH ou
HCI 1 mol. L™ e as solucBes foram trocadas, semanalmente e mantidas sob
aeracao constante durante todo o periodo experimental.

As avaliagdes e as coletas foram realizadas em 0 (TO), 8 (T1) e 16 dias
(T2). O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), sendo duas
cultivares e trés concentragdes de NaCl, totalizando 6 tratamentos, em 3 tempos
de coleta e cinco repeti¢des. Cada parcela experimental foi constituida por duas
plantas, sendo uma destinada as analises com massa seca, e outra destinada as

anélises com massa fresca. A seguir, estdo descritas as avaliacGes realizadas.
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3.2 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas utilizando-se o analisador de gas por
infravermelho (IRGA - LI-6400XT Portable Photosynthesis System, LI-COR,
Lincoln, USA), em trifélios completamente expandidos, no foliolo central. As
avaliagdes foram: taxa fotossintética liquida (A) e concentracdo de carbono
interno (Ci). Assim, foi calculada a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci). Todas as
avaliagbes foram realizadas em dias claros, entre 9 h e 10 horas. A radiagéo
fotossinteticamente ativa (PAR) usada foi 1500 pmol. m?s®, a média da

temperatura foliar foi 28 °C e a umidade relativa (UR) da camara foi 50%.
3.3 Avaliacg6es de crescimento

O comprimento da raiz e altura das plantas, assim como o comprimento
e a largura dos foliolos, foram mensurados com uma régua e foi contado o
namero de folhas. Com o auxilio de um paquimetro digital, foi medido, também,
o didmetro do caule. A massa seca de raiz e parte aérea (caule e folhas) foram
obtidas de amostras secas em estufa de ventilacdo forcada a 70°C até peso
constante. Com base nesses dados, foi realizada a taxa média de crescimento
relativo, a area foliar especifica e proporcdo parte aérea/raiz (HUNT et al.,
2002).

3.4 Avaliagbes bioquimicas

Em cada época de coleta, raizes e folhas coletadas foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a - 80° C com a finalidade de serem
utilizadas em andlises as quais necessitam de matéria fresca. Para as analises que
necessitam de matéria seca, as amostras foram moidas em moinho do tipo willey

e armazenadas em tubos plasticos.
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3.4.1 Enzimas do metabolismo antioxidante

O extrato enzimatico foi obtido pela maceragao em nitrogénio liquido de
200 mg de material fresco de folhas e raizes, as quais foram adicionados 1,5 mL
do tampao de extracdo contendo: 375 uL. de tampao fosfato de potassio 400 mM
(pH 7,8), 15 pL de EDTA 10 m, 75 pL de acido ascorbico 200 mM, e 1035 puL
de agua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante coletado e armazenado a - 20° C durante o periodo das analises. Os
sobrenadantes coletados foram utilizados nas analises enzimaticas da dismutase
do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX)
(BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

3.4.1.1 Dismutase do superdxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredugdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977),
em um meio de incubagdo composto por 100 uL de fosfato de potassio 100 mM,
pH 7.8, 40 uL de metionina 70 mM, 3uL de EDTA 10 uM, 15 uL de NBT 1
mM, 2 pL de riboflavina 0,2 mM e 31 pL de 4gua. Os tubos com o meio de
reacdo e 10 puL de amostra foram iluminados, por 7 minutos, com uma lampada
fluorescente de 20 W. Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra
foi iluminado. As leituras foram realizadas a 560 nm e o calculo da enzima foi
feito com a seguinte equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra com extrato
enziméatico — A560 controle sem enzima)/(A560 controle sem enzima). Uma
unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a

fotorredugdo do NBT nas condicdes do ensaio.
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3.4.1.2 Catalase (CAT)

A CAT foi avaliada, segundo Havir e McHale (1987), em que uma
aliquota de 5 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 180 pL do meio de
incubacdo, contendo 90 uL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 9 uL de
peroxido de hidrogénio 250 mM e 72 pL de agua, incubado a 28°C. A atividade
dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia, a 240 nm, a cada
15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de

hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM™ cm™.
3.4.1.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 3 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 180 pL de tampéo de
incubacgdo, composto por 90 uL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 9 L
de acido ascorbico 10 mM, 9 pL de peroxido de hidrogénio 2 mM e 63 uL de
agua (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extin¢cdo molar utilizado foi

28mM*cm™
3.4.2 Perdxido de hidrogénio (H,O,)

Matéria fresca de folhas e raizes (200 mg) foram maceradas em
nitrogénio liquido com polivinil polipirrolidona (PVPP), homogeneizados em
1,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 12.000 g
por 15 minutos, a 4°C. O H,0, foi determinado medindo-se a absorbéancia a 390
nm em um meio de reagédo, contendo 45 pL tampao fosfato de potassio 10 mM,
pH 7,0, 45 pL do extrato e 90 uL de iodeto de potéssio 1M (VELIKOVA;
YORDANOV; EDREVA, 2000). A quantificacdo foi realizada, com base na

curva padrdo de perdxido de hidrogénio, com concentragdes conhecidas.
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3.4.3 Peroxidacdao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada, por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbittrico, conforme descrito por Buege e Aust
(1978). Duzentos miligramas de folhas foram macerados em nitrogénio liquido,
acrescido de 20% de PVPP (m/v) e homogeneizados em 1,5 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000
g, por 10 minutos. Aliquotas (125 pL) do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reacdo, contendo 0,5% (m/v) de &cido tiobarbitdrico (TBA) e 10%
(m/v) de TCA, incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reacdo foi
paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram determinadas em
espectrofotdmetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
avermelhada com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido
(MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. A concentracdo do
complexo MDAJ/TBA foi calculada pela seguinte equacdo: [MDA] = (A535 —
A600) / (Eb), em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10®° cm™); b

