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RESUMO

O estresse salino é um dos principais fatores que limitam o crescimento e a
produtividade das plantas, especialmente sob a ameaga das mudancas climéticas.
Portanto, é importante desenvolver estratégias que visem garantir a producdo de
alimentos mesmo em condicdes salinas. A aplicacdo exdgena de metil jasmonato (MJ)
para atenuar o estresse em plantas tem mostrado resultados promissores. Neste estudo,
avaliamos os efeitos de diferentes concentragdes de MJ no crescimento e na morfologia
do rabanete (Raphanus sativus L.) sob condigcOes de estresse salino. As plantas foram
irrigadas com solucgdo salina (120 mM de NaCl, 12,25 dS m™) e 4gua ndo salina
(controle, 0,31 dS m™) e pulverizadas semanalmente com soluges de MJ (5 puM, 50
UM, 500 uM e 5 mM) e agua destilada. O periodo experimental teve inicio sete dias
apo6s a semeadura (DAS) e durou até 30 DAS. Em plantas com estresse salino, a
capacidade fotossintética foi reduzida e o crescimento do rabanete diminuiu em 50%; no
entanto, a concentracdo de clorofila e carotenoides, extravasamento de eletrolitos e taxa
de respiracdo no escuro aumentaram. Nossos resultados mostraram que nenhuma das
concentragdes de MJ mitigou a inibicdo do crescimento causada pelo estresse salino;
independentemente do estresse salino, a maior concentracdo de MJ (5 mM) restringiu a
formagdo de raizes de armazenamento. Em contraste, 5 uM de MJ mitigou os efeitos
negativos do estresse salino na taxa de assimilacdo de carbono, transpiragéo,
condutancia estomatica e respiragdo no escuro. Portanto, o0 MJ ndo atenua o estresse

salino no rabanete e pode inibir o crescimento da planta em altas concentracdes.

Palavras-chave: Regulador de crescimento - Acido jasménico - Raphanus sativus L. -
Salinidade - Tolerancia ao estresse



ABSTRACT

Salt stress is a major factor limiting plant growth and productivity, especially under the
threat of climate change. Therefore, it is important to develop strategies that aim to
ensure food production even under saline conditions. The exogenous application of
methyl jasmonate (MJ) to mitigate stress in plants has shown promising results. In this
study, we evaluated the effects of different MJ concentrations on radish (Raphanus
sativus L.) growth and morphology under salt-stress conditions. Plants were irrigated
with saline (120 mM NaCl, 12.25 dS m™) and tap water (control, 0.31 dS m™) and
sprayed weekly with MJ solutions (5 uM, 50 uM, 500 uM, and 5 mM) and distilled
water. The experimental period started seven days after sowing (DAS) and lasted until
30 DAS. In salt-stressed plants, photosynthetic capacity was reduced and radish growth
decreased by 50%; however, the chlorophyll and carotenoid concentration, electrolyte
leakage, and dark respiration rate increased. Our results showed that none of the MJ
concentrations mitigated growth inhibition caused by salt stress; independent of salt
stress, the highest MJ concentration (5 mM) restricted the formation of fleshy storage
root. In contrast, 5 pM MJ mitigated the negative effects of salt stress on carbon
assimilation rate, transpiration, stomatal conductance, and dark respiration. Therefore,
MJ does not mitigate salt stress in radish, and can inhibit plant growth at high

concentration.

Keywords: Growth regulator - Jasmonic acid -Raphanus sativus L. - Salinity - Stress

tolerance



INTRODUCAO

A salinidade é um estresse abidtico que reduz o crescimento e a produtividade das
plantas em todo o mundo, sendo caraterizada pela alta concentracdo de sal no solo e na
agua de irrigacdo (Hajihashemi et al., 2021; Zhao et al., 2021). Embora a salinizac¢éo do
solo ocorra naturalmente ela pode ser agravada por atividades agricolas e industriais
insustentaveis e pelos efeitos de mudancas climaticas (Corwin 2021; Eswar et al. 2021).
Como as chuvas tém se tornado mais raras e irregulares devido as mudancas climaticas,
0 uso de &guas subterraneas salinas para irrigacdo de culturas vem aumentando, o que

resulta na reducdo da producéo agricola (Xu et al. 2019; Eswar et al. 2021).

