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Resumo

A salinidade representa um obstaculo ao cultivo agricola em regiGes onde é abundante a concentracdo de sais
minerais, em particular aqueles que contém os ions Na' e CI. Objetivou-se com este estudo avaliar o
crescimento radicular e os teores de pigmentos clorofilianos de duas leguminosas forrageiras cultivadas na
presenca de niveis crescentes de salinidade. O experimento foi conduzido em sala de crescimento com
condi¢cBes de temperatura e luminosidade controladas. A semeadura foi realizada em bandejas preenchidas com
areia estéril umedecida. Transcorridos 10 dias apds a semeadura, as plantulas foram transplantadas para vasos
com solucdo nutritiva. O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (2x6), com seis repeticdes. Os tratamentos consistiram em duas forrageiras (guandu cv. Caqui e labe-labe
cv. Rongai) e seis concentracdes de NaCl (0; 20; 40; 60; 80 e 120 mM), em solu¢do nutritiva. Foram avaliados a
densidade e a fitomassa radicular, e os teores de clorofila ‘a’, ‘b’, total e relagdo a/b. Os dados foram submetidos
a analise de variancia, teste de médias e regressao polinomial. Entre as forrageiras avaliadas, o labe-labe
cv. Rongai expressou maior crescimento radicular e teores de pigmentos fotossintetizantes. Niveis crescentes de
NaCl reduziram a alocacdo de fitomassa e a densidade radicular do labe-labe cv. Rongai, e os teores de
pigmentos clorofilianos do guandu cv. Caqui. O crescimento radicular e o teor de pigmentos clorofilianos de
leguminosas forrageiras sdo alterados quando estas sdo cultivadas na presenca de niveis crescentes de
salinidade em solugéo nutritiva.

Palavras-chave adicionais: Cajanus cajan; Lablab purpureous; pigmentos fotossintéticos; raizes; salinidade.

Abstract

Salinity is a barrier to agricultural cultivation in areas where it is abundant concentration of minerals, particularly
those that contain Na* and CI ions. The objective of this study was to evaluate root growth and chlorophyllian
pigments levels of two forage legumes grown in the presence of increasing levels of salinity. The experiment was
conducted in a growth chamber with temperature and light controlled. Seeds were sown in trays filled with moist
sterile sand. After ten days of sowing the seedlings were transplanted to pots with nutrient solution. The
experimental design was completely randomized in a factorial arrangement (2x6) with six replications. Treatments
consisted of two grasses (pigeon pea cv. Caqui and labe-labe cv. Rongai) and six concentrations of NaCl (0, 20,
40, 60, 80 and 120 mM) in nutrient solution. We evaluated the density and root biomass and chlorophyll content
‘a', ‘b, full and a/b ratio. Data were subjected to analysis of variance, mean test and polynomial regression.
Among the forages the labe-labe cv. Rongai expressed greater root growth and levels of photosynthetic pigments.
NaCl increasing levels reduced the biomass allocation and root density of labe-labe cv. Rongai and the contents
of chlorophyllian pigments in pigeon pea cv. Caqui. Root growth and chlorophyllian pigment content of forage
legumes are changed when are grown in the presence of increasing levels of salinity in nutrient solution.

Additional keywords: Cajanus cajan; Lablab purpureous; photosynthetic pigments; roots; salinity.
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Introducéo

Material e métodos

As pastagens constituem o principal com-
ponente das dietas de ruminantes e fonte de
alimentacdo mais econdmica nos sistemas pecuarios
(Skonieski et al., 2011). No cenério agricola brasileiro,
essas plantas possuem significativo destaque, ja que o
nosso pais & detentor do segundo maior rebanho
comercial do mundo (Oliveira Junior et al., 2012). O
guandu (Cajanus cajan L. Millsp) e labe-labe (Lablab
purpureus L. Sweet), pelo alto valor nutricional, s&o
consideradas importantes leguminosas forrageiras
para a alimentacdo animal (Vilela, 2005; Heinritz et al.,
2012; Kambashi et al., 2014).

