EXPRESSAO DE CARACTERES FISIOLOGICOS
INDUZIDA POR ESTRESSE SALINO EM TRES PROGENIES
DE CAJUEIRO

JOSE MENESES JUNIOR

Orientador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira

Tese submetida a Coordenacido do Curso

de Pos-Graduado em Bioqimica, como

requisito para obtencio do grau de

Doutor em Bioquimica, drea de
- concentrac¢io: Bioquimica Vegetal.

Universidade F éderal do Ceara

FORTALEZA - CE

NOVEMBRO/2002



Esta Tese foi apresentada a coordenacdo do curso de Pos-Graduagdo em
Bioquimica do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceard, como parte dos
requisitos necessarios a obtengdo do titulo de Doutor em Bioquimica, outorgado por esta
instituicdo, encontrando-se a disposicdo dos interessados na Biblioteca da referida

Universidade.

Jose Menéses Junior

TESE APROVADA EM 06 /11/2002

e
Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira
Orientador

P——
Prof. Dr. Fray{ o(z(eclo Guedes Almeida (UFC)
Conselheiro )

e \
Prof. Dr'./ Marcio Viana Ramos (UFC)
Conselheiro

i~ gl M < o AAd el e N e
D .

4
Prof® . Dra. Rejane J. Man%ur C. Nogueira (UFRPE)
Conselheira

——

g = e~ = e g e S ey

Prof. Dr. Ricardo Almeida Viégas (UFPI%/
Conselheiro




“A verdade nunca deixou de ser o que foi outrora e o que ainda € hoje ..., ja que € eterna! Por
isso aprendamos a conhecer as leis que se encontram no grande livro da criagdo”

(ABDRUCHIN).



uy

AGRADECIMENTOS

A Deus, Fonte eterna de Luz e Sabedoria em todos os momentos da vida !

Aos meus pais, Jose Meneses (in menmoran) e Luiza Meneses,

A minha esposa Marcia e meus filhos Felipe e Lara,

Dedico



D

v

Aos meus amigos estudantes e bolsistas do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecualar da UFC e, em especial, a Batista Freitas, Iza Rocha, Roberta Chagas, Tania
Almeida, Leticia Rivero, Sergio da Silva, Osnan Ferreira, Jean Brilhante, Ricardo Viégas,
Roberto Barreto, Benedito Cardoso, Roberot Lobo e Nilson Matos, pela amizade, apoio e

sugestoes.

A FUNCAP, pela concessao da minha bolsa de estudo e financiamento ao projeto de
pesquisa. Ao CNPq pelo auxilio financeiro as pesquisas do LabPlant, do departamento de

bioquimica da UFC.

Ao professor e orientador Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira, pela paciéncia e

orientac@o prestada durante o curso de doutorado,
Ao Dr. Francisco Aécio Guedes Almeida, pelo apoio sempre prestado,

Ao Dr. Ricardo Almeida Viégas, pela inestimavel contribui¢io cientifica ao LabPlant.

Aos membros da Banca Examinadora, pelas valiosas sugestoes.

A todos que contribuiram de alguma forma facilitando a realizacdo deste trabalho o

meu “muito obrigado”.



2

“

\+?

SUMARIO

LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

LiSTA DE ABREVIATURAS

RESUMO
ABSTRACT

1. INTRODUCAQ

1.1. Justificativa e hipOtese

1.2. O cajueiro e sua importancia

1.3. A salinidade e suas conseqiiéncias

1.3.1. Efeitos sobre 0s solos
1.3.2.. Efeitos sobre as plantas
1.3.2.1. Classificacdo das plantas segundo o ambiente em que se desenvolvem

1.3.2.2. Principais componentes de estresse para o crescimento da planta em meio
salino.

1.3.2.2.1. Déficit hidrico

1.3.2.2.2. Toxicidade e desbalango idnico

1.3.2.2.3. Papel do calcio, desequilibrios relacionadas ao calcio

1.3.2.3. Efeitos do estresse salino na fisiologia e nos mecanismos de adaptacio e

tolerancia

Péagina
11

13
16
17
19
20
20
21
24
24
27

27

28
29

30

(3
[



(=)

+

1.3.2.4. Mecanismos de adaptacdo ao estrato salino
1.3.2.5. Acumulag@o de solutos orgénicés

1.3.2.6. Fotossintese e respira¢do

13.2.7. Sintese protéica

1.3.2.8. Efeitos do estresse salino sobre a atividade de enzimas limitantes do

crescimento: redutase de nitrato

1.3.2.9. Resposta do cajueiro a salinidade

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

2.2. Objetivos Especificos

3. TRABALHOS DESENVOLVIDOS

3.1. TRABALHO I. Crescimento comparativo de mudas de trés genotipos de

cajueiro submetidas a diferentes niveis de NaCl.
3.1.1. Introdugdo
3.1.2 . Material e Métodos
3.1.2.1. Material vegetal
3.1.2.2. Substrato e solug@o nutritiva de crescimento das mudas
3.1.2.3. Condi¢des ambientais do experimento
3.1.2.4. Condugéo das plantas

3.1.2.5 Tratamentos e colheitas

33

35

37

38

40

42

42

42

43

42

45

46

48

49

49

50



>

3.1.2.6. Delineamento experimental e tratamento estatistico
3.1.2.7. Determinagdo das variaveis de crescimento
3.1.2.7.1. Massa seca acumulada em raiz, caule e folha
3.1.2.7.2. Taxa de incremento da altura da planta (TIAP)
3.1.2.7.3. Contetudo de agua (CA) e transpiragdo total (TT)
3.1.2.7.4. Determinacio dos teores de clorofilas

3.1.3 . Resultados e Discussio

3.2. TRABALHO II: Acumulagio de solutos inorganicos € organicos em folhas ¢

raizes de mudas de trés genoétipos de cajueiro em resposta a diferentes niveis de NaCl.
3.2.1. Introdug@o
3.2.2 . Material e Métodos
3.2.2.1. Material vegetal
3.2.2.2. Substrato e solugdo nutritiva de crescimento das mudas
3.2.2. 3. Condigdes ambientais do experimento
3.2.2.4. Conducgio das mudas
3.2.2.5. Tratamentos e colheitas
3.2.2.6. Delineamento experimental e tratamento estatistico
3.2.2.7. Concentragdes de sodio e de potassio
3.2.2.8. Concentragdo de cloreto
3.2.2.9. Concentracdo de calcio e magnésio

3.2.2.10. Concentragdo de prolina livre

3l

51

51

51

52

52

53

73

75

75

76

77

77

78

79

79

79

80

80



3.2211. Concentragao de aminoacidos livres totais (N-ai-amino livre)

(4>

3.2.2.12. Concentracio de proteinas soluveis totais
3.2.2.13. Agucares soluveis totais
3.2.3. Resultados e Discussdo
3.2.3.1. Solutos inorgénicos (Na", CI, K*, Ca" e Mg"?)
3.2.3.2. Solutos orgénicos

3.3. TRABALHO IMI: Atividade de enzimas envolvidas com a assimilagio do N

inorginico em mudas de trés tenétipos de cajueiro em resposta a diferentes niveis de

NaCl.
3.3.1. Introducio

e 3.3.2. Material e Métodos
- 3.3.2.1. Material vegetal
3.3.2.2. Substrato e solug@o nutritiva de crescimento das mudas
3.3.2.3. Condic¢des ambientais do experimento
3.3.2.4. Condugido das mudas
3.3.2.5. Tratamentos e colheitas
3.3.2.6. Delineamento experimental e tratamento estatistico
3.3.2.7. Determinagdo do contetido de N total nas folhas
3.3.2.8. Atividade in vivo de redutase de nitrato (RN)
3.3.2.9. Determinag@o da concentragio de nitrato

3.3.2.10. Atividade de glutamina sintetase (GS)

81

82

82

83

100

108

108

110

110

110

111

111

112

113

114

114

115



3.3.2.11. Concentragdo de proteinas solaveis

3.3.3. Resultados e Discussao

3.4. TRABALHO IV: Indices porométricos e acumulagio de Na' em mudas de trés

genotipos de cajueiro em resposta ao estresse salino.

3.4.1. Introdugdo

3.4.2. Material e Métodos
3.4.2.1. Material vegetal
3.4.2.2. Substrato e soluc¢do nutritiva de crescimento das mudas
3.4.2.3. Condigdes ambientais do experimento
3.4.2.4. Condugio das mudas
3.4.2.5. Tratamentos e colheitas
3.4.2.6. Delineamento experimental e tratamento estatistico
3.4.2.7. Determinag¢des das variaveis
3.4.2.7.1. Massa foliar
3.4.2.7.2. Concentragdes de sodio na folha
3.4.2.7.3. Teste de condutividade elétrica
3.4.2.7.4. Determinag¢es Porométricas

3.4.3. Resultados e Discussdes

- 4. CONCLUSAO GERAL

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

115

116

125

125

126

127

127

127

128

128

129

129

129

129

130

130

139



3

LISTA DE TABELAS

Pégina

TABELA 1. Massa fresca total e massa da raiz de mudas de trés genotipos de

cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl

TABELA 2. Massa da folha e do caule de mudas de trés gendtipos de cajueiro,

submetidas a doses crescentes de NaCl

TABELA 3. Taxa de crescimento, taxa de transpira¢fo e contetido de dgua de mudas de

trés genotipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl.