(comprimento 6tico = 1).
3.4.4 Ascorbato

A concentracdo de ascorbato foi determinada, conforme descrito por
Arakawa et al. (1981), no qual 100 mg de material fresco foram macerados em
15 mL de &cido tricloroacético (TCA) 5% (m/v) e o homogeneizado pela
centrifugacdo a 13.000 g, por 15 minutos, a 4°C. Aliquotas (20 pL) do
sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacdo composto por TCA 5%
(m/v), etanol 99,8% (v/v), acido fosforico (HsPO4) 0,4% em etanol (V/v),
bathophenantrolina 0,5% em etanol (p/v) e FeCls 0,03% em etanol (m/v); a
mistura foi homogeneizada, vigorosamente e incubada a 30°C, por 90 minutos.
As leituras foram realizadas a 534 nm. A quantificacdo de ascorbato foi

realizada com base na curva-padréo de ascorbato com concentragdes conhecidas.
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3.4.5 Clorofilas e carotenoides

Para a determinacdo dos teores de clorofila e carotenoides, foram
pesados 0,1 gramas de tecido foliar e colocados em frascos &mbar com 10 mL de
acetona 80%. Apds 15 horas, o volume foi completados para 10 mL, sendo
realizadas leituras espctrofotométricas a 646,8 e 663,2 nm, e, para 0s teores de
carotenoides, foram realizadas leituras a 470 nm, coforme metodologia adaptada
de Lichtenthaler e Buschmann (2001).

3.4.6 Carboidratos

Os carboidratos foram extraidos da massa seca de folhas completamente
expandidas e raizes pela homogeneizacdo de 200 mg de massa seca em 5 mL de
tampéo fosfato de potassio, 100 mM, pH 7,0, seguido de banho-maria por 30
minutos a 40°C. O homogenato foi centrifugado a 5.000 g, por 10 minutos,
coletando-se o sobrenadante. O processo foi repetido e o0s sobrenadantes,
combinados.

Para a quantificacdo de aglcares solUveis (AST) totais, foi utilizado o
método da Antrona (DISCHE, 1962); para os acUcares redutores (AR) o
protocolo descrito por Miller (1959), por meio do método DNS; para
quantificacdo de proteinas, o protocolo de Bradford (1976) e, para sacarose,

usou-se a diferenca entre AST e AR.
3.4.7 Prolina

A extracdo e a quantificagdo de prolina foram feitas por meio do método
de Bates, Waldren e Teare (1973). Foi realizada por meio da maceracéo de 100
mg de material vegetal fresco com parte do extrator em acido sulfosalicilico 3%
(volume do extrator: 5 mL). Os extratos foram agitados a temperatura ambiente
por 60 minutos e filtrados com papel filtro. A quantificagdo foi realizada com

base na curva padrdo com concentragdes crescentes e conhecidas de prolina.
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3.4.8 Quantificacdo de Sodio

Para quantificacdo dos teores de sodio (Na), foi utilizado o extrato
nitrico-percldrico e foi determinado o teor de Na pelo método da fotometria de
chama. A digestdo nitropercldrica foi feita de 500 mg de material seco e moido
em tubos de digestdo. Foram adicionados 6 mL de uma mistura de HNO; e
HCIO, na proporgdo 2:1 (v/v). Os tubos foram colocados no bloco digestor e a
temperatura foi aumentada, gradativamente, até atingir 160° C e foram mantidos
a essa temperatura até o volume ser reduzido a metade (cerca de 40 minutos).
Nesse ponto, a temperatura foi elevada para 210° C e mantida até que se
obtivessem fumos brancos de HCIO, e 0 extrato apresentar-se incolor (cerca de
20 minutos). Apés esfriar, o volume foi completado para 20 mL com agua
destilada (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1989).

3.5 indice de tolerancia

A tolerdncia é medida com a reducdo do peso da raiz das plantas com o
estresse em comparacdo com os controles ndo tratados e serd expressa por um
indice de tolerancia (IT) em porcentagem: IT = (peso da raiz das plantas tratadas
/ peso das raizes das plantas no tratadas) x 100% (PIRSELOVA et al., 2011).

3.6 Analise estatistica

Os dados foram avaliados via analise de componentes principais (ACP).
A importancia de cada componente principal foi determinada pela distribui¢do
Broken-Stick, em que se assume que a variancia total é distribuida
aleatoriamente. Os autovalores superiores aos valores da distribuicdo foram
considerados significativos. As variaveis, com maior valor de correlagdo, foram
selecionadas e os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de
médias por Scott-Knott (p < 0,05). Os dados obtidos foram submetidos,
primeiramente, ao teste de normalidade de Kolmogorov - Smirnov (p > 0,05) e

os dados considerados fora da normalidade foram transformados por Box-cox.
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Os dados, que mesmo transformados, ndo se enquadraram na normalidade,
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05), um teste estatistico ndo

parameétrico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas andlises de componentes principais em cada tempo de
coleta (TO, T1 e T2), tanto para folhas quanto para raizes. Os valores de
contribuicdo e coseno® de cada variavel analisada estdo demonstrados no anexo
1. Verificou-se o comportamento das cultivares AS 3730 e M 8372 e das
variaveis em cada tempo de analise. O grafico 1A mostra o comportamento das
folhas das cultivares no T0O. Segundo a dimensdo 1 (dim 1) (91,39%), as duas
cultivares possuem comportamentos opostos, porém AS 3730 se manteve a
esquerda e M 8372 a direita.

As varidveis mais correlacionadas ao comportamento tipico da cultivar
AS 3730 foram: Per6xido de hidrogénio (H,O,), peroxidacéo lipidica, alocacao
de biomassa, clorofila b, fotossintese, eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci), prolina
e clorofila a. Por outro lado, os parametros relacionados com o comportamento
da M 8372 foram peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT), dismutase do
superdxido (SOD), carotenoides, altura de plantas, proteina, aglUcares sollveis
totais (AST), sacarose, massa seca (MS), sddio, area foliar total (AFT), aclcares
redutores (AR) e diametro (GRAFICO 1B).
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Gréafico 1 - Analise de componentes principais para cultivar AS 3730 e M 8372
(A) e analise de componentes principais, para 0s parametros
avaliados (B), no tempo zero para folhas.
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Com relagdo ao comportamento das raizes das cultivares no T0, as duas
cultivares possuem comportamentos opostos, uma vez que, na dimensdo 1
(100%), a cultivar AS 3730 se mantém a direita do zero, e a cultivar M 8372 se
mantém a esquerda do zero (GRAFICO 2A).