A salinizacdo dos solos € um dos grandes
problemas enfrentados em muitas regifes distribuidas
em vastas areas, nos diversos paises (Uddin et al.,
2011). Estima-se que mais de 800 milhdes de
hectares dos solos mundiais ja possuam problemas de
salinizagdo, em raz&o, principalmente, da intensa
evapotranspiracdo, baixas precipitacbes e irrigacdo
(Rengasamy, 2010). Vérios processos bioguimicos e
fisiologicos sdo desencadeados em plantas sob
estresse salino, interferindo no crescimento da parte
aérea e das raizes, comportamento estomatico e
capacidade fotossintética (Nunkaewa et al., 2014),
resultantes dos efeitos osmoéticos dos sais e das
caracteristicas especificas dos ions Na* e CI (Nobre et
al., 2010; Graciano et al.,, 2011). O estresse salino
promove a inibicdo da enzima clorofilase, o que
acarreta diminuicdo dos teores de clorofila e de seu
precursor, 0 acido 5-aminolevulinato (Santos, 2004;
Qiu et al., 2014).

Além do mais, a atividade de varias enzimas
fica comprometida pelo excesso de Na', pois este
metal compete com o K* pelo mesmo sitio ativo de
enzimas, cujo cofator de ativacdo enzimatica é o
potassio (Freire et al.,, 2010; Silva et al., 2014),
desencadeando disturbios metabélicos com implica-
¢des negativas na fisiologia das plantas como um
todo, uma vez que a salinidade afeta os teores de
clorofilas e de carotenoides, além de reduzir a ativi-
dade da Rubisco em fixar gas carbbnico (Lee et al.,
2004; Jaleel et al., 2007).

Este cenario denota a importancia do
desenvolvimento de pesquisas, visando estudar as
implicagdes dos ions salinos no metabolismo das
plantas, sendo tais implicacbes passivas de serem
estudadas através do crescimento e do teor de
pigmentos fotossintetizantes. De fato, estudos dessa
natureza podem ser esclarecedores, pois NaCl em
excesso diminui de forma significativa altura, fitomassa
aérea e radicular, teores de clorofilas, enzimas
antioxidantes, além de elevar a producéo de espécies
reativas de oxigénio e a concentracdo de
malondialdeido em plantas (Qiu et al., 2014).

Objetivou-se com este estudo avaliar o
crescimento radicular e os teores de pigmentos
clorofilianos de duas leguminosas forrageiras culti-
vadas na presenca de niveis crescentes de salinidade
em solugao nutritiva.

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia
Aplicada & Agropecuéaria (DBAA), da Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), Universi-
dade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jabo-
ticabal-SP. A semeadura foi realizada separada-
mente, em quatro bandejas preenchidas com areia
estéril e umedecida com agua destilada, as quais
permaneceram em sala de crescimento a tempera-
tura de 25 °C + 1 °C, sob luminaria com irradiancia
média de 190 pmol m? s* e fotoperiodo de 12
horas. Aos 10 dias apdés a semeadura (DAS), as
plantulas foram transferidas para as respectivas
unidades experimentais, constituidas por vasos de
plastico com capacidade de 190 mL. O delineamen-
to experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x6, com os fatores espécies cons-
tituidos por plantas de guandu cv. Caqui e labe-labe
cv. Rongai, e a salinidade simulada por NaCl nas
concentracdes de 0; 20; 40; 60; 80 e 120 mM. Cada
tratamento foi constituido por quatro repeti¢cbes, em
um total de 48 parcelas experimentais, em solucéo
nutritiva (Gonela, 1999). Na extremidade superior de
cada vaso, foi ajustado um disco de isopor branco
com um furo central no qual a plantula, de cada
espécie e com 10 DAS, foi inserida com a parte
aérea exposta ao ambiente externo, e o0 sistema
radicular imerso na solucdo nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950). O pH da solucéo nutritiva foi monitorado
a cada dois dias, o qual foi mantido em 6,1+0,1,
utilizando-se de NaOH 0,1 N. As solu¢cBes foram
aeradas por todo o periodo experimental.
Inicialmente, as plantulas foram cultivadas em solu-
¢ao nutritiva com metade da forca ibnica, por cinco
dias. Em seguida, a forca ibnica foi elevada a 100%
e mantida até o final do experimento. As plantulas
das espécies, com 20 DAS, foram submetidas aos
niveis crescentes de salinidade correspondentes
aos tratamentos. Aos 30 DAS, para a obtencéo dos
teores de clorofilas, conforme metodologia proposta
por Arnon (1949), foram coletadas amostras folia-
res, pesando-se 0,5 g de tecido vegetal, o qual foi
macerado com 5 mL de acetona a 80% (v/v). Apds a
maceracdo, o material foi filtrado a vécuo, e o volu-
me final, completado até 50 mL com acetona. Os
extratos obtidos foram submetidos as leituras de
absorbancia, utilizando-se do espectrofotébmetro
Beckman DU 640, nos comprimentos de onda de
663 nm para clorofila ‘a’ (Chl a), 645 nm para ‘b’
(Chl b) e 652 nm para clordfila total (Chl t). Os teo-
res de clorofilas, expressos em mgg" de massa
fresca, foram calculados por meio das equacdes a
seguir:

