%%?EJ'

#iw UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RI0 GRANDE DO NORTE — UERN

W% FACULDADE DE CIENCIAS EXATAS E NATURAIS — FANAT

UERN PROGRAMADE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS NATURAIS — PPGCN
MESTRADO EM CIENCIAS NATURAIS — MCN

L]

Lo
e

=

PPGCN

EFEITO DO ESTRESSE SALINO EM Hyptis suaveolens (LAMIACEAE)
ASSOCIADA A FUNGOS MICORRIZICOS

MARILIA CRISTINA GOMES DE SOUZA

MOSSORO-RN
2018



MARILIA CRISTINA GOMES DE SOUZA

EFEITO DO ESTRESSE SALINO EM Hyptis suaveolens (LAMIACEAE)
ASSOCIADA A FUNGOS MICORRIZICOS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncias Naturais, da
Faculdade de Ciéncias Exatas e Naturais da
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte
como requisito parcial para obtencdo do Titulo de
Mestre em Ciéncias Naturais. Area de
concentracdo: Recursos Naturais.

Orientadora: Prof." Dr?. Cynthia Cavalcanti de
Albuquerque.
Co-orientador: Prof.2 Dr2. Marciana Bizerra de

Morais

MOSSORO - RN
2018



© Todos os direitos estdo reservados a Universidade do Estado do Rio Grande do Norte. O conteido desta obra é de
inteira responsabilidade do(a) autor(a), sendo o mesmo, passivel de san¢des administrativas ou penais, caso sejam
infringidas as leis que regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996 e Direitos
Autorais: Lei n°® 9.610/1998. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e seu(a)
respectivo(a) autor(a) sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliograficos.

Catalogacao da Publicacao na Fonte.
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte.

S729e SOUZA, MARILIA CRISTINA GOMES DE
EFEITO DO ESTRESSE SALINO EM Hyptis
suaveolens (LAMIACEAE) ASSOCIADA A FUNGOS
MICORRIZICOS. / MARILIA CRISTINA GOMES DE
SOUZA. - MOSSORO, 2018.

60p.

Orientador(a): Profa. Dra. Cynthia Cavalcanti de
Albuquerque.

Coorientador(a): Profa. Dra. Marciana Bizerra de
Morais.

Dissertagdo (Mestrado em Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Naturais). Universidade do
Estado do Rio Grande do Norte.

1. Estresse abiodtico. 2. Niveis salinos. 3. Colonizacao
micorrizica. 4. Atividade antioxidante. |. Albuquerque,
Cynthia Cavalcanti de. Il. Universidade do Estado do Rio
Grande do Norte. IlI. Titulo.

O servico de Geracdo Automatica de Ficha Catalogréfica para Trabalhos de Conclusdo de Curso (TCC’s) foi desenvolvido
pela Diretoria de Informatizacdo (DINF), sob orientagdo dos bibliotecarios do SIB-UERN, para ser adaptado as
necessidades da comunidade académica UERN.



MARILIA CRISTINA GOMES DE SOUZA

EFEITO DO ESTRESSE SALINO EM Hyptis suaveolens (LAMIACEAE)
ASSOCIADA A FUNGOS MICORRIZICOS

BANCA EXAMINADORA
Aprovadaem:_ / |/

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Prof?. Dr?. Cynthia Cavalcanti de Albuquerque
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte

Prof. ° Dr. Mayron Alves de Vasconcelos
Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Miguel Ferreira Neto
Universidade Federal Rural do Semi-Arido



A Deus, que me deu o dom da vida e forcas para alcangar os meus objetivos. Sem Ele nada seria
possivel.

OFERE(CO

DEDICO

A minha familia pelo apoio e compreensdo na realizagdo de mais um projeto de vida.



AGRADECIMENTOS

Minha eterna gratiddo, primeiramente a Deus, que durante a minha caminhada sempre me deu
forcas, coragem e sabedoria para alcangar os meus objetivos. Sou consciente que ainda hd muitas

vitorias por vir e ainda terei muitos obstdculos. Porém sempre terei a sua mdo guia e sua protegdo.

Ao meu cunhado, Costa Junior, pela orientagdo nos meus estudos, pela confianga a mim depositada e
ensinamentos. Como também a minha irmd Conceicdo por estd sempre me apoiando em minhas
decisoes e fornecendo as condigdes necessirias para que tudo acorra de forma satisfatéria. Aos meus

sobrinhos Adriano, Alexandre e Costa Neto.

A minha orientadora, professora Dr. Cynthia Cavalcanti de Albuquerque pelo apoio e confianga. Um
exemplo de profissional. Sou muita grata por ela ter me aceitado como orientanda.
A minha co-orientadora, Marciana Bizerra de Morais pela disponibilidade em me ajudar quando

precisel. Sempre muito paciente comigo.

Aos meus amigos do Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Plantas (LFBP) pela imensa ajuda na
realizagdo de todas as etapas deste trabalho, em especial Clara, a minha “maceradora” oficial cujo
pagamento de tais servigos foi oferecido em forma de coxinhas (rsrs) Marcos, pela grande ajuda.
Esteve comigo em todos os momentos. Sempre disposto a me socorrer, e olha que eu perturbei. Te
desejo todo o sucesso do mundo; a Auciélia Patricia, uma pessoa com um enorme coragdo. Tenho uma
grande admiragdo; ao meu companheiro de experimento Marcelo Andrade, pessoa humana, fraterna e
amorosa. Dei muitas risadas com o seu jeito. Torco muito por seu Sucesso. E merecedor; a Isabells,
menina dengosa (rsrsr) a Aline, uma capacidade em pessoa; a Lais, a Débora e a Virton que me

ajudaram na fase de montagem dos experimentos.

Fabio Mesquita, técnico do Laboratorio da Uern. Sempre que precisei de algo, estava disposto a me

ajudar.



Aos docentes do programa, pelo aprendizado e por partilharem seus conhecimentos e suas experiéncias
de vida académica.

Ao Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Naturais pela oportunidade para a realizagdo de mais
uma etapa de minha vida académica.



RESUMO

Durante seu ciclo de vida, as plantas nem sempre encontram condi¢fes favoraveis ao seu crescimento
e desenvolvimento. Sob condic¢Bes naturais, estas sdo expostas a uma combinacdo variada de fatores
abioticos e bioticos, os quais interagem fortemente, resultando em uma combinacdo maultipla de fatores
adversos que afetam o crescimento, a fisiologia, 0 metabolismo e a produtividade. Dentre 0s estresses
abidticos, o salino é considerado um dos mais importantes, em virtude de seu efeito osmatico e idnico.
Sendo assim, a sobrevivéncia das plantas em ambientes salinos dependera da acdo de mecanismos
adaptativos, que envolvem absorc¢do, transporte e distribuicdo de ions nos varios 6rgaos vegetativos.
Tendo em vista este contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar respostas fisioldgicas
desencadeadas em plantas de Hyptis suaveolens associada a fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
submetidas a diferentes niveis de salinidades. Para tanto, cerca de 1080 sementes de H. suaveolens
foram germinadas diretamente em vasos de polietileno com capacidade para 8 L contendo como
substrato areia lavada, solo natural e composto orgéanico na proporgédo de 2:1:1, associado ou ndo com
FMAs. Foram utilizadas duas espécies de fungos arbusculares: Claroideoglomus etunicatum (syn.
Glomus etunicatum) e Gigaspora albida. Apos 20 dias da semeadura, realizou-se o desbaste, ficando
uma planta por vaso e iniciado os tratamentos com diferentes concentrac@es de salinidade (0,0; 35; 70
e 105 mM). O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema fatorial 4x3
perfazendo 12 tratamentos com trés repeticdes cada. Ao final de 15 dias foram realizadas analises
fisioldgicas das plantas submetidas aos tratamentos salinos. As variaveis avaliadas foram: biomassa
seca da parte aérea, da raiz, relacdo raiz/parte area; teor relativo de agua (TRA); danos a membrana;
determinacdo dos niveis de prolina nas folhas; peroxidacdo lipidica (MDA); teores agUcares redutores
(AR); clorofila, teste de colonizagdo dos fungos e avaliacdo da atividade antioxidante. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Verificou-se que as concentracdes de sais afetaram todas as variaveis analisadas. O
estresse salino reduziu o conteldo de matéria seca da parte aérea, raiz e relacdo raiz/parte aérea.
Embora as plantas tenham sido afetadas de forma negativa pelo sal, verificou-se que a associagdo
destas com fungos micorrizicos proporcionaram um ganho de matéria em comparacao com as plantas
ndo associadas. Os niveis de TRA foram reduzidos com os niveis crescentes de salinidade com ou sem
FMAs. A producdo de clorofila foi reduzida com a salinidade. Mesmo em associagdo com os fungos,
os niveis foram decrescentes. A salinidade promoveu aumento nos teores de acUcares redutores e
prolina. Os niveis de amido reduziram sob condigdes salinas nos tratamentos com e sem FMAs. Os
niveis de MDA e danos & membrana foram crescentes na presenca dos fungos. Na avaliacdo da

atividade antioxidante (%AA) de todos os tratamentos apresentaram atividade sequestradora do radical



DPPH superiores a 80%. As plantas de H. suaveolens colonizadas com as duas espécies de fungos
apresentaram estruturas caracteristicas da colonizagdo micorrizica em todos os tratamentos

independente da dose de sal.

PALAVRAS-CHAVES: Estresse abiotico, Niveis salinos, Colonizacdo micorrizica, Atividade

antioxidante.



ABSTRACT

During their life cycle, plants do not always find favorable conditions for their growth and
development. Under natural conditions, they are exposed to a varied combination of abiotic and biotic
factors, which interact strongly, resulting in a multiple combination of adverse factors affecting
growth, physiology, metabolism and productivity. Among the abiotic stresses, saline is considered one
of the most important because of its osmotic and ionic effect. Thus, the survival of plants in saline
environments will depend on the action of adaptive mechanisms, which involve absorption, transport
and distribution of ions in the various vegetative organs. In this context, the present work aims to
evaluate the physiological and biochemical responses of Hyptis suaveolens (LAMIACEAE) plants
associated with arbuscular mycorrhizal fungi (FMASs) submitted to different levels of salinity. To that
end, about 1080 seeds of H. suaveolens were placed to germinate directly in polyethylene pots with
capacity for 8L containing as substrate washed sand, natural soil and organic compound in the
proportion of 2: 1. 1, associated or not with FMAs. Two species of arbuscular fungi were used:
Claroideoglomus etunicatum (syn. Glomus etunicatum) and Gigaspora albida. After 20 days of
sowing, thinning was performed, leaving one plant per pot and starting treatments with different
concentrations of salinity (0.0, 35, 70 and 105 mM). The experimental design was a randomized
complete block design in a 4x3 factorial scheme, comprising 12 treatments with three replicates each.
At the end of 15 days, physiological analyzes of the plants submitted to saline treatments were carried
out. The evaluated variables were: dry biomass of the aerial part, of the root, relation raiz / part area;
relative water content (ORT); membrane damage; determination of proline levels in leaves; lipid
peroxidation (MDA); reducing sugars (RA); chlorophyll, fungal colonization tests and evaluation of
antioxidant activity. The data were submitted to analysis of variance and the means were compared by
the Tukey test at 5% probability. It was found that the salt concentrations affected all variables
analyzed. Salt stress reduced the dry matter content of shoot, root and root / shoot ratio. Although the
plants were negatively affected by salt, it was found that the association of these with mycorrhizal
fungi provided a gain of matter compared to the non-associated plants. TRA levels were reduced with
increasing salinity levels with or without FMAs. Chlorophyll production was reduced with salinity.
Even in association with fungi, levels were decreasing. The salinity promoted increase in the contents
of reducing sugars and proline. Starch levels reduced under saline conditions in treatments with and
without FMAs. The levels of MDA and membrane damage were increasing in the presence of fungi. In
the evaluation of the antioxidant activity (% AA) of all the treatments presented sequestering activity

of the DPPH radical higher than 80%. The H. suaveolens plants colonized with the two species of



fungi presented structures characteristic of the mycorrhizal colonization in all treatments independent

of the dose of salt.

KEY WORDS: Abiotic stress, Saline levels, FMAs, Mycorrhizal colonization, Antioxidant activity.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL E REVISAO BIBLIOGRAFICA



1- INTRODUCAO GERAL

O excesso de sais presentes nos solos, com consequente prejuizo as culturas, pode ocorrer
naturalmente em virtude da sua constituicdo geologica, ou provocado pela acdo do homem. Estima-se
que ha mais de 800 milhdes de hectares de solo em todo mundo atingidos pela salinidade, cuja causa
pode estar relacionada a uma série de fatores, tais como intemperismo fisico e quimico de rochas,
baixo indice pluviométrico, bem como as intensas atividades humanas (RENGASAMY, 2010). A
salinidade torna-se ainda mais agravante, em regides aridas e semiaridas em virtude das técnicas de
irrigacdo (HASANUZZAMAN et al., 2014).

