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RESUMO

SILVA, T. L., D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2022. Espermina como
atenuante dos danos causados pelos estresses salino e hidrico em capuchinha (Tropaeolum
majus L.). Orientador: José Antonio Saraiva Grossi. Coorientadores: José Geraldo Barbosa e
Wellington Souto Ribeiro.

Os estresses abidticos sdo uma das principais causas da baixa produtividade dos cultivos devido
aos distirbios que causam as plantas. A aplicacdo de poliaminas € uma alternativa para
amenizar os efeitos deletérios dos estresses abidticos sobre as plantas. Flores, folhas, frutos e
botdes de capuchinha (Tropaeolum majus) sdo utilizados para fins ornamentais, medicinais e
alimenticios. No entanto, o estresse salino e o deficit hidrico limitam o desenvolvimento e a
produtividade desta planta devido a disturbios bioquimicos, fisioldgicos e anatdmicos. A
aplicagdo de espermina pode ser uma alternative para diminuir os danos causados por estes
estresses nessa planta. Com isso, objetivou-se nesta tese avaliar o efeito da aplicacdao de
espermina como atenuante dos efeitos danosos do estresse salino e déficit hidrico no
crescimento, trocas gasosas € metabolismo de capuchinha. Um experimento no delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, com 0 (sem estresse), 40 (estresse salino
moderado) e 80 mM NaCl (estresse salino severo) e 0 e 1 mM de espermina com cinco
repeticoes foi usado para o experimento com estresse salino. Um experimento distribuido em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, com 30 (déficit hidrico
severo), 50 (deficit hidrico moderado) e 80% da capacidade de retencdo de vaso (sem estresse)
e 0 e 1 mM de espermina com cinco repeti¢des foi usado para o experimento com déficit hidrico.
A aplicacdo de espermina diminuiu os efeitos nocivos do estresse salino e déficit hidrico no
crescimento e nas trocas gasosas € aumentou o nimero de flores de capuchinha. Além disso,
aumentou o teor relativo de dgua e atividade enzimética e diminuiu a peroxidagdo lipidica. A
aplicacdo de espermina diminuiu a producdo de etileno em flores de capuchinha. A aplicacdo
de espermina aumenta a tolerdncia ao estresse salino e déficit hidrico em capuchinha,
aumentando o crescimento, trocas gasosas, teor relativo de 4gua, enzimas do sistema
antioxidante, diminuindo a peroxidacao lipidica. A aplicacdo de espermina (1 mM) pode ser

usada para mitigar os efeitos danosos do estresse salino e déficit hidrico em capuchinha.

Palavras-chave: Estresses abioticos. Crescimento. Fotossintese. Sistema antioxidante. Etileno.



ABSTRACT

SILVA, T. I, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2022. Spermine as a mitigating
of damage caused by salt and drought stresses in nasturtium (7ropaeolum majus L.).
Adviser: José Antonio Saraiva Grossi. Co-advisers: José Geraldo Barbosa and Wellington
Souto Ribeiro.

Abiotic stresses are one of the major causes of low crop productivity due to the disturbances
they cause to plants. Polyamines application is an alternative to mitigate the harmful effects of
abiotic stresses in plants. Flowers, leaves, fruits and buds of nasturtium (Tropaeolum majus)
are used for ornamental, medicinal and food purposes. However, salt stress and drought stress
limit the development and productivity of this plant due to biochemical, physiological, and
anatomical disturbances. Spermine application may be an alternative to reduce the damage
caused by these stresses in this plant. Thus, the objective was to evaluate the effect of spermine
application as attenuating the harmful effects of salt stress and drought stress on the growth,
gas exchange, and metabolism of nasturtium. An experiment distributed in a completely
randomized design, in a 3x2 factorial scheme, with O (no stress), 40 (moderate salt stress), and
80 mM NaCl (severe salt stress) and 0 and 1 mM spermine with five replications was used for
the experiment with salt stress. An experiment distributed in a completely randomized design,
in a 3x2 factorial scheme, with 30 (severe drought stress), 50 (moderate drought stress), and
80% pot holding capacity (no stress) and 0 and 1 mM spermine with five replications was used
for the experiment with drought stress. Spermine application reduced the harmful effects of salt
stress and drought stress on the growth and gas exchange and increased the number of flowers
of nasturtium. In addition, it increased the relative water content and enzymatic activity and
decreased lipid peroxidation. Spermine application decreased ethylene production in nasturtium
flowers. Spermine application increases tolerance to salt stress and drought stress in nasturtium,
increasing the growth, gas exchange, relative water content, enzymes of the antioxidant system,
and decreasing lipid peroxidation. Spermine application (I mM) can be used to mitigate the

harmful effects of salt stress and drought stress in nasturtium.

Keywords: Abiotic stresses. Growth. Photosynthesis. Antioxidant system. Ethylene.
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1. INTRODUCAO

A globalizacdo contribuiu para uma melhor conscientiza¢do do consumidor e o retorno
a estilos de vida anteriores, nos quais as flores comestiveis t€m um grande destaque (Rop et al.,
2012). As flores comestiveis sdo parte integrante da nutricio humana h4 séculos, sendo usadas
como decoracdo em alimentos preparados para a nobreza, especialmente em festas e banquetes.
Além disso, elas sdo servidas como guarni¢ao e/ou enfeites de vdrias refeicdes e buffet frio,
sendo as pétalas sao usadas para decorar saladas, refeicoes doces, sorvetes, bebidas etc. Além
da aparéncia estética, elas também correspondem a um sabor e cheiro peculiares (Mlcek e Rop,
2011). As principais fontes de flores comestiveis sdo vegetais, frutas e plantas medicinais e
ornamentais (Rop et al., 2012).

A capuchinha (Tropaeolum majus L. — Tropaeolaceae), também conhecida no Brasil
como chaguinha e nasturcio, € uma planta comestivel, ornamental e medicinal, com flores
vistosas, simples ou dobradas, chegando a 2—3 metros de comprimento e 30—40 cm de altura
(Melo et al., 2018). A capuchinha possui flores vermelhas, alaranjadas e amarelas ricamente
coloridas, com predominéncia do fendtipo laranja. Estas flores tém forte sabor picante e sio
6timas em saladas, molhos, pratos grelhados e em outras preparagdes (Koike et al., 2015). Essas
flores sdo ricas em compostos bioativos como flavondides (quercetina e isoquercitrina), dcidos
graxos (oleico e linoleico), vitamina C e tiocianato de benzila (Bazylko et al., 2013).

As folhas e flores de capuchinha t€m sido usadas como tratamento de muitas doencas
como hipertensao, inflamacao e infec¢do do trato urindrio, feridas, vesicula biliar, afrodisiaca,
doencas cronicas como doenca pulmonar obstrutiva, infec¢des de rins e bexiga e também como
potencial anticarcinogénico (Valsalam et al., 2019). Suas flores e folhas sdo consideradas uma
excelente fonte dietética de luteina, o que reduz o risco de degeneragdo macular e também
possui atividades diuréticas e anti-hipertensivas, também com efeitos antidiabéticos (Jurca et
al., 2018).

A capuchinha € uma planta cultivada em muitas partes do mundo; no entanto, muitas
regides tém vdrios estresses abidticos, que podem diminuir o seu crescimento e produgdo. As
plantas podem enfrentar uma ampla gama de condicdes de estresse ambiental, como
temperaturas extremas, seca, salinidade, inundacdo, toxicidade por poluentes e varios estresses
oxidativos (Forni et al., 2017). Mudancas climadticas, estresses ambientais, escassez de dgua e
reducdo da fertilidade do solo sdo as principais restricdes que limitam o crescimento e a
produtividade das culturas e impdem uma ameaca ao futuro da seguranca alimentar para a

crescente populagdo humana (Phour e Sindhu, 2020). Os estresses abidticos causam perdas de
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50% a produtividade agricola em todo o mundo (Kumar e Verma, 2018). Os principais estresses
abidticos incluem temperatura, seca, salinidade e estresse por metais pesados (He et al., 2018).

A salinidade do solo afeta 800 Mha de terra em todo o mundo que afeta
aproximadamente 20% da terra irrigada e reduz significativamente o rendimento das culturas
(Negrao et al., 2017; Phour e Sindhu, 2020). Esse estresse € mais difundido em regides aridas,
semidridas e costeiras e se espalha mais em terras irrigadas, devido ao manejo inadequado da
irrigacdo e drenagem, baixa precipita¢do, alta evaporacdo e irrigacdo com dguas salinas
(Ibrahim et al., 2016).

A salinizacdo do solo é causada por atividades naturais ou humanas que aumentam a
concentracdo de sais dissolvidos, predominantemente cloreto de sédio (NaCl) no solo. A
salinidade primdria € causada por processos naturais, levando a um actimulo significativo de
sal no solo e nas dguas subterraneas por longos periodos de tempo, enquanto que operacdes de
cultivo como limpeza de terras, irrigacdo excessiva, uso de dgua salina e drenagem inadequada
sdo as razdes para a salinidade secunddria (Ilangumaran e Smith, 2017). O uso de dgua salina
na agricultura estd aumentando gradualmente devido a escassez de d4gua doce.
Consequentemente, por um lado, as dreas afetadas por sal aumentam constantemente e, por
outro lado, uma quantidade significativa de terra ardavel ¢ abandonada todos os anos por causa
da salinidade (Habib et al., 2016).

De acordo com a defini¢ao padrio, solos salinos sdo aqueles que possuem condutividade
elétrica do extrato de pasta de satura¢io de solo superior a4 dS m™ a 25 °C, o que corresponde
a aproximadamente 40 mM de NaCl e gera pressdo osmotica de aproximadamente 0,2 MPa
(Munns e Tester, 2008). A maioria das culturas é altamente suscetivel ao solo salino, mesmo
com condutividades elétricas abaixo de 3 dS m™! (Ibrahim et al., 2016). Os sais podem incluir
cloretos, sulfatos, carbonatos e bicarbonatos de sddio, potassio, magnésio e calcio (Hanin et al.,
2016).

A alta salinidade no solo resulta no acimulo de altos teores de Na* e Cl" nas células das
plantas através das raizes através da via simpldstica. Esse fluxo i6nico causa estresse oxidativo,
que influencia no funcionamento da bicamada lipidica e metabolismo celular (Shahzad et al.,
2017). Além disso, reduz a captacdo de dgua e nutrientes, € isso leva ao estresse osmotico,
toxicidade de {ions, desequilibrios de nutrientes e déficit hidrico, afetando também a
fotossintese, danificam as folhas e podem levar a clorose e senescéncia foliar precoce (Hanin
et al., 2016; Ilangumaran e Smith, 2017). O estresse salino influencia o estresse bidtico,
resultando na perda da diversidade microbiana e fertilidade do solo e na competi¢do por

recursos nutricionais (Phour e Sindhu, 2020).
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Déficit hidrico e salinidade sdo os principais fatores ambientais que influenciam a
produtividade das culturas em todo o mundo (Nxele et al., 2017). Prevé-se que o déficit hidrico
cause sérios problemas de crescimento de plantas em mais de 50% das terras ardveis até 2050
(Vurukonda et al., 2016). Em muitas partes do mundo, a 4gua de irrigacdo tem sido explorada
e superutilizada, e a escassez de dgua doce estd se tornando critica nas dreas dridas e semidridas
do mundo (Chai et al., 2016).

O déficit hidrico como consequéncia da chuva insuficiente ou da umidade do solo
deficiente pode induzir vdrias respostas bioquimicas, fisioldgicas e genéticas nas plantas,
restringindo severamente o crescimento das culturas (Zhou et al., 2017). A sensibilidade do
estdgio de crescimento das plantas ao déficit hidrico pode ser afetada por muitos fatores,
incluindo condig¢des climaticas, espécies e cultivares, priticas de manejo agrondmico, entre
outros (Chai et al., 2016).

Ap6s a exposicdo ao déficit hidrico, as plantas manifestam varias deficiéncias, incluindo
lesdo celular por geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), aumento da temperatura
celular, alteragdes nas interacOes proteina-proteina, agregacdo e desnaturacdo de proteinas,
desregulacdo da atividade enzimdtica, redugdo da fotossintese, murcha e branqueamento das
folhas e até a morte (Joshi et al., 2016). No nivel celular, o estresse osmético, causado pelo
déficit hidrico, leva a desidratagdo que diminui os volumes citosélico e vacuolar (Forni et al.,
2017). O déficit hidrico influencia a disponibilidade e o transporte de nutrientes do solo, a
medida que os nutrientes sdo transportados pelas raizes através da dgua, diminuindo a difusao
e o fluxo de massa de nutrientes soliveis em dgua, como nitrato, sulfato, Ca, Mg e Si
(Vurukonda et al., 2016).

O déficit hidrico reduz a produgdo de novas folhas e promove a auséncia e a abscisio,
consequentemente, a area foliar diminui drasticamente. Além disso, a menor concentracao
interna de CO; durante a seca € responsével pela redugdo na fotossintese, inibindo a enzima no
local aceitador da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) ou pela inibi¢ao
direta de enzimas fotossintéticas, como RuBisCO ou ATP sintase (Farooq et al., 2017).

As condigdes de estresse abidtico resultam em alteragcdes bioquimicas, como o acimulo
de EROs que sdo subprodutos do metabolismo celular que desempenham um papel importante
na inibicdo do crescimento e desenvolvimento das plantas, se ndo forem cuidadosamente
regulados (Nxele et al., 2017). Enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) tém a capacidade de eliminar as EROs e manté-
los em niveis baixos. A APX tem papel defensivo vital contra EROs e pode catalisar a quebra

de H>O> produzido pela SOD, enquanto a CAT reduz os niveis de EROs catalisando a
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decomposicdo de H,O2 em H>O e O (Habib et al., 2016). As defesas sdo orquestradas por uma
intrincada rede reguladora composta por numerosas moléculas de sinalizacdo e fatores de
regulacdo génica (He et al., 2018). Sendo que as plantas respondem aos estresses abidticos
através de processos de adaptacdo nos niveis molecular, celular, fisiolégico e bioquimico (Feng
et al., 2020).

Os fitormoOnios sdo um conjunto de moléculas derivadas de vérias vias metabodlicas
essenciais, sendo importantes reguladores que mediam o crescimento, desenvolvimento,
diferenciacgao, respostas a estresses bidticos e abiéticos, dominancia apical, formacao de bulbos,
divisdo celular, florescimento, germina¢do de sementes, dorméncia, senescéncia, etc. (Bosco et
al., 2014) através de acdes sinérgicas ou antagonicas. Alguns fitormdnios estdo sendo utilizados
como atenuantes dos efeitos danosos de estresses abidticos e como promotores do
florescimento. Dentre os que estdo em destaque nesse cendrio, pode-se citar as giberelinas,
citocininas, jasmonatos, salicilatos e poliaminas.

As poliaminas (PAs) sdo polications alifaticos de baixo peso molecular
onipresentemente distribuidas em todos os organismos vivos, incluindo bactérias, animais e
plantas (Liu et al., 2015). A diamina putrescina (Put), triamina espermidina (Spd) e tetraamina
espermina (Spm) sdo PAs naturais compartilhadas por quase todos os organismos vivos, sendo
policétions de cadeia curta derivadas de arginina/ornitina (Gill e Tuteja, 2010). As PAs podem
ser consideradas como um dos grupos mais antigos de substancias conhecidas na bioquimica.
A espermina foi descoberta hd mais de 300 anos nos espermatozdides humanos envelhecidos,
enquanto a putrescina e cadaverina foram identificadas em caddveres em putrefacdo, ha mais
de 100 anos, sendo sua estrutura elucidadas na década de 1920, que foi revelado que sdo
compostos contendo nitrogénio de baixo peso molecular (Alcazar et al., 2010). As PAs ocorrem
em formas livres, conjugadas (associadas a moléculas pequenas, como acidos fendlicos) ou
ligadas (associadas a vdrias macromoléculas), sendo que o seu teor varia acentuadamente,
dependendo da espécie ou 6rgao da planta e do estagio de desenvolvimento (P4l et al., 2015).