Dentre as variaveis que mais contribuiram para a divisdo de
comportamento das cultivares (dimensdo 1), aquelas que estiveram mais
relacionadas com o comportamento da cultivar AS 3730 foram: proteinas,
prolina, peroxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica, comprimento de raiz e
MS. Por outro lado, os parametros avaliados, que estiveram relacionados com o
comportamento da M 8372, foram AST, AR, CAT, APX, SOD, sédio e sacarose
(GRAFICO 2B).
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Gréafico 2 - Analise de componentes principais para cultivar AS 3730 e M 8372
(A) e analise de componentes principais, para 0s parametros
avaliados (B), no tempo zero para raizes.
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No tempo 1, mesmo apds 8 dias de tratamentos, as cultivares
mantiveram-se com padrbes opostos de comportamento (GRAFICO 3A). No
entanto, houve uma diferenciacdo de comportamento das folhas de plantas que
foram submetidas a diferentes tratamentos em relacdo ao TO (dimenséo 2).
Assim, houve semelhanca de resposta para cultivar AS 3730 entre 0 mM e 50
mM, gue se diferiram de AS 3730 100 mM. Para M 8372, 0 mM se comportou,
diferentemente, de 50 mM e 100 mM, que apresentaram comportamentos
semelhantes.

As variaveis que mais contribuiram para o comportamento de AS 3730
foram: prolina, peroxidacao lipidica e peroxido de hidrogénio. E os parametros

avaliados relacionados com o comportamento de M 8372 sdo: Clorofila a,
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didametro, AFT, MS, fotossintese (A), altura de plantas, clorofila b e proteina
(GRAFICO 3B).

Com relagdo as variaveis que mais contribuiram para a divisdo de
comportamento, entre os tratamentos (Dimensdo 2), AST, AR, sacarose e
ascorbato permitiram que AS 3730 100 mM, M 8372 50 mM e M 8372 100 mM
se localizassem acima do zero em relacdo a dimensdo 2. E os carotenoides
contribuiram para que AS 3730 0 mM, AS 3730 50 mM e M 8372 0 mM se
localizassem abaixo do zero em relagdo a dimenséo 2.

Gréafico 3 - Analise de componentes principais para cultivar AS 3730 e M 8372
(A) e analise de componentes principais, para 0S parametros
avaliados (B), no tempo 1 para folhas.
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O comportamento das raizes das cultivares no T1, mesmo apo6s 8 dias de

tratamentos, manteve-se com padrdes opostos de comportamento (GRAFICO
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4A). No entanto, houve uma diferenciacdo de comportamento das raizes de
plantas que foram submetidas a diferentes tratamentos com semelhangca de
resposta entre AS 3730 50 mM e 100 mM, que se diferiram de AS 3730 0 mM.
J4, para M 8372, 100 mM se comportou diferentemente de 0 mM e 50 mM, que
apresentaram comportamentos semelhantes.

O comportamento de AS 3730 foi mais influenciado pela variavel
prolina. E os pardmetros avaliados relacionados com o comportamento de M
8372 foram APX, MS, CAT, proteinas e comprimento de raiz (GRAFICO 4B).

As variaveis que mais contribuiram para a divisdo entre os tratamentos
para AS 3730 50 mM, AS 3730 100 mM e M 8372 100 mM foram sddio,

peroxido de hidrogénio, sacarose e AST.

Grafico 4 - Andlise de componentes principais para cultivar AS 3730 e M 8372
(A) e analise de componentes principais, para 0s parametros
avaliados (B), no tempo 1 para raizes.
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No T2, ap6s 16 dias de tratamentos, ndo se observou o comportamento
oposto das cultivares, mas ocorreu a diferenciacdo de comportamento das folhas
de plantas que foram submetidas a diferentes tratamentos em relagdo ao TO,
observado ao longo da dimensdo 2 (GRAFICO 5A). Assim, houve semelhanca
de resposta entre AS 3730 0 mM, 50 mM, 100 mM e M 8372 100 mM que se
diferiram de M 8372 0 mM e 50 mM ao longo da dimens&o 1. E semelhanca de
resposta entre M 8372 50 mM e 100 mM, as quais diferiram de M 8372 0 mM e
AS 3730 sob todas as concentrac¢des ao longo da dimenséo 2.

O gréfico 5B mostra as variaveis relacionadas ao comportamento de AS
3730 e M 8372. A variavel que mais contribuiu para 0 comportamento de AS
3730 sob todas as concentracdes e M 8372 sob 100 mM foi a APX. E 0s
parametros avaliados relacionados com o comportamento de M 8372 0 mM e 50
mM sdo alocacdo de biomassa, AFT, didmetro, MS, altura de plantas, A,
proteinas e carotenoides.

As variaveis que mais contribuiram para a divisdo de comportamento
entre os tratamentos para M 8372 50 mM e M 8372 100 mM foram clorofila b,
sacarose, AST, CAT, SOD e perdxido de hidrogénio. No entanto, nenhuma

varidvel contribuiu, significativamente, para o comportamento das demais.
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Gréafico 5 - Analise de componentes principais para cultivar AS 3730 e M 8372
(A) e analise de componentes principais, para 0s parametros
avaliados (B), no tempo 2 para folhas.
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Para as raizes, no tempo 2, apds 16 dias de tratamentos, também, ndo se
observaram comportamentos opostos, porém houve a diferenciacdo de
comportamento das raizes de plantas que foram submetidas a diferentes
tratamentos em relagéo ao TO, observado ao longo da dimensdo 2. Assim, houve
semelhanca de resposta entre AS 3730 0 mM e 50 mM, que se diferiram de M
8372 50 mM, 100 mM e AS 3730 100 mM, ao longo da dimensdo 1, enquanto
M 8372 fixou-se no pronto 0; e semelhanga de resposta entre M 8372 e AS
3730, ambas sob 50 mM e 100 mM, as quais diferiram de M 8372 e AS 3730
ambas sob 0 mM ao longo da dimensdo 2. Assim, observa-se que 0
comportamento de raizes submetidas a diferentes niveis de salinidade é diferente

de raizes ndo submetidas a tal estresse, independente da cultivar no tempo 2.
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As variadveis que mais contribuiram para o comportamento de AS 3730 0
mM e 50 mM foram proteinas e comprimento de raiz. E os parametros avaliados
relacionados com o comportamento de M 8372 50 mM, 100 mM e AS 3730 100
mM foram APX, MS e CAT. Como a M 8372 0 mM estd no zero, foi
influenciada igualmente pelas variaveis.