O estresse salino é considerado um dos maiores problemas abioticos que causam diminuigdo na
producdo e rendimento da maioria das culturas vegetais por serem sensiveis a altas concentracdes de
sais no solo (PLAZEK et al, 2013; MUNNS; GILLIHAM, 2015). Segundo Zia et al (2011), a
produtividade é reduzida em todos os estagios de desenvolvimento devido aos efeitos prejudiciais que
0s sais provocam nos processos fisioldgicos das plantas. No entanto, a sobrevivéncia destas em
ambientes salinos dependerd de mecanismos adaptativos, que envolvem absorcdo, transporte e
distribuicdo de ions nos varios 6rgaos da planta (FARIAS et al., 2009).

Na tentativa de amenizar os efeitos prejudiciais causados pelo sal, as plantas respondem através
da producdo de compostos que atuam em diversas funcdes dentre elas o ajuste osmético, uma vez que
altas concentracdes de sal tendem a reduzir o potencial da 4gua na planta, induzindo a diminuicdo da
absorcdo e, consequentemente, deficiéncia de agua. Estes compostos sdo conhecidos como osmdlitos
compativeis, ou osmoprotetores, e entre eles estd o aminoacido prolina (SZABADOS et al., 2011).
Outra acdo desencadeada pelo estresse salino por NaCl relaciona-se a toxicidade do ion Na'. Este
elemento é téxico as plantas, pois ele ird competir fortemente com outros cations, em especial o
potassio (DEINLEIN et al., 2014), provocando em consequéncia, desequilibrio nutricional
desencadead pelo excesso de sais (GANDONOU et al., 2011).

Tendo em vista os efeitos do excesso de sais no desenvolvimento de espécies vegetais, 0 uso de
fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) tem sido retratado na literatura como uma alternativa
mitigadora para essa problematica (YANO-MELO et al., 2003). Os FMAs tem como principal forma
de acdo proporcionar melhoria no status hidrico e nutricional as plantas, podendo contribuir para uma
maior tolerncia das mesmas as condicOes de estresse abidtico, em especial o salino (TANG et al.,
2009; ASRAR E ELHINDI, 2011), resultando em crescimento mais rapido e com economia de
insumos.

Dentre as espécies vegetais com importancia bioldgica, Hyptis suaveolens destaca-se por

apresentar propriedades medicinais em virtude de ser uma excelente produtora de 6leo essencial. No



entanto, o estresse salino pode afetar 0 seu desenvolvimento e alterar as caracteristicas, o rendimento e
a producdo de seus compostos (MARTINS, 2006).

A espécie H. suaveolens tem mostrado um alto grau de variabilidade em relacdo a constituicéo
e quantificacdo de seu Gleo essencial. Essa variacdo ird apresentar diferencas de acordo com as partes
da planta, a origem geogréfica, condi¢des nutricionais, hidricas, salinas entre outros fatores ambientais
(MOREIRA et al., 2010).

Neste sentido, avaliacdo de estresses abiodticos e seus impactos ecoldgicos em plantas, em
especial o estresse salino tem sido uma area de grande interesse nos Ultimos anos, tendo em vista a
elaboracdo de novas estratégias para fitorremediacéo, e tolerancia das plantas aos mesmos. Contudo, o
presente trabalho de pesquisa objetiva avaliar respostas fisiologicas desencadeadas em plantas de
Hyptis suaveolens associada a fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) submetidas a diferentes niveis

de salinidade.



2-OBJETIVOS

2.1- Geral

e Auvaliar respostas fisioldgicas desencadeadas em plantas de Hyptis suaveolens associada a
fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) submetidas a diferentes niveis de salinidades;

2.2- Especificos

e Quantificar a producdo de biomassa seca da parte aérea, raiz e relacéo raiz/parte aérea. Além
do teor relativo de agua (TRA) em plantas em associacdo com as duas espécies de fungos
submetidas a diferentes concentracfes salinas;

e Quantificar os niveis de prolina, aglcares redutores e clorofila totais em plantas de H.
suaveolens submetidas a estresse salinas associadas a FMAS;

e Avaliar os danos as membranas de H. suaveolens submetidas a estresse salino ao final de 15
dias em cultivadas em substratos contendo FMAs;

e Investigar os efeitos da colonizagdo micorrizica nas plantas submetidas ao estresse salino;

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso (%AA) nas plantas em associa¢gdo com 0s

fungos micorrizicos submetidas a diferentes niveis de NaCl.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Estresse abidtico: salinidade

Durante seu ciclo de vida, as plantas nem sempre encontram condi¢fes favordveis ao seu
crescimento e desenvolvimento. Sob condigdes naturais, estas sdo expostas a uma combinacédo variada
de fatores abidticos e bidticos, os quais interagem fortemente, resultando em uma combinagdo mdltipla
de fatores adversos que afetam o crescimento, a fisiologia, 0 metabolismo e a produtividade (SILVA,
2008, TAIZ; ZEIGER, 2013).

Estresse abiotico é todo e qualquer fator que se configura externo a planta, tendo como
consequéncia a alteracdo em seu crescimento e desenvolvimento a niveis considerados abaixo do
normal, conduzindo-a a perturbacfes em varios patamares funcionais (CRAMER et al., 2011). Dentre
0s estresses abidticos, o salino é considerado um dos mais importantes, em virtude de seu efeito
osmotico e ibnico (CRUZ, 2015).

A salinidade dos solos ocorre em virtude da acumulacdo de determinadas espécies ibnicas,
principalmente Na* e CI. A predominancia dessas espécies idnicas no meio de crescimento, além de
causar toxidez, quando acumuladas nos tecidos vegetais, acarreta mudanca na capacidade da planta
para absorver, transportar e utilizar os ions necessarios ao seu crescimento (BOSCO et al., 2009).

Altas concentracdes de sais sdo provenientes, na maioria das vezes, da dgua de irrigacdo que
contém quantidades de cloreto de sédio (NaCl), de agua do mar (MANSOUR, 2014) ou solucGes
salinas. Tal fato acaba por limitar a producéo agricola em regides aridas e semiaridas, onde o contetdo
de sal do solo é considerado naturalmente alto e a precipitacdo ndo é suficiente para lixivia-lo (ZHAO
et al., 2007). Alguns autores consideram a salinidade do solo quando a condutividade elétrica € maior
ou igual que 4 dS m™. No entanto, muitas espécies vegetais si0 menos resistentes sendo, portanto,
afetadas por uma condutividade elétrica inferior a 4 dS m™* (MUNNS; TESTER, 2008).

Em contanto com o sal, a planta perde a habilidade de absorver agua, acarretando em reducao
de seu crescimento, uma vez que as taxas de elongacéo e de divisao celular dependem diretamente do
processo de extensibilidade da parede celular (ASHRAF; HARRIS, 2004). Portanto, a resposta
imediata das plantas ao estresse salino é atrelada a uma forte diminuicdo na expanséo foliar (PARIDA;
DAS, 2005). Com a inibicdo da expansdo foliar consequentemente ocorrera uma reducdo da area
destinada ao processo fotossintético, de forma que a planta ndo sera capaz de suprir a necessidade de
carboidratos das folhas jovens (TESTER; DAVENPORT, 2003). Tal processo é gerado pelo efeito
osmotico, que ocasiona a deficiéncia no contetido de agua promovida pela salinidade (CRUZ, 2015).

Como descrito anteriormente, 0s processos de crescimento sdo particularmente sensiveis ao

efeito dos sais, de forma que avaliacdo do crescimento do sistema radicular € uma importante



ferramenta em plantas que sdo submetidas a grandes quantidades de sais, uma vez que as raizes estdo
em contato direto com o solo e sdo responsaveis pela absor¢do de agua. Outras avaliagdes, tais como
taxa de crescimento e biomassa seca, também podem servir como parametros para avaliar o efeito do
estresse salino nas plantas (LARCHER, 2004; JAMIL et al., 2007).

A medida que os ions salinos passam a acumularem-se no citosol das células das plantas, estes
promovem problemas de toxicidade idnica, deficiéncias nutricionais ou ambos. Alguns trabalhos na
literatura demonstram que a salinidade acarreta um aumento nos teores de sodio e cloreto, tanto em
espécies glicofitas como em haldfitas (BLANCO et al., 2008). A injuria provocada pelo acumulo
excessivo de fons toxicos, Na* e Cl -, se manifesta como clorose nas margens das folhas como também
causa o surgimento de zonas necréticas, tal fato contribui para aceleragdo dos processos de senescéncia
e abscisdo foliar (MUNNS, 2002). Comumente observa-se que em plantas que crescem em solos
salinos, as células podem apresentar distrbios na homeostase i6nica ndo sé devido ao aumento da
concentracdo de Na* como também pela diminuicdo da concentracdo de K* no citosol, causando o
consequente decréscimo da relagdo K*/Na* (ZHU, 2003).

A razdo existente entre K: Na é vital para ativar reacGes bioquimicas catalisadas por enzimas
no citosol e manter o continuo crescimento das plantas (WAKEEL, 2013). Entretanto, esta razdo pode
ser desfeita pela presenca excessiva de Na* no solo o qual dificulta a absor¢do de K* e desencadeia a
deficiéncia deste, além de desordens fisioldgicas e metabdlicas. Este problema acontece pelo fato do
ion toxico Na* passa a competir com o K™ por meio de um mecanismo que envolve transportadores de
membranas de baixa afinidade, com o agravante do K* estar comumente em baixa concentracdo em
solos salinizados, o que implica maior absorcdo do Na (SALISBURY; ROSS, 2012).

3.2- Estresse oxidativo, Espécies reativas de oxigénio (Eros) e Ajustamento osmético

O estresse salino tem como outra caracteristica, desencadear estresse oxidativo através do
aumento das espécies reativas de oxigénio (EROS), como o radical superoxido (O2), peroxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH) (PANDA, 2009). As EROs sdo prejudicais, pois,
contribuem para o aparecimento de lesdes nas plantas (MOURATO; REIS; MARTINS, 2012) e
promovem continuamente uma intensa oxidacdo das biomoléculas como: proteinas, promovendo sua
desnaturacdo; lipideos, através da peroxidacdo, ao qual contribui para a perda da integridade da
membrana celular como também provoca danos as moléculas de DNA (JUNIOR, 2007).

Para minimizar os danos oxidativos mediados por EROs, as plantas desenvolveram um

complexo sistema de defesa, incluindo a homeostasia i6nica, osmotica, enzimas antioxidantes e



metabolitos secundarios. A homeostase idnica desempenha um papel importante na fisiologia de todas
as células vivas, e a regulacdo dos fluxos de ions € importante para assegurar que a concentracao de
ions essenciais seja maior em relagdo a concentracdo de ions tdxicos, uma vez que uma situacdo
inversa poderia criar um desequilibrio i6nico (HAJIBOLAND, 2012; NIEVES-CORDONES et al.,
2012).

Sob estresse salino, algumas plantas também desenvolvem estratégias bioquimicas de
acumulo ou exclusdo seletiva de ions, controle da entrada de ions pelas raizes e transporte para folhas,
compartimentalizacdo de ions em nivel vacuolar e estrutural (folhas), sintese de osmdlitos, alteracdes
nas vias fotossintéticas, modificacGes na estrutura de membrana, inducdo de enzimas antioxidantes e
horménios (ESTEVES; SUZIKI, 2008). Esses mecanismos aliviam os efeitos negativos das
concentracdes elevadas de ions sobre as enzimas, proteinas estabilizadoras, complexos proteicos,
membranas celulares, dentre outros (AHMED, 2010).

O ajustamento osmético ou também denominado de osmorregulacdo caracteriza-se como um
dos mecanismos de adaptacdo a seca e ao estresse oxidativo a nivel celular. Trata-se da producéo e/ou
acumulo de solutos osmoticamente ativos, 0s quais podem acumular-se em niveis relativamente altos,
sem interferir no metabolismo celular, com intuito de proteger as células contra a desidratagdo em
virtude de serem hidrofilicos. Por permitirem a conservacdo da integridade celular ocorre a
continuidade das atividades vitais, 0 que contribui para o crescimento e desenvolvimento do vegetal
(VOLLET, 2006).