As PAs em plantas funcionam em respostas adaptativas a varios estresses ambientais, e
isso € suportado pela extensa variagdo nos teores de poliamina sob condi¢des de estresse (Liu
et al., 2015). As PAs estdo envolvidas em muitos processos de desenvolvimento de plantas,
como iniciacdo e desenvolvimento floral, divisdo celular, embriogénese, crescimento de raizes,
desenvolvimento de 6rgados reprodutivos, tuberizacdo, desenvolvimento, amadurecimento de
frutos, senescéncia foliar e respostas aos estresses abidticos e bidticos de plantas (Alcédzar et al.,

2010; Sarwat et al., 2013).
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Os viérios papéis provaveis das PAs na tolerancia e/ou melhoria do estresse nas plantas
sdo: (i) servir como solutos compativeis, juntamente com prolina, glicina betaina e 4cido -
aminobutirico (GABA); (ii) interagdes com macromoléculas como DNA, RNA, complexos de
transcri¢cdo e traducdo e membranas celulares e organelares para estabiliza-las; (iii) elimina¢ao
direta de radicais oxigénio e hidroxila e na promog¢do da producdo de enzimas e metabdlitos
antioxidantes; (iv) atuar como moléculas de sinalizacdo na via de resposta ao estresse regulada
por ABA e através da producdo de H>Oz; (v) reguladores de vdrios canais i0Onicos; e, (vi)
participacdo na morte celular programada. Além de seu papel na regulacio metabdlica da
toxicidade de amonia, produgdo de 6xido nitrico e no equilibrio do metabolismo organico de N
na célula (Minocha et al., 2014).

Os efeitos da aplicac@o de poliaminas no crescimento, fisiologia e metabolismo de 7.
majus ainda ndo foi esclarecido, tampouco, estudos detalhados sobre a aclimatacdo desta planta
aos estresses abidticos. Com isso, estudos sobre a aplicacdo de poliamina como atenuante do

estresse salino e déficit hidrico sdo de crucial importancia.
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ESPERMINA REDUZ OS EFEITOS PREJUDICIAIS DO ESTRESSE SALINO EM

Tropaeolum majus

Resumo

Flores, folhas, frutos e botdes de Tropaeolum majus sao utilizados para fins ornamentais,
medicinais e alimenticios. No entanto, o estresse salino limita o desenvolvimento e a
produtividade desta planta devido aos distirbios bioquimicos, fisiol6gicos e anatdmicos. A
aplicagdo de poliaminas é uma alternativa para mitigar os efeitos nocivos do estresse salino.
Assim, o objetivo foi avaliar os efeitos da aplicacdo de espermina em 7. majus cultivada sob
estresse salino. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3 x 2, com 0, 40 (estresse salino moderado) e 80 (estresse salino severo) mM
NaCl e 0 e 1 mM de espermina, com cinco repeti¢des. O crescimento (altura de planta, diametro
do caule, nimero de folhas, nimero de flores, nimero de botdes, massa seca da folha, massa
seca do caule e massa seca da flor), trocas gasosas (gs, A, E, Ci e EUA), teor relativo de 4gua,
aminodcidos livres, compostos fendlicos, acucares redutores e ndo redutores, peroxidacio
lipidica e atividade enzimatica (CAT, POD e APX) foram avaliados. A aplicacio de espermina
diminuiu os efeitos nocivos do estresse salino no crescimento € nas trocas gasosas € aumentou
o nimero de flores de 7. majus. Além disso, aumentou o teor relativo de dgua de 7. majus sob
estresse salino severo. A aplicacdo de espermina reduziu os teores de compostos fendlicos
totais, aminodcidos livres, actcares redutores e acticares nao redutores nas folhas de 7. majus.
A aplicacdo de espermina aumentou as atividades de CAT e POD em plantas sob estresse salino
severo € POD e APX em plantas sob estresse salino moderado.

Palavras-chave: salinidade, poliamina, Tropaeolaceae, capuchinha

SPERMINE REDUCES THE HARMFUL EFFECTS OF SALT STRESS IN

Tropaeolum majus

Abstract

Flowers, leaves, fruits and buds of Tropaeolum majus are used for ornamental, medicinal and
food purposes. However, salt stress limits the development and productivity of 7. majus due to
biochemical, physiological and anatomical disturbances. Polyamine application is an
alternative for mitigating the harmful effects of salt stress. Thus, the objective was to evaluate
the effects of spermine application in 7. majus grown under salt stress. The experiment was
carried out within a completely randomized design, in a 3 x 2 factorial scheme, with 0, 40

(moderate salt stress) and 80 (severe salt stress) mM NaCl, and 0 and 1 mM spermine, and with
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five replicates. Growth (plant height, stem diameter, number of leaves, number of flowers,
number of buds, leaf dry mass, stem dry mass and flower dry mass), gas exchange (gs, A, E, Ci
and WUE), relative water content, free amino acids, phenolic compounds, reducing and non-
reducing sugars, lipid peroxidation and enzymatic activity (CAT, POD and APX) were
evaluated. Spermine application decreased the harmful effects of salt stress on growth and gas
exchange and increased the flowering of 7. majus. Furthermore, it increased the relative water
content of 7. majus under severe salt stress. Spermine application reduced the contents of total
phenolic compounds, free amino acids, reducing sugars and non-reducing sugars on leaves of
T. majus. Spermine application increased CAT and POD activities in plants under severe salt
stress and POD and APX in plants under moderate salt stress.

Keywords: salinity, polyamine, Tropaeolaceae, nasturtium

2.3. Introducao

Os principais estresses abidticos incluem flutuagdes extremas de temperatura, seca,
salinidade e contaminacdo por metais pesados (He et al., 2018). A salinidade ¢ um estresse
abiodtico especifico que ocorre em regides agricolas com condig¢des dridas e semidridas. Cerca
de um bilhdo de hectares de terras ardveis sdo afetados por sais, € o problema tende a piorar
devido a baixa pluviosidade, alta evaporacdo e gestdo inadequada de drenagem e irrigacao
(incluindo irrigagdo com dgua salina) e aquecimento global (Ibrahim et al., 2016; Ali et al.,
2021), além das caracteristicas do solo e chuvas irregulares (Saleem et al., 2021). A salinidade
do solo € uma condic¢do caracterizada pela concentrag@o de sais soluveis, principalmente NaCl,
que € utilizado como parametro de classificacdo. Solos salinos sdo definidos como tendo
condutividade elétrica maior que 4 dS m™ a 25 °C (aproximadamente 40 mM NaCl) e geram
uma pressao osmotica maior que 0,2 MPa (Munns e Tester, 2008; Almeida et al., 2017).

A eficiéncia fotossintética de uma planta é diminuida pelo estresse salino através da
funcdo estomatica restrita e limitacdo ndo estomdtica. Por exemplo, a clorofila é degradada, a
atividade RuBisCO ¢ inibida e as proteinas da membrana no aparelho fotossintético sao
destruidas (Shu et al., 2013). Esse estresse também reduz significativamente a pressdo de
turgescéncia e o teor de d4gua nos tecidos vegetais, resultando em diminuic¢io do crescimento e
producdo (Jia et al., 2021).

A salinidade pode causar déficit hidrico nas plantas devido a diminui¢do do potencial
osmotico do solo, reduzindo a capacidade de absor¢ao de dgua pelas raizes. A primeira resposta
da planta a seca € o fechamento estomético (condutancia estomética reduzida) devido a relacdes

hidricas perturbadas e sintese local de 4cido abscisico (Pan et al., 2021). O fechamento dos
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estdmatos diminui a perda de dgua pela transpiracdo, o que reduz a absor¢do de CO2. Quando
os niveis de CO2 estdo baixos, a ribulose-1,5-bifosfato é oxigenada, resultando em maior
producdo de H>O» nos peroxissomos das células (Alharby et al., 2021). Sob condi¢des de
estresse salino, as espécies reativas de oxigénio (EROs) se acumulam, causando alteracdes
bioquimicas (Nxele et al., 2017). As EROs produzidas no fotossistema I (PSI) sdo eliminadas
por reacdes como ciclo dgua-dgua ou via Mehler-ascorbato peroxidase (Ahanger et al., 2017).
Assim, o uso de estratégias para minimizar os efeitos nocivos do estresse salino nas plantas é
de interesse crucial, sendo o uso de fitohormdnios, como as poliaminas, uma estratégia eficaz
para reduzir esses efeitos.

Todos os organismos vivos, incluindo bactérias, animais e plantas contém poliaminas,
que sdo polications alifaticos de baixo peso molecular com uma distribuicao ampla (Liu et al.,
2015). As poliaminas estao presentes em sua forma livre em plantas superiores, principalmente
como putrescina, espermidina, espermina e cadaverina (Nahar et al., 2016). Os teores de
poliamina livre e conjugada sdo importantes para a tolerancia ao estresse em plantas (Chen et
al., 2019). A putrescina (Put), um composto com dois grupos amino, € um precursor da
espermidina (Spd) e da espermina (Spm) e desempenha um papel fundamental na biossintese
de poliaminas (Pegg, 2016). Put atua como um regulador negativo, enquanto Spm e Spd tém
efeito positivo nos processos de crescimento e desenvolvimento das plantas (Jia et al., 2021).

As poliaminas sao ativadoras de defesa em plantas superiores e possuem respostas
robustas as condi¢Oes ambientais adversas, além de estarem associadas a homeostase de EROs,
onde sdo capazes de ativar enzimas antioxidantes e eliminar EROs (Jia et al., 2021). A
maquinaria de defesa antioxidante € um sistema de eliminacdo de EROs, que protege as plantas
dos danos oxidativos. Uma combinacdo de sistemas enziméticos (SOD, CAT, APX e POD) e
sistemas nao enzimdticos (ascorbato, glutationa, fendis, alcaldides, aminodcidos ndo proteicos
e o-tocoferodis) € empregada para manter as células vegetais contra danos causados por EROs
(Nahar et al., 2016). Também € possivel que as poliaminas desempenhem um papel protetor
devido a sua capacidade de atuar como osmdlitos ou estimular a produgado e acimulo de outros
osmolitos, como prolina, glicina betaina e dcido y-aminobutirico (GABA) (Fang et al., 2020;
Jankovska-Bortkevi€ et al., 2020). A aplica¢do de espermina facilita o metabolismo de EROs e
a fotossintese, o que melhora o crescimento das plantas e reduz os efeitos nocivos do estresse
salino (Baniasadi et al., 2018). O acimulo de espermina pode ativar um conjunto de genes de
resposta ao estresse salino, tornando as plantas tolerantes a esse estresse (Marco et al., 2019).

A aplicacdo de espermina aliviou os danos causados pelo estresse salino em arroz (Oryza sativa
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L. — Paul e Roychoudhury, 2017; Islam et al., 2020), caléndula (Calendula officinalis L. -
Baniasadi et al., 2018) e feijao mungo (Vigna radiata L. — Nahar et al, 2017).

A capuchinha (Tropaeolum majus L. - Tropaeolaceae) é uma planta comestivel,
ornamental e medicinal, com flores vistosas, simples ou duplas, atingindo 2 a 3 metros de
comprimento e 30 a 40 cm de altura (Melo et al., 2018). Esta planta € nativa dos Andes e cresce
em todo o mundo. E uma das principais flores comestiveis cultivadas ao redor do mundo, com
grande importancia econdmica e social. As flores de 7. majus t€m sabor forte e picante e sao
6timas em saladas, molhos, grelhados e preparacdes recheadas (Koike et al., 2015). Esta planta
também contém uma grande variedade de compostos bioativos, como flavondides (quercetina
e isoquercitrina), dcidos graxos (oleico e linoleico), vitamina C e benziltiocianato (Bazylko et
al., 2013). A capuchinha cresce em diferentes ambientes; no entanto, a salinidade pode afetar
seu crescimento (Bloem et al., 2014). A salinidade do solo ou da 4gua de irrigacdo € comum
em vdrias regides do mundo, principalmente em regides aridas e semidridas. Por conta disso,
os efeitos da espermina como possivel mitigador do estresse salino em capuchinha foi avaliado.

O conhecimento sobre o efeito da salinidade e aplicagdo de poliamina no crescimento,
trocas gasosas e potencial bioquimico de 7. majus é escasso. Assim, o objetivo foi avaliar os

efeitos da aplicacdo de espermina em 7. majus cultivada sob estresse salino.
2.4. Material e Métodos
2.4.1. Local e delineamento experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil, de maio a agosto de 2020. A
temperatura e umidade minima e maxima durante o experimento foram de 15 °C e 40%, 30 °C
e 86%, respectivamente. O experimento foi distribuido em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3x2, com 0, 40 (estresse salino moderado) e 80 (estresse

salino severo) mM de NaCl e 0 e 1 mM de espermina, com cinco repeti¢oes.
2.4.2. Material vegetal

Sementes de 7. majus (var. Semi-dobrada sortida, Feltrin®) foram semeadas em bandeja
de poliestireno de 128 células com substrato comercial (Tropstrato, CE= 0,5 + 0,3 dS m’; pH
=5,8 +0,3). As mudas foram transplantadas para vasos contendo 1,2 dm?® do mesmo substrato
comercial aos 12 dias apds o plantio. A espermina (Sigma-Aldrich) foi diluida em 4gua

deionizada e Tween 20 (Sigma-Aldrich) (0,05%) foi usado como surfactante para aumentar a
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absorc¢do pelas plantas. O controle foi d4gua deionizada e Tween 20 (0,05%). As plantas foram
pulverizadas com 10 mL de cada solucdo, com as aplicacdes de espermina (Spm) realizadas a
cada sete dias durante quatro semanas. A primeira aplicagdo de Spm foi no primeiro dia de
estresse salino (irrigagdo salina), que foi 20 dias apds o plantio. A dgua salina foi feita com a
adicao de NaCl (Sigma-Aldrich) em &4gua deionizada e a condutividade medida com um
condutivimetro.

A irrigacdo foi realizada diariamente, mantendo as plantas a 80% da capacidade de
retencdo de vaso durante 60 dias. Os vasos com as plantas foram pesados diariamente para
calcular a evapotranspiracdo e determinar a quantidade de dgua a ser aplicada (Girardi et al.,
2016). Nao foi aplicado lamina de drenagem durante todo o experimento. As plantas foram
fertirrigadas com 4 g L™! de fertilizante NPK 20-20-20 + micronutrientes (Peters Professional®),

uma vez por semana.
2.4.3. Varidveis analisadas
2.4.3.1. Crescimento de plantas

Todos os dados foram coletados aos 60 dias apos o inicio da irrigacdo com agua salina
(DAI). A altura da planta (cm), didmetro do caule (mm), nimero de folhas, nimero de flores,
numero de botdes, massa seca de folhas (g), massa seca do caule (g) e massa seca de flores (g)
foram avaliados. Cada parte da planta foi colocada em sacos de papel e secas em uma estufa de
circulacdo de ar forcado a 65 °C, sendo pesadas em balanca analitica para obter-se as massas

secas.
2.4.3.2. Trocas gasosas

As trocas gasosas foram analisadas aos 60 DAI. Um analisador de gases no
infravermelho (IRGA — modelo LCPro, ADC BioScientific Ltd.) foi utilizado para avaliar as
trocas gasosas, sendo as leituras realizadas entre 8:00 e 10:00 h. Radiacdo fotossinteticamente
ativa (PAR) de 1000 pmol m™ s e concentragdo de CO; das condi¢des ambientais foram usadas
durante as andlises de trocas gasosas. A condutincia estomdtica (gs= mol H,O m? s,
fotossintese liquida (A= umol CO> m? s™), transpiraciio (E= mmol H,O m? s™), concentracdo
de carbono interno (Ci = umol CO2 mol ar’!) e eficiéncia instantinea no uso da dgua (EUA=

umol COz/mmol H,0 m™ s™!) foram avaliadas.