Chla= (12,7 X Agss - 2,69 x A645) xV/ (1000 X W),
Chlb= (22,9 X Agas - 4,68 x A663) xV/ (1000 X W),

Chi t = (Agsy x 1000) / 34,5 x (V / (1000 x W));

Razo Chl a/Chl b = (4,70 x Agss — Aess X 1000)/
/(4,87 X Agas — A663)) x 0,574.
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Em que: A = absorbancia (nm); V = volume final do
extrato (acetona a 80% + clorofila), e W = massa
fresca das amostras (g). Foi determinado, também, o
crescimento radicular, mediante a densidade (mm de
raiz cm™ de solugéo nutritiva), utilizando-se do sistema
de andlise de imagens da Delta-T Devices LTD (Harris
& Campbell, 1989). Concomitantemente, o material
vegetal foi coletado, acondicionado em sacos de papel
e levados a estufa de circulagdo de ar, a temperatura
de 65 °C, por 72 horas, para secagem e posterior
mensuracdo da massa de matéria seca obtida,
utilizando-se de balanca analitica com precisdo de
+0,001 g. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, e as médias de espécies,
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade de erro. A andlise da regresséo
polinomial foi utilizada para o desdobramento dos
graus de liberdade das concentragcbes de NaCl
(Banzatto & Kronka, 2006).

Resultados e discussao

Com base nos resultados obtidos para o0s
fatores isolados, constatou-se gque houve diferencas
significativas (p<0,01) entre as espécies, em todas as

varidveis avaliadas nesta pesquisa. Verificou-se,
também, que os niveis de NaCl promoveram dife-
rencas expressivas (p<0,01) nos niveis de clorofila ‘a’,
relagcéo clorofila a/b e massa seca radicular das
espécies. Analisando-se os efeitos conjuntos dos
fatores espécie e niveis de salinidade, verificou-se que
houve interacdo significativa (p<0,01) entre os
mesmos para os teores de clorofilas ‘a’, ‘b’, total e
relacéo clorofila a/b (Tabela 1).

Comparando-se as espécies estudadas,
independentemente dos niveis de NaCl, é possivel
verificar que o Labe-labe cv. Rongai acumulou
maiores teores de clorofilas ‘a’ (0,6 mgg™),
‘b’ (05mgg?), total (1,0mgg") e relacdo a/b
(1,8 mg g™), de modo que estes valores foram 22; 28;
25 e 22%, respectivamente, superiores aos teores
verificados na leguminosa forrageira Guandu cv.
Caqui para as mesmas variaveis. Resultados
semelhantes foram evidenciados para as variaveis
massa seca e densidade radicular, sendo os valores
observados (0,05 g) e (26,6 mm cm™) no Labe-labe
cv. Rongai 60 e 66% superiores aos evidenciados no
Guandu cv. Caqui (0,02 g) e (9,10 mm cm®) para as
respectivas variaveis (Tabela 1).

Tabela 1 - Resumo das analises de variancia e testes de Tukey dos teores de clorofilas a, b, total e razéo
clorofila a/b, massa seca e densidade radicular de plantas de guandu cv. Caqui e labe-labe cv.Rongai,
submetidas a niveis crescentes de NaCl. Summary of analysis of variance and Tukey tests the levels of
chlorophyll a, b, and total, chlorophyll a/b ratio, root dry mass and root density of pigeonpea plants cv. Caqui

and labe-labe cv.Rongai subjected to increasing levels of NaCl.