As variaveis que mais contribuiram, para a divisdo de comportamento
entre os tratamentos para M 8372 e AS 3730, ambas sob 0 mM, foram sacarose
e 0 AST. Ja as varaveis que mais contribuiram, para 0 comportamento de M
8372 e AS 3730, ambas sob 50 mM e 100 mM, foram sodio e perdxido de

hidrogénio.

Gréafico 6 - Analise de componentes principais para cultivar AS 3730 e M 8372
(A) e analise de componentes principais, para 0s parametros
avaliados (B), no tempo 2 para raizes.
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Apos a andlise dos resultados das ACPs, de posse das varidveis mais
relacionadas ao comportamento das cultivares, realizou-se um teste de médias
para entender a influéncia que cada uma exerceu. A cultivar AS 3730 possui
menor crescimento de parte aérea no T1 em 50 e 100 mM quando comparada a 0
mM. E a cultivar M 8372 possui menor crescimento em T1 apenas na
concentracdo de 100 mM. J4, em T2, M 8372 teve menor peso de MS na parte
aérea em 50 e 100 mM enquanto em AS 3730 ndo foram observadas diferencas
estatisticas. As raizes de a cultivar M 8372 ndo tiveram menor MS no T1 e T2
entre as concentracdes. A cultivar AS 3730 teve menor MS no T1 em 50 e 100
mM e no T2 apenas em 100 mM. Isso mostra que sob 50 mM, ha uma reacgdo de
a cultivar ao estresse e maior investimento em MS (TABELA 2). AS 3730
obteve alocacdo de biomassa semelhante entre os tratamentos em todos os
tempos de coleta. Ja M 8372 obteve menor alocacdo em 50 e 100 mM no T1 e
em 100 MM no T2 (TABELA 2).
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Tabela 2 - Massa seca de parte aérea e raiz e aloca¢do de biomassa das cultivares
AS 3730 e M 8372 sob 0, 50 e 100 mM de cloreto de sddio em TO,

TleT2.
Tempo Cultivar  Tratamento  MS parte  MS raiz Alocacéo de
aérea (g) (9) biomassa
0 2,3A 0,7A 3,3A
AS 3730 50 2,3A 0,7A 3,3A
To 100 2,3A 0,7A 3,3A
0 51A 09A 53A
M 8372 50 51A 09A 53A
100 51A 09A 53A
0 48 A 13B 3,7A
AS 3730 50 4,1B 10B 39A
T1 100 35B 09B 36A
0 95A 2,1A 4,4 A
M 8372 50 8,9A 2,4 A 3,6B
100 6,9B 22A 3,0B
0 71A 2,1A 3.3A
AS 3730 50 6,3A 20A 3,1A
) 100 56 A 15B 3,6 A
0 175 A 3,0A 58A
M 8372 50 13,1B 2,8 A 46 A
100 9,4C 2,7A 3,5B

Nota: Letras mailsculas comparam as concentracdes dentro de cada cultivar e tempo.
Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade para alocacdo de biomassa e pelo teste de Kruskal Wallis a 5% de
probabilidade para massa seca de parte aérea e raiz.

Com a imposicdo dos tratamentos, verificou-se uma reducdo na taxa
fotossintética e nos teores de clorofila “a” para todos os tratamentos de AS 3730
em T1. ExcegBes foram verificadas, na concentracdo de 100 mM, onde no T1
houve um decréscimo no teor de carotenoides e de clorofila “b” e no T2 houve
manuten¢do de clorofila “a” e carotenoides em AS 3730. As maiores diferencas
entre tratamentos foram observadas no T2 para o decréscimo da A com o
aumento da salinidade para ambas as cultivares (GRAFICO 7A) e para 0
decréscimo no teor de carotenoides de AS 3730 sob 100 mM no Tle de M 8372
no T2 (GRAFICO 7B).
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Gréfico 7 - Fotossintese (A), carotenoides (B), clorofila a (C) e clorofila b (D)
das cultivares AS 3730 e M 8372 sob 0, 50 e 100 mM de cloreto de
sodio em trés tempos de coleta (TO, T1 e T2).
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Letras mailsculas comparam as concentragcfes dentro de cada cultivar e tempo.
Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal
Wallis a 5% de probabilidade (A) e tratamentos com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade (B, C e D).

No T1, as plantas da cultivar AS 3730, submetidas a 100 mM, tiveram
maior teor de AST nas folhas. J4, para M 8372, isso ocorreu em 50 mM,
também, no T1. Nos demais tempos de coleta, os teores de AST foram iguais,
estatisticamente, entre os tratamentos (GRAFICO 8A).

Percebe-se em AS 3730 um acumulo antecipado de AST nas raizes em
50 e 100 mM no T1, uma vez que esses valores sdo maiores do que em 0 mM.

Mas, em T2, essa resposta € invertida, e 0 acimulo de AST nas raizes passa a ser
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maior em 0 mM. M 8372 possui menor acimulo de AST nas raizes apenas no
T2 em 50 e 100 mM (GRAFICO 8B).

No geral, o teor de AR nas folhas tende a aumentar com o aumento das
concentragcdes em AS 3730 e reduzir com o aumento das concentragfes em M
8372 (GRAFICO 8C). Nas raizes, maior teor de AR é encontrado em AS 3730
sob a concentracdo de 50 mM no T1. Ja, em M 8372, foi encontrado em 0 e 50
mM. No T2, AS 3730 ndo diferiu, estatisticamente, entre os tratamentos, mas M
8372 teve maiores valores em 0 e 100 mM (GRAFICO 8D).