O estresse salino afeta o crescimento das plantas de varias maneiras; por exemplo, a
reducdo do potencial osmético do solo impede a absor¢do de agua e diminui o turgor
celular. Consequentemente, a expansao celular para e o estbmato se fecha, reduzindo
assim a taxa de fotossintese (Hajihashemi et al. 2021). Além disso, as concentracfes de
fons como Na+, CI-, Ca®", Mg?*, SO+ e HCO3™ podem ser toxicas sob estresse salino;
como resultado, os processos fisioldgicos e bioquimicos sdo interrompidos e a absor¢do
e o transporte de nutrientes sdo prejudicados devido a interagdes competitivas com
transportadores (Ibrahimova et al. 2021; Zhao et al. 2021; Gao et al. 2022). Além disso,
a salinidade resulta em estresse oxidativo secundario devido a superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem danificar membranas e moléculas
organicas (Zelm e Zhang 2020). Como o estresse salino afeta negativamente o
crescimento e 0 metabolismo das plantas, levando a morte, as plantas desenvolveram
mecanismos para lidar com os efeitos da salinidade. Por exemplo, as plantas podem
induzir o ajuste osmotico para permitir a absorgdo e transporte de agua das raizes para
os brotos, estimular a compartimentalizacdo de ions para reduzir a toxicidade e ativar a
defesa antioxidante para eliminar ROS (Isayenkov e Maathuis 2019; Zhao et al. 2021) .
Além disso, as plantas modulam sua capacidade fotossintética, crescimento e equilibrio
hormonal para garantir sua sobrevivéncia em condicdes salinas (Arif et al. 2020; Yu et
al. 2020).

Levando em conta que até o ano de 2050 mais da metade das terras araveis do
mundo ndo serdo adequadas para semeadura devido a salinidade (lbrahimova et al.
2021), e essencial desenvolver estratégias que visem aumentar a tolerancia das plantas
ao estresse salino. Nesse contexto, os horménios vegetais desempenham um papel vital

nas respostas das plantas a salinidade e outros estresses abioticos (Arif et al. 2020).



O jasmonato (JA), um hormonio vegetal conhecido principalmente por sua fungéo na
defesa da planta contra estresses bioticos, também esta envolvido na defesa contra
estresses abidticos, como seca, salinidade, estresse térmico, estresse luminoso e metais
pesados (Farhangi-Abriz e Ghassemi Golezani 2019). O JA induz a expressdo de genes
responsivos ao sal, aumentando a capacidade antioxidante e a sintese de osmoprotetores
como prolina e glicina-betaina (Farhangi-Abriz e Ghassemi Golezani 2019; Arif et al.
2020). De fato, JA e metil jasmonato (MJ) aplicados exogenamente demonstraram
aumentar a tolerancia ao estresse salino em culturas como o tomate (Solanm
lycopersicum) e o arroz (Oriza sativa)(Ghassemi-Golezani et al. 2020; Yu et al. 2020;
Gao et al. 2021; el Nahhas et al. 2021). No entanto, o JA também esté relacionado a
inibicdo do crescimento induzida por sal, que é uma importante estratégia de
aclimatacdo para a sobrevivéncia da planta em ambientes salinos (Valenzuela et al.
2016; Gao et al. 2021). Embora a inibicdo do crescimento seja uma resposta de
enfrentamento para garantir a sobrevivéncia da planta, ela pode reduzir a produgéo
agricola; assim, € necessario avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de JA
aplicado exogenamente na inducdo de tolerancia ao estresse salino e manutencdo do
crescimento das plantas. Além disso, como os genes induzidos por sal regulados por JA
sdo altamente expressos em tecidos radiculares (Geng et al. 2013), é importante
determinar o efeito de JA exdgeno na inducdo de toleréncia a salinidade em culturas

tuberosas.

Raphanus sativus L., comumente conhecido como rabanete, é uma cultura de raiz
tuberosa amplamente cultivada pertencente a familia Brassicaceae; € rico em nutrientes
e antioxidantes e é apreciado por sua polpa crocante e sabor picante (Gamba et al. 2021;
Garcia-lbafiez et al. 2022).Seu 6rgdo comestivel, comumente chamado de raiz, €
composto pela parte inferior do hipocétilo engrossado e pela parte superior composta
por tecido radicular verdadeiro (Zaki et al. 2012). Alem disso, como o0s rabanetes tém
uma taxa de crescimento rapida, ciclo de vida curto e alta capacidade adaptativa em
relacdo as condi¢cBes ambientais, eles servem como organismos modelo apropriados
para estudar as respostas das plantas ao estresse salino (Welles e Funk 2021). Os
rabanetes sdo considerados moderadamente sensiveis a salinidade, sendo que sua
capacidade fotossintética, crescimento e rendimento diminuem sob condi¢Ges de
estresse salino (Bukhat et al. 2020; Zhang et al. 2021; Garcia-lbafez et al. 2022). Em