2.4.3.3. Teor relativo de dgua (TRA)
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Dez discos (1 cm de diametro) foram removidos da primeira folha totalmente expandida
para determinar o teor relativo de dgua (TRA). Apds a pesagem e obtencdo da massa da matéria
fresca (MF), os discos foliares foram imersos em dgua deionizada por 3 h até atingir a massa
tirgida (MT). Em seguida, os discos foram colocados em estufa a 65 °C por 48 h para obtengao
da massa da matéria seca (MS). O TRA foi calculado usando a férmula: TRA(%) = [(MF-
MS)/(MT-MS)] x 100.

2.4.3.4. Acucares redutores e ndo redutores

Acucares soluveis foram extraidos de aproximadamente 2 g de folha fresca moida e
homogeneizados em etanol 80% aquecido a 85 °C. O extrato foi centrifugado por 8 min a
12.000 g. O sobrenadante foi recolhido e o precipitado foi extraido mais uma vez com etanol
80%. O método do fenol sulftirico (Dubois et al., 1956) foi utilizado para determinar o teor de
acucares soluveis totais (AST) na amostra. O ensaio contendo 0,25 mL de sobrenadante, 0,25
mL de fenol a 5% e 1,25 mL de H>SO4 concentrado foi incubado a 30 °C por 20 min. Apds
resfriamento, a absorbancia foi medida a 490 nm. O AST foi expresso em porcentagens de AST
por massa fresca de folhas, utilizando-se a sacarose como padrao.

O teor de acucares redutores (AR) foi quantificado pelo método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) proposto por Gongalves et al. (2010), com modificacdes. 0,5 mL de
sobrenadante foi adicionado a 0,5 mL de reagente DNS e os tubos foram aquecidos por 5 min.
Ap6s resfriamento em banho de gelo, 4 mL de d4gua foram adicionados e a absorbancia foi lida
a 540 nm. Frutose foi utilizada como padrao e o teor de AR foi determinado em porcentagem
de AR por massa fresca de folhas. O teor de agucar ndo redutor (ANR) foi estimado pela
diferenca entre AST e AR, com resultados expressos em porcentagem de ANR por massa fresca

de folhas.
2.4.3.5. Compostos fendlicos totais

O mesmo extrato usado para a analise de agucares foi usado para compostos fendlicos.
O 4cido galico foi usado como padrao para determinar o teor de fendlicos de acordo com Fu et
al. (2010). A absorbancia foi determinada por espectrofotometro a 760 nm e o teor foi expresso

em mg g de massa fresca.

2.4.3.6. Aminoacidos livres
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O mesmo extrato usado para a andlise de agicares foi usado para aminodcidos livres
usando-se o método descrito por Yemm e Cocking (1954). Glicina foi usada como padriao. A
absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro a 570 nm e o teor foi expresso em mM g!

de massa fresca.
2.4.3.7. Peroxidacdo de lipidios

A peroxidagdao de lipideos foi determinada através da quantificagdo do teor de
malondialdeido (MDA). O teor de MDA foi determinado pelo método do 4cido tiobarbitirico
descrito por Heath e Packer (1968). Uma amostra de folha (0,2 g) foi homogeneizada em 0,1%
(p/v) de écido tricloroacético (TCA) e centrifugada a 12.000 g por 15 min a 4 °C. Em seguida,
0,5 mL do sobrenadante foi misturado com 1,5 mL de 0,5% de acido tiobarbitirico (TBA)
diluido em TCA 20% (p/v) e aquecido a 90 °C por 20 min. A absorbancia foi medida em

espectrofotdmetro a 532 e 600 nm. O teor de MDA foi expresso em nmol g'' de massa fresca.
2.4.3.8. Atividade enzimética do sistema antioxidante (CAT, POD e APX)

O extrato enzimético foi preparado homogeneizando 0,2 g de folha em 2 mL de tampao
de extragdo contendo 100 mM de fosfato de potassio (pH 7,0), 0,1 mM de EDTA, 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O homogenato
foi centrifugado a 14.000 g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para
determinar as atividades da catalase (CAT), peroxidase (POD) e ascorbato peroxidase (APX).

A atividade de CAT foi determinada de acordo com Havir e McHale (1987). O tampao
de reacdo continha fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e H202 12,5 mM. A reacdo foi iniciada
com a adi¢do do extrato enzimatico e a atividade determinada pela diminui¢do da absorbancia
2240 nm por 1 min. A atividade de CAT foi expressa em umol min' mg™! proteina. A atividade
da POD foi quantificada de acordo com o método proposto por Kar e Mishra (1976). O tampao
de reacdo foi preparado com fosfato de potdssio 25 mM (pH 6,5), guaiacol 20 mM e H20; 20
mM. A atividade foi determinada pelo aumento da absorbancia a 470 nm e expressa em umol
min!' mg! proteina.

A atividade da APX foi medida de acordo com Nakano e Asada (1981). O meio
reacional foi composto por fosfato de potdssio 50 mM (pH 7,8), acido ascorbico 0,25 mM e
H>02 0,3 mM. A atividade foi monitorada pela diminuicao da absorbéancia a 290 nm por 1 min.

A atividade da APX foi expressa em pmol min™' mg! proteina. O teor de proteina dos extratos
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enzimaticos foi determinado de acordo com o método proposto por Bradford (1976). Albumina

de soro bovino (BSA) foi a proteina utilizada para a curva padrio.
2.4.4. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e a comparagdo de médias pelo teste
de Tukey por meio do pacote estatistico ExpDes (Ferreira et al., 2018). Uma andlise de varidveis
canodnicas com elipses de confianca (p<0,01) foi realizada para estudar a inter-relacdo entre
varidveis e fatores usando o pacote candisc (Friendly e Fox, 2017). Os dois fatores foram
combinados para realizar esta andlise. A andlise de correlacdo de Pearson foi realizada usando
o pacote corrplot (Wei e Simko, 2017). O programa estatistico R (R Core Team, 2021) foi usado

para realizar as andlises estatisticas.
2.5. Resultados

A aplicacdo de espermina diminuiu os efeitos danosos do estresse salino moderado e
aumentou a altura das plantas de 7. majus. Assim como reduziu os impactos negativos do
estresse salino moderado no didmetro do caule, nimero de folhas e ndmero de flores em
comparacao com plantas sem estresse e aplicacao deste fitohormonio. A aplicagdo de espermina
diminuiu os efeitos nocivos do estresse salino moderado no nimero de botdes, massa seca do
caule e massa seca da flor em compara¢do com plantas sem aplicacdo de espermina e sob
estresse salino moderado. A espermina induz o crescimento de folhas e flores, tanto em plantas
sem estresse quanto em plantas sob estresse salino moderado. O crescimento das plantas foi

diminuido pelo estresse salino severo (Figura 1).
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Figura 1. Altura de planta (a), didmetro de caule (b), nimero de folhas (c), nimero de flores
(d), nimero de botdes (e), massa seca da folha (f), massa seca do caule (g) e massa seca de
flores (h) de Tropaeolum majus sob estresse salino e aplicagdo de espermina. Médias seguidas
pelas mesmas letras mindsculas ndo diferem para espermina e mesmas letras maidsculas nao
diferem para estresse salino pelo teste de Tukey a 5%. Os valores sdo média + desvio padrdo (n

=35).
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A aplicacdo de espermina reduziu os efeitos nocivos do estresse salino moderado na
condutancia estomadtica (gs) e na transpiracdo (E) de T. majus. A espermina ndo reduziu os
efeitos danosos do estresse salino na fotossintese liquida (A). O aumento do estresse salino
diminuiu a gs, A e E e aumentou a concentracdo de carbono interno (Ci). A aplicagdo de
espermina diminuiu a eficiéncia do uso da dgua (EUA) das plantas sob todas as condi¢des de
estresse, incluindo plantas ndo estressadas. A aplicacdo de espermina diminuiu a gs, A e E de

plantas sob estresse salino severo (Figura 2).
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Figura 2. Condutancia estomdtica (gs — a), fotossintese liquida (A — b), transpiracdo (E — ¢),
concentracdo de carbono interno (Ci — d) e eficiéncia instantanea no uso da dgua (EUA —e) de
Tropaeolum majus sob estresse salino e aplicacio de espermina. Médias seguidas pelas mesmas
letras minusculas ndo diferem para espermina e mesmas letras maidsculas ndo diferem para

estresse salino pelo teste de Tukey a 5%. Os valores sao média + desvio padrdo (n = 5).

A aplicagdo de espermina diminuiu os efeitos nocivos do estresse salino severo sobre o
teor relativo de dgua de T. majus. A aplicacdo de espermina diminuiu o teor de compostos
fendlicos totais, aminodcidos livres, agucares redutores e agucares nao redutores em plantas sob
estresse salino severo e plantas sem estresse. A espermina ndo teve efeito sobre o teor relativo
de 4gua, compostos fenodlicos totais e acucares redutores de plantas sob estresse salino
moderado. O aumento do estresse salino diminuiu o teor de compostos fendlicos totais, agticares

redutores e acuicares ndo redutores (Figura 3).
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Figura 3. Teor relativo de dgua (a), teor de aminodcidos livres (b), compostos fendlicos totais
(c), agucares redutores (d) e actcares nao redutores (e) de Tropaeolum majus sob estresse salino
e aplicacdo de espermina. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo diferem para
espermina e mesmas letras maitsculas ndo diferem para estresse salino pelo teste de Tukey a

5%. Os valores sao média + desvio padrio (n =5).

A aplicacdo de espermina diminuiu a peroxidacao lipidica (MDA) de T. majus cultivada
sob estresse salino moderado, mas ndo teve efeito nas plantas sob estresse salino severo. A
aplicacdo de espermina aumentou a atividade de CAT e POD em plantas sob estresse salino
severo e de POD e APX em plantas sob estresse salino moderado. A aplicacdo de espermina
ndo foi capaz de aumentar a atividade de APX de plantas sob estresse salino severo, contudo
aumentou a atividade da CAT em plantas ndo estressadas. O estresse salino moderado induziu

a atividade de CAT e diminuiu a atividade de POD e APX (Figura 4).
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Figura 4. Peroxidacdo lipidica (MDA — a), atividade da catalase (CAT — b), atividade da
peroxidase (POD — c¢) e atividade da ascorbato peroxidase (APX —d) de Tropaeolum majus sob
estresse salino e aplicacio de espermina. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas ndo
diferem para espermina e mesmas letras maidsculas ndo diferem para estresse salino pelo teste

de Tukey a 5%. Os valores sao média + desvio padrdo (n =5).

A altura da planta (AP), didmetro do caule (DC), nimero de folhas (NF) e nimero de
flores (NFI) tiveram maiores valores com a aplica¢do de espermina em plantas ndo estressadas
(OP1) e em plantas sob estresse moderado (40P1) (Figura 5a). Os resultados sugerem que a
espermina atenua os efeitos nocivos do estresse salino moderado sobre essas varidveis. O
nimero de botdes (NB), massa seca de flores (MSFI), massa seca de caule (MSC) e massa seca
de folhas (MSF) tiveram maiores valores em plantas sob aplicagdo de espermina e nao
estressadas; no entanto, as plantas cultivadas sob estresse moderado que receberam espermina

tiveram maiores valores nessas varidveis do que plantas que ndo receberam esse fitohormoénio

(Figura 5b).
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Figura 5. Andlise de varidveis candnicas do crescimento (a e b), trocas gasosas (c) e bioquimica
(d e e) de Tropaeolum majus sob estresse salino e aplicacdo de espermina. NF = nimero de
folhas, AP = altura da planta, DC = didmetro do caule, NFI = ndmero de flores, NB = niimero
de botdes, MSFI = massa seca das flores, MSC = massa seca do caule, MSF = massa seca das
folhas, Fen = compostos fendlicos, TRA = teor relativo de dgua, AR = agucares redutores, ANR
= acgucares nao redutores, Amino = aminodcidos, MDA = malondialdeido, CAT = catalase,
POD = peroxidase, APX = ascorbato peroxidase, P = espermina. OPO = plantas sem estresse e
sem aplicacdo de espermina, OP1 = plantas sem estresse e com aplicacdo de espermina, 40P0 =
plantas com estresse moderado e sem aplicagdo de espermina, 40P1 = plantas com estresse
moderado e com aplicacdo de espermina, 8OP0O = plantas com estresse severo e sem aplicacao

de espermina, 80P1 = plantas com estresse severo e com aplicacao de espermina. n = 5.

A A teve maior valor em plantas sem estresse salino e estresse moderado e aplicacdo de

espermina (Figura 5c). Os teores de agucares ndo redutores (ANR), aminodcidos (Amino) e teor
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relativo de 4gua (TRA) tiveram maiores valores em plantas ndo estressadas com e sem aplicagdo
de espermina (Figura 5d). Os agucares redutores (AR) e compostos fendlicos (Fen) tiveram
maiores valores em plantas sob estresse salino moderado e aplicacdo de espermina. As
atividades das enzimas POD e APX tiveram maiores valores em plantas sob estresse salino
moderado e aplicacdo de espermina, e a atividade de CAT teve maior valor em plantas sob
estresse salino moderado, mas sem espermina (Figura Se). A peroxidacao lipidica (MDA) teve
maior valor em plantas sob estresse salino severo com e sem aplicacao de espermina.

As trocas gasosas (gs, A e E), teores de agucares (AR e ANR), aminodcidos (Ami),
compostos fendlicos (Fen) e teor relativo de 4gua (TRA) foram correlacionados positivamente
com o crescimento (NF, NFI, NB, AP, DC, MSC, MSF e MSFI) de plantas de 7. majus (Figura
6). A atividade de CAT e APX foi correlacionada positivamente com o nimero de flores (NFI)
e diametro do caule (DC). As atividades das enzimas CAT, POD e APX foram correlacionadas
positivamente. A peroxidacdo lipidica correlacionou-se negativamente com todas as varidveis,

exceto com a concentragio de carbono interno (Ci).
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Figura 6. Correlaciao de Pearson entre crescimento, trocas gasosas e bioquimica de Tropaeolum

fen

majus sob estresse salino e aplicacdo de espermina. NF = ndmero de folhas, AP = altura da
planta, DC = didmetro do caule, NFl = numero de flores, NB = nimero de botdes, MSFI =
massa seca das flores, MSC = massa seca do caule, MSF = massa seca das folhas, Fen =
compostos fendlicos, TRA = teor relativo de 4gua, AR = agucares redutores, ANR = acticares
nio redutores, Amino = aminoacidos, MDA = malondialdeido, CAT = catalase, POD =

peroxidase, APX = ascorbato peroxidase. n = 5.
2.6. Discussao

Os efeitos da aplicagdo de espermina no crescimento, alteragdes fisioldgicas e
bioquimicas de 7. majus sob estresse salino ainda eram desconhecidos. Neste trabalho, foi
relatado como a espermina mitiga os danos causados pelo estresse salino no crescimento, trocas

gasosas e alteragdes bioquimicas desta planta.
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No presente trabalho, a aplicacdo de espermina reduziu os efeitos nocivos do estresse
salino moderado no crescimento de 7. majus. Esse comportamento esta relacionado ao papel
das poliaminas no aumento da divisdo celular, eficiéncia fotossintética e acumulo de
assimilados, além de manter o sistema antioxidante das plantas sob estresse salino (Baniasadi
et al., 2018). Os resultados também mostraram que a espermina aumentou o ndimero de folhas
e flores de 7. majus tanto sob estresse salino moderado quanto em plantas ndo estressadas. Isso
pode estar relacionado a a¢do das poliaminas na diferenciacdo de gemas (Chen et al., 2019) e,
consequentemente, no nimero de flores. O papel das poliaminas na regulacio da floracdo tem
sido estudado. Um fendtipo de floracdo prematura de Arabidopsis thaliana foi correlacionado
com um aumento significativo nos teores de putrescina (Molesini et al., 2015). Os niveis de
expressao de GtSPDS e GtSPMS aumentaram transitoriamente durante a fase de crescimento
vegetativo para reprodutivo, e a superexpressao génica acelerou o florescimento, sugerindo que
esses genes estdo envolvidos na inducdo da inflorescéncia em Gentiana triflora (Imamura et
al., 2015). O estresse salino afetou negativamente o crescimento devido a diminui¢@o da pressao
de turgescéncia e do teor de dgua nos tecidos das plantas, levando a uma diminuicao da taxa de
crescimento (Chen et al., 2019; Paul e Roychoudhury, 2019).