TABELA 4. Clorofila a e clorofila b de mudas de trés gendtipos de cajueiro,

submetidas a doses crescentes de NaCl.

TABELA 5. Concentrago de cloreto em raizes ¢ folhas de mudas de trés gendtipos de

cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaClL

TABELA 6. Concentragéo de sodio em raizes ¢ folhas de mudas de trés genétipos de

cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl

TABELA 7. Concentracdo de potassio em raizes ¢ folhas de mudas de trés gendtipos

de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl.

TABELA 8. Concentragdo de célcio e magnésio de mudas de trés gendtipos de cajueiro,

submetidas a doses crescentes de NaCl.

TABELA 9. Concentragéo de prolina em raizes e de mudas de trés gen6tipos de cajueiro,

submetidas a doses crescentes de NaCl.

56

60

63

67

86

88

92

95

101



TABELA 10. Concentra¢ido de aminoécidos e aglicares em folhas de mudas de trés

genotipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaClL

TABELA 11. Conteudo de nitrogénio, concentra¢do de nitrato e atividade de redutase
de nitrato em folhas de mudas de trés genétipos de cajueiro, submetidas a doses

crescentes de NaCl.

TABELA 12. Concentragdo de proteinas soliveis totais e atividade de GS em folhas de

mudas de trés gendtipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl.

TABELA 13. Concentragdo de massa foliar, Na+ e condutividade elétrica de mudas

de trés gendtipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaClL

TABELA 14. Condutincia estomdtica , temperatura foliar e transpiragdo foliar de

mudas de trés gendtipos de cajueiro, submetidas a 0 e 200 mM de NaCl..

104

118

123

133

136



LISTA DE FIGURAS

Pagina

FIGURA 1. Plantas matrizes de cajueiro (A) ando (dnacardium occidentale, var.
nanum); (B) microcarpo (4. microcarpum), (C-1, C-2) ecotipos de comum (4.
occidentale L.) e (D) castanhas das matrizes : (D1) ando, (D2) microcarpo e (D3)

comum.

FIGURA 2. Massa total (A) e massa da raiz (B) de mudas de trés genotipos de cajueiro,

submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores expressos em % do controle.

FIGURA 3. Raizes de mudas de cajueiro (A) ando e (B) comum — A4. occidentale 1..com

68 DAP e (C) microcarpo — A. microcarpo Ducke, com 121 DAP, submetidas a 0 e 200
mM de NaCl.

FIGURA 4. Massa da folha - MF (A) e massa do caule - MC (B) de mudas de trés

gendtipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores expressos em %

do controle.

FIGURA 5. Taxa de crescimento - TC (A), taxa de transpirag@o total - TTT (B) e
conteado de agua — CA (C) de mudas de trés genotipos de cajueiro, submetidas a doses

crescentes de NaCl. Valores expressos em % do controle.

FIGURA 6. Concentrac¢do de clorofila a — Chl a (A) e de clorofila b — Chl b (B) de

mudas de trés genotipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl.. Valores

expressos em % do controle.

FIGURA 7. Mudas de cajueiro ando com 68 DAP, apds exposi¢do a diferentes niveis de

NaCl ( 0 a 200 mM), durante 24 dias. Fortaleza, Ceara , Brasil, 2002.

47

51

58

61

64

68

69



FIGURA 8. Mudas de cajueiro comum com 68 DAP, ap6s exposigdo a diferentes niveis

de NaCl( 0, 50, 100, 150 e 200 mM ), durante 24 dias. Fortaleza, Ceard , Brasil, 2002.

FIGURA 9. Mudas de cajueiro microcarpo com 121 DAP, apds exposicéo a diferentes
niveis de NaCl ( 0, 50, 100, 150 e 200 mM ), durante 24 dias. Fortaleza, Ceara , Brasil,
2002.

FIGURA 10 — Acumulagéo de Cloreto — CI” em raizes (A) e folhas (B) de mudas de

cajueiros, submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores expressos em % do controle.

FIGURA 11 — Acumulacgio de Sédio — Na'" em raizes (A) e folhas (B) de mudas de trés
gendtipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores expressos em %

do controle.

FIGURA 12. Acumulacio de potassio — K* em raizes (A) e folhas (B) de mudas de trés

gendtipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCL

FIGURA 13. Acumulagdio de calcio — Ca™ (A) e magnésio — Mg *? em folhas (B) de
mudas de trés genétipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores

expressos em % do controle.

FIGURA 14 — Concentracéo de prolina nas raizes — Pro (A) e folhas de mudas de trés
genotipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores expressos em %

do controle.

FIGURA 15 — Concentracdo de aminoacido (A) e de agucares totais (B) em folhas de
mudas de trés gendtipos de cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores

expressos em % do controle.

FIGURA 16 — Contetido de nitrogénio — N (A), concentragdo de nitrato - NO3;™ (B) e
atividade de redutase de nitrato — ARN (C) em folhas de mudas de trés gendtipos de

cajueiro, submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores expressos em % do controle.

70

13

85

92

96

99

102

105

119



FIGURA 17 — Concentragdo de proteinas soluveis totais — PST (A) e atividade de 124
glutamina sintetase — AGS (B) em folhas de mudas de trés genétipos de cajueiro,

submetidas a doses crescentes de NaCl. Valores expressos em % do controle.

FIGURA 18 — Massa, em mg.planta'l — MF (A), Acumulagio de Sédio - Na', em 134
mmol.planta” (B) e condutividade elétrica - gs, em dS.m™ (C) em folhas de mudas de

trés gendtipos de cajueiro, submetidas a 0 e 200 mM de NacCl.

FIGURA 19. Mudas de cajueiro (A) ando, (C ) comum e (M) microcarpo, com 44 135
DAP, submetidas a 0 e 200 mM, durane 14 dias. Fortaleza, Ceara , Brasil, 2002.

FIGURA 20. Condutincia estomitica — gs, em cm.s” (A); temperaturé = TG (BY & 137
transpiragio — T, em mmol.m™.s” (C) em folhas de mudas de trés gendtipos de cajueiro,

submetidas a 0 € 200 mM de NaCl.



LISTA DE ABREVIATURAS

ARN — Atividade de redutase de nitrato
CP — Caju de Pacajus - CE
DAP/DAS — Dias apds plantio/semeadura

EMBRAPA/CNPAT — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria/Centro Nacional de

Pesquisa de Agricultura Tropical

GDH — Glutamato desidrogenase

GS — Glutamina sintetase

GOGAT - Glutamato sintase

MS — Massa seca

RN — Redutase de nitrato

RN mRNA — RNA mensageiro de formagdo da enzima RN
TIAP — Taxa de incremento da altura das plantas
CA - Conteudo de dgua

TT — Transpiragdo total

Chl — Clorofila

PST — Proteina soliivel total

AALT — Aminoacidos livres totais

AST — Agucares soltiveis totais



i

RESUMO
Autor; José Meneses Junior. M.S.

Orientador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira

O presente estudo teve como objetivo testar a hipétese de que mudas de cajueiro oriundas de
sementes de matrizes expostas a condigdes ambientais diversas expressam caracteres
bioquimicos e fisioldgicos contrastantes em resposta ao estresse salino. Foram utilizadas
mudas de progénies de cajueiro comum (4racardium occidentale L.) originado do ambiente
de dunas costeira sujeita a salinizacdo, de cajueiro ando-precoce comercial CP76
(Anacardium occidentale L.) e de cajueiro microcarpo, uma espécie nativa de cajueiro
(Anacardium microcarpum Ducke.). As mudas foram cultivadas em substrato de areia lavada
ou de vermiculita na presenga de diferentes niveis de NaCl (0, 50, 100, 150 e 200 mM) e
diferentes tempos de exposi¢do. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagio,
com valores médios de temperatura diurna e noturna de 27 °C e 24 °C, respectivamente,
umidade relativa média do ar de 40% a 80% e um fotoperiodo médio de 12 horas de insolagdo
e quantidade maxima média de radiagdo fotossinteticamente ativa de aproximadamente 1000
pmol. m? s”. Os resultados obtidos mostraram que dentre as trés gendtipos estudadas, as
mudas do “microcarpo” foram as mais sensiveis ao estresse salino em termos de decréscimo
relativo na produgio de massa seca e de exibi¢do de sintomas visuais de toxicidade nas folhas.
A sensibilidade desse genétipo foi diretamente relacionada com as concentragdes de CI' e Na*
nas folhas e com maior relagdo folha/raiz em termos de concentragdo de CI. Também, a
maior sensibilidade do “microcarpo” foi associada com menor capacidade de acumulagdo de
prolina em suas folhas na presenga do NaCl. Apesar das plantas matrizes do “comum” e do
“ando” apresentarem grandes diferencas fenotipicas, suas mudas ndo exibiram grandes
contrastes em termos de tolerdncia ao estresse salino apesar do “anfo” apresentar maior
quantidade de biomassa seca em raizes, caule e folhas tanto no controle quanto na condigéo
de estresse. Apesar dos caracteres fisiologicos estudados (acumulag@o e partigdo de ions
inorgénicos, acumulagdo de osmo-solutos organicos, atividade de enzimas da assimilagdo do
N inorganico e indices porométricos — condutdncia estomatica e taxa de transpiragfo)
mostrarem grande alteragdo em resposta ao estresse salino, os mesmos nfo foram capazes de
explicar as diferencas de sensibilidade ao NaCl apresentadas pelos trés gendtipos. De
qualquer maneira, o estresse salino afetou mais decisivamente o nivel endégeno de K' nas
raizes, a emissdo e a taxa de expanséo foliar, a atividade de redutase de nitrato, a condutancia
estomatica e os niveis de Ca™ e Mg" das folhas. Ao contrario, a atividade de glutamina
sintetase e a concentrag@o de agucares soliiveis foram pouco afetadas pela salinidade. Assim,
a analise das varidveis estudadas revela que somente a intensidade de acumulagdo de Na™ e
CI' e o nivel de prolina nas folhas foram capazes de explicar parcialmente a maior
sensibilidade ao estresse salino. No todo, os resultados revelam que a resposta ao NaCl por
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“

mudas de cajueiro é extremamente complexa e sugerem que os caracteres que podem conferir
tolerAncia s3o interativos e que a maior ou menor tolerdncia ao estresse salino entre as
progénies estudadas ndo ¢ devida a expressdo de caracteres isolados, mas sim devido a
intera¢do entre 0s mesmos.