A capacidade das plantas acumularem solutos compativeis € uma resposta comum em
organismos sob condic¢des adversas, e vem sendo investigada, nos ultimos anos, em diversas espécies
vegetais (CHINNUSAMY; ZHU, 2004). Estes solutos compativeis caracterizam-se como moléculas
ou ions atoxicos que ndo interferem no metabolismo e se acumulam predominantemente no
citoplasma, onde tém funcdo de manter a turgescéncia celular, além de estabilizar proteinas e
estruturas celulares nas condi¢cdes subotimas dos fatores ambientais (BRAY et al., 2001). Sob
influéncias dos estresses ambientais, a sintese de proteinas pode ser inibida e a sua degradacdao pode
ser acelerada, o que pode levar a um acumulo de aminoécidos e aminas livres. Tal processo denomina-
se como uma caracteristica marcante de um distirbio no metabolismo das proteinas (LARCHER,
2004).

Os solutos comumente acumulados sdo: aminoacidos (prolina), carboidratos (pinitol, frutose,
sacarose e glicose) e compostos quartenarios de aménia (glicina betaina). As enzimas envolvidas na
sintese desses solutos compativeis permitem um ajustamento osmético ou acumulacdo liquida de
solutos, resultando um decréscimo do potencial osmotico, o qual pode manter o fluxo de dgua em

favor do gradiente de potencial hidrico, protegendo ainda a turgescéncia celular (GONCALVES,



2008). Uma hipdtese adicional é que, os solutos compativeis estdo envolvidos também na degradacéo
de espécies reativas de oxigénio (HONG et al., 2000).

Dentre os solutos acumulados destaca-se a prolina, aminoacido amplamente distribuido como
um osmoélito compativel, cuja sintese, transporte, acumulacao e degradacdo podem ser atribuidas como
respostas adaptativas das plantas ao estresse hidrico (ASHARAF; HARRIS, 2004). O referido
aminoacido que também ocorre em muitos outros organismos, além do papel de ajuste osmotico,
possui outros papéis propostos para tecidos de planta osmoticamente estressados, tais como protecao
da integridade da membrana plasmatica, dissipador ou redutor de energia, fonte de carbono e
eliminador de radicais hidroxil (HONG et al., 2000).

3.3-Importancia dos fungos mocorrizicos arbusculares (FMAS)

Fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) tem sido caracterizados na literatura como fungos de
solo, biotréficos obrigatérios e formadores da simbiose mutualista considerada de ocorréncia mais
comum na natureza, sendo assim denominada de micorriza arbuscular (MA). Esse tipo de associa¢ao
ocorre nas raizes da maioria das plantas terrestres (cerca de 80%), promovendo melhorias no
crescimento, desenvolvimento e aumento na tolerancia e, ou, resisténcia das plantas a varios agentes
ambientais adversos (FOLLI-PEREIRA et al., 2012).

Ha fortes evidéncias de que os FMAs foram os grandes responsaveis pela conquista do
ambiente terrestre pelas plantas (REDECKER et al., 2000). Mediante estudos bioquimicos e
moleculares, estes fungos do solo foram incluidos no Filo Glomeromycota (SCHUSSLER et al., 2001)
e tem como caracteristica principal da associacdo, a formacéo de estruturas denominadas arbusculos,
que se estabelecem nas células do cértex radicular, constituindo o sitio de troca de nutrientes entre os
simbiontes (SANTANA, 2012).

Os fungos pertencentes ao filo Glomeromycota, pertence a ordem Glomerales, a qual contém
cinco familias (Gigasporaceae, Glomeraceae, Acaulosporaceae, Paraglomaceae e Archaeosporaceae)
(STURMER; SIQUEIRA, 2006), dentro das quais estdo distribuidos sete géneros (Acaullospora,
Archaeospora, Entrophospora, Glomus, Gigaspora, Paraglomus e Scutellospora) (INVAM, 2012),
com cerca de 140 espécies distribuidas entre eles.

As plantas ao estabelecerem relagGes de simbiose micorrizicas apresentam alteragcdes em niveis
bioguimicos, fisioldgicos e moleculares relacionadas com o seu sistema de defesa o que favorece o
estabelecimento do processo de simbiose (GARCIA-GARRIDO; OCAMPO, 2002). Essas respostas,

entretanto, sdo limitadas, transientes e restritas a células especificas, porém as reacdes nas plantas tém



semelhancas, do ponto de vista fisiologico, com as mesmas reacdes que se observam durante o
processo de infeccdo causada por patdgenos (LAMBARIS et al., 2003). Sendo assim, os diferentes
mecanismos de respostas das plantas a essa simbiose podem ser atribuidas a diversidade funcional das
MAs, em funcgéo da interacdo FMA-planta-condi¢Ges ambientais (FOLLI-PEREIRA, 2012).

Os FMAs sdo considerados organismos de extrema importancia na nutricdo das plantas, pois
contribuem para aumentar a absorcéo radicular de nutrientes que apresentam baixa mobilidade no solo,
como P, Zn e Cu (MIRANDA et al., 2008) e formas indispensaveis de nitrogénio, adquiridos pelas
hifas estabelecidas no solo. Em troca, as plantas fornecem aos fungos carboidratos obtidos durante o
processo da fotossintese (SIQUEIRA et al., 2010).

Dessa forma, através do aumento da absorcdo de nutrientes minerais da planta, os fungos
micorrizicos desempenham um papel fundamental no estabelecimento e na sobrevivéncia de espécies
importantes, promovendo o crescimento das plantas e oferecendo protecdo contra a seca e patdgenos
presentes no solo (AUGE, 2001; RODRIGUEZ et al., 2009). Além disso, esses microrganismos
simbidnticos liberam estruturas denominadas de sideréforos, compostos volateis e fitormdnio, que
podem atuar direta ou indiretamente no aumento do crescimento da planta, em fungdo de uma maior
oferta de nutrientes para o seu hospedeiro (HAAS, 2014).

Que a maioria das plantas superiores é colonizada por FMAS e que esses organismos
beneficiam o crescimento vegetal ja € do conhecimento da comunidade académica (SMITH; READ,
2008). Contudo, os FMAs também sdo fundamentais no estabelecimento e adaptacdo das plantas em
locais severamente perturbados (VALLINO et al., 2006), pois as associa¢fes micorrizicas resultam no
aumento da tolerancia das plantas a estresses ambientais (TANG et al., 2009), reduzindo as perdas por
estresse (MUNIERLAMY et al., 2007).

A fase de estabelecimento e funcionamento das micorrizas arbusculares durante as condicGes
impostas pelo estresse direcionam a ativacdo de um complexo processo de reconhecimento e
desenvolvimento, o que promovem altera¢bes bioquimicas, fisiolégicas e moleculares em ambos 0s
simbiontes (MOREIRA, 2006). Além disso, a coloniza¢do micorrizica das raizes tem impacto direto
na expressao genica de diversas plantas que codificam proteinas envolvidas na tolerancia ao estresse
(PARNISKE, 2004).

Os FMAs alteram também as caracteristicas fisico-quimicas do substrato e contribuem para a
formacdo e manutencdo da estrutura do solo, agregando as particulas do mesmo por meio de hifas
extra radiculares e de seus exsudatos e residuos. Além disso, os FMAs produzem e secretam a proteina
glomalina (RILLIG, 2004), que desempenha papel fundamental na estabilidade do solo (BEDINI et al.,
2009).
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A colonizacdo das raizes por FMAs envolve uma série de eventos morfofisiologicos e
bioguimicos que sdo regulados pela interacdo de plantas e fungos, bem como por fatores ambientais
(COSTA; LOVATO, 2011). Os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que melhoram a tolerancia de
plantas micorrizadas ao estresse abiodtico ainda ndo estédo claros, embora a maior absorcéo de nutrientes
possa ser uma das razdes, pela melhoria do estado nutricional da planta (ASGHARI et al., 2005), o
equilibrio idnico (GIRI et al., 2007) e por protegerem a atividade de enzimas (RABIE; ALMADINI,
2005).

3.4- Caracterizacdo da espécie em estudo

A familia Lamiaceae ¢ composta por aproximadamente 200 géneros e cerca de 3200 espécies,
sendo distribuida por todo o planeta (BOTREL et al., 2010). Os representantes desta familia sdo
compostos por ervas, arbustos ou arvores com caules geralmente em forma de quadrado (FALCAO,
MENEZES, 2003).

Esta familia caracteriza-se por apresentar potencialidades econémicas em virtude da
abundancia de espécies aromaticas, medicinais e ornamentais, além de produzir 6éleo essencial
amplamente utilizado em varios setores da industria. Nas espécies de Lamiaceae, 0 6leo essencial
geralmente é armazenado em estruturas secretoras, denominadas de tricomas glandulares (BIASI;
DESCHAMPS, 2009).

O género Hyptis inclui aproximadamente 400 espécies de ervas, subarbustos, arbustos ou
arvores pequenas, ocorrentes desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina (FALCAO; MENEZES
2003).

Vaérias espécies do género Hyptis, também tem ampla utilizacdo na inddstria alimenticia, pois
sdo comercializadas como importantes condimentos na culinaria de diversas regifes, sendo apreciadas
pelo aroma e sabor que atribuem aos alimentos. Contudo, atualmente a maior importancia econdmica
advem do elevado teor de 6leos essenciais aromaticos, os quais sao sendo comercializados em diversas
regibes do mundo. Presentes em abundancia nas folhas e inflorescéncias, as propriedades terapéuticas
desses Oleos ja foram comprovadas e a composicdo basica dos mesmos é de monoterpenos e
sesquiterpenos (FALCAO; MENEZES, 2003).

As espécies de Hyptis sdo reconhecidas por apresentarem propriedades medicinais em virtude
de seu potencial antioxidante que ja foi comprovado em algumas espécies, como em Hyptis fruticosa
Salzm. ex Benth. (BOTREL et al., 2010) e em Hyptis marrubioides (BOTREL et al., 2009).



11

Conhecida popularmente no Brasil como mentrasto, alfavacdo ou alfazema-de-cabo, Hyptis
suaveolens (L.) Poit € uma espécie considerada uma erva daninha (VIJAY et al., 2011). Sua ocorréncia
é anual, desenvolvendo-se em solos agricolas, beira de estradas e em terrenos baldios (ALMEIDA,
2002). Portanto, esta planta é encontrada em locais onde os solos foram drasticamente alterados por
acdo antrdpica e esta amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais (MARTINS, 2009).

A literatura cita H. suaveolens como produtora de dleo essencial cuja composi¢do quimica é
constituida principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos, os quais sao sintetizados nas células de
tricomas glandulares e armazenados no interior de uma capsula situada no apice dessa célula
(MARTINS, 2006). Em vérios trabalhos, a acdo do 6leo essencial de H. suaveolens tem sido bastante
estudada. Esses estudos vem demostrando que a espécie tem apresentado um elevado potencial
antifungico, antibacteriano, anticarcinogénica e acdo antisseptica (MALELE et al., 2003;
MBATCHOU et al., 2010; MOREIRA et al., 2010), atividades nematicida e larvicida, devido a
presenca de D-limoneno e mentol (OLIVEIRA et al, 2005). Extratos de folhas de H. suaveolens
apresentaram significativo efeito anti-hiperglicémico (MISHRA et al., 2011).

O infuso das flores de H. suaveolens € indicado para aliviar as cOlicas menstruais e 0s
problemas digestivos. As flores e folhas secas, em forma de cigarro, sdo utilizadas nas odontalgias, e
também no tratamento das cefaléias, sendo também indicadas contra gripes, febres e problemas
respiratorios, em geral. Em alguns paises, como El Salvador, o uso externo desta planta é referido
como anti-séptico para ferimentos, e 0 uso interno no tratamento de distdrbios do sistema digestivo
(BASILIO, 2006).

Determinados fatores como variabilidade genética intraespecifica, condi¢bes ambientais,
épocas de colheita, condi¢des de cultivo, tipo de solo e parte da planta analisada podem influenciar no
teor e na composicdo quimica dos 6leos essenciais (MARTINS, 2006). A espécie H. suaveolens tem
mostrado um alto grau de variabilidade em relacdo a constituicdo e quantificacdo de seu 6leo essencial,
diferindo de acordo com as partes da planta, a origem geografica, condi¢cdes nutricionais, hidricas,
salinas entre outros fatores ambientais (MOREIRA et al., 2010).

Neste sentido, avaliacdo dos estresses abioticos e seus impactos ecoldgicos em plantas tem sido
uma area de interesse nos ultimos anos com vistas a elaboracdo de novas estratégias para
fitorremediacdo, e tolerdncia das plantas aos mesmos. Além disso, o estresse salino tem uma enorme
influéncia sobre o metabolismo secudario das plantas, muitas vezes atuando como elicitores,
potencializando a producdo de métobolitos secudarios (GHASSEMI-GOLEZANI, 2011).