A cultivar AS 3730 no T1 teve maiores valores de sacarose na folha em
100 mM e M 8372 sob 50 e 100 mM. No T2, AS 3730 nédo difere entre os
tratamentos e M 8372 possui maior teor de sacarose sob 50 e 100 mM, assim
como no T1. (GRAFICO 8E). Nas raizes, no T1, AS 3730 possui maior valor de
sacarose quando as plantas estdo submetidas a 50 mM. Os demais tratamentos e,
também, a resposta da M 8372 ndo diferem estatisticamente. J&, em T2, ambas
cultivares possuem reducdo do teor de sacarose com 0 aumento das
concentracdes de cloreto de sddio (GRAFICO 8F).
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Gréafico 8 - Acucares soluveis totais na folha (A) e na raiz (B), aglcares
redutores na folha (C) e na raiz (D) e sacarose na folha (E) e na raiz
(F) das cultivares AS 3730 e M 8372 sob 0, 50 e 100 mM de cloreto
de sddio em trés tempos de coleta (TO, T1 e T2).
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Letras mailsculas comparam as concentracbes dentro de cada cultivar e tempo.
Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal
Wallis a 5% de probabilidade (A, B, E e F) e tratamentos com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade (C e D).
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Em T1, ambas as cultivares tiveram o mesmo padrdo de resposta, em
que menor teor de proteinas foi encontrado nas folhas sob 50 e 100 mM. J&, em
T2, a cultivar AS 3730 teve maior teor em 100 mM, enquanto a M 8372 em 0
mM (GRAFICO 9A). Nas raizes, no T1, o maior valor de proteinas encontrado
para AS 3730 é sob 0 e 50 mM e, para M 8372, é sob 50 mM. No T2, AS 3730
ndo difere, estatisticamente, entre os tratamentos e M 8372 apresenta maior
valor em 0 mM, seguido do 100 e 50 mM (GRAFICO 9B).

Grafico 9 - Proteinas da folha (A) e da raiz (B) das cultivares AS 3730 e M
8372 sob 0, 50 e 100 mM de cloreto de sodio em trés tempos de
coleta (TO, T1 e T2). Letras maiGsculas comparam as concentragdes
dentro de cada cultivar e tempo.
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Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade.
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No T1, a Unica diferenca observada, para o teor de perdxido de
hidrogénio nas folhas, foi na cultivar M 8372, a qual possui maior teor em 50 e
100 mM. J&, no T2, AS 3730 possui 0 menor teor em 50 mM e M 8372 em 0 e
50 mM (GRAFICO 10A). Nas raizes, s houve diferenca no T2 na cultivar AS
3730, na qual o maior teor observado foi em 50 mM (GRAFICO 10B).

A cultivar M 8372 no T1 teve sua menor peroxidacdo lipidica em 50
mM, no entanto o contrario ocorreu para esta cultivar no T2, a qual obteve a
maior peroxidacdo lipidica em 50 mM. A cultivar AS 3730 teve a maior
peroxidacao lipidica do T1, em 100 mM, no entanto foi semelhante entre os
tratamentos no T2 (GRAFICO 10C). Em raizes, no T1, a cultivar M 8372 teve
menor peroxidagdo lipidica em 50 e 100 mM e valores iguais aos do controle no
T2. Ja a cultivar AS 3730 teve valores iguais aos do controle no T1 e menor
peroxidacio em 100 mM (GRAFICO 10D).
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Gréafico 10 - Per6xido de hidrogénio na folha (A) e na raiz (B) e de
malondialdeido na folha (C) e na raiz (D) das cultivares AS 3730
e M 8372 sob 0, 50 e 100 mM de cloreto de s6dio em trés tempos
de coleta (TO, T1 e T2).
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Letras mailsculas comparam as concentragcbes dentro de cada cultivar e tempo.
Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade.

N

Em relagdo a atividade da SOD tanto em folhas quanto em raizes,
guando se compara cada cultivar entre seus tratamentos, percebe-se que a
salinidade inibe a atividade a SOD em AS 3730, uma vez que sob 50 e 100 mM
h& a reducgdo da atividade desta enzima. O contrario ocorre com a M 8372, em
que h& o aumento da atividade da SOD conforme ha o aumento da concentragdo
de cloreto de s6dio (GRAFICO 11A e 11B).

A atividade da CAT, nas folhas do T1, ainda, ndo difere estatisticamente

entre seus tratamentos, para cultivar AS 3730, no entanto, em T2, a maior
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atividade encontrada foi em 50 mM. Ja a cultivar M 8372 possui uma resposta
mais rapida a salinidade e, logo, no T1 sob 100 mM j& existe uma maior
atividade em relagdo ao 0 e 50 mM. E, no T2, essa diferenga é maior ainda, visto
que as plantas sob 100 mM possuem maior atividade que as plantas sob 50 mM
e estas maior atividade que as plantas sob 0 mM (GRAFICO 11C). Nas raizes,
no T1, a cultivar AS 3730, ainda, ndo diferencia a atividade da CAT em relacéo
ao controle, mas a cultivar M 8372 tem sua maior atividade em 0 e 100 mM. No
T2, AS 3730 e M 8372 tém suas maiores atividades em 0 e 100 mM (GRAFICO
11D).

Quanto a atividade da APX, nas folhas, no T1 e T2, ndo sdo observadas
diferencas estatisticas para a cultivar AS 3730 entre os tratamentos. No T1, a
cultivar M 8372 tem maior atividade da APX sob 50 mM e, no T2, sob 50 e 100
mM (GRAFICO 11E). Nas raizes, no T1, nenhuma das duas cultivares diferiu,
estatisticamente, entre seus tratamentos. Em T2, AS 3730 teve maior atividade
da APX sob 0 mM, seguida de 100 mM e 50 mM. M 8372 ndo diferiu entre seus
tratamentos no T2 (GRAFICO 11F).
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ascorbato na folha (E) e na raiz (F) das cultivares AS 3730 e M
8372 sob 0, 50 e 100 mM de cloreto de so6dio em trés tempos de

raiz (B), catalase na folha (C) e raiz (D) e da peroxidase do
coleta (TO, T1e T2).
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Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal
Wallis (A e B) a 5% de probabilidade e tratamentos com a mesma letra ndo diferem

Letras mailsculas comparam as concentragcbes dentro de cada cultivar e tempo.
estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade (C, D, E e F).
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No que se refere ao teor de ascorbato nas folhas, no T1, AS 3730 teve o
teor de ascorbato mais alto sob 100 mM, ja a M 8372, sob 50 mM, seguido do
100 mM. No T2, AS 3730 teve teores similares em 50 e 100 mM e maiores que
em 0 mM, ja a M 8372 ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos
(GRAFICO 12A). Nas raizes no T1, quando se comparam os tratamentos de AS
3730, esta tem maior teor sob 100 mM, ja a M 8372 tem maior teor sob 0 e 50
mM. No T2, o maior teor é sob 50 mM em ambas (GRAFICO 12B).