ABSTRACT

The main aim of this study was to test the hypothesis that cashew seedlings from diverse
environmental conditions show different biochemical and physiological characters in response
to salt stress. Different cashew plant genotypes regionally known as “comum” (4dnacardium
occidentale L.) from coastal dunes subjected to salinization, ‘“anfo-precoce CP76”
(Anacardium occidentale 1. var. nanum) and “microcarpo” (Aracardium microcarpum
Ducke) — a native cashew plant species were evaluated in relation to their response to NaCl
salinity during the initial growth. Plants were grown either in sand culture or on vermiculite,
under different NaCl levels (0, 50, 100, 150 e 200 mM) and at different time exposure. Plants
were cultured under greenhouse condition at a 12 h photoperiod, reaching the maximal
photosinthetic active radiation of 1,000 pmol..m™.s”. Average temperatures were 27 °C at
night and 24 °C by day, while average air humidity ranged between 40% and 80%. The
results show that microcarpo cashew plants was the most sensitive of the three genotypes
studied, concerning dry mass decrease and leaf visual toxicity sympthoms. Microcarpo
sensitiviness to NaCl was directedly related to leaf CI" and Na* content, to a higher CI
leaf/root relation, and also to a lower leaf proline accumulation. In spite of the fact that
“comum” and “ando” cashew stock plants show great phenotypical differences, the derived
seedlings did not exhibit much contrast as to salt tolerance, although “an@o” presented more -
root and shoot biomass on both control and salt treatment. Although the physiological
characters studied (inorganic ion accumulation and partitioning, organic ion accumulation,
enzyme activities of inorganic N assimilation, porometric measurements — stomatal behaviour
and leaf transpiration rate ) exhibit outstanding alterations in response to salt stress, they could
not explain the the distinct NaCl sensibility presented by the three genotypes. Anyways, salt
stress affected more decissively root endogenous K* level, leaf expasion, nitrate reductase
activity, stomatal conductance and Ca™ and Mg* in leaf. On the other way, gluthamine
sinthetase and soluble sugar content were less affected by salinity. Consequentely, only Na.
and CI' accumulation as well as proline level colud partially explain NaCl sensibility. In
general, cashew seedling responses to NaCl are extremely complex and suggest that the
characters that may confer tolerance do not act isolatedely but are rather interactive.
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1.INTRODUCAO

1.1. Justificativa e hipdtese

A cultura do cajueiro é uma das mais importantes no nordeste brasileiro, quer seja no
aspecto social (grande niimero de empregos) quer seja no econdmico, através da exportagdo
da castanha. Infelizmente, a produtividade dessa cultura, atualmente, é extremamente baixa
quando comparada com o potencial de sua produgéo. O baixo emprego de mudas de qualidade
superior tem sido um dos principais fatores para essa situagdo. Outro problema € sua estreita
base genética (BARROS; CAVALCANTI; PAIVA, 2000) o que acarreta uma situacdo de
vulnerabilidade e que pode comprometer sua expansdo, principalmente para dreas marginais,
sujeitas a problemas de estresse ambiental. Associado a isso, o principal método de
propagacdo vegetativa (enxertia) utiliza um nimero extremamente reduzido de materiais
como porta-enxertos dos clones mais produtivos. E conhecido em outras culturas,
particularmente em Cifrus, que o tipo de porta-enxerto exerce forte influéncia na qualidade da

muda, especialmente, para condicSes de estresse (BANULS; PRIMO-MILO, 1995).

No caso do cajueiro, existe um nimero muito reduzido de pesquisas sobre a
variabilidade genética dos atuais materiais disponiveis, especialmente para condi¢Oes de
estresse ambiental tais como a salinidade. O cajueiro € freqiientemente cultivado em éarea
costeira sujeita a problemas de salinizagdo (VIEGAS; MELO; SILVEIRA, 1999). Além
disso, com a expansdo das areas irrigadas, esse problema tende a se agravar em razéo das
condi¢les existentes no semi-arido tropical tais como evapotranspiracdo elevada e baixa
qualidade da agua. Portanto, a selecdo de porta-enxertos mais tolerantes ao estresse salino
representa um passo fundamental para a expansdo e sustentabilidade da cultura do cajueiro.
Entretanto, a tolerancia aos estresses abidticos € uma caracteristica quantitativa que envolve a
expressdo de diversos genes (BOHNERT; JENSEN, 1996). Por sua vez, o conhecimento dos
caracteres fisioldgicos mais importantes na tolerdncia ao estresese salino € essencial para

programas de selecdo e melhoramento genético.

A expressio de caracteres bioquimicos e fisiologicos ligados a tolerdncia ao estresse

salino envolve fatores genéticos e ambientais. No caso de mudas enxertadas, ¢ importante
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definir quais caracteristicas sdo transferidas por cada parte envolvida. Uma das estratégias
empregadas na selecdo de porta-enxertos mais tolerantes, como no caso do tomateiro, € uso de
materiais selvagens como fonte de resisténcia (FAGERIA; GHEYI, 1997). No caso do
cajueiro, a utilizagdo de outras espécies tais como o A. microcarpum poderia ser uma Opgao
tendo em vista que vegeta espontaneamente nas condi¢des do nordeste brasileiro (BARROS,
1998a). Além disso, outras matrizes de cajueiro desenvolvidas sob condi¢Ges de salinidade,
tais como aquelas existentes em areas de dunas, poderiam servir como fonte de diversidade

genética para tolerancia ao estresse salino.

Neste trabalho foi testada a hipotese de que mudas de cajueiro oriundas de matrizes
expostas a condigdes ambientais distintas expressam caracteres bioquimicos e fisiologicos

contrastantes em resposta ao estresse salino.

1.2. O cajueiro e sua importancia

De acordo com os dados do Centro Internacional de Negocios da FIEC (2002), a
castanha de caju, que antes liderava a pauta das vendas externas do Estado do Ceara, na safra
de 2001/2002 rendeu apenas US$ 87,9 milhdes, refletindo uma queda de 36% em relagdo ao
ano anterior. Infelizmente faltou produg@o para ofertar, pois a produtividade caiu para menos

de 100 Kg/ha, havendo dessa forma, importagdo de castanha de péssima qualidade.

Dessa maneira, o aumento da producdo e da produtividade da cultura, através de
tecnologias apropriadas, € uma das alternativas para aumentar a safra brasileira e,
conseqiientemente a oferta de nossos produtos no mercado externo. Por sua vez, 0 aumento da
produtividade da cultura requer o uso de técnicas modernas, ja disponiveis no Estado,
envolvendo, principalmente, a utilizacdo de mudas originadas de clones com caracteristicas

genéticas comprovadas de precocidade e elevada produtividade.

Esta em desenvolvimento no Estado, no sentido de promover o aumento da produgio e
produtividade dos atuais plantios, um programa de substituicdo de copas de cajueiros de baixa
produtividade e/ou improdutivos através da utilizagdo de clones superiores de cajueiro ando

precoce. Outro programa importante se refere aos projetos de irrigagdo em areas novas
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cultivadas com mudas enxertadas de cajueiro ando precoce onde a produtividade alcangada
chega a ser varias vezes superior as aquelas obtidas em condi¢des de sequeiro (ALMEIDA.
1986; ALMEIDA, ALMEIDA, MARTINS JR., ALMEIDA et al,, 1998 e 2000; ALMEIDA,
2002). Como ilustra¢do, pudemos citar que a produtividade das atuais areas comerciais
plantadas com cajueiro comum oriundo de sementes alcanga no maximo 220 kg ha',
enquanto que as cultivadas com cajueiro ando precoce pode alcangar até 7000 kg ha™
(ALMEIDA et al., 1992). Deve ser ressaltado que a cultura do cajueiro apresenta um grande
impacto social no Estado do Ceara chegando a gerar cerca de 300.000 empregos diretos e

indiretos através de sua cadeia produtiva.

