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RESUMO

ABREU, C.E.B. Alteracoes fisiolégicas e bioquimicas em plantulas de cajueiro anio-
precoce submetidas a salinidade em duas condicoes de cultivo. Fortaleza: UFC. 126 p.

(Dissertagao)

O presente trabalho teve por objetivo estudar as respostas fisioldgicas e bioquimicas
de plantulas de cajueiro ando-precoce (Anacardium occidentale 1..) a salinidade em duas
condi¢des ambientais de cultivo. Para isso, as plantulas foram cultivadas em vasos de
polietileno contendo somente solucao nutritiva (tratamento controle) ou solu¢do nutritiva com
NaCl a 50, 100, 150 e 200 mM (tratamentos salinos), sendo mantidas em duas condicdes
ambientais: casa de vegetacdo e sala de germinacdo. Os efeitos do estresse salino foram
avaliados através de medidas de crescimento, trocas gasosas, teores de clorofila, potencial
osmotico foliar e teores de solutos organicos (prolina, N-aminossoliveis e carboidratos
soldveis) e inorganicos (Na*, CI' e K") nas folhas e raizes. Também foram estudadas as
alteracdes na expressao génica com a salinidade, o que foi feito através da comparagdo dos
padrées eletroforéticos 2D das proteinas de folhas e raizes. A salinidade reduziu o
crescimento das plantulas em ambas as condi¢cdes ambientais de cultivo, sendo que nas
plantulas da casa de vegetacdo, a inibi¢do do crescimento foi mais acentuada do que naquelas
da sala de germinacdo. Este fato correlacionou-se com as maiores reducdes na fotossintese
liquida, na transpiracdo e na condutancia estomética das plantulas da casa de vegetagdo em
relacdo as da sala de germinagdo. Nas duas condi¢des de cultivo, os efeitos inibitérios do
NaCl foram mais conspicuos nas raizes do que na parte aérea. A salinidade ndo causou
grandes mudancas nas concentragdes internas de CO, das plantulas de cajueiro, sugerindo a
participacdo de fatores ndo-estomdticos na inibicdo das taxas fotossintéticas. Os teores
foliares de clorofila a, b e total foram influenciados pela salinidade e pelas condi¢des de
cultivo das plantulas, sendo que as da sala de germinag@o apresentaram os maiores conteidos
e as menores reducdes desses pigmentos devido a salinidade. As leituras feitas com o medidor
portétil de clorofila, SPAD-502, correlacionaram-se positivamente com os teores foliares de
clorofila, expressos em ug.cm'z, tanto nas plantulas da casa de vegetacdo quanto nas da sala
de germinacdo. As maiores reducdes no potencial osmético e os maiores acimulos de Na* e
CI nas folhas pela salinidade, em relacao ao controle, foram observados nas plantulas da casa
de vegetagdo. Por outro lado, os teores de K* nesse 6rgdo ndo diferiram muito entre as duas

condi¢des de cultivo empregadas. As raizes acumularam grandes quantidades de Na* e Cl” em



seus tecidos, as quais foram acompanhadas de grandes decréscimos nos teores de K*, em
ambas as condicdes de cultivo. Com o aumento da salinidade, os teores de prolina foram
aumentados, principalmente nas folhas, sendo os maiores incrementos observados nas
plantulas da casa de vegetacdo. Os teores de carboidratos soliveis foram aumentados e
reduzidos, devido a salinidade, somente nas folhas das plantulas da sala de germinacdo e nas
raizes das plantulas da casa de vegetacdo, respectivamente. Nas duas condi¢des de cultivo, a
salinidade aumentou os teores de N-aminossoliveis nas folhas e nas raizes das plantulas de
cajueiro. O padrao de expressao gé€nica das folhas e das raizes foi alterado pelo estresse salino
em ambas as condi¢cdes ambientais. A salinidade causou aumentos e diminui¢des nas taxas de
expressdo de vdrias proteinas, sendo que algumas desapareceram completamente e outras
foram aparentemente sintetizadas de novo nas plantulas estressadas. As proteinas
diferencialmente reguladas pelo estresse salino foram bastante diferentes nas duas condi¢des
ambientais empregadas. Faz-se necessdrio o seqiienciamento e a identificacdo dessas
proteinas para que se possa especular sobre seus possiveis papéis no processo de aclimatagdo

das plantulas de cajueiro as condic¢des de salinidade.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, cajueiro ando-precoce, clorofila, crescimento,
eletroforese 2D, estresse salino, expressao de proteinas, potencial osmoético, solutos organicos

€ Inorganicos e trocas gasosas.



ABSTRACT

ABREU, C.E.B. Physiological and biochemical changes in early-dwarf cashew seedlings
subjected to salinity in two cultivation conditions. Fortaleza: UFC. 126 p. (M. S.

Dissertation)

Early-dwarf cashew seedlings (Anacardium occidentale L.) were used in order to
investigate the physiological and biochemical changes induced by salt stress in two
environmental conditions. The seedlings were cultivated in plastics pots containing only
nutrient solution (control treatment) or nutrient solution with NaCl at 50, 100, 150 and 200
mM (saline treatment). They were kept in two environmental conditions: greenhouse and
growth room. The effects of salinity on the growth, gas exchange, chlorophyll content,
osmotic potential and organic (proline, soluble amino-N, soluble carbohydrates) and inorganic
(Na®, CI', K") solute contents from both leaves and roots were studied. Salt stress induced
changes in gene expression were studied both in leaves and roots comparing 2D
electrophoretic pattern. Salinity inhibited the growth of seedlings in both environmental
conditions, being the reduction in seedlings growth in the greenhouse more conspicuous than
those cultivated in the growth room. This fact was correlated with highest reductions in net
photosynthetic rate, in transpiration and stomatal conductance of seedlings grown in the
greenhouse when compared with those of growth room. In both cultivation conditions, the
root growth was affected by NaCl than shoot growth. The salinity stress not caused great
changes in CO,; internal concentration, suggesting that the inhibition of photosynthesis also
may be attributed to non-stomatal factors. Leaf chlorophyll a, b and toral contents were
influenced by salinity and environmental conditions, being observed the highest contents and
the lowest reductions of these pigments due to salinity in seedlings under growth room
conditions. The readings of portable chlorophyll meter, SPAD-502, were positively correlated
to leaf chlorophyll contents, expressed in pg.cm?, both in greenhouse and growth room
conditions. In the salt stress conditions, the higher reductions of osmotic potential and higher
Na® and CI” accumulations in leaves were observed in seedlings grown in the greenhouse. On
the other hand, leaves K* contents did not differ much among the cultivation conditions used.
The roots accumulated greater amounts of Na® and Cl in their tissues, which were
accompanied of great decreases in the K* contents in both cultivation conditions. Proline
content increased with the increase in salt stress especially in leaves, being the greater

increases observed in seedlings cultivated in the greenhouse. The soluble carbohydrates



contents were increased and decreased, due to salinity, only in leaves of seedlings of growth
room and roots of those grown in the greenhouse, respectively. In both cultivation conditions,
salinity increased the leaf and root soluble amino-N contents of cashew seedlings. The gene
expression patterns both leaves and roots were altered by salt stress, in both environmental
conditions. Salinity induced increases and decreases in expression of various proteins, being
that some proteins disappeared completely and other were apparently synthesized de novo in
the seedlings stressed. The proteins differentially regulated by salt stress were enough
different among the environmental conditions used. Future studies should be focused on
sequencing and identification of proteins whose rate of synthesis varied as a result of salinity,
in order to better characterize their possible roles in the process of acclimation of cashew

seedlings to salinity conditions.

Keywords: Anacardium occidentale, chlorophyll, early-dwarf cashew, 2D-electrophoresis,
gas exchange, growth, organic and inorganic solute, osmotic potential, protein expression and

salinity stress.
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1- INTRODUCAO

1.1- Caracterizaciao do problema

Em condi¢des naturais e agricultdveis, as plantas estdo freqiientemente expostas a
estresses ambientais, tanto bidticos como abidticos (ASHRAF & HARRIS, 2005). Dentre os
estresses abidticos sofridos pelas plantas, destaca-se a salinidade, que diz respeito a presenca
em quantidades excessivas de sais soliveis na solu¢do do solo, os quais interferem
negativamente no rendimento das culturas, podendo causar prejuizos econdomicos (BOYER,
1982). Estimativas da FAO (Food and Agriculture Organization) indicam que dos 230
milhdes de hectares irrigados no globo terrestre, cerca de 45 milhdes (19,5%) estdo afetados
pelo excesso de sais, 0 que acarreta sérios prejuizos para a produgdo agricola (FAO, 2005).
Tal problema se torna ainda mais relevante nas regides aridas e semi-aridas, as quais sao
caracterizadas por apresentarem elevadas taxas evapotranspiratérias e baixas precipita¢des
pluviométricas (ASHRAF & HARRIS, 2005). Associado as condi¢des climdticas
desfavordveis, o processo de salinizacdo tem sido favorecido pelas priticas de manejo
inadequadas do solo e da dgua e pelo uso de dgua de irrigacao de baixa qualidade.

As estimativas indicam que mais de 100 paises vém enfrentando problemas com a
salinidade em extensdo e natureza variadas (RENGASAMY, 2006), os quais causam a
deterioracdo de 2 milhdes de hectares de solos agricultiveis anualmente (SZABOLCS, 1994).
No Brasil, esse problema ocorre especialmente na regidao Nordeste, onde um levantamento
feito pelo DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra a Seca) mostrou que 20% das
areas agricultdveis sob sua jurisdicdo apresentavam problemas de salinidade, sendo que 12%
delas ja haviam sido desativadas (GHEY]I, 2000). Esse processo acelerado de salinizagdo
torna-se ainda mais preocupante face as projecdes futuras de aumento da populacdo e da

demanda por alimentos (OWENS, 2001). A agricultura moderna, por conseguinte, enfrenta



um paradoxo sem precedentes, o de produzir mais alimentos numa area agricultavel cada vez
menor.

O Laboratério de Salinidade dos Estados Unidos classifica os solos quanto a
salinidade, levando em considera¢do a medida da condutividade elétrica (CE) de seu extrato
de saturacdo. De acordo com essa classificagc@o, solos salinos sdo aqueles que apresentam CE
do extrato de saturagdo superior a 4 dS.m’! (RICHARDS, 1954). Os solos salinos, também,
sdo caracterizados por apresentarem percentagem de sédio trocdvel inferior a 15 e pH,
geralmente, menor do que 8,5. Os principais fons acumulados nesses solos sdo os cdtions Na®,
Ca”*, Mg** e K* e os anions CI', SO4*, NO; e HCO5 (OLIVEIRA, 1997).

Tendo em vista os elevados custos envolvidos com a recuperacdo dos solos salinos,
uma alternativa vidvel para minorar ou resolver o problema da salinidade sobre a produgao
agricola, seria o melhoramento genético (via engenharia genética ou cruzamentos seguidos de
selecdo) de espécies cultivadas, visando aumentar a tolerancia das plantas ao estresse salino
(HOLMBERG & BULOW, 1998; OWENS, 2001; RUIZ, 2001; FLOWERS, 2004). No
entanto, sdo escassos os exemplos concretos de obtencdo de plantas tolerantes a salinidade via
melhoramento genético tradicional ou através da producdo de transgénicos (APSE et al.,
1999; ZHANG & BLUMWALD, 2001; APSE & BLUMWALD, 2002). Entre os fatores que
contribuem para tal dificuldade, podem ser citados: a natureza multigénica das respostas ao
estresse salino (VINOCUR & ALTMAN, 2005), as extrapolacdes indevidas de resultados
obtidos em laboratério para as condi¢cdes de campo (MITTLER, 2006) e, principalmente, a
falta de conhecimentos detalhados dos diversos mecanismos fisiologicos, bioquimicos e
moleculares envolvidos com a tolerdncia a salinidade (SAIRAM & TYAGI, 2004;
YAMAGUCHI & BLUMWALD, 2005).

Dentre as espécies frutiferas cultivadas no Nordeste brasileiro, destaca-se o cajueiro,

com mais de 690.000 hectares plantados. A cajucultura é uma das principais atividades sécio-



econOmicas da regido Nordeste do Brasil, sendo responsavel por mais de 98% da producao
nacional de castanha, sendo os Estados do Ceara (43,9%), Rio Grande do Norte (27,6%) e
Piaui (16,2%) os maiores produtores (IBGE, 2005). Contudo, a cajucultura cearense vem
atravessando um periodo critico, causado pelos constantes declinios de produtividade.
Segundo dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), a produtividade em
castanhas de caju do Estado do Ceard, no ano de 2003, foi de 296 kg.ha’l, porém nos dois
anos seguintes ela foi significativamente reduzida, apresentando no ano de 2005 uma
produtividade de 179 kg.ha™, portanto uma queda na produtividade de 39,5%.

A cultura do cajueiro €, em sua grande maioria, cultivada sob condi¢des de sequeiro.
Entretanto, nos dltimos anos, a propagacdo vegetativa de novos materiais de cajueiro e o
desenvolvimento da tecnologia de irrigagdo localizada levaram alguns produtores a
implantarem novos plantios com cajueiros enxertados e cultivados sob irrigagc@o, os quais vém
se mostrando bastante promissores (CAVALCANTI JUNIOR & CHAVES, 2001).
Infelizmente, a natureza do trépico semi-arido e o manejo inadequado do solo e da dgua na
agricultura irrigada podem resultar, a médio ou longo prazo, em problemas de salinidade do
solo e, dessa forma, comprometer a produtividade.

Diante do exposto, estudos visando o esclarecimento dos mecanismos fisioldgicos e
bioquimicos responsdveis pela adaptacdo e aclimatacdo do cajueiro ando-precoce as
condi¢Oes de salinidade sdo fundamentais. Esses conhecimentos poderdo fornecer subsidios,
nao s6 para o desenvolvimento de novas técnicas de manejo da cultura sob condi¢des de
salinidade como também auxiliar os biologistas moleculares e geneticistas que trabalham no

desenvolvimento de novos cultivares que sejam mais tolerantes a salinidade.



1.2- Objetivos

Pretende-se caracterizar as respostas fisiologicas e bioquimicas das plantulas de
cajueiro ando-precoce a salinidade em duas condi¢cdes ambientais de cultivo: casa de
vegetacdo e sala de germinagdo. Tais respostas serdo analisadas em termos de possiveis
alteracdes no crescimento, nas trocas gasosas, nos teores de clorofila, no potencial osmético
foliar, nos teores de solutos organicos e inorganicos em folhas e raizes. Além disso, pretende-
se analisar os efeitos do estresse salino na expressao das proteinas de folhas e raizes, através

da comparagao de seus padrdes eletroforéticos bidimensionais.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Aspectos gerais do estresse salino

As plantas, quando em ambientes salinos, experimentam uma série de alteracdes
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas que dependem de varios processos moleculares
(HASEGAWA et al., 2000; XIONG & ZHU, 2002). Estas altera¢des induzidas pelo estresse
salino sdo conseqiiéncias de efeitos osmoéticos e idnicos. O componente osmético resulta das
elevadas concentragdes de sais na solugdo do solo, os quais reduzem o potencial osmético
dessa solucdo, diminuindo, conseqiientemente, a disponibilidade de dgua para a planta. J4 os
efeitos i6nicos resultam da absor¢do de fons pelas plantas, os quais podem causar toxicidade,
desequilibrios nutricionais ou ambos (GREENWAY & MUNNS, 1980; MUNNS &
TERMAAT, 1986). Os desequilibrios osmético e idnico gerados pelo estresse salino reduzem
o crescimento das plantas através de alteracoes em diferentes processos, tais como,
fotossintese, condutincia estomadtica, respiracdo, metabolismo dos lipidios, producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS - do Inglés, reactive oxygen species) e sintese de proteinas
(BETHKE & DREW, 1992; ZHU, 2001; TAIZ & ZEIGER, 2004; PARIDA & DAS, 2005).
Entretanto, o grau com que o estresse salino afeta o crescimento das plantas depende de
fatores intrinsecos da planta (genétipo e estddio de desenvolvimento), de fatores relacionados
com o estresse (composi¢do salina do meio, intensidade, duragdo e forma de aplicagdo do
estresse) e de fatores ambientais (luz, temperatura e umidade relativa do ar), bem como
depende da interacdo entre eles (BRAY et al., 2000).

Enquanto algumas espécies apresentam elevadas tolerancias a salinidade, outras sdo
altamente susceptiveis. As plantas tolerantes a elevadas concentragdes salinas sdo
classificadas como haldfitas, estas crescem répido ou lentamente em concentragdes de NaCl

de 200 a 300 mM e chegam a tolerar concentragdes deste sal de at¢ 700 mM. As haldfitas



desenvolveram ao longo da evolucdo mecanismos fisioldgicos que as tornaram capazes de
enfrentar o excesso de sais presentes na solucdo do solo. As glicofitas, por sua vez,
apresentam menor tolerancia a salinidade e seus crescimentos sdo inibidos em cerca de 25%
em concentragdes de NaCl abaixo de 100 mM, enquanto que entre 100 e 200 mM de NaCl
somente as mais tolerantes conseguem crescer, embora que lentamente (GREENWAY &
MUNNS, 1980; PARDO & QUINTERO, 2002). Vale salientar que, com algumas poucas
excecdes, como 0 coqueiro e a tamareira, as espécies cultivadas, em sua maioria, sio pouco
tolerantes a salinidade.

O fato da existéncia de plantas tolerantes a salinidade (haléfitas), bem como a
comprovada variabilidade no grau de tolerancia intra e interespecifica em plantas sensiveis
(glicdfitas), sdo evidéncias que sugerem a existéncia de fatores genéticos que influenciam a
tolerdncia aos sais (GREENWAY & MUNNS, 1980; YAMAGUCHI & BLUMWALD,

2005).

2.2 - Salinidade e crescimento

A reducido do crescimento das plantas cultivadas em ambientes salinos tem sido citada
na literatura ha varias décadas (FLOWERS et al., 1977, MUNNS & TERMAAT, 1986;
NEUMANN, 1997; ZHU, 2002), sendo observada tanto em haldfitas quanto em glicéfitas.