Grafico 12 - Ascorbato na folha (A) e na raiz (B) das cultivares AS 3730 e M
8372 sob 0, 50 e 100 mM de cloreto de so6dio em trés tempos de
coleta (TO, T1e T2).
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Nas folhas, ndo houve diferenca estatistica em ambas cultivares para o
teor de prolina no T1. Em T2, AS 3730 apresentou maior teor em 100 mM
seguido de 50 e 0 mM. J& a M 8372 possuiu maior teor sob 100 mM seguido de
0 e 50 mM (GRAFICO 13A). Nas raizes, no T1, AS 3730 obteve maior teor sob
0 e 50 mM, ja a cultivar M 8372 ndo diferiu estatisticamente. No T2, AS 3730
teve maior teor sob 100 mM, seguido de 50 e 0 mM e M 8372 obteve maior
valor em 50 e 100 mM (GRAFICO 13B).

Gréfico 13 - Prolina na folha (A) e na raiz (B) das cultivares AS 3730 e M 8372
sob 0, 50 e 100 mM de cloreto de sédio em trés tempos de coleta
(TO, T1e T2).
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Letras mailsculas comparam as concentragcbes dentro de cada cultivar e tempo.
Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal
Wallis a 5% de probabilidade.
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A cultivar M 8372 teve maior indice de tolerancia quando comparada a
cultivar AS 3730, no T1, tanto sob 50 mM como 100 mM. No entanto, em T2,
ndo houve diferenca estatistica entre as cultivares no que diz respeito ao indice
de tolerancia, tanto sob 50 mM quanto sob 100 mM (GRAFICO 14).

Gréafico 14 - indice de tolerancia das cultivares AS 3730 e M 8372 sob 0, 50 e
100 mM de cloreto de s6dio em trés tempos de coleta (TO, T1 e
T2).
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Letras mailsculas comparam as cultivares dentro de cada tempo e concentracdo. Letras
mindsculas comparam as concentra¢es dentro de cada cultivar e tempo. Tratamentos
com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Com base nos resultados da ACP juntamente com a comparacdo de

médias, é possivel afirmar que a salinidade afeta o equilibrio entre a produgéo e
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a remocdo de EROs, que podem provocar danos as estruturas celulares, quando
em concentragdes elevadas da cultivar M 8372 (SHARMA et al., 2012). Assim,
foi quantificado o teor de H,O, e de MDA, que mede o nivel de peroxidacao
lipidica.

Dessa forma, a cultivar M 8372 manteve crescimento enquanto a
cultivar AS 3730 j& providenciava o ajuste osmdtico e provavel sintese de
enzimas antioxidantes por meio da prolina (HAKEEN et al., 2012; PHANG;
SHAO; LAM, 2008) em razdo da presenca de perdxido de hidrogénio e
consequente peroxidacéo lipidica (GRAFICOS 3A, 3B, 10A, 10C, 13A). Mesmo
a cultivar M 8372 possuindo maiores valores de perdxido de hidrogénio, quando
comparada a AS 3730, a manutencdo do metabolismo primario, ainda, é
primordial, uma vez que essa cultivar possui, em relagdo ao controle,
comprometimento do crescimento apenas em 100 mM. E a cultivar AS 3730,
mesmo havendo um menor teor de H,O,, parece ser mais sensivel, quando
comparada a cultivar M 8372, em decorréncia do maior nivel de peroxidacdo
lipidica sob 100 mM e j& possui crescimento comprometido a partir de 50 mM.
(TABELA 2, gréficos 3A, 3B, 7A, 7C, 7D, 9A).

Em resposta as EROs produzidas por meio do metabolismo normal ou
sob estresse, as plantas possuem o0 sistema antioxidante enziméatico e ndo
enzimatico de defesa com a funcdo de remover o excesso das EROs e minimizar
0s seus efeitos deletérios no crescimento e desenvolvimento das plantas por
meio da SOD, CAT, APX, ascorbato que atuam juntos em diferentes locais
celulares. A SOD ¢ a primeira linha de defesa e atua na conversdo do radical
superéxido (O,") em H,0,. Em seguida, as enzimas CAT e APX atuam
removendo o H,0, (SHARMA et al., 2012; YOU; CHAN, 2015).

Observa-se, também, que as folhas dos tratamentos que parecem
apresentar maior estresse no T1 (M 8372 50 e 100 mM e AS 3730 100 mM)

estdo localizadas, diferentemente, das folhas dos tratamentos com menor
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estresse (GRAFICO 3A), as quais possuem maiores valores de ascorbato, um
composto do sistema antioxidante ndo enzimatico capaz de remover espécies
reativas de oxigénio (EROs) e, também, maiores valores de AST, AR e sacarose,
0s quais podem servir como osmdlitos compativeis e, também, atuar na remog¢ao
de EROs (GRAFICO 8A, 8C, 8E, 12A) (MILLER et al., 2010; YOU; CHAN,
2015). Estudos revelam que sob salinidade, alteragdes no metabolismo da
sacarose podem proteger o0 aparato fotossintético, por meio de um maior
acumulo de acUcares redutores nas folhas, ou seja, uma maior atividade da
invertase nos tecidos fontes pode promover a tolerancia a salinidade
(FUKUSHIMA et al., 2001). Nesse estudo, provavelmente, os acuUcares
redutores tenham atuado na protecdo do aparato fotossintético em AS 3730 100
mM, enquanto os carotenoides atuaram nas folhas de M 8372 100 mM
(GRAFICOS 3B, 7B) (BOSE; MORENO; SHABALA, 2013).

No T1, é possivel afirmar que as raizes da cultivar M 8372 mantém em
valores mais altos seu metabolismo antioxidante como as enzimas APX e CAT,
0 que pode proporcionar maiores valores de proteina (GRAFICOS 4A, 4B, 9B,
11D, 11F). Assim, como observado para MS de parte aérea, a MS de raiz de a
cultivar AS 3730 tem menor valor a partir de 50 mM e de M 8372 apenas em
100 mM, em relagdo ao controle. Ja a cultivar AS 3730 possui maior teor de
prolina principalmente sob 50 mM, ou seja, a cultivar investe em osmdlito
protetor e provavel sintese de enzimas antioxidantes (HAKEEN et al., 2012;
PHANG; SHAO; LAM, 2008) (GRAFICO 4A, 4B, 13B).