A importancia do estudo da fisiologia do estresse e seus efeitos no contetdo de metabdlitos
secundarios em plantas, em parte sdo explicados por querer se conhecer as possiveis adaptacdes que

poderiam ocorrer no metabolismo desses compostos, aumentando a producdo de constituintes ativos de
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plantas medicinais (VELLOSO et al., 2009). Embora estejam evidentes as inumeras alteracfes
morfoldgicas e bioquimicas que as plantas ao serem submetidas a salinidade sofrem, mesmo assim,
ainda sdo escassos 0s trabalhos a respeito da influéncia desse estresse na producdo de metabdlitos
secundarios. E nesse contexto que o cultivo de plantas medicinais e suas respostas as condicdes
ambientais impostas nos meios de producdo tornam-se fundamentais para assegurar o rendimento e

produtividade vegetal.



13

4-REFERENCIAS

AHMAD, P. Growth and antioxidant responses in mustard (Brassica juncea L.) plants subjected to
combined effect of gibberellic acid and salinity. Arch Agron Soil Sci 56: 575-588. 2010.

ALMEIDA, C. F. C. B. R.; ALBUQUERQUE, U. P. Check-list of the family Lamiaceae in Pernambuco.
Brazil. Brazilian Archives of Biology and Technology; v. 45, n. 3, p. 343-353, 2002.

ASGHARI, H.; MARSCHNER, P.; SMITH, S. & SMITH, F. Growth response of Atriplex
nummularia to inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi at different salinity levels. Plant Soil,
273:245-256, 2005.

ASRAR, A.A., ELHINDI, K. M. Alleviation of drought stress of marigold (Tagetes erecta) plants by
using arbuscular mycorrhizal fungi. Saudi J. Biol. Sci., 18: 93-98, 2011.

ASHRAF, M.; HARRIS, P. J. C. Potential biochemical indicators of salinity tolerance in plants. Plant
Science, v. 166, n. 01, p. 3-16, 2004.

AUGE R M. Water relations, drought and VA mycorrhizal symbiosis. Mycorrhiza, v. 11, n. 3, p. 3-42,
2001.

BASILIO, I. J. L. D. et al. Estudo farmacobotanico comparativo das folhas de Hyptis pectinata (L.)
Poit e Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Lamiaceae). Acta Farmacéutica Bonaerense, vol. 25 n° 4, 2006.

BIASI, L. A.; DESCHAMPS, C. Plantas aromaticas: do cultivo a producéo de 6leo essencial. Curitiba:
Layer Studio Grafca e Editora Ltda, 2009. 160p.

BEDINI, S.; PELLEGRINO, E.; AVIO, L.; PELLEGRINI, S.; BAZZOFFI, P.; ARGESE, E.
& GIOVANNETTI, M. Changes in soil aggregation and glomalin-related soil protein
content as affected by the arbuscular mycorrhizal fungal species Glomus mosseae and Glomus
intraradices. Soil Biol. Biochem. 41: 1491-1496, 2009.

BOSCO, M. R. O. et al. Influéncia do estresse salino na composicdo mineral da berinjela
Rev. Ciénc. Agron., v. 40, n. 2, p. 157-164, 2009.

BOTREL, P.P.; PINTO, J.E.B.P.; FIGUEIREDO, F.C.; BERTOLUCCI, S.K.V.; FERRI, P.H. Teor e
composicdo quimica do 6leo essencial de Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae) em diferentes
genotipos. Rev. Bras. Pl. Med., Botucatu, v.11, n.2, p.164-169, 2009.

BOTREL, P.P.; PINTO, J.E.B.; ARAUJO, A.C.C.; BERTOLUCCI, S.K.V. Varia¢bes no teor e na
composicao volatil de Hyptis marrubioides Epl. cultivada no campo e em casa de vegetacdo. Quimica
Nova, v. 33, n. 1, p. 33-37, 2010.

BLANCO, F. F. et al. Doses de N e K no tomateiro sob estresse salino: I. Concentragdo de nutrientes
no solo e na planta. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v.12, n.1, p.26-33,
2008.

BRAY, E. A.; BAILEY-SERRES, J.; WERETILNYK, E. Responses to abiotic stress. In:
BUCHANAN, B.; GRUISSEM, W.; JONES, R. (Ed.). Biochemistry & molecular biology of plants.
Ed. 3. Rockville: American Society of Plant Physiologists, 2001. p. 1158-1203.



14

CHINNUSAMY, V., ZHU, K. S. J. Molecular genetic perspectives on cross-talk and specircity in
abiotic stress signalling in plants. Journal of Experimental Botany, Vol. 55, No. 395, Crosstalk in
Plant Signal Transduction Special Issue, pp. 225-236, 2004.

COSTA, M.D. & LOVATO, P.E. Micorrizas arbusculares e a supressdo de patdégenos. In:
KLAUBERG-FILHO, O.; MAFRA, A.L. & GATIBONI, L.C., eds. Topicos em ciéncia do solo.
Vicosa, MG, Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 6, p. 119-139, 2011.

CRAMER, G.R. Effects of abiotic stress on plants: a systems biology perspective. BMC Plant
Biology, 11:163, 2011.

CRUZ, F. J. R. Respostas bioquimicas e fisiologicas de plantas jovens de cana-de-aclUcar sob
diferentes concentracbes de NaCl no solo. Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2015.

DEINLEIN, U.; STEPHAN, A. B., HORIE, T., LUO, W., XU, G., SCHROEDER, J. I. Plant salt-
tolerance mechanisms. Trends in Plant Science, Oxford, v. 6, p. 371-9, 2014.

ESTEVES, B. S.; SUZUKI, M. S. Efeito da salinidade sobre as plantas. Oecol. Bras. v. 12, n. 4, p.
662-679, 2008.

FALCAO, D.Q. & MENEZES, F.S. Revisdo etnofarmacoldgica, farmacoldgica e quimica do género
Hyptis. Revista Brasileira de Farmacognosia. n. 84, p. 69-74, 2003.

FARIAS, G.G. et al. Estresse salino no crescimento inicial e nutricdo mineral de gliricidia (Gliricidia
sepium (Jacg.) Kunth ex Steud) em solucédo nutritiva. Rev. Bras. Ciénc. Solo, vol.33 n.5 Vicosa, 20009.
On-line version ISSN 1806-9657.

FOLLI-PEREIRA, et al. Micorriza arbuscular e a tolerdncia das plantas ao estresse. R.
Bras. Ci. Solo, 36:1663-1679, 2012.

GANDONOU, C. B.; BADA, F., GNANCADJA; S. L., ABRINI, J.; SKALI-SENHAJI, N. Effects of
NaCl on Na*, CI" and K" ions accumulation in two sugarcane (Saccharum sp.) cultivars differing
intheir salt tolerance. International Journal of Plant Physiology and Biochemistry, llhas Vitdria, v.
3, p. 155-162, 2011.

GIRI, B.; KAPOOR, R. & MUKERJI, K.G. Improved tolerance of Acacia nilotica to salt stress by
arbuscular mycorrhiza, Glomus fasciculatum may be partly related to elevated K/Na ratios in root and
shoot tissues. Microbial Ecol., 54:753-760, 2007.

GONCALVES, E. E. Fotossintesee, osmorregulacdo e crescimento inicial de quatro variedades de
cana-de-acucar submetidas a deficiéncia hidrica. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de
Alagoas, Rio Largo, 2008.

GHASSEMI-GOLEZANI, K., ZEHTAB-SALMASI, S. AND DASTBORHAN, S. Changes in
essential oil content of dill (Anethum graveolens) organs under salinity stress VVol.5(14), pp. 3142-
3145, July 2011. ISSN: 1996-0875



15

HAJIBOLAND, R. Effect of micronutrient deficiencies on plants stress responses. In. AHMAD, P.;
PRASAD, M.N.V. (Eds). Abiotic stress responses in plants: metabolism, productivity and
sustainability. Springer, Science Business Media, New York, pp. 283-329, 2012.

HASANUZZAMAN M., ALAM M. M., RAHMAN A., HASANUZZAMAN M., NAHAR K.,
FUJITA M. Exogenous proline and glycine betaine mediated upregulation of antioxidant defense and
glyoxalase systems provides better protection against saltinduced oxidative stress in two rice (Oryza
sativa L.) varieties. BioMed Research Internatinal, Juazeiro do Norte, v. 1, p. 1-17, 2014.

HAAS, H. Fungal iderophore metabolism with a focus on Aspergillus fumigatus. Natural Product Reports, v.
31, n. 10, p. 1266-1276, 2014.

HONG, C. B. High temperature stress resistance of Escherichia coli induced by a tobacco class | low
molecular weight heat-shock protein. Molecules and Cells, v. 10, n. 5, p. 519-524, 2000.

INVAM - International culture colletion of vesicular arbuscular mycorrhizal fung.
Disponivel em:http://invam.caf.wvu.edu, 2012.

JAMIL, M. et al. Salinity reduced growth PS2 photochemistry and chlorophyll content in radish.
Scientia Agricola. v.64, p.111-118, 2007.

LAMBAIS, M.R.; RIOS-RUIZ, W.F. & ANDRADE, R.M. Antioxidant responses in bean (Phaseolus
vulgaris) roots colonized by arbuscular mycorrhizal fungi. New Phytol, 160:421-428, 2003.

LANCHER, W. Ecofisiologia vegetal. S&o Carlos: Rima, 2004, 531p.

MALELE, R.S,; MUTAYABARWA, C.K,; MWANGI, J.W,; THOITHI, G.N,; LOPEZ, A. G,; LUCINI, E.
I, ZYGADLDO, J.A. Essential oil of Hyptis suaveolens (L.) Poit. from Tanzania: composition and antifungal
activity. J Essent Oil Res, n. 15: p.438-40, 2003.

MBATCHOU, V. C. ABDULLATIF, S.; GLOVER, R. Phytochemical Screening of Solvent Extracts from
Hyptis suaveolens LAM for Fungal Growth Inhibition. Pakistan Journal of Nutrition, v. 9, n. 4, p. 358-
361, 2010.

MANSOUR, M. M. F. The plasma membrane transport systems and adaptation to salinity. Journal of
Plant Physiology, Sttutgart, v. 171, n. 18, p. 1787-1800, 2014.

MARTINS, F.T.; SANTOS, M.H.; POLO, M.; BARBOSA, L.C.A. Variacdo quimica do 6leo essencial de
Hyptis suaveolens sob condi¢des de cultivo. Quim Nova: 29: 1203-9, 2006.

MARTINS, F. T.; POLO, M. Desenvolvimento reprodutivo de Hyptis suaveolens (L.) Poit.: relacdo entre
fotoperiodo, densidade celular meristematica e padrdo de expressdo de um ortélogo putativo do gene
LEAFY de Arabidopsis. Revista Brasil. Bot., v.32, n.1, p.131-142, 2009.

MIRANDA, E. M.; JUNIOR, O.J. S & SILVA, E. M.R. Seleco de fungos micorrizicos arbusculares
para o amendoim forrageiro consorciado com braquiaria. Pesquisa Agropecuaria Brasileira v.43, n.9,
p.1185-1191, 2008.

MISHRA, S. B.; VERMA, A.; MUKERIJEE, A.; VIJAYAKUMAR; M. Anti-hyperglycemic activity of
leaves extract of Hyptis suaveolens L. Poit in streptozotocin induced diabetic rats. Asian Pacific Journal
of Tropical Medicine, n. 689-693, 2011.



16

MOREIRA, F.M.S. SIQUEIRA, J.0. Microbiologia e bioquimica do solo. 2 ed. Lavras, Universidade
Federal de Lavras, 2006. 729p.

MOREIRA, A. C. P.,; LIMA, E de O.; WANDERLEY, P. A.; CARMO, E. S.; SOUZA, E. L de. Chemical
composition and antifungal activity of Hyptis suaveolens (l.) Poit leaves essential oil against Aspergillus
species. Brazilian Journal of Microbiology, v. 41, n.1, p. 28-33, 2010.

MOURATO, M.; REIS, R.; MARTINS, L. L. Characterization of plant antioxidative system in
response to abiotic stresses: a focus on heavy metal toxicity. In.. MONTANARO, G.; DICHIO, B.
(Eds). Advances in Selected Plant Physiology Aspects. InTech. 2012. 388p. ISBN 978-953-51-
0557-2.

MUNIER-LAMY, C.; DENEUX-MUSTIN, S.; MUSTIN, C.; MERLET, D.; BERTHELIN, J.
& LEYVAL, C. Selenium bioavailability and uptake as affected by four different plants in a loamy
clay soil with particular attention to mycorrhizae inoculated ryegrass. J. Environ. Radioactiv, 97:148-
158, 2007.

MUNNS, R. Comparative physiology of salt and water stress. Plant Cell and Environment, v. 25, n.
02, p. 239-250, 2002.