Uma hipdtese para explicar a inibicdo do crescimento das plantas pela salinidade,
formulada por Munns & Termaat (1986), sugere que a inibi¢do do crescimento caracteriza-se
por ser uma resposta bifdsica, na qual a diminui¢do do potencial osmoético seria o primeiro
fator de reducdo do crescimento e o efeito especifico dos ions, o segundo (MUNNS, 1993;
MUNNS, 2002). Dessa forma, durante a primeira fase, a reduc¢io do crescimento vegetal seria
devido aos efeitos osmoticos dos sais presentes no meio externo (estresse hidrico). A segunda

fase, entdo, seria devido ao acimulo de niveis excessivos de sais nas folhas, excedendo a



habilidade das células para compartimentalizar os sais no vacuolo. Conseqiientemente, a
concentracdo de sais no citoplasma aumenta e inibe a atividade de enzimas de vdrias rotas
metabdlicas (MUNNS, 2005). Alternativamente, os sais podem ser transportados para as
paredes celulares o que resulta, por sua vez, na desidratacdo das células (MUHLING &
LAUCHLI, 2002). Esta segunda fase € a que separa claramente espécies e genotipos que
diferem na habilidade de tolerar a salinidade (MUNNS, 2002).

Muitos autores afirmam que a limitagdo na disponibilidade de dgua, em situacdes de
estresse salino, exerce seus efeitos diretamente na expansao e divisao celulares (ZIDAN et al.,
1990; NONAMI & BOYER, 1993). Um dos efeitos imediatos da salinidade sobre o
crescimento das plantas € a reducdo da drea foliar disponivel para a fotossintese, a qual pode
resultar em perda de biomassa dos 6rgaos da planta (PARIDA & DAS, 2005). Decréscimos
na producdo de biomassa da parte aérea e das raizes foram observados em vadrias espécies,
incluindo: pimenta (CHARTZOULAKIS & KLAPAKI, 2000), beterraba (GHOULAM et al.,
2002), banana (NEVES et al., 2002), feijao-de-corda (COSTA et al., 2003), milho
(AZEVEDO NETO et al., 2004) e soja (KAO et al., 2006). De acordo com alguns autores, o
crescimento da parte aérea € geralmente mais afetado que o do sistema radicular, sendo
observada uma reducdo na razdo de massa seca entre a parte aérea e a raiz (CHEESEMAN,
1988; MUNNS, 2002). Outro fator que também pode contribuir para a diminui¢do da
biomassa em condicdes de estresse salino € o redirecionamento do fluxo de carbono para
processos que nao estdao envolvidos no crescimento, como por exemplo, aqueles relacionados
com o ajustamento osmotico das plantas cultivadas em ambientes salinos (BINZEL et al.,

1985).



2.3- Salinidade e fotossintese

O crescimento vegetal é geralmente descrito pela produgcdo de biomassa, a qual estd
relacionada com a conversdo de energia luminosa em energia quimica através do processo de
fotossintese (TAIZ & ZEIGER, 2004). Desse modo, o balanco de carbono € influenciado pela
fotossintese que, por sua vez, depende de fatores intrinsecos da planta (idade, presenca de
drenos fortes, fotorrespiracdo e contetido de clorofila) e fatores ambientais (intensidade de
radiacdo, temperatura, umidade relativa do ar e disponibilidade de dgua e nutrientes).
Portanto, estresses ambientais que causam reducdes no crescimento também afetam a
fotossintese (SERRANO et al., 1995; ANGELOCCI, 2002).

A reducgdo no crescimento das plantas € muitas vezes acompanhada pelo decréscimo
na taxa de fotossintese, o qual tem sido bastante investigado (SOUSSI er al., 1998;
ROMERO-ARANDA et al., 2001; AZEVEDO NETO et al., 2004). Apesar disso, nenhum
padrao claro surgiu para explicar os efeitos deletérios do sal sobre esse processo. Sob
condi¢des de salinidade, a taxa de fotossintese pode ser limitada por fatores estomaticos e
nao-estomdticos (CHEESEMAN, 1988). Contudo, acredita-se que a maior por¢cdo da
limitacdo na fotossintese seja conseqiiéncia direta do fechamento dos estdmatos, os quais
respondem a redugdo do potencial hidrico do solo causada pelos sais (DAVIES & ZHANG,
1991). A reducdo no grau de abertura estomadtica, que ocorre nas plantas estressadas, limita a
absor¢do de CO, do ambiente e o fluxo de 4gua e fons para a parte aérea (ROMERO-
ARANDA et al., 2001). Portanto, embora o fechamento estomadtico evite a perda excessiva de
dgua através da transpiragdo ele causa uma diminui¢@o na fotossintese liquida (GREENWAY
& MUNNS, 1980). Em algumas espécies de Phaseolus, por exemplo, aproximadamente dois
tercos da redugdo da taxa de assimilacdo de CO, em condig¢des de salinidade foi atribuida a

reducdo da condutincia estomdtica (BAYUELO-JIMENEZ et al., 2003).



Por outro lado, o acimulo excessivo de ions toxicos no mesofilo inibe a fotossintese
por meio de mecanismos ndo-estomaticos, reduzindo o conteddo total de clorofila, o
transporte de elétrons nos cloroplastos e, conseqiientemente, causando um decréscimo na
eficiéncia do fotossistema II (TAIZ & ZEIGER, 2004; PARIDA et al., 2003). Por exemplo,
Banuls & Primo-Millo (1992) consideram que a inibi¢@o na taxa de assimilacdo de CO,, em
plantas do género Citrus submetidas a salinidade, € conseqiiéncia do acimulo de cloreto nas
folhas. Em adi¢@o, a baixa disponibilidade de dgua no solo pode afetar a atividade de algumas
enzimas fotossintéticas como a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), a
qual catalisa o primeiro passo da assimilagao de CO, em plantas C; (SUDHIR & MURTHY,
2004). Garg & Singla (2004) observaram reducdes no conteido de clorofila e na atividade da
Rubisco em cultivares de grao-de-bico submetidos a salinidade. Ao contrdrio, na
cianobactéria halotolerante Aphanothece halophytica, o contetido de Rubisco foi aumentado
com o estresse salino (TAKABE et al., 1988).

Além dos efeitos osmoticos e idnicos, mudangas na anatomia foliar induzidas pelo sal
podem aumentar a resisténcia a difusdo do CO, através do mesofilo até o sitio de reducio nos
cloroplastos, afetando desfavoravelmente os processos bioquimicos envolvidos na
fotossintese (LONGSTRETH & NOBEL, 1979; PARIDA et al., 2004). Em cultivares de
oliveira (Olea europea L.), a baixa concentracdo de CO; nos cloroplastos resultante da baixa
condutancia estomadtica e da elevada resisténcia difusiva do mesofilo foi a principal limitagcdo
para a fotossintese em condi¢des de estresse salino (LORETO et al., 2003). Em outros casos,
por exemplo, em girassol, o controle da taxa de assimilagdo de CO, em condi¢des de
salinidade ocorre principalmente pela redugdo da area foliar, ao invés do fechamento dos

estdmatos ou de modificacdes no aparato fotossintético (STEDUTO et al., 2000).



2.4- Salinidade e o ajustamento osmético

O ajustamento osmoético ou osmorregulacdo € um processo pelo qual o potencial
osmotico celular é reduzido, devido ao acimulo liquido de solutos inorganicos e organicos,
acarretando diminui¢do do potencial hidrico, sem que ocorra diminuicdo na turgescéncia
celular (TAIZ & ZEIGER, 2004). E, portanto, uma resposta das plantas ao abaixamento do
potencial hidrico do meio de cultivo, cuja principal finalidade é a manuten¢ao da absor¢do de
agua. Este fendmeno ocorre tanto em haldfitas quanto em glicofitas (HASEGAWA et al.,
2000) e tem sido considerado um importante mecanismo de aclimatacdo das plantas as
condicdes de seca ou de salinidade. O ajustamento osmdtico pode contribuir para a
manutencdo de processos fisioldgicos, tais como a abertura estomdtica, a fotossintese e a
expansdo celular (SERRAJ & SINCLAIR, 2002). Em geral, os solutos inorganicos,
principalmente os fons Na“ e CI, sdo compartimentalizados no vactiolo, enquanto os
organicos (carboidratos soliveis, N-aminossoliveis, prolina, betainas, etc.) acumulam-se no
citoplasma, equilibrando desta forma o potencial hidrico entre os diversos compartimentos
celulares (ASHRAF & HARRIS, 2004).

A contribuic¢do relativa desses solutos para o abaixamento do potencial osmético varia
com a espécie, entre cultivares de uma mesma espécie, entre 6rgaos e tecidos de uma mesma
planta e até entre diversos compartimentos intracelulares (ASHRAF & HARRIS, 2004). Nas
espécies Suaeda physophora (euhaldfita) e Haloxylon ammodendron (xero-haléfita) os
solutos inorganicos foram os mais importantes para a osmorregulacdo em ambientes salinos e
aridos. No entanto, na xeréfita Haloxylon persicum os solutos organicos desempenharam o
papel principal no ajustamento osmético em condi¢des de seca (SONG et al., 2006). J4 em
plantas de videira sob estresse hidrico, os fons inorganicos forneceram a maior contribui¢do

para a redugdo do potencial osmético (PATAKAS et al., 2002).



Do ponto de vista energético, o ajustamento osmotico utilizando ions inorganicos é
menos dispendioso do que através da sintese de solutos organicos (YEO, 1983;
CHINNUSAMY et al., 2005), a qual pode limitar o crescimento por desviar substratos de vias
metabdlicas essenciais para o crescimento, tais como a sintese de proteinas e de parede celular
(MUNNS, 2005).

Haé algum tempo, a hipétese de que o ajuste osmoético € uma caracteristica importante
de aclimatagdo e que confere vantagens as plantas tolerantes, tanto ao estresse hidrico quanto
ao salino, € aceita como sendo um modo de manter o conteido de dgua da célula em niveis
adequados a atividade fisioldgica. Essa visao do ajuste osmético, como sendo um mecanismo
de manutencdo da turgescéncia e do crescimento do tecido sob deficiéncia hidrica ou de
estresse salino é contestada por Munns (1993) que, com base em evidéncias experimentais,
poe duvidas sobre o papel da pressdo de turgescéncia no controle do crescimento. Para este
autor, o ajustamento osmaotico seria mais uma aclimatagio para sobreviver ao estresse do que
propriamente para manter o crescimento durante a ocorréncia da deficiéncia. Além disso, se
houvesse relacdo entre ajustamento osmoético e crescimento por aumento da matéria seca, iSSO
representaria um paradoxo, pois um processo como o ajuste osmotico, que desvia solutos, em
principio destinados a expansao celular, acabaria prejudicando o préprio crescimento.

Corroborando com a idéia de Munns, Romero-Aranda et al. (2001) verificaram que
devido ao ajustamento osmético, houve um aumento da pressdo de turgescéncia das folhas de
dois cultivares de tomateiro (Lycopersicon esculentum) sob condi¢Oes de salinidade. Apesar
disso, observou-se uma redugdo da drea foliar nos dois cultivares, sugerindo que embora a
pressdo de turgescéncia seja importante para a expansdo celular, ela ndo € o tnico parametro

que controla o processo de crescimento.



2.5- Salinidade e solutos inorganicos

A sobrevivéncia das plantas em ambientes salinos depende da manutencdo da
concentracdo idnica intracelular, a qual é importante para a manutencdo dos processos
metabodlicos que controlam o crescimento e o desenvolvimento da planta (NIU et al., 1995).
Contudo, a absorcdo elevada de fons Na* em condicdes de salinidade pode gerar toxicidade e
impedir a aquisicao de alguns nutrientes essenciais, gerando desbalango i6nico (ZHU, 2003).
Com relacdo a este dltimo fator, uma aten¢do maior tem sido dada ao estudo dos efeitos do
estresse salino sobre a nutri¢do potdssica das plantas. Isto se deve, principalmente, as
similaridades fisico-quimicas entre os fons Na* e K* (MAATHUIS & AMTMANN, 1999;
MASER et al., 2002).

Para a maioria das plantas, o potdssio € o principal nutriente inorganico cationico e
desempenha vdérias fungdes na planta, tais como: 1- manuten¢do do potencial de membrana;
2- balanceamento de cargas no citoplasma, estabilizando o excesso de cargas negativas das
proteinas e dos dcidos nucléicos; 3- serve como cofator para a ativacdo de reagdes enzimaéticas
e 4- contribui para a pressdo osmotica do vacuolo e, assim, para a manuten¢do da turgescéncia
celular (MAATHUIS & AMTMANN, 1999). Em condig¢des fisiologicas normais, as células
vegetais mantém uma alta relagio K'/Na* no citosol (BINZEL et al., 1988). Entretanto,
quando as plantas s@o submetidas a estresse salino, ocorre uma alteragdo nessa relagcdo a favor
do fon Na* que, em altas concentragdes, inibe as enzimas citosélicas tanto de glicéfitas quanto
de haldfitas (FLOWERS et al., 1977). A alteragdo dessa relacao resulta do influxo passivo do
s6dio para dentro da célula através das vias de aquisicdo de potdssio, favorecido pelo
gradiente de potencial eletroquimico (BLUMWALD, 2000; APSE & BLUMWALD, 2002).
Dessa forma, a capacidade das plantas de manterem altas relacdes K*/Na* no citosol tem sido
sugerida como um dos elementos-chave para tolerar o estresse salino e é muitas vezes

utilizada como critério para selecionar materiais sensiveis e tolerantes a salinidade (ZHU,



2003; ASHRAF & HARRIS, 2004; AKTAS et al., 2006; EKER et al., 2006). A manutencio
da relacio K*/Na" no citosol depende dos processos que controlam a absorcdo, o efluxo, a
translocacdo e a compartimentalizacdo de Na™ nos vactolos (MAATHUIS & AMTMANN,
1999).

O influxo de sédio segue o gradiente de concentracdo e é favorecido pelo potencial de
membrana negativo da célula, em torno de -180 mV (MUNNS, 2005). O Na* pode entrar na
célula através dos transportadores de K devido a similaridade dos seus raios idnicos
hidratados, que dificulta a discriminacdo desses dois fons pela proteina transportadora
(BLUMWALD et al., 2000). Nesse caso, transportadores de alta e de baixa afinidade por K*
podem atuar no transporte de Na* quando este se encontra em altas concentragdes no solo
(MAATHUIS & AMTMANN, 1999). Além dos transportadores de K*, outra via de absorc¢do
do sédio parece acontecer através de canais id6nicos nao-seletivos (canais do tipo VICs - do
Inglés, voltage independent channels), os quais tém recebido bastante atencdo porque
parecem ser inibidos por Ca®™ e, portanto, devem ser cruciais para a tolerancia aos sais
(AMTMANN & SANDERS, 1999). Adicionalmente, em algumas espécies vegetais como o
arroz, o transporte de Na' através da via apopldstica é responsével pela presenca de altas
concentracdes desse ion no fluxo transpiratério (YEO et al., 1999).

Nas plantas, o principal mecanismo para o efluxo de Na* ¢ mediado pelas H'-ATPases
de membrana plasmética (BLUMWALD, 2000; MANSOUR et al., 2003). As H"-ATPases
s30 bombas eletrogénicas que realizam o transporte ativo primdrio de H" para fora da célula
utilizando a energia proveniente da hidrélise do ATP (MICHELET & BOUTRY, 1995; NIU
et al., 1995). Como conseqiiéncia, ¢ gerado um gradiente de potencial eletroquimico que €
utilizado na extrusio de Na" mediada por transportadores Na*/H" do tipo antiporte presentes
na membrana plasmética, os quais acoplam o movimento passivo de H" para dentro da célula

ao movimento ativo de Na' para fora da célula, contra um gradiente de potencial



eletroquimico (BLUMWALD et al., 2000; APSE & BLUMWALD, 2002). A comparagao dos
niveis de expressdo da H-ATPase de uma glic6fita (Nicotiana tabacum) e de uma hal6fita
(Atriplex nummularia), mostraram que a tolerancia ao sal estava positivamente correlacionada
com os niveis de transcritos (NIU et al., 1993).

Além do efluxo de Na* através da membrana plasmética, outro mecanismo importante
para a manuten¢ao da homeostase idnica € a compartimentalizacdo dos fons no vacuolo. Esta
¢ mediada por um transportador vacuolar Na*/H" do tipo antiporte que utiliza o gradiente de
potencial eletroquimico gerado pelas H-ATPases e pirofosfatases localizadas na membrana
do vactiolo (APSE & BLUMWALD, 2002). O funcionamento desses transportadores Na"/H"
do tipo antiporte €, provavelmente, de grande importancia em plantas halotorelantes, enquanto
que nas glicofitas com baixa tolerancia aos sais, esse mecanismo nao parece ser tao eficiente
(GREENWAY & MUNNS, 1980). O actimulo de grandes quantidades de Na® (e CI) no
vacuolo, evita seus efeitos deletérios em outras partes do citoplasma e favorece a entrada de
dgua para dentro da célula mesmo em um ambiente de baixo potencial osmético e hidrico
(BLUMWALD, 2000; ZHU, 2003).

A superexpressdo do gene AtNHXI, que codifica um transportador vacuolar Na'/H" do
tipo antiporte, conferiu maior tolerdncia as condi¢cdes de estresse salino em plantas de
Arabidopsis thaliana (APSE et al., 1999), tomate (ZHANG & BLUMWALD, 2001) e trigo
(XUE et al., 2004). Em adi¢do, Gaxiola ef al. (2001) demonstraram, em experimentos
realizados com A. thaliana, que a superexpressdo do gene AVPI, o qual codifica para uma
pirofosfatase vacuolar, também aumentou a tolerancia das plantas a salinidade.

Embora nido se saiba exatamente como as plantas percebem as elevadas concentracdes
externas de Na®, recentemente, a via SOS (Salt Overly Sensitive) foi caracterizada como de
grande importincia para a homeostase idOnica das plantas e, consequentemente, para a

tolerancia ao estresse salino. Esta via de sinalizacdo regula a expressao e a atividade de vérios



transportadores para manter a homeostase do Na*, em condicdes de estresse salino (XIONG
& ZHU, 2002; ZHU, 2003). Acredita-se que as altas concentragdes externas de Na™ induzam
a liberacdo e a acumulacdo de Ca®* no citosol que, por sua vez, funciona como um
mensageiro secundério num sistema de transducdo de sinal Ca**-dependente (BRESSAN et
al., 1998). A elevacio da concentragio de Ca® citosélica é percebida pela SOS3, uma
proteina ligante de Ca*, a qual interage e ativa uma proteina quinase do tipo serina/treonina, a
SOS2. Por fim, o complexo SOS3-SOS2 fosforila e ativa a proteina SOS1, que é um
transportador Na*/H" do tipo antiporte (SHI et al., 2000; ZHU, 2001).