resposta a salinidade, os rabanetes ativam suas defesas antioxidantes e estimulam o



acumulo de osmoprotetores (Sanoubar et al. 2020). Além disso, foi relatado que a
aplicacdo exogena de MJ desencadeia defesas antioxidantes e acelera o acumulo de
antocianina em mudas de rabanete com 7 dias de idade em resposta ao estresse salino
(Sakamoto e Suzuki et al. 2019).

As mudancas climaticas vem aumentando a necessidade do uso de aguas salinas
como fontes alternativas de &gua para irrigacdo; portanto, é importante desenvolver
estratégias que possibilitem que as lavouras prosperem mesmo sob condigdes de
estresse salino. Nesse contexto, o resultado da aplicacdo de MJ exdgeno para induzir
tolerancia ao sal é promissor, principalmente em culturas de raizes tuberosas como o
rabanete. No entanto, uma vez que o MJ também estd associado a inibicdo do
crescimento da planta, é importante analisar as respostas das plantas a diferentes
concentracdes de MJ em termos de ativacao de respostas de defesa e manutencdo de alto
rendimento. Neste estudo, levantamos a hipdtese de que concentracdes apropriadas de
MJ podem induzir tolerancia ao estresse salino enquanto mantém alta produtividade em
plantas de rabanete. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
concentracdes de MJ no crescimento, capacidade fotossintética e estabilidade de

membrana de plantas de rabanete em condicdes salinas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacdo experimental e material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo coberta com filme transparente,
que fica na area experimental do Laboratério de Producdo de Mudas do Centro de
Ciéncias Humanas, Sociais e Agrérias da Universidade Federal da Paraiba, Bananeiras,
PB, Brasil (6° 45' S, 35°38" W, altitude de 526 m). Durante o periodo experimental, a
temperatura média de 24,7 °C (19,4°C-30,1 °C) e umidade relativa de 85% (Inmet
2022). Oito sementes de rabanete (R. sativus L., cultivar 'Crimson Gigante'; Feltrin®
Sementes, RS, Brasil) foram semeadas em vasos de polietileno de 5 L (17 cm de altura
x 21 cm de largura) contendo calcario, macro e micronutrientes e substrato comercial
MECPLANT® (MECPLANT®, HORTA-1, Telémaco Borba, Brasil), composto por
casca de pinus bioativada e vermiculita. Cada vaso foi fertilizado com 5 g de mistura

granular de nitrogénio, fésforo e potassio (NPK, 4-14-8).



2.2 Irrigacdo e tratamentos com MJ

A irrigacéo foi realizada mantendo-se os vasos com capacidade de retencdo de 100%
por 7 dias apos a semeadura (7 DAS). Aos 7 DAS, foi realizado o desbaste mantendo-se
apenas uma planta em cada vaso. A partir dos 7 DAS, as plantas foram irrigadas com
solucéo salina ou dgua ndo salina, a cada 2 dias mantendo-se 0s vasos com a capacidade
de retencdo do vaso de 80% (Henschel et al. 2022). A &gua salina (120 mM; 12,25 dS
m) foi preparada pela dissolucdo de NaCl em &gua proveniente do um abastecimento
local (0,3 dS m™); Plantas controle foram irrigadas com agua do abastecimento sem
adicdo de sal (0,31 dS m™). As folhas de plantas ndo estressadas e estressadas com sal
foram pulverizadas até ficarem completamente molhadas (15 mL por planta) com
solugdes de MJ (5 uM, 50 uM, 500 uM e 5 mM) ou agua destilada (controle) a cada 7
dias, de 7 a 27 DAS. Duas gotas de polissorbato 80 (TWEEN® 80; Millipore Sigma,
Massachusetts, EUA) 0,03% (v/v) foi adicionado as solucdes para melhorar sua

aderéncia as folhas.