Ao analisar o comportamento das raizes, assim como observado para as
folhas do T1, houve uma separagdo entre 0 comportamento dos tratamentos.
Logo, os tratamentos que, provavelmente, estdo com maior estresse (M 8372
100 mM e AS 3730 50 e 100 mM) estdo localizados, diferentemente, daqueles
com menor estresse, uma vez que possuem maiores valores de sddio e similares

de perdxido de hidrogénio que ocasionam o estresse nas raizes (TABELA 1,
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graficos 4A, 4B, 10B). No entanto, sacarose e AST, também, tém altos valores
nas raizes desses tratamentos, indicando que a planta investe em raizes, no inicio
do estresse, ampliando a sua area de exploracdo a fim de buscar um local com
menos sddio, ou seja, minimizar o efeito do excesso de sais (GRAFICOS 8B,
8F) (MENDONCA et al., 2005). Essa maior concentracdo de actcares, também,
pode estar relacionada com a protecdo contra as EROs geradas assim como
regulacdo osmatica nas raizes (MILLER et al., 2010).

No T2 da parte aérea, é possivel afirmar que a cultivar M 8372, sob 0 e
50 mM, mantém em valores mais altos o seu metabolismo primario assim como
no T1, enquanto as cultivares AS 3730 e M 8372, sob 100 mM, ja providenciam
a remocdo de EROs por meio da acdo da APX (TABELA 2, graficos 5A, 5B,
TA, 7B, 9A, 11E). Além disso, observa-se que, dentre as plantas que estdo sob
estresse, as plantas da cultivar M 8372 possuem valores mais altos do sistema
antioxidante como a CAT e a SOD, o que pode ser em razdo dos maiores valores
de perdxido de hidrogénio, uma espécie reativa de oxigénio (ERO) (GRAFICOS
5A, 5B, 10A, 11A, 11C).

No T2 das raizes, observando-se 0 comportamento da M 8372 sob
estresse, este pode ser explicado por maiores valores de MS, APX e CAT
guando comparados com os valores de AS 3730. Explica-se, entdo, por que as
plantas da cultivar M 8372 se posicionam mais préximas umas das outras no
grafico do que as plantas de AS 3730 (TABELA 2, graficos 6A, 6B, 11D, 11F).

Os resultados do T2 nas raizes mostram gue, realmente, as cultivares
submetidas a salinidade estdo sob estresse em decorréncia de menores
concentragBes de sacarose e AST do que as plantas controle (GRAFICOS 8B,
8F). Além dos sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
tradicionais, evidéncias crescentes indicam que os aglcares sollveis estdo
diretamente ligados com as taxas de producdo de EROs pela regulacdo das vias

metabdlicas de producdo dessas espécies reativas, podendo atuar na protecdo



53

contra producdo e, também, a favor da eliminacdo de EROs, bem como no
ajustamento osmotico, favorecendo um melhor desempenho dos controles e AS
3730 sob 50 mM (MILLER et al., 2010; YOU; CHAN, 2015).

No T2, M 8372, sob 50 mM e 100 mM, teve menor crescimento em
relacdo ao controle do que AS 3730. M 8372 teve crescimento ao longo do
tempo de 243, 156 e 84%, respectivamente, sob 0, 50 e 100 mM. Ja a cultivar
AS 3730, 208, 174 e 143%, respectivamente, sob 0, 50 e 100 mM. J4, nas raizes,
no T2, ndo foi observada diferenca na MS de M 8372, enquanto houve menor
MS de AS 3730 sob 100 mM. Houve, ao longo do tempo, na cultivar M 8372,
crescimento de 233, 211 e 200% e na AS 3730 de 200, 185 e 114%,
respectivamente, sob 0, 50 e 100 mM.

A cultivar M 8372, mesmo com uma atividade fotossintética inferior a
da cultivar AS 3730 no TO, teve maior desempenho e capacidade de adquirir
maior crescimento mesmo sob o estresse imposto (GRAFICO 7A). No T1, na
cultivar M 8372, o maior teor de clorofila, em todas as concentracGes e maior
teor de clorofila b, sob 100 mM, podem ter favorecido a maior atividade
fotossintética de essa cultivar quando comparada a AS 3730. Para ambas as
cultivares, houve uma reducdo da atividade fotossintética, ao longo do tempo
(56% e 73% para AS 3730 sob 50 e 100 mM, respectivamente e 53% e 71%
para M 8372 sob 50 e 100 mM, respectivamente) em relacédo as plantas sob 0
mM. Isso pode ser em virtude da redugdo, ao longo do tempo, do teor de
carotenoides em ambas as cultivares (45% e 30% para AS 3730 sob 50 e 100
mM, respectivamente e 17% e 41% para M 8372 sob 50 e 100 mM,
respectivamente), um pigmento protetor do aparato fotossintético, por meio do
rapido quenching dos estados excitados da clorofila (BOSE; RODRIGO-
MORENO; SHABALA, 2013) (GRAFICOS 7A, 7B, 7C e 7D). A reducéo da
atividade fotossintética em plantas sob salinidade pode ser atribuida aos danos

ao aparato fotossintético, ao fechamento estomatico e a reducdo da eficiéncia da
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Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase ou reducéo de sua capacidade de regeneracdo
(KAO et al., 2006).

Todos esses resultados podem justificar o0 menor crescimento de parte
aérea de a cultivar M 8372 com relagdo ao seu controle em razdo dos valores
mais altos de peroxido de hidrogénio, apesar da maior atividade do sistema
antioxidante. No entanto, pode ter sido uma estratégia de combate ao estresse,
uma vez que o crescimento das raizes foi mantido (LU et al., 2016). Estudos
revelam que o menor comprometimento do crescimento, o aumento da atividade
de enzimas antioxidantes, bem como dos compostos que, também, atuam, na
remocdo de EROs, resultam em provavel tolerdncia a salinidade. No entanto,
também, é relatado ser importante o ajuste osmoético por meio de solutos
osmoticamente compativeis como a prolina (HAKEEN et al., 2012; PHANG;
SHAO; LAM, 2008). Resultado observado na AS 3730. De acordo com 0s
resultados obtidos, de modo geral, a cultivar M 8372 investiu em mecanismos
diferentes (maior atividade do sistema antioxidante) dos investidos pela AS 3730
(maior acimulo de solutos osmoticamente ativos).