Diferentemente das gramineas, onde o Na" é a causa primdria dos danos, para as
plantas lenhosas, tais como o Citrus, a influéncia negativa dos sais deve-se, particularmente,
ao acumulo de CI nas folhas (TESTER & DAVENPORT, 2003). Portanto, o entendimento
dos mecanismos de absorcdo e acumulagao do Cl" também sdo de grande relevancia para o
desenvolvimento de materiais tolerantes a salinidade. Entretanto, as informagdes sobre tais
mecanismos sdo ainda muito escassas (TYERMAN & SKERRETT, 1999; WHITE &
BROADLEY, 2001). Felle (1994), mostrou que o aumento da concentracdo de CI" no meio
externo levou a uma diminuic¢do transiente do pH citosélico das células radiculares de Sinapis
alba, sugerindo que a sua absorcdo se dd por um processo ativo controlado por um simporte
Cl/nH", onde n > 1. Contudo, nio existem evidéncias de que isto também constitua uma rota
para o influxo de ClI' em condigdes de estresse salino. Alternativamente, em altas
concentracdes de sais, esse transporte ocorreria passivamente através de canais permeaveis ao
nitrato (SKERRETT & TYERMANN, 1994).

Lorenzen et al. (2004), trabalhando com A. thaliana em condi¢des salinas (100 mM de
NaCl), demonstraram que o influxo passivo de CI se dava através de canais. Estes mesmos
autores também verificaram que a diminui¢cdo do gradiente de pH transmembranar (aumento

do pH externo) ndo era acompanhada por uma reducio significativa na concentracdo de Cl°



citos6lico. Em adicdo, eles observaram uma inibi¢do do influxo de CI" mediada por Ca’*, o
qual pode agir sobre os canais de cétions prevenindo, dessa forma, a despolarizacdo da
membrana necessaria para a absorcao passiva do CI nas raizes. Como ja € bem conhecido que
o Ca®* reduz o influxo de Na* em condicdes de estresse salino (TESTER & DAVENPORT,
2003), tais resultados sugerem que os mecanismos de transporte de Na* e CI" podem ser
termodinamicamente acoplados.

A compartimentalizacdo vacuolar do cloreto € uma adaptagdo essencial para a
tolerdncia ao estresse salino (NIU et al., 1995). Alguns autores sugerem que a
compartimentalizacdo do CI" no vactiolo pode ser alcancada através de canais, sendo o
gradiente de pH gerado pelo bombeamento de prétons através do tonoplasto a principal forca
termodindmica para o transporte. Alternativamente, a compartimentalizacao do CI” no vactolo
poderia ocorrer ativamente por um transportador H/anion do tipo antiporte (REA &

SANDERS, 1987; NIU et al., 1995).

2.6- Salinidade e solutos organicos

Sob condi¢des de estresse osmotico, uma das principais alteragdes metabdlicas que
ocorre, na maioria das plantas, envolve a sintese e o acimulo de solutos organicos de baixa
massa molecular (SERRAJ & SINCLAIR, 2002; ASHRAF & HARRIS, 2004;
CHINNUSAMY et al., 2005). Os solutos que se acumulam em diferentes espécies incluem:
acidos organicos (malato, oxaloacetato, etc.), carboidratos soldveis (glicose, frutose, sacarose
e trealose), polidlcoois de cadeia linear (glicerol, manitol e sorbitol), polidlcoois ciclicos
(ononitol e pinitol), aminodcidos livres, iminodcidos (prolina e hidroxiprolina), betainas
(glicinabetaina e prolinabetaina) e poliaminas (putrescina, espermidina e espermina). Embora
ndo sejam muito carregadas, as moléculas desses compostos sdo polares e altamente soluveis

(BOHNERT et al., 1995; SAIRAM & TYAGI, 2004).



Ao contrdrio dos solutos inorganicos, que inibem as atividades de muitas enzimas
citosdlicas, os solutos organicos sdo compativeis com as atividades metabdlicas celulares,
podendo se acumular em altas concentracdes no citoplasma (BOHNERT & SHEN, 1999). Em
condi¢cdes de estresse salino, os solutos compativeis sdo acumulados principalmente no
citosol, promovendo o balango hidrico entre o apoplasto, o citosol e o vaciolo (GREENWAY
& MUNNS, 1980; PRISCO, 1980). Embora os mecanismos bioquimicos nao sejam ainda
conhecidos, acredita-se que além das propriedades estritamente osmoticas, tais solutos
orgadnicos possuem propriedades protetoras que ajudam a estabilizar a conformacdo de
macromoléculas, complexos protéicos e membranas, além de protegerem as plantas
removendo as ROS geradas secundariamente pelo estresse salino (SMIRNOFF, 1998;
BOHNERT & SHEN, 1999). Além disso, podem também contribuir para o controle do pH
citosélico e para o processo de desintoxicacdo do excesso de NH," em periodos de estresse
(GILBERT et al., 1998).

O papel dos solutos compativeis na tolerancia ao estresse salino tem sido demonstrado
através do desenvolvimento de plantas transgénicas que superexpressam genes relacionados a
sintese desses osmolitos (KAVI KISHOR et al., 1995; ZHANG et al., 1999; SAKAMOTO &
MURATA, 2000; CHEN & MURATA, 2002). Plantas transformadas que sintetizam e
acumulam uma variedade de osmdlitos mostraram um aumento na capacidade de tolerar o
estresse. Por exemplo, Abebe et al. (2003) demonstraram que plantas transgénicas de trigo,
com capacidade de sintetizar e acumular manitol, foram mais tolerantes aos estresses hidrico e
salino do que as ndo transformadas. Em adicdo, a transformacgdo de plantas de arroz com um
gene envolvido na biossintese da trealose conferiu uma maior tolerancia as condigdes de
salinidade (GARG et al., 2002).

Dentre os solutos organicos que podem ser acumulados em plantas cultivadas sob

estresse, a prolina € a que tem recebido maior atencdo. O acimulo de prolina € induzido por



uma variedade de estresses bidticos e abidticos, podendo ocorrer devido ao aumento na
sintese e/ou diminui¢do na oxidacdo deste iminoacido (HARE & CRESS, 1997; HARE et al.,
1999; KUMAR et al., 2003). Por exemplo, em plantulas de trigo (Triticum durum), o aumento
de atividade da redutase da A'-pirrolina-5-carboxilato (P5C) e a inibicdo da desidrogenase da
prolina, enzimas que estdo envolvidas com a sintese € com o catabolismo da prolina,
respectivamente, foram responsdveis por seu acimulo em condi¢do de estresse salino
(MATTIONI et al. 1997). Em adi¢do, Verbruggen et al. (1996) mostraram que, em plantas de
A. thaliana, os niveis de mRNA que codificam para a oxidase da prolina, a enzima que
catalisa o primeiro passo da oxidag@o da prolina a glutamato, foram rapidamente reduzidos

durante o estresse osmotico e que este declinio precedeu o acimulo de prolina.

Virias fungdes sdo propostas para o acimulo de prolina em tecidos vegetais
submetidos ao estresse salino. Acredita-se que ela participe nos processos de: ajustamento
osmotico, desintoxicacdo do excesso de NH,", estabilizacdo de proteinas e/ou membranas,
remog¢do de radicais livres, bem como possa servir como reserva de carbono e nitrogénio
(ASHRAF & FOOLAD, 2007). Adicionalmente, alguns autores t€ém sugerido que ao invés do
acumulo de prolina per si, a via metabdlica que leva a sua producdo € que € importante para a
aclimatagdo das plantas a salinidade. Em condic¢des de estresse, o desequilibrio entre a captura
da luz e a utilizacdo do NADPH na fixacdo do carbono pode diminuir a disponibilidade de
NADP" nos cloroplastos e causar fotoinibicdo. Dessa forma, a sintese de prolina, que é
dependente de NADPH, poderia atuar como uma vdlvula protetora por meio da qual a
regeneracdo do NADP™ proporcionaria o efeito protetor observado (HARE & CRESS, 1997).
Contudo, o papel benéfico do acimulo de prolina para a tolerancia das plantas ao estresse
salino € ainda bastante controverso. Enquanto alguns trabalhos mostram uma correlagao
positiva entre o acumulo de prolina e a aclimatacdo aos estresses hidrico e salino

(CARCELLER et al., 1999; SAWAHEL & HASSAN, 2002), o mesmo nao é corroborado por



outros estudos (MOFTAH & MICHEL, 1987; LIU & ZHU, 1997; GILBERT et al., 1998;
VIEGAS, 1999; COSTA et al., 2003). De acordo com Delauney & Verma (1993), a auséncia
de uma correlagdo positiva entre o acimulo de prolina e a osmorregulacdo em algumas
espécies nao nega um papel adaptativo para a prolina. Nessas espécies, este fato pode refletir
a predominancia de outros mecanismos adaptativos, tais como altera¢des morfoldgicas (p.ex.
desenvolvimento de sistema radicular mais profundo), desenvolvimentais (p.ex. redu¢do do
tempo de floracdo), fisiologicas (p.ex. seqiiestro de fons no vactolo) ou bioquimicas (p.ex.

sintese e acimulo preferencial de outros solutos organicos).

2.7- Salinidade e estresse oxidativo

Como conseqiiéncia do metabolismo aerébico normal, um dos eventos comuns que
ocorre nas plantas é a formag¢dao de ROS (APEL & HIRT, 2004). Em plantas sob condi¢des
normais, os sistemas antioxidativos de defesa (ndo enzimdticos e enzimdticos) que estdo
presentes em diversos compartimentos subcelulares sdo, em geral, suficientes para evitar a
acumulacdo de ROS. Entretanto, em condicdes de estresse, a produ¢do de ROS pode ndo ser
adequadamente regulada e, dessa forma, pode exceder a capacidade de neutralizacdo desses
sistemas antioxidativos (KANG & SALTVEIT, 2001; FOYER & NOCTOR, 2003). As ROS
produzidas durante o metabolismo normal ou sob condi¢des de estresse incluem: o oxigénio
singleto (TOZ), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e os radicais livres superéxido (0y7) e
hidroxila (HO") (MITTLER, 2002). As ROS sdo altamente reativas e toxicas, sendo capazes
de alterar o metabolismo celular normal através da oxidacdo de varios componentes celulares,
tais como os lipidios de membrana, dcidos nucléicos e proteinas (ALSCHER et al., 1997,
SMIRNORFF, 1998). Portanto, o acimulo excessivo dessas espécies quimicas acarreta sérios

prejuizos para o crescimento e desenvolvimento das plantas.



Em situagdes de estresse salino, as alteragdes fisioldgicas e bioquimicas induzidas
pelos efeitos osméticos e i0nicos dos sais podem ser acompanhadas por um aumento na
producdo de ROS nas células vegetais (MITTLER et al., 2004). Uma das principais razdes
para isto € que o estresse salino limita as trocas gasosas e, desta forma, o suprimento de CO,
para as folhas. A limitada fixacdo do CO; causa, entdo, um decréscimo na velocidade do ciclo
de Calvin e, consegiientemente, na disponibilidade de NADP" para captar os elétrons
provenientes do fotossistema I. Tal situacdo favorece a redu¢do monovalente do oxigénio
molecular nesse fotossistema, gerando o radical superéxido (reacdo de Mehler) a partir do
qual sdo originadas as outras ROS nas células (DEMIRAL & TURKAN, 2005; EDREVA,
2005).

O radical superoxido pode ser produzido em varios compartimentos celulares,
incluindo mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos ou ainda ser produzido enzimaticamente
na membrana plasmdtica pela oxidase do NADPH, a qual transfere elétrons do NADPH
citosdlico para o O, (BERCZI & MIJLLER, 2000). Uma vez produzido, o O," é rapidamente
dismutado em H,O; e O, (VAN BREUSEGEM et al., 2001). Embora o cloroplasto seja a
fonte primdria de H,O, nas plantas, durante o processo de fotorrespiracdo nos peroxissomos a
acdo da enzima oxidase do glicolato representa uma outra fonte de producdo de H,0O,
(SIEDOW & DAY, 2000). O H,O, produzido na célula pode ser convertido, na presenca de
ions Fe2+, em radicais HO" através da reacdo de Fenton, um componente do ciclo de Haber-
Weiss (McKERSIE & LESHEM, 1994). O oxigénio singleto, por sua vez, é formado
principalmente nos processos fotoquimicos no cloroplasto (EDREVA, 2005).

Para minimizar os danos oxidativos causados pelas ROS, as plantas dispdem de um
complexo sistema antioxidativo que inclui tanto antioxidantes ndo-enzimdticos de baixa
massa molecular (principalmente o ascorbato e a glutationa) quanto enzimas eliminadoras de

ROS, tais como a dismutase do superéxido (SOD), a catalase (CAT) e as peroxidases do



ascorbato (APX) e do guaiacol (GPX) (McKERSIE & LESHEM, 1994; NOCTOR &
FOYER, 1998). A SOD representa a primeira linha de defesa contra as ROS, catalisando a
dismutacio do O," em H,0,, o qual é metabolizado a H,O pela CAT e diferentes classes de
peroxidases (McKERSIE & LESHEM, 1994; ALSCHER et al., 2002). Portanto, os sistemas
enzimaticos sdo destinados a minimizar as concentragdes de superdxido e peroxido de
hidrogénio, formas quimicas menos reativas e precursoras do radical hidroxila.

Nos ultimos anos, diversos estudos tém fornecido evidéncias de que a tolerancia a
salinidade em algumas espécies ou cultivares deve-se, pelo menos em parte, a presenga de
sistemas antioxidativos mais eficientes na eliminagdo das ROS (MITTOVA et al., 2002;
VAIDYANATHAN et al., 2003; DEMIRAL & TURKAN, 2005; AMOR et al., 2005;

AZEVEDO NETO et al., 2006).

2.8- Aclimatacao e adaptacao das plantas ao estresse salino

No estudo das respostas das plantas a condi¢des de estresse salino, € importante
diferenciar as mudancas que ocorrem durante a vida do individuo e aquelas que sdo resultado
de vérios ciclos de sele¢do natural ou artificial de genes e que, portanto, fazem parte da
estrutura genética da espécie. No primeiro caso, as mudancas ocorrem em decorréncia de
modificacOes fisiologicas tempordrias, envolvendo uma série de processos metabdlicos em
resposta a presenca do estresse, dando origem a um processo conhecido como aclimatagdo.
No segundo, hd uma série de alteragdes morfo-fisiolégicas definitivas que conduzem a
evolugcdo da espécie num processo denominado de adaptacdo. Embora os processos de
aclimatacdo e de adaptacdo envolvam alteracdes na expressao génica, somente os mecanismos
de adaptacdo sdo transmitidos de uma geracdo para outra.

As respostas das plantas a salinidade ocorrem tanto a nivel celular quanto da planta

como um todo (YEO, 1998; MANSOUR & SALAMA, 2004). Tais respostas incluem o



acumulo seletivo ou a exclusdo de ions, o controle na absorcao dos fons pelas raizes, a sintese
de solutos compativeis, mudancas na rota fotossintética, alteracdo na estrutura das
membranas, indu¢do de enzimas antioxidantes e de hormdnios vegetais (PARIDA & DAS,
2005).

Um dos mecanismos de tolerancia a salinidade que tem recebido bastante atencao € a
compartimentalizacdo intracelular dos sais. Como sugerido por Cheeseman (1988), a
quantidade de fons que atinge as folhas deve ser limitada para ndo ultrapassar a capacidade de
compartimentalizagdo dos mesmos no vacuolo. As haléfitas e glicofitas diferem com relagdo a
eficiéncia desse controle. Enquanto que nas glicéfitas esse controle ndo € tao eficiente, nas
haléfitas a compartimentalizacdo dos sais que alcangam as folhas via xilema permite que eles
sejam utilizados no ajustamento osmdtico sem causar efeitos toxicos no citosol
(GREENWAY & MUNNS, 1980). De acordo com Munns (2002), um modo de aumentar a
tolerancia das plantas a salinidade seria através de um controle mais eficiente no transporte de
ions toxicos para os 6rgdos aéreos transpirantes, acumulando-os nas raizes. Por sua vez, o
grau de acimulo de sais nas raizes € func@o dos processos de exclusao, compartimentalizagdo,
velocidade de carregamento e reabsor¢do de sais no xilema, e depende da seletividade na
absor¢do de fons nas células das raizes (TESTER & DAVENPORT, 2003). Em adicdo, o
fechamento dos estdmatos reduz o fluxo transpiratério no xilema e, conseqiientemente, o
transporte de fons para a parte aérea (ROBINSON er al., 1997). A retranslocacdo dos sais a
partir das folhas para outros 6rgidos também pode contribuir para a manuten¢do do contetido
de sais nas folhas, embora ela seja menor do que a quantidade de sais que chega pelo fluxo
transpiratorio (MUNNS, 2002). Muitas haléfitas possuem glandulas especializadas que
removem o0s sais que alcancam as folhas e os langcam para o meio externo, mantendo a

concentracdo idnica em niveis baixos (FLOWERS et al., 1977).



As respostas das plantas a salinidade sao muitas vezes acompanhadas por alteragdes
morfoldgicas e anatdmicas (KOZLOWSKI, 1997). Por exemplo, em algumas plantas sob
condicdes de estresse salino, a espessura do mesofilo foliar aumenta devido ao aumento no
nimero e comprimento das células palicddicas e no nimero de camadas de células pali¢ddicas
e esponjosas (LONGSTRETH & NOBEL, 1979; PARIDA et al., 2004). E observado,
também, aumentos na quantidade de dgua por drea foliar, ou suculéncia foliar, a medida que
as plantas sd@o expostas a doses crescentes de sais no meio de cultivo (JENNINGS, 1968;
PARIDA et al., 2004). Adicionalmente, ocorre um aumento da suberizacdo das células
endodérmicas radiculares e da formagdo das estrias de Caspary em plantas salinizadas,

reduzindo o transporte de Na* pela via apoplastica (REINHARDT & ROST, 1995).