MUNNS, R. & TESTER, M. Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review of Plant Biology 59:
651-681, 2008.

MUNNS, R.; GILLIHAM, M. Salinity tolerance of crops — what is the cost. New Phytologist,
Cambridge, v. 208, p. 668-673, 2015.

NIEVES-CORDONES, M.; ALEMAN, F.; FON, M.; MARTINEZ, V.; RUBIO, F. K* nutrition,
uptake, and its role in environmental stress in plants. In: Ahmad P, Prasad MNV (Eds). Environmental
adaptations and stress tolerance of plants in the era of climate change. Springer, Science + Business
Media, New York. Pp. 85-112, 2012.

OLIVEIRA, M. J. et al. Influence of growth phase on the essential oil composition of de Hyptis
suaveolens. Biochemical Systematics and Ecology. Volume 33, Issue 3, pages 275-285, 2005.

PANDA, S. K.; BALUSKA, F.; MATSUMOTO, H. Aluminum stress signaling in plants. Plant
Signaling Behavior. v. 4, n. 7, pp. 592 — 597, 2009.

PARNISKE, M. Molecular genetics of the arbuscular mycorrhizal symbiosis. Curr. Opin. Plant Biol.,
7:414-421, 2004.

PARIDA, A. K.; DAS, A. B. Salt tolerance and salinity effects on plants: a review. Ecotoxicology and
Environmental Saafey, v.60, n. 03, p. 324-349, 2005.

PLAZEK, A., TATRZANSKA, M., MACIEJEWSKI, M., KOSCIELNIAK, J., GONDEK, K.,
BOJARCZUK, J., DUBERT, F. Investigation of the salt tolerance of new Polish bread and durum
wheat cultivars. Acta Physiologiae Plantarum, Krakow, v. 35, n. 8, p. 2513-2523, 2013.

RABIE, G.H. & ALMADINI, A.M. Role of bioinoculants in development of salt-tolerance of Vicia
faba plants. Afr. J. Biotechnol., 4:210-222, 2005.



17

REDECKER, D.; KODNER, R. & GRAHAM, L.E. Glomalean fungi from the Ordovician. Sci., 289:1920-
1921, 2000.

RENGASAMY, P. Soil processes affecting crop production in salt-affected soils. Functional Plant
Biology, Victoria, v. 37, p. 613-620, 2010.

RILLIG, M.C. Arbuscular mycorrhizae, glomalin and soil quality. Can. J. Soil Sci., 84:355-363, 2004.

RODRIGUEZ, E. S.; CRISOSTOMO, J. A.; NABAIS, C.; FREITAS, H. Belowground mutualists and
the invasive ability of Acacia longifolia in coastal dunes of Portugal. Biological Invasions, v.11, n. 3,
p. 651-661, 20009.

SALISBURY, F. B.; ROSS, C. W. Fisiologia do estresse. In: (Ed.). Fisiologia das plantas. Sdo Paulo:
Cengage Learning, 2012. p. 616-651.

SANTANA, A. S. Eficiéncia micorrizica em espécies de plantas medicinais da caatinga em diferentes
substratos. Dissertacdo (Mestrado)-Universidade Federal de Pernambuco, 2012.
URI: http://repositorio.ufpe.br/handle/123456789/10329.

SCHUSSLER, A.; SCHWARZOTT, D. & WALKER, C. A new fungal phylum, the Glomeromycota:
phylogeny and evolution. Mycol. Res., 105:1413-1421, 2001.

SILVA, S. L. F. Mecanismos de protecdo oxidativa contra estresses isolados e combinados de seca,
salinidade e temperatura elevada em cajueiro. Tese (Doutorado em Bioquimica). Universidade
Federal do Ceara, 2008.

SIQUEIRA, J. O. et al. Micorrizas: 30 anos de pesquisa no Brasil. Lavras: UFLA, 2010. 716p.
SMITH, S.E. & READ, D.J. Mycorrhizal symbiosis. 3.ed. London, Academic Press, 2008. 785p.
SZABADOS, L. KOVA, H.; ZILBERSTEIN, A. Z.; BOUCHEREAU, A. Plants in Extreme
Environments: Importance of Protective Compounds in Stress Tolerance. Advances in Botanical

Research, New York, v. 57, p. 105-150, 2011.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal. In: Respostas e adaptacdes ao estresse abiotico. Porto Alegre:
Artmed, cap.26, p. 753-780, 2013.

TANG, J.; XU, L.; CHEN, X. & HU, S. Interaction between C4 barnyard grass and C3 upland rice
under elevated CO?: Impact of mycorrhizae. Acta Oecol., 35:227-235, 2009.

TESTER, M.; DAVENPORT, R. Na*tolerance and Na* transport in higher plants. Annals of Botany,
v. 91, p. 503-527, 2003.

VALLINO, M.; MASSA, N.; LUMINI, E.; BIANCIOTTO, V.; BERTA, G. & BONFANTE, P.
Assessment of arbuscular mycorrhizal fungal diversity in roots of Solidago gigantean growing in a
polluted soil in Northern Italy. Appl. Environ. Microbiol., 8:971-983, 2006.

VELLOSO, A. L. et al, Inducdo de metabdlitos secundarios em plantulas de Hypericum brasiliense
Choisy crescendo in vitro. Revista: Acta Amazdnica. VOL 39(2): 267-272, 2009.


http://repositorio.ufpe.br/handle/123456789/10329

18

VIUAY RAJ, PANDIYARAJAN V, PETCHIMUTHU K. Comparison of chemical composition of the
essential oil of Hyptis suaveolens (L.) Poit leaves from different regions of Tamil Nadu. IJPSR; 2: 612
2822-4, 2011.

VOLLET, V. C. Teores de glicina betaina no sistema radicular de gendtipos de guandu sob efeito do
estresse salino associado a poliamina exdgena. Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2006.

WAKEEL, A. Potassium-sodium interactions in soil and plant under saline-sodic conditions. Journal
of Plant Nutrition and Soil Science, v. 176, n. 3, p. 344-354, 2013.

YANO-MELO, A. M. et al. Tolerance of mycorrhized banana (Musa sp. cv. Pacovan) plantlets to
saline stress. Elsevier: Agriculture, Ecosystems & Environment.VVolume 95, Issue 1, Pages 343-
348, 2003.

ZIA, A.; GUO, B.; ULLAH, I.; AHMAD, R.; KHAN, M. A.; ABBASI, B. H.; WEI, Y. Salinity
tolerance and site of k™ accumulation in four maize varieties grown in khyber pakhtoonkhwa region of
pakistan. Journal of Medicinal Plants Research, Nsukka, v. 5, n. 25, p. 6040-6047, 2011.

ZHAO, J.; W. REN, D. ZHI, L. WANG,; G. XIA. Arabidopsis DREB1A/CBF3 bestowed transgenic
tall rescue increased tolerance to drought stress. Plant Cell Reports, Heidelberg, v. 26, n. 9, p. 1521-
1528, 2007.

ZHU, J. K. Regulation of ion homeostasis under salt stress. Current Opinion in Plant Biology, v. 06,
n. 05, p. 441-445, 2003.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167880902000440#!
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01678809
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01678809/95/1

CAPITULO 2- EFEITO DO ESTRESSE SALINO EM Hyptis suaveolens
(LAMIACEAE) ASSOCIADA A FUNGOS MICORRIZICOS

19



w

O 00 N o v b

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

20

EFEITO DO ESTRESSE SALINO EM Hyptis suaveolens (LAMIACEAE) ASSOCIADA A
FUNGOS MICORRIZICOS

RESUMO - O estresse salino é considerado um dos maiores problemas abioticos que causam
diminuicao na producdo e rendimento das culturas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito do estresse salino em Hyptis suaveolens associada a fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs). Sementes de H. suaveolens foram colocadas para germinar em vasos de polietileno
contendo substrato associado ou ndo aos FMAs. Apds o estabelecimento das plantas, foram
iniciados os tratamentos com diferentes concentracfes de sais. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados em esquema fatorial 4x3 perfazendo 12 tratamentos com trés repeticGes cada.
Ao final do experimento foram avaliadas respostas fisiologicas nas plantas em estudo. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As concentracbes de sais afetaram todas as variaveis analisadas e o0 estresse
promoveu reducdo no conteddo de matéria seca. Embora as plantas tenham sido afetadas
negativamente pelo sal, verificou-se que a associacdo destas com FMAs apresentaram ganho de
matéria seca em relagdo as ndo associadas. Os niveis de TRA e clorofila foram reduzidos na
presenca de sal, por outro lado observou-se aumento nos teores de acucares redutores e prolina, 0s
quais agem como osmorreguladores. Os niveis de MDA e danos a membrana foram crescentes na
presenca dos fungos. Na avaliacdo da atividade antioxidante (%AA) todos os tratamentos
apresentaram atividade sequestradora do radical DPPH superiores a 80%. As plantas de H.
suaveolens colonizadas com as duas espécies de fungos apresentaram estruturas caracteristicas da

colonizacao micorrizica em todos os tratamentos independente da dose de sal.

Palavras-chaves: Estresse abidtico, Niveis salinos, Colonizacdo micorrizica, Atividade

antioxidante.

EFFECT OF SALINE STRESS ON Hyptis suaveolens (LAMIACEAE) ASSOCIATED WITH
MICORRIZIC FUNGI

ABSTRACT- Saline stress is considered one of the largest abiotic problems causing a decrease in
yield and yield of crops. The objective of this work was to evaluate the effect of saline stress on

Hyptis suaveolens associated with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Seeds of H. suaveolens
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were placed to germinate in polyethylene vessels containing substrate associated or not to FMAsS.
After the establishment of the plants, the treatments with different concentrations of salts
werestarted. The experimental design was a randomized complete block design in a 4x3 factorial
scheme, comprising 12 treatments with three replicates each. At the end of the experiment,
physiological responses were evaluated in the plants under study. Data were submitted to analysis
of variance and the means were compared by Tukey test at 5% probability. Salt concentrations
affected all analyzed variables and stress promoted reduction in dry matter content. Although the
plants were negatively affected by salt, it was verified that the association of these with AMF
presented a dry matter gain in relation to the non-associated ones. The levels of TRA and
chlorophyll were reduced in the presence of salt, on the other hand an increase was observed in the
contents of reducing sugars and proline, which act like osmoregulators. The levels of MDA and
membrane damage were increasing in the presence of fungi. In the evaluation of the antioxidant
activity (% AA), all the treatments showed a sequestering activity of the DPPH radical higher than
80%. The H. suaveolens plants colonized with the two species of fungi presented structures

characteristic of the mycorrhizal colonization in all treatments independent of the dose of salt.

Key-words: Abiotic stress, Saline levels, Mycorrhizal colonization, Antioxidant activity.

INTRODUCAO

Denominada popularmente no Brasil como “mentrasto”, “alfavacdo” ou “alfazema-de-
cabo”, Hyptis suaveolens (L.) Poit é uma espécie considerada daninha (VIJAY et al., 2011). Sua
ocorréncia € anual, desenvolvendo-se em solos agricolas, beira de estradas e em terrenos baldios.
Logo, esta planta é encontrada em locais onde os solos foram drasticamente alterados por acédo
antrépica e esta amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais (SAKTHIVADIVEL et
al., 2015).

H. suaveolens é como produtora de 6leo essencial cuja composicdo quimica é constituida
principalmente de monoterpenos, sesquiterpernos, alcanos, benzotiazol, diterpenos, triterpenos e
esterdides (FALCAO; MENEZES, 2003; MARTINS, 2006). Em varios trabalhos, a acéo do dleo
essencial dessa espécie ja foi estudada, sendo comprovada, atividade antiflngica, antibacteriana,
anticarcinogénica e antisséptica (MBATCHOU et al., 2010; CHATRI et al., 2014); Também foi
relatada atividade no extrato de folhas dessa espécie, evidenciando efeito anti-hiperglicémico
(MISHRA et al., 2011).
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Outras atividades medicinais da espécie em estudo foram comprovadas, a exemplo dos
recentes estudos realizados por Jesus et al. (2013). Neste trabalho verificou-se que o extrato
alcoolico de H. suaveolens aplicado em ratos via oral, mostrou-se eficaz no tratamento de Ulceras
gastricas intestinais. As atividades antioxidantes (AGARWAL, VARMA, 2013;
PRIYADHARSHINI, 2013; NAYAK, KAR, NAYAK 2014;), e neuroprotetora da espécie também
foram comprovadas. Esta ultima funcdo foi verificada em células de ratos com neurotoxicidade
oxidativa induzida sob condicGes de estresse (GHAFFARI et al., 2014).