2.3 Andlises morfofisioldgicas

As trocas gasosas foram medidas em folhas totalmente expandidas de cinco plantas
em cada tratamento, entre 08:00h e 09:00 h, usando um analisador de gases por
infravermelho (LCpro-SD Advanced Photosynthesis System; ADC BioScientifc Ltd.,
Hoddesdon, Reino Unido). As condi¢Ges na camara foliar foram definidas da seguinte
forma: 1000 pmol fétons m=2 st com 10% de luz azul, 200 umol s* fluxo de ar, 25 °C
na camara da folha, CO- e umidade relativa ambientes. A taxa de assimilacdo liquida de
carbono (A, pmol CO2 m™2 s™%), condutancia estomatica (gs, mmol CO, m2 s,
concentragdo interna de CO> (Ci, umol CO, mol™* ar), taxa de transpiragdo foliar (E,
mmol H,0 m™2 s, eficiéncia do uso da agua (WUE), e eficiéncia da assimilagdo de
carbono (A/Ci) foram determinados.

Curvas de resposta a luz foram construidas usando as mesmas condi¢fes de cAmara
foliar com intensidades de luz variadas (0, 50, 150, 300, 500, 700, 1000, 1200,
1400,1800 e 2000 fotons umol m2 s). As curvas foram usadas para determinar a
respiracdo no escuro, ponto de compensacdo e de saturacdo de luz. As medi¢bes foram
feitas em trés dias ensolarados consecutivos (26, 27 e 28 DAS).

Os pigmentos fotossintéticos foram determinados cortando-se quatro discos (1
cm?) das folhas totalmente expandidas de cinco plantas com 30 dias de idade em cada

tratamento; os discos foram incubados em 5 mL de dimetil sulféxido (Synth, S&o Paulo,



Brasil) por 48 h no escuro (Santos et al. 2008). Os extratos foram entdo analisados em
480, 649 e 665 nm usando um espectrofotobmetro (GTA-96 UV-VIS; Global Trade
Technology, Séo Paulo, Brasil). Os contetdos de clorofila a e b, relacéo clorofila a/b,
clorofila total e carotenoides totais foram calculados de acordo com a férmula
desenvolvida por Wellburn (1994).

O extravasamento de eletrolitos foi quantificado conforme descrito
anteriormente por Bajji et al. (2002). Dez discos de folhas (1 cm?) foram coletados 30
DAS, lavados e incubados em 40 mL de agua destilada por 6 h; a condutancia elétrica
inicial da solucdo (ECi) foi determinada por meio de um medidor de condutividade
(modelo CD-820, Instrutherm Measuring Instruments Ltda., S&o Paulo, Brasil). A
solucdo foi entdo incubada a 90 °C por 2 h para determinar a condutancia elétrica final
(ECf). O extravasamento de eletrdlitos foi calculado como (ECI/ECf) x 100 e expresso
em porcentagem (%).

Os parametros de crescimento vegetal e alocacdo de biomassa foram
determinados aos 30 DAS. Para a determinacdo da massa fresca, utilizou-se um bisturi
para separar a parte aérea (folhas e peciolos) das raizes de reserva (partes engrossadas
das raizes, também chamadas de hipocotilos). A area foliar e o nimero de folhas foram
determinados separando e digitalizando todas as folhas de plantas individuais usando
um scanner de mesa HP Scanjet G2410; as imagens digitalizadas foram analisadas
usando o software ImageJ (Abramof et al. 2004). O didmetro da raiz de reserva e 0
comprimento da raiz foram medidos usando um paquimetro, enquanto o volume da raiz
de reserva foi medido usando uma proveta graduada. Em seguida, a parte aérea do
rabanete e as raizes de armazenamento foram secas em estufa a 65 °C até que a massa
seca se tornasse constante. A relacdo parte aérea/raiz foi calculada como massa seca da
parte aérea dividida pela massa seca da raiz. A area foliar especifica foi definida como a

razdo entre a area foliar e a massa seca da parte aérea.

2.4 Desenho experimental e analise de dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x
2 (cinco concentracfes de MJ: 0, 5 uM, 50 uM, 500 uM e 5 mM; duas condicOes de
salinidade: 120 mM NaCl e agua), com seis unidades experimentais para cada
tratamento. Cada unidade experimental foi constituida por um vaso contendo uma
planta. A normalidade e a homogeneidade dos dados foram avaliadas pelos testes de

Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Diferencas estatisticamente significativas



foram determinadas por andlise de variancia (teste F); as médias das variaveis
significativas foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0.05). As analises foram
realizadas com o software Genes (Cruz 2016).