2.9- Salinidade e o estudo da expressao génica de plantas

A tolerancia ao estresse salino em plantas tem sido considerada uma caracteristica
complexa (FLOWERS, 2004), envolvendo alteracbes na maquinaria celular que resultam
diretamente de modificacdes na expressao de varios genes (HURKMAN, 1992). De fato, o
estresse salino, assim como outros estresses abidticos, exerce um forte efeito na expressao
génica das plantas (HASEGAWA et al., 2000, RAMANJULU & BARTELS, 2002;
RENSINK et al., 2005; ZHENG et al., 2006). Desse modo, a anélise do padrdo de expressao
génica é de fundamental importincia para a compreensdo dos mecanismos de aclimatacdo e
adaptacdo das plantas submetidas ao estresse salino.

Em condi¢des de salinidade, a expressdo de muitos genes pode ser aumentada ou
diminuida (SINGH er al., 1985; ALI et al., 1999), enquanto que a de outros pode ser
totalmente reprimida ou induzida (SEKI er al., 2002). Varios genes cuja expressao € ativada
em resposta ao estresse salino tém sido identificados (KAWASAKI et al., 2001). Os produtos

desses genes podem atuar na osmorregulacdo, como transportadores de membrana,



controlando o fluxo de 4gua e de ions, ou como enzimas envolvidas na sintese de solutos
compativeis. Adicionalmente, outras proteinas podem ser induzidas com o objetivo de
minimizar os danos celulares causados por substancias toxicas geradas pelo estresse salino,
tais como as ROS (SAIRAM & TYAGI, 2004). De acordo com Munns (2005), os genes
candidatos para conferir tolerancia a salinidade caem em trés principais categorias funcionais:
1- genes que controlam a absor¢do e o transporte de sais; 2- genes com fungdes osmoticas e
protetoras; e 3- genes que regulam o crescimento das plantas em ambientes salinos.

Os estudos da expressao génica em plantas submetidas ao estresse salino tém-se
beneficiados, nos ultimos anos, com os avangos nas técnicas de biologia molecular e do
numero crescente de plantas com genomas seqiienciados (SAIRAM & TYAGI, 2004). Dessa
forma, varias abordagens tém sido empregadas para o estudo de genes cuja expressdo €
influenciada pela salinidade. Dentre elas, a andlise dos niveis de mRNA (transcriptoma)
utilizando a técnica de microarranjos (do Inglés, microarray) de DNA, permite o estudo da
expressdao génica através da andlise diferencial dos niveis de transcritos (mRNA) expressos
apos a exposi¢do ao sal (RENSINK & BUELL, 2005). Utilizando essa tecnologia, Kawasaki
et al. (2001) e Seki et al. (2002) descreveram as modificagdes no perfil de expressdo génica
em plantas de Arabidopsis e de arroz em condi¢des de salinidade. No caso das plantas de
arroz, mais de 400 genes foram induzidos dentro de 90 minutos de exposicdo do cultivar
tolerante (Pokkali) a 150 mM de NaCl (KAWASAKI et al., 2001). Em adi¢do, as respostas de
plantas de batata ao frio, calor e ao estresse salino foram monitoradas através de
microarranjos (RENSINK ez al., 2005).

As informacdes sobre os niveis de mRNA ndo sdo suficientes para entender
completamente os mecanismos pelos quais a expressao dos genes € regulada dentro da célula,
pois o controle desse processo também ocorre através de modificacdes pds-traducionais na

atividade da proteina, ou seja, nem sempre os niveis de transcritos mantém relacao direta com



os niveis de proteinas e, por conseguinte, de atividade biolégica (GYGI et al., 1999; MANN
& JENSEN, 2003). Dessa forma, andlises quantitativas da expressdo génica a nivel de
proteinas sdo essenciais € podem ser mais informativas do que a andlise de transcriptomas
para se compreender a fun¢io génica (BOUCHEZ & HOFTE, 1998).

Segundo Wilkins et al. (1996), o proteoma de um organismo refere-se ao conjunto
total de proteinas codificadas por seu genoma. Portanto, o termo “protedmica” envolve o
estudo global dessas proteinas, incluindo mudancas nas suas estruturas e na abundancia em
resposta a estimulos desenvolvimentais e ambientais (VAN WIJK, 2001). Atualmente, a
abordagem protedmica tem recebido bastante atencao e promete ser muito promissora para se
compreender a complexidade das respostas das plantas ao estresse salino ou osmético
(SALEKDEH et al., 2002; ALI & KOMATSU, 2006; RAMPITSCH & SRINIVASAN, 2006;
ZANG & KOMATSU, 2007).

A técnica mais comumente utilizada para a andlise global das proteinas é a eletroforese
bidimensional (2D), a qual fornece informac¢des de mudangas na abundéncia e na mobilidade
eletroforética das proteinas, sendo que esta ultima reflete modificagdes pds-traducionais, tais
como fosforilacdo e glicosilagdo de alguns residuos de aminodcidos (SALEKDEH et al.,
2002). Em uma andlise protedmica, as proteinas separadas por eletroforese 2D podem ser
extraidas do gel, seqiienciadas diretamente ou fragmentadas em peptideos com uma enzima
proteolitica (ex. tripsina) sendo, em seguida, as massas dos fragmentos resultantes
determinadas por espectrometria de massa (GYGI et al., 2000; MO & KARGER, 2002).
Posteriormente, os dados das seqiiéncias e do padrao de massa dos fragmentos peptidicos sdo
comparados com as informagdes ja existentes em bancos de dados a fim de identificar a
proteina em questio (MANN & PANDEY, 2001; CULLIS, 2004). Portanto, a comparagdo
dos padrdes protéicos bidimensionais obtidos de plantas estressadas e ndo-estressadas

constitui a primeira etapa na identificacdo dos produtos dos ‘“genes do estresse”. Estes, por



sua vez, poderdao ser utilizados futuramente para melhorar a tolerancia das plantas por

transferéncia de genes (HOLMBERG & BULOW, 1998).



3- MATERIAL E METODOS

As respostas fisioldgicas e bioquimicas ao estresse salino foram estudadas em
plantulas de cajueiro ando-precoce cultivadas em duas condi¢cdes ambientais. Para isso,
experimentos foram conduzidos simultaneamente, em casa de vegetacdo e em sala de
germinacdo pertencentes ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da

Universidade Federal do Ceard, durante os meses de agosto e setembro de 2006.

3.1- Semeadura e condicoes de cultivo

Nos experimentos, foram utilizadas castanhas de cajueiro ando-precoce (Anacardium
occidentale L.), clone CCP 06, fornecidas pela Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza,
Ceard. Apo6s selecdo, as castanhas foram tratadas com o fungicida Metiltiofan (SIPCAM Agro
S.A., Sao Paulo) a 0,1%, por 10 min e, em seguida, semeadas em bandejas de polietileno (25
cm X 25 cm x 11 cm) contendo vermiculita umedecida com 4gua destilada na propor¢do de
2:1 (v/v). As castanhas, em nimero de vinte por bandeja, foram semeadas em covas de 2,0 cm
de didmetro por 4,5 cm de profundidade, em posi¢do vertical € com o ponto de inser¢cao do
pedinculo na castanha voltado para cima, conforme Cavalcanti Junior (1994). As bandejas,
contendo as castanhas semeadas, foram mantidas em casa de vegetacdo ou em sala de
germinagdo, sendo nesta ultima distribuidas em uma estante de metal, com prateleiras de
madeira iluminadas com quatro lampadas fluorescentes (duas brancas e duas Grolux) de 40 W
cada, sob um fotoperiodo de 12 h. Aos 20 dias apds a semeadura (DAS), as plantulas da casa
de vegetacdo apresentando seis folhas, sendo quatro folhas completamente expandidas e duas
folhas imaturas na extremidade apical do caule (Figura 1A), foram transferidas para meios
hidropdnicos em bacias de polietileno contendo 10 L de solug¢do nutritiva de Hoagland (10

plantulas por bacia). Ja na sala de germinacao, a transferéncia das plantulas para os meios



Figura 1. Plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas sob condi¢des de casa
de vegetacdo (A) e de sala de germinacdo (B) no dia da transferéncia para os meios
hidropdnicos. As plantulas apresentavam seis folhas, sendo quatro folhas completamente

expandidas e duas folhas imaturas na extremidade apical do caule.



hidropdnicos ocorreu aos 31 DAS, quando estas alcancaram o mesmo estiddio de
desenvolvimento das plantulas crescidas na casa de vegetagao (quatro folhas completamente
expandidas e duas folhas imaturas na extremidade apical do caule) (Figura 1B). Decorridos
cinco dias de aclimatag¢io na solucdo nutritiva, foram selecionadas, quanto a uniformidade, 50
plantulas de cada condi¢cdo ambiental de cultivo, as quais foram transferidas para vasos de
polietileno (duas plantulas por vaso), contendo 6 L de soluc¢do nutritiva (tratamento controle)
ou solucdo nutritiva com NaCl a 50, 100, 150 e 200 mM (tratamentos salinos). Para cada
tratamento foram feitas cinco repeticdes, sendo cada repeticdo formada por duas plantulas
num vaso. As adicdes de sal ocorreram em parcelas de 50 mM por dia e iniciaram-se no
momento do transplantio para os vasos. Os niveis das solucdes nos vasos foram mantidos pela
adicao de dgua destilada e, apés 10 dias, a soluc@o nutritiva foi trocada por uma nova. Tanto
na casa de vegetacao quanto na sala de germinacdo, a coleta das plantulas realizou-se aos 18
dias ap6s o inicio da primeira adi¢dao de NaCl.

Durante o periodo experimental, os valores médios de temperatura e umidade relativa
do ar, registrados com termohigrégrafos, foram de 28,7 = 0,9°C e 64,3 + 3,5% no interior da
casa de vegetacao, e de 24,1 + 1,0°C e 71,9 £ 5,4% na sala de germinagdo, respectivamente.
As médias das temperaturas maximas e minimas na casa de vegetacao foram de 35,5 £ 1,6°C
e 24,2 + 1,4°C, e de 24,7 £ 0,8°C e 23,7 £ 1,2°C na sala de germinagdo, respectivamente. A
radiacdo fotossinteticamente ativa na sala de germinacdo e na casa de vegetacdo foram de

42.6 e 1560 p.Lmol.m'Z.s'1 (medida as 11:00h), respectivamente.

3.2- Medidas de crescimento
Durante a coleta, as duas plantulas de cada vaso, foram divididas em folhas, caules +
peciolos e raizes e cada uma dessas partes foi reunida formando uma tdnica amostra. Em

seguida, esse material foi utilizado para as medidas de area foliar (AF), o que foi feita com o



medidor de area LI-3100 (Area Meter, Li-Cor., Inc, Lincoln, Nebraska, USA), e de matéria
fresca (MF) das diferentes partes coletadas. As matérias secas (MS) das folhas e das raizes
foram obtidas apdés a secagem em liofilizador, enquanto que a dos caules + peciolos foi
determinada apds trés dias de secagem em estufa a 60°C, quando atingiram peso constante.
Com essas medidas, foi estimada a relacdo de matéria seca da parte aérea pela das raizes

(MSPA/MSR).

3.3- Parametros fotossintéticos e eficiéncia no uso da agua

No dia anterior a coleta, entre 8:00 ¢ 12:00 h do dia, foram medidas a taxa de
fotossintese liquida, a taxa de transpiracdo, a relagdo entre a concentracdo de CO, interna e
externa (Ci/Ce) e a condutancia estomatica. Para isso, utilizou-se um analisador portatil de gés
no infravermelho (IRGA, mod. LCi, ADC, Hoddesdon, UK), portando uma fonte de luz com
intensidade de 1500 umol.m'z.s'1 (ADC, Hoddesdon, UK). As medicdes foram feitas em uma
das quatro folhas mais velhas completamente expandidas de cada plantula e em condi¢des de
temperatura e umidade do ar ambientais.

A eficiéncia no uso da dgua (EUA) foi calculada dividindo-se a taxa de fotossintese
liquida pela taxa de transpirag¢do, sendo expressa em pmol de CO, fixado por mmol de H,O

transpirada.

3.4- Determinacao de clorofila

Para as determinacdes dos teores de clorofila, de uma das plantulas de cada vaso,
utilizou-se uma das quatro folhas mais velhas (completamente expandidas). De cada uma
dessas folhas, foram retirados cinco discos foliares de 1,0 cm de didmetro, os quais foram
macerados em almofariz com 10 mL de acetona a 80% (v/v). Em seguida, o homogenato foi

centrifugado a 3000 x g por 10 min e o sobrenadante submetido a leituras de absorbancia em



663 (Ags3) € 645 (Agss) nm. As concentracdes de clorofilas (clf) a e b, em mg.L'l, foram
estimadas através das seguintes férmulas, baseadas nos coeficientes de absorciao especificos
descritos por Arnon (1949):

clf a =12,7A¢63 — 2,69A645; clf b =22,9A645 — 4,68A663; clf (total) = 20,2A645 + 8,02A663

Os teores das clorofilas foram expressos em pg.cm™.

Os teores relativos de clorofila total foram estimados com um medidor de clorofila
portétil (Minolta SPAD-502, Osaka, Japao). As medidas foram feitas nas quatro folhas mais
velhas e aos 15 dias apds o inicio das adicdes de sal. Os resultados foram expressos em
unidades de leituras dadas pelo aparelho, as quais foram comparadas por andlise de regressao

com os teores de clorofila determinados segundo o método de Arnon (1949).

3.5- Potencial osmético foliar

Durante a coleta, de uma das plantulas de cada vaso, retirou-se uma das quatro folhas
mais velhas (completamente expandidas), sendo este material congelado e armazenado a
-25°C para posterior extragdo do suco e determinacdo do potencial osmético (Ws). Para
obtencdo dos sucos foliares, o material, apds degelo, foi macerado em almofariz, a
temperatura ambiente, seguido de prensagem do mesmo (envolto num tecido de ndilon) com o
émbolo de uma seringa descartidvel de 10 mL. O liquido obtido apds a prensagem foi
centrifugado a 12000 x g por 10 min e o sobrenadante utilizado para a determinagdo do Ws em
um microosmdémetro (VAPRO 5520, Wescor, Logan, Utah, USA), tomando-se uma aliquota

de 10 pL. Os valores de W foram expressos em MPa.

3.6- Determinacao dos teores de solutos inorganicos
Os teores de sodio, potdssio e cloreto foram determinados em tecidos de folhas e

raizes. Os extratos foram preparados a partir da homogeneizagdo de 100 mg do material



vegetal liofilizado, finamente triturado, com 10 mL de dgua desionizada, durante 30 min sob
agitacdo constante. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 3000 x g por 10 min, sendo
o sobrenadante filtrado em papel de filtro e armazenado a -25°C. Os teores de sddio e potdssio
foram determinados por fotometria de chama, segundo Malavolta er al. (1989). Para a
determina¢do dos teores de cloreto, a 3,0 mL do extrato, convenientemente diluido, foram
adicionados 0,5 mL do reagente formado pela mistura de Hg(SCN), a 13,2 mM, em metanol,
e Fe(NO;3);.9H,0 a 20,2%, em &dgua desionizada, na proporcdo de 4:1. Apds agitacdo
vigorosa, os tubos permaneceram em repouso por 15 min, sendo os teores de cloreto
estimados através de leituras de absorbancia em 460 nm, utilizando-se NaCl como padrdo
(GAINES et al., 1984). Para a determinacdo dos fons sédio e potdssio foi realizada uma tinica
leitura do extrato (repeti¢do), convenientemente diluido, no fotdmetro de chama, enquanto
que, para a determinacdo de cloreto, cada extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata. Os

. o -1
teores de solutos inorganicos foram expressos em wmol.g™ MS.

3.7- Determinacao dos teores de solutos organicos
Os solutos organicos (prolina, carboidratos soliveis e N-aminossoliveis) foram
determinados nos mesmos extratos utilizados nas determinacdes dos teores de ions

1norganicos.

3.7.1- Concentracio de prolina livre

Os teores de prolina livre foram determinados de acordo com Bates et al. (1973). Em
uma aliquota de 1,0 mL do extrato, convenientemente diluido, foram adicionados 1,0 mL do
reagente da ninidrina 4cida e 1,0 mL de 4cido acético glacial. Para um total de 50 amostras, o
reagente da ninidrina dcida foi preparado dissolvendo-se 1,25 g de ninidrina em 30 mL de

acido acético e 20 mL de acido fosforico a 6 M. Os tubos de ensaio foram hermeticamente



fechados e, ap6s a homogeneizag¢do da mistura de reagdo, colocados em banho-maria a 100°C
por 1 h. A reacdo foi interrompida colocando-se os tubos de ensaio em banho de gelo. Apds o
resfriamento, foram adicionados 2,0 mL de tolueno ao meio de reacdo. Apds agitacdo
vigorosa da solucdo, a fase superior menos densa (cromoéforo + tolueno) foi aspirada com o
auxilio de uma pipeta Pasteur e submetida a leitura de absorbancia em 520 nm, sendo o
tolueno utilizado como branco. Os teores de prolina livre foram estimados com base em uma

curva padrdo ajustada a partir de concentragdes crescentes de prolina.

3.7.2- Concentracao de carboidratos solaveis

Os carboidratos soliveis foram determinados de acordo com Dubois er al. (1956). A
0,5 mL dos extratos, convenientemente diluidos, foram adicionados 0,5 mL de fenol a 5% e
2,5 mL de 4cido sulfturico concentrado. A mistura foi agitada vigorosamente e deixada em
repouso por 10 min para o seu resfriamento. Em seguida, as amostras foram submetidas a
quantificacdo dos carboidratos soldveis por meio de leituras de absorbancia em 490 nm. A

curva padrdo de carboidratos foi obtida utilizando-se a D(+) glicose anidra.

3.7.3- Concentracio de N-aminossolaveis

Os N-aminossoldveis foram determinados de acordo com o método de Yemm &
Cocking (1955). Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL dos extratos,
convenientemente diluidos, 0,25 mL de tampao citrato a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de KCN a
0,2 mM em metilcelosolve a 100% e 0,1 mL de ninidrina a 5% em metilcelosolve 100%. Em
seguida, os tubos foram fechados, agitados vigorosamente e colocados em banho-maria a
100°C durante 20 min. A reacdo foi interrompida abruptamente colocando-se os tubos em

banho de gelo e, apds resfriamento, foram adicionados 0,65 mL de etanol a 60%. Os teores de



N-aminossoluveis foram estimados através de leituras de absorbancia em 570 nm, com base
em uma curva padrdo ajustada a partir de concentragdes crescentes de glicina.
Para determinagcdo dos solutos organicos, cada extrato (repeticdo) foi dosado em

duplica, sendo os resultados expressos em pumol.g”' MS.