A problematica da salinidade nos solos estd frequentemente associada ao manejo
inadequado da &gua disponibilizada para irrigacdo, a qual contém teores de sais. Para maioria das
espécies vegetais, a salinidade causa grandes distdrbios, provocando restricdo de crescimento e
perda de produtividade (ENDO et al., 2011). Considera-se que o crescimento das plantas sob
estresse salino é bastante complexo, pois a forma como o mesmo é afetado ndo é completamente
entendida, uma vez que as respostas das plantas a salinidade excessiva mostram-se variadas
envolvendo mudancas na morfologia, fisiologia e no metabolismo das plantas (MAHBOOBEH,;
AKBAR, 2013).

Excessos de sais direcionam a uma condic¢do estressante que provoca alteracdes metabolicas
nas plantas e acarreta aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Para tanto, as
plantas desenvolveram mecanismos de defesa a partir da ativacdo de complexo sistema
antioxidativo composto por enzimas e metaboélitos capazes de regular o nivel de EROS (KIM,;
KWAK, 2010), que podem atuar como sinalizadoras ou, quando em excesso, provocar danos
celulares.

Tendo em vista, os efeitos impactantes do excesso de sais nos vegetais, torna-se necessario a
utilizacdo de alternativas que visem o estabelecimento de mecanismos de tolerancia a condicdo
estressante imposta pelo ambiente. Corrigir os efeitos negativos pelos métodos convencionais é
muitas vezes caro e demanda tempo e, na maioria das vezes ndo surtir o efeito desejado
(TAVARES, 2012). Portanto, o uso de microrganismos pode representar uma saida para inclusao de
areas salinas ao processo produtivo como também agir como um atenuador dos efeitos gerados pela
salinidade. Sendo assim, os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) tem sido caracterizados como
uma excelente alternativa para esta problematica. A associacdo de fungos arbusculares as raizes das
plantas sob condigdes de estresses ambientais, em especial o estresse salino, minimizam os danos e
promovem um desenvolvimento mais adequado ao vegetal mediante mecanismos de
tolerancia/resisténcia (FOLLI-PEREIRA et al., 2012).

A simbiose garante ao vegetal melhor estado nutricional, disponibilizando elementos de

baixa mobilidade como o fésforo (RAMOS, 2012). Além disso, os FMAS possuem a capacidade de
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penetrarem nas raizes das plantas, e as redes de hifas expandem-se no solo, promovendo aumento
consideravel da area de absorcdo de agua (BONFANTE; DESIRO, 2015). Diante deste contexto, o
presente trabalho visa avaliar o efeito do estresse salino em H. suaveolens associada a fungos
micorrizicos de modo a verificar respostas da interacdo salinidade versus fungo sobre parametros

fisiologicos da espécie.

MATERIAS E METODOS

O trabalho foi realizado na casa de vegetacao da Universidade do Estado do Rio Grande do
Norte — UERN, durante os meses de abril a maio de 2017. Durante o periodo experimental, a
temperatura média da casa de vegetacdo foi de 35,5 °C e umidade relativa do ar de 69,4 %. O solo
utilizado no experimento foi coletado da camada superficial, no mesmo local de ocorréncia da
espécie estudada em uma area rural do municipio de Mossoré/RN, localizada a aproximadamente 8
km do Campus Central da UERN.

Multiplicacdo dos FMAs e Preparacéo do solo e coleta das sementes de Hyptis suaveolens

As espécies de FMAs estudadas foram Claroideoglomus etunicatum (syn. Glomus
etunicatum) e Gigaspora albida, cujos in6culos foram cedidos pela Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Para multiplicacdo dos fungos, foram utilizados solo natural (local de
ocorréncia da espécie estudada) e areia lavada na proporcdo 3:1. O substrato preparado foi
previamente esterilizado em autoclave a 121° C, 1 ATM por 1h e colocada em estufa de circulacéo
forcada de ar a 70 °C durante dois dias.

Em casa de vegetacdo, o substrato foi distribuido em vasos de polietileno com capacidade
para 8L nos quais foram postos para germinar sementes de Panicum milaceum (paingo), planta que
é utilizada como hospedeira dos FMAs, para promover a multiplicacdo dos mesmos. Apdés 60 dias,
porcdes de 1,5 kg do solo contendo fragmentos de raizes de P. milaceum, colonizadas com 0s
fungos foram coletados e armazenados em sacos plasticos sob refrigeracdo para uso posterior.

O substrato utilizado no experimento foi resultante de uma mistura de areia lavada, solo
natural e adubo organico na proporcdo 2: 1. 1, que em seguida foi esterilizado, obedecendo ao
mesmo critério supracitado. Apos a esterilizacdo o solo foi armazenado em vasos de polietileno

com capacidade para 8 L, os quais foram pesados para padroniza¢do da massa.
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Sementes de H. suaveolens foram coletadas e levadas ao laboratorio, onde foram
selecionadas e submetidas ao tratamento de quebra de dorméncia através de escarificagdo quimica
com éxido de calcio (CaO). Em seguida, 1080 sementes foram semeadas nos vasos e 30 dias apés a

semeadura, realizou-se o desbaste, deixando uma planta por vaso.

Delineamento estatistico e etapa experimental

O delineamento estatistico experimental foi desenvolvido em esquema fatorial de 4x3
(quatro niveis de NaCl e duas espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) mais o controle
sem fungo), perfazendo doze tratamentos. Cada tratamento conteve trés repeticdes, sendo cada uma
composta por uma planta. Os niveis de cloreto de sédio avaliados foram: 0,0; 35; 70 e 105 mM,
correspondendo respectivamente as seguintes condutividades elétricas: 0,41; 2,41; 5,76 e 8,47 mS
cm®. As solugGes salinas foram aplicadas diariamente durante 15 dias e a cada cinco dias as plantas
foram suplementadas com solucdo de Hoagland & Arnon (1950). Apds esse periodo o experimento
foi desmontando e foram avaliadas variaveis de crescimento e bioquimicas, no Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica de Plantas — UERN, Mossor6 - RN e no Laboratério de Produtos Naturais
Marinhos (PROMAR) - DEP/UFC, Fortaleza — CE.

Quantificacdo de Matéria de Seca da parte aérea, raize TRA

Para quantificacdo da biomassa seca de parte aérea e raiz, 0 material vegetal foi seco em
estufa de circulacdo forcada de ar a 70 °C e ap0s apresentarem peso constante deram-se inicio as
quantificacfes. Baseado nos valores de biomassa seca de raiz e parte aérea, calculou-se a relagdo
raiz/parte aérea (R/PA), de acordo com Benincasa (1988). O TRA foi quantificado através da

metodologia proposta por Slavick (1979).

Teores de Prolina, Acucares Redutores, Clorofila, Peroxidacdo Lipidic e Danos a membrana
(DM)

Os teores de prolina foram determinados por espectrofotometria a 520 nm, a partir do
sobrenadante (BATES et al, 1973). A concentragdo de prolina foi determinada a partir de uma curva
padrdo e calculada com base na matéria seca. Para a determinagéo do teor de agucares redutores, foi

utilizado o método colorimétrico do 3,5-Dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller (1959).
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As concentragdes de pigmentos foram mensuradas pelo método de WELBURN (1994). A
peroxidacdo lipidica foi determinada de acordo com Heath e Packer (1968), com modificacfes. A
reacdo foi determinada atraves da producdo de malondialdeido (MDA), um metabdlito reativo ao
acido 2-tiobarbitarico (TBA). Amostras de folhas foram maceradas em &cido tricloroacético (TCA)
a 0,1% na proporcéo de 1:10 (g mL1). Apds homogeneizagdo, a amostra foi centrifugada a 10.000g
durante 5 min e apds a centrifugacdo, 0,25 mL do sobrenadante foi transferido para outro tubo
juntamente com 1,0 mL de solucdo contendo 20% de TCA e 0,5% de TBA. A mistura foi mantida
em banho-maria a 95°C durante 30 min e em seguida foi submetida a rapido resfriamento por 10
min, sendo posteriormente centrifugada por mais 10 min a 10.000g. A leitura das amostras foi em
espectrofotdmetro a 535 e 600 nm.

O grau de danos as membranas celulares (DM) das folhas também foi estimado pelo
vazamento de eletrolitos (%VE), e foi mensurado de forma indireta, através da condutividade de

eletrdlitos de acordo com Blum e Ebercon (1980).

Atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH

A atividade antioxidante, medida pela capacidade de sequestro do radical DPPH (2,2- difenil-
1-picril-hidrazila- Sigma D9132) foi determinada segundo Duan et al. (2006), com algumas
modifica¢fes. Nos tubos denominados amostras, foram adicionados 10 uL dos extratos aquosos de
H. suaveolens na concentracdo de 1: 20 e 190 uL da solugdo metandlica de DPPH (D9132 Sigma) a
78 uM. Os tubos denominados branco da amostra foram preparados com 10 uL dos extratos
aquosos de folhas de H. suaveolens na concentracdo de 1:20 e 190 uL de metanol. Nos tubos
denominados controle da amostra (controle negativo) foram adicionados 190 uL da solucdo
metandlica de DPPH a 78 uM e 10 uL de metanol. O L-&cido ascorbico (Sigma A5960), um
flavonoide natural, foi utilizado como controle positivo, nas concentra¢des 2.000, 1.500, 1.000, 500,
250, 100, 50 e 25 pug mL, e sendo tratado de forma idéntica.

Todos os tubos (amostra, branco da amostra, controle da amostra e controle positivo) foram
agitados e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos no escuro. As absorbancias foram
lidas em leitora de microplaca (marca Asys modelo UVM 340), em 517 nm. As analises foram
realizadas em triplicata para cada tratamento. Para expressar os resultados em pg mL? foi
construida uma curva de calibracéo utilizando solucfes de acido ascorbico nas concentracdes de 25,
50, 100, 250, 500, 1000, 1500 e 2000 pg/mL™. A partir da equacéo da reta obtida y = 8,625x +

0,587 (r = 0,99995 / n = 3) realizou-se o calculo de sequestro de radicais livres de DPPH, expresso
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em pg de equivalentes de acido ascorbico/mL do extrato. A partir de 250 até 2.000 pg mL*! a
capacidade de sequestro do radical DPPH foi essencialmente 100% (platd).

Teste de Colonizagao Micorrizica (CM)

Para avaliacdo da porcentagem de colonizacdo micorrizica utilizou-se a metodologia de
Phillips & Hayman, (1970) com modificacdes, onde raizes finas foram diafanizadas em KOH 2% a
90 °C em banho-maria durante 20 minutos, acidificadas em HCI 1% em banho-maria por 4 min e
em seguida coloridas com azul de trypan 0,05% em lactoglicerol a 90°C em banho maria por 10
minutos. A taxa de colonizacao foi estimada segundo método de Giovanetti & Mosse (1980).

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e suas médias comparadas pelo Teste de
Tukey a 5 % de significancia com o auxilio do Software estatistico Assistat® versao 7.7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas visuais caracterizados por clorose seguidas de necrose foram observados em folhas
basais e medianas de H. suoveolens em consequéncia da toxicidade causada pelo estresse salino.
Esses sintomas apresentados nas folhas das plantas sob estresse ocorreu, provavelmente, em virtude

do estresse idnico ocasionado por niveis toxicos de ions salinos no tecido vegetal foliar (Figura 1).

Figura 1. Plantas de Hyptis suaveonlens ao final de 15 dias irrigadas com solugdes salinas em diferentes concentragdes

em associacdo com fungos micorrizicos arbusculares (Fonte: Acervo pessoal, 2017).
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De acordo com andlise estatistica houve interacdo significativa entre os fatores estudados
para as variaveis biomassa seca de parte aérea, biomassa seca de raiz e relacdo R/PA (p < 0,01)
(Tabela 1).

Ao serem submetidas a diferentes niveis de salinidades, as plantas de H. suoveolens
apresentaram acentuadas redugdes em relagdo a sua producdo de biomassa. Embora as plantas
tenham sido afetadas de forma negativa pelo sal, verificou-se que a associagdo destas com fungos
micorrizicos proporcionaram um ganho de matéria seca em comparacdo com as plantas néo

associadas, sobretudo nas concentracGes mais elevadas de sais (Figura 3).

Tabela 1. Resumo das analises de varidncia das caracteristicas avaliadas de biomassa seca da parte aérea (BSPA),
biomassa seca da raiz (BSR) e relagdo raiz/ raiz parte aérea (R/PA) em plantas de Hyptis suaveolens submetidas a

diferentes concentrac@es salinas associadas a fungos micorrizicos.