A aplicacdo de espermina diminuiu os efeitos nocivos do estresse salino nas trocas
gasosas de T. majus, uma vez que gs e E foram maiores em plantas sob estresse salino moderado
e aplicacdo de espermina e gs, A e E foram maiores em plantas sob estresse salino severo e
aplicacdo de espermina. A aplicacdo de espermina diminuiu a EUA das plantas sob todas as
condi¢des de estresse. Esse comportamento estd relacionado aos efeitos positivos desse
fitohormodnio na eficiéncia fotossintética sob condicdes de estresse, devido as suas propriedades
neutralizantes de dcidos e antioxidantes e estabilizacdo de membrana e parede celular (Shu et
al., 2013). A espermina diminuiu a gs de plantas de 7. majus sob estresse salino severo como
forma de aumentar a tolerancia ao déficit hidrico causado pelo aumento da salinidade para
minimizar a perda de d4gua para o ambiente (Dias et al., 2021). Esse fechamento estomatico esta
relacionado a uma série de mecanismos de sinalizagdo osmotica, que resultam no efluxo de ions
das células-guarda, reduzindo seu turgor e volume, o que € sinalizado pelo aumento do teor de
acido abscisico (ABA) nas raizes devido a diminui¢do do potencial hidrico do solo causado
pelo aumento da salinidade (Hsu et al., 2021). Um aumento no crescimento foi relatado em
plantas sob estresse ap6ds a aplicacdo de fitohormdnios devido ao seu impacto na fotossintese
(Ahanger et al., 2020).

O aumento do teor relativo de dgua de plantas de 7. majus sob estresse salino severo e

aplicacdo de espermina sugere que essas plantas sofreram menos estresse oxidativo em termos
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de perda de dgua. Isso estd relacionado a acdo desse fitohormdnio no potencial hidrico de
plantas sob estresse (Tailor e Bhatla, 2021), regulando o transporte de membranas através do
bloqueio de canais i6nicos seletivos e ndo seletivos (Wu et al., 2020). A redugao efetiva do
potencial osmético celular mantém o metabolismo das células vegetais e previne os danos de
desidratacao induzidos pelo déficit hidrico causado pelo excesso de sais, acumulando mais
glicina betaina, actcares soliveis e prolina (Jia et al., 2021). A aplicacdo de espermina diminuiu
o teor de compostos fendlicos totais, aminodcidos livres, actcares redutores e agiicares nao
redutores de plantas sob estresse salino severo, possivelmente devido a a¢do deste fitohormdnio
em melhorar a tolerancia da planta ao estresse. A regulacdo desses osmolitos pode ser um
mecanismo eficaz para aumentar a tolerancia das plantas ao estresse hidrico induzido pelo
acumulo de sais na zona radicular, mantendo a dgua celular adequada para o metabolismo
sauddvel (Alharby et al., 2021). O aumento do estresse salino diminuiu o contetido de
compostos fendlicos totais, acticares redutores e agicares ndo redutores porque esses compostos
s30 uma via ndo enzimadtica para a eliminacdo de EROs e regulacdo do potencial osmético
(Abdallah et al., 2016).

A peroxidacao lipidica determinada a partir do teor de malondialdeido (MDA) € um
indicador de alteracdes bioquimicas relacionadas ao estresse em plantas (Shah et al., 2021). A
espermina diminuiu o teor de MDA em 7. majus sob estresse salino moderado devido ao papel
deste fitohormo6nio em regular o sistema antioxidante e aliviar o estresse oxidativo através da
eliminagdo de EROs (Ikbal et al., 2014; Nahar et al., 2016) que causam peroxidacdo. Além
disso, esse comportamento pode estar associado ao papel das poliaminas na interacdo com
grupos funcionais anidnicos de membranas e protefnas, além de influenciar na estabilidade e
permeabilidade das membranas celulares ao formar ligacdes eletrostaticas com grupos de
cabecas fosfolipidicas (Sharma et al., 2021).

A exposic¢ao a salinidade aumenta a producdo de EROs nas células vegetais (Pan et al.,
2021). As enzimas do sistema antioxidante sdo uma das estratégias que as plantas utilizam para
eliminar as EROs. Neste estudo, a aplica¢ao de espermina aumentou a atividade de CAT e POD
em plantas sob estresse salino severo e POD e APX em plantas sob estresse salino moderado.
Esse comportamento esta associado a acdo das poliaminas em estimular a atividade de enzimas
antioxidantes para reduzir os efeitos nocivos do estresse salino na planta. Além disso, as
poliaminas formam complexos com SOD, GPX e CAT que fazem com que essas enzimas
funcionem de forma mais eficiente, em comparacao com enzimas isoladas (Li et al., 2014), o
que pode favorecer a mitigacao dos efeitos nocivos do estresse. A espermina tem sido sugerida

como uma molécula sinalizadora que pode ativar enzimas antioxidantes (Mitsuya et al., 2009).
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As poliaminas regulam positivamente a ativacdo do sistema antioxidante da capuchinha
sob estresse salino. O mecanismo envolvido pode ser devido a esse fitohormonio ter papel na
modulacdo da homeostase das EROs, inibindo a auto-oxida¢dao de metais, como Fe** e Cu*",
que ao prejudicar o fornecimento de elétrons para a geracdo de EROs, atuam diretamente como
antioxidantes e elimina¢do de EROs (Liu et al., 2015). Além disso, esse comportamento estda
relacionado ao papel das poliaminas na regulacdo dos sistemas antioxidantes, juntamente com
mudancas na produc¢do de EROs e no status redox (Tanou et al., 2014). Estresses osmoticos e
ionicos causados pelo estresse salino podem causar estresses secunddrios nas plantas, incluindo
o acimulo de compostos toxicos como EROs (radicais hidroxila, peréxido de hidrogénio e
anions superoxido) que se acumulam nas células vegetais (Yang e Guo, 2018). A aplicacdo de
espermidina promoveu a atividade de enzimas antioxidantes na restauracao da integridade do
aparelho fotossintético em folha de Carya illinoensis (Wu et al., 2020).

Através da andlise de varidveis canOnicas foi observado que a espermina aumenta o
crescimento e nimero de flores de 7. majus. Esse comportamento estd relacionado ao papel
desse fitohormonio na divisdo celular, proliferacdo e diferenciacdo celular e desenvolvimento
morfologico (Zhang et al., 2014; Jia et al., 2021). As trocas gasosas também tiveram uma alta
relacdo com plantas que receberam espermina. Esse comportamento estd associado ao papel
das poliaminas na manutencdo do desempenho fotossintético, promovendo a atividade da
RuBisCO e reduzindo o acimulo de carboidratos para aumentar a taxa fotossintética, além de
atuar diretamente nos tilacéides dos cloroplastos (Qian et al., 2021), permitindo que as plantas
se aclimatem melhor ao estresse salino. Além disso, os teores de acucares redutores € compostos
fendlicos e a atividade de POD e APX foram mais relacionados as plantas sob aplicacdao de
espermina, devido a acdo deste fitohormdnio na regulacdo da homeostase das EROs e ativagao
da maquinaria de enzimas antioxidantes, além da eliminacao de EROs (Liu et al. 2019; Islam
et al. 2020), facilitando assim a aclimatacdo ao estresse. A aplica¢do de espermidina aumentou
a atividade de CAT, SOD e POD de Gladiolus gandavensis sob estresse salino (Qian et al.,
2021).

A correlacdo positiva entre as trocas gasosas, acucares, aminodcidos, compostos
fendlicos e teor relativo de 4gua com o crescimento de 7. majus estd relacionado ao fato de que
os osmoprotetores desempenham um papel vital na melhora da hiperosmolaridade causada pelo
estresse salino e no estabelecimento de condi¢des homeostéticas idnicas celulares (Saleem et
al., 2021), melhorando as trocas gasosas e consequentemente o crescimento das plantas. O
aumento no teor de MDA diminuiu todas as varidveis devido aos danos causados pelas EROs

decorrentes do aumento do estresse salino. A correlagdo positiva entre a atividade enzimética
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pode estar relacionada ao fato de POD e CAT atuarem na decomposi¢cdo de H>O2 em H>O (Shah
et al.,, 2021). A espermina diminui o conteddo de MDA sob estresse salino, estimulando,
possivelmente, a sintese de proteinas ou a ativagdo de hormonios naturais para manter a

integridade da membrana (Qian et al., 2021).
2.7. Conclusao

A aplicacao de espermina diminuiu os efeitos nocivos do estresse salino no crescimento
e nas trocas gasosas e aumentou o nimero de flores de 7. majus. Além disso, aumentou o teor
relativo de dgua de 7. majus sob estresse salino severo. A espermina reduziu os teores de
compostos fendlicos totais, aminodcidos livres (em plantas sob estresse severo), acucares
redutores e acticares nio redutores. A espermina aumentou a atividade de CAT e POD em
plantas sob estresse salino severo, e POD e APX em plantas sob estresse salino moderado. A
aplicacdo de 1 mM de espermina pode ser usada para mitigar os efeitos danosos do estresse

salino em 7. majus.
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ESPERMINA REDUZ OS EFEITOS PREJUDICIAIS DO DEFICIT HIDRICO EM

Tropaeolum majus
Resumo

O déficit hidrico € uma das principais causas da baixa produtividade das culturas devido aos
distdrbios no crescimento, fisiologia e processos bioquimicos das plantas. A aplicacdo de
espermina é uma alternativa para mitigar os efeitos nocivos desse estresse em plantas. A
capuchinha (Tropaeolum majus L.) é uma planta ornamental, medicinal e comestivel cultivada
e consumida em diversos paises. Esta planta possui propriedades medicinais (entre elas a
presenca de glicosinolatos e compostos fendlicos), além de ser apreciada na culindria. Assim,
o objetivo foi avaliar os efeitos da aplicacdo de espermina no crescimento, trocas gasosas €
metabolismo antioxidante de 7. majus cultivada sob déficit hidrico. Um experimento
distribuido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, com 30
(déficit hidrico severo), 50 (deficit hidrico moderado) e 80% da capacidade de retencdo de vaso
(sem estresse) e 0 e 1 mM de espermina com cinco repeticdes foi usado. O crescimento
(diametro do caule, nimero de folhas, nimero de flores, nimero de botdes, massa seca total e
area foliar), trocas gasosas (gs, A, E e Ci), teor relativo de dgua, aminoécidos livres, compostos
fendlicos, agicares redutores e ndo redutores, peroxidacdo lipidica e atividade enzimética
(CAT, POD e APX) foram avaliados. A espermina reduziu os efeitos nocivos do déficit hidrico
severo sobre o teor relativo de 4gua, agicares redutores e agiicares nao redutores. A espermina
reduziu os efeitos nocivos do déficit hidrico moderado sobre o teor relativo de agua,
aminodcidos, actcares redutores e acucares ndo redutores. A aplicagcdo de espermina diminuiu
a peroxidacdo lipidica (MDA) de T. majus sob déficit hidrico severo e moderado e em plantas
sem estresse. A espermina aumentou a atividade de POD e APX em plantas sob déficit hidrico
severo € de CAT, POD e APX em plantas sob déficit hidrico moderado. A aplicacdo de
espermina aumenta a tolerancia a seca de 7. majus, aumentando o crescimento, trocas gasosas,
teor relativo de dgua, aminodcidos, agicares redutores e nao redutores, enzimas CAT, POD e
APX e diminuindo a peroxidacao lipidica. Com isso, a aplicacdo de 1 mM de espermina pode
ser recomendada para mitigar os efeitos nocivos do déficit hidrico em 7. majus.

Palavras-chave: seca, poliamina, troca gasosa, crescimento, capuchinha

SPERMINE REDUCES THE HARMFUL EFFECTS OF DROUGHT STRESS IN

Tropaeolum majus
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Abstract

Drought stress is one of the main causes of low crop productivity due to disturbances in plant
growth, physiology and biochemical processes. Spermine application is an alternative to
mitigate the harmful effects of this stress on plants. Nasturtium (Tropaeolum majus L.) is an
ornamental, medicinal and edible plant cultivated and consumed in several countries. This plant
has medicinal properties (among them the presence of glucosinolates and phenolic compounds),
in addition to being appreciated in cooking. Thus, the objective was to evaluate the effects of
spermine application on growth, gas exchange and antioxidant metabolism of 7. majus grown
under drought stress. An experiment distributed in a completely randomized design, in a 3x2
factorial scheme, with 30 (severe drought stress), 50 (moderate drought stress), and 80% pot
holding capacity (no stress) and 0 and 1 mM spermine with five replications was used. Growth
(stem diameter, number of leaves, number of flowers, number of buds, total dry mass and leaf
area), gas exchange (gs, A, E and Ci), relative water content, free amino acids, phenolic
compounds, reducing and non-reducing sugars, lipid peroxidation and enzymatic activity
(CAT, POD and APX) were evaluated. Spermine reduced the harmful effects of severe drought
stress on the relative water content, reducing sugars and non-reducing sugars. Spermine reduced
the harmful effects of moderate drought stress on the relative water content, amino acids,
reducing sugars and non-reducing sugars. Spermine application decreased lipid peroxidation
(MDA) of T. majus under severe and moderate drought stress and in plants without stress.
Spermine increased the activity of POD and APX in plants under severe drought stress and of
CAT, POD and APX in plants under moderate drought stress. Spermine application increases
the drought tolerance of 7. majus by increasing the growth, gas exchange, relative water
content, amino acids, reducing and non-reducing sugars, CAT, POD and APX enzymes, and
decreasing lipid peroxidation. Therefore, the application of 1 mM of spermine can be used to
mitigate the harmful effects of drought stress in 7. majus.

Keywords: drought, polyamine, gas exchange, growth, nasturtium
3.3. Introducao

A intensidade do estresse por seca pode variar de moderada e curta a extremamente
severa e prolongada, restringindo a produtividade das culturas. Prevé-se que a seca cause sérios
problemas ao crescimento das plantas em mais de 50% das terras ardveis do mundo até 2050
(Vurukonda et al., 2016). Em muitas partes do mundo, a 4gua de irrigacdo tem sido explorada

e usada em excesso, € a escassez de dgua doce estd se tornando critica em dreas dridas e
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semidridas (Chai et al., 2016). O estresse por seca, como consequéncia de chuvas insuficientes
ou umidade deficiente do solo, pode induzir vdrias respostas bioquimicas, fisioldgicas e
genéticas nas plantas, restringindo severamente o crescimento das culturas (Zhou et al., 2017).
As respostas das plantas ao déficit hidrico podem envolver vias metabdlicas, como fotossintese,
sintese de agucares, ciclo do écido tricarboxilico, glicdlise e sintese de hormonios (Guo et al.,
2018). A eficiéncia fotossintética das plantas é afetada negativamente pelo déficit hidrico
através da interferéncia na taxa de fluxo de elétrons do fotossistema II (PSII) e inibicao da
transferéncia de elétrons para o fotossistema I (PSI) (Dabrowski et al., 2019). O déficit hidrico
reduz a taxa de fotossintese e altera a distribui¢do e metabolismo do carbono na planta, levando
ao esgotamento de energia e diminui¢ao da producdo (Dabrowski et al., 2019; Du et al., 2020).
A fotossintese liquida (A), condutancia estomdtica (gs), transpiracao (E) e concentragdo de
carbono interno (Ci) sdo importantes indicadores da fotossintese (Yang et al., 2022).