3.8- Extracao das proteinas e obtencao dos padroes eletroforéticos bidimensionais

Os padroes eletroforéticos de folhas e raizes foram obtidos de plantulas de cajueiro
ando-precoce cultivadas em casa de vegetacdo e em sala de germinacdo, sob condi¢des
controle e de estresse salino (NaCl a 150mM). Exceto quando especificado, todas as
operacodes para a extracdo das proteinas foram realizadas a 4°C. Cerca de 200 mg do tecido
vegetal liofilizado foram misturadas, juntamente com 200 mg de PVPP, em 5,0 mL de tampao
Tris-HCl1 a 40 mM, pH 7,5, contendo sacarose a 250 mM, EDTA a 10 mM, Triton X-100 a
1%, fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) a 1,0 mM e ditiotreitol (DTT) a 1,0 mM. A suspensdo
foi agitada por 60 min e, em seguida, centrifugada a 15000 x g por 15 min. Para precipitacdo
das proteinas, ao sobrenadante foram adicionados 10 mL de TCA a 10%, em acetona gelada,
sendo a mistura, apds homogeneizacdo, deixada em repouso por uma noite a -20°C.
Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 15000 x g por 15 min, sendo o precipitado lavado
por quatro vezes com acetona gelada. O esquema de obtencdo das proteinas encontra-se
representado na Figura 2.

As proteinas precipitadas com acetona foram ressuspensas com 300 UL do tampao de
lise, o qual continha uréia a 7 M, tiouréia a 2 M, CHAPS a 2%, IPG buffer a 2% (pH 3-10,
Amersham Biosciences, Sweden) e DTT a 0,3%, como descrito previamente por Rabilloud et
al. (1997). As proteinas foram solubilizadas por um periodo minimo de 60 min, a temperatura
ambiente, com agitacdes vigorosas ocasionais. Apos centrifugacao da suspensio por 10 min a

12000 x g, determinou-se a concentragdo de proteinas no sobrenadante, utilizando-se o
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Figura 2. Fluxograma da extracdo e obtencdo das proteinas de folhas e de raizes das plantulas

de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06.



método de Bradford (1976) e utilizando a albumina sérica bovina como padrdo. Aliquotas
com volumes apropriados, contendo aproximadamente 50 pg de proteinas, foram diluidas
para um volume final de 0,25 mL com o tampao de reidratacio (uréia a 8 M, CHAPS a 2%,
IPG buffer a 2% e pH 3-10, DTT a 0,3% e pequenas quantidades de azul de bromofenol) e
aplicadas em tiras de gel com gradiente de pH de 4,0 a 7,0 (DryStrip IPG pH 4-7, Amersham
Biosciences, Sweden). Essas tiras foram reidratadas por aproximadamente 13 h, numa
bandeja de reidratacdo (Immobiline DryStrip Reswelling Tray), a temperatura ambiente. Em
seguida, as tiras foram submetidas a focalizacdo isoelétrica (primeira dimensdo), a
temperatura constante de 20°C, em um sistema Multiphor II (Pharmacia Biotech, France). A
corrida foi realizada em trés fases com uma fonte de eletroforese EPS 3501 XL (Amersham
Biosciences, Sweden) no médulo gradiente. A voltagem foi inicialmente aumentada para 300
V durante 5 min, em seguida, aumentada lentamente para 3500 V por 1:30 h e finalmente
mantida em 3500 V por 4:10 h.

Apo6s a focalizagdo isoelétrica, as tiras foram primeiro equilibradas por 15 min com
DTT a 1%, em um meio contendo Tris-HCI a 50 mM, pH 8,8, uréia a 6 M, glicerol a 30%,
SDS a 2% e pequenas quantidades de azul de bromofenol e, entdo, por 15 min, com
iodoacetamida a 2,5% no mesmo meio. Apds o equilibrio, as tiras foram rapidamente lavadas
com o tampao de corrida para remover o excesso de tampdo de equilibrio e seladas com
agarose a 0,5% no topo do gel de poliacrilamida a 12,5%. A eletroforese, na segunda
dimensdo, foi realizada em um sistema convencional SDS-PAGE vertical (LAEMMLI, 1970),
utilizando-se uma unidade de eletroforese vertical SE 600 Ruby (Amersham Biosciences,
Sweden). A eletroforese 2D foi realizada em duas fases com a fonte de eletroforese EPS 3501
XL (Amersham Biosciences, Sweden). Para cada gel, foi aplicada uma corrente constante de
15 mA durante 30 min e, em seguida, uma corrente de 25 mA até o azul de bromofenol atingir

o final do gel (aproximadamente 5 h). Foram utilizados géis com dimensdes de 160 x 180 x



Tabela 1. Composicdo do gel utilizado na eletroforese (SDS-PAGE).

Solucoes estoques Volume Concentracao final
Acrilamida (30%, m/v)-bisacrilamida (0,8% m/v) 16,7 mL 12,5%
Tampao Tris-HCl a 1,5 M, pH 8,8 10 mL 0,375 M
Dodecil sulfato de sédio (SDS) 10% 0,4 mL 0,1%
Persulfato de amoénio a 10% 200 pL 0,05%

N, N, N’, N’-Tetrametilenodiamino (TEMED) 13,5 uL 0,03%

H,0 milli-Q g.s.p- 40 mL




1,5 mm, cuja composi¢cdo encontra-se na Tabela 1. Juntamente com a amostra, foi aplicada
uma mistura de proteinas com massas moleculares conhecidas (Dalton Mark VII-L,
Molecular Weight Rance: 14.000-70.000, Sigma Chemical Company, USA).

Ap6s a segunda dimensdo, as proteinas no gel foram fixadas durante uma noite com
uma soluc@o aquosa de 4cido acético a 10% e etanol a 40% e entdo coradas com prata como
descrito por Blum et al. (1987), com pequenas modificagdes. Os padrdes protéicos foram
digitalizados usando o ImageScanner calibrado modelo UTA-1100 (Amersham Biosciences,

Sweden).

3.8.1- Analises dos padroes protéicos

Para cada amostra, foram preparados dois géis, dos quais um foi selecionado como de
referéncia. A intensidade dos spots protéicos nos géis foi determinada através do software
Imagemaster 2D Platinum, versdo 6.0 (Amersham Biosciences, Sweden). As variagdes na
expressdo de proteinas foram consideradas validas somente quando as mudancgas nos valores

das intensidades dos spots eram maiores do que duas vezes.

3.9- Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento utilizado nos experimentos na casa de vegetacdo e na sala de
germinagdo foi o inteiramente casualizado. Os experimentos foram conduzidos com cinco
repeticoes e cada repeticdo constituiu-se de duas plantulas, perfazendo 25 vasos e 50
plantulas, em cada experimento. Os resultados foram analisados com base nas médias + o
desvio padrdo. A andlise de regressdo entre os teores de clorofila (estimados
espectrofotometricamente) e as leituras do SPAD-502 foi feita utilizando-se o software

SigmaPlot 9.0.



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Crescimento vegetativo

Analisando-se os dois experimentos, observou-se que o crescimento € o
desenvolvimento das plantulas de cajueiro ando-precoce foram influenciados tanto pelos
tratamentos salinos quanto pelas condi¢des ambientais em que elas foram cultivadas. As
plantulas de cajueiro cultivadas em casa de vegetacdo se desenvolveram mais rdpido do que
aquelas da sala de germinagdo, jd que estas ultimas sofreram um retardo de 11 dias para
atingir o mesmo estddio de desenvolvimento daquelas da casa de vegetacdo (quatro folhas
completamente expandidas e duas imaturas na extremidade apical do caule). Essa diferenca
no desenvolvimento das plantulas pode ser explicada considerando-se que o cajueiro é uma
espécie adaptada as regides de clima tropical e que a temperatura 6tima para a sua germinacao
estd em torno de 35°C (ROCCHETTI & PANERAI, 1968, citado por CAVALCANTI
JUNIOR, 1994). Dessa forma, a mais baixa temperatura da sala de germinagdo (em média,
24°C) foi menos favordvel para o processo germinativo das castanhas em relagdo aquelas
semeadas na casa de vegetacdo, onde a temperatura ambiente ficou, em média, préxima dos
29°C, sendo ainda maiores as diferencas entre as médias de temperaturas méximas na sala de
germinacdo (aprox. 25°C) e na casa de vegetacdo (aprox. 35°C) (ver item 3.1 do Material e
Métodos). Adicionalmente, a menor radiagcdo fotossinteticamente ativa da sala de germinagdo
(42,6 umol.m'z.s'l) quando comparada com a da casa de vegetacdao (1560 umol.m'z.s'l),
provavelmente retardou o desenvolvimento pés-germinativo das plantulas mantidas na sala de
germinacdo ao limitar o processo fotossintético, indispensavel para o crescimento das plantas
(NAVARRO et al., 2007).

Como pode ser observado na Figura 3, em condi¢des controle (0 mM de NaCl), todos

os parametros de crescimento analisados apresentaram maiores valores nas plantulas
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Figura 3. Matérias secas da parte aérea (A), das raizes (B) e total (C) de plantulas de cajueiro
ando-precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em
condicoes de casa de vegetacdo ( ] ) e de sala de germinagdo ([ ] ). As plantulas foram

obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condi¢des. As barras

representam o desvio padrao.



cultivadas na casa de vegetacdo, mostrando que as plantulas de cajueiro se desenvolveram
melhor nessas condi¢des. Nas plantulas cultivadas em condi¢des de casa de vegetacdo, as
matérias secas da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e total (MST) foram 107, 211 e
124% maiores do que daquelas da sala de germinagdo, respectivamente. Contudo, em
condicdes salinas, as maiores reducdes nesses parametros foram observadas nas plantulas
mantidas sob condi¢des de casa de vegetacdo. Em uma concentragdo de NaCl de 50 mM, a
MSPA foi reduzida em 28,1% enquanto que nos ultimos niveis desse sal (100, 150 e 200 mM)
a reducdo foi em média de 45,2% em relacdio ao controle (Figura 3A). J4 na sala de
germinacdo, a MSPA das plantulas de cajueiro nao foi alterada significativamente pela
salinidade até a dose de 150 mM de NaCl, sendo observada uma redugdo de 18% somente na
dose mais elevada de sal (200 mM). Nas plantulas da casa de vegetacdo, a MSR foi
drasticamente afetada pelo estresse salino, apresentando quedas em relacdo as plantulas
controle de 31,0 e 49,4% em 50 e 100 mM de NaCl, respectivamente, ¢ uma reducao média
de 63,8% nos dois ultimos tratamentos (150 e 200 mM) (Figura 3B). Em contraste, a MSR
das plantulas crescidas em sala de germinacdo sofreu uma reducdo de 28,6%, em relaciao ao
controle, somente quando a concentragdo de NaCl foi aumentada para 100 mM, enquanto que
nos dois ultimos tratamentos (150 e 200 mM) a redu¢do média foi de apenas 37,5% em
relacdo as plantulas controle. Com relacdo a MST, as plantulas sob condicdes de casa de
vegetacdo mostraram reducdes em relacdo ao controle de 27,9 e 44,3%, respectivamente, em
50 e 100 mM de NaCl, enquanto que nesses mesmos niveis de salinidade a MST das plantulas
crescidas na sala de germinagdo ndo foi alterada significativamente (Figura 3C). Nas doses de
150 e 200 mM, as reducdes médias na MST foram de 50,1 e 18,6%, em relagdo ao controle,
nas plantulas da casa de vegetacdo e da sala de germinacao, respectivamente.

A reducdo na producdo de biomassa em plantas sob condicdes de estresse salino é

extensivamente relatada na literatura, sendo verificada em haldfitas e especialmente em



glicéfitas (FLOWERS et al., 1977, GREENWAY & MUNNS, 1980). Chartzoulakis et al.
(2002), estudando os efeitos da salinidade sobre o crescimento de seis cultivares de oliveira
(Olea europaea L.), verificaram redugdes na producdo de matéria seca total e no comprimento
da parte aérea de todos eles. Redu¢des no crescimento e na producdo de biomassa também
tétm sido observadas em outras espécies lenhosas, como Eucalyptus camaldulensis e
Dalbergia sissoo (RAWAT & BANERIJEE, 1998). Os efeitos negativos da salinidade sobre o
crescimento das plantas estdo associados as alteracdes em processos fisioldgicos essenciais,
como as taxas de assimilacdo de CO, e de respiracdo. Por outro lado, uma menor taxa de
crescimento pode, também, estd relacionada com o desvio do carbono de vias metabdlicas
essenciais para o crescimento para outros processos necessarios a sobrevivéncia em ambientes
salinos, tais como: ajustamento osmotico, sintese de solutos compativeis, reparo de danos
celulares e manutencao dos processos metabdlicos basicos (BINZEL et al., 1985).

As relacdes de matéria seca entre a parte aérea e as raizes (MSPA/MSR), tanto em
condi¢Oes controle quanto de estresse salino, foram maiores nas plantulas sob condicdes de
sala de germinacdo do que naquelas crescidas em casa de vegetacdo (Figura 4A). Nas
plantulas controle, crescidas na sala de germinacdo, a relagio MSPA/MSR foi 48,5% maior
do que as do controle cultivadas na casa de vegetacdo. A salinidade ndo afetou essa relagdo
nas plantulas cultivadas em casa de vegetacdo até a dose de 100 mM de NaCl, sendo, no
entanto, observados aumentos de 39,7 e 57,0% em 150 e 200 mM de NaCl, respectivamente.
Nas plantulas da sala de germinagcdo, o estresse salino também aumentou a relagdo
MSPA/MSR, atingindo no tratamento com NaCl a 100 mM um aumento de 31,6% em relacdo
ao controle, e mantendo-se com este mesmo valor at€ a dose de 200 mM de NaCl. Os
aumentos da relagio MSPA/MSR devem-se ao fato do crescimento da parte aérea ter sido
menos afetado do que o crescimento do sistema radicular, em niveis mais elevados de

salinidade (Figuras 3A e 3B). Esses resultados foram contrastantes com os observados para a
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maioria das espécies vegetais, onde tem se verificado uma maior inibi¢ao do crescimento da
parte aérea em relacdo ao das raizes, causada pela salinidade (MUNNS, 2002). Em plantulas
de cajueiro ando-precoce, outros estudos mostram reduc¢des na relagio MSPA/MSR em
condic¢des de salinidade (VIEGAS etal.,2001; ABREU, 2004; ALVAREZ PIZARRO, 2006).
Tais contradicoes podem ser resultado das diferentes abordagens empregadas nos
experimentos (maneira como o estresse foi imposto, tempo de exposi¢ao ao estresse e estadio
de desenvolvimento das plantas), bem como das diferentes condicdes ambientais em que as
plantas foram cultivadas (YEO, 1999; BRAY et al., 2000).

Em condicdes controle, a area foliar (AF) das plantulas crescidas em casa de
vegetagdo foi 56,4% maior do que aquelas da sala de germinagdo (Figura 4B). Também, como
observado para as MSPA e MSR (Figuras 3A e 3B), as maiores redugdes nesse parametro,
causadas pela salinidade, foram verificadas nas plantulas mantidas sob condi¢des de casa de
vegetacdo. Nestas condicdes, a AF das plantulas do tratamento com NaCl a 50 mM
apresentou uma reducdo de 35,7%, em relacao ao controle, atingindo a maior reduc¢do (49,2%)
no tratamento com NaCl a 100 mM, e permanecendo com o mesmo valor nas duas dltimas
doses de NaCl (150 e 200 mM). Em condi¢des de sala de germinacdo, a AF das plantulas foi
reduzida pela salinidade somente nas doses de 100, 150 e 200 mM de NaCl, com reducdes
significativas de 16,2; 27,7 e 31,0%, respectivamente, em relacdo as plantulas do tratamento
controle. Carneiro et al. (2002), mostraram que a drea foliar de plantas de cajueiro ando-
precoce era afetada negativamente pela salinidade mesmo em baixas concentragdes de sais
presentes na dgua de irrigacao.

A reducdo da area foliar € um dos efeitos imediatos da salinidade sobre o crescimento
das plantas (CHARTZOULAKIS et al., 2002; PARIDA & DAS, 2005), sendo considerada
uma resposta adaptativa para evitar a perda excessiva de dgua através da transpiragdo

(GREENWAY & MUNNS, 1980; NEUMANN, 1997). Dessa forma, a sobrevivéncia da



planta seria mantida durante periodos de estresse pela maior eficiéncia no uso da dgua
disponivel no solo e pela redug@o na absor¢@o de fons téxicos. Contudo, tal estratégia também
leva a uma redugdo na drea foliar disponivel para a fotossintese e, conseqiientemente, na
producdo de biomassa pelo vegetal (PARIDA et al., 2004). De acordo com Munns & Termaat
(1986) a redugcdo no crescimento foliar € inicialmente regulada por sinais hormonais,
especialmente envolvendo o &4cido abscisico (ABA), o qual € produzido nas raizes e
transportado via xilema até as folhas. Posteriormente, a reducdo no crescimento foliar seria
devido ao acimulo excessivo de ions toxicos nas folhas (KOZLOWSKI, 1997).

Os resultados das medidas de crescimento mostraram que as plantulas cultivadas na
sala de germinacao sofreram menos com o estresse salino quando comparadas aquelas da casa
de vegetacdo. No entanto, € importante ressaltar que, em condi¢des controle, o crescimento
das plantulas da sala de germinagdo foi bem menor, fato que indica que essas plantulas se
encontravam em condi¢cdes ambientais desfavordveis ao crescimento. Portanto, é provavel que

em funcdo disso, as redugdes no crescimento pela salinidade tenham se mostrado, nessas

plantas, de forma menos atenuada que naquelas da casa de vegetagao.