O cajueiro encontra-se disperso em larga faixa do mundo tropical, compreendida entre
os paralelos 27° N, no sul da Florida, e 28° S, na Africa do Sul (FROTA; PARENTE, 1995).
O principal centro de diversidade do género Anacardium é a regido amazdnica (florestas
umidas, matas de galeria e cerrado), com um centro secundario de diversidade nos cerrados
(Planalto Central). A maior diversidade de Anacardium occidentale L., unica espécie
cultivada e a de maior dispersdo do género (JOHNSON, 1973; MITCHELL; MORI, 1987), é
no nordeste brasileiro, onde pode ser encontrada em diversos ecossistemas (DUCKE, 1960), |
principalmente nas zonas costeiras, fazendo parte da vegetagdo de praias e dunas e nas
formagdes de restinga (BARROS, 1998a). Essa espécie encontra-se em quase todo mundo
tropical (BARROS; CRISOSTOMO, 1995). Toda discussdo sobre sua origem fundamenta-se
em provas circunstanciais, tais como, primeiras referéncias bibliograficas, distribui¢do
geografica, comportamento ecoldgico, padroes de variagdo da espécie, utilizagdo humana e
outras, que indicam o Brasil como centro de origem da espécie (SOARES, 1986; BARROS et

al., 1993), ou pelo menos todo o norte da América do Sul e parte da América Central

(BARROS; CRISOSTOMO, 1995).

O cajueiro pertence a familia Anacardeaceae, constituido por arvores e arbustos
tropicais e subtropicais que apresentam ramos sempre providos de canais resiniferos e folhas
alternadas, coriaceas, sem estipulas sendo composta por mais de 60 géneros e 400 espécies
(BARKLEY, 1977). Etimologicamente, Anacardia provém do idioma Tupi e significa fruto
amarelo (aga=pomo; yu= marelo) (SAMPAIO, 1914). A denomina¢do binominal de
Anacardium occidentale foi dada por Linneaus por volta de 1753 (JOHNSON, 1973;
MITCHELL; MORI, 1987). Além de A. occidentale foram descritas 20 outras espécies de

Anacardium pela taxonomia classica. As 21 espécies foram agrupadas, por meio do uso de
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taxonomia AUMALICA, em APenas Nove especies que, juntamente com A. fruticosum, totalizam
10 espécies, de acordo com Mitchell e Mori (1987). Ha necessidade, contudo, de novos
estudos e entendimentos em relacio 2 classificagdo de espécies do género Anacardium.

Depois da espécie cultivada, Anacardium microcarpum Ducke € a mais encontrada na
regido nordeste, principalmente nos cerrados do Estado do Piaui e Maranhdo, ndo obstante
classificada por Mitchell e Mori (1987), como sendo variabilidade de 4. occidentale, que
difere desta, por apresentar folha mais dura com peciolo mais aplainado e costa muito grossa
e a castanha € muito pequena, excedida em tamanho pelo pedunculo vermelho, &cido,
aproveitavel quando comega a secar depois de muito maduro. Sao nomes comuns cajui e caju
do campo (CORREA, 1926; DUCKE, 1960). Nzo existem variedades definidas de cajueiro e
o agrupamento de determinadas caracteristicas divide a espécie em dois grupos: o tipo comum
e o tipo ando precoce (BARROS, 1998a). Essa espécie apresenta caracteristicas agrondmicas
proprias, com diferenciagdes das do cajueiro comum e tem como principais vantagens o porte
reduzido, a precocidade e a duragdo do periodo de floragdo. Botanicamente ainda ndo possui
uma classificagdo definida, pois tanto € citado como A. occidentale var. nanum (BRAGA,
1976) como Anacardinm nanum (BARROS et al., 1993). E a espécie de maior importancia '
econdmica, sendo que as demais carecem de melhores conhecimentos (MITCHELL; MORI,
1987). O que ocorre na realidade, € que a propagagdo do cajueiro, feita essencialmente por via
seminipara e associada a um elevado percentual de polinizagdo cruzada, conduz a gerac¢do de
individuos com alto grau de heterozigose, com grandes variagdes em suas caracteristicas

morfolégicas, tornando muito dificil a fixagdo de uma variedade botéanica, caso ela exista.

O trabalho inicial de melhoramento do cajueiro ando precoce no Brasil constou de uma
sele¢do fenotipica individual, seguido pelo controle anual da produ¢do nas plantas
selecionadas. Esse trabalho teve inicio em 1965 na Estagdo Experimental de Pacajus. Essa
metodologia, embora simples e de ganhos genéticos esperados reduzidos, permitiu o
langamento comercial dos atuais clones CP 06 e CP 76, em 1983, CP 09 ¢ CP 1001, em
1987, FAGA 1 e 11 (ALMEIDA. ALMEIDA, SOARES, 1990; ALMEIDA 2002),
EMBRAPA 50 e 51 (ALMEIDA; ARAUJO.; BARROS, 1992). A existéncia de poucos
clones comerciais de cajueiro ando, recomendados para o plantio comercial na regido
associado com a base genética excessivamente estreita que originou esses clones (ALMEIDA;
ARAUJO; BARROS,1992; BARROS et al., 1993) caracterizam claramente uma situa¢do de

vulnerabilidade genética.
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Na cajucultura moderna, as mudas sdo, normalmente, obtidas tanto a partir de
sementes (propagagdo sexuada), como através de mudas enxertadas (propagagdo assexuada).
O maior esforgo da pesquisa com o cajueiro no Brasil tem sido com a propagacado vegetativa,
no sentido de pesquisar a cultura especialmente através da enxertia. No Brasil ¢ adotada por
facilidade de operagdo, a garfagem em bisel. Ao contrario de outras frutiferas, as mudas
comerciais de cajueiro ando sdo produzidas a partir da enxertia em poucos tipos de porta-
enxerto, sendo o clone CP-76 aquele utilizado em maior escala. Pesquisa sobre enxertia de
alguns clones ndo mostrou efeito contrastante nas mudas enxertadas, que possa ser atribuido
ao tipo de porta-enxerto tais como variagdes de crescimento ou incompatibilidade entre porta-
enxerto e enxerto (ARGELS, 1976). Informagdes técnico-cientificas para escolha de porta-
enxertos, da interagdo porta-enxertos x clones e dos seus comportamentos em diversas
condigdes ambientais sdo escassas, sendo, no entanto, imprescindiveis para o sucesso da

cultura.

A utilizagdo da espécie botanica A. microcarpum Ducke, que vegeta espontaneamente
no nordeste brasileiro, Planalto Central e Amazonia, como porta enxerto, permitiu a obtengio
de indices elevados de pegamento (92%), na garfagem em bisel. As mudas enxertadas sobre
A. microcarpum Ducke sdo vigorosas, demonstram resisténcia a seca e apresentam copas
homogéneas (BARROS, 1988a). Portanto, existe a possibilidade de exploracdo dessa espécie
como fonte de variabilidade genética em programas de melhoramento de cajueiro anfo

precoce, além de sua utilizagdo como porta-enxerto.

1.3. A salinidade e suas conseqiiéncias

1.3.1. Efeitos sobre os solos

O halomorfismo naturalmente induzido ao solo € conseqiiéncia de processos
pedogenéticos especificos. A concentragdo salina da solug@o do solo, antes da agdo antropica,
¢ definida como salinizagdo primaria. A saliniza¢do, decorrente quase sempre do manejo

inadequado do solo e da agua, da-se o nome da salinizagdo induzida ou saliniza¢io secundaria
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(SANTOS; MURAOKA, 1997). Em alguns casos, a salinizagdo secundaria ¢ responsavel por
perdas irreparaveis na qualidade de vida no solo, tornando estéreis grandes extensdes de terras
cultivadas. Assim sendo, aguas de qualidade duvidosa (com elevados riscos de salinidade e
sodicidade), adubos com elevado indice salino, drenagem ineficiente dentre outros, sdo
fatores que podem acelerar o processo de salinizagdo secundéaria. CARTER (1975) atribui &

irrigagdo uma das principais causas da salinizagdo induzida.

Os solos sdo considerados salinos se eles contém sais soluveis em quantidades
suficientes para interferir no desenvolvimento da maioria das espécies cultivadas. Isto ndo se
refere a uma quantidade determinada de sais, mas depende da espécie da planta, da textura, da
capacidade de armazenagem de dgua no solo e da composi¢do dos sais. Portanto, o critério
para se destinguir solos salinos de ndo salinos € arbitrario. De acordo com a defini¢do do
laboratorio de salinidade dos Estados Unidos, o extrato de satura¢do de um solo salino tem
uma condutividade elétrica (CE) maior que 4 mmho.cm™ ou 4 deciSiemens.m™ (equivalente a
40 mM NaCl.I") e uma percentagem de sodio trocavel (PST) menor que 15. Embora o pH de
solos salinos possa variar bastante, ele normalmente, se situa proximo a neutralidade, com
uma ligeira tendéncia a alcalinidade. Solos salinos com PST maior que 15 sdo denominados A
de salino sdédicos e apresentam pH elevado e sdo, normalmente, impermeaveis a agua € a
aeragdo, quando os sais soluveis sdo removidos por lixiviagdo. A CE do extrato de saturagdo
ndo ¢ um indicador suficiente para o cultivo de plantas em solos salinos por dois motivos
principais: (1) a concentragdo real de sais na superficie radicular pode ser maior que no solo
propriamente dito e (2) A CE caracteriza apenas o contetido total de sais, mas ndo expressa

sua composi¢io (SOIL SCIENCE SOCIETY OF AMERICA, 1987).