Quadrados Médios

Fontes de variacdo G.L. Chl a Chl b Chl (a+b) Chl a/b MSR DRA
(mg g™ (mg g™ (mg g™ (mgg™) (gplanta®)  (mmcm®)
Espécie (E) 1 0,2198" 0,2655** 0,8011* 1,8530** 0,0062** 3673,6841*
Salinidade (S) 5 0,0763"  ®0,0304ns  ¥0,1323ns 0,6351* 0,0003** 41,9878ns
Interacso E x S 5 0,1207" 0,1207* 0,3964** 1,0637** 0,0001ns 14,9878ns
Residuo 36 0,0203 0,0148 0,0547 0,1730 0,0001 17,3643
C.V. (%) 25,9016 26,4898 26,2260 25,9833 22,8113 23,3399
Espécie ©“Médias e teste de Tukey
Guandu cv. Caqui 0,4820 b 0,3847 b 0,7623 b 1,4045 b 0,0255 b 9,1053 b
Labe-labe cv. Rongai 0,6174a 0,5334a 1,0207a 1,7975a 0,0482a 26,6055a
D.M.S. 0,0834 0,0712 0,1370 0,2437 0,0049 2,4412

ns: ndo significativo (p>0,05?; *
C.V.: coeficiente de variacgo; *

significativo (p<0,05);
Valor de F>2,0 em Clorofila b com F=2,0530 e em Clorofila total (a + b) com F=2,4210

**:significativo (p<0,01); G.L.: graus de liberdade;

considera-se significativo, devido ao fator de predominancia. @ Médias na coluna, seguidas de mesma letra, ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p>0,05); D.M.S.: diferenca minima significativa.

As diferencas verificadas entre as forragei-
ras estudadas sdo decorrentes de caracteristicas
genéticas particulares de cada espécie. Esta infor-
macao é ratificada por Barro et al. (2008) e Kirchner
et al. (2010) que, em estudos com forrageiras de
inverno, também verificaram diferencas entre espé-
cies para varidveis bioguimicas. Em relevante
contribuicdo acerca do crescimento de plantas for-
rageiras, Barbero et al. (2013) reportam que dife-
rencas constatadas entre espécies sao atribuidas a
fatores genéticos intrinsecos.

Os teores de clorofila a e b (Figura 1A) ajus-
taram-se & tendéncia linear, evidenciando reducéo
com o incremento dos niveis de NaCl nas plantas de
Guandu cultivar Caqui, sendo o0 mesmo padrdo de
resposta verificado para as variaveis clorofila total e
razdo da clorofila a/b (Figura 1B). Decréscimos nos
teores de pigmentos cloroplastidiais foram observa-
dos em vérias culturas expostas ao estresse salino,
como mamona (Pinheiro et al., 2008), meldo (Aragédo
et al., 2009) e pinh&o-manso (Silva et al., 2010).
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Figura 1 - Teores de clorofilas a e b (A), total e a/lb (B) em plantas de guandu cv. Caqui sob niveis
crescentes de NaCl. Content of chlorophyll a and b (A), full and a/b (B) in plants of pigeonpea cv. Caqui

subjected to increasing levels of NaCl.

Reducdo nos teores de pigmentos cloro-
plastidiais pode resultar tanto da degradacdo como do
decréscimo da sintese de clorofilas e o possivel
envolvimento da enzima clorofilase na degradacédo de
clorofilas em folhas sob processo de senescéncia,
induzido por sais em plantas, uma vez que foram
observados incrementos na atividade desta enzima
em tecidos foliares de girassol submetido a salinidade
(Santos, 2004). Acrescente-se que, em condicbes
salinas supradtimas, a planta produz espécies reativas
de oxigénio (ROS), o que de fato pode ser verificado
pelas mudancas na atividade das enzimas
antioxidantes: catalase (CAT), ascOrbico peroxidase
(APx), glutationa redutase (GR) e superdxido
dismutase (SOD), envolvidas na detoxificacdo de
ROS, frequentemente observadas em plantas sob
estresse salino (Nunkaewa et al., 2014). Entretanto,
reduc@o nos teores de pigmentos fotossintéticos, em
plantas cultivadas sob salinidade, pode ser uma
estratégia de protecdo e/ou aclimatacdo em que a
reducé@o no gasto de energia, esqueletos de carbono e
nutrientes necessarios a sintese de clorofila pode
favorecer outros processos fisiolégicos associados a
atenuacdo do estresse salino (Chaves et al., 2008).

O incremento nos niveis de NaCl até ao limite
de 51,8 mM promoveu aumento de 15% na massa
seca radicular da forrageira leguminosa labe-labe cv.
Rongai, comparando-se com plantas conduzidas na
auséncia de salinidade. Porém, valores superiores
promoveram reducdo expressiva de 28,% na fitomassa
radicular até o nivel de 120 mM de NaCl (Figura 2A).
Embora nédo tenha sido constatado efeito significativo
do fator salinidade para a variavel densidade radicular,
desdobrando-se os graus de liberdade por meio de
regressdo  polinomial, verificou-se ajuste linear
decrescente das médias em fungcdo do aumento dos
niveis de NaCl, sendo registrado decréscimo de 27% no
nivel méximo de 120 mM, quando comparado com as
plantas-controle (Figura 2B).