Valores de F
Fv GL BSPA (g) BSR(g) R/PA
Fungos (F1) 2 76.3959 ** 29.4694 ** 15.2949 **
Salinidade (F2) 3 623.2078 ** 680.5532 ** 19.4823 **
F1xF2 6 83.7608 ** 31.2306 ** 15.6909 **
Tratamentos 11 229.5436 ** 207.9983 ** 16.6529 **
Blocos 2 0.6319 ™ 0.5116 ™ 2.0248 "
CV % 5.33 6.15 13.00

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01) * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =<p <
0,05), ™ ndo significativo (p >=0,05).

As plantas inoculadas com as duas espécies de fungos apresentaram um aumento na
producdo de biomassa seca da parte aérea quando comparadas com as plantas nao inoculadas com
fungos. Os fungos micorrizicos proporcionaram aumento na biomassa seca da parte aérea,
diferenciando-se significativamente em relacdo as plantas ndo micorrizadas a nivel de 1% de
probabilidade (Figura 3A).

Ao serem submetidas as diferentes concentracdes de sais, observou-se uma reducdo na
biomassa em relacdo ao tratamento controle, independentemente da presenca ou auséncia de
micorriza. A partir da concentracdo de 35 mM, as plantas micorrizadas apresentaram declinio no
desenvolvimento de biomassa seca, porém, nos niveis mais elevados de sais, 70 mM e 105 mM as
plantas associadas a G. etunicatum apresentaram maior biomassa em relagdo as nao inoculadas e as
inoculadas com G. albida, tanto na parte aérea quanto na raiz (Figura 3B). Ao analisar a
concentragdo mais elevada de sal (105 mM), nota-se uma reducdo de quase 50% em comparagao

aos tratamentos sem sal. Os beneficios gerados pelos FMAs podem estar relacionados a maior
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disponibilidade de nutrientes as plantas, e ainda a compartimentalizacdo do ion Na* nas hifas, que
pode amenizar 0s danos causados pelo excesso de sais (TAVARES et al., 2012).

Estudos com plantas jovens de sabia (Mimosa caesalpiniaefolia) e meloeiro (Cucumis melo)
ao serem submetidas a concentracOes elevadas de sais apresentaram reducfes nos teores de
biomassa seca da parte aérea (TAVARES, 2007; LUCIO, 2008). No entanto, os autores
observaram que ao serem inoculadas com FMAs, as plantas apresentaram incremento nos teores de
matéria seca, apesar do sal. Ao trabalhar com a bananeira, Yano-Melo et al. (2003) também
verificaram que a inoculacdo de FMASs proporcionou um aumento de 83% na matéria seca da parte
aerea quando comparada com as plantas ndo inoculadas sob condi¢fes de estresse salino. Uma vez
dentro da raiz, os FMAs desenvolvem estruturas altamente ramificadas dentro das células corticais,
os arbusculos, os quais facilitam a transferéncia de nutrientes para a planta (GUTJAHR,;
PARNISKE, 2013).

A presenga do sal afetou mais fortemente o desenvolvimento de biomassa de raiz que o da
parte aérea (Figura 3), provavelmente em funcdo do contato mais direto desse 6rgdo com o sal no
solo. Resultados semelhantes foram observados por Ragagnin et al (2014), ao trabalharem com
plantas de Lippia gracilis submetidas ao estresse salino com NaCl. Esse fato se refletiu na relacéo
R/PA, cujos resultados mostram valores inferiores a 1 (Figura 3C), confirmando maior incremento

de biomassa na parte aérea.

-

Figura 2. Comparativo entre as raizes de Hyptis suaveolens na auséncia de sal e sem FMAs (A), sem FMAs e 105 mM
de sal (B), inoculadas com Gisgaspora albida e 105 mM de sal (C) e inoculadas com Glomus etunicatum e 105 mM de
sal (D) (Fonte: Acervo pessoal, 2017).

Quando as plantas sdo submetidas a condigdes de estresse salino, processos importantes, a

exemplo da fotossintese, sdo afetados, de modo que uma das causas da reducdo na taxa de
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crescimento das plantas é atribuida a restricGes na taxa fotossintética, devido a menor condutancia
estomatica e a consequente limitagdo na capacidade de absor¢do de CO, (PRISCO E FILHO, 2010).
Além disso, o estresse pode inibir diretamente a divisdo e expansao celular, promovendo uma
supressdo do desenvolvimento vegetal. Resultando dessa forma menor crescimento em virtude de
menores taxas fotossintéticas (SILVEIRA, 2010).
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Figura 3. Médias da producdo de biomassa seca da parte aérea (A), da raiz (B) e da relagdo raiz/parte area (C) em
plantas de Hyptis suaveolens submetidas a diferentes concentragdes salinas associadas com fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs): Gisgapora albida, Glomus etunicatum e o controle (sem FMASs). Letras maiusculas referem-se

aos niveis de salinidades e as minasculas as espécies de fungos.

O decréscimo imediato na taxa de crescimento da parte aérea, promovido pela redugdo da
capacidade de absorcdo de &gua, é resultante de sinais hormonais produzidos pelas raizes para a
parte aérea, onde haveria um provavel papel do é&cido abscisico (MUNNS, 2002). Altas

concentragdes de sais de sodio interferem negativamente na homeostase celular, promovendo
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interacGes ibnicas, que podem causar alteragdes osmaticas e nutricionais deletérias as plantas (TAIZ
& ZEIGER, 2009).

O estabelecimento de associa¢fes micorrizicas tem resultado no aumento da tolerancia das
plantas a estresses ambientais (TANG et al., 2009). Sendo assim, plantas associadas aos FMAS tém
frequentemente maior resisténcia ao estresse promovido pelo excesso de sais, talvez com maior
consisténcia do que ao estresse devido a restricio hidrica. E relatado na literatura que os FMAs
apresentam a capacidade de aumentar a tolerancia das plantas ao estresse salino (JAHROMI et al.,
2008; HAJIBOLAND et al., 2010) por melhorarem a absorcéo de agua e nutrientes pelas plantas
(ASGHARI et al., 2005), promove o equilibrio i6nico (GIRI et al., 2007) e por permitir a protecdo
das atividades enzimaticas (RABIE & ALMADINI, 2005).

O quadro resumo da analise de variancia expressa na Tabela 2 mostra que houve interacédo
para os fatores investigados em relacdo as variaveis teor relativo de agua (TRA), danos a membrana

(DM) e peroxidagdo lipidica (MDA) sendo significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Tabela 2. Resumo das analises de variancia das caracteristicas avaliadas de TRA (Teor Relativo de Agua), DM (Danos
a membrana) e MDA (Peroxidagdo lipidica) em plantas de Hyptis suaveolens submetidas a diferentes concentracdes

salinas associadas a fungos micorrizicos.

Valores de F

FVv GL TRA DM MDA
Fungos (F1) 2 65.9664 ** 31.9030 ** 7.2507 **
Salinidade (F2) 3 121.0669 ** 103.2551 ** 68.8380 **
F1xF2 6 16.5420 ** 14.5952 ** 35.4415 **
Tratamentos 11 54,0350 ** 41.9221 ** 39.4240 **
Blocos 2 0.0028 ** 0.3094 s 0.2197 "
CV % 3.17 6.87 9.44

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01) * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p <
0,05), ™ ndo significativo (p >=0,05).

O teor relativo de &gua esta inteiramente associado a capacidade de retencdo de agua na
planta, e quanto maior esse valor no tecido vegetal, mais hidratado ele estd. Ao analisar essa
varidvel, verificou-se que a salinidade afetou a retencdo de agua pelos tecidos foliares, mais
fortemente a partir das concentracdes de 70 e 105 mM, tanto nas plantas micorrizadas quanto nas
ndo micorrizadas, porém, com excecdo das plantas em simbiose com G. etunicatum e submetidas a
105 mM de sal, todos os demais tratamentos apresentaram TRA superior a 70%. Em todos os niveis
de salinidade, as plantas controle e associadas a G. albida apresentaram TRA mais elevado, sendo

estatisticamente superiores as inoculadas com G. etunicatum, o qual apresentou TRA inferior a 60%
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(Figura 4). Na concentracdo de 35 mM, o TRA foi superior, inclusive com relacdo as plantas
cultivadas sem sal.

Em estudos realizados com goiabeira verificou-se que os valores de TRA foram reduzidos
com os pinhdo-manso (Jatropha curcas) também comprovou decréscimos nos percentuais de agua
retidos nos tecidos foliares ao serem submetidas a condicGes de salinidade (MATOS et al, 2013).
Tais resultados foram semelhantes ao observado em H. suaveolens. Por outro lado, estudos com em
plantas inoculadas com FMA mantem teor relativo de agua relativamente maior em comparagao
com plantas ndo inoculadas (COLLA et al., 2008; JAHROMI et al., 2008; SHENG et al., 2008).

Levando em consideracdo os mecanismos fisiologicos dos fungos, estes podem ter sidos
afetados pela condicdo estressante imposta. Tal fato comprometeu o efeito benéfico dos fungos
sobre as plantas. Dependendo da severidade do estresse, a salinidade afeta negativamente o
desenvolvimento dos FMAs (AGGARWAL et al., 2012).
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Figura 4. Médias do Teor Relativo de Agua (TRA) em plantas de Hyptis suaveolens submetidas a diferentes
concentragdes salinas associadas com fungos micorrizicos arbusculares: Gigaspora albida, Glomus etunicatum e o

controle (sem FMASs). Letras mailsculas referem-se aos niveis de salinidades e as mindsculas as espécies de fungos.

A andlise de variancia expressa na Tabela 3 mostra interacdo significativa a nivel 1% de
probabilidade (p<0,01) entre os fatores fungos (F1) versus salinidade (F2) para as variaveis:
clorofila, prolina e acucares redutores. Ao analisar os fatores isolados, prolina diferiu
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05) e para 0s agucares redutores nao
houve diferenca significativa. Ndo houve interacdo significativa entre os fatores para a variavel
colonizagdo micorrizica. Em relacdo a atividade antioxidante (sequestro de DPPH), os resultados

mostraram ndo haver diferengas para os fatores isolados e em interacgéo.
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Tabela 3. Resumo das andlises de variancia das caracteristicas avaliadas de Clorofila, Prolina, AR (Acucares
Redutores), Colonizacdo Micorrizica (CM) e Sequestro de DPPH em plantas de Hyptis suaveolens submetidas a

diferentes concentrag@es salinas associadas a fungos micorrizicos.

Valores de F
FV GL Clorofila Prolina AR CM Sequestro de DPPH
Fungos (F1) 2 66.6869 **  3.9264 * 2.1139 ™ 5.71902** 2.4526 "
Salinidade (F2) 3 395.56366 ** 45,1061 **  256.2117 ** 4.8166* 2.3582 "
F1xF2 6 60.1661 **  4.8889 ** 4.9066 **  3.758301 ™ 0.7905 "™
Tratamentos 11 152.8163 **  15.6822 ** 72.9366 ** 3.1837** 1.5288 "
Blocos 2 0.3977 ™ 1.2144 0.5231" 5.7190" -
CV % 3.47 29.26 8.83 21.79 12.28

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01) * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =<p <
0,05), ™ ndo significativo (p >=0,05).

A salinidade nos niveis de 70 e 105 mM afetaram a producéo de clorofilas totais nas plantas
micorrizadas. Na dose de 35 mM, a simbiose com G. albida favoreceu a producdo de clorofila,
porém a partir dessa dose, as plantas mesmo micorrizadas apresentaram declinio na producdo desse
pigmento. A concentracdo de 105 mM de sal promoveu quedas mais acentuadas, tanto nas plantas
micorrizadas quanto as ndo micorrizadas (Figura 5 A). O nivel de clorofila € um dos parametros
mais utilizados como indicativo de deficiéncia nutricional em plantas cultivadas (GODQY et al.,
2008) e de possiveis alteracdes nos processos de fotoassimilagdo, que interferem diretamente no
desenvolvimento e crescimento vegetal. Trabalho realizado por Aragédo et al. (2009) comprovou gque
aumento dos niveis de sais no solo influenciou negativamente para a producdo de clorofila nas
plantas de meldo (Cucumis melo L.) e segundo os autores, esse fato contribuiu para diminui¢do na
producdo de matéria fresca e seca das plantas.

Os carboidratos podem ser um indicativo de osmorregulacdo e de acordo com os dados
analisados, verificou-se que o0s niveis de acUcares redutores em H. suaveolens aumentaram
conforme niveis maiores das concentragdes salinas (70 mM e 105 mM) (Figura 5 B). Analisando-se
o0 tratamento sem e com 35 mM de sal, verifica-se que ndo houve diferenca estatistica entre plantas
sem e com FMAs. Na maior dose de sal (105 mM), observou-se incremento na producdo de
acucares redutores pelas plantas inoculadas com G. albida. Essa estratégia pode explicar o porqué
da reducdo da biomassa seca nesse tratamento. Muito provavelmente, a energia que deveria ser
utilizada para producéo de biomassa, foi desviada para osmorregulacéo.