Os sais soluveis consistem, normalmente de vérias propor¢des dos cations Ca*", Mg2+,
Na'*, dos anions CI', SO,*, HCO5 e, as vezes de K, CO;% e NO5". As principais alteragoes
quimicas provocadas pela salinizagdo dos solos sd3o na composi¢@o e balan¢o de cations nos
complexos de troca e na solug@o do solo, com reflexos no pH e na capacidade de troca idnica
e disponibilidade de nutrientes (SANTOS; MURAOKA, 1997). No caso dos solos sddicos, o
excesso de Na' provoca alteragdes nas propriedades fisicas do solo, reduzindo a floculagdo
das argilas e a estabilidade dos agregados, provocando redu¢des na porosidade e capacidade
de retengdo de agua (BARROS, 1998b). O excesso de sais provoca diminui¢do na pressdo

osmotica e toxicidade para o desenvolvimento da fauna e flora, diminuindo as taxas de
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mineralizacio e humificagio da matéria organica, favorecendo a redugdo na fertilidade dos

solos (SANTOS; MURAOKA, 1997).

A ocorréncia de solos salinos e sodicos é comum nas regides aridas e semi-aridas,
devido 2 baixa precipitacio e a alta taxa de evaporagdo. Por isso, os sais ndo sdo lixiviados,
acumulando-se em quantidades prejudiciais ao crescimento normal das plantas. A salinizagdo
também ocorre em regides do litoral em conseqiéncia da inundagdo do solo pela agua salgada
dos mares ou oceanos. Segundo Carvalho (1973), o potencial de areas irrigaveis com recursos
hidricos locais no Semi-arido nordestino, ai incluidas as terras do vale do S@o Francisco
inseridas no Poligono das Secas, ¢ de cerca de 15.000 km®. Alvargonzalez (1984) ndo
considera que esse potencial supere 25.000 km?. Tomando-se por base essa tiltima estimativa
mais otimista, chega-se a conclusio de que menos de 2% da area total do Nordeste
(aproximadamente 1.640.000 km?) sdo passiveis de irrigagio. Esses nimeros nio sio dificeis
de entender, porquanto 70% da superficie do nordeste semi-arido se localizam sobre o
embasamento cristalino. Sua estrutura é caracterizada por solos na maioria das vezes rasos,

pois, a rocha que lhes da origem esta localizada proxima a superficie e € por isso, de dificil

drenagem.

Molinier et al. (1989), trabalhando em parcelas de solo Bruno ndo Calcico na regido de
Sumé, nos Cariris Velhos da Paraiba, observaram que a agua da chuva, apos escorrimento
superficial, tem sua concentrag¢do salina aumentada em até quatro vezes. No mesmo solo, apos
infiltracdo e coleta no nivel dos drenos, essa concentracio pode aumentar mais de cinqlienta
vezes. Mesmo a agua de boa qualidade pode conter 100 al.000 g sal.m™. Na aplicagdo anual
de 100.000 m’ha™, entre 1 e 10 t de sais sdo adicionadas ao solo. Em decorréncia da
transpiragdo e evaporagdo da agua, os sais soluveis se acumulam no solo e tém que ser
removidos periodicamente pela lixiviagdo e drenagem. Mas mesmo quando se aplica
tecnologia apropriada a esse tipo de solo, eles apresentam concentragdes salinas que

freqiientemente impedem o crescimento das culturas de baixa tolerancia ao sal.

Embora a tolerancia salina seja relativamente baixa na maioria das espécies cultivadas,
pode ocorrer grande variabilidade genética ndo apenas entre espécies, mas também, entre
cultivares dentro de uma espécie. Portanto, a sele¢do de espécies tolerantes ndo € apenas um
fator importante para a produgdo agricola em regides aridas e semiaridas, mas ela pode servir
de potencial para o aproveitamento da dgua do mar na irrigagdo. Exemplos dessa natureza tem

sido dado por Epstein et al (1980), que mostraram que, com determinados tipos de cevada,
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produgdes de graos de até It ha' podem ser obtidas quando ¢ usada agua do mar,

suplementada com N e P, na irrigag@o.

1.3.2.. Efeitos sobre as plantas

1.3.2.1. Classificagdo das plantas segundo o ambiente em que se desenvolvem

As plantas quando classificadas de acordo com o tipo de ambiente em que se
desenvolvem podem ser divididas em: hidroéfitas, quando crescem em ambientes que sempre
apresentam ampla disponibilidade de agua; mesofitas, em ambientes com disponibilidade
intermediaria de agua; xerofitas em ambientes com escassez de dgua; halofitas, em ambientes
com alta concentragdo de sal e glicofitas, quando ndo sdo capazes de se desenvolvem em
ambientes com alta concentragdo salina (PRISCO, 1989). Esta classificagdo nem sempre -
satisfaz aos fisiologistas de plantas devido ela ndo considerar o mecanismo pelo qual as
plantas resistem o ambiente estressante. Por exemplo, todas as plantas que se desenvolvem no
deserto sdo consideradas xeréfitas, mas cada espécie desenvolveu, ao longo da evolugdo, suas
proprias adaptagdes para a sobrevivéncia no ambiente arido. As halofitas possuem
caracteristicas morfo-fisiologicas especificas que permitem realizar suas funcdes vitais na
presenca de altas concentra¢Oes de sais, sem muita dificuldade, e superar baixos potenciais

osmoticos no ambiente radicular (POLJAKOFF-MAYBER, 1975).

As glicofitas, onde se enquadra a maioria das plantas exploradas economicamente, ao
contrario das haldfitas, sdo caracterizadas por uma rea¢do negativa a presenga excessiva de
sais soluveis na solugdo do solo. Essas plantas ndo apresentam as caracteristicas morfo-
fisiologicas das halofitas, sendo a capacidade que possuem para crescerem e produzirem em

solos salinos bastante limitada (GREENWAY e MUNNS, 1980).
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1.3.2.2. Principais componentes de estresse para o crescimento da planta em meio

salino.

Existem trés componentes de estresse principais para o crescimento da planta em meio
salino: (1) déficit hidrico, proveniente do potencial de agua mais baixo na raiz; (2) toxicidade
idnica associada a absor¢do excessiva, principalmente, de CI" e Na'; (3)  desbalanco
nutricional de nutrientes através da redugdo na absorg@o e/ou transporte para a parte aérea da

L)

planta. Normalmente, ndo € possivel prever a contribui¢do relativa destes 3 componentes,

tendo em vista que muitos fatores estdo envolvidos, podendo-se incluir: a concentragdo
i0nica e sua relacdo com o substrato, a duragdo do tempo de exposi¢do, espécie/cultivar, o
estadio de desenvolvimento da planta, parte da planta e condi¢des ambientais. A exposi¢ao
em longo prazo de uma planta pode , por exemplo, resultar na toxicidade idnica nas folhas

mais velhas e em déficit hidrico nas folhas mais novas (MUNNS, 2002).

1.3.2.2.1. Déficit Hidrico

De um modo geral, o crescimento da parte aérea da planta cultivada em substrato
salino € mais intensamente afetado do que o crescimento da raiz (MUNNS, 2002). A rapida
resposta na taxa do crescimento foliar em planta submetidas ao estresse salino € atribuida a
mudancas no estatus hidrico da folha. Em folhas de feijdo (NEUMANN; VOLKENBURGH ;
CLELAND, 1988) um decréscimo no turgor das células foliares é o principal fator
responsavel pela inibi¢do da taxa de crescimento foliar. A salinizagdo diminui a
disponibilidade e a absor¢@o de agua, causando redug¢@o no transporte de agua e nutrientes
através do xilema. Em plantas de tomate e pimenta, apos 27 dias de aplicagdo de estresse
salino (50 mM), o fluxo xilematico decresceu por um fator de 17-20 comparado ao controle
(0 mM), enquanto que a concentragdo idnica no xilema aumentou apenas 2-3 vezes
(KAFKAKI, 1991). Portanto, o suprimento de dgua e de nutrientes minerais tornam-se

restritos em substratos salinos.
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1.3.2.2.2. Toxicidade e desbalango i6nico

Em substratos salinos o Na' e o CI” sdo, freqiientemente, os ions dominantes. Apesar
da necessidade de CI" como miconutriente para as plantas superiores e do Na™ para muitas
halofitas e algumas espécies C4, a concentragdo de ambos os ions em substratos salinos
excede esta demanda e leva a toxicidade em plantas ndo tolerantes ao sal. Em diversas
culturas herbaceas e frutiferas a inibigdo do crescimento e a injuria a folhagem (clorose
marginais e necroses nas folhas maduras) ocorrem mesmo em baixos niveis de salinizagdo de
NaCl (MAAS, 1993). Sob tais condi¢des o déficit hidrico ndo é um obstaculo (MUNNS,
1980) e, pelo menos em Cifrus, a sensibilidade e toxicidade ao Cl ¢ o principal responsavel.
Muitas espécies leguminosas sdo, também, muito sensiveis a altos niveis de cloreto.
Concentragdes isosmoticas de Cl”, comparado a salinidade com SO4*, causam clorose foliar
severa e reducdo na fotossintese e sdo mais toxicas ao crescimento de plantas de amendoim
do que de feijaio (CHAVAN; KARADGE, 1980). Embora a toxicidade ao Cl- seja muito
comum em muitas espécies de plantas cultivadas em substratos salinos com algumas espécies
de plantas, tais como o sorgo, comparado ao cloreto (NaCl), a saliniza¢do com o sulfato '
(NaxSOy4) pode reduzir o crescimento do mesmo modo que o NaCl em baixas concentragdes.
Esse decréscimo no crescimento €, em parte, devido a reducdo na concentragdo de potassio e
magnésio em salinizagdo elevada com sulfato (BOURSIER; LAUCHLI, 1990). Com excegdo
de algumas gramineas tais como o trigo, sorgo e arroz, a toxicidade do Na' nio parece ser tdo
acentuada quanto a do Cl- e estd mais relacionada a baixa concentracdo de célcio ou aeragdo
deficiente no substrato. Diversas culturas com baixa tolerancia ao sal sdo “excluidoras” de
Na' e capazes de restringir, em niveis baixos e moderados de salinidade, o transporte de Na"
para as folhas, onde ele ¢ altamente toxico em espécies sensiveis ao sal (YEO, 1993).

