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RESUMO

ALVAREZ PIZARRO, J. C. Caracteres fisiologicos e bioquimicos da tolerancia a

salinidade em clones de cajueiro anio-precoce. Fortaleza: UFC. 137 p. (Dissertacdo)

O presente trabalho teve por objetivo estudar as respostas fisioldgicas e bioquimicas
de clones de cajueiro ando-precoce (Anacardium occidentale 1.) ao estresse salino. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, sendo as plantulas cultivadas em vasos
plasticos contendo vermiculita. No primeiro experimento, cinco clones de cajueiro ando-
precoce foram submetidos aos tratamentos com NaCl a 0 (controle), 8 ¢ 16 dS.m™ de
condutividade elétrica e objetivou selecionar clones com tolerancias diferenciadas ao estresse
salino. Para isso, foram estudados os efeitos da salinidade no crescimento, nas trocas gasosas,
no teor de dgua, na suculéncia foliar, no potencial osmotico, nas concentragdes de prolina, N-
aminossoluveis e carboidratos soliveis e nos teores dos fons inorganicos (Na', CI' e K). A
salinidade reduziu o crescimento das plantulas de todos os clones estudados. Os efeitos
inibitdrios do NaCl foram mais conspicuos na parte aérea do que nas raizes. O clone CCP 06
foi aquele que apresentou maior reducdo no crescimento foliar, enquanto os clones BRS 189 e
CCP 09 foram os que apresentaram as menores redugdes. A salinidade inibiu a mobilizacdo
das reservas cotiledonarias, principalmente, na dose mais elevada de sal. A redug¢do no
crescimento, pela salinidade, correlacionou-se com a reducdo na taxa de fotossintese liquida.
Os clones CCP 06 ¢ BRS 189 apresentaram, respectivamente, a maior ¢ a menor redugdo na
taxa fotossintética a 8 dS.m™'. Embora a salinidade tenha reduzido a condutincia estomatica
dos clones de cajueiro ando-precoce, essa reducdo nao foi acompanhada por mudangas nas
concentragdes internas de CO,. Os clones estudados ndo apresentaram alteragdes, em fungdo
da salinidade, no estado hidrico das folhas e raizes, porém, apresentaram reduc¢des no
potencial osmético, favorecendo o ajustamento osmotico e, consequentemente, a manutencao
da turgescéncia dos tecidos. Sob condigdes de estresse salino, os clones BRS 189 e CCP 09
foram os mais eficientes na regulagio do transporte do fon Na" para a parte aérea da plantula,
acumulando-o nas raizes. Em relag¢do ao CI', o clone CCP 09 mostrou-se o mais eficiente no
controle do transporte desse ion. Porém, CCP 06 foi o clone que mais acumulou ambos os
ions téxicos na parte aérea da planta. Com o aumento da salinidade, os teores de potassio dos
clones estudados tiveram seus valores reduzidos apenas nas raizes. Na dose de 8 dS.m™, o
BRS 189 foi o clone que mais aumento suas concentracdes de N-aminosoluveis e prolina no

suco radicular. Nesse mesmo nivel de sal, a salinidade aumentou a concentragdo de



carboidratos apenas nos clones CCP 06 e BRS 189. De posse destes resultados, o segundo
experimento foi realizado com os clones CCP 06 ¢ BRS 189 que foram os que se mostraram,
respectivamente, 0 menos € 0 mais tolerante a salinidade. Esse experimento teve por objetivo
estudar os efeitos da salinidade (NaCl a 8 dS.m") na atividlade da H'-ATPase ¢ na
composi¢do e peroxidacdo dos lipidios de membrana plasmatica isoladas de raizes das
plantulas dos dois clones contrastantes. A salinidade estimulou a atividade da H'-ATPase
apenas no clone tolerante, o BRS 189, sendo esse clone o que apresentou maior conteudo de
esterois totais e menor relagdo fosfolipidios totais (PLt)/ esterois totais (Et), tanto em
condi¢des controle como de estresse. Esses resultados foram concordantes com o fato de ter
sido 0 BRS 189 o clone que melhor excluiu o Na* da parte aérea. Nesse clone nio foram
observadas alteracdes nos teores de malondialdeido, diferentemente do que ocorreu com o
CCP 06, cujos teores aumentaram com o estresse salino. A maior protecdo da membrana
plasmatica do clone BRS 189 ao dano oxidativo estd de acordo com os maiores acimulos de
prolina e N-aminossoluveis observados nesse clone. Os principais fosfolipidios da membrana
plasmatica isolada de raizes do clone BRS 189 foram fosfatilglicerol (PG),
fosfatidiletalonamina (PE) e fosfatilserina (PS). A salinidade provocou alteragdes nas
proporgdes relativas dos fosfolipidios, sendo PE e fosfatidilinositol (PI) os que apresentaram
maiores aumentos em relagdo ao total, enquanto que fosfatidilglicerol (PG) e acido fosfatidico
(PA) foram os que apresentaram maiores reducgdes. A percentagem de PS, em relacdo ao total,
ndo foi afetada pela salinidade. No entanto, a relagdo entre essas mudangas na composi¢ao
lipidica do BRS 189 pela salinidade e o aumento na atividade da H'-ATPase necessita ser

melhor investigada.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, cajueiro ando-precoce, crescimento, fosfolipidios,
+ 7. ~ . ~ L B ~
H'-ATPase, membrana plasmatica, osmorregulacdo, peroxidagdo dos lipidios, relagdes

hidricas, salinidade e trocas gasosas.



ABSTRACT

ALVAREZ PIZARRO, J. C. Physiological and biochemical characteristics of salt
tolerance of early-dwarf cashew seedlings. Fortaleza: UFC. 137 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. The seeds (nuts)
were sown in plastics pots containing vermiculite moistened with either distilled water
(control treatment) or NaCl solutions at 8 and 16 dS.m™ of electrical conductivity (saline
treatment), and kept in greenhouse throughout the experimental period. Uniform 28-day-old
seedlings were used for the analyses. The first experiment aimed to select, among five clones
(CCP 06, CCP 09, CCP 76, Embrapa 51 and BRS 189), the ones showing contrasting salt-
tolerance. The effect of salinity on the growth, gas exchange, water content, leaf succulence,
osmotic potential and inorganic (Na', CI', K") and organic (proline, soluble carbohydrates,
quaternary ammonium compounds) solute concentration for both salt-sensitive and salt-
tolerant clones was studied. Salinity inhibited the growth of all clones studied, being the
inhibitory effect on shoot growth more conspicuous than in root growth. Clone CCP 06 leaf
area was the most inhibited by salt stress, while clones BRS 189 and CCP 09 leaf areas were
the least affected by salinity. Salt stress caused a great decrease in the cotyledon reserve
mobilization especially at 16 dS.m™. Growth reduction was correlated to the reduction in net
photosynthetic rate. CCP 06 and BRS 189 showed the greatest and the lowest reduction in
photosynthetic rate at 8 dS.m™, respectively. Although, salinity reduced stomatal
conductance, this reduction was not followed by changes in CO, internal concentration. The
water status, expressed as water content in relation to dry mass, was not changed by salt-
stress. Salinity induced the lowering of osmotic potential both in leaves and roots of all clones
studied. This osmotic adjustment might have lead to turgor maintenance of those tissues. The
concentrations of Cl" and Na" increased with increasing salt stress. Clones BRS 189 and CCP
09 accumulated more Na" in the roots, and this could explain their efficiency in maintaining a
lower ion concentration in shoots, i.e. they regulated more efficiently the transport of Na"
from roots to shoots. The regulation of CI" transport to shoots was more efficient in clone CCP
09 than in the others. Salinity did not induce significant changes in leaves and stems K"
concentration, but it induced a reduction of K* concentration in roots. Salinity also induced

increases of quaternary ammonium compounds and proline concentration in BRS 189 root at



8 dS.m™. In addition, this level of salinity increased soluble carbohydrates in the root sap
especially in clones BRS 189 and CCP 06.

During the second experiment, the effect of salt stress (NaCl at 8 dS.m™) on the
activity of H'-ATPase, lipid composition and peroxidation of root plasma membrane of both
salt-tolerant (BRS 189) and salt- sensitive (CCP 06) clones were studied. The vanadate-
sensitive H'-ATPase activity was studied in plasma membrane-enriched vesicles isolated by
discontinuous sucrose gradient centrifugation from roots. ATP hidrolizing activity in this
fraction was mostly inhibited by vanadate and scarcely, by azide and molybdate, indicating
that it was essentially enriched in plasma membrane vesicles. Salinity induced a 1.3-fold
increase in the H-ATPase specific activity in roots of BRS 189 seedlings. Salinity had no
appreciable effect on the hydrolytic activity of this enzyme during the growth of CCP 06
seedlings. Likewise, clone BRS 189 roots plasma membrane showed higher sterol content and
lower phospholipids/total sterol ratio than clone CCP 06. Both properties could contribute to
the decrease in Na' influx or increase in Na' efflux or “exclusion” from roots. This could
result in less Na' being transported to the shoot, and thus explaining the higher salt-tolerance
of clone BRS 189. The higher degree of root plasma membrane lipid peroxidation of clone,
and the lower proline and ammonium quaternary compounds contents of CCP 06 when
compared to BRS 189 could also explain the differences in salt-tolerance between the two
clones. These organic solutes could protect and stabilize plasma membrane against oxidative
stress. Phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylethanolamine (PE) and phosphatidylserine
(PS) were the major phospholipids in the plasma membrane from BRS 189 roots. Salinity
induced increases in the relative proportions of PE and phosphatidylinositol (PI), while PG
and PA were reduced. No changes were detected in PS in relation to control plant. The

importance of lipid composition changes on H'-ATPase activity must be more studied.

Keywords: Anacardium occidentale, early-dwarf cashew growth, salinity, water relations,
osmotic adjustment, gas exchange, plasma membrane, phospholipids, lipid peroxidation, H'-

ATPase.
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GLOSSARIO

Aclimatacio
E o resultado de mudangas fisioldgicas e bioquimicas durante o ciclo de vida de um
organismo para se ajustar temporalmente a condi¢des ambientais varidveis. Estas

caracteristicas ndo sdo transmitidas a descendéncia.

Adaptacao
Qualquer caracteristica ou comportamento natural evoluido, que torna algum organismo
capacitado a sobreviver em seu respectivo habitat ou que minimiza os efeitos adversos de

ambientes desfavordveis. As caracteristicas adaptativas sdo herdaveis.

Ajuste osmético

Capacidade de uma célula de manter o seu estado hidrico, quando submetida a condi¢des de
estresse. Em condigdes de estresse salino e hidrico, o ajuste osmotico resulta do acumulo de
sais e fons toxicos no vacuolo e, de solutos compativeis com as reagdes bioquimicas normais

no citosol e organelas.

Antiporte
Um tipo de sistema de transporte ativo secundéario que realizam o movimento simultdneo ou

seqiiencial de duas moléculas em direcdes opostas.

Canais

Sdo proteinas de membrana que se estendem do lado citoplasmatico ao lado extracelular e
cuja fungdo ¢ a de facilitar o transito passivo de determinados solutos. A velocidade de
transporte através dos canais é relativamente alta (10" s™) e superior quando comparada a dos

carregadores.

Carregadores
Sdo proteinas de transporte localizadas nas membranas que se unem a um soluto, sofrem

mudangas conformacionais e liberam o soluto no outro lado da membrana.



Centrifugacio diferencial

Método usado para separar organelas, moléculas e particulas subcelulares de acordo com o
seu coeficiente de sedimentag¢do. Extratos celulares sdo submetidos a uma seqiiéncia de
centrifugacdes a velocidades progressivamente mais rapidas. Particulas grandes, como
nicleos e cloroplastos, sdo precipitadas a velocidades relativamente baixas, enquanto

particulas pequenas, como os ribossomos, sdo requeridas velocidades mais altas.

Centrifugacdo em gradiente de densidade
Centrifugagdo na qual as moléculas sdo separadas com base em suas densidades, usando-se

um gradiente de concentragdo de uma solugdo saturada. Exemplo: solugdo de sacarose.

Compartimentalizacio de ions

Mecanismo celular de tolerancia ao estresse salino que consiste no transporte ¢ acimulo de
ions toxicos para o interior do vactolo, a fim de reduzir seu efeito toxico sobre a atividade de
enzimas do citosol e de organelas celulares e, manter a absor¢do de dgua em ambientes

salinos.

Condutividade elétrica
Capacidade de conduzir eletricidade, a qual se correlaciona diretamente com a quantidade de
ions dissolvidos no extrato de saturagdo do solo, nas aguas de irrigagdo e nas solugdes

. .. o 1% -1
nutritivas. A condutividade elétrica é expressa em dS.m"™.

Diferenca de potencial eletroquimico
E a for¢a que dirige o movimento de solutos através das membranas celulares e que ¢ gerada

pelo transporte ativo de prétons do citoplasma para o apoplasto ou para o interior do vacuolo.

Exclusao de ions
Mecanismo celular de tolerancia ao estresse salino que consiste no efluxo ou exclusio de ions
toxicos através da membrana plasmatica, minimizando os danos provocados ao metabolismo

celular.



Fracio microssomal
Uma das fragdes em que os componentes celulares sdo separados apos centrifugacdo
diferencial. E composta de uma mistura de vesiculas de membranas plasmatica e vacuolar, e

de membranas do reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e lisossomos.

Homeostase
Propriedade de um sistema aberto, seres vivos principalmente, de regular o seu ambiente
interno de modo a manter uma condi¢do estdvel mediante multiplos ajustes de equilibrio

dindmico, controlados por mecanismos de regulagdo interrelacionados.

Potencial de membrana
E a diferenga de potencial elétrico através da membrana, que resulta das diferentes
velocidades com que dnions e cations atravessam a membrana e da atividade das bombas

eletrogénicas.

Potencial hidrico
E uma medida da energia livre associada com a 4gua por unidade de volume (J.m™). Essas
unidades s3o equivalentes a unidade de pressdo, tais como pascais. O potencial hidrico ¢ uma

funcdo do potencial de soluto, do potencial de pressdo e do potencial devido a gravidade.

Potencial de soluto ou osmotico

Componente do potencial hidrico, devido aos solutos dissolvidos.

Salinidade
Quantidade de sais soluveis presente na dgua do mar, nas aguas de irrigagdo e nos perfis do
solo, capazes de reduzir, ou até mesmo, impedir o crescimento, desenvolvimento e produgéo

das culturas.

Simporte
Tipo de transporte ativo secundario em que duas substancias se movem na mesma direcio

através de uma membrana.



Tolerancia
Conjunto de respostas que determinam a habilidade de um organismo vivo (cultivar vegetal)
para suportar o estresse abidtico, sem sérias conseqiiéncias para O seu crescimento e

desenvolvimento.

Transporte ativo primario
Transporte de um soluto por uma proteina carregadora, estando ligado diretamente a uma
fonte de energia. A energia pode prover da hidrdlise do ATP (ou do pirofosfato) e de reagdes

de oxido-redugdo ou da absor¢do de luz.

Transporte ativo secundario
Transporte ativo de moléculas controlado por transportadores tipo simporte ou antiporte, os
quais usam a energia armazenada na for¢a motriz de protons, como no caso de células

vegetais, ou na forma de outro gradiente i6nico.

Transporte ativo
Transporte (movimento) de um soluto contra um gradiente de potencial eletroquimico com o

consumo de energia metabdlica.

Transporte passivo

Transporte (movimento) de um soluto a favor do gradiente de potencial eletroquimico.

Transporte eletrogénico
Transporte ativo de um ion através da membrana, gerando uma diferenca de potencial

elétrico.

Uniporte
Sistema de transporte passivo que envolve o movimento unidirecional de solutos através de

canais.

Vesiculas de membrana
Fragmentos de membrana celular e de organelas que, ap6s homogeneizagdo de tecidos, se
selam espontaneamente, formando pequenas vesiculas. Por serem desprovidas dos

constituintes citoplasmatico das células intactas, sua atividade metabolica deve-se as enzimas



associadas com a membrana. Sdo utilizadas como sistema modelo para estudar transporte

passivo e ativo.



ABREVIATURAS

AF — area foliar

Brij 58 — 20 cetil eter

BSA — albumina sérica bovina

C.E. — condutividade elétrica

CCD - cromatografia em camada delgada

Ci/Ce — relacdo da concentragdo interna e externa de CO,
DTT - ditiotreitol

EDTA - 4cido etilenodiamino tetraacético
EGTA - 4cido etileneglicol aminoetil tetraacético
Et — esterois totais

LPC- 4cido lisofosfatidilcolina

MDA — malondialdeido

MES — 4cido 2-N morfolinoetanosulfonico

MF — matéria fresca

MFF — matéria fresca foliar

MFPA — matéria fresca da parte aérea
MFR — matéria fresca da raiz

MFPA/ MFR - relagdo entre a matéria fresca da parte aérea e a das raizes

MS — matéria seca

MSF — matéria seca foliar
MSPA — matéria seca da parte aérea

MSR — matéria seca da raiz

MSPA/ MSR - relagdo entre a matéria seca da parte aérea e a das raizes
PA- 4cido fosfatidico

PC- fosfatidilcolina

PE- fosfatidiletanolamina

PG- fosfatidilglicerol

PI- fosfatidilinositol

PLt— fosfolipidios totais

PLt/Et — relacdo fosfolipidios totais e esterdis totais

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoreto



PS — fosfatidilserina

PVP-40 — polivinilpirrolidona

ROS — espécies reativas de oxigénio
SDS — dodecil sulfato de sodio

SF- suculéncia foliar

TA — teor de dgua

TBA — acido tiobarbiturico

TCA — 4acido tricloroacético

Tris —Tris (hidroximetil) amino metano

¥, — potencial osmotico



1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa

Os vegetais, mesmo em ambientes naturais, estdo sujeitos a estresses, que podem ser
de natureza bidtica ou abidtica. Os primeiros resultam da acdo de seres vivos sobre as plantas,
enquanto que os ultimos se manifestam gragas a fatores de natureza fisica ou quimica, tais
como: estiagem ou alagamento, temperaturas altas ou baixas, deficiéncia ou excesso de luz,
deficiéncia de nutrientes ou excesso de sais na solu¢do do solo (BOHNERT et al., 1995). O
acumulo de sais na solucdo do solo tem inumeras causas: deposicdo de sais provocada pela
invasdo da agua do mar, que pode provocar alagamentos de grandes areas; deposi¢do pelas
chuvas, que contém goticulas com sais provenientes da atmosfera ou pela maresia; e,
finalmente, pela simples decomposi¢do de rochas ricas em sais (WAISEL, 1972). Além
dessas causas naturais, a salinizagdo dos solos pode resultar do manejo inadequado da dgua ou
do solo em 4reas agricolas, especialmente nas regides aridas e semi-aridas onde predominam
a agricultura irrigada. Esse problema tem sido apontado como responsavel pela diminui¢ao da
produtividade das culturas e até mesmo o abandono de milhdes de hectares de terras
agricultaveis (CARTER, 1975; GHEYI, 2000; MUNNS, 2002).

Dentre as solugdes propostas para minorar ou resolver o problema da salinidade
encontram-se: a lavagem dos solos, acompanhada ou nio de corre¢do quimica; o plantio de
haldéfitas, visando sua utilizacdo econdémica; o desenvolvimento de técnicas de manejo do solo
e da agua capazes de minorar os efeitos dos sais nas plantas; e, finalmente, o melhoramento
genético (via engenharia genética ou sele¢@o seguida de cruzamentos) de espécies cultivadas,
visando a produ¢do de cultivares ou clones tolerantes a salinidade (O’LEARY, 1984;
FLOWERS, 2004; SAIRAM & TYAGI, 2004; CHINNUSAMY et al., 2005). O sucesso

dessas duas ultimas alternativas pressupde um melhor conhecimento da fisiologia e



bioquimica da tolerancia a salinidade (ASHRAF & HARRIS, 2004; FLOWERS, 2004).
Entretanto, a identificagdo dos mecanismos de tolerancia ao estresse salino ndo ¢ tarefa facil,
pois depende da espécie vegetal, do nivel, duragdo e nimero de exposi¢des ao estresse
(BRAY et al., 2000) e, finalmente, da interacdo com outros tipos de estresse que ocorrem nas
condi¢des em que as plantas sdo cultivadas (MITTLER, 2006). Apesar dessa complexidade,
tem-se adotado a estratégia de investigar os mecanismos pelos quais as plantas reagem a
determinado tipo de estresse para, em seguida, despender esforgcos no sentido de entender as
interacdes entre os diversos tipos de estresses bidticos e abidticos.