4.2- Trocas gasosas

A salinidade afetou negativamente as trocas gasosas das plantulas de cajueiro
cultivadas tanto na casa de vegetacdo como na sala de germinacdo, sendo observadas
redugdes na fotossintese liquida, na transpiracdo e na condutancia estomatica (Figura 5). Em
condigdes controle, a fotossintese liquida das plantulas mantidas em casa de vegetacdo foi
117% maior do que daquelas na sala de germinagdo (Figura 5A). No tratamento com 50 mM
de NaCl na solugdo nutritiva, esse parametro foi reduzido em 47,5% nas plantulas sob
condic¢des de casa de vegetacdo. Em contraste, essa mesma dose de sal ndo causou alteragcdo

significativa na fotossintese liquida das plantulas cultivadas na sala de germinacdo, as quais
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Figura 5. Fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (B), taxa de transpiracao (C) e
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obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condi¢des. As barras
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mostraram uma reducdo significativa de 36,7%, em relagdo ao controle, somente quando a
concentracdo de NaCl foi aumentada para 100 mM. Nos dois dltimos tratamentos salinos
(NaCl a 150 e 200 mM) as redu¢des médias na fotossintese liquida das plantulas da casa de
vegetacdo e da sala de germinagdo foram de 85,3 e 73,7%, respectivamente, em relacdo aos
controles. Os maiores decréscimos na fotossintese liquida das plantulas na casa de vegetacdo
corroboram com o fato delas também terem apresentado as maiores reducdes no crescimento
quando comparadas aquelas cultivadas em sala de germinacdo (Figuras 3 e 4). Em plantas
jovens de cajueiro ando-precoce irrigadas com solucdes salinas, Bezerra et al. (2005) também
observaram reducdes na fotossintese liquida. Diversas arvores frutiferas sofrem reducdes na
suas taxas fotossintéticas quando submetidas a salinidade (DOWNTON, 1977; ZISKA et al.,
1990; TATTINI et al., 1995), indicando que a fotossintese € um fator limitante para o
crescimento (NAVARRO et al., 2007). Por outro lado, em baixas concentracdes de sais,
algumas espécies podem ter suas taxas fotossintéticas estimuladas (RAWAT & BANERIJEE,
1998).

Em condic¢des controle, a condutancia estomdtica das plantulas mantidas em casa de
vegetacdo foi 525% maior do que daquelas da sala de germinacao (Figura 5B). Como se sabe,
a luz é um dos fatores ambientais dominantes que controlam o movimento estomatico (TAIZ
& ZEIGER, 2004). Portanto, a maior condutancia estomdtica observada nas plantulas
mantidas em casa de vegetacdo deve-se, pelo menos em parte, a maior intensidade luminosa
desse ambiente quando comparada com a da sala de germinag¢do. Em adicdo, a maior
condutancia estomdtica das plantulas da casa de vegetacdo correlacionou-se com as maiores
taxas fotossintéticas apresentadas por elas em relacdo as plantulas da sala de germinagdo
(Figura 5A). Com relagdo aos efeitos do sal, na dose de 50 mM de NaCl, a condutancia
estomdtica foi reduzida em 72% nas plantulas da casa de vegetacdo. Em contraste, esse

mesmo nivel de salinidade ndo alterou significativamente a condutincia estomdtica das



plantulas mantidas em sala de germinacdo, as quais mostraram uma reduc¢ao significativa de
25%, em relacdo ao controle, somente quando a concentracdo de NaCl foi aumentada para
100 mM. Nos dois udltimos tratamentos salinos (NaCl a 150 e 200 mM) a condutincia
estomdtica das plantulas da casa de vegetacdo sofreu uma reducdo média de 92% em relagcdo
ao tratamento controle, enquanto que as plantulas da sala de germinacdo ndao mostraram
valores mensurdveis de condutancia estomatica (Figura 5B). A incapacidade de fechar os
estdmatos em condicdes de salinidade tem sido proposta como uma importante razao para a
sensibilidade de algumas plantas ao estresse salino, pois o fechamento dos estdmatos
contribui para a efici€ncia no uso da dgua em situacdes de baixa disponibilidade hidrica
(ROBINSON et al., 1997). No entanto, este mecanismo limita a absor¢ao de CO, do ambiente
e, conseqiientemente, a fotossintese liquida (ROMERO-ARANDA et al., 2001).

Como conseqiiéncia da reducao na condutancia estomdtica, a taxa de transpiragao das
plantulas estressadas foi também significativamente reduzida (Figura 5C). E interessante
ressaltar que, em condi¢des controle, a transpiracdo das plantulas mantidas em casa de
vegetacdo foi 532% maior do que daquelas da sala de germinagdo. Além de atuarem sobre o
comportamento estomadtico, fatores ambientais como a luz, a umidade relativa do ar, a
temperatura € o vento podem influenciar diretamente a perda de dgua por transpiragdo
(ANGELOCCI, 2002). Embora os valores médios de umidade relativa do ar ndo tenham
diferido significativamente entre as duas condi¢des ambientais empregadas, € provavel que,
em funcdo dos maiores valores de temperatura e de energia radiante, a demanda evaporativa
do ar tenha sido maior na casa de vegetacdo do que na sala de germinacao. Dessa forma, as
maiores taxas de transpiracdo das plantulas cultivadas em casa de vegetacdo podem ser
explicadas pelo fato de que, nestas condi¢des, a demanda evaporativa do ar foi maior. Na dose
de 50 mM de NaCl, a transpiracdo foi reduzida em 66,5% nas plantulas da casa de vegetacgao.

Em contraste, essa mesma dose de sal ndo alterou significativamente a transpiracdo das



plantulas da sala de germinagao, as quais mostraram uma reducao significativa de 36,4%, em
relacdo ao controle, somente quando a concentracdo de NaCl foi aumentada para 100 mM
(Figura 5C). Nos dois dltimos tratamentos salinos (150 e 200 mM) as reducdes médias na
transpiracdo das plantulas da casa de vegetacdo e da sala de germinacdo foram de 85,9 e
80,5%, respectivamente em relacdo aos controles. Estes resultados mostram que as plantulas
de cajueiro sdo bastante eficientes na restricdo da perda de dgua pela transpiragdo e sugerem
uma adaptacdo da espécie a ambientes secos (SOUZA et al., 2005).

As reducdes na fotossintese liquida e na condutancia estomdtica foram acompanhadas
por uma gradual e pequena redugdo da relagdo entre a concentracdo de CO, interna e externa
(Ci/Ce) nas plantulas da casa de vegetacao, atingindo no ultimo tratamento um valor 17,7%
inferior ao das plantulas controle (Figura 5D). Nas plantulas da sala de germinacao, a relacdo
Ci/Ce nao foi afetada significativamente pela salinidade até a dose de 150 mM de NaCl, mas
na dose mais elevada de sal (200 mM) sofreu uma redugdo de 62,5%, em relagdo ao controle.
Embora a relagdo Ci/Ce tenha diminuido em ambas as condi¢des de crescimento, as reducdes
observadas ndo justificam completamente os grandes decréscimos na fotossintese liquida.
Portanto, tais resultados sugerem a participagdo de fatores ndo-estomdticos na reducao das
taxas fotossintéticas em condi¢des de salinidade. A mesma suposicao foi tirada por Alvarez
Pizarro (2006) que ndo observou mudancas significativas deste parametro em cinco clones de
cajueiro ando-precoce estudados sob condi¢des de estresse salino.

A influéncia das condicdes ambientais empregadas sobre as trocas gasosas das
plantulas de cajueiro € destacada quando se analisa a efici€éncia no uso da dgua (EUA) pelas
folhas (Figura 6). Em condi¢cdes de casa de vegetacdo, as plantulas de cajueiro ndo
apresentaram alteracdes nos valores de EUA pela salinidade, a qual permaneceu com valores

proximos ao das plantulas controle, em torno de 2,3 umol de CO, por mmol de H,O

transpirada. J4 em condic¢des de sala de germinagio, a perda de d4gua por umol de CO, fixado



o
« 12
o=
(=] e
= o
=) 11
@)
S o 0
£
2

3 o
3 i
€9

0

0 50 100 150 200

NaCl (mM)

Figura 6. Eficiéncia no uso da 4gua em plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06,
submetidas a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em condi¢des de casa de vegetacao
([} ) e de sala de germinacd@o ( [ ] ). As plantulas foram obtidas a partir da germinacdo de

castanhas em cada uma das condi¢des. As barras representam o desvio padrao.



foi muito menor. As plantulas controle apresentaram o valor de EUA de 6,6 umol de CO, por
mmol de H,O o qual, apds a adicao de sal, apresentou um aumento de 56% no tratamento com
NaCl a 200 mM. Provavelmente, isto s6 foi possivel devido ao fechamento dos estomatos e a
menor demanda evaporativa do ar na sala de germinacao. Backhausen et al. (2005), estudando
os efeitos da salinidade em plantas de batata (Solanum tuberosum L.) sob condi¢des de baixa
(60%) e de alta (85%) umidade relativa do ar, verificaram um maior valor em EUA nas

plantas sob condic¢des de alta umidade (baixa demanda evaporativa do ar).

4.3- Conteudo de clorofila

Os resultados dos teores de clorofilas a, b e total, bem como os valores da relacio
entre os teores de clorofilas a e b (clf a/b) nas folhas das plantulas de cajueiro ando-precoce
sdo apresentados na Figura 7. Verifica-se que as condi¢des ambientais de cultivo das plantulas
tiveram bastante influéncia sobre os teores foliares de clorofila, sendo que em condicdes
controle as quantidades de clorofilas a, b e total nas plantulas crescidas em sala de
germinacdo foram, respectivamente, 74,2, 93,1 e 79,1% maiores do que aquelas da casa de
vegetacdo e permaneceram superiores mesmo em altas doses de sal (Figuras 7A, 7B e 7C).
Esses resultados sugerem um possivel mecanismo de aclimatagdo das plantulas da sala de
germinacdo para maximizar a absor¢do de luz em condicdes de baixa luminosidade, ja que a
radiacdo fotossinteticamente ativa da sala de germinacdo foi, aproximadamente, 36 vezes
menor do que aquela da casa de vegetacdo. Em laranjeira, a reduc¢do da radiacdo
fotossinteticamente ativa em 50% causou um aumento no conteido de clorofila das folhas
(GARCIA-SANCHEZ et al., 2006).

Os teores de clorofila a nas plantulas da sala de germinacao foram reduzidos somente
nos tratamentos com NaCl a 150 e 200 mM, apresentando nesta dltima dose de sal uma

reducao de 29,8%, em relacao ao controle (Figura 7A). Contudo, reducdes dessa magnitude
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no teor de clorofila a foram observadas nas plantulas da casa de vegetacdo estressadas com
100 mM de NaCl, onde apresentaram um queda de 30,7% em relacdo ao controle, enquanto
que na dose mais elevada de NaCl (200 mM) a reducao foi de 64,4%. Da mesma forma, as
plantulas mantidas na casa de vegetacao também sofreram as maiores reducdes no conteido
de clorofila b, atingindo em 200 mM de NaCl um valor 49,1% menor do que o controle,
enquanto que nesse mesmo nivel de salinidade as plantulas da sala de germinacdo sofreram
uma reducdo de 25,8% em relagdo ao controle (Figura 7B). Os teores de clorofila total nas
plantulas da sala de germinagao caiu com a salinidade apenas nas doses de 150 e 200 mM de
NaCl, alcancando nesta ultima concentragdo uma redugdo de 23,7% em relagdo as plantulas
controle (Figura 7C). Diferentemente, as plantulas da casa de vegetacdo sofreram redugdes
mais acentuadas nos teores de clorofila foral, apresentando na tltima dose de NaCl uma queda
de 59,3% em relagcao ao controle. A relagcdo entre os teores de clorofilas a e b praticamente
nio foi afetada pela salinidade nas plantulas crescidas na sala de germinacdo até a
concentracdo de 200 mM de NaCl, quando apresentou uma pequena reducdo de 6,5%, em
relacdo ao controle. Entretanto, nas plantulas cultivadas na casa de vegetacdo, as reducdes
nesse parametro foram de 18,4, 23,2 e 40,6% nos tratamentos com NaCl a 100, 150 e 200
mM, respectivamente (Figura 7D).

Virios trabalhos relatam diminui¢des nos teores de clorofila tanto em glicéfitas como
em halofitas apds exposi¢cao ao sal (PETOLINO & LEONE, 1980; CHAVAN & KARADGE,
1986; GARG & SINGLA, 2004; PARIDA et al., 2004). Levando-se em consideracdo que as
clorofilas sdo pigmentos essenciais para o processo de captura da luz, necessdria para a
fotossintese, as maiores reducdes nos teores de clorofila das plantulas da casa de vegetacdo
sdo consistentes com o fato delas também terem apresentado os maiores decréscimos na taxa
fotossintética (Figura 5A). Entretanto, outros estudos com darvores frutiferas sob estresse

salino ndo mostraram essa mesma relacdo (RAWAT & BANERIJEE, 1998).



Os teores relativos de clorofila total, expressos pelas leituras obtidas com o medidor
portatil de clorofila, SPAD-502, sdo apresentados na Figura 8. Como pode ser observado, um
maior conteddo relativo de clorofila foi detectado nas plantulas crescidas em sala de
germinacdo, tanto em condi¢des controle quanto de estresse salino, resultado semelhante
aquele mostrado na Figura 7. Nessas plantulas, o teor relativo de clorofila caiu com o aumento
da salinidade somente nas doses de 150 e 200 mM de NaCl, alcancando neste ultimo
tratamento uma reducdo de 20,3% em relacdo as plantulas controle. J4 as plantulas cultivadas
sob condicdes de casa de vegetacdo apresentaram maiores reducdes nos teores relativos de
clorofila com o estresse salino, atingindo uma queda de 41,7%, em relagdo ao controle, no
tratamento com NaCl a 200 mM (Figura 8).

Comparando-se os valores das leituras obtidas com o medidor portatil de clorofila com
os dos teores de clorofilas a, b e total estimados segundo Arnon (1949), tanto nas plantulas da
casa de vegetacdo quanto nas da sala de germinacdo, observou-se uma correlagdo positiva e
estatisticamente significativa (Figura 9). Tais resultados corroboram com os obtidos por
Neves et al. (2005) para algodoeiro herbaceo, que mostraram que as estimativas de clorofila
com o medidor portitil SPAD-502 podem substituir, com boa precisdo, as determinagdes
tradicionais do teor de clorofila, pelo menos em estudos comparativos envolvendo esse
pigmento fotossintético.

De acordo com alguns autores, a severidade dos sintomas de danos nas folhas est4,
geralmente, relacionada com o acimulo de elevadas concentracdes de ions na parte aérea
(AKTAS et al., 2006; EKER et al., 2006). Portanto, é possivel que os efeitos da salinidade
sobre os teores de clorofila (Figuras 7 e 8), que foram mais conspicuos nas plantulas
cultivadas na casa de vegetacdo, devam-se ao fato dessas plantulas, nessas condi¢des de

cultivo, terem acumulado maiores quantidades de ions em suas folhas. Em apoio a essa idéia,
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Figura 8. Teores relativos de clorofila, medidas com o medidor portétil de clorofila (SPAD-
502), de plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de
salinidade e cultivadas em condic¢des de casa de vegetacdo ([J]) e de sala de germinacéo ([ ]).
As plantulas foram obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condicoes.

As barras representam o desvio padrao.
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Figura 9. Correlacdo entre as leituras feitas com o SPAD-502 e os teores foliares de clorofila
total, expressos em pg.cm, de plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, submetidas
a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em condicdes de casa de vegetacdo (A) e de sala

de germinagdo (B). *Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.



foram visualizados, em algumas plantulas da casa de vegetagdo, sintomas de clorose e zonas

necréticas (Figura 10), mas ndo naquelas cultivadas na sala de germinagao.

4.4- Potencial osmético

Os efeitos da salinidade sobre o potencial osmético foliar (W) das plantulas de
cajueiro ando-precoce sdo apresentados na Figura 11. Tanto em condi¢des controle quanto de
estresse salino, as plantulas cultivadas na casa de vegetacdo apresentaram os valores mais
negativos e as maiores reducdoes em W,. No nivel de salinidade de 50 mM de NaCl, o ¥
dessas plantulas sofreu uma redugdo de 47%, em relacdo ao controle, atingindo na dose de
100 mM de NaCl o valor mais baixo, o qual correspondeu a uma redug¢dao de 73,5%,
permanecendo praticamente com este valor até a dose de sal mais elevada (200 mM). J4 na
sala de germinacdo, a redu¢do no ¥ ocorreu de forma menos acentuada nas plantulas
estressadas. No tratamento com 50 mM de NaCl a redu¢do do ¥, foi de apenas 18,7%,
enquanto que naquelas estressadas com esse sal nas concentragdes de 100, 150 e 200 mM as
redugdes foram semelhantes e, em média, de 41,4% em relacdo ao controle. A reducdo no ¥y
celular tem sido considerada um importante mecanismo de aclimatacdo das plantas as
condi¢des de seca ou de salinidade (RODRfGUEZ et al., 1997, KHAN er al., 2000;
CHAVES-FILHO & STACCIARINI-SERAPHIN, 2001; ROMERO-ARANDA et al., 2001;
KOYRO, 2006; NAVARRO et al., 2007), por contribuir para a manutencdo do gradiente de
potencial hidrico favordvel a absor¢do de dgua e a turgescéncia celular. Esse ajuste osmotico €
resultado do acumulo de solutos orgéanicos e inorganicos nos tecidos vegetais (ASHRAF &
HARRIS, 2004). Portanto, as maiores reducdes do ¥ das plantulas de cajueiro sob condi¢des
de casa de vegetacao sugerem que estas acumularam uma maior quantidade desses solutos nos

tecidos foliares do que as plantulas cultivadas na sala de germinacao.



Figura 10. Sintomas de clorose e de zonas necréticas nas folhas das plantulas de cajueiro
ando-precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em

casa de vegetacao.



28t
£ 21¢
=
\./m %
> 141

0,7

0,0

0 50 100 150 200
NaCl (mM)

Figura 11. Potencial osmético foliar de plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06,
submetidas a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em condi¢des de casa de vegetacao
() e de sala de germinacdo ([_] ). As plantulas foram obtidas a partir da germinacéo de

castanhas em cada uma das condic¢des. As barras representam o desvio padrao.