As plantas inoculadas com G. etunicatum apresentaram nivel de aclcares redutores
estatisticamente semelhante a plantas inoculadas com G. albida (Figura 5B), sugerindo, portanto,
que os FMAs podem contribuir com a osmorregulacdo das plantas. E importante salientar também

que os niveis de acucares redutores em altas concentra¢des na célula atuam estabilizando algumas
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ELAVUMOOTTIL et al, 2003).
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Figura 5. Teores de clorofila total (A), niveis de agUcares redutores (B) e prolina em plantas de Hyptis suaveolens

submetidas a diferentes concentragGes salinas associadas com fungos micorrizicos arbusculares: Gigaspora albida,

Glomus. etunicatum e o controle (sem FMAS). Letras mailsculas referem-se aos niveis de salinidades e as minisculas

as espécies de fungos.

As estruturas das membranas celulares sdo afetadas pelo estresse salino em condigdes

tipicas de ambiente semiarido. O grau de danos as membranas pode ser avaliado através da

420

condutividade elétrica, que mede o vazamento de eletrélitos das células para a solu¢do aquosa

421

(MUNNS e TESTER, 2008).
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Analisando os percentuais de danos causados a membrana, foi possivel observar que os
maiores niveis de salinidade promoveram maiores danos nas plantas e que a associacdo com 0s
FMAs ndo contribuiu para o alivio desse estresse. Em média as plantas inoculadas com FMAs
apresentaram danos maiores que as plantas controle submetidas ou ndo as concentracfes de sais
(Figura 6A). Na dose mais elevada de sal (105 mM), danos ocasionados a membrana foram
maiores em plantas na auséncia de fungos. Nessa concentracao foi possivel perceber que as plantas
inoculadas com G. etunicatum diferiram do controle, apresentando uma relativa reducéo do dano, o
que pode indicar menor estresse oxidativo nas plantas colonizadas.

O vazamento de eletrolitos em H. suaveolens pode estar relacionado ao estresse ibnico,
pois 0 excesso de Na* e principalmente o excesso de Cl- no protoplasma causam elevados niveis de
toxicidade e ocasionam distdrbios em relacdo ao balango iénico, provocando alteracdes na estrutura
e estabilidade das membranas celulares (SHABALA et al., 2012). Outro fator associado aos niveis
crescentes de danos a membrana observados neste trabalho pode esta relacionado as altas
temperaturas as quais as plantas foram impostas durante o seu cultivo.

Os danos causados as membranas celulares ocorrem em funcdo da peroxidacdo dos
lipidios, gerada pelo estresse salino a que as plantas foram submetidas e esses danos sdo aferidos
pelos niveis de malondialdeido (MDA).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que a salinidade contribuiu para
peroxidacdo, logo os fungos ndo influenciaram positivamente para minimizar o estresse (Figura
6B). Verificou-se que os niveis de MDA variaram nos diferentes tratamentos. Embora as plantas
ndo estivessem sob condigdes salinas, quando em associagdo com G. etunicatum diferiram
estatisticamente das plantas ndo inoculadas e das inoculadas com a outra espécie de fungo. Sob
condicdes salinas, nas doses de 35mM e 70 mM, as plantas em associacdo com G. albida
apresentaram aumento significativo de MDA em relacdo ao controle e as associadas a outra espécie
de micorriza. Na dose mais elevada de sal, as plantas inoculadas com G. etunicatum diferiram
estaticamente dos demais tratamentos.

Em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum L) inoculadas com a espécie de Glomus
mosseae e cultivadas em solo com 0,50 e 100 mM de sal mostraram resultados contrarios aos
obtidos nesse trabalho. A analise dos resultados indicou que a inoculacdo com FMAS causou
reducdo no teor de MDA em comparagdo com plantas salinizadas, indicando menor dano oxidativo
nas plantas colonizadas (LATEF, 2011).

Ao analisar os niveis de prolina acumulada nas folhas, foi possivel observar maior acimulo
nas concentragdes mais elevadas de NaCl nas plantas sem os fungos e em simbiose. Na auséncia de

sal, verificou-se que as plantas inoculadas ndo deferiram estatisticamente das plantas sem fungos.
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Nessas dosagens de sais, as plantas associadas ao G. albida apresentaram maiores acumulos de

457

prolina nas folhas quando comparado a todos os tratamentos com ou sem sal, associado ou n&o as

458

duas espécies de fungos (Figura 5C). O aumento de prolina em plantas micorrizadas também foi

459

observada em trabalhos com plantas de pinhdo-manso (OLIVEIRA, 2016) e Brassica juncea

(SARWAT et al., 2016) submetidas a diferentes niveis de salinidade.
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antioxidante do extrato aquoso pelo método de redugdo do radical DPPH (C) nas folhas em plantas de H. suaveolens

submetidas a diferentes concentracdes salinas associadas com fungos micorrizicos arbusculares: G. albida, G.

etunicatum e o controle (sem FMAS). Letras mailsculas referem-se aos niveis de salinidades e as mindsculas as

espécies de fungos.

As plantas ao serem submetidas a excesso de sais desencadeiam mecanismos de ajuste

472

osmotico para manter a turgidez de suas células, o que ocasionara o crescimento lento das plantas

473

| de plantas em responder ao sal

Ogico sensive

s

estressadas. O acumulo desse soluto € um indice fisiol

474

e outros estresses (GUERZONI et al., 2014). Além de promover o ajuste osmotico, como citado

475

anteriormente, essa molécula apresenta outras fungdes nos tecidos de plantas que estdo sob
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condi¢bes de estresse, tais como manter e proteger a integridade da membrana plasmatica
(ASHRAF et al., 2011; MARIJUAN & BOSCH, 2013).

As plantas de H. suaveolens colonizadas com as duas espécies de fungos apresentaram
estruturas caracteristicas da colonizacdo micorrizica em todos os tratamentos independente da dose
de sal. Foram encontrados arbusculos, hifas e vesiculas no material analisado. As plantas nao
inoculadas a colonizagéo foi nula, evidenciando que o método de esterilizagdo do solo foi eficaz.

Os resultados expressos na figura 7 mostram que houve diferenca estatistica a nivel de 1%
de probabilidade (p < 0,01) entre os fungos na dose mais baixa de sal (35mM). Nos demais
tratamentos ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos para o fator fungo. Ao
levarmos em consideracdo o fator salinidade, houve diferenca estatistica ao nivel de 5% de
probabilidade (0,01 =< p < 0,05) na concentracdo 70 e 105 mM nas plantas inoculadas com G.
albida.

-%
o0
o

Colonizacao Micorrizica

Salinidade - mM

Figura 7. Colonizacdo micorrizica em plantas de Hyptis suaveolens em funcdo da inoculagdo e diferentes
concentragdes salinas. Médias seguidas de mesmas letras iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey a 1%. Mailsculas

referem-se a salinidade e mindsculas aos fungos.

O grau de toxicidade gerado pela salinidade é um problema mundial agricola e ambiental.
Na literatura, muitos trabalhos mostram que os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) podem
aumentar a tolerancia a salinidade de muitas espécies vegetais e algumas mudancas fisiologicas
ocorrem na simbiose dos fungos micorrizicos sob condi¢des de estresse salino. No entanto, nesse
trabalho, pode-se constatar que mesmo havendo a colonizagdo das raizes de H. suaveolens, os
fungos ndo aliviaram eficientemente os efeitos da salinidade. Provavelmente, os pontos necroticos
visualizados nas plantas tratadas com NaCl podem estar relacionados com a acumulacdo de ions, ja
que estes em excesso apresentam alteracbes morfoldgicas (folhas menores, menor ndimero de

folhas) e até mesmo a morte celular. Tal fato caracteriza estresse i6nico (SOUZA et al., 2011).
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Os resultados referentes a avaliagdo da atividade antioxidante (%AA) do extrato aquoso das
folhas de H. suaveolens, determinada pelo ensaio do DPPH, estdo apresentados na Figura 6,
mostrando que todos os tratamentos apresentaram atividade sequestradora do radical DPPH. O
sequestro do DPPH foi superior a 80% (Figura 6 C). H. suaveolens apresentou, independentemente
do fator salinidade e da espécie de fungo ao quais as plantas foram associadas, consideravel
atividade antioxidante.

As condicdes ambientais impostas as plantas induzem a superproducéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs). Estas especies reativas promovem danos as estruturas celulares, que
dependendo da severidade podem acarretar a morte da planta. As respostas bioquimicas e
fisiologicas desencadeadas pelas plantas superiores ao estresse oxidativo incluem um eficiente
sistema de defesa antioxidante, que envolve a atividade de enzimas e metabdlitos ndo enzimaticos,
que, de forma conjunta, atuam na eliminacdo das EROs e na reducdo de danos proveniente do
estresse oxidativo (BARBOSA et al, 2014).

Em resposta a varios estresses, tanto bidticos quanto abi6ticos, as plantas apresentam a
capacidade de sintetizar e acumular compostos secundarios. Varia¢do acima ou abaixo do 6timo em
relacdo a elementos essenciais também tem mostrado forte influéncia no metabolismo de compostos
secundarios, como nos flavonoides (VELLOSO, 2009). A atividade antioxidante de extratos
vegetais tem sido correlacionada com a presenca dos flavonoides, classe de compostos naturais de
consideravel interesse cientifico e terapéutico. (NASCIMENTO et al., 2011). Segundo Velloso
(2009), de modo geral o estresse salino contribui para aumentar os niveis de flavonoides, enquanto
a variacdo da temperatura pode influenciar de forma diferenciada em outros grupos de metabdlitos.

Os carotenoides também desempenham um papel fundamental nas plantas. O contetudo de
carotenoides no vegetal estd associado a mecanismos de adaptacdo aos estresses ambientais
enfrentados, visto que os carotenoides apresentam propriedades antioxidantes (MORAIS, 2006),
protegendo as células de danos oxidativos provocados por EROs, como o singleto (*O2), (SHAMI;
MOREIRA, 2004). Em trabalho realizado por Lima et al. (2004), o teor de carotenoides totais em
dois gendtipos de arroz inoculadas com FMAs ndo foi alterada pela concentragdo salina,
mostrando, portanto, que a producdo de pigmentos fotossintéticos pode estar condicionada ao
gendtipo ou a alguns fatores de protecdo, como fungos micorrizicos, por exemplo.

Atualmente o interesse no estudo dos compostos quimicos tem aumentado muito, devido
principalmente a habilidade antioxidante destas substancias em sequestrar radicais livres, 0s quais
sdo prejudiciais a saude humana (ALVES et al., 2007; NEVES et al., 2008).

Através do estudo in vitro, utilizando os extratos aquosos das folhas, percebeu-se que todos

0s tratamentos apresentaram atividade sequestradora do radical DPPH. Tal fato pode ser atribuido a
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compostos enzimaticos e ndo enzimaticos. Embora, a espécie em estudo apresente atividade
antioxidante, esta ndo foi suficiente para evitar a peroxidagdo e 0s danos ocasionados a membrana
nos extratos foliares. As plantas estavam expostas a condi¢es de altas temperaturas, tipicas do
semiarido e, portanto, desfavoraveis ao seu desenvolvimento 6timo, e esse fato, pode ter induzido as
plantas a uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio, estando eles em quantidades
superiores aos compostos secundarios produzidos pela H. suaveolens.

Levando em consideracao as propriedades antioxidantes dos extratos, tornam-se necessarios
novos trabalhos para identificar quais sdo esses compostos secundarios. Contudo, a espécie em
estudo ndo mostrou-se tolerante a salinidade imposta, porém se adapta satisfatoriamente as
temperaturas do caracteristicas do semiarido. Tal fato estimula a producdo de compostos de

relevancia farmacoldgica que precisam ser investigadas.

CONCLUSOES

O aumento nos niveis de salinidade interferiu negativamente no desenvolvimento de H.
suaveolens. A associacdo destas com fungos micorrizicos proporcionaram um ganho de matéria
seca em comparacdo com as plantas ndo associadas, sobretudo nas concentracGes mais elevadas de
sais.

Em doses elevadas de NaCl, as plantas micorrizadas acumularam mais prolina quando
comparada quando as plantas sem FMAs.

Altas doses de sais favoreceram aumento dos teores de acUcares redutores.

H. suaveolens apresentou, independentemente do fator salinidade e da espécie de fungo,
consideravel atividade antioxidante. No entanto, ndo foi suficiente para evitar a peroxidacao e 0s
danos ocasionados & membrana nos extratos foliares.

As plantas de H. suaveolens colonizadas com as duas espécies de fungos apresentaram
estruturas caracteristicas da colonizacdo micorrizica em todos os tratamentos independente da dose

de sal.
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