No tropico semi-arido brasileiro, onde estd havendo um aumento progressivo da area
irrigada, o problema de salinidade comega a se tornar relevante, pois ja foram desativadas
grandes areas agricultaveis devido ao excesso de sais presentes no solo (GHEYI, 2000).
Analisando-se o problema do ponto de vista econdmico, no semi-arido nordestino a
agricultura irrigada tem se mostrado bastante promissora para a producdo de frutas e, em
menor escala, para a produ¢do de culturas de subsisténcia e de espécies ornamentais. Dentre
as espécies frutiferas perenes predominam a mangueira, a bananeira, a parreira € mais
recentemente, o cajueiro (IBGE, 2005; IPECE, 2006).

No Ceard, a cajucultura tem grande relevancia, pois este estado € responsavel por
quase 60% da producdo nacional de castanha (PAULA PESSOA et al., 1995). Apesar da
maioria da produgdo de castanha ainda ser proveniente de plantios feitos por semente ¢ sob
condicdes de sequeiro, a oferta de mudas enxertadas, de qualidade superior, e o
desenvolvimento da tecnologia de irrigacdo localizada, fizeram com que alguns produtores
comecassem a implantar novos plantios com cajueiros enxertados e cultivados sob irrigacio.
Nessas condi¢des, se pode alcangar aumentos em produtividade da ordem de 16 a 17 vezes,
comparando-se com a produtividade média atual de castanha do estado (OLIVEIRA, 2002).

Partindo-se do principio que a cajucultura irrigada é promissora, mas apresenta riscos de



salinizagdo dos solos, a sua implantacdo deve ser acompanhada por pesquisas que visem o
esclarecimento dos mecanismos fisiologicos e bioquimicos responsaveis pela tolerancia ou
sensibilidade nesta espécie. Estes estudos basicos poderdo contribuir para o esclarecimento
das etapas metabolicas mais relevantes no processo de aclimatagdo ou adaptagdo ao estresse
salino. Esses conhecimentos poderdo fornecer subsidios, ndo sé 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. Em se tratando de espécies em que a enxertia € o
método mais usado de propagacdo, a tolerancia do porta-enxerto ¢ de fundamental
importancia para o sucesso do plantio em solos salinizados ou naqueles em que se usa agua

salobra (RIVERO et al., 2003).

1.2. Objetivos

Diante do exposto, pretende-se identificar clones de cajueiro ando-precoce que
possuam as maiores diferencas na tolerdncia ao estresse salino e caracterizar como a
salinidade afeta a fotossintese e o crescimento desses clones. Além disso, pretende-se
correlacionar esses efeitos com os processos € componentes da homeostase hidrica (potencial
osmotico, teor de agua, transpiragdo, suculéncia e componentes do ajustamento osmético) e
ionica (teores e distribuicdo nas diferentes partes da planta dos ions mais relevantes), bem
como a composi¢do e peroxidagdo dos lipidios e atividade da H'-ATPase de membrana

plasmatica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estresse salino

O estresse salino se refere ao efeito negativo que o excesso de sais presentes na
solugdo do solo exerce sobre o crescimento e desenvolvimento dos vegetais (PLAUT, 1995).
Uma planta exposta a altas concentracdes de sais enfrenta dois problemas: o primeiro € a
absor¢do de agua a partir de um solo com um potencial osmoético baixo e, por via de
conseqiiéncia, um potencial hidrico bem menor do que o da planta; e o segundo resulta do
acumulo de ions téxicos no citoplasma, os quais inibem muitas das reagdes metabdlicas
(SALISBURY & ROSS, 1992). Esse desequilibrio osmético e idnico leva a uma redug@o no
crescimento da planta, a uma baixa absor¢do de nutrientes, a inibi¢do da fotossintese e a danos
a nivel celular, tais como a desorganizacdo do sistema de membranas, a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS - do Inglés, reactive oxygen species) e o acumulo de metabdlitos

toxicos (NEUMANN, 1997; HASEGAWA et al., 2000).

A supressdo do crescimento pela salinidade ocorre em todas as plantas, mas os niveis
de tolerancia e o grau de redu¢do do crescimento variam entre as diferentes espécies vegetais
e entre cultivares de uma mesma espécie (GREENWAY & MUNNS, 1980; MUNNS, 2002;
PARIDA & DAS, 2005). De acordo com essa diversidade genética com relacdo a tolerancia a
salinidade, as plantas tém sido classificadas em halofitas e glicofitas (GREENWAY &
MUNNS, 1980). As haldfitas sdo aquelas que crescem em solos salinos e toleram altas
concentragdes de sais, enquanto que as glicofitas, entre as quais se encontram a maioria das
plantas cultivadas, sdo sensiveis aos sais € ndo toleram longa ou mesmo breve exposi¢do a um

ambiente salino. Mesmo dentro das glicofitas existe uma grande variabilidade entre as



espécies, desde as que sdo extremamente sensiveis até¢ aquelas com maior nivel de tolerancia

(GREENWAY & MUNNS, 1980).

2.1.1. Salinidade, crescimento e desenvolvimento

A inibicdo do crescimento foliar ¢ uma das respostas iniciais das plantas ao estresse
salino (MUNNS & TERMAAT, 1986; ZISKA et al., 1990, MUNNS, 2002). A injiria
provocada pelo actimulo excessivo dos fons téxicos, Na™ e CI', se manifesta como clorose
marginal e surgimento de zonas necroticas (MAAS, 1996) que contribuem para a aceleragao

dos processos de senescéncia e abscisdo foliares (MUNNS, 1993).

As plantas que crescem em solos salinizados, onde predomina NaCl, freqiientemente
apresentam folhas mais grossas e suculentas (WAISEL et al., 1986). Alguns autores
acreditam que o aumento na espessura foliar deva-se a uma elevag@o no nimero de camadas
de células do mesofilo ou entdo a um incremento no volume celular, fato observado em
plantas dos géneros Atriplex, Citrus e Gossypum hirsutum (LONGSTRETH & NOBEL,

1979).

De acordo com alguns autores, a salinidade reduz mais o crescimento da parte aérea
que o do sistema radicular (MUNNS, 2002). Apesar dessa menor redugdo do crescimento das
raizes, as plantas alteram consideravelmente sua capacidade para absorver dgua e nutrientes
essenciais a partir da solucdo do solo (NEUMANN, 1997). De acordo com Moya et al.
(1999), a alteragdo da relagdo raiz/parte aérea em plantulas de Cifrus é um importante fator
que determina a tolerancia destas plantas sob condi¢des de estresse salino, pois contribui para

a regulacdo da absorcdo passiva de cloreto e seu acimulo nas folhas.

Muitas controvérsias tém sido levantadas em relagdo aos mecanismos fisioldgicos

primarios responsaveis pela reducdo do crescimento das plantas quando submetidas a



salinidade. Uma hipétese, formulada por Munns (1993), propde que a inibi¢do do crescimento
caracteriza-se por ser uma resposta bifdsica. Na primeira fase, que se manifesta em uma
escala de tempo de horas ou dias, a redug@o no crescimento vegetal resulta do efeito osmotico
dos sais presentes no solo (estresse hidrico). Nessa etapa, diferentes cultivares de uma mesma
espécie mostram uma redugdo similar no crescimento, ndo havendo respostas celulares e
fisiologicas contrastantes que permitam a discriminagdo de cultivares com tolerancias
diferenciadas a salinidade. A segunda fase inicia-se apds semanas ou meses de exposi¢do ao
estresse salino, quando os sais absorvidos comecam a acumular-se nos diferentes tecidos da
planta, provocando desbalango nutricional e toxicidade idnica sobre diferentes processos
fisiologicos. Contudo, a redug@o no crescimento nio se d4 com a mesma intensidade entre os
cultivares, ocorrendo respostas celulares e fisiologicas diferentes que permitem que alguns
cultivares se adaptem ao estresse salino melhor do que outros. Portanto, quando ha o
desbalanc¢o nutricional e a toxicidade idnica, podem ser observadas diferengas genotipicas que
facilitam a selec@o de cultivares com tolerancia aos sais. De acordo com essas observagdes,
Munns (1993) propde que os esforcos para conseguir plantas com maior tolerdncia aos sais
devam ser dirigidos para o estudo dos mecanismos envolvidos na regulagdo da homeostase
i0nica.

Neumann (1997) reuniu um conjunto de evidéncias que contradizem a hipdtese
anterior, sugerindo que existe diversidade genotipica entre cultivares em relagdo as respostas
fisioldgicas ao efeito osmotico dos sais, sem necessariamente envolver a toxicidade salina. De
acordo com Zhu (2001), a reducdo na turgescéncia celular provocada pelo estresse salino, ¢
uma causa importante para explicar a diminui¢do no crescimento das plantas, pois tem

influéncia direta nos processos de expansio e divisdo celular.

A tolerancia ou a sensibilidade aos sais varia com o estadio de desenvolvimento do

vegetal no qual o estresse salino € aplicado. Segundo Shannon et al. (1994), citado por



Kozlowski (1997), as plantas lenhosas usualmente mostram maior tolerancia aos sais durante
a fase de germinagdo do que durante a de estabelecimento da plantula, quando a sensibilidade
aos sais aumenta. Além disso, essas plantas tornam-se progressivamente mais tolerantes a
medida que vao atingindo o estadio adulto até a etapa reprodutiva, embora a salinidade possa

ter um efeito negativo durante a floragao (antese).

A maioria das arvores frutiferas como Annona cherimola, Mangifera indica, Persea
americana, Musa paradisiaca, Prunus persica e varias espécies do género Citrus, sdo
sensiveis a niveis de salinidade iguais a 1 dS.m™ de condutividade elétrica do extrato de
saturagdo (CEex). Outras espécies sdo moderadamente sensiveis, pois toleram niveis de
salinidade equivalentes a 3 dS.m™, destacando-se Carica papaya e Vitis vinifera. As espécies
Annona camosus, Ficus carica e Psidium guajava sido consideradas moderadamente
tolerantes, pois podem manter seu crescimento em niveis de salinidade de 6 dS.m™. Phoenix
dactilifera ¢ a arvore frutifera mais tolerante, pois suporta niveis de CEex de até 10 dS.m™

(EBERT et al., 1997).

2.1.2. Salinidade, fotossintese e transpiracio

De acordo com diversos autores, a salinidade inibe os processos de fotossintese e
transpiracdo (ROBINSON er al. 1997; TAIZ & ZEIGER, 2002). Essa inibicdo tem sido
atribuida a reducdes na condutancia estomatica (BRUGNOLI & LAUTERI, 1991) ¢ no
conteudo total de clorofila e carotendides (GREENWAY & MUNNS, 1980; PARIDA &
DAS, 2005), bem como ao acumulo nos cloroplastos dos fons Na' e/ou CI', que afetam
desfavoravelmente os processos bioquimicos e fotoquimicos envolvidos na fotossintese
(PLAUT, 1995; TAIZ & ZEIGER, 2002). Apesar desses efeitos da salinidade serem

observados na maioria das plantas, existem relatos de que a salinidade (NaCl a 100 mM)



estimula a fotossintese na halofita Bruguiera parviflora, com correspondente aumento no seu

crescimento (PARIDA et al., 2004).

O fechamento estomatico, sob condi¢des de salinidade, desempenha um papel
adaptativo porque controla o transporte de ions toxicos até os tecidos fotossintetizantes,
evitando, a0 mesmo tempo, a perda de dgua por transpiracio (NEUMANN, 1997;
ROBINSON et al, 1997). No entanto, Iyengar & Reddy (1996) citado por Parida & Das
(2005), acreditam que essa redu¢do no fluxo transpiratorio tem conseqiiéncias negativas para
a planta porque afeta os sistemas de captacdo de luz e os centros fotoquimicos de reagdo no
cloroplasto. Além disso, Hasegawa et al. (2000) apontaram que, pela necessidade da planta

fixar 0 CO,, essa seria uma estratégia insustentavel a longo prazo.

Allakhverdiev et al. (2000), estudando os efeitos osmoticos do sorbitol sobre a
atividade fotossintética da cianobactéria Synechococcus, observaram que a redug¢do do
potencial hidrico € responsavel pelo efluxo de dgua através de canais na membrana plasmatica
(aquaporinas), provocando reducdo no espaco intracelular e acuimulo de ions que inibem a
atividade dos fotossistemas I e II. O déficit hidrico provocado pelos estresses hidrico e salino,
aumenta as concentra¢des de anions divalentes (HPO4> e SO4) nos cloroplastos ¢ podem
inibir enzimas tais como a Rubisco (KAISER, 1987). Assim, esses autores concluiram que a
atividade fotossintética decresce quando o potencial hidrico celular ¢ reduzido. No entanto,
outras plantas, submetidas a salinidade, sdo capazes de manter o potencial hidrico da folha
similar ao observado em plantas ndo salinizadas, concluindo-se que a redug¢do na assimilagio
de CO; ¢ devida mais ao efeito especifico dos ions do que aos efeitos osmoéticos da salinidade

(BANULUS & PRIMO-MILLO, 1992).

Na maioria das haldfitas e glicofitas, o controle do fechamento estomatico ¢ alterado
pela inabilidade das células-guarda em excluir, principalmente, os ions sodio, provocando

disturbios nas relagdes hidricas da planta (PLAUT, 1995; ROBINSON et al., 1997). Porém,



poucas espécies, principalmente as do género Citrus, apresentam maior sensibilidade ao
cloreto, sendo a condutincia estomdtica e a fotossintese pouco afetadas pela presenca do

sodio (BANULUS & PRIMO-MILLO, 1992).

Ball et al. (1987) mostraram que a redug@o nos teores de potassio pelo estresse salino
altera o funcionamento do fotossistema II, causando diminui¢do na evolugdo de oxigénio.
Todavia, outros autores mostraram que, embora os niveis de potassio nas folhas ndo tenham
sido afetados pela salinidade, as plantas apresentaram redug¢do na taxa fotossintética,
indicando que a deficiéncia de potassio ndo € um fator significativo no processo de absor¢ao
de CO, em algumas plantas (WALKER et al., 1993, citado por STOREY & WALKER,

1999).

2.1.3. Salinidade e estresse oxidativo

O estresse salino induz um estresse oxidativo secundario, fato que agrava ainda mais o
problema do excesso de ions e do déficit hidrico, intensificando as alteragdes fisiologicas e
bioquimicas prejudiciais ao metabolismo vegetal (MANSOUR & SALAMA, 2004). O
fechamento estomatico, promovido pelo 4acido abscisico, leva a uma diminui¢do na
concentracdo interna de CO, e aumento na de O,. Essas condigdes, associadas a baixa
disponibilidade de NADP" para captar os elétrons provenientes do fotossistema I, favorece a
formag¢do de ROS nos cloroplastos e mitocondrias devido ao desvio dos elétrons para o
oxigénio molecular (EI-BAKY ef al., 2003; ASHRAF & HARRIS, 2004). Nos cloroplastos,
as ROS podem ser geradas pela transferéncia direta da energia de ativagdo da clorofila para
produzir o oxigénio singleto, ou por uma redu¢do monovalente do oxigénio molecular pelo
fotossistema I, como na reacdo de Mehler (ASADA, 1999). As ROS produzidas durante o

metabolismo normal ou sob condi¢des de estresse sdo: o radical superoxido (O,7), o peroxido



de hidrogénio (H,0,), os radicais hidroxila (OH") e o oxigénio singleto (O,") (MITTLER,

2002).

O radical superdxido ¢ também produzido enzimaticamente na membrana plasmatica
pela oxidase do NADPH (HAO et al., 2006). Essa enzima transfere elétrons do NAD(P)H
citosdlico para o O,, formando o radical superdxido, seguido de sua dismutagdo a H,O, e O,.
O radical OH' pode ser gerado pela reagdo do H,O, com o Fe*", na chamada reagdo de Haber-
Weiss (McKERSIE & LESHEM, 1994). O oxigénio singleto ¢ formado, principalmente nos
processos fotoquimicos do cloroplasto (EDREVA, 2005). As ROS, geradas sob condigdes de
estresses hiperosmotico e hiperidnico, sdo altamente reativas e provocam sérias alteragdes no
metabolismo celular, causando peroxidacao dos lipidios de membrana, oxidag¢do de proteinas
e acidos nucléicos e danos fisicos na estrutura do fotossistema II, podendo ocasionar morte

celular (McKERSIE & LESHEM, 1994; MELONI et al., 2003).

A peroxidacdo dos lipidios da membrana tem inicio com a remog¢ao de um atomo de
hidrogénio do grupo metileno dos acidos graxos poliinsaturados, resultando na formagdo de
um radical livre lipidico. Esse radical sofre rearranjo em suas duplas ligagdes produzindo
dienos conjugados, que podem reagir com o oxigénio molecular, originando um radical
peroxilipidico o qual pode promover a remog¢do de um atomo de hidrogénio de um lipidio
adjacente para formar um hidroperoxilipidio ou um endoperoxilipidio. A formac¢do de um
endoperoxilipidio a partir de acidos graxos poliinsaturados, contendo pelo menos trés grupos
metilenos alternados por duplas liga¢des, pode conduzir a formagdo de malondialdeido
(MDA) (BUEGE & AUST, 1978).

A quantidade de lipidios peroxidados aumenta gradualmente com o aumento da
salinidade (GOSSETT et al. 1994). Em plantas lenhosas e frutiferas, o teor de MDA ¢

freqiientemente utilizado como marcador do grau de dano oxidativo, observando-se maior

acumulo em gendtipos que mostram menor tolerancia a altos niveis de sais (SUDHAKAR et



al., 2001; ARBONA et al., 2003; MELONI ef al., 2003). Shalata & Tal (1998) observaram
que espécies silvestres de tomateiro (Lycopersicum pennellii) tém niveis baixos de MDA, que
ndo aumentam significativamente com o incremento da salinidade, como acontece com as
espécies cultivadas. A melhor protecdo dessa espécie vegetal contra o dano oxidativo deve-se
a expressdo constitutiva das enzimas dismutase do superdxido (SOD) e peroxidase do
ascorbato (APX) e a inducdo da catalase (CAT) e da redutase do monodesidroascorbato

(MDHAR).

2.1.4. Salinidade e homeostase ionica

Em condi¢des fisiologicas normais, as células vegetais mantém uma alta relacdo
K'/Na" no citosol, sendo as concentracdes de K™ e Na" da ordem de 100-200 mM e 1-10 mM,
respectivamente (BINZEL et al., 1988; SERRANO et al., 1999). A concentragdo de cloreto
estd em torno de 10-20 mM (TYERMANN & SKERRETT, 1999). A regulagdo desse
equilibrio i6nico depende do transporte desses ions através das membranas celulares, sendo
importante para a manuten¢do dos processos metabolicos que controlam o crescimento € o
desenvolvimento da planta. Quando as células vegetais sdo expostas a salinidade, a cinética

do transporte e a concentracdo dos ions nas células sdo alteradas (BINZEL et al., 1988).

O desbalanco idnico induzido pelo excesso de Na' tém sido atribuido a sua
interferéncia na absor¢dio de outros cations, especificamente a dos fons K™ e Ca*" (RAINS &
EPSTEIN, 1967; WATAD et al., 1991). Os transportadores que controlam a absor¢do de K
podem transportar os fons Na" (EPSTEIN et al., 1963), sugerindo que os sistemas para a

absor¢do de ambos os cations sdo similares (NIU ez al., 1995).