3. RESULTADOS

No geral, o crescimento do rabanete foi fortemente reduzido sob condicGes de
estresse salino (Fig. 1). Por outro lado, MJ ndo afetou o crescimento do rabanete em
ambas, plantas ndo estressadas e sob estresse salino, exceto pela maior concentracao (5
mM) de MJ, que teve um efeito negativo no crescimento do rabanete,
independentemente do estresse salino (Fig. 1). A biomassa total de plantas ndo tratadas
expostas a condigdes de estresse salino foi 50% menor do que em plantas ndo tratadas e
ndo estressadas (Fig. 1b). Em comparacdo com a condi¢do sem estresse, 0 estresse
salino diminuiu a biomassa total de plantas tratadas com 5, 50 ¢ 500 uM MJ, enquanto
nenhuma diferenga na biomassa total foi observada entre ndo estresse e estresse salino
para plantas tratadas com 5 mM MJ. A salinidade afetou negativamente o crescimento
da parte aérea mais do que o crescimento da raiz de reserva: em comparagdo com as
plantas ndo estressadas, a massa fresca e seca da parte aérea e a area foliar das plantas
estressadas com sal ndo tratadas diminuiram 71%, 58% e 70%, respectivamente,
enquanto a massa fresca e seca da raiz de reserva e 0 volume da raiz de reserva

diminuiram 51%, 38% e 39%, respectivamente (Figs. 1 e 2).

No entanto, a razdo parte aérea/raiz entre plantas estressadas e ndo estressadas em
cada tratamento de MJ né&o foi diferente (Fig. 1e). Em contraste, 5 mM de MJ resultou
na maior relacdo parte aérea/raiz em comparacdo com as outras concentracoes,
independentemente do estresse salino. 5 mM MJ também reduziu a biomassa total,
massa fresca e seca da parte aérea, area foliar, massa fresca e seca da raiz de
armazenamento e volume da raiz de armazenamento em condigdes sem estresse e
estresse salino (Figs. 1, 2). Em contraste, nenhuma diferenca entre as outras
concentragdes de MJ (0, 5, 50 e 500 uM) foi observada em qualquer um desses

pardmetros em condigdes de estresse salino e sem estresse (Figs. 1b—g, 2a).



Methyl jasmonate treatment
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Figura 1. Acimulo de biomassa (a), biomassa total (b), massa fresca das folhas (c), massa seca das folhas
(d), razdo parte aérea/raiz (e), massa fresca da raiza (f) e massa seca da raiz em plantas de Raphanus
sativus L. de 30 dias pulverizadas com agua destilada (0 uM) ou metil jasmonato (MJ) (5 uM, 50 uM,
500 uM e 5mM) e irrigado com solugdo salina (120mM mM NaCl, 12,25 dS m -1) (estresse salino) ou
agua ndo salina (0,31 dS m-1) (sem estresse). Os valores representam médias + erro padrdo (n=6).
Valores com as mesmas letras ndo diferem (teste de Tukey; P < 0,05). Letras mailisculas comparam
condigBes sem estresse e com estresse salino, as letras mindsculas comparam entre concentragfes de MJ

dentro de cada condig8o de estresse.

A érea foliar especifica e 0 numero de folhas foram menores em plantas com estresse
salino em comparacdo com plantas ndo estressadas, em todas as concentragdes de MJ
testadas (Fig. 2b, c). Além disso, dentro das plantas ndo estressadas, a area foliar
especifica foi maior com a aplicagéo de 50 uM de MJ em comparagdo com 500 uM e 5
mM de MJ. Em contraste, dentro das plantas com estresse salino, nenhuma diferenca na

area foliar especifica foi observada entre plantas ndo tratadas e aquelas tratadas com 5



uM, 50 uM e 500 uM de MJ (Fig. 2b). A aplicacdo de 5 mM de MJ resultou na menor

area foliar especifica em ambas as condicGes, sem estresse e estresse salino.
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Figura 2. Area foliar (a), 4rea foliar especifica (b), nimero de folhas (c) e volume radicular (d) de plantas
de Raphanus sativus L. com 30 dias de idade pulverizadas com agua destilada (0 uM) ou metil jasmonato
M) (5 pM, 50 uM, 500 uM e 5 mM) e irrigados com solugdo salina (120 mM NacCl, 12,25 dS m)
(estresse salino) ou agua da torneira (0,31 dS m™) (ndo-estresse). Os valores representam médias * erro
padrdo (n=6). Valores com as mesmas letras ndo diferem (teste de Tukey; P<0,05). Letras maiUsculas
comparam condigBes sem estresse com estresse salino dentro de cada concentracdo de MJ; as letras

minGsculas comparam entre as concentracdes de MJ dentro de cada condigao de estresse.