Atualmente, é reconhecida a importancia do acumulo salino no apoplasma foliar como
um componente importante na toxicidade salina, levando a desidratagdo e perda de turgor e
morte de células e tecidos foliares (FLOWERS, 1988). Em planta de arroz, por exemplo, a
murcha € um sintoma precoce que ocorre com apenas 50 mM de NaCl, embora o acumulo de
ions nas folhas seja mais do que suficiente para o ajustamento osmotico. No aposplama
-foliar, no entanto, as concentragdes de Na' podem alcangar 500 mM , o que causa

desidratacdo das células foliares ( FLOWERS; TROKE; YEO, 1991).
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Em salinidade elevada, a redu¢io do crescimento pode, também, se originar de
absorcio, transporte e utilizagdo deficiente de nutrientes. Por exemplo, altas concentragdes de
NaCl no substrato de plantas de cevadas, supridas com baixas concentragdes de magnésio,
causaram redugdes no crescimento devido, principalmente, a inibigdo da absor¢do e
deficiéncia induzida de magnésio (CRAMER; NOWAK, 1992). Em substratos com uma
disponibilidadé razoavel de fosforo a salinidade com NaCl pode aumentar a absor¢do de
fosforo e reduzir o crescimento das plantas devido a alta toxicidade em fosforo (ROBERTS et

al., 1984).
1.3.2.2.3. Papel do calcio, desequilibrios.

O papel do calcio no aumento da tolerancia a salinidade esta bem documentado, assim
como a inducdo da deficiéncia deste ion em plantas cultivadas em substratos salinos. A
aplicag@o de gesso ¢ uma pratica comum em solos afetados por sais. Sob essas condigdes a
aplicacdo de gesso pode aumentar consideravelmente a tolerancia salina. Soja cultivado sob
condigdes salinas e sodicas (COALE et al., 1984) a adi¢do de gesso tem um efeito duplo: (1)
melhora a estrutura e, conseqiientemente, a aera¢do do solo (2) e favorece o aumento da
relagio Ca®"/Na', capacitando a raiz na restri¢io do influxo de Na*.
A importancia do célcio na tolerancia das plantas ao sal foi enfatizada por La
Haye e Epstein (1971) que demonstraram que o aumento do suprimento de CaSO,4 de 0,1 para
10 mM em feijao (Phaseoulous vulgaris), submetido a 50 mM de NaCl causou um
incremento na massa seca foliar de 0,46 para 0,74 g por planta e isto foi associado a um
decréscimo drastico no conteudo de Na' foliar de 1,4 para menos de 0,1 mmol.g”" MS. De
modo semelhante em Cifrus a tolerdncia ao sal pode ser elevada através da aplicagio de altas
concentragdes de calcio no substrato, que suprime o transporte de Na' e CI para as folhas
(BANULS et al., 1991). Este efeito benéfico do calcio esta de acordo com s-ua fungdo na
integridade da membrana e controle de seletividade na absor¢do e transporte de ions. Por
outro lado, altas concentragdes de Na' podem inibir a absor¢io e o transporte de Ca*",
levando a deficiéncia desse elemento em plantas cultivadas em substratos com baixa
concentragdo de Ca’' ou alta relacio Na'/Ca®* (LYNCH; LAUCHLI, 1985). Todavia, ainda
de acordo como os mesmos autores, as espécies de plantas diferem consideravelmente em sua

sensibilidade a deficiéncia de Ca®' induzido. O suprimento de 80 mM de NaCl em Brassica
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inibiu severamente o desenvolvimento das plantas, ndo podendo ser melhorado com o
aumento da concentragdo de Ca”' de 1 para 10 mM .

O incremento da salinidade em culturas irrigadas causa um aumento nas desordens
fisiologicas relacionadas com o calcio; como a queima nas extremidades das folhas do
repolho (Brassica pekinensis). Ressalte-se que o aumento da umidade relativa durante a noite
amenizou, em parte, este efeito negativo do calcio ( MIZRAHI; PASTERNAK, 1985).

Recentemente, a deficiéncia de calcio induzida por sais levou varios autores ( LAZOF;
LAUCHLI, 1991; ZHU et al., 1998) a discutirem sobre a homeostase celular do Ca*' na raiz
bem como a transmissdo de sinal de estresse salino da raiz para a parte aérea.
ZHU et al.(1998). sugerem que concentragdes elevadas de Na' podem deslocar o Ca*" dos
sitios de ligacdo das membranas plasmaéticas intracelulares, impedindo a homeostase do Ca*"

nas células.

1.3.2.3. Efeitos do estresse salino na fisiologia e nos mecanismos de adaptacdo e

tolerancia

O termo “adapta¢do” segundo o GLOSSARIO - Mddulo ecologia (2002) significa
*acomodac¢ao de um organismo a condi¢des adversas”. Amzallag et al., (1993) se referem a
adapta¢do como uma resposta em longo prazo, envolvendo muitas geragdes durante a qual a
planta ajusta sua fisiologia as condi¢des ambientais. Segundo esses autores, quando existe
falta de informagdes precisas sobre a resposta da planta apos a fase de indugdo, ou quando a
resposta ndao € especifica, ndo € possivel dizer que a planta se adaptou especificamente as
condi¢des ambientais. Deve-se utilizar, neste caso, o termo aclimatagdo para descrever a
acomodacgdo da planta ao ambiente. Varios autores verificaram adaptagdes de células vegetais
de diversas espécies tais como Nicotina tobacum (WATAD et al. 1985), Citrus sinensis
(BEM-HAYYIM et al., 1989) Medicago sativa (Mc Coy, 1987), Daucus carota (CELLA et
al., 1989) e Solanum commersonii (LEE et al., 1992), quando submetidas a diversas
condicdes de estresse ambientais (sal, calor, frio, etc). Para que a adaptagdo ocorra, a célula

ou o organismo deve estar no estado fisiolégico préprio, mostrando-se “competente” para se

submeter a mudanga.
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Amzallag et al. (1993) demonstraram que em sorgo (Sorghum bicolor), a planta esta
“competente” para se submeter a adaptagio a salinidade somente durante um curto periodo,
denominando-o de janela aberta, cerca de 5 a 10 dias ap6s a gemina¢do. Enquanto esta
“janela do desenvolvimento” esta aberta, a resposta adaptativa da planta € fungdo da
intensidade do estresse e da estabilidade do ambiente. Amzallag et al. (1993) e Sims e Pearcy
(1992) verificaram, também, que a adaptacdo anatdmica e fisiologica a intensidade luminosa
s6 foi possivel nas folhas que ndo alcangaram um estadio avangado de desenvolvimento. No
sorgo, quando a “janela do desenvolvimento” esta fechada, a planta ndo se adapta, mas
responde a salinidade através de mecanismos de resisténcia pré-existentes. A resisténcia pré-
existente resulta da expressdo de mecanismos de defesa da planta contra o NaCl, mas ndo

inclui nenhum aumento da tolerdncia a salinidade.

Os mecanismos de resisténcia, desenvolvidos ao longo da evolugdo, sdo muito
importantes para a sobrevivéncia das plantas em ambientes estressantes. No entanto, ao se
tentar “domesticar” as plantas visando a produ¢do agricola, deve-se ter bastante cuidado,
porque a maioria das adaptacdes desenvolvida por elas resulta na redugdo da taxa liquida da
fotossintese, e consequentemente, na baixa produtividade da cultura (JONES; TURNER;
OSMOND, 1981; PRISCO, 1986; TURNER, 1986).

Geralmente, a classificagdo de tolerancia ou sensibilidade ao sal das espécies
cultivadas ¢ baseada em 2 parametros: no limite de CE e na percentagem de decréscimo da
produgdo. A variabilidade genética dentro de uma espécie ndo € apenas uma ferramenta
fundamental no estudo dos mecanismos de tolerancia ao sal, mas, também, representa um
papel fundamental na selegdo de espécies tolerantes ao sal. Um certo progresso ja foi
alcangado neste sentido com o arroz irrigado e a cevada (EPSTEIN, 1980). A tolerancia a
salinidade de uma espécie ou cultivar pode variar durante a ontogénese. Ela pode diminuir ou
aumentar, dependendo da espécie/cultivar ou de fatores ambientais. A beterraba, por exemplo
¢ altamente tolerante durante maior parte do seu ciclo de vida, mas se mostra sensivel durante
a germinacdo. Por outro lado, a sensibilidade do arroz, tomate, trigo e cevada, normalmente,

aumentam apos a germinagdo (MAAS; HOFFMAN, 1977).