Em ambientes salinos, o influxo passivo do sddio segue o gradiente de concentragdo e

¢ favorecido pelo potencial negativo de membrana (NIU et al., 1995; ZHU, 2003). Porém,



diferentes vias tém sido propostas como responsaveis pela absorcdo de Na'. Rubio et al.
(1995) demonstraram que os transportadores de K de alta afinidade (HKT, high-affinity K
transporter) podem funcionar como transportadores do tipo simporte Na'/K". Blumwald et al.
(2000) propuseram que os transportadores de K' de baixa afinidade (low-affinity K"
transporter), tais como o AKT1 (drabidopsis K transporter 1), operam quando as
concentracdes de Na' no meio externo sio relativamente altas. AKT1 funciona como um
canal retificador de ingresso de K', ativando seu influxo quando a membrana plasmatica esta
em um estado despolarizado e exibindo uma seletividlade K'/Na" alta em concentragdes
fisiologicas de ambos os ions. Outras vias de absorcdo tém sido sugeridas, estando
controladas por canais catidnicos retificadores de saida (SCHACHTMAN et al. 1991) e por
canais cationicos nao seletivos (AMTMANN & SANDERS, 1999). Adicionalmente, em
algumas espécies vegetais como o arroz, o transporte de Na' através da via apoplastica ¢
responsavel pela presenca de altas concentragdes desse ion no fluxo transpiratério (YEO et al.

1999).

Em condi¢des normais de crescimento, um potencial de membrana negativo é uma
barreira termodindmica para a absor¢do de cloreto (NIU et al., 1995; MOYA et al., 1999). Em
conseqiiéncia, sua absor¢ao pode depender de um processo de transporte ativo controlado por
um simporte CI/H" (POOLE, 1988, citado por NIU et al., 1995) ou por um transporte passivo
através de canais permedveis ao nitrato (SKERRETT & TIERMANN, 1994). Tyerman &
Skerret (1999) apresentaram evidéncias mostrando que a absor¢do de cloreto, em Citrus, ¢ um
processo ativo quando as plantas crescem na presenca de baixas concentragdes de sais, porém
torna-se um processo passivo quando em elevadas concentragdes de sais. Nesta ultima
situagdo, o potencial de membrana pode ser menos negativo do que o potencial de equilibrio
de cloreto favorecendo a sua absor¢do passiva nas raizes. Estes mesmos autores acreditam

que, em baixos niveis de sais, a concentragcdo de cloreto no citosol depende do balanco entre



. . . - + ,
seu influxo ativo, controlado pelo simporte ClI'/nH', e seu efluxo através das membranas

vacuolar e plasmatica.

Como conseqiiéncia do acimulo de Na’ e CI" no ambiente radicular, a absor¢io de
nutrientes essenciais como K, Ca’' e NO;y € reduzida, provocando desbalanco nutricional
(BLUMWALD, et al. 2000; PARANYCHIANAKIS & CHARTZOULAKIS, 2005). Quando
a concentracio de Na' eleva-se no citosol, a deficiéncia dos ions K™ e Ca®" afeta a
permeabilidade e a estabilidade da membrana plasmatica, o que pode ser evidenciado por um

aumento no vazamento de eletrolitos (RAINS & EPSTEIN, 1967; CRAMER et al., 1985).

Nao héd evidencias de que haja adaptagdo de enzimas a presenga de elevadas
concentracdes salinas (FLOWERS et al, 1977). Portanto, os mecanismos de tolerancia a
salinidade devem envolver a manuten¢do de baixos niveis de sais no citosol. A remog¢ao do
Na" do citosol para fora da célula ou sua compartimentalizagdo no vacuolo ¢ realizada pela
atividade de transportadores tipo antiporte Na'/H', nomeados SOS1 ¢ NHX1, presentes nas
membranas plasmatica e vacuolar, respectivamente (APSE et al., 1999; SHI ef al., 2000). A
expressdo dos transportadores SOS1 e NHXI1, em Arabidopsis thaliana, induzida pela
salinidade estd de acordo com seus papéis na adaptacdo ao estresse salino (GAXIOLA et
al.,1999; SHI et al., 2000). A atividade desses transportadores depende do gradiente de H'
gerado pela H-ATPase de membrana plasmatica ou pela H'-ATPase e pirofosfatase
vacuolares (BLUNWALD et al., 2000 ). Gaxiola et al. (2001) demonstraram, através de
experimentos realizados com A. thaliana, que a superexpressdo do gene AVPI, que codifica
para a pirofosfatase vacuolar, confere as plantas maior capacidade de acimulo de solutos

inorganicos e, conseqiientemente, maior tolerancia as condi¢des de seca e de estresse salino.

A ativagdo do antiporte Na'/H™ da membrana plasmatica, SOS1, ¢ controlada pela
atividade das proteinas SOS2 e SOS3 que, em conjunto, constituem uma via de sinalizagdo

chamada SOS (salt overly sensitive). Esta via de sinalizagdo regula a expressdo e a atividade



de vérios transportadores para manter a homeostase do Na', em condigdes de estresse salino.
SOS3 foi identificada como uma proteina ligante de célcio que estd ancorada na membrana
plasmatica através de uma molécula de acido miristico (ISHITANI ez al., 2000) e SOS2 ¢ uma
quinase que fosforila residuos de serina e treonina. Durante o estresse salino, o aumento do
calcio citosolico € percebido pela SOS3, a qual interage e ativa a SOS2 que, por sua vez, ativa

varios transportadores que controlam o transporte de ions tais como o SOSI.

A compartimentalizagdo vacuolar de cloreto ¢ uma adaptacdo essencial para a
tolerancia ao estresse salino (NIU ez al., 1995). Esse processo pode ser controlado através de
transportadores dirigidos pelo fluxo eletroforético gerado pelas bombas de protons através da
membrana vacuolar (NIU et al.,, 1995; SZE et al., 1999). O cloreto pode ser
compartimentalizado no vactiolo através de seu cotransporte com o ion H', ja que a principal
forca termodindmica é o gradiente de pH. Um sistema antiporte H'/anion também foi
proposto para o transporte, que operaria na compartimentalizacdo do Cl” no vacuolo (REA &

SANDERS, 1987).

2.1.5. Salinidade e homeostase osmotica

O ajuste osmotico, através do acimulo de solutos organicos e inorgédnicos, ¢ um
mecanismo que as plantas desenvolveram para obter d4gua do ambiente externo, que possui
baixo potencial hidrico (TAIZ & ZEIGER, 2002). De acordo com Binzel et al. (1988), a
compartimentaliza¢do dos solutos inorganicos no vactolo, ¢ um componente do ajustamento
osmoético necessario para a aclimatacdo ou adaptacdo a salinidade. Por causa dessa
compartimentalizag@o dos ions, solutos organicos compativeis com as atividades metabolicas
celulares sdo sintetizados e acumulados no citosol, a fim de ajustar seu potencial hidrico com

aquele do vacuolo (TAIZ & ZEIGER, 2002; TESTER & DAVENPORT, 2003). Os solutos



compativeis sdo compostos de baixo peso molecular, altamente soluveis, neutros ou
zwitterionicos que incluem: aminas quaternarias ou betainas (glicinabetaina, prolinabetaina),
poliois (manitol, onitol, sorbitol), aminoacidos livres, o iminoacido prolina e carboidratos
livres (sacarose, frutose, trealose) (ASHRAF & HARRIS, 2004). Além de sua participagdo no
ajustamento osmotico, esses solutos organicos podem proteger processos fisiolégicos como a
fotossintese e ter um papel na estabilizacdo da estrutura de proteinas € membranas, € na

remocao de ROS (HASEGAWA, et al. 2000; CHEN & MURATA, 2002).

Existem varias possibilidades para o ajustamento osmdtico, dependendo,
evidentemente, do tipo de planta e da maneira como o potencial hidrico do solo ¢ diminuido
(FLOWERS et al., 1977). As haldfitas se ajustam osmoticamente através de um eficiente
mecanismo de compartimentalizagido dos ions Na" e CI" no vactolo. Entretanto, algumas
glicofitas, com tolerancia moderada ao estresse salino, tém capacidade limitada de
compartimentalizar esses ions, os quais se concentram em niveis elevados no apoplasto e
citosol foliar, provocando desidratagdo e toxicidade idnica (HASEGAWA et al., 2000;
MUNNS, 2002). O ajustamento osmotico, pela sintese de solutos organicos e pela
compartimentalizacdo dos ions, tem um custo energético relativamente alto para a planta
(YEO, 1983). Portanto, em virtude das plantas investirem muitos recursos para combater o

estresse, ha uma marcada reducdo em seu crescimento (ZHU, 2001).

2.1.6. Salinidade e a membrana plasmatica

No contexto celular, as membranas sdo as estruturas mais importantes para manter o
equilibrio i16nico e osmdtico. Os transportes ativos, primario e secundario, que sio controlados
por bombas, canais e carregadores localizados nas membranas regulam a composicdo idnica

do citoplasma (BLUMWALD et al., 2000; HASEGAWA et al., 2000; TESTER &



DAVENPORT, 2003), sendo estes processos de crucial importancia para a adaptacdo das

plantas ao estresse salino (NIU et al, 1995).

Como se sabe, a permeabilidade da membrana plasmatica depende das propriedades
da matriz lipidica e da interacdo lipidio-proteina (TAIZ & ZEIGER, 2002). Durante o estresse
salino, tem sido mostrado que as membranas plasmdticas sofrem mudancas na sua
composi¢do e estrutura que afetam suas propriedades de permeabilidade e transporte
(MANSOUR & SALAMA, 2004). No entanto, a importancia e o significado que estas
mudancas exercem na fisiologia da planta, sob condi¢des de estresse salino, sdo de dificil
interpretacdo. Kuiper (1985) propds que as mudangas na composicdo dos lipidios de
membrana podem ter um papel adaptativo durante o estresse, ou serem apenas o resultado de
reacdes de hidrolise induzidas pela salinidade. As evidéncias em favor do papel adaptativo
tém por base as alteragdes nas propriedades fisicas das espécies lipidicas envolvidas, que
conferem as membranas uma maior estabilidade e menor fluidez e permeabilidade aos ions

(KUIPER, 1985; WU et al., 1998).

As membranas das células vegetais apresentam teores elevados dos esterdis sitosterol,
campesterol e estigmasterol, sendo baixos os teores de colesterol (BRISKIN, 1995).
Diferentes autores tém salientado o papel dos esterdis livres em plantas submetidas a estresse
salino, sendo o aumento em seus teores correlacionado com maiores niveis de tolerancia a
salinidade (DOUGLAS & WALKER, 1984; BLITS & GALLAGHER, 1990). Maior
preponderancia de esterdis com estrutura planar, em relacdo aqueles com estrutura menos
planar, permite as plantas ajustarem-se a condi¢des ambientais adversas (SURJUS &
DURAND, 1996; QUARTACCI et al., 2002). Esses lipidios se intercalam entre os
fosfolipidios adjacentes, com os quais interagem fisicamente, limitando o movimento das
cadeias acilicas, e assim, diminuindo a fluidez e permeabilidade da membrana (ASHCROFT

et al., 1983; SINENSKY et al., 1979).



Na halofita Spartina patens, hd uma predominancia de esterois livres em relagdo aos
fosfolipidios, quando cultivada tanto em condi¢des controle quanto de estresse salino. No
entanto, as mudan¢as na composi¢do dos esterdis livres ndo provéem evidéncias para
sustentar a hipotese de que aqueles com estrutura mais planar contribuam para a estabilidade e
permeabilidade da membrana (WU et al., 1998). Por outro lado, Kerkeb et al. (2001),
avaliando o efeito da salinidade em cultura de células de tomate resistentes e sensiveis,
observaram que o conteudo de esterdis livres ndo era significativamente alterado nio sendo,

portanto, um indicador de tolerancia ao estresse salino.

Espécies tolerantes e sensiveis a salinidade mostram um incremento no grau de
insaturacao dos acidos graxos dos fosfolipidios de membrana durante o estresse salino, sendo
. ege , + -
um efeito que decresce a permeabilidade da membrana aos ions Na™ e CI' (WU et al., 1998;

KERKEB et al. 2001).

Os lipidios estimulam a atividade de muitas enzimas de membrana plasmadtica que sdo
determinantes da tolerancia ao estresse salino. Cooke & Burden (1990) e Kasamo (2003)
mostraram que a atividade das H'-ATPases ¢é estimulada principalmente pelos fosfolipidios
fosfatidilserina (PS) e fosfatidilcolina (PC), sendo esta ativagdo dependente do grau de
insaturacdo e do comprimento da cadeia acilica. Ensaios, in vitro, mostraram que as
fosfolipases do tipo A, e seus produtos de reacdo, o acido lisofosfatidilcolina e acidos graxos
livres, estimulam a cinética das H -ATPases, aumentando tanto a velocidade maxima da
reacdo, quanto a afinidade da enzima por seu substrato, o ATP (PALMGREN et al., 1988;
PEDCHENKO et al., 1990). Mudangas na enzima para uma forma de alta afinidade, por
modificagdes no ambiente lipidico, foram propostas como possivel mecanismo envolvido nos
processos de adaptagdo ao estresse ¢ a osmorregulacdo em vegetais (CHAPMAN, 1998;

RYU, 2004).



2.1.7. H'-ATPases de membrana plasmatica

2.1.7.1. Funcio e caracteristicas gerais

O controle da absorcdo seletiva de nutrientes, com rejei¢do de ions toxicos presentes
no meio extracelular através da membrana plasmatica, depende da enzima H'-ATPase
(MORSOMME & BOUTRY, 2000; SONDERGAARD ef al., 2004). Essa enzima gera um
potencial eletroquimico que ativa o sistema de transporte secundario, o qual ¢ constituido por
proteinas tipo canais e carregadores que controlam o transporte de ions e nutrientes, regulando
a homeostase ionica celular (MICHELET & BOUTRY, 1995).

As H'-ATPases sio enzimas que funcionam como transdutores de energia metabdlica,
pois acoplam a energia liberada pela hidrdlise do ATP para promover o transporte ativo de
protons para o espago extracelular ou apoplasto. Esta fungdo basica das H'-ATPases gera um
gradiente de carga elétrica ¢ de massa chamado gradiente eletroquimico ou energia
quimiosmotica (ARANGO et al., 2003; SCARBOROUGH, 2003). Em uma célula vegetal
tipica, o potencial de membrana tem um valor compreendido entre -150 a -200 mV com o
lado da membrana voltado para o citosol carregado negativamente ¢ uma diferenca de pH
entre o citoplasma e o apoplasto de aproximadamente duas unidades, sendo acido o pH na
regido do apoplasto (MICHELET & BOUTRY, 1995; SZE, et al., 1999).

As H'-ATPases de células vegetais pertencem a familia das ATPases do tipo P, pois
sua atividade € regulada por fosforilagdo/desfosforilacio de um residuo de aspartato durante
seu ciclo catalitico. O esquema do ciclo de reagcdo, como descrito por Morsomme & Boutry
(2000), indica que a enzima passa por dois estadios conformacionais, denominados de E1 ¢
E2, os quais mostram diferengas em afinidades pelos ions (protons) a serem transportados e
na reatividade do sitio ao qual se liga o nucleotideo. Na conformacio E1, a H-ATPse tem

alta afinidade por prétons e pela molécula de ATP, cuja hidrdlise fornece a energia que



provoca uma mudan¢a conformacional para a forma E2. O estado conformacional E2,
apresenta um grupo fosfato ligado a sua estrutura e se caracteriza por ter menor afinidade por
protons, os quais sdo liberados no espaco extracelular. O vanadato, um andlogo do fosfato,
atua como um inibidor altamente efetivo das H'-ATPases, impedindo a formagdo do
intermedidrio fosforilado (SZE, 1985; KUHLBRANDT, 2004).

Estruturalmente, estas enzimas caracterizam-se por ter uma massa molecular de 100-
120 kDa e por estarem organizadas na membrana plasmatica como dimeros ou oligdmeros
(SONDERGAARD et al., 2004). O modelo mais aceito que descreve a estrutura das bombas
de H' de plantas revela a existéncia de 10 hélices transmembranares com quatro dominios
citoplasmaticos: 1. uma regido amino-terminal; 2. um /oop citoplasmatico menor,
provavelmente envolvido nas mudangas conformacionais da enzima; 3. um /oop
citoplasmatico maior, contendo os residuos de aspartato a serem fosforilados durante o ciclo
catalitico e os dominios que ligam o ATP e 4. uma regido C-terminal ou dominio R com
propriedades reguladoras da atividade enzimatica. Esse ultimo dominio, com
aproximadamente 100 residuos de aminoacidos, esta presente apenas nas H'-ATPases de
plantas e fungos e ausente em outras ATPases do tipo P (PORTILLO, 2000,
KUHLBRANDT, 2004). Palmgren ef al. (1990), mostraram que a remog¢io do dominio R por
incubagdo das vesiculas de membrana plasmatica, com o lado citoplasmatico da membrana
voltado para o exterior (orientagdo inside-out), com tripsina, aumentava marcadamente a
atividade hidrolitica do ATP e a translocagdo de H' pelas H'-ATPases.

As H'-ATPases de membrana plasmatica de plantas sdo codificadas por uma familia
multigénica. O seqiienciamento completo dos genomas da dicotiledonea Arabidopsis thaliana
e da monocotiledonea Oriza sativa resultou na identificacdo de onze e dez seqiiéncias
codificantes para essas enzimas, respectivamente (PALMGREN, 2001; BAXTER et al.,

2003). A existéncia de varios genes codificando para diferentes isoformas levanta a



possibilidade de que algumas bombas de H" possam ter fun¢des redundantes. Porém, também
tem sido sugerido, que a diversidade de isoformas existentes tem estreita relagdo com o
importante papel que cada uma delas desempenha na fisiologia da planta (MICHELET &
BOUTRY, 1995; MORSOMME & BOUTRY, 2000).

A expressdo simultanea de varios genes, em tecidos e orgdos da planta, tem dificultado
os estudos bioquimicos com o objetivo de caracterizar uma tnica isoforma de H'-ATPase
envolvida em um determinado processo fisiologico. As variagdes observadas em certos
parametros enzimaticos, tais como o Km, podem ser explicadas pela existéncia de varias
isoformas da enzima com propriedades cinéticas diferentes. Palmgren & Christensen (1994)
estudaram trés isoformas de H'-ATPase isoladas de Arabidopsis thaliana, AHA1, AHA2 e
AHA3, utilizando Saccharomyces cerevisae como sistema de expressdo heterdloga, e
mostraram que essas isoformas apresentavam afinidades diferentes pelo substrato. Morsomme
& Boutry (2000) propuseram que essas diferengas enzimaticas podem estar relacionadas a
propriedades funcionais distintas de cada isoforma, podendo conferir vantagem adaptativa em
determinadas condigdes ambientais. Portanto, os resultados da cinética destas enzimas quando
analisados a partir de um 6rgéo particular da planta devem ser interpretados com precaugao,
tendo em considerag¢do que os dados refletem a contribuicdo de muitas isoformas que podem
ser expressas simultaneamente no material bioldgico estudado.

No que diz respeito as propriedades enzimaticas, as H' -ATPases tém um pH 6timo de
6,6, valor que estd abaixo do pH fisioldgico do citoplasma da célula vegetal, usualmente ao
redor de 7,2 a 7,5. Os valores de Km para o substrato da enzima, o complexo MgATP,
oscilam entre 0,3 ¢ 1,4 mM, sendo os valores de atividade especifica em vesiculas de
membranas plasmaticas purificadas usualmente da ordem de 1 a 2 ['mol Pi.mg™ Prot.min™

(MICHELET & BOUTRY, 1995; MORSOMME & BOUTRY, 2000). Alguns cations



estimulam a atividade ATPasica basal na seguinte seqiiéncia: K> NH;™> Rb™> Na™> Cs™>

Li" (SZE, 1985).

2.1.7.2. Salinidade e a atividade da H-ATPase

Tem sido mostrado que o estresse salino promove diferentes respostas na atividade da
H'-ATPase de membrana plasmatica (ASHRAF & HARRIS, 2004). As respostas descritas
sdo conflitantes, mostrando que a salinidade pode estimular, inibir ou nio alterar as atividades
dessa enzima, sendo isto interpretado de forma distinta em relag@o ao seu papel na tolerancia
ao estresse salino. Alguns autores explicam que esses resultados contraditorios se devem as
possiveis diferencas nas condigdes experimentais em que as preparacdes de membrana sio
obtidas. Além disso, elas também podem ser devidas as diferentes intensidades ou duracdo
dos estresses salinos aplicados, bem como as variagdes genéticas e os estadios de
desenvolvimento das plantas utilizadas nos experimentos (MANSOUR et al., 2003; PARIDA
& DAS, 2005).