A concentracdo de clorofila a de plantas ndo tratadas foi maior em plantas com estresse

salino do que em plantas néo estressadas (Fig. 3a). Da mesma forma, a concentracao de

clorofila a, b e clorofila total foi maior sob estresse salino do que sob condi¢Oes sem
estresse em plantas tratadas com 50uM e SmM de MJ (Fig. 3a—c). Por outro lado, a
concentracdo de clorofila ndo diferiu entre as concentragdes de MJ em condic¢es sem
estresse ou estresse salino (Fig. 3a-c). Em plantas néo tratadas e em plantas tratadas com

5 uM e 500 uM de MJ, a relagao clorofila a/b foi maior sob estresse salino do que sob



condicdo sem estresse (Fig. 3d). Plantas ndo estressadas tratadas com 5 mM de MJ
apresentaram maior razdo clorofila a/b do que plantas ndo estressadas ndo tratadas. Em
contraste, dentro da condigdo de estresse salino, nenhuma diferenca na razéo clorofila
a/b foi observada entre as concentracbes de MJ (Fig. 3d). A concentracdo de
carotenéides foi maior em plantas com estresse salino em comparacdo com plantas ndo
estressadas quando as plantas ndo receberam aplicagao de MJ (0 uM) ou foram tratadas
com 5 uM e 50 uM de MJ (Fig. 3e). Dentro da condigdo sem estresse, nenhuma
diferenca na concentracao de carotenoides foi observada entre as concentracfes de MJ.
Em contraste, nas condi¢des de estresse salino, a aplicacdo de 5 mM de MJ resultou na
menor concentracdo de carotendides. O extravazamento de eletrélitos foi até 110%
maior em plantas com estresse salino do que em plantas ndo estressadas,
independentemente das concentracfes de MJ (Fig. 3f). Dentro da condicdo sem estresse,
nenhuma diferenca no extravazamento de eletrdlitos entre as concentracbes de MJ foi
observada; em contraste, dentro da condicdo de estresse salino, 0 extravazamento de
eletrolitos foi maior em plantas tratadas com 500 uM de MJ em comparagdo com

plantas ndo tratadas e plantas tratadas com 5 mM de MJ.
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Figura 3. Clorofila a (a), clorofila b (b), clorofilas totais (c), razdo clorofila a/b (d), carotenoides (e) e
extravasamento de eletrdlitos (f), de plantas Raphanus sativus L. de 30 dias pulverizadas com &gua
destilada (0 uM) ou metil jas monato (MJ) (5 uM, 50 pM, 500 uM e 5 mM) e irrigados com solugdo
salina (120 mM NacCl, 12,25 dS m) (estresse salino) ou agua da torneira (0,31 dS mt) (sem estresse). Os
valores representam médiaterro padrdo (n=6). Valores com as mesmas letras ndo diferem (teste de

Tukey; P<0,05). Letras maidsculas comparam condigdes sem estresse com estresse salino dentro de cada



concentragdo de MJ; as letras minisculas comparam entre as concentracbes de MJ dentro de cada
condicdo de estresse.

Dentre as plantas ndo tratadas e plantas tratadas com 500 uM e 5 mM de MJ, A foi
menor sob estresse salino do que sob condi¢bes sem estresse (Fig. 4a). Nenhuma
diferenca em A foi observada entre as concentrac6es de MJ dentro de cada condicéo de
estresse (Fig. 4a). A E e gS foram menores nas plantas estressadas em relacdo as nao
estressadas quando tratadas com 0 pM, 50 uM, 500 uM ¢ 5 mM de MJ; no entanto,
nenhuma diferenca entre plantas estressadas e ndo estressadas foi observada quando elas
foram tratadas com 5 uM de MJ (Fig. 4b, ¢). Dentro de ambas as condic¢des, sem
estresse e estresse salino, nenhuma diferenca entre as concentraces de MJ para E e gS
foi observada. A/Ci foi menor em plantas com estresse salino em compara¢do com
plantas ndo estressadas quando tratadas com 500 uM e¢ 5 mM de MJ; no entanto,
nenhuma diferenca foi observada entre as concentracdes de MJ dentro de cada condicao
de estresse (Fig. 4d).