As plantas podem ser preparadas para tolerar melhor as condicdes de estresse abidtico
por meio da aplicagdo exdgena de alguns compostos, como macro e micronutrientes, acidos
himicos e fitohormoénios, como as poliaminas (Ebeed et al., 2017). As poliaminas sdo
compostos nitrogenados policatidnicos de baixo peso molecular onipresentes nos organismos
vivos, sendo a putrescina (Put), a espermidina (Spd) e a espermina (Spm) as principais
poliaminas (Liu et al., 2015). As poliaminas sdo frequentemente consideradas uma nova classe
de reguladores de crescimento de plantas devido as suas multiplas fungdes bioquimicas e
fisioldgicas relacionadas ao crescimento das plantas, desenvolvimento e respostas aos estresses
abidticos (Sobieszczuk-Nowicka e Legocka, 2014). A espermina estd envolvida no
desenvolvimento do caule e da raiz, inducao floral, frutificacdo, senescéncia foliar, sintese de
DNA, equilibrio osmético, prote¢do da clorofila, transcri¢do génica e traduc¢do de proteinas
(Tiburcio et al., 2014). Além disso, esse fitohormdnio estd envolvido em respostas a estresses
ambientais, como os causados pela seca (Dawood e Abeed, 2020).

A capuchinha (Tropaeolum majus L. - Tropaeolaceae) é uma planta comestivel,
ornamental e medicinal com flores vistosas (Melo et al., 2018) cultivada principalmente na
América do Sul e em todo o mundo. Esta planta € rica em diversos compostos bioativos, como
flavondides (quercetina e isoquercetina), acidos graxos (oleico e linoleico), vitamina C e
tiocianatos (Valsalam et al., 2019). Folhas e flores frescas podem ser consumidas em saladas e
sanduiches (Xu et al., 2021). Plantas medicinais e aromadticas, como a capuchinha, podem ter
seu crescimento, fisiologia e metabolismo afetados pelo déficit hidrico, o que pode aumentar
sua aclimatacdo ao estresse por meio de vias metabdlicas, fisiologicas e/ou morfoldgicas

(Mabhajan et al., 2020).
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O déficit hidrico € um problema para o cultivo de plantas, como a capuchinha, pois esta
planta € cultivada em regides dridas e semidridas que possuem baixa pluviosidade. Nao existem
estudos sobre a aplica¢do de espermina para atenuar os efeitos nocivos do déficit hidrico em 7.
majus. Assim, o objetivo foi avaliar os efeitos da aplicacio de espermina no crescimento, trocas

gasosas e metabolismo antioxidante de 7. majus cultivada sob déficit hidrico.
3.4. Material e Métodos
3.4.1. Local e delineamento experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil, de maio a agosto de 2020. O
experimento foi distribuido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3
(1amina de irrigacao — 30 (déficit hidrico severo), 50 (déficit hidrico moderado) e 80% (sem
estresse) da capacidade de retenc@o do vaso) x 2 (0 e 1 mM de espermina, Silva et al., 2022),
com cinco repeti¢des, sendo uma planta por parcela. Os tratamentos de déficit hidrico iniciaram
20 dias apds a semeadura (oito dias apds o transplantio). As plantas foram submetidas a 60 dias

de déficit hidrico.
3.4.2. Material vegetal

Sementes de 7. majus (var. Semi-dobrada sortida — Feltrin®) foram semeadas em
bandeja de poliestireno de 128 células com substrato comercial (Tropstrato). As mudas foram
transplantadas para vasos de 1,2 dm® com substrato comercial (Tropstrato) 12 dias apés a
semeadura. A espermina foi diluida em 4gua deionizada e 0,05% e Tween 20 foi usado como
surfactante para aumentar a absor¢ao pelas plantas. O controle foi d4gua deionizada e 0,05% de
Tween 20. As plantas foram pulverizadas com 10 mL das solu¢gdes preparadas. As aplicagdes
de espermina foram feitas a cada sete dias durante quatro semanas, iniciando-se aos 28 dias
apos a semeadura (16 dias ap6s o transplante), 8 dias apds o inicio do déficit hidrico.

A determinagdo da capacidade de retengdo de vaso (CRV) foi realizada conforme
metodologia descrita por Kampf et al. (2006). A férmula utilizada foi: PV = (PVcrv - PVsec)
x CRV +PVsec, onde: PV = peso do vaso, PVcrv = capacidade de retencdo de dgua, PVsec =
peso do vaso preenchido com substrato totalmente seco, CRV = lamina de reposi¢do de dgua
(Girardi et al., 2016). A manutencdo da CRV foi realizada diariamente em todos os vasos,
pesando-os e repondo o volume de dgua perdido por evapotranspiracdo, utilizando-se balanca

com capacidade de 10 kg. As plantas foram fertirrigadas com 4 g L! de fertilizante NPK (20-
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20-20) + micronutrientes (Peters Professional®), uma vez por semana. O déficit hidrico
comecou 20 dias apds a semeadura (8 dias apds o transplantio). As plantas foram submetidas a

60 dias de déficit hidrico.
3.4.3. Variaveis analisadas
3.4.3.1. Crescimento de plantas

Todos os dados foram coletados 60 dias apds o inicio do déficit hidrico (DAD). O
diametro do caule (mm), nimero de folhas, nimero de flores, nimero de botdes, massa seca
total (g) e drea foliar foram avaliados. Cada parte da planta foi colocada em sacos de papel e
secas em uma estufa de circulagcdo de ar forcado a 60 °C, sendo pesadas em balanga analitica
para obter-se as massas secas. A drea foliar foi medida com um medidor integrador de 4rea

foliar (LI-3100, Li-COR, Inc., Lincoln, NE, EUA).
3.4.3.2. Trocas gasosas

As trocas gasosas foram analisadas aos 60 DAI. Um analisador de gases no
infravermelho (IRGA — modelo LCPro, ADC BioScientific Ltd.) foi utilizado para avaliar as
trocas gasosas, sendo as medidas realizadas entre 8 e 10 h. Radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR) de 1000 umol m? s e concentragio de CO> das condi¢des ambientais foram usadas
durante as andlises de trocas gasosas. A condutincia estomitica (gs= mol H,O m? s,
fotossintese liquida (A= umol CO2 m™ s™!), transpiracdo (E= mmol H2O m™ s™') e concentracio

de carbono interno (Ci = umol CO, mol ar!) foram avaliadas.
3.4.3.3. Teor relativo de agua (TRA)

Dez discos (1 cm de diametro) foram removidos da primeira folha totalmente expandida
para determinar o teor relativo de dgua (TRA). Apds a pesagem e obtencdo da massa fresca
(MF), os discos foliares foram imersos em dgua deionizada por 3 h até atingir a massa tirgida
(MT). Em seguida, os discos foram colocados em estufa a 65 °C por 48 h para obtencio da
massa seca (MS). O TRA foi calculado usando a férmula: TRA(%) = [MF-MS)/(MT-MS)] x
100.

3.4.3.4. Acucares redutores e ndo redutores
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Acucares soldveis foram extraidos de aproximadamente 2 g de folha fresca moida e
homogeneizados em etanol 80% aquecido a 85 °C. O extrato foi centrifugado por 8 min a
12.000 g. O sobrenadante foi recolhido e o precipitado foi extraido mais uma vez com etanol a
80%. O método do fenol sulftirico (Dubois et al., 1956) foi utilizado para determinar o teor de
acucares soldveis totais (AST) na amostra. O ensaio contendo 0,25 mL de sobrenadante, 0,25
mL de fenol a 5% e 1,25 mL de H>SO4 concentrado foi incubado a 30 °C por 20 min. Apds
resfriamento, a absorbancia foi medida a 490 nm. O AST foi expresso em porcentagens de AST
por massa fresca de folhas, utilizando-se a sacarose como padrao.

O teor de acucares redutores (AR) foi quantificado pelo método do &4cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) proposto por Gongalves et al. (2010), com modifica¢cdes. 0,5 mL de
sobrenadante foi adicionado a 0,5 mL de reagente DNS e os tubos foram aquecidos por 5 min.
Ap0s resfriamento em banho de gelo, 4 mL de dgua foram adicionados e a absorbancia foi lida
a 540 nm. A frutose foi utilizada como padrdo e o teor de AR foi determinado em %AR por
massa fresca de folhas. O teor de actcar ndo redutor (ANR) foi estimado pela diferenga entre

AST e AR, com resultados expressos em %ANR por massa fresca de folhas.
3.4.3.5. Compostos fenolicos totais

O mesmo extrato usado para a anélise de acticares também foi usado para compostos
fendlicos. O écido gélico foi usado como padrio para determinar o teor de fendlicos de acordo
com Fu et al. (2010). A absorbancia foi determinada por espectrofotometro (Genesys 10S UV-
VIS, Thermo Scientific, Massachusetts, USA) a 760 nm e o teor foi expresso em mg g de

massa fresca.
3.4.3.6. Aminoacidos livres

O mesmo extrato usado para a anédlise de agicares também foi usado para aminoacidos
livres usando-se o método de Yemm e Cocking (1954). Glicina foi usada como padrdo. A
absorbéncia foi determinada em espectrofotometro (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific,

Massachusetts, USA) a 570 nm e o teor foi expresso em mM g! de massa fresca.
3.4.3.7. Peroxidacao de lipidios

A peroxidacdo de lipideos foi determinada através da quantificacdo do teor de
malondialdeido (MDA). O teor de MDA foi determinado pelo método do 4cido tiobarbiturico

descrito por Heath e Packer (1968). Uma amostra de folha (0,2 g) foi homogeneizada em 0,1%
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(p/v) de écido tricloroacético (TCA) e centrifugada (Model K14-4415R, Kasvi, Sao José do
Pinhais, BR) a 12.000 g por 15 min a 4 °C. Em seguida, 0,5 mL do sobrenadante foi misturado
com 1,5 mL de 0,5% de acido tiobarbiturico (TBA) diluido em 20% TCA (p/v) e aquecido a 90
°C por 20 min. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-VIS, Thermo
Scientific, Massachusetts, USA) a 532 e 600 nm. O teor de MDA foi expresso em nmol g! de

massa fresca.
3.4.3.8. Atividade enzimatica do sistema antioxidante (CAT, POD e APX)

O extrato enzimdtico foi preparado homogeneizando 0,2 g de folha em 2 mL de tampao
de extracdo contendo 100 mM de fosfato de potéssio (pH 7,0), 0,1 mM de EDTA, 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O homogenato
foi centrifugado a 14.000 g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para
determinar as atividades da catalase (CAT), peroxidase (POD) e ascorbato peroxidase (APX).

A atividade de CAT foi determinada de acordo com Havir e McHale (1987). O tampao
de reagdo continha fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e H>0O> 12,5 mM. A reacao foi iniciada
com a adi¢do do extrato enzimatico e a atividade determinada pela diminui¢do da absorbancia
a 240 nm por 1 min. A atividade de CAT foi expressa em pmol min"! mg™! proteina. A atividade
POD foi quantificada de acordo com o método proposto por Kar e Mishra (1976). O tampao de
reacdo foi preparado com fosfato de potassio 25 mM (pH 6,5), guaiacol 20 mM e H>O> 20 mM.
A atividade foi determinada pelo aumento da absorbancia a 470 nm e expressa em umol min’!
mg! proteina.

A atividade de APX foi medida de acordo com Nakano e Asada (1981). O meio
reacional era composto por fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), acido ascérbico 0,25 mM e
H>07 0,3 mM. A atividade foi monitorada pela diminui¢do da absorbancia a 290 nm por 1 min.
A atividade de APX foi expressa em pmol min' mg™! proteina. O teor de proteina dos extratos
enzimaticos foi determinado de acordo com o método proposto por Bradford (1976). A

albumina de soro bovino (BSA) foi a proteina utilizada para a curva padrao.
3.4.4. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey pelo pacote
estatistico ExpDes (Ferreira et al., 2018). Uma andlise de varidveis candnicas com elipses de
confianga (p<0,01) foi realizada para estudar a inter-relacio entre varidveis e fatores pelo pacote

candisc (Friendly e Fox, 2017). Os dois fatores foram combinados para realizar esta anélise. A
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andlise de correlacdo de Pearson foi realizada pelo pacote PerformanceAnalytics (Peterson e

Carl, 2020). As anélises estatisticas foram realizadas pelo software R (R Core Team, 2021).
3.5. Resultados

A aplicagdo de espermina reduziu os efeitos danosos do déficit hidrico severo no
diametro de caule (12,74%, Figura 1a), nimero de folhas (18,90%, Figura 1b), nimero de flores
(36,26%, Figura 1c), nimero de botdes (21,74%, Figura 1d) e area foliar (64,59%, Figura 1f)
de T. majus em comparagdo com plantas sem aplicacdo de espermina. Enquanto isso, a
espermina reduziu os efeitos negativos do déficit hidrico moderado no didmetro de caule
(7,12%, Figura la), nimero de flores (5,32%, Figura Ic) e area foliar (10,99%, Figura 1f). A
aplicacdo de espermina aumentou o nimero de flores de 7. majus. Essas varidveis foram
diminuidas pelo déficit hidrico severo e moderado em relag@o as plantas sem estresse, exceto

para o diametro do caule das plantas sob aplica¢do de espermina.
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Figura 1. Diametro do caule (a), nimero de folhas (b), nimero de flores (c), nimero de botdes
(d), massa seca total (e) e area foliar (f) de Tropaeolum majus cultivada sob déficit hidrico e
aplicagdo de espermina. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas e maitdsculas ndo
diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para espermina e déficit hidrico,

respectivamente. Os valores sdo média + desvio padrdo (n = 5).

Capuchinha cultivada sob déficit hidrico severo e aplicacdo de espermina teve maior
condutincia estomitica (0,26 mol H,O m? s, Figura 2a). A espermina reduziu os efeitos
danosos do déficit hidrico severo na condutdncia estomdtica (34,10%, Figura 2a) e na
concentracdo de carbono interno (5,63%, Figura 2f). A maior fotossintese liquida (11,88 umol
CO, m? s’!, Figura 2b) foi observada em plantas sob déficit hidrico severo. A aplicagdo de
espermina aumentou a fotossintese liquida (17,89%, Figura 2c) e a transpiracdo (32,58%,

Figura 2e). A transpiragdo ndo foi afetada pelo déficit hidrico (Figura 2d).