Em ambientes salinos, a absorcdo rapida de Na' altera o potencial de membrana,
tornando-o menos negativo e, desse modo, alterando a func¢do do transporte. Muitos autores
tém considerado que o restabelecimento dos valores normais do potencial de membrana
celular ¢ uma condicdo necessdria para os organismos adaptarem-se a salinidade e
restabelecer o equilibrio i6nico em ambientes salinos (BINZEL et al., 1988; NIU ef al., 1995).
Esse argumento se sustenta nos resultados obtidos em haldfitas e glicofitas, onde se tem
estabelecido uma correlagdo direta entre a tolerancia ao estresse salino, medida em fun¢do do
crescimento e da regulag@o das concentragdes i0nicas, € o aumento nas atividades de hidrolise
e de transporte de H' da H-ATPase (BRAUN et al. 1986; WU & SELISKAR, 1998; YANG
et al., 2004). De acordo com Hasegawa et al. (2000), a exclusdo dos fons Na' e Cl para o

apoplasto ¢ um processo ativo. Em sintese, sabe-se que o sistema de transporte que controla a



exclusdo do Na', o antiporte Na'/H", depende da formagdo de um gradiente eletroquimico
através da membrana plasmética. Portanto, para extrusio de H' ha necessidade de um
aumento na atividade da H'-ATPase de modo a impulsionar o antiporte Na'/H" e regular a
homeostase do Na” em ambientes salinos.

Alguns autores, por outro lado, tém sugerido que a despolarizagio da membrana,
devido a uma reduzida atividade do transporte de protons, sob condi¢des de estresse salino, ¢
uma resposta fisioldgica capaz de conferir tolerancia ao Na', como foi mostrado no estudo da
H'-ATPase de raizes de plantas de tomate (SUHAYDA et al., 1990). O fluxo dos ions sédio
para o interior da célula ¢ um processo passivo favorecido pelas diferencas de concentragédo e
de voltagem (TESTER & DAVENPORT, 2003). Portanto, um potencial de membrana menos
negativo, representa uma barreira termodinimica para controlar a absorgdo dos fons Na’. De
acordo com Suhayda et al. (1990), um potencial de membrana com essas caracteristicas
favoreceria a atragdo de 4anions, incrementando a probabilidade dos mesmos serem
transportados para o citoplasma e, desse modo, utilizados no ajustamento osmoético € na
compensacdo de cargas. Serrano et al. (1999), estudando células de levedura, propuseram que
esse mecanismo de tolerincia baseado na reducio da atividade da H'-ATPase poderia
comprometer outros processos fisioldgicos que dependem da atividade dessa enzima, tais
como a regulacdo do pH intracelular e o transporte ativo de nutrientes. Essa regulagdo
negativa pode conferir tolerancia temporal ao estresse salino, agindo como um mecanismo de
escape.

Segundo Mansour et al. (2003), quando as concentragdes de Na' no interior celular
aumentam, sem um correspondente aumento na atividade da H'-ATPase, o mecanismo de
exclusdo de Na' é inoperante. Nesse caso, quando a H'-ATPase de membrana plasmatica nio
¢ estimulada pela salinidade, as plantas ativam o sistema de transporte primdrio do vactolo

(H-ATPase e pirofosfatase), a fim de prover a forga proton-motora necessaria para o



a + a .
acumulo de Na no vacuolo. Provavelmente, esse mecanismo ocorre apenas em plantas

tolerantes a salinidade e parece estar ausente nas plantas sensiveis.

2.2. Aclimatacio e adaptacio das plantas ao estresse salino

Plantas tolerantes a salinidade sdo capazes de manter seu crescimento e completar seu
ciclo de vida em ambientes salinos (PARIDA & DAS, 2005). Para isso, as plantas utilizam
mecanismos de homeostase hidrica (ajustamento osmotico) ou idnica (exclusdo e
compartimentalizagdo de ions), os quais minoram ou evitam os efeitos deletérios do estresse,
permitindo assim, a sobrevivéncia em ambientes salinizados (BRAY et al., 2000; YOKOI et

al. 2002).

Alternativamente ao emprego de caracteres agronomicos utilizados nos programas de
selecdo de cultivares tolerantes a salinidade, tem sido proposto o uso de parametros
fisiolégicos e bioquimicos que agem a nivel celular e da planta inteira, tais como a
fotossintese, as trocas gasosas, a regulagdo da concentragdo de ions e o estado hidrico da
planta (ASHARAF & HARRIS, 2004). Nestes processos estdo envolvidas diferentes
moléculas que mediam a homeostase idnica e hidrica e a transdu¢o de sinais que regulam as
respostas de longa distdncia (HASEGAWA, et al, 2000). Embora nenhum desses parametros
tenha sido, inequivocamente, correlacionado com a tolerancia a salinidade, considera-se que
as mudangas na composi¢do de metabolitos e de ions presentes em folhas e raizes a fim de
restabelecer a homeostase hidrica e i0nica s@o, provavelmente, as caracteristicas mais comuns
e universais da tolerdncia ao estresse salino. De acordo com Zhu (2001), as plantas devem
desenvolver mecanismos para prevenir e remediar o dano provocado pelo excesso de sais,
restabelecendo as condigdes homeostaticas para se adaptarem ao novo ambiente, retomando o

crescimento, ainda que a taxas reduzidas.



Cheeseman (1988) sugere que a quantidade de ions que atinge as folhas deve ser
limitada para ndo ultrapassar a capacidade de compartimentaliza¢do dos mesmos no vactiolo.
Tendo em consideracdo isto, o mecanismo que possibilitaria as plantas tolerar altos niveis de
salinidade envolveria um controle mais eficiente no transporte de ions tdxicos para os 6rgaos
adreos transpirantes, acumulando-os nas raizes (MUNNS, 2002). O grau de aciimulo de sais
nas raizes ¢ fungdo dos processos de exclusdo, compartimentalizacdo, velocidade de
carregamento e reabsor¢do de sais no xilema, e depende da seletividade na absor¢do de ions
nas células das raizes (TESTER & DAVENPORT, 2003; PARANYCHIANAKIS &
CHARTZOULAKIS, 2005). Estudos recentes, no entanto, questionam a contribuicdo desse
mecanismo para conferir tolerancia a salinidade. Garcia-Sanchez et al. (2002) e Chartzoulakis
et al. (2002) concordam que a compartimentalizacdo de sais nas raizes pode prevenir os
efeitos do estresse salino apenas a niveis baixos de salinidade ou a exposicdo de curto tempo

aos sais.

Em muitas arvores frutiferas, a influéncia negativa dos sais deve-se, principalmente,
ao acumulo do ion cloreto nas folhas. Portanto, gendtipos com tolerancia a salinidade
deveriam controlar o transporte desse ion para as folhas, acumulando-os nas raizes
(PARANYCHIANAKIS & CHARTZOULAKIS, 2005). No caso das gramineas, o controle
do transporte de Na' para a parte aérea ¢ fundamental (TESTER & DAVENPORT, 2003).
Glicofitas perenes, cujas folhas permanecem por um periodo de tempo maior do que o de
plantas anuais, devem possuir também uma maior capacidade para controlar a absorcdo de
ions toxicos como ocorre nas halofitas. Tester & Davenport (2003) indicaram que esse
mecanismo ¢ controlado pelas células do parénquima do xilema radicular com propriedades

de transporte diferentes.



2.3. O cajueiro

2.3.1. Origem e aspectos botanicos

O cajueiro (Anacardium occidentale 1..) ¢ uma arvore frutifera originaria do Brasil,
pertencente a familia Anacardiaceae. Esta familia é composta por arvores e arbustos de
regides tropicais e subtropicais que apresentam ramos sempre providos de canais resiniferos
com folhas alternadas, coridceas e sem estipulas (LIMA, 1988). Dentro da familia
Anacardiaceae estio incluidos mais de 60 géneros e 400 espécies (BAILEY, 1964), algumas
delas importantes do ponto de vista econdmico por serem produtoras de frutos, madeira de lei
e tanino (LIMA, 1988; FERRAO, 1995). As primeiras classificagdes baseadas nos critérios da
taxonomia classica catalogaram 20 espécies dentro do género Anacardium, entretanto,
Mitchell e Mori (1987), utilizando a taxonomia numérica, reduziram a dez esse numero de
espécies, todas de ocorréncia no Brasil, reforcando a hipotese sobre a origem brasileira do

cajueiro.

A. occidentale L. é a espécie de maior dispersio no mundo, distribuindo-se em
diferentes ecossistemas, especialmente nas zonas costeiras, compondo a vegetagdo de praias,
dunas e restingas (CRISOSTOMO et al., 2001). O cajueiro € a unica espécie desse género que

¢ domesticada e cultivada em escala comercial (LIMA, 1988).

A arvore de cajueiro pode ter uma altura de 10 a 15 m e copa muito desenvolvida; o
caule, em geral, ¢ curto, grosso, tortuoso e ramificado logo acima do nivel do terreno
(FERRAO, 1995). As flores sdo pequenas; palidas, avermelhadas ou ptrpuras, com corola e
calice normalmente pentameros, dispostas em amplas paniculas terminais, com flores
masculinas (estaminadas) e hermafroditas (LIMA, 1988; FERRAO, 1995). O fruto do

cajueiro ¢ a castanha, um aquénio reniforme pendente do pedunculo floral hipertrofiado



(pseudofruto), o qual se mostra carnoso e suculento, geralmente de excelente qualidade
gustativa e alto valor nutritivo. A castanha compde-se de pericarpo (casca) e da améndoa, de
formato rinoide, constituida do tegumento e do embrido, o qual possui dois cotilédones

brancos, carnosos ¢ oleosos, sendo de alto valor energético (LIMA, 1988).

A maior biodiversidade do cajueiro encontra-se no Nordeste Brasileiro e parte desta
diversidade estd sendo conservada na colecdo de germoplasma da EMBRAPA Agroindustria
Tropical, no campo experimental de Pacajus, no Estado do Ceard. Dentre as variedades
existentes, o tipo comum, também conhecido como gigante, por seu alto porte e expansao de
copa que pode atingir os 20 m, ¢ o mais difundido (CRISOSTOMO et al., 2001). O tipo ando,
caracterizado pelo porte baixo, apresenta precocidade etaria e elevada produtividade,
iniciando o florescimento entre 6 a 18 meses. Botanicamente, ainda nio possui uma
classificagdo definida, pois tanto ¢ citado como Anacardium occidentale var. nanum
(BRAGA, 1976), como Anacardium nanum (PEIXOTO, 1960), ou simplesmente como um
ecotipo ou forma botanica do cajueiro tipo comum (BARROS et al, 1993). Algumas
caracteristicas morfoldgicas como a cor, o formato e a consisténcia do pedunculo, dentre
outras, tém sido utilizadas para caracterizar varietalmente o cajueiro (FERRAO, 1995).
Porém, o elevado grau de polinizagdo cruzada existente nessa espécie, dificulta a manutencio
das caracteristicas das variedades que conduz a geragdo de individuos com alto grau de

heterozigose (LIMA, 1988).

2.3.2. Importancia econdomica

No Nordeste, a agroindustria do caju ¢ uma das principais atividades econdmicas,
participando decisivamente na geragdo de emprego e renda e respondendo por centenas de

milhares de postos de trabalho em toda a regido. Segundo dados do Instituto Brasileiro de



Geografia e Estatistica — IBGE, durante o periodo 2000-2004, a produgdo (em toneladas) de
castanha de caju na regido Nordeste do Brasil, mostrou um aumento de 43%, sendo o Estado
do Ceard responsavel por mais de 60% da producdo nos anos de 2002 e 2003. Com base
também nos ultimos dados do IBGE, o Estado do Ceara possui a maior area de cajueirais com
aproximadamente 366,1 mil hectares que representam 53,9% da érea total da regido Nordeste
dedicada a cultura do cajueiro. No entanto, no ano 2004, o IBGE registrou uma queda de 25%
na produgdo de castanha de caju no Estado do Ceara. Nesse ano, o Estado do Ceara contribuiu

com 46% da produg¢do de castanha na regido Nordeste.

2.3.3. Relevancia dos porta-enxertos

Com a expansdo da cajucultura para outras regides do Brasil, hd uma necessidade
urgente na obtencdo de mudas, as quais podem ser obtidas tanto a partir de sementes
(propagacdo sexuada), como através de mudas enxertadas (propagacdo assexuada). Em
relag@o a este ultimo sistema de propagacdo, o papel do porta-enxerto ¢ de vital importancia
tanto pela sua influéncia direta na formagdo de pomares, como pelo efeito que possa resultar
do seu uso, em diferentes ambientes de cultivo (CAVALCANTE JUNIOR et al., 2003). A
importancia do enxerto e porta-enxerto no crescimento e produgdo tem promovido numerosas
investigacdes em outras arvores frutiferas (Citrus, Vitis, Oliva), a fim de selecionar pomares
uniformes e capazes de incrementar seus niveis de tolerdncia a diferentes tipos de estresse,
incluindo o estresse salino (RIVERO e al., 2003). Apesar da cajucultura ser praticada
intensivamente em dareas sujeitas a condi¢des de salinizacdo, déficit hidrico e alcalinizagdo
dos solos, sdo escassos os trabalhos sobre os efeitos desses fatores, na produtividade desta
cultura. A producdo comercial de mudas de cajueiro € obtida, quase que exclusivamente,
usando-se o clone CCP 06 como porta-enxerto (SILVA, 2004), para o qual had caréncia de

estudos sobre seu comportamento em diferentes ambientes, especialmente sob condi¢des de



estresse hidrico e salino. Portanto, ¢ de vital importancia para a sustentacdo da cajucultura o
desenvolvimento de novos materiais (enxerto e porta-enxertos) de cajueiro ando-precoce que

sejam capazes de crescer e produzir economicamente em ambientes salinos.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Experimento I: Respostas dos clones de cajueiro ando-precoce ao estresse salino

Este experimento teve por finalidade selecionar, dentre cinco clones de cajueiro ando-
precoce, dois com tolerancia diferenciada ao estresse salino, analisando-se o crescimento, as

trocas gasosas, as relagdes hidricas e o acumulo de solutos organicos e inorganicos.

3.1.1. Semeadura, condi¢des de cultivo e coleta das plantas

No experimento, foram utilizadas castanhas (sementes) dos clones CCP 06, CCP 09,
CCP 76, BRS 189 ¢ Embrapa 51 (E 51) de cajueiro ando-precoce (Anacardium occidentale
L.), fornecidas pela EMBRAPA-Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceara. As castanhas foram
devidamente tratadas com o fungicida metiltiofan (SIPCAM Agro S.A., Sdo Paulo) a 0,1%,
sendo em seguida semeadas em potes de plasticos de 5,5 L contendo vermiculita umedecida
com agua destilada (controle) ou com solucdes de NaCl, cujas condutividades elétricas (C.E.)
eram 8 e 16 dS.m™ (tratamentos salinos). A relagio vermiculita/agua ou solugio salina foi de
2:1 (v/v). As castanhas, em numero de nove, foram semeadas a uma profundidade de 3 cm,
em posicao vertical e com o ponto de insercdo do pedinculo na castanha voltado para acima.
Os potes, contendo as castanhas semeadas, foram pesados e mantidos em condi¢gdes de casa
de vegetagdo. Para repor a agua perdida por evapotranspiragao foram feitas adi¢des diarias de
agua destilada aos potes, de modo a manter o peso aferido inicialmente. Durante o periodo
experimental, as medidas de temperatura e de umidade relativa do ar no interior da casa de
vegetacdo foram registradas com um termohigrografo, sendo observados os valores médios de
28,4 + 0,9°C e 73,9 + 5,8%, respectivamente. Aos 28 dias apds a semeadura, as plantulas

foram coletadas e divididas em: raizes, caules + peciolos, folhas e cotilédones. A Figura 1



mostra a foto das plantulas de cajueiro ando-precoce do Experimento I, em casa de vegetagao,

no dia da coleta.

3.1.2. Medidas de crescimento

Por ocasido da coleta, foram determinadas a 4rea foliar (AF) utilizando-se um medidor
de area (LI-3100, Li-Cor, Inc. Lincoln, NE, USA), e os pesos das matérias frescas (MF) das
diversas partes coletadas das plantulas. A determina¢do da matéria seca (MS) foi feita pela
pesagem do material apOs trés dias de secagem em estufa a 60°C. Com essas medidas, foram
estimados os valores das relagdes: matéria fresca da parte aérea/matéria fresca das raizes

(MFPA/MFR) e matéria seca da parte aérea/matéria seca das raizes (MSPA/MSR).

3.1.3. Potencial osmético, teor de agua e suculéncia foliar

O potencial osmético (¥s) foi determinado nas quatro primeiras folhas completamente
expandidas e no terco externo final das raizes, sendo as determinagdes feitas com quatro
repeticdes, cada uma constituida por duas plantulas. Para isso, durante a coleta, o material
para medi¢cdo do ¥, foi congelado e armazenado a —25°C até sua posterior utilizacdo. Os
sucos extraidos, apos descongelamento das folhas e raizes, foram empregados nas
determinagdes de W5 e foram obtidos macerando-se, a temperatura ambiente, o material
vegetal em almofariz, seguido de prensagem do macerado (envolto numa tela de nailon) com

o émbolo de uma seringa descartdvel de 10 mL. O liquido obtido foi centrifugado a



Figura 1. Plantulas de cajueiro ando-precoce dos clones CCP 06, CCP 09, CCP 76, E 51 e

BRS 189 aos 28 dias ap6s a semeadura em casa de vegetagdo (Experimento I).



3.000 x g por 10 min, sendo o sobrenadante utilizado para a determina¢do do ¥, em um
microosmometro de pressdo de vapor (VAPRO 5520, Wescor, Logan Utah, USA), utilizando-

se uma aliquota de 10 uL.. Os valores de W foram expressos em MPa.

Os teores de agua (TA) foram determinados nas folhas e raizes, empregando-se a
formula: TA = [(MF — MS)/MS] x 100, conforme Barrs (1968), sendo expressos em

percentagens.

A suculéncia foliar (SF) foi determinada segundo Benincasa (1988), empregando-se a

formula: SF = (MFona - MStoima)/AF, sendo expressa em mg H,0.cm™.

3.1.4. Trocas gasosas

As medidas de fotossintese liquida, transpira¢do e condutdncia estomatica foram
realizadas aos 27 dias apds a semeadura, entre 10:00 e 12:00 h, e em condi¢des de
temperatura, radiagdo e umidade do ar ambientais. As medi¢des foram feitas nas primeiras
folhas totalmente expandidas das mesmas plantulas utilizadas para a determinacdo de ¥,
sendo empregado o analisador de gas no infravermelho (IRGA, mod. LCA-2, ADC,

Hoddesdon, UK), em sistema aberto, com fluxo de ar de 200 mL.min™".

3.1.5. Teores de ions

Os teores dos ions sodio, potéssio e cloreto foram determinados nas diferentes partes
coletadas das plantas. Os extratos foram preparados a partir da homogeneizacdo de 100 mg do
material seco em estufa, finamente triturado, com 10 mL de agua desionizada, durante 20
min, sob agitagdo constante. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 3.000 x g por 10

min, sendo o sobrenadante coletado e filtrado em papel de filtro (extrato). Os teores de sodio e



potassio no extrato foram determinados por fotometria de chama, segundo Malavolta et al.
(1989) e os de cloreto segundo o método de Gaines et al. (1984). Para isso, a 3 mL do extrato,
convenientemente diluido, foram adicionados 0,5 mL do reagente formado por Hg(SCN), a
13,2 mM, em metanol, e Fe(NO;); a 20,2%, na propor¢do de 4:1. Apds forte agitagdo e
repouso por 15 min, foram feitas leituras de absorbancia em 460 nm, utilizando-se NaCl
como padrdo. Cada repeti¢do para a determinacdo dos ions sddio e potassio constou de uma
unica leitura do extrato no fotdmetro de chama, enquanto que para o cloreto cada repeti¢do
constou da dosagem do extrato em duplicata. Os teores dos fons foram expressos em pmol.g™

MS.