E muito dificil quantificar diferengas de tolerdncia a salinidade entre espécies
intimamente relacionadas, tendo em vista que a redu¢do no crescimento depende do periodo

em que as plantas se desenvolveram nas condi¢des salinas. A resposta a salinidade aplicada
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durante um periodo curto pode ser a mesma entre variedades tolerantes e ndo tolerantes de
uma mesma espécie. Por exemplo, em trigo a variedade “darium wheat”, considerada mais
sensivel ao sal que a “bread wheat” nao apresentou diferenga de resposta a aplicagdo de sal
em curto prazo (MUNNS; SCHACHTMAN; CONDON, 1995). Isto permite deduzir que ¢é
necessario se considerar os diferentes mecanismos envolvidos no controle do crescimento da
planta bem como o tempo de exposi¢do a salinidade. Pesquisas envolvendo o tempo de
exposi¢do ao NaCl durante o estadio de desenvolvimento da planta levam a concluir a
existéncia de dois tipos de respostas: (1) a primeira fase de reduc¢do do crescimento € devido a
presenga de sal no meio externo da raiz, podendo ser considerada como fase osmética ou de
estresse hidrico, onde a redug@o do crescimento € regulada por sinais hormonais provenientes
da raiz. (2) a segunda fase resulta de danos internos, devido ao aciimulo de sais nas folhas
com alta taxa de transpiracdo, excedendo a capacidade das células em compartimentar estes
sais no vacuolo. Isto ira inibir o crescimento das folhas mais jovens através da reducido do

suprimento de carboidratos as células em desenvolvimento (MUNNS; SCHACHTMAN;
CONDON, 1995).

1.3.2.4. Mecanismos de adaptagdo ao estrato salino

A principio, a tolerancia ao sal pode ser alcangada através da exclusdo ou inclusdo do
sal. A adaptagdo por meio da exclusdo do sal requer mecanismos para evitar um déficit
hidrico interno. A adaptagdo por meio da inclusdo pode ocorrer através de uma alta tolerancia
ao Na" e CI', ou evitando-se altas concentragdes salinas no tecido. Embora possa se fazer uma
distingdo clara entre “incluidoras” e “excluidoras” de sais, existe, na realidade, um espectro
continuo de diferentes graus de inclusdes e exclusdes, entre Na' e CI' e entre diferentes
partes e orgdos das plantas. Na beterraba a tolerdncia se baseia, principalmente, na inclusdo de
sais e sua utilizagdo para manutengio do turgor ou na substituigio do K' pelo Na* em varias
fungGes metabdlicas (GORHAM et al., 1985). O crescimento aumenta com a salinidade e os
niveis de Na* e CI" aumentam nos tecidos mas os niveis de K’ e Ca’" diminuem devido a

competi¢do catidnica.
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Nas glicofitas o mecanismo predominante € o de exclusio (GREENWAY e MUNNS,
1980). Todavia a classificagdo das glicofitas como “excluidoras” € apenas um termo relativo,
isto &, significa uma absor¢@o salina mais baixa, comparada as “incluidoras”. Este termo €
aplicado, em geral, para o transporte salino das raizes para as folhas. O feijoeiro apresenta
baixa tolerdncia ao estresse salino e a toxicidade com CI" € a principal causa da reducdo do
crescimento em baixos niveis salinos. Ao contrario do CI, o transporte do Na' para a parte
aérea da planta € bastante restrito no feijoeiro. O feijoeiro, assim como muitas outras culturaé

sensiveis ao sal, é¢ um eficiente excluidor de Na’" mas ndo de CI' (CARDOSQ, 2000).

Diferengas na capacidade de exclusdo de Na' e CI” existe entre os diversos cultivares
de uma espécie. Por exemplo, a maior tolerdncia de certos cultivares de trigo (BERNAL;
BINGHAM ; OERTLEIL, 1974), cevada (GREENWAY; MUNNS, 1980) e Citrus (MAAS,

1993) esta relacionada a uma restrigdo mais cficiente no transporte de Na' e CI” para a parte

acrea da planta.

Os mecanismos que restringem o transporte excessivo de Na' e CI para a parte aérea
das plantas cultivadas em substratos salinos operam em nivel de raiz (tais como propriedades -
da raiz, caracteristicas anatomicas) e no percurso da raiz para a parte aérea. A retranslocacio
do Na' da parte aérea para as raizes pode contribuir para diminuir o contetido de Na' foliar

em espécies sensiveis como o feijoeiro (Phaseolus vulgaris).

Nas halofitas como a Avicenia marin, exposta a dgua do mar, cerca de 80% do sal
depositado na superficie radicular através de fluxo de massa € excluido (WAISEL et al,,
1986). Em muitas halofitas as barreiras contra o influxo passivo de sais sdo particularmente
desenvolvidas na raiz, podendo-se citar, por exemplo, a banda de Caspari que ¢ 2-3 vezes
mais desenvolvida do que nas glicofitas. Nas glicofitas as diferencas na permeabilidade da
membrana ao Na' e Cl” ou bombas excluidoras na membrana plasmatica sio os principais
mecanismos em nivel de raiz que restringem a absor¢ao e o fluxo raiz-parte aérea (MUNNS,
1993). Em resposta ao estresse salino, o aumento da membrana plasmatica e da atividade da

ATPase da bomba de H' podem ser observados em raizes de cevada (MATSU-MOTO,
CHUNG, 1988).

Em estudo com o tomateiro, a tolerdncia entre cultivares sebaseou em diferentes
mecanismos: o cultivar mais tolerante restringiu efetivamente a translocagio de Na' e Cl para

a parte aérea, enquanto que o cultivar menos tolerante acumulou Na' e CI” na parte aérea e,
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simultaneamente, apresentou menor conteudo de K' do que o primeiro (PEREZ-ALFOCEA
et al., 1993).

Nos tipos “incluidores”, a particio de Na' e Cl" em varios tecidos e 6rgdos da parte
aérea é um mecanismo de grande importancia. Essa particdo pode ocorrer entre folhas jovens
e velhas, entre tipos de células e entre orgdos vegetativos e reprodutivos. A restrigio a
importa¢do de Na™ e CI” para folhas jovens € uma caracteristica para espécies tolerantes ao
sal. Para a tolerancia a salinidade ndo € apenas a quantidade de sais totais na parte aérea da
planta que deve ser levado em conta, mas, principalmente, a capacidade de manter um
gradiente de Na' e CI” entre as folhas velhas e novas, restringindo a importagio para as folhas
jovens, inflorescéncias e sementes, como foi demonstrado para o trigo e milho (GORHAM at

al, 1986).

1.3.2.5. Acumulagio de solutos organicos

A maioria das plantas acumula solutos organicos quando submetidas ao estresse
osmotico. Varios estudos indicam que as concentragdes elevadas de solutos organicos no
citoplasma podem conferir as seguintes fungdes: (1) contribui¢cdo no balan¢o osmotico quando
os eletrolitos no citoplasma estdo em menor concentragdo do que no vacuolo (STEWART;
LEE, 1974) e (2) um efeito protetor nas proteinas e estruturas celulares quando na presenca de
uma concentra¢do elevada de eletrolitos no citoplasma (POLLARD; WYN, 1979). As
enzimas das plantas podem ser protegidas contra os efeitos deletérios do NaCl
(HELLEBUST, 1976), como foi mostrado para a malatodesidrogenase em cevada
(POLLARD e WYN JONES, 1979), para a fosfoenolpiruvato carboxilase na glicofita Zea
mays e nas halofitas Suaeda monoic (SHOMER-LLAN; WAISEL, 1986) e Salsolka soda

(MANETAS, 1990).

Os aminoacidos sdo fatores chaves no desenvolvimento das plantas superiores. Além
do mais, eles agem como moléculas sinalizadoras, controlando seu proprio metabolismo e a
expressdo de diversos gens (NIELSEN et al., 1998). Sob condigdes de estresses ambientais
muitas plantas acumulam solutos tais como a prolina e a glicina-betaina. A Prolina ¢

sintetizada no citosol, principalmente a partir do Glutamato via 1-pirroline-5-carboxilato
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(P5C), catalizado pelo P5C-syntetase (P5CS) e PS5C-reductase (RENTSCH et al., 1996;
SCHWACKE et al, 1999). Sua fun¢io sob condi¢bes de estresse ndo esta totalmente
esclarecida. Esse iminoacido é tido como um osmélito compativel, que pode servir como um
protetor de moléculas ou mesmo um eliminador de radicais livres (SMIRNOFF; CUMBES,
1989). Além do mais, a prolina pode servir como uma fonte de nitrogénio, carbono e

equivalentes redutores durante a recuperagdo do estresse (BLUM; EBERCON, 1976;
AHMAD; HELLEBUST, 1988).

Apesar de Vigna unguiculata ser considerada uma espécie de baixo potencial de
ajustamento osmético (McCREE; RICHARDSON, 1987), trabalho recente em nossas
condi¢des, tem mostrado que sob condi¢des de estresse hidrico essa espécie apresentou um
incremento de cerca de 30 vezes na concentragdo de prolina nas raizes. O aumento foi rapido,
assim como o decréscimo apds a rehidratagdo (COSTA, 1999). Foi proposto que esse
aminoacido participa do ajustamento osmotico de plantas de feijao-de-corda submetidas ao
estresse hidrico. Entretanto, a efetividade da prolina como um agente que pode conferir
tolerancia diferencial a essa espécie ainda permanece como uma questdao em aberto, inclusive

para condi¢des de estresse salino (SILVEIRA et al., 2000).