T o
a 030 ) b
WA ) mM Spm &= | mM Spm
/ 13 1 a
- “25 _.IA I ]
M aB o -
E S | = b
a 020 aB " 4 o 1 I
= AR h:\ &) b -
= : A Z 10 I
E 015 ! )
= - 91
:_r’- ~ |
0.10 " 8 4
0,00 . L ; A= o e e
30 50 80 30 50 80

Lamina de irrigacio (%) Lamina de irrigacio (o)



55

d 2.0
_ 13 1 1,95 '
‘v - LP
o 12 _l_ o 1,90
e 5 u ]
5 a b <, 185 ’ &
2 10 1 2 1,80
S 84 = 1,754
—~—
84 1,70 A
0 = 0,00 +— —
0.0 1.0 30 50 80
Espermina (mM) Lamina de irrigagdo (%)
e 2.6 f 360
34 - (M Spm == | mM Spm
= g ~ 340 4 aA
T 22 o
B 2 T aA
= 2.0 E 320 T bA ali
< e - . 1
- 4 O hB aA
= b8 b o 300 T V
g 1.6 ;::5'
= |4 = 280
1.2 4 260 A
0.0 | T T 0+
0.0 1,0 30 50 X0
Ispermina (mM) Lamina de irrigacio (%)

Figura 2. Condutancia estomadtica (gs - a), fotossintese liquida (A - b e ¢), transpiracdo (E-d e
e) e concentracao de carbono interno (Ci - f) de Tropaeolum majus cultivada sob déficit hidrico
e/ou aplicagdo de espermina. Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas e maitsculas
nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para espermina e déficit hidrico,

respectivamente. Os valores sdo média + desvio padrao (n = 5).

O teor relativo de dgua ndo foi afetado pelo déficit hidrico severo e moderado quando
as plantas receberam espermina. A aplicacdo de espermina reduziu os efeitos nocivos do déficit
hidrico severo sobre o teor relativo de dgua (4,43%, Figura 3a), agucares redutores (3,36%,
Figura 3d) e agucares nao redutores (3,88%, Figura 3e) de T. majus. A espermina reduziu os
efeitos danosos do déficit hidrico moderado no teor relativo de dgua (6,08%, Figura 3a),
aminodcidos (45,99%, Figura 3b), actcares redutores (9,80%, Figura 3d) e acicares ndo
redutores (3,85%, Figura 3e). A espermina diminuiu o conteddo fendlico total (36,76 e 15,02%
em plantas sob déficit hidrico severo e moderado, respectivamente (Figura 3c). Plantas sob
déficit hidrico moderado e aplica¢do de espermina tiveram teor de fendlicos totais, actcares
redutores e acucares ndao redutores semelhantes as plantas sem estresse e aplicacdo de

espermina.
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Figura 3. Teor relativo de dgua (a), teor de aminodcidos livres (b), teor de compostos fendlicos

totais (c), acucares redutores (d) e agicares nao redutores (e) de Tropaeolum majus cultivada

sob déficit hidrico e aplicagdo de espermina. Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas

e maiudsculas ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para espermina e déficit

hidrico, respectivamente. Os valores sao média + desvio padrao (n =95).
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A aplicacdo de espermina diminuiu a peroxidacdo lipidica (MDA) de T. majus sob
déficit hidrico severo (23,60%) e moderado (13,84%) e em plantas sem estresse (11,21%)
(Figura 4a). A espermina aumentou as atividades de POD (53,99%, Figura 4c) e APX (51,69%,
Figura 4d) em plantas sob déficit hidrico severo e CAT (44,83%, Figura 4b), POD (91,81%,
Figura 4c) e APX (59,33% , Figura 4d) em plantas sob déficit hidrico moderado. A espermina
ndo foi capaz de estimular a atividade de CAT de plantas sob déficit hidrico severo. Plantas sob
déficit hidrico moderado e aplicacdo de espermina tiveram maiores atividades de CAT (9,72
pmol min’! mg'1 proteina, Figura 4b), POD (132,83 umol min’! mg'1 proteina, Figura 4c) e APX
(57,77 umol min! mg™! proteina, Figura 4d).
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Figura 4. Peroxidacdo lipidica (MDA - a), atividade de catalase (CAT - b), atividade de
peroxidase (POD - c) e atividade de ascorbato peroxidase (APX - d) de Tropaeolum majus
cultivada sob déficit hidrico e aplicacdao de espermina. Médias seguidas pelas mesmas letras
minusculas e maiusculas nio diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para espermina

e déficit hidrico, respectivamente. Os valores sdo média + desvio padrdo (n =5).

Uma anadlise de varidveis canOnicas com elipses de confianga foi realizada para estudar

a inter-relacdo entre varidveis e fatores. O diametro de caule (DC), nimero de folhas (NF),
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nimero de flores (NFI), nimero de botdes (NB), drea foliar (AF) e massa seca total (MST)
tiveram maiores valores em plantas sob aplicacdo de espermina e sem estresse (80P1) (Figura
Sa). Esses resultados sugerem que a aplicacio de espermina estimula o crescimento da planta.
A fotossintese liquida (A), condutancia estomdtica (gs) e transpiracdo (E) tiveram maiores
valores em plantas que receberam espermina, independente do déficit, nao havendo diferenca
entre esses tratamentos (Figura 5b). Este comportamento sugere que a aplicacdo de espermina
aumenta as trocas gasosas em plantas de 7. majus sob déficit hidrico. Actcares redutores (AR),
actcares ndo redutores (ANR), aminodcidos (Ami) e teor relativo de dgua (TRA) tiveram
maiores valores em plantas sob déficit hidrico moderado e em plantas sem estresse, com
aplicacdo de espermina. As plantas que estavam no grupo controle e expostas ao déficit hidrico
severo € moderado tiveram aumento do teor de compostos fendlicos totais (Phen) (Figura 5c).
A atividade das enzimas CAT, POD e APX tiveram maiores valores em plantas sob déficit
hidrico moderado e aplicacdo de espermina. Isso sugere que os mecanismos regulatérios dessas
enzimas foram ativados pela espermina quando as plantas estavam sob déficit hidrico. A
peroxidacao lipidica (MDA) foi maior em plantas sem aplicacio de espermina e em plantas sob

déficit hidrico severo (Figura 5d).
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Figura 5. Andlise de varidveis candnicas do crescimento (a e b), trocas gasosas (c) e bioquimica

(d de Tropaeolum majus cultivado sob déficit hidrico e aplicacdo de espermina. NF = nimero

de folhas, DC = diametro do caule, NFl = nimero de flores, NB

= nimero de botdes, MST =

massa seca total, AF = drea foliar, gs = condutancia estomdtica, A = fotossintese liquida, E =

taxa de transpiracdo, Ci = concentracdo de carbono interno, Fen

= teor relativo de dgua, AR = agucares redutores, ANR = acticares ndo redutores, Amino

aminoacidos, MDA = peroxidacdo de lipideos, CAT = catalase, POD = peroxidase, APX

= compostos fendlicos, TRA

ascorbato peroxidase, P = espermina. 80P0 = plantas sem estresse € sem aplicacdo de

espermina, 80P1 = plantas sem estresse e com aplica¢do de espermina, SOPO = plantas com

estresse moderado e sem aplicac¢ao de espermina, SOP1 = plantas com estresse moderado e com
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aplicacdo de espermina, 30P0 = plantas com estresse severo e sem aplicacdo de espermina,

30P1 = plantas com estresse severo e com aplicacdo de espermina. n = 5.

As varidveis de crescimento (NF, AP, DC e MST) foram positivamente correlacionadas

com os agucares redutores (AR), aminodcidos (Ami), teor relativo de dgua (TRA) e com a

atividade da catalase (CAT). As trocas gasosas (gs, A e E) foram positivamente correlacionadas

com o TRA e a atividade da ascorbato peroxidase (APX). O TRA foi positivamente

correlacionado com as atividades de CAT, POD e APX. A atividade de POD teve uma alta

correlacdo positiva com a atividade de APX. O TRA teve maior correlacdo negativa com 0s

compostos fendlicos

negativamente com as trocas gasosas € com os teores de agicares e aminodcidos (Figura 6).
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Figura 6. Correlacao de Pearson entre crescimento, trocas gasosas e bioquimica de Tropaeolum

majus cultivado sob déficit hidrico e aplicagdao de espermina. NF = nimero de folhas, DC =

didmetro do caule, NFI = ndmero de flores, NB = nimero de botdes, MST = massa seca total,

gs = condutancia estomatica, A = fotossintese liquida, E = taxa de transpiracdo, Ci

concentracdo de carbono interno, Fen = compostos fendlicos, TRA = teor relativo de d4gua, AR
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= acucares redutores, ANR = acuicares ndo redutores, Amino = aminodcidos, MDA =
peroxidacao de lipideos, CAT = catalase, POD = peroxidase, APX = ascorbato peroxidase. *,**

e *** significativo a 5, 1 e 0,1%, respectivamente.

I mM espermina

LI 30% LI 50% LI 80%

0 mM espermina

LI 30% LI 50% LI 80% ,/,._’

Figura 7. Aspecto fenoldgico de Tropaeolum majus cultivado sob déficit hidrico e aplicagao

de espermina. LI = ldmina de irrigacdo.
3.6. Discussao

As poliaminas podem melhorar a tolerancia ao déficit hidrico em plantas, no entanto, ha
poucas informacdes disponiveis sobre o mecanismo de acdo da aplicacdo deste fitohormodnio
em 7. majus cultivado sob déficit hidrico. Neste trabalho, a aplicacdo de espermina reduziu os

efeitos nocivos do déficit hidrico no crescimento de 7. majus (Figura 1 e 7). A aplicacdo de



62

espermina diminuiu os efeitos danosos do déficit hidrico no didmetro de caule, nimero de
folhas, nimero de flores, nimero de botdes e area foliar (Figura 1) porque este fitohormonio
melhora e mantém a estrutura e fun¢ao do sistema fotossintético durante o déficit hidrico (Ebeeb
et al., 2017), como visto na Figura 2. Esse comportamento esté relacionado a fotossintese por
ser a fonte mais importante de acimulo de biomassa em plantas superiores e € um dos processos
fisiolégicos mais sensiveis ao déficit hidrico (Mo et al., 2016). O déficit hidrico reduziu o
crescimento das plantas e este comportamento estd associado a diminuicdo das taxas
fotossintéticas e ao estado hidrico das mesmas. Além disso, € importante enfatizar que os danos
no crescimento e desenvolvimento sdo os primeiros e mais preocupantes efeitos do déficit
hidrico nas plantas, e as mudancas na biomassa sao indicadores confidveis do grau de estresse
e resisténcia das plantas a seca (Li et al., 2018a). Além disso, a aplicacdo de espermina
aumentou as atividades de POD, CAT e APX (Figura 4) em plantas cultivadas sob déficit
hidrico, e isso facilitou a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a manuten¢do
do crescimento vegetal sob estresse.

A maior condutincia estomdtica (gs) observada em plantas de 7. majus sob déficit
hidrico severo e aplicacdo de espermina pode estar relacionada a este fitohormonio que entra
rapidamente em cloroplastos intactos e ajuda a proteger a estrutura e funcdo do aparelho
fotossintético em resposta ao estresse (Zeng et al., 2016; Li et al., 2018a). Além disso, pode
estar relacionada ao maior teor relativo de 4gua nas folhas induzido pela aplicacdo de
espermina. A fotossintese liquida (A) foi maior em plantas que cresceram sob déficit hidrico
severo e aplicacdo de espermina (Figura 2). Isso pode ter ocorrido porque a maior gs foi maior
neste tratamento, além do déficit hidrico ndo afetar a taxa de transpiracdo. Isso também pode
estar relacionado a manutencao do teor relativo de d4gua devido ao aumento das atividades de
POD e APX e a diminui¢do da peroxidagao lipidica neste tratamento (Figura 4). O fato de que
a maior A foi observada em plantas sob déficit hidrico severo estd relacionado ao controle
estomadtico, que € considerado o principal fator fisiol6gico para otimizar o uso da d4gua durante
o déficit hidrico, evitando perdas excessivas de dgua em condi¢des de estiagem prolongada
(Nadeem et al., 2019) e consequente diminui¢do no transporte de assimilados (Dabrowski et
al., 2019). A aplicagdo de espermina aumentou as trocas gasosas (gs, A e E, Figura 2), pois este
fitohormdnio mantém a estabilidade da estrutura do cloroplasto, retardando a degradacdo da
clorofila e melhorando a atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo (Yang et al., 2022),
além de manter as células intactas através da eliminacdo de EROs, aumentando as atividades

das enzimas antioxidantes (Figura 4).
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O teor relativo de d4gua ndo foi afetado pelo estresse hidrico severo e moderado quando
as plantas receberam espermina (Figura 3) porque este fitohormonio aumentou o teor de
acucares redutores e ndo redutores em plantas sob estresse hidrico (Figura 3) que funcionam
como um osmolito para manter a turgidez foliar. Além disso, a espermina melhora o estado
hidrico das células epidérmicas e células subjacentes (Ebeeb et al., 2017). A aplicacdo de
espermina reduziu a transpiragdo em mudas de Poncirus trifoliata em condi¢des de seca (Fu et
al., 2014). O efeito da aplicac@o de espermina na redugdo dos efeitos nocivos do déficit hidrico
severo sobre o teor relativo de dgua, actcares redutores e agicares nao redutores de 7. majus
(Figura 3) esté relacionado a acdo deste fitohormonio no mecanismo de osmoprotecdo, que se
baseia na estreita associacio de elementos ndo toxicos com varios componentes celulares e com
aregulacdo osmdtica, que ajuda a manter o turgor, mantendo o teor de dgua das células (Slama
et al., 2015). O acimulo de soluto compativel é uma estratégia fundamental para a
osmoprotecdo e ajuste osmoético sob déficit hidrico (Majumdar et al., 2016). O efeito da
aplicagdo de espermina nos teores de acucar pode estar relacionado a manutengdo da
fotossintese liquida em plantas sob déficit hidrico (Figura 2b), que é a fase primdria para o
acumulo de agucares nas plantas. O déficit hidrico aumentou os teores de acticar solivel e
sacarose em folhas de Glycine max (Du et al., 2020).

O déficit hidrico aumenta o dano oxidativo nas plantas devido a produgdo e acimulo de
EROs (Raja et al., 2020). O acimulo de EROs em plantas pode desencadear a perda de
integridade de organelas, oxidacdo de componentes celulares e até mesmo a morte celular
(Zhang et al., 2021). A a¢do da espermina na diminui¢do da peroxidacao lipidica de T. majus
sob déficit hidrico estd relacionada ao aumento das atividades de enzimas antioxidantes (CAT,
POD e APX, Figura 4), levando a estabilizacdo da membrana e eliminacdo de radicais livres
(Ghassemi et al., 2018). A aplicacdo de espermina aumentou a atividade de CAT, POD e APX
(Figura 4) por manter a integridade da membrana mediada pela acdo da espermina na
diminui¢do da peroxidacgdo lipidica (Figura 4) e também pelo actimulo de solutos (Figura 3).
Além disso, a espermina ativa as vias da glioxalase e de antioxidantes que promovem a
resisténcia ao estresse oxidativo induzido pelo déficit hidrico (Hasan et al., 2021). A aplicacdo
de espermina aumentou a atividade de SOD, CAT e POD em plantulas de Cynodon dactylon
(Shi et al., 2013) e de CAT e SOD em plantulas de G. max (Radhakrishnan e Lee, 2013)
cultivadas sob déficit hidrico.

Através da andlise de varidveis candnicas foi observado que a aplicacdo de espermina
aumenta o crescimento e o nimero de flores de 7. majus (Figura 5). Esse comportamento esta

relacionado ao papel da espermina no aumento das trocas gasosas (Figura 2), além dos
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processos de divisao celular, diferenciagdo e replicacdo do DNA para o crescimento das células
vegetais (Shukla e Merewitz, 2015). A gs, E e A tiveram forte relacao positiva com as plantas
que receberam espermina (Figura 5), pois a espermina desempenha um papel essencial na
fotossintese (Figura 2), revertendo o comprometimento induzido pelo estresse dos sistemas
fotossintéticos (Ghassemi et al., 2018). O aumento dos teores de agicares, aminodcidos e teor
relativo de dgua em plantas sob déficit hidrico e aplicacdo de espermina (Figura 5) estd
relacionado e pode ser uma estratégia da planta para se adaptar ao déficit hidrico, como ocorreu
em plantas de G. max (Du et al., 2020). A aplica¢do de espermina aumentou a tolerancia a seca
em Agrostis stolonifera por meio de ajuste osmoético e regulacdo hormonal (Krishnan e
Merewitz, 2017). A espermina aumentou as atividades de CAT, POD e APX (Figura 5), pois
esse fitohormonio reduz a geracdo de EROs e aumenta as atividades antioxidantes,
principalmente das enzimas do sistema oxidativo, que protegem as proteinas fotossintéticas e a
degradacdo da RuBisCO (Ghassemi et al., 2018).