3.1.6. Determinacio dos solutos organicos

Os solutos organicos (prolina, N-aminossoliveis e carboidratos soluveis) foram
determinados nos mesmos extratos radiculares que foram utilizados nas determinacdes de ‘¥,

conforme descrito no item 3.1.3.

3.1.6.1. Concentracio de prolina livre

A concentragdo de prolina livre foi determinada de acordo com Bates ef al. (1973). Em
uma aliquota de 1,0 mL do suco radicular, convenientemente diluido, foram adicionados 1,0
mL do reagente da ninhidrina 4cida (1,25 g de ninhidrina, dissolvida em 30 mL de acido
acético glacial, e 20 mL de acido fosforico a 6 M) e 1,0 mL de &cido acético glacial. Os tubos
de ensaio foram hermeticamente fechados e, apds homogeneizagdo da mistura de reagdo,
deixados 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 agitagdo vigorosa da solugdo, a fase superior menos densa (cromoforo +



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. A concentra¢do de prolina
foi estimada com base em uma curva padrao ajustada a partir de concentragdes crescentes de

prolina.

3.1.6.2. Concentracio de N-aminossoluveis

Os N-aminossoluveis foram determinados de acordo com o método de Yemm &
Cocking (1955). Em tubos de ensaios, foram adicionados 0,5 mL do suco radicular,
convenientemente diluido, 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 ninhidrina a 5%, em metilcelosolve a 100%. Em
seguida, os tubos foram fechados, agitados vigorosamente e colocados em banho-maria a
100°C por 20 min. A rea¢do foi interrompida abruptamente colocando-se os tubos em banho
de gelo e, apos resfriamento, foram adicionados 0,65 mL de etanol a 60%. A concentracdo de
N-aminosoluveis foi estimada através de leituras de absorbancia em 570 nm, com base em

uma curva padrao ajustada a partir de concentragdes crescentes de glicina.

3.1.6.3. Concentracio de carboidratos solaveis

Os carboidratos soluveis foram determinados de acordo com Dubois et al. (1956). Em
uma aliquota de 0,5 mL do suco radicular, convenientemente diluido, foram adicionados 0,5
mL de fenol a 5% e 2,5 mL de 4cido sulfirico concentrado. A mistura foi agitada
vigorosamente ¢ deixada em repouso para seu resfriamento. Em seguida, as amostras foram
submetidas a quantificacdo dos carboidratos soluveis por meio de leituras de absorbancia em

490 nm. A curva padrao de carboidratos foi obtida utilizando-se a D(+) glicose anidra.



A concentracdo dos solutos organicos foi expressa em milimolar (mM) e cada

repeticdo foi representada por uma amostra (extrato) dosada em duplicata.

3.1.7. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento do Experimento I foi o inteiramente casualizado, obedecendo a um
arranjo fatorial (5 x 3), correspondendo a cinco clones, dois tratamentos salinos a 8 e 16
dS.m™ de condutividade elétrica (C.E.), e um tratamento controle com agua destilada. O
experimento foi conduzido com quatro repeticdes e cada repeticdo constituiu-se de nove
plantulas, perfazendo um total de sessenta potes e 540 plantulas. Os resultados foram

analisados com base nas médias + o desvio padrao.

3.2. Experimento II: Efeitos da salinidade na atividade ATPasica e nos lipidios de

membrana plasmatica de dois genotipos de cajueiro ando-precoce

Neste experimento foram utilizados dois clones de cajueiro ando-precoce contrastantes
com relacdo a sua resposta a salinidade: CCP 06, sensivel e BRS 189, tolerante. Utilizando-se
vesiculas enriquecidas com membranas plasmaticas, isoladas de raizes de plantulas desses
dois clones, foram estudados os efeitos do estresse salino na atividade da H'-ATPase e na

composi¢do e peroxidacdo dos lipidios.

3.2.1. Isolamento de membrana plasmatica

O isolamento das vesiculas de membrana plasmatica foi realizado a partir de raizes de
plantulas de cajueiro ando-precoce com 28 dias apds a semeadura, sob condi¢des controle e de

estresse salino (NaCl a 8 dS.m™ de C.E.). Logo ap6s a coleta das plantulas, as raizes foram



separadas e imediatamente lavadas com agua destilada a 4°C. Em seguida, procedeu-se a
retirada das raizes laterais, as quais foram maceradas utilizando-se almofariz e pistilo em
meio de homogeneizagdo contendo sacarose a 250 mM, EGTA a 2 mM, MgSO4 a 2 mM,
ATP a 2 mM, glicerol a 10%, PMSF a 1 mM, DTT a 2 mM, BSA a 0,5%, PVP-40 a 3%, Kl a
250 mM, Tris-HCI, pH 8,0 a 75 mM. Foram utilizadas raizes laterais de 10 plantulas para
cada 20 mL de meio de homogeinizacdo. O homogenato foi filtrado em tela de nailon, sendo,
em seguida centrifugado a 10.000g, durante 15 min, a 4°C. O precipitado foi desprezado ¢ o
sobrenadante submetido a uma centrifugacdo a 32.000g, por 45 min, a 4°C. O precipitado,
fragdo microssomal, foi ressuspenso num meio contendo sacarose a 250 mM, glicerol a 10%,
DTT a I mM, BSA a 0,2%, KCl a 50 mM, Brij 58 a 0,05%, Tris-Mes, pH 7,5 a 10 mM. Em
seguida, essa fracdo foi sobreposta a um gradiente descontinuo, contendo solucdes de
sacarose a 42% e a 33%, preparadas em um meio composto por EDTA a 1 mM, EGTA a 1
mM, DTT a 2 mM, PMSF a 1 mM, KCl a 10 mM, Tris-Mes, pH 7,5 a 10 mM, sendo
submetida a ultracentrifugacdo a 80.000g durante 2 h. Ao final desse tempo, foi coletada a
banda formada na interface das duas solugdes de sacarose. Em seguida, a banda coletada foi
diluida em uma solucdo de DTT a 1 mM, EDTA a 1 mM, EGTA a 1 mM, PMSF a 1 mM,
KCI a 50 mM, Tris-Mes pH 7,5 a 10 mM, sendo concentrada por ultracentrifugagdo a 80.000
x g, durante 1 h. O precipitado formado (vesiculas membranares) foi ressuspenso numa
solugdo contendo sacarose a 250 mM, glicerol a 10%, DTT a 1 mM, KCI a 50 mM, Tris-Mes
pH 7,5 a 10 mM, sendo conservado em nitrogénio liquido até sua utiliza¢do nos ensaios de
atividade enzimatica. Devido as interferéncias por acuicares na determinagcdo de
malondialdeido (HODGES et al., 1999), para a estimativa da peroxidacdo de lipidios, a
sacarose foi omitida da solugdo de ressuspensdo das membranas. As preparacdes de vesiculas
de membrana plasmatica foram armazenadas em nitrogénio liquido, até sua utilizagdo nos

ensaios de atividade enzimatica, ou no freezer a -20°C para as demais analises bioquimicas.



3.2.2. Atividade H'-ATPisica de membrana plasmatica

A atividade de hidrdlise enzimdtica do ATP pelas membranas plasmaticas, oriundas de
plantulas cultivadas sob condi¢des controle e de estresse salino, foi avaliada pela liberagdo de
fosfato inorganico (Pi) segundo método proposto por Fiske & Subbarow (1925), com as
modificagdes propostas por Yan et al. (1998). Para isso, 1 a 3 ug de proteina de membrana
foram pré-incubadas, durante 5 min a 30°C, em um meio contendo MgSO4 a5 mM, KCl a 50
mM, (NH4)sMo07024 a 0,1 mM, Brij 58 a 0,05% (p/v), Mes-Tris (pH 6,5) a 30 mM. O volume
final da reacdo foi de 0,5 mL A reag¢do enzimatica foi iniciada pela adi¢do de ATP a uma
concentracdo final de 5 mM e procedeu durante 30 min a 30°C. A reacdo enzimatica foi
parada pela adicdo, em cada tubo, de 1 mL da solucdo de Fiske (SDS a 0,5% w/v,
(NH4)6M070,4.4 H,O a 0,52% w/v, H,SO4 a 2,4% v/v), seguido da adi¢do imediata de 50 pL
de acido ascorbico a 10%, sendo os tubos mantidos a temperatura ambiente durante 10 min.
Transcorrido esse tempo, foram adicionados 1,45 mL da solucdo arsenito-citrato (citrato de
sodio a 2% w/v, arsenito de sddio a 2% w/v, acido acético glacial a 2% w/v), sendo os tubos
incubados a temperatura ambiente durante 30 min. As leituras para a determina¢do de fosfato
inorganico livre foram realizadas a 820 nm. De posse das leituras espectrofotométricas, o
fosfato inorganico produzido foi expresso em pmol, calculado a partir de uma curva de

calibracdo utilizando-se como padrdo o acido fosforico.

Tendo em vista uma possivel contamina¢do da preparagdo acima por fosfatases acidas
ou vesiculas de membrana mitocondrial e para se ter a atividade de hidrolise do ATP somente
devida a H'-ATPase de membrana plasmatica, foram utilizados nos ensaios inibidores
especificos dessas enzimas. Para excluir a possibilidade da hidrolise do ATP ser devida a
presenga de fosfatases acidas nas preparagdes de membrana, os ensaios foram feitos em
presenca de molibdato a 1,0 mM (YAN et al., 1998). A azida sddica a 1,0 mM foi empregada

como inibidor da H'-ATPase mitocondrial e ortovanadato de sodio a 0,1 mM como inibidor



da H'-ATPase de membrana plasmatica, segundo proposto por Yan et al. (1998). Todos os
ensaios de atividade ATPésica foram feitos em presenga de molibdato e azida sodica, bem
como em presenca desses dois inibidores mais ortovanadato. A atividade da H'-ATPase foi
estimada pela diferenca entre os dois valores de atividades obtidos, sendo a atividade
especifica expressa em pmol Pi.mg™' Prot.min”'. Nos ensaios de atividade enzimatica, cada

repeticdo constou da dosagem em duplicata de cada preparagdo membranar.

3.2.3. Peroxidacio dos lipidios de membrana

A peroxidagdo dos lipidios de membrana plasmadtica foi determinada de acordo com o
método proposto por Buege & Aust (1978). Para isto, preparacdes enriquecidas de membrana
contendo 20 pg de proteinas de membrana foram ressuspensas em um volume final de 100 uL.
de uma solugdo contendo glicerol a 10%, DTT a 1 mM, KCl a 50 mM, Tris-Mes (pH 7,5) a 10
mM, seguido da adi¢do de 1 mL de uma solugdo contendo 4cido tiobarbitirico (TBA) a 0,5%
e acido tricloroacético (TCA) a 20%. A mistura foi incubada em banho-maria fervente
durante 30 min e, em seguida, os tubos de reacdo foram colocados em banho de gelo por 5
min e centrifugados a 3.000 x g durante 5 min. O sobrenadante foi coletado com uma pipeta
Pasteur, sendo sua absorbancia determinada a 535 nm. A concentracdo de malondialdeido
(MDA) das amostras foi calculada usando-se o coeficiente de extingdo molar de 1,56 x 10
M".cm™ e expressa em pmol de MDA.mg" Prot. Cada repetigdo constou da dosagem em

triplicata de cada preparacdo membranar.



3.2.4. Analise dos lipidios de membrana

3.2.4.1. Extracio dos lipidios de membrana

Os lipidios totais das preparagdes enriquecidas de membrana plasmatica foram
extraidos de acordo com o método de Bligh & Dyer (1959). Para isto, preparacdes de
membranas contendo 100 a 200 pg de proteinas foram incubadas com 500 pL de isopropanol
em banho-maria fervente, durante 1 min, a fim de inibir as lipases enddgenas. Em seguida,
foram adicionados 2 mL da mistura metanol/cloroféormio (1:1 v/v) e 1 mL de NaCl a 0,88%,
sendo a suspensdo obtida agitada em vortex e a extracdo realizada durante 10 min. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por 5 min e deixadas em repouso. A fase
inferior (cloroférmica) contendo o material lipossolivel foi coletada com uma pipeta Pasteur.
Uma segunda extracdo foi feita, desta vez com 1 mL de cloroférmio, em procedimento
idéntico ao descrito anteriormente. Essa ultima fracdo lipidica obtida foi transferida para os
mesmo tubos que armazenavam os lipidios da primeira extra¢do. O cloroférmio da fracdo
lipidica foi evaporado com nitrogénio gasoso e o material obtido foi ressuspenso em um
volume de 400 pL de cloroférmio e armazenado a -20°C até sua utilizagdo nas cromatografias

de camada delgada.

3.2.4.2. Cromatografia de camada delgada

Os fosfolipidios totais das fragdes enriquecidas de membranas plasmaticas foram
separados e identificados por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se placas
de Silica Gel 60 (Merck, Darmstadt) de dimensdes de 20 cm x 20 ¢cm x 0,25 mm. Antes das
cromatografias, as placas foram deixadas em estufa a 50°C durante uma noite para ativagio.

Para separacdo cromatografica das diferentes subclasses de fosfolipidios, utilizou-se como



eluente o solvente formado pela mistura de cloroférmio, acetona, metanol, acido acético e
dgua destilada, na proporcdo de 50:20:10:10:5 (v/v), respectivamente, segundo Lepage
(1967). Vinte e quatro horas antes da cromatografia, o solvente de elui¢do (95 mL) foi
colocado em uma cuba de vidro (25,5 cm x 25,5 cm x 7,5 cm) hermeticamente fechada, para

saturacdo da atmosfera.

Nas cromatografias foram utilizadas amostras combinadas das fragdes membranares
obtidas das trés repeti¢des (nove plantas por cada repeticdo) em que o Experimento II foi
conduzido. Essas amostras (aprox. 200 puL) foram aplicadas sobre uma linha desenhada a um
centimetro da extremidade inferior da placa. Apos a migracdo da amostra, a placa foi retirada
da cuba, secada em capela até completa evaporacdo do solvente e revelada com primulina
para visualizacdo dos lipidios no escuro, sob luz ultravioleta (UV). A identificacdo dos
fosfolipidios foi feita por comparagdo com padrdes apropriados aplicados na placa durante a
cromatografia. Uma vez identificado cada fosfolipidio, as bandas foram circuladas
cuidadosamente com lapis e, entdo, a placa foi desenhada. Em seguida, em cada banda
correspondente a um fosfolipidio, a silica gel foi raspada e depositada em um tubo de ensaio
para extracdo e posterior determinacdo quantitativa do fosfolipidio. A extracdo foi feita de
forma idéntica ao descrito no item 3.2.4.1, sendo as amostras dos fosfolipidios, no final,

obtidas apos evaporacdo do cloroférmio com nitrogénio gasoso.

3.2.4.3. Quantifica¢io dos fosfolipidios

Para quantificagdo dos fosfolipidios obtidos por CCD, as amostras foram
primeiramente submetidas a uma digestdo com acido perclorico, segundo o método de
Dittmer & Wells (1969). Cada amostra foi tratada com 0,8 mL de 4cido perclorico a 71% e

deixada em um digestor. A temperatura do digestor foi elevada gradualmente até 200°C e



permaneceu nessa temperatura até a solugdo tornar-se transparente, sendo o tempo total no
digestor de aproximadamente 90 min. A quantificacdo dos fosfolipidios foi realizada através
da dosagem do fésforo liberado na forma inorgéanica segundo o método de Fiske & Subarrow
(1925). O teor de cada fosfolipidio foi expresso em pg. pg” Prot., usando-se como padrio a
fosfatidiletanolamina (PE). Os resultados foram expressos em percentagem do total. Cada

repeticdo constou da dosagem em duplicata de cada fosfolipidio retirado da placa de silica gel.

3.2.4.4. Esterois totais de membrana

Para a analise dos esterois totais, foram utilizadas amostras combinadas das fracdes
membranares obtidas das trés repeticdes em que o Experimento II foi conduzido. Os lipidios
totais extraidos dessas amostras foram primeiramente separados por CCD, em procedimento
idéntico ao descrito anteriormente, exceto com relagdo ao solvente, o qual tinha a seguinte
composi¢do: hexano, éter etilico e 4cido acético, na propor¢do de 80:20:1,5 (v/v),
respectivamente, segundo Zwiazek & Blake (1990). Para a revelagdo da placa, foi empregada
uma solu¢do de primulina, sendo esta aplicada apenas no padrdo de colesterol, o qual correu
junto com as amostras e foi visualizado no escuro, sob lampada UV. As amostras a serem
identificadas ndo foram borrifadas com esta solu¢cdo devido ao fato da primulina interferir
com o método de quantificagdo dos esterdis. A regido na placa correspondente aos esterdis
totais presentes nas fragdes de lipidios de membrana plasmatica foi determinada levando-se
em conta a distdncia de migragdo do padrdo e a faixa de aplicacdo da amostra. Em seguida,
essa regido foi cuidadosamente circulada com lapis e a silica raspada e depositada em tubos

de ensaio para posterior quantificacéo.

A quantificagdo dos esterdis na silica foi realizada segundo o método descrito por

Skipski & Barclay (1969). Em cada amostra foram adicionados 1,5 mL da solugdo gel de



K,Cr,07 a 0,2% dissolvida em H,SO4 concentrado, sendo os tubos agitados até a silica formar
uma suspensdo fina. Em seguida, os tubos foram aquecidos em banho-maria fervente por 45
min. Apos este tempo, os tubos foram esfriados em banho de gelo e em seguida, centrifugados
a 3.000g por 15 min. No sobrenadante, convenientemente diluido, foram feitas as leituras de
absorbancia a 350 nm, sendo a concentragdo total dos esterdis calculada a partir de uma curva
padrdo com concentragdes crescentes de colesterol. Uma area de silica (spot) equivalente
aquela, na qual ndo foram aplicadas as amostras lipidicas, foi também raspada e utilizada
como branco. Os teores de esterdis totais foram expressos em pg.ug” Prot. Cada repetigdo

constou da dosagem em duplicata dos esterois presentes no spot retirado da placa de silica.

3.2.5. Determinacio de proteina na fracio membranar

A determinagdo de proteina foi realizada através do método proposto por Bradford
(1976). Para isso, a 0,1 mL da fragdo membranar, convenientemente diluida, adicionou-se 1,0
mL do reagente do coomassie, o qual foi preparado dissolvendo-se 100 mg de coomassie
brilliant blue G-250 (Sigma Chemical Company) em 50 mL de alcool etilico a 95%,
seguindo-se da adi¢cdo de 100 mL de acido fosforico a 85%, sendo o volume final completado
para 1000 mL com agua destilada. Apos 10 min da adicdo desse reagente a amostra foram
efetuadas as leituras de absorbancia a 595 nm, usando-se como branco a mistura de 0,1 mL do
meio de ressuspensdo das membranas com 1 mL do reagente do coomassie. Como padrio foi
utilizada a albumina de soro bovino. Cada repeti¢do correspondeu a dosagem em triplicata de

cada preparagdo de fragdo membranar.



3.2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento do Experimento II foi o inteiramente casualizado, obedecendo a um
arranjo fatorial (2 x 2), correspondendo a dois clones, um tratamento salino (NaCl a 8 dS.m™
de C.E.) e um tratamento controle com 4agua destilada (0 dS.m™). Cada tratamento foi
realizado com trés repeti¢cdes, sendo cada repeti¢do constituida por dois potes contendo cada
um nove plantulas, perfazendo um total de 24 potes e 216 plantulas. Para a andlise da
atividade da H'-ATPase e peroxidacio de lipidios de membrana plasmatica foram realizados

10 experimentos, e os resultados foram expressados com base nas médias + o desvio padrio.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise de crescimento
4.1.1. Crescimento foliar

As medidas de matéria fresca (MFF), matéria seca (MSF) ¢ area (AF) foliares dos
cinco clones de cajueiro ando-precoce sdo mostradas na Figura 2. Na dose de NaCl
correspondente a uma condutividade elétrica (C.E.) de 8 dS.m™, os clones CCP 06, CCP 76 ¢
Embrapa 51 (E 51) tiveram maiores redugdes nesses pardmetros que os clones CCP 09 e BRS
189. O CCP 06 foi o clone mais afetado, com redugdes de 22,7, 25,6 e 32,0% nas medidas de
AF, MFF e MSF, respectivamente, em relagdo as plantas controles. Por outro lado, nessa
mesma dose de sal (8 dS.m™), o clone BRS 189 foi o que apresentou menores reducdes nos
valores de AF (16,8%), MFF (19,0%) e MSF (20,0%), juntamente com o clone CCP 09 que
apresentou uma reducgdo percentual média de 19% nos pardmetros de crescimento avaliados.
Quando as plantas foram submetidas a uma C.E. de 16 dS.m™, os clones CCP 06 ¢ CCP 76
foram os que apresentaram maiores redugdes, sendo o clone CCP 06 o mais afetado, com
reducdes na AF, MFF e MSF de 47,1, 49,3 e 55,0%, respectivamente, em relacdo as plantas
controle (Figura 2). Os clones CCP 09, E 51 e BRS 189 tiveram também reducdes
significativas nos parametros de crescimento foliar, com valores compreendidos entre 40 e

45%, quando comparados ao controle.