Os principais ions salinos, Na* e CI, podem
afetar o sistema radicular diminuindo a absorcéo de
nutrientes por meio da interagcdo competitiva ou

afetando a seletividade da membrana. Por exemPIo,
um elevado nivel de Na' induz deficiencia de Ca”" e
K'. A salinidade, também, induz o estresse osmatico,
dificultando a absorcéo de agua pelas raizes. De fato,
estes danos provocados pelos ions salinos nos tecidos
das plantas podem ser explicados pelo desequilibrio
nas proporcgdes Na'/K' e Na'/Ca’, devido ao
acumulo de jons (Na" e ClI) presentes em solos
salinizados e em agua de irrigacdo com elevada
salinidade (Rodrigues et al., 2014).

A reducado do potencial hidrico, induzida pelo
sal, bem como, os efeitos citotoxicos dos ions Na* e
Cl' séo responséveis pela reducdo na fitomassa e na
densidade radicular das plantulas (Gordin et al., 2012;
Maia etal.,, 2012). Esta informacdo é ratificada por
Monteiro et al. (2014) ao relatarem que em situacoes
de toxidez por Na* e CI', a degradacéo de compostos
celulares e a sintese de metabdlitos indesejaveis
podem promover reducéo drastica do crescimento.
Estes pesquisadores verificaram expressiva reducdo
na massa da matéria seca de raizes das cultivares de
guandu ‘BRS Mandarim’ e ‘Caqui’ sob niveis
crescentes de NaCl.

E importante salientar que varios mecanismos
de protecdo s&o ativados nas plantas em resposta a
condicdbes adversas de crescimento. O ajuste
osmotico constitui-se em um dos mecanismos
fisiologicos mais eficazes para a manutencdo da
turgescéncia celular, sob condi¢bes de salinidade no
solo (Marijuan & Bosch, 2013), de modo que o
aumento verificado na fitomassa radicular até o limite
de 51,8 mM pode indicar estratégia de defesa natural
da planta contra o estresse salino, notadamente pelo
alongamento da raiz em busca de ambiente isento de
salinidade elevada. Por outro lado, Pinheiro et al.
(2013) reportam que niveis elevados de salinidade
diminuem o gradiente de potencial entre a solucéo de
cultivo e a raiz, reduzindo a permeabilidade radicular,
propiciando aumento no acumulo de sais no tecido
vegetal, inibindo os processos metabdlicos e
fisioldgicos, o que explica a reducdo no crescimento
radicular das plantas sob concentragdes salinas
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superiores a 51,8 mM. De fato, esta informacéo é
ratificada por Ferraz et al. (2011), que ao estudarem
plantulas de algodoeiro sob salinidade, verificaram
aumento no acumulo de fitomassa até o nivel de
condutividade elétrica de 2,8 dS m™, com ajuste
quadratico, ocorrendo reducdo expressiva a partir
deste ponto. Estes pesquisadores reportam que o

0,045 5

A

0,042 o
0,039
0,036

0,033 H

0,030 4

y =0,03361 + 2 79214E-4x - 2 66964E-6x"
R™ = 0,6841

Massa seca de raizes (g)

0,027 A

0,024 o

Densidade de Raizes

(mm cm

80
NaCl (mM)

100 120

aumento parcial na fitomassa radicular deve-se ao fato
de os ions Na® e CI' desempenharem importantes
fungdes metabdlicas na planta, além de a cultura ser
considerada tolerante & salinidade, fato também
mencionado por Oliveira et al. (2012).

M B

= 20.08388 -0.04166x

= 00,6225

de solugdo nutritiva

3
(=23
1

NaCl(mM)

Figura 2 - Massa seca (A) e densidade radicular (B) em plantas de labe-labe cv. Rongai sob niveis
crescentes de NaCl. Dry mass (A) and root density (B) of labe-labe cv. Rongai plants subjected increasing

levels of NaCl.

Conclusbées

O crescimento radicular e o teor de pigmentos
clorofilianos de leguminosas forrageiras séo alterados
guando estas sdo cultivadas na presenca de niveis
crescentes de salinidade em solucéo nutritiva.
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