As varidveis de crescimento foram positivamente correlacionadas com o teor de
acucares redutores, aminodcidos, teor relativo de dgua e atividade de CAT (Figura 6), pois o
aumento do teor de soluto (Figura 3) e da atividade da CAT (Figura 4) mediada pela aplicagdo
de espermina reduziu os danos causados pelo estresse, principalmente nas trocas gasosas
(Figura 2), favorecendo o crescimento das plantas (Figura 1 e 7). Além disso, a espermina
desempenha papéis essenciais em processos fisioldgicos e de desenvolvimento, como divisdo
celular, embriogénese, emergéncia floral, senescéncia foliar e respostas ao estresse hidrico
(Sequera-Mutiozabal et al., 2017). O teor relativo de dgua foi positivamente correlacionado
com a atividade de CAT, POD e APX e com as trocas gasosas (Figura 6), pois a manuten¢do
do estado hidrico da folha facilitou os processos bioquimicos para a producao dessas enzimas
mediada pela aplicacdo de espermina. Além disso, as poliaminas podem induzir a liberagdo de
Ca’* intracelular, que é um componente essencial nas respostas gerais ao estresse, como
movimentacdo estomdtica e aumento da atividade antioxidante, regulando vérios canais da
membrana plasmatica (Pal et al., 2015; Li et al., 2018b). A APX ajuda a gerar NADP* e
transforma H>O2 em dgua e ajuda a remover H.O> (Nadeem et al., 2019). A peroxidagao lipidica
correlacionou-se negativamente com as trocas gasosas € com o teor de agtcar e aminoacidos,
pois a aplicacdo de espermina diminuiu o teor de MDA (Figura 4) e aumentou as trocas gasosas
(Figura 2) e teor de solutos (Figura 3). A peroxidagao lipidica da membrana € proporcional a
intensidade do déficit hidrico e pode derivar de reagdes espontaneas de EROs com moléculas

organicas contidas nas membranas (Khaleghi et al., 2019). O déficit hidrico inibe a sintese de
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produtos fotossintéticos e perturba o equilibrio de carbono, resultando em crescimento reduzido
e disturbios metabdlicos e fisioldgicos (Du et al., 2020).

O diagrama esquemadtico (Figura 8) representa que o déficit hidrico causou efeitos
nocivos em 7. majus, reduzindo as atividades de CAT, POD e APX. O déficit hidrico aumentou
o teor de MDA, que danificou as membranas celulares causando peroxidagdo lipidica. A
peroxidacdo lipidica limitou as trocas gasosas, comprometendo a producdo de agucares e
aminoécidos e, consequentemente, a fotossintese e o crescimento das plantas. Por outro lado, a
aplicacdo de espermina induziu a atividade enzimdtica, aumentou os teores de agucar e
aminodcidos e trocas gasosas, e reduziu o dano a membrana celular através da diminuicdo da
peroxidacdo lipidica, que manteve a fotossintese e o crescimento de plantas de T. majus

cultivadas sob déficit hidrico.

€ Acumulacio I Crescimento, i
de biomassa NF,AF, TRA
1
AR, ANR, - l Trocas gasosas
Ami ' -
jpm— Seca l Fotossintese e
| Peroxidacao de lipidios crescimento
| MDA
|
CAT, POX, APX
. l J
Acumulagio — Crescimento,
de biomassa NF.AF, TRA
I
| AR, ANR, o= | Trocas gasosas
Ami '

Tropaeolum majus Y l l Peroxidacao de lipidios  / crescimento

A '
| vpa
N

| caT, PoX, APX

Figura 8. Representacdo esquematica da inibi¢io do crescimento e da fotossintese induzida por
déficit hidrico e sua recuperagdo pela aplicagdo de espermina em Tropaeolum majus. NF=
numero de flores, AF= area foliar, TRA= teor relativo de 4gua, AR= acticares redutores, ANR=
acucares ndo redutores, AM= aminodcidos, MDA= malondialdeido, CAT= catalase, POD=

peroxidase, APX= ascorbato peroxidase.



66

3.7. Conclusao

A aplicacdo de espermina aumenta a tolerancia a seca em 7. majus, aumentando o
crescimento, trocas gasosas, teor relativo de dgua, aminodcidos, acglicares redutores e nao
redutores, enzimas CAT, POD e APX e diminuindo a peroxidacdo lipidica. A aplicacdo de 1
mM de espermina pode ser uma estratégia para mitigar os efeitos danosos do déficit hidrico em

T. majus.
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ESPERMINA NA PRODUCAO DE ETILENO, ACUCARES E COMPOSTOS
FENOLICOS EM FLORES DE CAPUCHINHA CULTIVADAS SOB DEFICIT
HIDRICO E ESTRESSE SALINO

Resumo

A capuchinha (Tropaeolum majus) € uma planta ornamental e medicinal que possui flores
comestiveis. A seca e o estresse salino diminuem a producao e a qualidade das flores, inclusive
afetando o metabolismo de acicares e a produgdo de etileno. O uso de poliaminas,
principalmente espermina, pode ser uma estratégia para reduzir os efeitos danosos desses
estresses no metabolismo de aguicares e compostos fendlicos e para diminuir a producdo de
etileno, que acelera a senescéncia, em flores de capuchinha. Portanto, o objetivo foi avaliar o
papel da aplicacdo de espermina nos acucares e compostos fendlicos e na produgdo de etileno
em flores de capuchinha cultivadas sob deficit hidrico e estresse salino. Dois experimentos
foram realizados isoladamente e a0 mesmo tempo para conseguir isso. Um experimento no
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, com 0 (sem estresse), 40
(estresse salino moderado) e 80 mM NaCl (estresse salino severo) e 0 e 1 mM de espermina
com cinco repeticdes foi usado para o experimento com estresse salino. Um experimento
distribuido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, com 30
(déficit hidrico severo), 50 (deficit hidrico moderado) e 80% da capacidade de retencdo de vaso
(sem estresse) e 0 e 1 mM de espermina com cinco repeti¢des foi usado para o experimento
com déficit hidrico. A aplica¢do de espermina diminuiu a producdo de etileno e aumentou o
teor de acucares e compostos fendlicos em flores de capuchinha cultivadas sob déficit hidrico
e estresse salino. Actcares e compostos fendlicos reduziram a produgdo de etileno em flores de
capuchinha. A espermina pode ser usada para mitigar os efeitos nocivos déficit hidrico e do
estresse salino em flores de capuchinha, aumentando os teores de agucares e compostos
fendlicos e diminuindo a producgio de etileno.

Palavras-chave: Tropaeolum majus, estresses abidticos, poliamina, metabolismo de agtcar e

fenolicos

SPERMINE ON PRODUCTION OF ETHYLENE, SUGARS AND PHENOLIC
COMPOUNDS IN NASTURTIUM FLOWERS GROWN UNDER DROUGHT AND
SALT STRESS



73

Abstract

Nasturtium (7Tropaeolum majus) is an ornamental and medicinal plant that has edible flowers.
Drought and salt stress decrease flower production and quality, including affecting sugar
metabolism and ethylene production. The use of polyamines, mainly spermine, may be a
strategy for reducing the harmful effects of these stresses on the metabolism of sugars and
phenolic compounds and for decreasing the production of ethylene, which accelerates
senescence, in nasturtium flowers. Therefore, the objective was to evaluate the role of spermine
application on sugar and phenolic compounds and on ethylene production in nasturtium flowers
grown under drought and salt stress. Two experiments were performed in isolation and at the
same time in order to achieve this. An experiment distributed in a completely randomized
design, in a 3x2 factorial scheme, with O (no stress), 40 (moderate salt stress), and 80 mM NaCl
(severe salt stress) and 0 and 1 mM spermine with five replications was used for the experiment
with salt stress. An experiment distributed in a completely randomized design, in a 3x2 factorial
scheme, with 30 (severe drought stress), S0 (moderate drought stress), and 80% pot holding
capacity (no stress) and 0 and 1 mM spermine with five replications was used for the experiment
with drought stress. Spermine down-regulated ethylene production and up-regulated the content
of sugars and phenolic compounds on nasturtium flowers grown under drought and saline stress.
Sugars and phenolic compounds down-regulated ethylene production in nasturtium flowers.
Spermine can be used to mitigate the harmful effects of drought and salt stress on nasturtium
flowers by increasing sugar and phenolic compounds and decreasing ethylene production.

Keywords: Tropaeolum majus, abiotic stresses, polyamine, sugar and phenolic metabolism
4.3. Introducao

A capuchinha (Tropaeolum majus L. — Tropaeolaceae) é uma planta com flores
comestiveis cultivada em diversas regides do mundo. As flores de capuchinha sdo uma das
principais flores comestiveis comercializadas. O sabor picante de suas flores confere a esta
planta uma caracteristica peculiar. As folhas e flores frescas sdo consumidas principalmente em
saladas e sanduiches (Xu et al., 2021), mas também € uma excelente flor para decoragao de
pratos e uma alternativa de cultivo para pequenos e médios produtores. Além disso, esta planta
possui glicosinolatos, flavonoéides, dcidos graxos e tiocianatos, um conjunto de substincias
nutracéuticas muito importantes para a saide humana (Valsalam et al., 2019).

A capuchinha € uma planta cultivada em muitas partes do mundo; no entanto, muitas

regides tém vérios estresses abidticos que podem diminuir o crescimento e a producdo das
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plantas. As plantas, em condi¢des naturais e/ou agricolas, estdo expostas a diversos estresses
ambientais (Seleiman et al., 2021). O estresse salino e a seca sdo dois dos principais estresses
abidticos que podem afetar o metabolismo das plantas (Ma et al., 2020). Cerca de 10% das
terras ardveis em todo o mundo sofrem de estresse hidrico e salinidade, especialmente em
regides aridas ou semidridas (Liu et al., 2022). A salinizacdo do solo aumenta anualmente em
todo o mundo devido as mudancgas climdticas, alta evaporacdo, baixa precipitacdo, ma gestdao
da 4gua, fertilizacdo em 4reas de cultivo e irrigacdo com dgua salina (Nachshon, 2018; Ors et
al., 2021). A seca também € uma preocupacdo para a produgdo agricola atual, dada a escassez
de 4dgua e chuvas irregulares em varias regides (Shemi et al., 2021). As respostas das plantas ao
estresse salino e a seca sdo semelhantes, como estresse osmoético e diminui¢do do potencial
hidrico, que levam a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), fechamento estomatico,
diminui¢do da absorcao de dgua e reducao do crescimento e produgdo (Yolcu et al., 2021).

A seca e o estresse salino dificultam o cultivo de flores comestiveis em vérios lugares
do mundo, principalmente em regides dridas e semidridas. Esses sdo os dois estresses abidticos
mais comuns, que causam distirbios no crescimento e produtividade das culturas em todos os
estdgios de desenvolvimento (Ors et al., 2021). Esses estresses podem causar varios tipos de
danos ao metabolismo da planta, como estresse osmético, danos ao aparelho fotossintético,
diminuicdo da eficiéncia do uso da dgua e até morte em situagdes mais extremas (Abd El-
Mageed e Semida, 2015). A busca por alternativas para minimizar os danos causados por
estresses abiodticos € constante. O uso de fitohormdnios, como as poliaminas, € uma alternativa
promissora para permitir a aclimatacdo das plantas a seca e ao estresse salino.

As poliaminas participam na regulacio do crescimento e desenvolvimento das plantas.
No entanto, seu metabolismo sofre mudangas profundas durante o estresse abidtico (Gonzalez
et al., 2021). As poliaminas sdo um grupo de moléculas alifaticas, policatidnicas e de baixo
peso molecular com dois ou mais grupos amina sintetizados a partir de aminodcidos e sdo
encontradas em todos os seres vivos (Michael, 2016; Navakoudis e Kotzabasis, 2022). A
espermidina e a putrescina estao presentes em todos os organismos que sintetizam poliaminas,
enquanto a espermina, a termospermina € a cadaverina ndo estdo presentes em todos os
organismos (Gerlin et al., 2021). As poliaminas desempenham um papel fundamental na
homeostase redox, pois o seu aumento, especialmente a espermina, atua na eliminacdo de
radicais hidroxila e participa no aumento dos niveis de H>O através do seu catabolismo por
amina oxidases, controlando assim os niveis de EROs (Pottosin et al., 2014) e reduzindo a danos

causados por estas.
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As poliaminas, particularmente a espermina, interagem com o equilibrio oxidativo e o
metabolismo de agucar e nitrogénio (transporte de aminodcidos/biossintese) (Sequera-
Mutiozabal et al., 2016). Além disso, elas influenciam a producdo de etileno impedindo a
transcricdo e a atividade da enzima 1-acido-carboxilico-1-aminociclopropano sintase (ACS),
bem como a acdo do etileno (Dias et al., 2010; Champa et al. 2015). A acdo combinada desses
fatores pode retardar a senescéncia, diminuindo o dano oxidativo. Além disso, os actcares
podem interagir com a biossintese e sinalizacdo de etileno para regular a senescéncia floral de
espécies sensiveis ao etileno (Yuan et al., 2012). O etileno aumenta a senescéncia, enquanto as
poliaminas a inibem (Del Duca et al., 2014). O efeito anti-senescéncia das poliaminas é devido
a inibicao da biossintese e acdo do etileno mediada por poliaminas (Dias et al., 2010; Hasan et
al., 2021).

O papel da espermina em influenciar os teores de acucares e compostos fendlicos e a
producdo de etileno em flores de capuchinha ainda nao foi elucidado. Tampouco essa acdo em
flores de capuchinha cultivadas sob estresse hidrico e salino foi adequadamente estudada.
Portanto, o objetivo foi avaliar o papel da aplicacdo de espermina nos agucares € compostos
fendlicos e na producdo de etileno em flores de capuchinha cultivadas sob déficit hidrico e

estresse salino.
4.4. Material e Métodos
4.4.1. Local do experimento

Dois experimentos foram realizados isoladamente e a0 mesmo tempo para avaliar o
papel da aplicagdo de espermina sobre acucares e compostos fendlicos e producdo de etileno
em flores de capuchinha cultivadas sob deficit hidrico e estresse salino. Os experimentos foram
realizados em casa de vegetacdo no Departamento de Agronomia da Universidade Federal de

Vicosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil.
4.4.2. Material vegetal e delineamento experimental

Sementes de 7. majus (var. Semi-dobrada sortida - Feltrin®) foram plantadas em bandeja
de poliestireno de 128 células com substrato comercial (Tropstrato). As mudas foram
transplantadas para vasos de 1,2 dm® com substrato comercial (Tropstrato), aos 12 dias apés o
plantio. A espermina foi diluida em &4gua deionizada com 0,05% de Tween 20 (v/v). O
tratamento controle foi d4gua deionizada e 0,05% de Tween 20. As plantas foram pulverizadas

com 10 mL de cada solucdo a cada sete dias durante quatro semanas.
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O experimento para avaliar o estresse hidrico foi distribuido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, com trés laminas de irrigacdo (30 (estresse
severo), 50 (estresse moderado) e 80% (sem estresse) da capacidade de retengdo de vaso) e duas
doses de espermina (0 e 1 mM), com cinco repeticdes. O inicio dos tratamentos foi 20 dias ap6s
o plantio (oito dias apds o transplantio). A determinacdo da capacidade de retencdo de vaso
(CRV) foi realizada conforme metodologia descrita por Kidmpf et al. (2006). A férmula
utilizada foi: PV = (PVcerv - PVsec) x CRV + PVsec, onde: PV = peso do vaso, PVcrv =
capacidade de retencdo de dgua, PVsec = peso do vaso preenchido com substrato totalmente
seco, CRV = lamina de reposi¢do de dgua (Girardi et al., 2016). A manutencdo da CRV foi
realizada diariamente em todos os vasos, pesando-os e repondo o volume de dgua perdido por
evapotranspiracdo, utilizando-se balanga com capacidade de 10 kg. As plantas foram
fertirrigadas com 4 g L' de fertilizante NPK (20-20-20) + micronutrientes (Peters
Professional®), uma vez por semana.