O maior indice de tolerancia, obtido pela cultivar M 8372 no T1,
concorda com os resultados obtidos pela ACP, uma vez que no T1 ambas as
cultivares possuem comportamentos distintos, localizando-se, cada uma delas,
em um quadrante. No entanto, quando se observa que, no T2, ndo ha mais
diferenca estatistica entre as cultivares submetidas a 50 e 100 mM, é, também,
observado na ACP no T2 que as cultivares submetidas a tal estresse estdo
localizadas mais proximas (GRAFICO 3A, 4A, 5A, 6A).
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5 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que cada uma das cultivares
investiu em mecanismos diferentes a fim de tolerar o estresse imposto e, ao final
do T2, ambas possuiram 0 mesmo indice de tolerancia.

Além disso, as variaveis identificadas como sendo mais correlacionadas
a tolerdncia a salinidade em soja sdo o acumulo de solutos osmoprotetores,

fotossintese e o crescimento.
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ANEXO A - TABELAS

Tabela 1 - Contribuicdes e conseno? das variaveis utilizadas na analise de componentes principais (ACP)

T0 T1 T2

Variaveis Parte Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
aérea

Dim.1 Diml1 Dim.l1 Dim.2 Diml Dim.2 Diml1 Dim.2 Dim.1 Dim.2

Coseno? 0,99 099 003 089 027 3631 002 076 027 3,63

AST  Contribuicio 475 7,69 039 1717 530 1165 023 1150 530 1165

Proteina Cos_enc_)z 0,99 099 044 006 063 330e' 044 015 063 3,30e"
Contribuicdo 4,75 769 486 129 12,22 10,60 506 2,34 1222 10,60

AR Coseno® 0,99 099 0,08 046 0,29 8,2%° 036 0,13 0,29 8,297
Contribuicdo 4,75 769 090 885 573 266 419 204 573 266

Sacarose c:os_enc_>2 0,99 099 0,03 089 0,27 363 002 076 027 363"
Contribuicdo 4,75 769 039 17,17 529 1165 024 1151 529 11,65

prolina COS_en(:)2~ 0,99 099 09 001 036 123°* 025 009 036 1,23¢°
Contribuicdo 4,75 769 10,63 0,23 7,10 0,03 2,87 1,41 7,10 0,03

APX Coseno® 0,99 099 0,04 020 0,8 321¢° 079 010 080 3,21¢*
Contribuicdo 4,75 769 051 398 1557 1,03 903 156 1557 1,03

CAT Cos_en(_)z 0,99 099 000 0,05 067 852° 018 058 0,67 8,52~
Contribuicdo 4,75 769 0,03 1,14 13,12 0,00 208 889 13,12 0,00

SOD Coseno? 0,99 099 004 010 011 2,86e' 003 051 011 2,86e"

Contribuicdo 4,75 7,69 0,45 206 223 919 043 7,85 2,23 9,19
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Tabela 1, continuagao

T0 T1 T2
Variaveis Parte Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
aérea
Dim.1 Dim.1 Dim.l1 Dim.2 Diml1 Dim2 Diml Dim2 Diml Dim.2
Ascorbato Coseno® NS NS 006 082 001 880e* 0,37 0,26 001 8,80¢>
Contribuicdfo 0,00 000 069 1586 021 282 426 393 021 282
Per6xido de Coseno® 099 099 046 0,19 0,00 59%* 000 046 0,00 5,99"
hidrogénio  Contribuicio 4,75 7,69 508 365 0,03 1921 001 698 003 1921
Peroxidacdo ~ Coseno’ 099 099 056 015 0,34 83%° 0,19 031 034 8,39%~
lipidica Contribuicdo 4,75 7,69 6,26 293 657 269 220 472 657 2,69
Clorofila a Coseno? 0,99 - 0,92 0,03 - - 0,72 0,01 - -
Contribuicdo 4,75 - 10,24 0,68 - - 8,20 0,28 - -
Clorofila b Coseno? 0,99 - 0,61 0,24 - - 0,06 0,81 - -
Contribuicdo 4,75 - 6,76 4,79 - - 0,69 12,28 - -
Carotenoides Coseno? 0,99 - 0,00 0,75 - - 0,39 0,39 - -
Contribuicdo 4,75 - 0,03 14,45 - - 4,55 6,00 - -
Sadio Coseno® 099 099 0,21 0,14 0,00 7,71e* 014 0,28 0,00 7,71e"
Contribuicdo 4,75 7,69 236 2,71 0,08 2474 170 427 008 2474
Fotossintese Coseno’ 0,99 - 0,87 0,00 - - 0,48 0,26 - -
Contribuicdo 4,75 - 9,66 0,01 - - 550 3,97 - -
A/Ci Coseno? 0,99 - 0,06 0,08 - - 0,22 0,06 - -
Contribuicdo 4,75 - 073 1,71 - - 259 1,04 - -
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Tabela 1, concluséao

Variaveis Parte Raiz Parte aérea Parte aérea
aérea
Dim.1 Diml Diml Dim.2 Diml Dim.2 Diml Dim.2 Diml Dim.2
AFT Coseno® 0,99 - 0,91 0,02 0,91 0,05
Contribuicdo 4,75 - 10,06 0,47 10,37 0,77
Diametro Coseno® 0,99 - 0,92 0,00 0,84 0,06
Contribuicdo 4,75 - 10,20 0,00 - 9,60 0,94 - -
Comprimento  Coseno® 099 099 08 000 061 1,47¢> 051 032 061 1,47¢?
Contribuicdo 4,75 7,69 9,42 0,16 5,86 4,90
MS Coseno® 0,99 0,99 0,89 0,00 0,82 0,17
Contribuicdo 4,75 7,69 9,87 0,01 9,35 2,61
Alocacdo de Coseno? 0,99 - 0,03 0,02 0,95 0,00
Biomassa  Contribuicdo 4,75 - 0,37 0,56 10,87 0,09
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