Carneiro ef al. (2002) mostraram que a area foliar de plantas de cajueiro ando-precoce
era afetada negativamente pela salinidade mesmo em baixas concentracdes de sais presentes
na agua de irrigag¢do. Esses autores observaram que o clone E 51 foi o que apresentou maior

redugdo nesse pardmetro, embora deva ser ressaltado que as condi¢des experimentais foram
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diferentes das utilizadas aqui. Muitas outras plantas lenhosas frutiferas mostraram redugdes
no crescimento foliar quando submetidas a estresse salino (CHARTZOULAKIS et al., 2002;
GEBAUER et al., 2004). O declinio na area foliar ¢ uma das respostas iniciais das glicofitas
quando expostas ao estresse salino (MUNNS & TERMAAT, 1986). Foi observado, em
Raphanus sativus, que 80% da reducdo da massa seca da planta era, provavelmente, resultado
do efeito negativo da salinidade sobre o crescimento da folha, reduzindo a area superficial
disponivel para incidéncia da energia luminosa utilizada no processo de fotossintese

(MARCELIS & Van HOOIJDONK, 1999).

De acordo com Neumann (1997), a redug¢do no crescimento foliar causada pelos
estresses hidrico e salino pode representar uma resposta adaptativa das plantas que crescem
naturalmente em regides semi-aridas do globo. Nesse caso, a redu¢do no crescimento foliar
limita a taxa do fluxo transpiratdrio, levando a um uso mais eficiente da pouca quantidade de
agua disponivel no solo, reduzindo a absor¢do de ions e prolongando a sobrevivéncia da
planta durante os meses secos. Contudo, em culturas crescendo sob condi¢des de irrigagdo, a
pouca produgdo de tecido foliar novo causa um acumulo excessivo de ions nas folhas velhas
desencadeando os processos de senescéncia e de necrose foliares, que influenciam e alteram o
processo fotossintético, reduzindo a quantidade de fotoassimilados importantes para o

crescimento vegetal (MUNNS, 1993).

4.1.2. Crescimentos da parte aérea e das raizes

Os valores das matérias frescas da parte aérea (MFPA) e das raizes (MFR), bem como
das matérias secas da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR) dos cinco clones de cajueiro

ando-precoce sdo apresentados na Figura 3. Em relagdo a MFPA, o clone BRS 189 foi o
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menos afetado pela salinidade, com redugdes médias, em relagdo ao controle, de 12,3 ¢ 32,8%
nos tratamentos com 8 ¢ 16 dS.m™ de C.E., respectivamente, enquanto o clone CCP 06 foi o
mais afetado, apresentando redugdes de 22,5 e 44,0% nos tratamentos de 8 e 16 dS.m’l,
respectivamente (Figura 3). Essa mesma tendéncia foi observada em relagdo a MSPA, tendo o
clone CCP 06 apresentado redugdes médias, em relagcdo as plantas controle, de 27,4 e 42,7%
nos tratamentos de 8 ¢ 16 dS.m™, respectivamente, enquanto o clone BRS 189 apresentou,
nesses mesmos tratamentos, redu¢des médias de apenas 12,8 e 33,3%, respectivamente.
Embora tenha havido uma tendéncia de queda, em relagdo ao controle, as diferengas
observadas nos valores de MFR ¢ MSR das plantulas sob salinidade a 8 dS.m™, ndo foram
significativas (Figura 3). No tratamento a 16 dS.m™, os clones BRS 189 ¢ CCP 76 nio
apresentaram diferencas significativas, em relagdo ao controle, nos valores de MSR. Quando
se analisou a MSR, observou-se que os clones CCP 06 e E 51 foram os mais afetados pela
salinidade, com redugdes de aproximadamente 27% no tratamento a 16 dS.m™. As maiores
reducdes na MFR foram observadas nos clones CCP 06, CCP 09 ¢ E 51, com uma redugao

média de 25%, em relacdo ao controle (Figura 3).

Outros autores também observaram reducdo no crescimento de plantulas de cajueiro
ando-precoce sob condicdes de salinidade (VIEGAS et al., 2001; CARNEIRO et al., 2002).
Essa redu¢do no crescimento vegetativo pela exposi¢do a salinidade € uma caracteristica das
glicofitas e haldfitas, porém as primeiras sdo afetadas mesmo a niveis relativamente baixos de
salinidade (FLOWERS et al., 1977, GREENWAY & MUNNS, 1980) Os efeitos negativos da
salinidade sobre o crescimento das plantas estdo associados a sua interferéncia nos processos
de assimilacdo liquida por unidade de area foliar, de translocacdo de carboidratos para tecidos
drenos e no desvio de fontes de energia para outros processos, tais como: ajustamento

osmotico, sintese de solutos compativeis, reparo de danos causados pela salinidade e



manutencdo  dos  processos  metabolicos  basicos (PARANYCHIANAKIS &

CHARTZOULAKIS, 2005).

As relagdes entre matéria fresca da parte aérea e das raizes (MFPA/MFR) e matéria
seca da parte aérea e das raizes (MSPA/MSR) para os cinco clones sdo mostradas na Figura 4.
Na dose de 8 dS.m™, essas relagdes foram reduzidas significativamente apenas no clone CCP
76, embora na dose de 16 dS.m™, com excecdo do BRS 189, todos os clones tenham
apresentado redugdes significativas nessas relacdes. Essas redugdes evidenciam que o
crescimento da parte aérea foi mais afetado pela salinidade do que o crescimento do sistema
radicular. De acordo com Munns (2002), apesar das raizes estarem diretamente expostas ao
agente responsavel pelo estresse, elas sdo menos vulneraveis aos sais do que a parte aérea. A
maior reducdo do crescimento da parte aérea em relacdo as raizes tem sido observada também
em outras espécies frutiferas, sugerindo que elas se adaptam melhor as condigdes de
salinidade, provavelmente, devido ao ajustamento osmoético mais rapido deste orgio
(TATTINI et al., 1995; HSIAO & XU, 2000; CHARTZOULAKIS et al., 2002). Esta menor
redug¢do do crescimento das raizes pode resultar na ampliagdo da area de absor¢do de
nutrientes e agua do solo, de forma a minimizar os efeitos prejudiciais do sal (FERREIRA e¢

al., 2001).

Os cotilédones das plantulas de cajueiro ando-precoce sob estresse salino,
apresentaram-se com valores de matérias fresca e seca maiores que aqueles do controle,
evidenciando o efeito negativo da salinidade na mobilizagdo das reservas da semente (Figura
5). No tratamento a 16 dS.m™, os clones CCP 09 ¢ E 51 apresentaram cotilédones com médias
de matérias frescas 45,1% e 118% maiores do que aquelas dos respectivos controles. Nesse
mesmo nivel de sal, na maioria dos clones estudados, as redugdes das matérias secas foram

semelhantes (em média 63%), com excecdo do clone E 51,0 qual apresentou matéria seca
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83% maior do que a do controle. Como observado por Almeida (2003) e Abreu (2004), tais
resultados sugerem que o estresse salino inibiu a mobilizagdo das substancias de reserva dos
cotilédones para as outras partes da planta, constituindo-se, entdo, em um fator causal da

redu¢do do crescimento das plantas.

Apesar de terem sido pequenas as diferencgas dos efeitos da salinidade no crescimento
dos cinco clones de cajueiro ando-precoce estudados, os clones CCP 06 ¢ BRS 189 foram os
que se apresentaram, respectivamente, como o mais sensivel e o mais tolerante ao estresse
salino. A Figura 6 ilustra a maior tolerancia a salinidade do clone BRS 189 em relagdo ao

CCP 06.

4.2. Trocas gasosas

A salinidade teve um efeito negativo sobre a fotossintese liquida, condutancia
estomatica e transpirag@o dos cinco clones de cajueiro ando-precoce estudados (Figura 7). O
clone CCP 06, quando submetido ao tratamento salino a 8 dS.m™, foi o que teve a taxa
fotossintética mais afetada, mostrando uma redugdo de aproximadamente 60%, em relagdo as
plantas do tratamento controle. O clone menos afetado, nesse mesmo nivel de salinidade, foi o
BRS 189 que teve sua fotossintese liquida reduzida, em relagdo ao controle, em apenas
26,7%. Este resultado, juntamente com a menor reducdo em area foliar pode explicar o fato
do clone BRS 189 ter apresentado a menor redug@o no crescimento quando submetido a
salinidade (Figura 2). Os clones CCP 09, CCP 76 e E 51 tiveram redugdes na fotossintese
liquida de 37,6, 35,1 e 40,0%, respectivamente. No tratamento salino a 16 dS.m™, todos os
clones tiveram forte redugdo na fotossintese liquida, sendo o clone E 51 o mais afetado com

uma redugdo de 88% em relagdo as plantulas controle, seguido do clone CCP 06 com uma



Figura 6. Plantulas dos clones CCP 06 e BRS 189 de cajueiro ando-precoce com 28 dias apos
a semeadura, sob condi¢des controle (dgua destilada) e de estresse salino (NaCl) a 8 e 16

dS.m™ de condutividade elétrica.



I [+
7,5 T I 1035 .S
—_ I ‘E
L - ° | -
g "o 60 I Tt g I 028 S7,
£° =
‘Zz E 45 1021 ¢ E
7] . k4 > ]
S e D =
~—
(=] =
= is,o» + 10,14 & £
~ % ~
15t 1007 §
o
0,0 0,00
75t T 11,0
- T T T
S 7 ™ T T
S 260 N .-m Tl - 0,8
R v
= B I | | @]
2 S 45 06 —
= =] G
E Esp! + 10,4
= E >
N’
1,5 + 10,2
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0
CCP06 CCP09 CCP76 E51 BRS189 CCP06 CCP09 CCP76 E51 BRS189
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redugdo de 72% e dos clones CCP 09, CCP 76 e BRS 189 com uma redugdo percentual
média, de cerca de 60%. A reducdo mais severa no crescimento sob condicdes de
estresse salino do clone CCP 06 foi consistente com o fato do mesmo ter apresentado também
a maior redugio na taxa fotossintética a 8 dS.m” e a segunda maior a 16 dS.m’,

confirmando ser o mais sensivel dos clones estudados.

A condutancia estomatica foi outro parametro afetado negativamente pela salinidade
nas plantulas de cajueiro ando-precoce (Figura 7). E interessante ressaltar que, em condigdes
controle, observou-se uma maior condutancia estomatica nas plantulas do clone BRS 189, em
relag@o a dos outros clones, com um valor superior em aproximadamente 30%. Excetuando-se
o clone CCP 76, que ndo teve uma redugdo significativa na condutincia estomatica, os demais
apresentaram reducdes de aproximadamente 30% quando submetidos ao tratamento salino a 8
dS.m™. No nivel mais alto de sal testado, o fechamento estomatico foi maior no clone BRS
189, com uma redug¢do de 53% na condutidncia estomatica sendo, nos outros clones,
observadas redu¢des menores do que 50% em relacdo ao controle. Embora o estresse salino
tenha afetado significativamente a condutincia estomatica, ndo ocorreu um fechamento

completo dos estdmatos, mesmo na dose mais elevada de sal (16 dS.m™).

Os clones que diminuiram o fluxo transpiratério de forma significativa, quando
submetidos a salinidade a 8 dS.m™, foram CCP 06 ¢ E 51, com reducdes de 12,9 e 16,8%,
respectivamente (Figura 7). Quando as plantulas foram tratadas com o maior nivel de sal,
observou-se que o clone CCP 06 teve uma redugdo aproximada de 29,4%, sendo o mais
afetado pela salinidade de todos os clones estudados. Nesse mesmo tratamento, a menor
reducdo foi observada no clone BRS 189, que foi de 16,8%, em relacdo as plantulas controle.
De acordo com Oertli (1968) e Greenway & Munns (1980), a redug@o na transpiragdo pode
resultar em um incremento na concentracdo de ions no apoplasto, promovendo a saida de agua

do simplasto e acarretando desidratacdo e morte celulares. Chen et al. (2002) observaram que,



arvores de Populus euphratica com maior tolerancia a salinidade do que outras espécies desse
género, caracterizavam-se por manter uma taxa de transpiragdo pouco afetada, sob condi¢des
de estresse salino, e evitavam o aumento na concentracdo de ions no apoplasto através de um

controle eficiente na restricdo de seu transporte das raizes para a parte aérea.

A relagdo entre as concentragdes interna e externa de CO, (Ci/Ce) foi pouco afetada
pela salinidade nos clones analisados (Figura 7). Os resultados apresentados mostram que as
redugdes na condutincia estomatica e na fotossintese liquida ndo foram acompanhadas de
redugdes nas concentracdes internas de CO, nas folhas. De acordo com Kozlowski (1997),
isso sugere que fatores nio associados aos estdomatos estariam envolvidos com a redugdo na
taxa fotossintética. Pezeshki (1988), citado por Kozlowski (1997), descreveu uma situagao
similar na arvore Taxodium distichum em que a causa primdria na reducdo das respostas
fotossintéticas ao estresse salino, deveu-se ao elevado acumulo de ions nas folhas,
provocando danos no sistema fotorreceptor e nas enzimas que participam do processo
fotossintético. Analisando as trocas gasosas em combinagdes de enxerto/porta-enxerto em
plantas de Prunus, Massai et al. (2004) mostraram que a relagcdo entre as pressdes parciais
interna e externa de CO, aumentou em fun¢do da concentracdo e do tempo de exposi¢do aos
sais, sendo as reagdes bioquimicas da fotossintese limitadas pelo excessivo nivel de sais nas
folhas. Brugnoli & Lauteri (1991) descreveram esse mesmo fenomeno em plantas de
Phaseolus vulgaris e consideraram que tal interpretagdo pode ser incorreta, indicando que a
estimativa da concentragdo interna de CO, pode ser superestimada como conseqiiéncia da
heterogeneidade na abertura estomatica das plantas cultivadas sob condi¢des de estresse
salino. De forma contraria, em outras arvores frutiferas submetidas a estresse salino foram
observadas redug¢des na assimilacdo liquida de CO, provocadas apenas por limitagdes na
difusdo do CO; através dos poros estomaticos (LLOYD et al. 1990; BANULUS & PRIMO-

MILLO, 1992). Paranychianakis & Chartzoulakis (2005), apontaram que a redugdo na



fotossintese pode ser provocada por mudangas na anatomia foliar induzidas pelos estresses
hidrico e salino que aumentam a resisténcia das células do mesofilo a difusdo de CO,,
limitando sua fixacdo nos cloroplastos. Muitas enzimas que participam do metabolismo do
carbono sdo sensiveis a toxicidade gerada pelo acimulo dos fons Na' e CI nas folhas, e as
mudancas na estrutura citoplasmatica provocadas pelo estresse salino (PARIDA & DAS,

2005).

4.3. Relacdes hidricas e potencial osmotico
4.3.1. Teor de agua e suculéncia foliar

Na Figura 8 sdo apresentados os valores do teor de agua nas folhas e raizes e os de
suculéncia foliar dos cinco clones de cajueiro ando-precoce. Como pode ser observado, os
tratamentos salinos ndo afetaram significativamente o teor de agua, expresso com base na
matéria seca, das folhas e raizes quando comparados com aquele das plantulas controle. No
entanto, os clones analisados mostraram diferengas quanto aos teores de agua tanto nas folhas
como nas raizes, tendo os clones CCP 06, CCP 09 e CCP 76 apresentado valores maiores do
que aqueles do BRS 189 ¢ E 51. E conveniente ressaltar que, quando os valores dos teores de
dgua foram expressos em funcdo da matéria fresca, ndo foram observadas diferencas em
relagdo ao controle entre o conteido de agua nas folhas e raizes e nem entre os clones
estudados (dados ndo apresentados). Viégas et al. (2001) determinaram os teores de dgua em
funcdo da matéria fresca, em folhas, caules e raizes de plantulas de cajueiro ando-precoce
submetidas a estresse salino (50 e 100 mol. m™) ¢ observaram que os valores ndo diferiram
estatisticamente em relagio aqueles das plantas controle. E possivel, portanto, que as plantas

de cajueiro ando-precoce desenvolvam um mecanismo de ajustamento osmético efetivo para
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regular sua homeostase hidrica a valores similares aqueles observados nas plantas controle,

através da compartimentalizag@o de ions e da sintese de solutos organico no citosol.

A suculéncia foliar ndo foi alterada pela salinidade em nenhum dos clones estudados
(Figura 8). Todavia, Carneiro et al. (2002) analisaram diferentes clones de cajueiro
submetidos a 0,7, 1,4, 2,1 e 2,8 dS.m™ da agua de irrigacdo e notaram que os teores de
agua nas folhas aumentaram linearmente conforme a salinidade aumentou. Esse resultado
sugere que em baixos niveis de sais, as plantulas de cajueiro ando-precoce podem responder a
salinidade aumentando a suculéncia foliar, diluindo, assim, os ions acumulados nas folhas e
minimizando seus efeitos toxicos (GREENWAY & MUNSS, 1980). Entretanto, esta resposta

fisioldgica pode ndo ser evidente em niveis elevados de salinidade.

Como se sabe, muitos processos fisiologicos como a fotossintese e as trocas gasosas
dependem da turgescéncia celular (KAISER, 1987; PARIDA & DAS, 2005). No entanto, os
resultados aqui apresentados sugerem que a redugdo na taxa fotossintética pela salinidade
(Figura 7) ndo parece estar associada a uma redug@o na turgescéncia celular e sim a uma
provavel toxicidade provocada pelo actimulo dos fons Na™ e Cl nas folhas. De acordo com
Greenway & Munns (1980) e Hasegawa et al. (2000), esses ions quando acumulados em
excesso provocam desbalanceamento nutricional e metabdlico, inibindo a atividade de

enzimas, principalmente aquelas citosolicas.

4.3.2. Potencial osmotico

Os efeitos da salinidade sobre o potencial osmético (‘¥s) de folhas e raizes dos clones
de cajueiro ando-precoce sdo apresentados na Figura 9. Nas folhas, o W ndo foi alterado

significativamente pelo tratamento salino a 8 dS.m™, exceto no clone BRS 189 que mostrou
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uma diminui¢do de 14,9% em relagdo ao controle. Por outro lado, nesses mesmos tecidos, no
tratamento salino a 16 dS.m’l, todos os clones apresentaram redugdes significativas no ‘¥,
sendo o BRS 189 aquele que teve menor redugdo (28,3%) em relagcdo as plantas controle.
Diferentes autores relataram que a redug¢do do ¥ foliar em plantas lenhosas submetidas a
salinidade tem como principal causa a absor¢do dos fons Na" e CI’, porém a contribui¢io das
diferentes classes de solutos organicos para o ajustamento osmotico varia com a espécie
vegetal e a intensidade do estresse (MASSAI et al., 2004; CHARTZOULAKIS, 2005;

OTTOW et al., 2005).

As principais mudancas no ‘¥ foram registradas nas raizes, observando-se reducdes
significativas, em relacdo ao controle, nos dois tratamentos salinos (Figura 9). Os clones CCP
06 e E 51 foram os que apresentaram, respectivamente, a menor ¢ a maior reducdo no ¥
quando submetidos a 8 dS.m™, apresentando valores 50 e 84% menores do que aquele dos
controle. No entanto, quando a salinidade da solugio de irrigagdo foi de 16 dS.m™, os clones
CCP 09, CCP 76 ¢ E 51 tiveram redugdes maiores do que 120%, enquanto que as reducdes no

W dos clones CCP 06 e BRS 189 foram de 80 e 90%, respectivamente.