O experimento para avaliar o estresse salino também foi distribuido em esquema fatorial
3x2, com trés intensidades de estresse salino (0, 40 (estresse salino moderado) e 80 (estresse
salino severo) mM de NaCl), duas doses de espermina (0 e 1 mM de espermina — Silva et al.,

2022) e cinco repetigdes. O estresse salino foi iniciado aos 20 dias apds o plantio.
4.4.3. Variaveis analisadas
4.4.3.1. Andlises de agucares redutores e nao redutores

Aciucares soldveis foram extraidos de aproximadamente 2 g de folha fresca moida e
homogeneizados em etanol 80% aquecido a 85 °C. O extrato foi centrifugado por 8 min a
12.000 g. O sobrenadante foi recolhido e o precipitado foi extraido mais uma vez com etanol a
80%. O método do fenol sulftrico (Dubois et al., 1956) foi utilizado para determinar o teor de
acucares soliveis totais (AST) na amostra. O ensaio contendo 0,25 mL de sobrenadante, 0,25
mL de fenol a 5% e 1,25 mL de H2SO4 concentrado foi incubado a 30 °C por 20 min. Apds
resfriamento, a absorbancia foi medida a 490 nm. O AST foi expresso em porcentagens de AST
por massa fresca de folhas, utilizando-se a sacarose como padrao.

O teor de acucares redutores (AR) foi quantificado pelo método do &4cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) proposto por Gongalves et al. (2010), com modifica¢oes. 0,5 mL de
sobrenadante foi adicionado a 0,5 mL de reagente DNS e os tubos foram aquecidos por 5 min.
Ap6s resfriamento em banho de gelo, 4 mL de d4gua foram adicionados e a absorbancia foi lida

a 540 nm. A frutose foi utilizada como padrao e o teor de AR foi determinado em porcentagem
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de AR por massa fresca de folhas. O teor de acucar ndao redutor (ANR) foi estimado pela
diferenca entre AST e AR, com resultados expressos em porcentagem de ANR por massa fresca

de folhas.
4.4.3.2. Andlise de compostos fendlicos totais

O mesmo extrato usado para a andlise de acticares também foi usado para compostos
fendlicos. O écido gélico foi usado como padrio para determinar o teor de fendlicos de acordo
com Fu et al. (2010). A absorbancia foi determinada por espectrofotdmetro a 760 nm e o teor

foi expresso em mg g'! de massa fresca.
4.4.3.3. Medicao de etileno

A produgdo de etileno foi determinada usando uma amostra de uma flor colocada em
um recipiente (38 mL) hermeticamente fechado. Apds 17 h, 1 mL da atmosfera interna do
recipiente foi extraido com uma seringa e o etileno foi quantificado em cromatégrafo a gis
(Hewlett-Packard 5890, série II). As temperaturas da coluna, entrada e detector de ionizagao de
chama foram mantidas em 60, 110 e 150 °C, respectivamente. A produgdo de etileno foi

expressa em pmol etileno g'' MF h'!.
4.4.4. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey por meio do pacote estatistico ExpDes (Ferreira et al., 2018). Uma andlise de varidveis
candnicas com elipses de confianca (p<0,01) foi realizada para estudar a inter-relacdo entre
variaveis e fatores usando o pacote candisc (Friendly e Fox, 2017). Os dois fatores foram
combinados para realizar esta andlise. A andlise de correlacdo de Pearson foi realizada usando
os pacotes corrplot (Wei e Simko, 2017) e PerformanceAnalytics (Peterson e Carl, 2020). O

programa estatistico R (R Core Team, 2021) foi usado para realizar as andlises estatisticas.
4.5. Resultados

A aplicacao de espermina diminuiu a producdo de etileno em flores de capuchinha
cultivadas sob déficit hidrico moderado (24,35%) e severo (17,95%) e estresse salino moderado
(55,48%) e severo (72,31%). A producao de etileno foi a mesma em flores cultivadas sob déficit
hidrico moderado e severo, € 0 mesmo comportamento ocorreu em flores sob estresse salino

moderado e severo em plantas sem aplicac@o de espermina. A aplicacao de espermina aumentou
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o teor de compostos fendlicos totais em flores cultivadas sob déficit hidrico moderado (48,91%)
e déficit hidrico severo (13,99%) e em flores cultivadas sob estresse salino severo (252,11%)

(Figura 1).
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Figura 1. Producdo de etileno e teor de compostos fendlicos totais de flores de Tropaeolum
majus cultivadas sob estresse hidrico (a e c¢) e salino (b e d). Médias seguidas pelas mesmas
letras mintsculas e maiusculas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para

espermina e estresses salino/hidrico, respectivamente. Os valores sao média + desvio padrao (n

=35).

A aplicagdo de espermina aumentou os teores de agucares redutores (44,75%), acucares
nao redutores (56,51%) e actcares totais (56,10%) em flores cultivadas sob déficit hidrico
severo, mas diminuiu todos essas variaveis em flores sob déficit hidrico moderado (6,68, 18,49
e 18,13%, respectivamente). Flores cultivadas sob aplicacdo de espermina e déficit hidrico
severo e moderado tiveram maior teor de acticares redutores em relagcdo as plantas sem estresse
e com espermina (29,63 e 20,62%, respectivamente). A aplicacdo de espermina aumentou os

teores de agucares redutores em flores cultivadas sob estresse salino moderado (24,20%) e
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severo (19,06%), além de aumentar os teores de acucar total em flores sob estresse salino severo

(16,30%) (Figura 2).
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Figura 2. Actcares redutores, agticares ndo redutores e agucares totais de flores de Tropaeolum

majus cultivadas sob estresse hidrico (a, c e e) e estresse salino (b, d e f). Médias seguidas pelas

mesmas letras mindsculas e maitsculas ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

para espermina e estresses salino/hidrico, respectivamente. Os valores sdo média + desvio

padrdo (n = 5).
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O teor de compostos fendlicos totais (Fen) e agicares redutores (AR) tiveram os maiores
valores em flores cultivadas sob aplicacdo de espermina e sob déficit hidrico moderado (50P1)
e severo (30P1), enquanto o teor de actcares nao redutores (ANR) e agucares totais (AT)
tiveram maiores valores em flores sob aplicagdo de espermina e sob déficit hidrico severo e
sem este estresse (80P1) (Figura 3a). Para o estresse salino, a produgdo de etileno teve maior
valor em flores cultivadas sob estresse salino severo e sem aplica¢do de espermina (80P0). Os
teores de acucares tiveram maiores valores em flores cultivadas sob aplicacdo de espermina e
estresse salino moderado (40P1) e em plantas sem estresse e sem aplicagdo de espermina (0P0);
ndo houve diferenca entre esses dois tratamentos. O teor de compostos fendlicos teve maior

valor em flores cultivadas sob estresse salino severo e aplicacido de espermina (80P1) (Figura

3b).
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Figura 3. Andlise de varidveis candnicas com elipses de confianga de flores de Tropaeolum

majus cultivadas sob déficit hidrico (a) e estresse salino (b).

O teor de compostos fendlicos totais (Fen), agucares nao redutores (ANR) e agucares
totais (AT) reduziram a producgdo de etileno em flores de capuchinha cultivadas sob déficit
hidrico. Os teores de acticares aumentaram o teor de compostos fendlicos (Figura 4a). Os teores
de compostos fendlicos totais e agucares reduziram a producdo de etileno de flores de
capuchinha cultivadas sob estresse salino. Os teores de acucares redutores e nao redutores

aumentaram o teor de compostos fendlicos (Figura 4b).
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Figura 4. Correlacio de Pearson entre as varidveis analisadas de flores de Tropaeolum majus.
cultivadas sob déficit hidrico (a) e estresse salino (b). *,** significativo a 5 e 1%,

respectivamente.
4.6. Discussao

A aplicacdo de espermina diminuiu a producdo de etileno em flores de capuchinha
cultivadas sob déficit hidrico e estresse salino devido a diminui¢io da senescéncia mediada pela
aplicacdo desse fitormoOnio. A aplicagdo de espermina diminuiu também a producdo de etileno
em milho (Zea mays L.) cultivado sob déficit hidrico (Talaat e Shawky, 2016). A aplicacdo de
espermina aumentou o teor de compostos fendlicos totais em flores cultivadas sob os estresses
acima mencionados, pois esse fitohormonio facilita o acumulo de compostos fendlicos que
atuam como sequestradores de espécies reativas de oxigénio (EROs) e antioxidantes essenciais
para proteger as plantas contra danos oxidativos (Ghabel e Karamian, 2020). O aumento de
compostos fendlicos em Glycyrrhiza glabra L. sob estresse por frio foi relatado como sendo
devido a capacidade deste antioxidante e neutralizacdo de EROs em resposta ao estresse
(Ghabel e Karamian, 2020). Assim, o aumento de compostos fenolicos pode ser uma resposta
induzida para lidar com o estresse oxidativo (Bashandy et al., 2020). A espermina foi descrita
como produtora de efeito antioxidante em flores de Nicotiana plumbaginifolia L. (Nisar et al.,
2015).

A aplicacdo de espermina aumentou o teor de acucares em flores cultivadas sob estresse
hidrico e salino, pois esse fitohormonio desempenha um papel importante na sintese de
carboidratos e como regulador de crescimento em alguns processos bioldgicos associados a
sintese de carboidratos (Ghabel e Karamian, 2020). Os aguicares sdo osmolitos ativos na

diminuicdo do estresse abidtico nas plantas. A espermina tem um papel fundamental na
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regulacdo dos osmdlitos ativos em gendtipos de soja (Glycine max L.) suscetiveis ao déficit
hidrico devido a manutencdo do estado hidrico em condicdes adversas (Dawood e Abeed,
2020). Além disso, a espermina estd associada a modificagdo de enzimas do metabolismo de
carboidratos e promove a manuten¢do de um maior teor de acgticares, especialmente sacarose,
nas plantas (Song et al., 2015). A aplicacdo de espermina aumentou o teor de carboidratos
soliveis em dgua (frutose e sacarose) em cultivares de trevo branco (Trifolium repens L.)
cultivadas sob déficit hidrico (Li et al., 2015). A aplicacdo de espermidina aliviou os danos no
metabolismo de carboidratos causados pelo frio em espinafre (Spinacia oleracea L.) (He et al.,
2002). Os efeitos nocivos do estresse salino no teor de agucar estdo relacionados ao aumento
da producdo de EROs, o que leva a oxidacdo de carboidratos (Noctor et al., 2018). Além disso,
as poliaminas desempenham um papel importante na elimina¢do de EROs e na manutencao da
estabilidade das membranas (Yi et al., 2018).

O actimulo de agucares produz um efeito osmolitico que desempenha um grande papel
na osmoprotecdo, regulacdo do ajuste osmoético, eliminacdo de radicais livres e protecdo da
membrana para aliviar os efeitos prejudiciais do estresse salino e hidrico (Krasensky e Jonak,
2012; Singh et al., 2015). Os acticares soluveis estao associados tanto ao anabolismo quanto ao
catabolismo de EROs, como o que ocorre na via oxidativa de pentose fosfato envolvida na
producdo de NADPH, que envolve a elimina¢do de EROs (Hu et al., 2012). O actimulo de
acucares previne a oxida¢do da membrana celular (Arabzadeh, 2012), reduz a taxa fotossintética
e o fechamento estomdtico (Osakabe et al., 2013) e mantém o teor de dgua foliar (Xu et al.,
2007) de plantas sob déficit hidrico.

A produgdo de etileno foi maior em flores cultivadas sob déficit hidrico e estresse salino
sem espermina porque as poliaminas, incluindo a espermina, inibem a ACS (Takahashi et al.,
2010), uma enzima chave na sintese de etileno, e o etileno é um inibidor direto da arginina
descarboxilase (ADC) e S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC) (Pél et al., 2015). A
aplicagdo de espermina diminuiu a producdo de etileno em flores de cravo (Dianthus
caryophyllus L.) (Lee et al. 1997). Além disso, o teor de compostos fendlicos totais e acticares
teve maior relagdo com flores cultivadas sob estresse hidrico e salino com aplicacdo de
espermina. Esse comportamento estd relacionado ao fato da espermina ser um fitohorménio
que atua no mecanismo de defesa metabdlica contra o estresse oxidativo (Sequera-Mutiozabal
et al., 2016). Compostos fendlicos e agicares sdo vias ndo enzimaticas usadas para manter a
homeostase celular e eliminar EROs em plantas sob estresse abidtico. O aumento de compostos

fendlicos e consequente diminui¢do na produgdo de EROs em plantas sob estresse foi observado
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em Anthurium andraeanum Linden ex André (Simodes et al., 2018), Brassica napus L.
(Bashandy et al., 2020), G. max (Dawood e Abeed, 2020) e Oriza sativa (Farooq et al., 2009).

Os teores de compostos fendlicos totais e agtcares reduziram a produgao de etileno de
flores de capuchinha cultivadas sob déficit hidrico e estresse salino devido a atividade
respiratdria indutora de etileno e, consequentemente, uma deplecdo do teor de carboidratos nas
flores (Costa et al., 2020). Além disso, os acticares podem regular negativamente a sintese de
etileno, como observado em flores de Paeonia suffruticosa Andrews sob aplicacio de glicose,
através da diminuic¢ao da produgao de etileno devido ao atraso e inibi¢ao da atividade de ACC
e ACS e supressdo da ACC oxidase (ACO) (Wang et al., 2014). Adicionalmente, vale ressaltar
que o crosstalk entre etileno e aguicares, principalmente glicose, ocorre parcialmente por meio
da regulacao transcricional de genes envolvidos na biossintese desse fitohormonio (Andriunas
et al., 2011). A regulacdo positiva de agicares em propor¢cdo ao conteudo de compostos
fendlicos pode ter sido devido a ativacdo do sistema floral sob estresse para eliminar EROs

(Torras-Claveria et al., 2012).
4.7. Conclusao

A aplicacdo de espermina diminuiu a produgdo de etileno e aumentou o teor de acucares
e compostos fendlicos em flores de capuchinha cultivadas sob déficit hidrico e estresse salino.
A espermina pode ser usada para mitigar os efeitos nocivos do déficit hidrico e do estresse
salino em flores de capuchinha, mantendo os teores de agicares e compostos fendlicos e

diminuindo a produgdo de etileno.
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5. CONCLUSOES

A aplicagdo de espermina aumenta a tolerancia ao estresse salino e déficit hidrico em
capuchinha, aumentando a morfologia, trocas gasosas, teor relativo de dgua, enzimas do sistema
antioxidante e diminuindo a peroxidacao lipidica. A aplicacdo de espermina (I mM) pode ser

usada para mitigar os efeitos danosos do estresse salino e déficit hidrico em capuchinha.