A taxa de respiracao escura foi maior em plantas com estresse salino do que em
plantas ndo estressadas, quando ndo foram tratadas ou receberam 50 pM, 500 uM e 5
mM MJ, com 500 uM resultando em maior valor de respiracdo escura (Fig. 4e). No
entanto, nenhuma diferenca na taxa de respiragdo escura foi encontrada entre as

concentracdes de MJ em condicdo sem estresse.

O ponto de compensacdo de luz foi maior em plantas com estresse salino do que
em plantas néo estressadas que foram tratadas com 5 uM, 50 uM, 500 uM e 5 mM de
MJ (Fig. 4f); mesmo assim, dentro das plantas ndo tratadas, ndo houve diferencga entre
plantas néo estressadas e estressadas pelo sal para o ponto de compensacao de luz. Nao
foi observada diferenga no ponto de compensacdo de luz entre as concentragdes de MJ

em ambas as condicOes, sem estresse e com estresse salino.
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Figura 4. Taxa liquida de assimilacéo de carbono - A (a), taxa de transpiracdo foliar - E (b), condutancia
estomética - gs (c), eficiéncia de assimilacdo de carbono (d), respiracdo escura (e) e ponto de
compensacéo de luz - LCP (f) de Raphanus sativus L. plantas pulverizadas com agua destilada (0 pM) ou
metil jasmonato (MJ) (5 uM, 50 uM, 500 uM e 5 mM) e irrigadas com solugdo salina (120 mM NacCl,
12,25 dS m) (estresse salino) ou agua da torneira (0,31 dS m?) (sem estresse). Os valores representam
médiasterro padrdo (n=6). Valores com as mesmas letras ndo diferem (teste de Tukey; P<0,05). Letras
mailsculas comparam condi¢fes sem estresse com estresse salino dentro de cada concentracdo de MJ; as

letras mindsculas comparam entre as concentracdes de MJ dentro de cada condicao de estresse.

4. DISCUSSAO

Sabe-se que o estresse salino reduz o crescimento e aprodutividade de varias
culturas; um suprimento exdgeno de JA demonstrou mitigar os efeitos negativos do
estresse salino nas plantas (Ghassemi-Golezani et al. 2020; Gao et al. 2021;
Hajihashemi et al. 2021). Neste estudo, relatamos que o crescimento do rabanete foi
fortemente inibido por condicGes salinas provocadas pela dissolugdo de NaCl 120 mM
em agua; no entanto, a aplicacdo exdgena de MJ néo foi capaz de mitigar os efeitos do
estresse salino. Alem disso, 5 mM de MJ afetou negativamente o crescimento do

rabanete em plantas salinas endo estressadas, inibindo o espessamento do hipocatilo.

A inibicdo do crescimento induzida pelo estresse salino pode estar relacionada a
menor absorcdo de agua devido a diminuicdo do potencial osmético do solo; tal
fendmeno resulta em desidratacé@o celular e perda da pressao de turgor, culminando na

interrupcdo do crescimento (Zhao et al. 2021). Além disso, a salinidade leva ao acimulo



de CI" e Na+, que reduzem a absorcéo e transporte de nutrientes devido a interacdes
competitivas com transportadores de nutrientes (Zhao et al.2021; Gao et al. 2022). E
importante ressaltar que descobrimos que em altas concentragdes (5 mM) MJ funcionou
como um inibidor de crescimento em rabanete. Esse resultado € congruente com 0s
achados de outros estudos que mostraram que o MJ também reduziu o crescimento de
mudas de 7 dias e de plantas de rabanete de 30 dias (Sakamoto e Suzuki 2019;Sanoubar
et al. 2020).

Além disso, foi relatado que o MJ induz respostas de defesa as custas do crescimento
da planta (Valenzuela et al. 2016; Gao et al. 2021), o que pode explicar o
comprometimento do crescimento encontrado aqui. Nas condic¢Bes utilizadas neste
estudo, o0 MJ ndo mitigou os efeitos da salinidade e evitou o espessamento do
hipocdtilo, alterando também a area foliar especifica de plantas de rabanete nao
estressadas. 1sso sugere que MJ pode estar envolvido na regulacdo do desenvolvimento

em rabanete, conforme relatado em estudos anteriores (Yu et al. 2016; Li et ai. 2022).