Medicoes de Vs em raizes de plantas cultivadas em condi¢des de estresse salino sdo
escassas. Alguns autores acreditam que as variagdes observadas devem-se, principalmente, a
sintese de osmorreguladores e a compartimentalizagdo de ions, sendo pouca a contribui¢do do
potéssio, pois as concentragdes desse ion nas raizes diminuem durante o periodo de estresse

salino (MUNNS, 2002).

Para todos os clones analisados nos diferentes tratamentos, observou-se que o ¥y da
folha foi sempre menor do que aquele das raizes. Isto sugere um ajustamento osmotico
efetivo, das diferentes partes da planta, capaz de manter o gradiente de potencial hidrico ¢ a

turgescéncia dos diferentes tecidos.



4.4. Solutos inorganicos e orgianicos
4.4.1. Solutos inorginicos

Utilizando os cinco clones de cajueiro ando-precoce, foram estudados os efeitos da
.. ; + - + e
salinidade sobre os teores dos ions Na', CI" e K', expressos com base na matéria seca, sendo

as determinagdes feitas em folhas, caules + peciolos, raizes e cotilédones.

4.4.1.1. Teores de sodio

Os teores de sodio aumentaram em resposta a salinidade nas diversas partes das
plantulas dos cinco clones de cajueiro ando-precoce estudados (Figura 10). Contudo,
diferengas genotipicas em relacdo a regulacdo das concentracdes de Na' na raiz e na parte
aérea foram detectadas. Na dose de 8 dS.m™, o clone BRS 189 foi o que apresentou maior
aumento no teor de sodio nas raizes, em relagdo ao controle (96%), seguido dos clones CCP
09 e CCP 76 (85%), CCP 06 (57%) e E 51 (42%). Porém, nessa mesma dose de sal, o
transporte de sddio para a parte aérea da plantula, isto é, seu acimulo nos caules + peciolos e
nas folhas foi melhor regulado nos clones BRS 189 e CCP 09, com aumentos em relag¢do aos
controles de 58 e 64% e de 73 e 52%, respectivamente. Por outro lado, o clone CCP 06 foi o
que acumulou mais so6dio na parte aérea com aumentos de 105 e 90% nos caules + peciolos e
nas folhas, respectivamente. Esses resultados sugerem que o clone CCP 06 parece possuir um
mecanismo de controle do transporte desse ion para a parte aérea menos eficiente do que os

outros clones estudados.

O controle do transporte de ions para a parte aérea da planta, por meio do seu acimulo
nas raizes, tem sido proposto como uma caracteristica de tolerdncia, particularmente

importante em glicofitas (MUNNS, 2002). Esse controle envolve processos que minimizam o
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efluxo de sais das raizes para a parte aérea ou que maximizam sua reabsor¢cdo no xilema
radicular e caulinar (TESTER & DAVENPORT, 2003; PARANYCHIANAKIS &
CHARTZOULAKIS, 2005). No entanto, estudos recentes questionam a acumulagido de sais
nas raizes como um mecanismo que induza tolerancia a salinidade em condi¢des de longa
exposi¢do ou em altos niveis de sais. Como observado por Chartzoulakis ef al. (2002),
cultivares de oliveira podem regular bem as concentragdes de Na' na parte aérea quando
submetidos a niveis baixos de salinidade, embora sintomas de toxicidade comecem a
manifestar-se quando as concentracdes de sais nas raizes sdo excessivamente altas.
Concordando com isto, Garcia-Sanchez et al. (2002) observaram que diferencas significativas
entre porta-enxertos de Cifrus para seqiiestrar sais nas raizes se tornavam evidentes quando as
plantas eram irrigadas com NaCl a 30 e 60 mM, mas que tais diferengas eram eliminadas
quando o tratamento salino envolvia uma concentragdo mais elevada de NaCl (90 mM). Os
resultados apresentados na Figura 10 mostraram que os clones CCP 09 e BRS 189, que foram
mais eficientes na regulagdo do ion Na" através da plantula quando o nivel de salinidade foi
de 8 dS.m™, também mostraram essa mesma eficiéncia no nivel de salinidade mais alto (16

dS.m™).

De forma semelhante ao observado nas outras partes das plantulas dos cinco clones de
cajueiro ando-precoce, os cotilédones apresentaram aumentos nos teores de Na' em resposta a
salinidade (Figura 10). De modo geral, os teores de Na' nos cotilédones foram semelhantes
aqueles observados nas folhas e caules + peciolos, no entanto, os aumentos em relagdo ao
controle, foram maiores nos cotilédones. E possivel que os cotilédones sirvam de dreno para
absorcdo desse ion toxico e dessa forma possam minimizar seus efeitos deletérios nos tecidos
fotossintéticos. Em apoio a esta idéia, resultados ndo apresentados mostraram que, levando-se

em conta os cinco clones estudados, o acumulo médio total de sédio nos cotilédones foi de



11,4% do observado na parte aérea (folhas e caules + peciolos), enquanto na dose mais

elevada este percentual foi de 24,3%.

4.4.1.2. Teores de cloreto

A salinidade também provocou aumentos nos teores de cloreto nas plantulas de
cajueiro ando-precoce (Figura 11). No clone CCP 09 submetido a uma C.E. de 8 dS.m’,
observou-se um aumento no teor desse ion nas raizes de 137%, em relacdo ao controle, sendo
observados aumentos semelhantes nas folhas e caules + peciolos. Apesar dos aumentos nos
teores de cloreto nas raizes dos clones BRS 189 ¢ CCP 06, nessa dose de sal (8 dS.m™), terem
sido da mesma ordem de grandeza (cerca de 180%), na parte aérea esses aumentos foram bem
mais elevados. No BRS 189, os aumentos nos teores de cloreto nos caules + peciolos e nas
folhas foram, respectivamente, de 317% e 260%, enquanto no CCP 06 esses aumentos foram
de 570 e 390%. Essa mesma tendéncia também foi observada com relagdo aos clones CCP 76
e E 51. Portanto, os resultados apresentados sugerem que o clone CCP 09 foi o que melhor
excluiu o ion cloreto da parte aérea. O controle no transporte de cloreto das raizes para a parte
aérea parece ser essencial para a tolerancia a salinidade, pois plantas lenhosas e
particularmente arvores frutiferas, sdo mais sensiveis ao cloreto do que ao sodio (MAAS,

1996).

Nos cotilédones, de forma semelhante ao observado nas outras partes das plantulas dos
cinco clones de cajueiro ando-precoce, também foram detectados aumentos nos teores de CI’
em resposta ao estresse salino (Figura 11). De modo geral, o acimulo de CI" nos cotilédones
dos cinco clones estudados foi maior do que nas outras partes da plantula. No tratamento

. -1 ‘q: ; 1z ~
salino a 16 dS.m™, os aumentos nos teores médios desse ion nos cotilédones, em relagdo ao
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controle, foram em média de 1.456,1% enquanto nas raizes, caules + peciolos e folhas os
aumentos foram de 228%, 541% e 325%, respectivamente. Portanto, da mesma forma que
para o caso do ion sdédio, pode-se supor que os cotilédones também sirvam de dreno para a
absorcdo de cloreto, minimizando os efeitos deletérios deste ion toxico nos tecidos
fotossintéticos. Resultados ndo apresentados mostraram que, levando-se em conta os cinco
clones estudados, o acimulo médio total de cloreto nos cotilédones foi de 20,6% daquele da
parte aérea (folhas e caules + peciolos), enquanto na dose mais elevada este valor foi de

38,5%.

As relagdes idnicas, envolvendo os fons C1" e Na', foram também confirmadas quando
se analisou o acumulo total desses ions na parte aérea (folhas e caules + peciolos) e raizes.
Resultados ndo apresentados mostraram que os clones BRS 189, CCP 09 ¢ CCP 76 foram os
que mais acumularam sodio nas raizes, porém o BRS 189 foi o que menos acumulou esse ion
na parte aérea, sugerindo que esse clone foi o mais eficiente na compartimentaliza¢do do ion
sodio nas raizes. Por outro lado, quando tal analise foi feita com relacdo ao acimulo total de
cloreto, o clone CCP 09 foi o que apresentou melhor controle no processo de translocagdo

desse ion para a parte aérea da plantula.

4.4.1.3. Teores de potassio

Os teores de potassio nas folhas e nos caules + peciolos dos clones CCP 06, CCP 76, E
51 e BRS 189 de cajueiro ando-precoce foram pouco afetados pela salinidade (Figura 12). No
tratamento salino a 8 dS.m”, o clone CCP 09 foi o Gnico que apresentou redugdes
significativas, em relagdo ao controle, nos teores de potassio nas folhas e caules + peciolos,
com diminui¢des de 24,5 e 20,9%, respectivamente. Contudo, com o aumento da C.E. para 16

-1 ~ ~ .
dS.m™, observou-se uma leve recuperagio, em relagdo ao tratamento anterior, sendo os teores
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de potéssio tanto nas folhas como nos caules apenas 15% menores do que aqueles das

plantulas controle.

Os teores de K foliares, de forma semelhante ao observado aqui, também néo foram
alterados pela salinidade nas espécies frutiferas Tamarindus indica (GEBAUER et al., 2004)
e Prunus persica (MASSAI et al., 2004) e na haldfita Bruguiera parviflora (PARIDA et al.,
2004). Ottow et al. (2005) observaram que a habilidade da lenhosa Populus euphratica para
tolerar niveis elevados de sais depende também da regulacdo da homeostase do potassio
durante o estresse salino. Portanto, a pouca alteragdo nos teores de potassio na parte aérea das
plantulas de cajueiro (Figura 12), pelo menos no estadio de desenvolvimento estudado, pode
representar uma resposta adaptativa, desde que o K™ é um ion essencial para a atividade de
muitas enzimas, bem como para a regulagdo da turgescéncia e forca idnica celulares (YEO,

1983).

De forma contraria ao observado na parte aérea, a salinidade afetou significativamente
os teores de potassio nas raizes (Figura 12). No tratamento salino a 8 dS.m™, os clones
apresentaram reducdes nos teores desse ion que variaram de 25,3% (CCP 09) a 46,3% (E 51).

~ + . -1
Essas redugdes nos teores de K* foram um pouco mais acentuadas no tratamento a 16 dS.m™.

Redugdes nos teores de potassio nas raizes com o aumento da salinidade no meio de
crescimento, também, tém sido encontradas em cultivares de goiabeira (FERREIRA et al.,
2001), oliveira (CHARTZOULAKIS et al., 2002) e gravioleira (TAVORA et al., 2004).
Possivelmente, a redugdio nos teores de K™ deve-se a exposi¢io direta das raizes ao sal o que
provoca alteragdes na integridade e permeabilidade seletiva da membrana plasmatica ao K"
(GRATTAN & GRIEVE, 1999). De acordo com Hirsch & Sussman (1999), os sistemas de
absorc¢do de potassio sdo altamente seletivos, quando na zona radicular, as concentragdes de

+ + o~ -1:
K" e Na sdo semelhantes. No entanto, esses transportadores podem ser utilizados para a
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absor¢ao de Na' quando esse ion encontra-se em excesso em relagdo ao K'. Esta situagdo ¢
semelhante as condigdes experimentais do presente trabalho. Adicionalmente, tem sido

. + , . + . ,
sugerido que o efluxo de K provocado pelo acimulo excessivo de Na na zona radicular ¢

resultante do deslocamento do Ca*" das membranas (CRAMER et al., 1985).

Diferentemente do observado nas outras partes das plantulas, os teores de potassio nos
cotilédones das plantulas de cajueiro ando-precoce sob condigdes salinas, apresentaram-se
mais elevados do que aqueles dos controles (Figura 12). Esses aumentos nos teores de K'
podem ser atribuidos aos efeitos da salinidade na mobilizagdo das reservas cotiledonarias,

dificultando a translocagdo deste ion dos cotilédones para as outras partes da plantula.

4.4.1.4. Relacio Na' /K"

Nas diversas partes das plantulas dos clones de cajueiro ando-precoce, foram
observados aumentos na relagdo Na'/K" com o aumento da salinidade (Figura 13). Nas raizes,
0s maiores incrementos nessa relacdo, em relagdo ao controle, foram observados nos clones
BRS 189 ¢ CCP 76, sendo o clone CCP 06 aquele que apresentou menor aumento. Tais
resultados foram concordantes com os apresentados na Figura 10, que mostram que BRS 189
e CCP 06 foram os clones que apresentaram, respectivamente, o maior € o menor acimulo de
Na" em suas raizes. Por outro lado, no tratamento a 8 dS.m’l, o clone BRS 189 foi o que
apresentou menor aumento percentual na relagio Na'/K ' nas folhas (73%) e caules + peciolos
(71%) (Figura 13). Em contraste, o clone CCP 06 foi o que apresentou, nesse mesmo nivel de
salinidade, os maiores valores nessa relagdo, com aumentos de 113 e 117% para caules +
peciolos e folhas, respectivamente. Quando as plantas foram submetidas a uma dose mais
elevada de sais (16 dS.m™), a relagio Na'/K' na parte aérea das plantas ndo apresentou

aumentos significativos em relacio ao tratamento a 8 dS.m™'. Taleisnik & Grunberg (1994)
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apontaram que o equilibrio entre as concentragdes dos fons Na” e K™ em plantas cultivadas
sob condi¢des de estresse salino depende de uma adequada nutri¢do potassica. Tendo
como base esta idéia, o grande aumento na relagio Na'/K' na parte aérea provocado pela
salinidade (Figura 13), pode ser explicado pelas condi¢des experimentais aqui empregadas,
em que a auséncia de nutrientes essenciais na agua de irrigagdo, tais como o K', pode ter
favorecido a absor¢do do Na'. No entanto, Viégas et al. (2001) observaram que, plantas de
cajueiro cultivadas em solug@o hidropdnica e submetidas a estresse salino, mostraram também
um aumento na relagio Na'/K' nas folhas. Isto sugere que, o aumento nas concentra¢des de
sodio na parte aérea pode estar relacionado a uma baixa seletividade dos sistemas de absor¢ao
de potéassio. Portanto, o aumento na seletividlade ao K' pode representar um importante
mecanismo para aumentar a tolerdncia das plantas de cajueiro ao estresse salino (VIEGAS et
al., 2001) e que deve ser considerado nos programas de melhoramento desta importante

cultura.

A tolerancia a salinidade em arvores frutiferas e espécies de culturas anuais ¢
atribuida, principalmente, a sua capacidade para excluir os ions toxicos sodio e cloreto
(GREENWAY & MUNNS, 1980; STOREY & WALKER, 1999). Nas plantas perenes, a
exclusdo de sais ¢ particularmente importante desde que, nessas plantas, as folhas
permanecem por longos periodos de tempo (um ano ou mais) € o acimulo de ions seria

altamente prejudicial a fotossintese (MUNNS, 2002).

4.4.2. Solutos organicos
A salinidade provocou aumentou, em relagdo ao controle, na concentracido de prolina
no suco radicular, porém no tratamento a 8 dS.m™' esse aumento sé foi significativo nos

clones BRS 189 (70%) e E 51 (175%), conforme observado na Figura 14. No tratamento
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salino a 16 dS.m™, as concentra¢des de prolina aumentaram significativamente, em relagio ao
controle, em todos os clones estudados, exceto no BRS 189. Convém ressaltar, no entanto,
que nesse clone a concentracdo de prolina, que aumentou no tratamento a 8 dS.m™, ndo
diferiu significativamente daquela do tratamento a 16 dS.m™. Esses resultados concordam
com os relatados por Abreu (2004), que observou incrementos da ordem de 100% nos teores
de prolina em raizes das plantulas do clone CCP 06, submetido a salinidade (NaCl a 20,6
dS.m™). E importante destacar que, em termos absolutos, o BRS 189 foi, dentre os clones
estudados, aquele que apresentou a mais elevada concentracdo de prolina, o que pode
representar um mecanismo importante para ajustamento osmotico desse clone ao estresse
salino, além de poder contribuir para mitigar os efeitos deletérios dos fons Na" e CI na
estabilidade das membranas (ASHRAF & HARRIS, 2004).

Em relagdo as concentragdes de N-aminossoluveis, o BRS 189 foi o tinico, dentre os
clones estudados, que apresentou aumento significativo (cerca de 150%) em relagdo as plantas
controle, quando submetido ao tratamento salino a 8 dS.m™ (Figura 14). No maior nivel de sal
testado, foram observados incrementos significativos nos teores desses osmorreguladores nos
clones CCP 76 (124%), BRS 189 (84%), CCP 06 e E 51(58%), em relagdo a seus respectivos
controles.

De acordo com Rhodes & Hanson (1993), o acimulo ou o aumento, induzidos pela
salinidade, na concentracdo de N-aminossoluveis, como a glicina-betaina, prolina-betaine
entre outros, correlacionam-se com uma maior tolerancia ao estresse salino. Além de seu
papel na osmorregulagdo, tem sido proposto que os N-aminossoluveis participam na redugao
do nivel de peroxidag¢do dos lipidios de membranas e na prote¢do de macromoléculas a
diversos estresses ambientais (CHEN & MURATA, 2002).

As concentracdes de carboidratos soluveis presentes no suco radicular dos clones CCP

09, E 51 e CCP 76 nio foram afetadas significativamente pela salinidade a 8 dS.m™, enquanto



que aquelas dos clones CCP 06 e BRS 189 apresentaram incrementos significativos de 62 e
30,9%, respectivamente, em relacdo as plantas controle (Figura 14). No tratamento salino a 16
dS.m™, os clones CCP 06 ¢ E 51 foram os Unicos que apresentaram aumentos significativos
em concentracdo de carboidratos soluveis, com aumentos da ordem de 72% em relagdo aos
respectivos controle. Apesar dos clones CCP 06 e E 51 terem apresentado as maiores
redugdes em fotossintese liquida (Figura 7), eles foram os que apresentaram os maiores
incrementos nas concentragdes de carboidratos soliveis nas raizes. Os resultados aqui
apresentados discordam daqueles de Abreu (2004) que observou que a salinidade ndo
influenciou os teores de carboidratos soluveis nas raizes do clone CCP 06, concluindo ser
desprezivel o papel desses osmolitos no processo de osmorregulagio.

O maior acimulo em N-aminossoltiveis e prolina pela salinidade observado no clone
BRS 189, em relagdo aos outros clones estudados, pode representar uma vantagem adaptativa
desse clone, tendo em vista o reconhecido papel desses solutos no ajustamento osmoético e na
protecdo de estrutura celulares sob condi¢des de estresse salino (RHODES & HANSON

1993; TESTER & DAVENPORT, 2003; ASHRAF & HARRIS, 2004).

4.5. H'-ATPase de membrana plasmatica

Para estudar o efeito da salinidade sobre a atividade da H'-ATPase de membrana
plasmatica de raizes de plantulas de cajueiro ando-precoce e determinar seu papel no
mecanismo de tolerancia ao estresse salino, foram utilizados os clones CCP 06 e BRS 189.
Esses clones foram utilizados por terem se mostrado, dentre os cinco clones de cajueiro
ando-precoce estudados, como o menos e o mais eficiente na regulagdo das concentragdes
do sodio nas raizes e folhas, respectivamente, além de terem apresentado a maior e a

menor redugdo no crescimento quando submetidos a estresse salino. Para dispor de uma



quantidade maior de material para isolamento das membranas, optou-se por estudar os

efeitos da salinidade no nivel de C.E. de 8 dS.m™".