4.5- Solutos inorganicos

4.5.1- Teores de sodio e cloreto

O estresse salino causou um aumento nos teores de Na* nas folhas e nas raizes das
plantulas de cajueiro, tanto em condi¢des de casa de vegetacdo quanto em sala de germinagao
(Figura 12). E interessante ressaltar que, em condi¢des controle, os teores de Na* nos 6rgéos
estudados, ndo diferiram significativamente entre as plantulas da casa de vegetacao e aquelas
da sala de germinagdo. Contudo, com a aplicacdo do estresse salino, as quantidades e a forma
de acumulacgado desse ion foram dependentes das condicdes de cultivo empregadas e do 6rgao
vegetal estudado. Nas plantulas crescidas em casa de vegetacao e estressadas com 50 mM de
NaCl, o aumento no teor de Na* nas folhas foi de 650%, em relacdo ao controle, e de 768%,
em média, nos trés ultimos niveis de sal (100, 150 e 200 mM) (Figura 12A). J& nas plantulas
da sala de germinacio, o teor de Na" nas folhas atingiu o valor m4ximo no tratamento de 50
mM (216% maior, em relacdo ao controle) e permaneceu com este mesmo valor até o
tratamento com NaCl a 200 mM. Os teores de Na* nas folhas e nas raizes das plantulas da
casa de vegetacdo foram, em média, 179 e 44,2% maiores do que naquelas da sala de
germinacdo, respectivamente (Figura 12).

Ao contrario do que foi observado nas folhas, os teores de Na" nas raizes aumentaram
progressivamente com o aumento da salinidade até a dose de sal mais elevada (Figura 12B).
Nas plantulas da casa de vegetacdo, os aumentos nos teores desse ion foram de 424, 634, 960
e 1130% nos tratamentos com NaCl a 50, 100, 150 e 200 mM, respectivamente. J4 nas
plantulas da sala de germinacdo, os incrementos nos teores de Na' das raizes, em relagio ao
controle, foram de 297, 474, 726 ¢ 1003% nos tratamentos de 50, 100, 150 e 200 mM,

respectivamente.
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Figura 12. Teores de sédio nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantulas de cajueiro ando-
precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em
condigdes de casa de vegetacdo ( ] ) e de sala de germinagdo ([ ] ). As plantulas foram
obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condi¢des. As barras

representam o desvio padrao.



Tanto em condicdes controle, como de estresse salino e em ambas as condig¢des
ambientais, os teores de CI” nas folhas (Figura 13A) apresentaram comportamento semelhante
ao observado para os do fon Na® (Figura 12A), inclusive com valores quantitativos muito
parecidos. Também, nas raizes, o comportamento nos teores de CI" (Figura 13B) foi idéntico
aquele do fon Na* (Figura 12B), tanto em condi¢des controle como de estresse salino, quer em
plantulas crescendo em casa de vegetacdo como em sala de germinagdo. No entanto, os teores
de CI', para as plantulas crescendo na casa de vegetacdo e em doses elevadas de sais (150 e
200 mM), foram um pouco menores que aqueles observados para o Na® nas mesmas
condicoes.

Como se sabe, a transpiracdo estd diretamente relacionada com as taxas de absor¢do e
transporte de fons para as folhas. Dessa forma, os maiores acimulos de Na“ e Cl nas
plantulas da casa de vegetacdo podem estar relacionados as maiores taxas transpiratorias
destas em relac@o as plantulas que foram cultivadas na sala de germinacao (Figura 5C). Em
plantas de batata, os danos causados pelo estresse salino foram aumentados em condicdes de
alta intensidade luminosa e de baixa umidade relativa do ar, as quais aceleraram as taxas
transpiratorias e, conseqiientemente, a acumulacdo de sais nos tecidos vegetais
(BACKHAUSEN et al., 2005). Portanto, tais resultados indicam que tanto a transpiracao
quanto os fatores ambientais que a influenciam, sdo cruciais para o grau de tolerdncia
alcancado pelas plantas (SALIM, 1989). No presente trabalho, as plantulas cultivadas em
condi¢des de casa de vegetacdo foram as que apresentaram as maiores redugdes no
crescimento (Figuras 3 e 4), nos parametros de trocas gasosas (Figura 5) e nos teores de
clorofila (Figura 7), resultados que sdo concordantes com os maiores actimulos de ions
téxicos nos tecidos dessas plantulas, em relagdo aquelas da sala de germinagao.

O maior actimulo dos fons t6xicos, Na* e CI', nas folhas das plantulas crescidas na

casa de vegetacdo (Figuras 12A e 13A) foi concordante com o fato do W dessas plantulas ter
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Figura 13. Teores de cloreto nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantulas de cajueiro ando-
precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em
condigdes de casa de vegetacdo (] ) e de sala de germinagdo ([ ] ). As plantulas foram
obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condi¢des. As barras

representam o desvio padrao.



apresentado, também, as maiores reducdes pela salinidade (Figura 11). Embora um
ajustamento osmoético capaz de manter a turgescéncia celular possa ser alcancado pelo
acumulo de fons inorganicos (GHOULAM et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2005), a baixa
eficiéncia de compartimentalizacdo desses fons téxicos no vactolo pode ter sido a principal
razdo para as maiores inibicdes do crescimento foliar, bem como pelas maiores reducdes nos
teores de clorofila e, conseqiientemente, nas taxas de fotossintese liquida observadas aqui nas
plantulas de cajueiro ando-precoce cultivadas em condi¢des de casa de vegetacdo. A
comparacdo dos efeitos da salinidade em Arabidopsis thaliana (glicofita) e Thellungiella
halophila (haléfita) mostrou que, apesar do grande actimulo de Na* e CI” nas folhas de 7.
halophila, a hidratacdo dos tecidos, o conteido de clorofila e a atividade fotossintética
permaneceram intactas, indicando um eficiente mecanismo de compartimentaliza¢do dos fons
(M’RAH et al., 2006).

Em ambas as condi¢des ambientais, o aumento da concentracdo de NaCl na solucao
nutritiva para 150 e 200 mM ndo alterou os niveis de Na" e de CI” nas folhas em relagio ao
tratamento anterior, NaCl a 100 mM (Figuras 12A e 13A). Esta mesma tendéncia de
estabilizacdo dos niveis desses fons nas folhas também foi observada por Abreu (2004), e
pode ser resultado da acdo isolada ou combinada de um dos seguintes mecanismos: redugao
do fluxo transpiratério no xilema; retencdo dos fons em outros 6rgdos (ex. raizes e caules) e
diminui¢cdo da velocidade de carregamento dos ions no xilema (MUNNS, 2002; TESTER &
DAVENPORT, 2003). De forma diferente, as raizes das plantulas de cajueiro sob condicdes
salinas ndo mostraram essa mesma tendéncia de estabilizagdao dos niveis i6nicos, mostrando
que elas ndo foram capazes de regular as taxas de absor¢do de Na® e de CI. Essa baixa
seletividade para a absor¢do de ions permitiu que eles se acumulassem em niveis que
excederam a capacidade de compartimentalizacdo vacuolar e, dessa forma, inibiram

severamente o crescimento radicular. Para muitas glicéfitas, a sensibilidade aos sais estd



geralmente relacionada com a absor¢do e/ou o transporte de excessivas quantidades de ions
para as partes aéreas (GREENWAY & MUNNS, 1980). Um dos mecanismos propostos para
excluir os sais das folhas envolve a reten¢do desses fons no sistema radicular (MUNNS,
2002). Por exemplo, em algumas espécies do género Eucalyptus, a tolerancia ao sal foi
relacionada com o menor acimulo de fons na parte aérea comparada as raizes (MORABITO
et al., 1996). De fato, em ambas as condi¢des ambientais aqui empregadas, verificou-se que o
maior acimulo de Na* e ClI” ocorreu nas raizes das plantulas de cajueiro (Figuras 12B e 13B).
Contudo, o crescimento desse 6rgdo foi mais afetado do que o da parte aérea (Figura 3),

sugerindo que as raizes ndo seqiiestraram esses ions téxicos de maneira eficiente no vacuolo.

4.5.2- Teores de potassio

Os tratamentos salinos aplicados tiveram pouco efeito sobre os teores foliares de K*
das plantulas de cajueiro ando-precoce (Figura 14A). Como pode ser observado, nas plantulas
cultivadas em casa de vegetacio o conteido de K* sofreu pequenas alteracdes, com reducdo
média de 13,3%, em relagdo ao controle, apenas nos tratamentos com 50 e 100 mM de NaCl.
Também, nas folhas das plantulas estressadas e crescidas na sala de germinacdo, as alteracoes
foram pequenas, sendo observada uma redu¢do média no teor de K™ de cerca de 11,3% em
relacdo ao controle. Resultados semelhantes foram obtidos por Abreu (2004) e Alvarez
Pizarro (2006), os quais ndo observaram redugdes significativas nos teores de K™ nas folhas
do mesmo clone de cajueiro ando-precoce aqui estudado. Também, € interessante ressaltar
que, embora as plantulas crescidas na casa de vegetacdo tenham acumulado uma maior
quantidade de Na* e CI nas folhas, em relagdo aquelas da sala de germinagdo (Figuras 12A e
13A), os teores de K* nesses 6rgos ndo diferiram muito entre as duas condi¢des de cultivo
empregadas. Portanto, os resultados sugerem que as plantulas de cajueiro ando-precoce sdao

capazes de manter as concentragdes de K* nas folhas, as quais podem contribuir tanto para o
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Figura 14. Teores de potdssio nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantulas de cajueiro ando-
precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em
condi¢oes de casa de vegetacdo ( ] ) e de sala de germinag@o ([ ] ). As plantulas foram
obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condi¢des. As barras

representam o desvio padrao.



ajustamento osmotico quanto para a manuten¢do do movimento estomatico sob condi¢des de
estresse salino (BRAG, 1972; MAATHUIS & AMTMANN, 1999).

De forma diferente do observado nas folhas, a salinidade afetou significativamente os
teores de K* nas raizes (Figura 14B). Em condi¢des de casa de vegetacdo, os teores de K*
decresceram progressivamente com o aumento da salinidade, atingindo na dose mais elevada
(200 mM) um valor 66,5% menor que aquele em condi¢des controle. Nas plantulas cultivadas
em sala de germinacdo, os teores de K* também foram reduzidos pela salinidade, porém,
somente a partir da concentracdo de 100 mM de NaCl, atingindo na mais alta dose de sal um
valor 50,5% menor que aquele do controle (Figura 14B). Em arvores de tangerina (Citrus
reticulata), um estresse salino de longa duracio (90 dias) também causou uma diminui¢ao nas
concentracdes de K nas raizes (CAMARA—ZAPATA et al., 2004). Possivelmente, a reducao
nos teores de K™ deve-se & exposicio direta das raizes ao sal o que provoca alteracdes na
integridade e permeabilidade seletiva da membrana plasmética ao K* (GRATTAN &
GRIEVE, 1999; MANSOUR & SALAMA, 2004). Isto se deve as similaridades fisico-
quimicas dos fons Na® e K*, que fazem com que os transportadores de K possam ser
utilizados para a absor¢io de Na® quando este se encontra em excesso no meio de
crescimento, o que pode resultar em deficiéncia de K (MAATHUIS & AMTMANN, 1999).
Adicionalmente, tem sido sugerido que o efluxo de K provocado pelo actimulo excessivo de
Na* na zona radicular é resultante do deslocamento do Ca®* das membranas (CRAMER et al.,

1985).

4.5.3- Relacdo Na*/K*
A salinidade causou um aumento da relagdo Na'/K" tanto nas folhas quanto nas raizes
das plantulas de cajueiro ando-precoce, sendo os maiores incrementos observados nas

plantulas crescidas sob condicdes de casa de vegetacao (Figura 15). O aumento da relagdao
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Figura 15. Relacao entre os teores de s6dio e de potdssio nas folhas (A) e nas raizes (B) de
plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de
salinidade e cultivadas em condig¢des de casa de vegetacdo ([JJj) e de sala de germinacdo ([ ]).

As plantulas foram obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condicoes.

As barras representam o desvio padrao.



Na*/K", em relacdo ao controle, nas folhas das plantulas estressadas foi, em média, de 239%
nas condicdes de sala de germinagdo e de 769% nas condi¢gdes de casa de vegetacdo (Figura
15A). Nas raizes, esta relacdo também aumentou com a intensificacdo do estresse salino,
sendo observado nas plantulas da casa de vegetacao aumentos de 589, 1104, 2254 e 4001%,
em relagdo ao controle, nos tratamentos de 50, 100, 150 e 200 mM, respectivamente (Figura
15B). J4 nas plantulas da sala de germinacdo a relacdo Na*/K" nas raizes aumentou 345, 795,
1456 e 2241% nos tratamentos de 50, 100, 150 e 200 mM, respectivamente. No citosol, o K*
é essencial para a atividade de vérias enzimas, de modo que, a toxicidade metabdlica do Na*
estd geralmente relacionada com a sua capacidade de competir com o K" por estes sitios de
ligacio (MAATHUIS, 2006). Dessa forma, altos niveis de Na“ ou altas taxas Na'/K*
prejudicam as fungdes bioquimicas celulares e retardam o crescimento das plantas. Como
conseqiiéncia dos maiores aumentos nos teores de Na™ e dos decréscimos nos teores de K*
pelos tratamentos salinos, as raizes exibiram uma maior relacio Na"/K™ quando comparada as
folhas (Figura 15B). Em células vegetais, uma relacdio Na'/K" igual a 1 €, geralmente,
considerada como o valor mdximo a partir da qual pode ocorrer inibicdo dos processos
metabdlicos (MAATHUIS & AMTMANN, 1999). Por exemplo, Aktas et al. (2006),
estudando a variacdo genotipica para a tolerancia a salinidade em plantas de pimenteira
observaram que a relagio Na'/K* foi de 1,4 e de 0,5 para os gendtipos mais sensivel e mais
tolerante, respectivamente. No presente trabalho, corroborando com os dados de Abreu (2004)
e Alvarez Pizarro (2006), as relagdes Na'/K" das folhas e das raizes das plantulas no-
estressadas de ambas as condi¢des ambientais ficaram proximas de 0,2. Entretanto, com
excecdo das folhas das plantulas de cajueiro da sala de germinagdo (Figura 15A), a aplicagdo
do estresse salino elevou esta relagdo para valores maiores do que 1. Nas raizes, no tratamento
a 200 mM de NaCl, as relagdes Na'/K" ficaram préximas de 8 e de 5 nas plantulas da casa de

vegetacao e da sala de germinacdo, respectivamente (Figura 15B). Esses aumentos sdo de uma



ordem de magnitude muito superior aos observados anteriormente em plantulas de cajueiro
ando-precoce submetidas a salinidade (ABREU, 2004; ALVAREZ PIZARRO, 2006) e podem

indicar as causas para as maiores redugdes do crescimento das raizes em relacdo as folhas.

4.6- Solutos organicos

4.6.1- Prolina

Em resposta a salinidade, as plantulas da casa de vegetacdo e da sala de germinagdo
aumentaram o contetido de prolina nas folhas e nas raizes (Figura 16). Nas folhas, o acimulo
deste osmdlito ocorreu progressivamente até o tratamento com NaCl a 100 mM, quando
apresentou aumentos de 107 e 580% nas plantulas da sala de germinagdo e da casa de
vegetagdo, respectivamente (Figura 16A). J4 nos dois dltimos tratamentos salinos (150 e 200
mM) os niveis de prolina tenderam a se estabilizar, atingindo na ultima dose de sal valores
189 e 742% maiores do que o controle, respectivamente, nas plantulas crescidas em sala de
germinacdo e em casa de vegetacdo. Os teores de prolina nas raizes das plantulas da sala de
germinacdo ndo foram alterados significativamente pelo tratamento com NaCl a 50 mM,
enquanto que nas plantulas da casa de vegetacdo observou-se um aumento de 33,2% em
relacdo ao controle (Figura 16B). Nas doses de 100, 150 e 200 mM de NaCl, os teores de
prolina nas raizes das plantulas da sala de germinacdo aumentaram cerca de 28,3, 31,3 e
81,3%, respectivamente. Nestas mesmas doses de sal, os teores de prolina nas raizes das
plantulas crescidas sob condi¢des de casa de vegetacao foram, em média, de 81,4% maior que
aquele do controle. Em vérias espécies vegetais, a prolina € o principal soluto orginico que se
acumula em resposta ao estresse salino, sendo muitas vezes relacionada com o grau de
tolerdncia aos sais (ASHRAF & FOOLAD, 2007). Em adicdo ao seu papel na

osmorregulagdo, tem sido sugerido que a prolina pode contribuir para proteger
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Figura 16. Teores de prolina nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantulas de cajueiro ando-
precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de salinidade e cultivadas em
condigdes de casa de vegetacdo ( ] ) e de sala de germinagdo ([ ] ). As plantulas foram
obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condi¢des. As barras
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macromoléculas contra a desnaturacdo, além de atuar na remocdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Por exemplo, na haléfita Plantago crassifolia, um aumento de vinte vezes no
conteddo de prolina das folhas foi observado quando as plantas foram tratadas com 500 mM
de NaCl, sendo este aumento relacionado com uma funcdo protetora desse iminodcido
(VICENTE et al., 2004). Contudo, o acimulo de prolina no processo de ajustamento
osmotico e/ou de prote¢do, em plantas sob condicdes de estresse salino, € assunto ainda
bastante questionado e alguns estudos o consideram como sendo meramente uma
conseqiiéncia do estresse (MOFTAH & MICHEL, 1987; LACERDA et al., 2003). Em apoio
a essa hipdtese, neste trabalho, o estresse salino causou redugdes mais severas na area foliar
(Figura 4B) e nos teores de clorofila (Figuras 7 e 8) das plantulas cultivadas em casa de
vegetacdo e foi justamente nas folhas dessas plantulas em que se observaram os maiores
acumulos de prolina com o estresse salino, quando comparadas com as da sala de germinagao.
Silveira et al. (2003), relacionaram o acimulo de prolina, em folhas de plantas de cajueiro
ando-precoce sob estresse com elevadas concentragdes de sais, com a degradacdo de proteinas

e com a reducdo do conteddo de clorofila.