As plantas desenvolveram estratégias para lidar com o estresse salino: ativacdo da
osmorregulacdo, defesa antioxidante, expressao de genes responsivos ao sal e regulacdo
hormonal (Ibrahimova et al. 2021). Neste estudo, a concentracdo de clorofila a, relacédo
clorofila a/b e concentracéo de carotendides foram maiores em plantas ndo tratadas sob
estresse salino do que sob condi¢des sem estresse; esse aumento na concentracdo de
pigmento pode ser um mecanismo de defesa para proteger as membranas do cloroplasto,
conforme demonstrado na literatura (Kim et al. 2013; Kalaji et al. 2018). No entanto, 0s
resultados do extravasamento de eletrdlitos indicam que o estresse salino reduziu
fortemente a integridade da membrana do rabanete. Além disso, os tratamentos com MJ
ndo aumentaram a integridade da membrana em plantas ndo estressadas e com estresse
salino; assim, este fitohorménio ndo foi eficaz em mitigar os efeitos do estresse salino

no crescimento do rabanete.

O estresse salino também induz o fechamento estomatico, reduzindo a difusdo de
CO2 e, consequentemente, reduzindo aassimilacdo de carbono em moléculas organicas
(Ibrahimova etal. 2021; Zhao et al. 2021). Nossos resultados mostraram que gS, Ae E
diminuiram em plantas de rabanete ndo tratadas sob estresse salino. Além disso, ndo
houve diferenca em A entre plantas ndo estressadas ndo tratadas e plantas estressadas
com sal tratadas com 5 uM de MJ; portanto, baixas concentragcdes de MJ podem mitigar

os efeitos do estresse salino na capacidade fotossintética do rabanete. Curiosamente, ndo



houve diferenca em gS e E entre plantas ndo estressadas ndo tratadas e plantas
estressadas com sal tratadas com 5 uM de MJ; este resultado implica que MJ pode ter
melhorado o balango hidrico das plantas.

Essas respostas podem estar relacionadas ao aumento relatado anteriormente na
atividade de osmolitos compativeis e ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
induzida pelo tratamento com MJ (Ahmadi et al. 2018; Delgado et al. 2021; Sheteiwy et
al. 2021). Embora tenha sido relatado que o estresse salino reduz a atividade de enzimas
como ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Shumilina et al. 2019), nossos
resultados mostraram que (A/Ci) diminuiu apenas em plantas que foram expostas a
condicgdes de estresse salino e tratados com altas concentragdes de MJ (500 uM ¢ 5
mM); no entanto, ndo foi afetado em plantas sob estresse salino tratadas com 5uM e 50
uM de MJ. Esses resultados sugerem que altas concentragdes de MJ (acima de 500 uM)
ndo atenuam ou podem até piorar os efeitos da salinidade na capacidade fotossintética

do rabanete.

A energia gerada durante a respiracdo pode ser direcionada para manutencdo do
metabolismo, crescimento ou tolerancia ao estresse (Fricke 2020). O aumento da
respiracdo foi relatado como um mecanismo de aclimatacdo que fornece energia (ATP e
redutores) para processos adaptativos, como exclusdo de ions, sintese de osmolitos e
desintoxicacdo de ROS (Khatri e Rathore 2019; Che-Othman et al. 2017; Krausko et al .
2022). Nesse contexto, nossos resultados sugerem que altos niveis de MJ aumentam a
taxa de respiracdo escura, provavelmente direcionando energia para manutencdo
metabolica e mecanismos de tolerancia ao invés de crescimento. Devido a uma maior
taxa de respiracao, o ponto de compensacéo de luz aumentou, indicando que as plantas
requerem maior luz incidente para gerar energia fotossintética para compensar a energia

gasta na respiracdo (Liang et al. 2020).

CONCLUSAO

O crescimento do rabanete foi fortemente reduzido pelo estresse salino; no entanto, a
aplicacdo exogena de MJ ndo atenuou ou mesmo piorou a restricdo do crescimento.
Além disso, a alta concentragdo de MJ (5 mM) teve um efeito inibidor do crescimento;

suprimiu o espessamento do hipocétilo em plantas salinas e ndo estressadas. Embora



baixas concentracdes de MJ tenham melhorado ligeiramente a capacidade fotossintética

do rabanete, esse efeito ndo correspondeu a uma maior tolerancia ao estresse salino.
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