4.5.1. Caracterizagio e pureza das vesiculas de membrana plasmatica

A atividade da H-ATPase foi estudada na fragdo enriquecida de vesiculas de membrana
plasmatica, presente na interface 33/42% do gradiente descontinuo de sacarose empregado no
isolamento das vesiculas. A escolha desse gradiente teve por base as diferengas de densidade
que apresentam as membranas vacuolar, celular e mitocondrial (HODGES et al., 1972;
LEONARD et al., 1973). A membrana plasmatica caracteriza-se por ter uma densidade entre
1,14¢e 1,18 g.cm'3 , valor compreendido entre as densidades de 1,14 e 1,19 g.cm'3 das solugdes
de sacarose a 33 e 42%, respectivamente. Dessa forma, a fragdo de vesiculas de membrana
plasmatica, quando submetida a uma ultracentrifugacdo, atinge um ponto de equilibrio na
interface das duas solugdes de sacarose. A membrana vacuolar, por ter uma densidade menor
do que a da solugd@o de sacarose a 33%, fica retida na superficie desta solucdo, e separada do
restante das vesiculas de membranas. Por outro lado, a membrana mitocondrial, por ser um
pouco mais densa (1,18 a 1,20 g.cm™) do que a membrana plasmatica pode representar uma
fonte de contaminagdo importante, devendo, portanto, ser estimada nos estudos efetuados com

as membranas plasmaticas.

A fim de estimar o grau de purificacdo das vesiculas obtidas na interface 33/42% do
gradiente de sacarose, os ensaios foram realizados a pH 6,5, por ser este o 6timo de pH de
atividade das H'-ATPases de membrana plasméatica (LEONARD et al., 1973; QUAIL, 1979;
SZE, 1985). Além disso, os ensaios foram realizados na presenca de inibidores especificos de

fosfohidrolases, enzimas potencialmente capazes de hidrolisar o ATP.



Os resultados apresentados na Figura 15 mostram a atividade da H'-ATPase das
vesiculas de membrana isoladas de raizes de plantulas dos clones CCP 06 e BRS 189 sob
condicdes controle e de estresse salino (8 dS.m™). Todas as fracdes dessas vesiculas foram
capazes de hidrolisar o ATP em presenca de molibdato (1,0 mM), um inibidor especifico de
fosfatases acidas (YAN et al., 1998), o que exclui a possibilidade da referida hidrolise do
ATP ser devida a essas enzimas. Considerando esta atividade como 100%, estimou-se a
atividade das vesiculas de membrana de hidrolisar o ATP em presenca de molibdato e azida
sodica, esta ultima um inibidor especifico da ATPase mitocondrial (YAN et al., 1998). Como
pode ser observada, a atividade de hidrolise do ATP das quatro fragdes de membrana foi
pouco afetada pela azida sodica, com uma redugdo média de apenas 12%, o que sugere uma
baixa contamina¢do da preparacdo de membrana aqui isolada com membrana mitocondrial.
Por outro lado, quando se testou a capacidade de hidrélise do ATP da fracdo de vesiculas de
membrana em presenca dos dois inibidores anteriores mais o ortovanadato, este um inibidor
especifico da ATPase de membrana plasmatica (YAN et al., 1998), a atividade ATPasica foi
reduzida em cerca de 70%, o que demonstra a predominancia de vesiculas de membrana

plasmatica na fragdo membranar isolada de raizes de cajueiro ando-precoce.

Tendo em vista os resultados obtidos acima, a atividade H'-ATPasica das vesiculas
enriquecidas com membrana plasmatica foram estimadas pela diferenga do valor de atividade
em presenc¢a de molibdato e azida sodica daquela em presenga de molibdato, azida sdédica e

ortovanadanato.

4.5.2. Efeitos da salinidade na atividade enzimatica

Os efeitos da salinidade na atividade especifica da H -ATPase de membrana plasmatica

isolada de raizes dos clones CCP 06 (sensivel) e BRS 189 (tolerante) sdo mostrados na figura
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16. Sob condigdes controle, as H'-ATPases de raizes de ambos os clones mostraram iguais
atividades especificas, com um valor aproximado de 0,1 pmol Pi.mg” Prot.min'. Contudo,
sob condi¢des de salinidade, enquanto observou-se no clone tolerante um forte estimulo na
atividade da H'-ATPase (aumento de 131%, em relagdo ao controle), no clone sensivel aos

sais ndo foi observada alteragdo significativa em atividade dessa enzima (Figura 16).

O aumento em atividade da H-ATPase de membrana plasmética do BRS 189 sugere
que esse clone responde ao estresse salino através da ativagdo de um mecanismo celular de
exclusdo de fons. Como se sabe, as H'-ATPases juntamente com o antiporte Na'/H', formam
parte de um sistema que controla o efluxo de sodio através da membrana plasmatica
(BLUMWALD et al., 2000; ZHU, 2003). Assim, a ativacdo desse mecanismo pode contribuir
para uma regulacdo mais eficiente das concentragcdes de sddio na planta inteira ao reduzir as
concentragdes desse ion no simplasto das células da raiz, diminuindo seu transporte para a
parte aérea da planta. Em apoio a esta idéia, estd o fato do BRS 189 ter sido o clone que
menos acumulou ions sédio na parte aérea e mais nas raizes (Figura 10). E possivel que o
acumulo deste ion nas raizes ocorra no apoplasto, entretanto ndo se pode descartar a
possibilidade do clone BRS 189 ter reduzido o transporte de sddio para a parte aérea por té-lo
compartimentalizado no vactolo das células das raizes. No entanto, somente estudos
envolvendo as ATPases e pirofosfatases vacuolares poderdo elucidar esta questdo. De acordo
com Niu et al. (1995), o mecanismo de exclusdo celular ¢ um processo critico na regulacdo da
homeostase idnica em ambientes salinos.

A maioria dos trabalhos sobre o efeito da salinidade na atividade da H'-
ATPase tem sido realizada principalmente em raizes e folhas de plantas mono e
dicotiledoneas ndo lenhosas ou em cultura de células (BEN-HAYYIM & RAN, 1990;

BALLESTEROS et al., 1998; RODRIGUEZ-ROSALES et al., 1999; KERKEB et al., 2001).
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Talvez as dificuldades na obtencdo de material experimental suficiente para a execucdo dos
ensaios enzimaticos sejam responsdveis pela escassez de trabalhos com as H'-ATPases de
raizes fibrosas de arvores frutiferas (MA et al., 2002). No entanto, Douglas & Walker (1984),
estudando a regulagdo das concentragdes de Cl de trés variedades de Cifrus, determinaram a
atividade ATPésica de membrana plasmatica de raizes de plantas cultivadas em trés niveis de
salinidade e mostraram que o cultivar que se comportou como melhor excluidor de CI" foi o
que aumentou significativamente a atividade dessa enzima. Yang et al. (2004), trabalhando
com dois cultivares de trigo com diferentes tolerancias ao estresse salino, observaram
mudangas significativas induzidas pelo NaCl apenas na atividade da H'-ATPase de membrana

plasmatica de raizes do cultivar resistente (L-Ch20).

O aumento na atividade da H'-ATPase de membrana plasmatica no clone BRS 189
como resultado da exposi¢do ao sal, pode ser interpretado de diferentes formas. O estresse
salino pode ter aumentado o numero de moléculas desta enzima por unidade de area de
membrana plasmatica, provavelmente por um estimulo na velocidade de sintese e/ou
diminui¢do de sua degradacdo. Niu et al. (1993), mostraram que durante o estresse salino ha
uma indugdo na expressdo dos genes das H-ATPases de raizes tanto de haléfitas quanto de
glicofitas, sendo, no entanto, superior nas halofitas. Esses resultados sugerem o requerimento
dessas bombas de protons para o processo de aclimatacdo ou adaptagdo ao estresse salino.
Ainda segundo esses autores, a forte expressdo desses genes na zona de diferenciacdo e
alongamento mostra a importancia dessas regides na regulagdo da homeostase i6nica durante
o processo de aclimatacdo ou adaptacdo a salinidade. Zhang et al. (1999), também estudaram
a expressdo da H-ATPase de membrana plasmatica em raizes e caules de uma variedade de
arroz resistente ao sal. Esses autores observaram que a maior expressdo dos genes nas raizes

. ~ J r + -
se correlacionava com um melhor controle na absor¢do e acimulo dos ions Na e CI,



refletindo-se nas baixas concentragdes desses ions nos caules, onde a expressao dos genes da

+ ~ ;. . .
H -ATPase nao ¢ significativamente aumentada.

De acordo com diversos autores, um outro mecanismo para regulagcdo da atividade das
H'-ATPases se da através de mudangas na composi¢do lipidica da membrana celular,
alterando a conformacdo tridimensional das enzimas para formas mais eficientes no
acoplamento da hidrolise do ATP ao transporte de protons (DOUGLAS & WALKER, 1984;

WU & SELISKAR, 1998).

4.6. Peroxidacio dos lipidios de membrana plasmatica

Os efeitos da salinidade sobre a peroxidagao dos lipidios de vesiculas enriquecidas de
membrana plasmdtica de raizes dos clones de cajueiro ando-precoce sdo apresentados na
Figura 17. Como observado, o teor de malondialdeido (MDA), um dos produtos da
peroxidacdo dos lipidios (FU & HUANG, 2001), foi alterado significativamente pelo estresse
salino apenas no clone sensivel (CCP 06), com um aumento de 56% em relag¢do ao controle.
Esses resultados sugerem que as raizes do clone BRS 189 (tolerante) possuem um sistema
antioxidativo mais eficiente do que aquele do clone CCP 06 (sensivel). Isto resultaria na
remocgdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) induzidas pela salinidade. Por outro lado, o
maior acimulo de prolina e N-aminossoluveis, observado nas raizes deste clone (BRS 189)
quando ele foi cultivado sob condigdes de estresse salino (Figura 14) pode também ter
contribuido para a remog¢ao de ROS e protecdo da membrana plasmatica, pois, além da fungdo
osmorreguladora, esses solutos t€ém também fungdo protetora (CHEN & MURATA, 2002;
WANG et al., 2003).

E dificil precisar se o aumento nos teores de lipidios peroxidados foi o fator

determinante para que a atividade da H'-ATPase de membrana plasmética das raizes do clone
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Figura 17. Teores de malondialdeido da fragdo membranar isolada de raizes de plantulas dos
clones CCP 06 (sensivel) e BRS 189 (tolerante) de cajueiro ando-precoce, sob condigdes

controle ((]) e de estresse salino (NaCl) a 8 dS.m™ de condutividade elétrica (CJ). As barras

representam o desvio padrdo.



CCP 06 nao tenha aumentado sob condig¢des de estresse salino. Segundo Yang ef al. (2004), a
inativagido da H'-ATPase de membrana plasmatica de raizes de cultivares de trigo sensiveis
ao estresse salino deveu-se a oxidagdo direta dos grupos SH da cisteina, essenciais para a
atividade dessa enzima, ¢ ndo a peroxidacdo dos lipidios de membrana. Portanto, segundo
esses autores a peroxidacdo dos lipidios € simplesmente um indicador de estresse oxidativo,

~ . . . ~ + , .
ndo estando envolvida na inativagdo das H -ATPases de membrana plasmatica.

4.7. Lipidios de membrana plasmatica

4.7.1. Esterois e fosfolipidios totais

Na Tabela 1 sdo apresentados os teores de fosfolipidios totais (PLt) e esterois totais
(Et), bem como os valores da relagdo PLt/Et dos clones BRS 189 (tolerante) e CCP 06
(sensivel), sob condi¢des controle ¢ de estresse salino (NaCl a 8 dS.m™). No controle, foram
pequenas as diferencas nos teores dos PLt dos dois clones, porém o teor em Et do BRS 189
foi 229% maior do que aquele do CCP 06. Sob condi¢des de salinidade, o clone CCP 06
mostrou uma redu¢do de 20,5% no teor de PLt, em relagdo ao controle, ¢ um aumento de
64,3% no teor de Et, sendo nesse clone observado uma reducdo na relacdo PLt/Et de 51,6%.
No clone BRS 189, a salinidade teve pouco efeito nos teores de PLt, embora tenha diminuido
o teor de Et em 21,7%, em relacdo ao controle. Em funcéo disso, a relacdo PLt/Et nesse clone
aumentou em 38,6%, em relagdo ao controle. E interessante observar que, em condigdes
controle, o BRS 189 apresentou uma relagdo PLt/Et 74,5% menor do que a do CCP 06,
porém, sob condi¢des de salinidade essa relagdo foi apenas 28,2% menor do que aquela do

CCP 06.



Tabela 1. Teores de fosfolipidios totais (PLt) e de esterdis totais (Et) e relacio PLt/Et da

fragdo membranar isolada de raizes de plantulas dos clones CCP 06 (sensivel) e BRS 189

(tolerante), sob condi¢des controle e de estresse salino (NaCl) a 8 dS.m™ de condutividade

elétrica.
PLt Et PLt/Et
Clone Tratamento ([Ig. (] g'1 Prot) ((lg.[] g'1 Prot) (Ug.l g'l)
Controle 0,39 0,14 2,79
CCP 06
Salino 0,31 0,23 1,35
Controle 0,32 0,46 0,70
BRS 189
Salino 0,35 0,31 0,97




Alguns autores relacionam um alto teor de Et ou uma baixa relagdo PLt/Et com uma
caracteristica de tolerancia a salinidade, tanto em halofitas quanto em glicéfitas (WU et. al.

1998), uma vez que os esterdis sdo efetivos na regulacio da estabilidade e permeabilidade das

membranas aos ions (MANSOUR et al., 1994). Os resultados aqui apresentados concordam
com tais observagdes, pois o clone mais tolerante, o BRS 189, foi o que apresentou maior teor

de Et e menor relacdo PLt/Et tanto em condi¢des controle quanto de estresse salino (Tabela

).

O fato do BRS 189 ter apresentado o maior conteudo em Et e ter sido o que aumentou
a atividade da H'-ATPase sob condi¢des de estresse salino (Figura 16), pode explicar sua
maior eficiéncia na regulacdo do sdédio para a parte aérea (Figura 10). Em apoio a esta idéia,
Douglas & Walker (1984) observaram que o aumento nos ester6éis da membrana plasmatica
de raizes de cultivares de Citrus reduz sua permeabilidade aos ions cloreto, conferindo
tolerdncia ao estresse salino. Essa redug¢do na permeabilidade foi atribuida a um maior
aumento no conteudo de esterdis de estrutura mais planar (estigmasterol e campesterol) em

relag@o aos esterdis menos planares (colesterol e sitosterol) (DOUGLAS & WALKER, 1983).

4.7.2. Composicao dos fosfolipidos

Na tentativa de elucidar o aumento em atividade da H'-ATPase de membrana
plasmatica de raizes do clone BRS 189 pela salinidade (Figura 16), procedeu-se a uma
analise na composi¢cdo dos fosfolipidios presentes nas membranas. A realizacdo dessa
analise teve por base o fato de que alguns fosfolipidios parecem estar envolvidos na
regulacio da atividade da H'-ATPase, embora os resultados sejam controversos
(PALMGREN et al., 1988; PALMGREM & SOMMARIN, 1989 ; GRANDMOUGIN-

FERJANI et al., 1997; KERKEB et al. 2001; KASAMO, 2003). Para isso, a fracao lipidica
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Figura 18. Cromatografia em camada delgada dos fosfolipidios de fragdes enriquecidas de
membrana plasmatica isolada de raizes de plantulas do clone BRS 189 (tolerante) de cajueiro
ando-precoce, sob condi¢des controle e de estresse salino (NaCl) a 8 dS.m™ de condutividade
elétrica. Os padroes de fosfolipidios utilizados foram: LPC — lisofosfatidilcolina; PI —
fosfatidilinositol; PS — fosfatidilserina; PC — fosfatidilcolina; PG — fosfatidilglicerol; PE —

fosfatidiletanolamina e PA — acido fosfatidico.



total de membrana plasmatica desse clone foi fracionada por cromatografia de camada
delgada (CCD) nas suas diversas classes lipidicas, sendo os fosfolipidios identificados por
comparagdo com um padrio formado pelosprincipais fosfolipidios. Como observado na
Figura 18, a CCD revelou a presenca dos fosfolipidios lisofosfatidilcolina (LPC),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilglicerol (PG),
fosfatidiletanolamina (PE) e acido fosfatidico (PA). Também, observou-se uma banda na
placa cromatografica, situada entre PE e PA, que, apo6s andlise de fosfato, comprovou-se
tratar-se de um fosfolipidio desconhecido (X). Essa composi¢do em fosfolipidios foi a mesma
para ambos os tratamentos, fato que demonstra que o estresse salino ndo foi capaz de induzir

modifica¢des qualitativas nas diversas classes de fosfolipidios analisados.

A composicao percentual dos oito fosfolipidios extraidos da placa de CCD é mostrada
na Figura 19. Em condi¢des controle, os principais fosfolipidios presentes na membrana
plasmatica das raizes do clone BRS 189 foram PG, PE, PS e X, que se apresentaram nas
proporg¢des de 21,7, 18,5, 16,3 ¢ 16,3%, respectivamente, em relagdo ao total. Os principais
fosfolipidios presentes nas membranas plasmaticas de raizes de dicotiledoneas ndo lenhosas
sdo PC, PE e PG (SANDSTROM & CLELAND, 1989; MANSOUR et al., 1994; KERKEB et
al. 2001) ndo havendo, contudo, informagdes sobre a composicdo desses lipidios em arvores

frutiferas.

A salinidade provocou alteragdes nas proporgdes relativas dos fosfolipidios, sendo PE
e PI os que apresentaram maiores aumentos (em média 84%), enquanto que PG e PA foram os
que apresentaram maiores reducdes, 78 e 44,8% respectivamente. A percentagem de PS, em
relacdo ao total, ndo foi afetada pela salinidade, enquanto que a de X apresentou um aumento

de 28,6% e as de LPC e PC foram reduzidas de 25,7 e 15,2%, respectivamente (Figura 19).
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Figura 19. Composi¢do de fosfolipidios da fragdo membranar isolada de raizes de plantulas
do clone BRS 189 (tolerante) de cajueiro ando-precoce, sob condi¢des controle ([]) e de
estresse salino (NaCl) a 8 dS.m™ de condutividade elétrica (I0). LPC — lisofosfatidilcolina; PI
— fosfatidilinositol; PS — fosfatidilserina; PC — fosfatidilcolina; PG — fosfatidilglicerol; PE —

fosfatidiletanolamina; X — fosfolipidio desconhecido e PA — 4cido fosfatidico.



Serrano et al. (1988) citado por Sandstrom & Cleland (1989), observaram que os altos
niveis de PE, nas membranas plasmdticas de raizes de aveia se correlacionavam com os
elevados valores em atividade da H™-ATPase. E possivel que o aumento em PE, em relagdo
aos outros fosfolipidios, observado nas membranas plasmaticas do BRS 189, sob condi¢des
de estresse salino, seja responsavel pelo estimulo na atividade da H'-ATPase (Figura 16).

Esse fato reforga a hipotese acima mencionada.



5. CONCLUSOES

e A salinidade inibiu o crescimento das plantulas dos cinco clones de cajueiro ando-precoce,
sem alterar o estado hidrico das mesmas. Desses clones, o clone CCP 06 foi o que
apresentou maior reducdo no crescimento, sob condi¢des de estresse salino, enquanto o

BRS 189 foi o que apresentou menor redugao;

e A reducdo na fotossintese liquida, induzida pela salinidade, correlaciono-se com o
/. It + - ~ ~ .

acumulo dos ions Na e CI nas folhas. A manuten¢do na concentragdo interna de CO,,

durante o estresse salino, sustenta a idéia de que essa redugdo ndo foi provocada pelo

fechamento dos estomatos;

e Os clones, BRS 189 ¢ CCP 09 regularam o transporte dos fons Na' e C1” para a parte aérea
da planta, acumulando-os nas raizes. O maior acimulo desses ions na parte aérea do clone

CCP 06, correlaciona-se com o maior declinio em sua fotossintese liquida;

e O aumento na atividade da H'-ATPase e o alto teor de esterdis totais nas membranas
plasmaticas das raizes do clone BRS 189 (ndo observado no CCP 06) foram concordantes

. . . , y . =+ - r
com a maior capacidade desse clone de excluir os ions toxicos, Na e CI', da parte aérea;

e O clone BRS 189 mostrou maior protecdo que o CCP 06 contra o dano oxidativo, gerado

pela salinidade, nas membranas plasmaticas isoladas de raizes;

e Os estudos sobre as caracteristicas fisiologicas ¢ bioquimicas das plantulas dos clones de
cajueiro ando-precoce mostraram que o clone BRS 189 apresentou melhor resposta as

condi¢des de estresse salino do que o clone CCP 06.
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