4.6.2- Carboidratos

Os teores de carboidratos nas folhas e nas raizes das plantulas ndo estressadas e
cultivadas na casa de vegetacdo foram cerca de 21,9 e 23,3% maiores do que naquelas
crescidas em sala de germinagdo, respectivamente (Figura 17). Em condi¢des de estresse
salino, os teores desse soluto nas folhas das plantulas cultivadas na casa de vegetacdo foram
pouco alterados, sendo observado um aumento, em relacdo ao controle, de 16,4% apenas no
tratamento com NaCl a 100 mM (Figura 17A). Por outro lado, nas plantulas da sala de
germinagdo, a salinidade aumentou significativamente o conteido de carboidratos nas folhas

em 24,6 e 40,8% nos tratamentos com NaCl a 150 e 200 mM, respectivamente. Nas raizes, os
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Figura 17. Teores de carboidratos soliveis nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantulas de
cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de salinidade e
cultivadas em condigdes de casa de vegetacdo ( [J] ) e de sala de germinacdo ( [ ] ). As
plantulas foram obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condicdes. As

barras representam o desvio padrao.



teores de carboidratos, tanto nas plantulas cultivadas em casa de vegetacao como naquelas em
sala de germinacdo, foram pouco alterados pela salinidade (Figura 17B). Em condi¢des de
casa de vegetacdo, os teores de carboidratos nas raizes ndo foram afetados até a dose de 100
mM de NaCl, sendo observado uma pequena reducdo apenas nos dois dltimos tratamentos
salinos (150 e 200 mM), em média, 14,9% em relacao ao controle (Figura 17B). Ja nas raizes
das plantulas mantidas na sala de germinacdo, o estresse salino causou uma alteracdo
significativa no teor de carboidratos apenas no tratamento com NaCl a 100 mM, com um
aumento de 19,6% em relacdo as plantulas controle.

Virios autores relatam mudangas nos teores de carboidratos, em plantas submetidas a
salinidade, que sugerem um papel desses solutos na adaptagao das mesmas ao estresse salino
(KEREPESI & GALIBA, 2000; GARG et al., 2002). De acordo com Koyro et al. (2006), a
habilidade da haléfita Plantago coronopus (L.) para enfrentar a salinidade estd relacionada
com a manutencao de altos niveis de carboidratos soldveis, os quais serviriam tanto para o
ajustamento osmético como para a estabilizacio de estruturas celulares. E interessante
destacar, que apesar dos decréscimos na fotossintese liquida pela salinidade (Figura 5A), os
teores de carboidratos, de modo geral, se mantiveram ou aumentaram com a salinidade, sendo
reduzidos (em cerca de 15%) apenas nas raizes das plantulas da casa de vegetacao estressadas
com 150 e 200 mM de NaCl (Figura 17A). De acordo com Munns (2005), muitos solutos se
acumulam em condicdes de estresses abidticos simplesmente porque o suprimento de
assimilados pelas folhas excede sua demanda pelos tecidos em crescimento. Portanto, a
manutengdo dos niveis de carboidratos soliveis aqui observada, mesmo em altas
concentracdes de sais, pode ser resultado de uma redu¢do na sua demanda pelos tecidos em

crescimento.



4.6.3- N-aminossoliveis

Em condi¢des controle, os conteidos de N-aminossoliveis em folhas e raizes das
plantulas da sala de germinacdo foram, respectivamente, 65,6 e 102% maiores do que
naquelas cultivadas em casa de vegetacao (Figura 18). Com a aplicagdo do estresse salino, a
concentracdo de N-aminossoliveis nas folhas das plantulas da casa de vegetagdo aumentou
significativamente, atingindo um valor maximo no tratamento de 150 mM de NaCl, sendo
163% maior que aquele do controle (Figura 18A). Da mesma forma, nas folhas das plantulas
da sala de germinagdo ocorreram aumentos, com a salinidade, na concentracdo de N-
aminossoliveis, sendo observado valores 68,3, 35,8 e 61,6% maiores do que o controle nos
tratamentos a 100, 150 e 200 mM de NaCl, respectivamente. Os teores de N-aminossoliveis
das raizes também foram afetados pelos sais, sendo as principais alteracdes observadas nas
plantulas sob condicdes de casa de vegetacdo, as quais mostraram aumentos de 44,0, 91,1 e
66,1%, em relacdo ao controle, nos tratamentos de 100, 150 e 200 mM, respectivamente
(Figura 18B). J4 nas plantulas da sala de germinacdo, o contetido de N-aminossoluveis foi
reduzido em 13,3% no tratamento de 50 mM, ndo sofreu modificacOes significativas nos
tratamentos a 100 e 150 mM de NaCl e aumentou 26,9% nas plantulas estressadas com 200
mM desse sal, em relacdo ao controle. Em glicéfitas expostas a salinidade, acredita-se que o
aumento nos niveis de aminodcidos soliveis e o concomitante aumento do conteddo de
nitrogénio aminossolivel podem contribuir para o controle do pH citosdlico, bem como evitar
a acumulagfo excessiva de NH," durante os periodos de estresse (GILBERT et al., 1998). Os
compostos contendo nitrogénio podem ainda ajudar na protecdo de macromoléculas contra os

efeitos toxicos dos sais e na eliminagdo de ROS (MANSOUR, 2000).



A

280 |
172}
S ~
& &
== 20f
2 ]
S X
2 g wmof
3
Z

70 |

0
{» B

280 |
72|
T~
& &
§_E 210 | +
g X
2 E Mo
3
Z

70 |

0
0 50 100 150 200
NaCl (mM)

Figura 18. Teores de N-aminossoliveis nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantulas de
cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, submetidas a niveis crescentes de salinidade e
cultivadas em condigdes de casa de vegetacdo ( [JJ] ) e de sala de germinacdo ( [ ] ). As
plantulas foram obtidas a partir da germinacdo de castanhas em cada uma das condicdes. As

barras representam o desvio padrdo.



4.7- Comparacao dos padroes eletroforéticos bidimensionais

Andlises preliminares, utilizando géis com gradiente de pH de 3,0 a 10,0, mostraram
que a grande maioria das proteinas separadas por eletroforese bidimensional (2D) de folhas e
de raizes de plantulas de cajueiro ando-precoce encontrava-se na faixa acida. Por esta razao, a
focalizacdo isoelétrica foi realizada utilizando-se géis com pH na faixa de 4,0 a 7,0. Os
resultados obtidos mostraram que o estresse salino alterou a expressao de diversas proteinas e
de modos diferentes nas duas condi¢des ambientais empregadas.

A comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas das folhas das plantulas
crescidas em casa de vegetacdo revelou que 91 proteinas tiveram suas expressoes alteradas
pelo estresse salino (NaCl a 150 mM), ou seja, as variagdes nas intensidades dos spots, em
relacdo ao controle, foram maiores do que duas vezes (Figura 19). Dessas 91 proteinas, 49
tiveram suas expressdes aumentadas e 36 tiveram suas expressoes reduzidas pela salinidade.
Em adicdo, como pode ser observado na Figura 20, quatro proteinas desapareceram
completamente ndo sendo, portanto, detectadas nos géis (Figuras 20K, 20L e 200). Por outro
lado, duas proteinas foram aparentemente sintetizadas de novo quando as plantulas foram
submetidas a salinidade (Figura 20F). Nas folhas das plantulas cultivadas na sala de
germinacdo, foram detectadas 54 proteinas com expressdes modificadas pelo estresse salino,
sendo que 21 delas aumentaram suas concentragdes € 32 diminuiram em relacdo ao controle
(Figura 21 e 22). Além disso, nenhuma proteina nova foi aparentemente sintetizada com a
aplicacdo do estresse salino, sendo observado o desaparecimento de apenas uma proteina
(Figura 22J).

E interessante destacar que as maiores mudangas quantitativas (indu¢io ou repressio)
e qualitativas (auséncia ou presenga) nas proteinas, pela salinidade, foram observadas nas
folhas das plantulas cultivadas em casa de vegetacdo, as quais também apresentaram as

maiores reducdes no crescimento (Figura 4B) e os maiores teores de Na™ e CI” (Figuras 12A e
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Figura 19. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas de folhas de plantulas
de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas em casa de vegetacdo, sob condi¢des
controle (A) e de estresse salino com NaCl a 150 mM (B). Em cada gel foram aplicados 50 pug
de proteinas. As manchas (spots) de proteinas induzidas ou reprimidas pelo estresse salino por
um fator maior do que dois estdo delimitadas por linhas em vermelho. Os spots numerados

sao mostrados em detalhe na Figura 20.
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Figura 20. Principais alteragdes nos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas de folhas de
plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas em casa de vegetacdo, sob
condicdes controle e de estresse salino com NaCl a 150 mM. Os spots numerados indicam as
mesmas proteinas da Figura 19. As setas indicam proteinas que desapareceram

completamente ou que foram aparentemente sintetizadas de novo.



4,0 > 17,0
Mr o ‘:‘ 'y A
(kDa) 66 = ! 2 3
n ‘:ﬁ'{} 3 fo 95@5
15— obln |,
| st ¥ B -.&!9.@'3. 12 13
36 =— 15 m 16 ltl}l-é%!: ff 0 D‘
17 g oa
29 — Oy b ?Epl.’ ‘l*:. - &)
. Riad & "- = * . C;l
24 — g Ry b, ﬁ' - R Q
gt Sl 'y
3 O i e
20 — '-. -
! _ i " ol8 3
3 @ A4 ° e O
. « O L
14,2 -t ¢ 4
. @
v
_——'—'___".'_ —————— e e o S
|
4,0 P >7,0
Mr 66 . - - .213 5
(kDa) e 51 'Qg *
45 — & ?‘ : .". l'."
""E i 1 5"&3 oyt
36 — ' ISQ.C'IE 10131 14 G 1
.. o0 & y
29 — wed Gf.t.’a y 2 G
24— e Al VAl PY Qﬂ
- F a
, /& e b
20 m— | “ e ‘ <
L Y ) & 1 @
i > 25@ o
’ o
142 === o o ]
O
v

. - — s ———— e ™ - .

Figura 21. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas de folhas de plantulas
de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas em sala de germinagdo, sob condi¢des
controle (A) e de estresse salino com NaCl a 150 mM (B). Em cada gel foram aplicados 50 pug
de proteinas. As manchas (spots) de proteinas induzidas ou reprimidas pelo estresse salino por
um fator maior do que dois estdo delimitadas por linhas em vermelho. Os spots numerados

sao mostrados em detalhe na Figura 22.
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Figura 22. Principais alteracdes nos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas de folhas de
plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas em sala de germinacdo, sob
condicdes controle e de estresse salino com NaCl a 150 mM. Os spots numerados indicam as
mesmas proteinas da Figura 21. As setas indicam proteinas que desapareceram

completamente ou que foram aparentemente sintetizadas de novo.



13A) em suas folhas. E possivel, portanto, que algumas dessas modificacdes na expressio
génica possam representar respostas adaptativas ao estresse, enquanto outras sejam apenas
conseqiiéncias dos diversos danos secundarios que o estresse salino provoca nas células.

Os padroes eletroforéticos 2D das proteinas expressas nas raizes das plantulas de
cajueiro ando-precoce cultivadas em casa de vegetacdo, sob condicdes controle e de estresse
salino, s@o mostrados na Figura 23. Comparando-se esses padrdes observa-se que a salinidade
alterou a expressao de 42 proteinas, sendo que 12 mostraram aumentos nas suas expressoes €
26 diminuiram suas expressdes. Além disso, duas proteinas desapareceram completamente
(Figura 24D) e duas foram aparentemente sintetizadas de novo (Figuras 241 e 24J). Nas
plantulas cultivadas na sala de germinagdo, os nimeros de proteinas do sistema radicular que
tiveram suas expressdes estimuladas ou reprimidas pela salinidade foram bastante
semelhantes ao observado nas folhas. A andlise mostrou que 54 proteinas tiveram suas
expressoes diferencialmente reguladas pelo estresse salino, sendo que 22 foram induzidas e 30
tiveram suas expressoes reduzidas em relacdo ao controle (Figura 25). Além disso, duas
proteinas foram aparentemente sintetizadas de novo quando as plantulas foram submetidas a
salinidade (Figura 26J). Portanto, ao contrdrio do que ocorreu nas folhas, as maiores
mudangas nas proteinas das raizes ocorreram nas plantulas cultivadas sob condi¢des de sala
de germinacdo, o que pode ser devido ao maior nimero de proteinas detectadas nas raizes
dessas plantulas (342 proteinas) em relacdo aquelas da casa de vegetacao (206 proteinas).

Virios estudos relatam alteracdes nos padrdes de expressdo das proteinas em plantas
sob condig¢des de estresse osmoético (RICCARDI et al., 1998; KAV et al., 2004; PARIDA et
al., 2005; ZANG & KOMATSU, 2007; JAIN et al., 2006). Em cultivares de gergelim
(Sesamum indicum), por exemplo, Gehlot et al. (2005) observaram alteracdes no padrao de
expressdo das proteinas de sementes tratadas com diferentes concentracdoes de sal. Em

Eucalyptus microtheca, a comparacdo dos padrdes protéicos de raizes de dois clones desta
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Figura 23. Comparagao dos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas de raizes de plantulas de
cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas em casa de vegetacdo, sob condi¢des
controle (A) e de estresse salino com NaCl a 150 mM (B). Em cada gel foram aplicados 50 pug
de proteinas. As manchas (spots) de proteinas induzidas ou reprimidas pelo estresse salino por
um fator maior do que dois estdo delimitadas por linhas em vermelho. Os spots numerados

sao mostrados em detalhe na Figura 24.
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Figura 24. Principais alteracdes nos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas de raizes de
plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas em casa de vegetacdo, sob
condicdes controle e de estresse salino com NaCl a 150 mM. Os spots numerados indicam as
mesmas proteinas da Figura 23. As setas indicam proteinas que desapareceram

completamente ou que foram aparentemente sintetizadas de novo.
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Figura 25. Comparagdo dos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas de raizes de plantulas de
cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas em sala de germinacdo, sob condi¢des
controle (A) e de estresse salino com NaCl a 150 mM (B). Em cada gel foram aplicados 50 pug
de proteinas. As manchas (spots) de proteinas induzidas ou reprimidas pelo estresse salino por
um fator maior do que dois estdo delimitadas por linhas em vermelho. Os spots numerados

sao mostrados em detalhe na Figura 26.
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Figura 26. Principais alteracdes nos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas de raizes de
plantulas de cajueiro ando-precoce, clone CCP 06, cultivadas em sala de germinacdo, sob
condicdes controle e de estresse salino com NaCl a 150 mM. Os spots numerados indicam as
mesmas proteinas da Figura 25. As setas indicam proteinas que desapareceram

completamente ou que foram aparentemente sintetizadas de novo.



espécie submetidos ao estresse salino (NaCl a 200 mM), revelou a indug¢do de uma proteina
de 18 kDa em ambos os clones (MORABITO et al., 1996). Zorb et al. (2004) verificaram
alteracdes no padrdo de expressdo das proteinas de plantas de milho submetidas a baixas e
altas concentracdes de NaCl (25 e 100 mM). Dentre as proteinas com expressdes alteradas
pela salinidade, foram identificadas enzimas envolvidas na modificacdo de proteinas por
fosforilagdo (p.ex. quinase da adenosina), no metabolismo do carbono (p.ex. desidrogenase do
gliceraldeido-3-fosfato e -glucosidase) e do nitrogénio (p.ex. sintase da metionina).
Considerando-se a natureza multigénica das respostas das plantas ao estresse salino
(VINOCUR & ALTMAN, 2005), pode-se especular que, as modificagdes aqui observadas na
expressdo génica das plantulas de cajueiro submetidas a salinidade, possam ter provocado
alteracdes nas concentragdes de proteinas envolvidas em vérias vias metabdlicas, resultando
em respostas ndo-especificas. Além do mais, embora ndo tenha sido feita uma andlise
comparativa detalhada dos géis nas duas condi¢des de cultivo empregadas, estas,
provavelmente, também tiveram influéncia sobre a regulacdo da expressdo das proteinas nos
diferentes 6rgdos estudados. Uma simples andlise dos padrdes eletroforéticos 2D, nas duas
condi¢des ambientais, mostra que a salinidade alterou diferentemente a expressdo génica,
tanto com relacdo ao nimero como ao tipo de proteina modificada. Por exemplo, nas folhas
das plantulas da casa de vegetacdo, as proteinas 22 e 23 (Figura 200) aumentaram suas
concentracdoes com a salinidade, enquanto que nas plantulas da sala de germinagao elas nao
mostraram alteragdes em suas expressdes. Tais resultados adicionam um nivel de
complexidade ainda maior para o entendimento dos mecanismos envolvidos na aclimatacdo
das plantulas de cajueiro a ambientes salinos. Portanto, tornam-se indispensdveis o
seqiienciamento e a identificagdo das proteinas com niveis de expressao alterados, para que se
possa inferir sobre seus possiveis papéis na aclimatacao das plantulas de cajueiro as condicdes

de salinidade.



5- CONCLUSOES

¢ As condi¢des ambientais da sala de germinac¢do foram menos favordveis ao crescimento e
desenvolvimento das plantulas de cajueiro ando-precoce do que aquelas da casa de
vegetacao;

e Os efeitos da salinidade no crescimento e desenvolvimento das plantulas foram mais
acentuados naquelas cultivadas em casa de vegetagao;

e Nas duas condig¢des de cultivo, os efeitos inibitérios do NaCl no crescimento das plantulas
foram mais acentuados nas raizes do que na parte aérea;

e As plantulas cultivadas em casa de vegetacdo sofreram maiores reducdes nas trocas
gasosas e no potencial osmético devido a salinidade;

e A reducdo na fotossintese liquida induzida pela salinidade nas plantulas de cajueiro
deveu-se, em parte, a fatores nao relacionados aos estomatos;

e (s maiores teores de clorofila observados nas plantulas cultivadas em sala de germinagao
representam um possivel mecanismo de aclimatacdo para maximizar a absorcdo de luz em
condi¢Oes de baixa intensidade luminosa;

¢ O medidor portitil de clorofila, SPAD-502, pode substituir, com boa precisdo, as
determinagdes tradicionais dos teores de clorofila nas folhas de cajueiro, pelo menos, em
experimentos em que os valores absolutos ndo sdo necessdrios;

e As plantulas da casa de vegetacdo, em relacdo as da sala de germinacdo, apresentaram os
maiores acimulos de Na® e CI nas folhas;

e As plantulas de cajueiro, em ambas as condi¢des de cultivo, limitaram o transporte de Na*
e CI para a parte aérea em concentragdes de NaCl no meio de cultivo acima de 100 mM,
acumulando-os, pelo menos em parte, nas raizes;

e Dos solutos organicos estudados, a prolina foi a que apresentou maiores aumentos em
seus teores com a salinidade, em ambas as condi¢des de cultivo;

e A expressao génica nas folhas e raizes das plantulas de cajueiro ando-precoce foi alterada
tanto pelo estresse salino quanto pelas condi¢des de cultivo empregadas, nao sendo
possivel se estabelecer uma correlagdo entre o nivel de expressdo das proteinas e as

modificacdes fisioldgicas e bioquimicas ocorridas durante o periodo de estresse.
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