A via do glutamina que conduz a prolina foi primeiramente estabelecida em bactéria,
sendo depois identificada em plantas. Os primeiros passos envolvem uma enzima bifuncional
1 -pyrroline- 5-carboxylate synthetase (PSCS) com a g-glutamil kinase (GK) e a glutamic- g-
semialdehyde dehidrogenase (GSAD) (DELAUNEY; VERMA, 1993; HU et al., 1992).0
estimulo da biossintese da prolina sob estresse salino foi primeiramente associado a um
aumento dos niveis da PSCR e do mRNA da P5CS (HU et al.,, 1992; YOSHIBA et al., 1995).
Diversos estudos tém indicado que a PSCS € a enzima critica na biossintese da prolina
(SZOKE et al., 1992; KAVI et al, 1995). A atividade da GK nas plantas, como foi
demonstrado em cevada (KUEH et al., 1984) e Vigna aconitifolia (ZHANG —et al., 1995) é
retro inibida pela prolina, o produto final (FUJITA et al, 1998). A contribui¢do da via
ornitina na acumulagdo da prolina, durante o estresse, ainda ¢ uma questdo em discussdo

(HERVIEU et al., 1995).

A acumulagdo de prolina e de outros solutos organicos compativeis pode contribuir
para o ajustamento osmotico do citosol. Essa adaptagdo pode resultar numa tolerancia maior

ao estresse hidrico e salino que pode ocorrer em xerofitas, halofitas e mesofitas. O
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ajustamento osmotico é definido como diminuigdo do potencial osmotico em resposta ao
déficit hidrico ou a salinidade (TURNER, 1979 e 1986), que permite a manutengdo de uma

turgescéncia positiva em potenciais hidricos relativamente mais baixos (JONES; TURNER,

1980).

1.3.2.6. Fotossintese e respiragio

Os niveis de salinidade e a area foliar geralmente estdo inversamente relacionados.
Portanto, com o aumento da salinidade a perda de agua pela planta através da transpiragdo
tende a diminuir, enquanto que a respiragdo aumenta, levando a redug¢des drasticas na
acumulag@o de CO; por unidade de area foliar. Menores taxas de fixagdo de CO, durante o
periodo luminoso podem ser causadas pelo déficit hidrico, fechamento parcial dos estomatos,
perda de turgor das células mesofilicas através da acumulag@o de sais no apoplasma ou pelo

efeito toxico dos ions (REDMANN, 1995).

A salinidade reduziu a assimilagdo de CO,, a condutdncia estomatica e o potencial
hidrico em folhas de citrus (BEHBOUDIAN; TOROKFALVY; WALKER, 1982, WALKER -
et al,, 1982). Huang, Murray e Yang (1994) observaram decréscimos significativos na
condutancia estomatica e na taxa fotossintética em trigo (7riticum aestivim L.) exposto a 50

mM de NaCl.

O acuimulo toxico de Na e Cl nas folhas tem sido correlacionado ao fechamento de
estdmatos e a fatores ndo estomatais, tais como redu¢do no contetdo clorofilico, ambos
limitando a quantidade de producdo de fotoassimilatos (ROMERQO; SYVERTSEN, 1996).
Em arroz, a baixa concentragdo de NaCl ndo afetou a taxa fotossintética exceto nas folhas

mais velhas, onde o decréscimo na fotossintese liquida foi inversamente relacionado com a

concentracdo de Na' foliar ( YEO et al., 1991).

Nas plantas submetidas ao estresse salino em experimentos a longo prazo, a resposta
ao NaCl pode ser estimada pela concentragdo salina maxima tolerada pelas folhas em
expansdo. Se a taxa das folhas mortas se aproximar da taxa de expansﬁo das folhas novas a
area fotossintética se tornard bastante reduzida para suportar um crescimento continuo

(MUNSS; TERMAAT, 1986).
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1.3.2.7. Sintese proteica

A sintese protéica nas folhas das plantas submetidas ao estresse salino, normalmente,
diminui em resposta ao déficit hidrico ou a um efeito idnico especifico. Os efeitos do NaCl
na sintese protéica podem ser devido a toxicidade ao Cl ~ em espécies sensiveis (soja, por
exemplo), enquanto que nas plantas mais tolerantes (cevada, por exemplo) o principal
responsavel é o desbalango Na'/K' nas folhas. O efeito adverso de altas concentragdes de
NaCl sobre o contetido de K' e sintese protéica na cevada pode ser contrabalangado pelo
KCl, a despeito de um decréscimo posterior no potencial osmotico e aumento na concentragao
de CI" do substrato. Na cevada a troca de Na' por K™ pode levar a um ajustamento osmotico
nas folhas em expansdo, mas n3o a manuten¢@o da sintese protéica. Exceto em algumas
hal6fitas, o Na' ndo pode substituir K em sua fungfo na sintese protéica, independentemente

da tolerancia do cultivar dentro de uma determinada espécie (GIBSON et al., 1984).

Estudos sobre a senescéncia em folhas de arroz (KAO; YANG, 1983), e de aveia
(SATLER; THIMANN, 1983) mostraram reduc¢des no conteido de clorofila, nos niveis de.
carotendides e nas concentragdes de proteinas soluveis. Segundo a literatura, o estresse salino
pode provocar reagdes diversas na concentracdo de proteinas soluveis, a nivel radicular é
foliar. Varios trabalhos se reportam sobre os efeitos do estresse na redugdo do contetido de
proteinas soluveis nas plantas (HECKATHORN; DE LUCIA; ZIELINSKI, 1997
CARDOSO, 2000). Outros autores verificaram que o estresse salino pode nao influenciar na
concentragdo de proteinas soluveis (MELO, 1999; FERREIRA, 2000) ou pode incrementa-la
(SILVA, 2002, MATOS, 2001). Diversos trabalhos mostram que o decréscimo na
concentracdo de proteinas soliveis totais € uma resposta tipica ao estresse salino (BARNETT;
NAYLOR, 1966; ABUL-KADIR; PAULSEN, 1982). Todavia, de acordo com Helal e
Mengel (1979) ndo foi encontrada nenhuma relag@o entre o contetido protéico, o N-total e o
decréscimo em biomassa, sendo o decréscimo no conteudo protéico resultante do processo de

senescéncia e da degradagdo dos substratos respiratorios (KANG; TITUS, 1989).
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1328 Efeitos do estresse salino sobre a atividade de enzimas limitantes do

crescimento: redutase de nitrato

O nitrogénio € o nutriente mineral mais importante para o crescimento e producdo das
plantas (SILVEIRA, 1987). Sob condi¢des de salinidade, a aquisi¢do e assimilagdo de nitrato
freqiientemente limitam o crescimento e o ajustamento osmético das plantas cultivadas
(RABER,1993; SILVEIRA et al, 1998). A redugdo assimilatoria do nitrato, através de
redutase de nitrato (EC.1.6.6.1), representa o pﬁﬂcipal ponto de controle quando a fonte
externa € o nitrato, enquanto que a atividade de glutamina sintetase (EC.6.3.1.2) representa o
mais importante passo de controle da assimilacdo de amodnia até aminoacidos (LEA, 1997).
Esses processos do metabolismo do nitrogénio sdo fortemente interdependentes e estdo sob

forte regulagdo metabdlica por fatores endogenos e fatores exdgenos da planta.

A redutase de nitrato (RN) nas plantas superiores apresenta mecanismos de regulagdo
bastante complexos. A enzima encontra-se principalmente na forma reduzivel pelo seu
substrato, RN-NADH-dependente (SILVEIRA, 1985). Diversos fatores bioquimicos (niveis
de trioses-fosfato e hexoses-fosfato, Mg', ATP, citocininas, etc, além de fatores externos (luz,
temperatura, umidade) regulam sua atividade (LEA, 1997). A atividade de RN €
extremamente sensivel ao déficit hidrico na planta (FOYER et al., 1998). Por outro lado, sua
resposta ao estresse salino ¢ bastante contraditéria (MELO et al., 1999). O tipo de resposta de
RN a salinidade depende da espécie vegetal, da intensidade do estresse e do nivel de nitrato
(SILVEIRA et al., 1997). Aparentemente, a enzima é pouco sensivel a presenga de Na' e CI',
sendo os efeitos indiretos da salinidade mais importantes sobre a atividade da enzima que os
efeitos toxicos dos fons salinos. Por outro lado, as outras enzimas que atuam na assimila¢do

do N (glutamina sintetase e glutamato sintase) sio menos sensiveis ao déficit hidrico (FOYER

et al., 1998).

Nas plantas superiores a glutamina sintetase (GS) € a enzima chave envolvida na
assimiiagdo do nitrogénio inorgdnico (NH3;) em formas organicas (MIFLIN, 1974). A GS
cataliza a condensagido da amdnia com o glutamato até a glutamina que depois fornece grupos
de nitrogénio, diretamente ou via glutamato, para a sintese de todos os compostos

nitrogenados na planta (LEA et al., 1989). Dois grupos de isoenzimas de GS, plastidica (GS,)
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e citosolica (GS,) foram s nas plantas superiores (HIREL et al., 1993). Na maioria das plantas
superiores a GS, predomina nos cloroplastos e esta localizada no estroma (DUBOIS et al.,
1996). Em um numero limitado de espécies, tais como legumes, a GS; mostrou-se presente,
também, nos plastidios das raizes (VEZINA; LANGLOIS, 1989). A GS, ¢ indispensavel
para a reassimilagdo da amonia proveniente do ciclo do nitrogénio da fotorespiragdo. O papel
fisiologico da GS; ainda ndo foi elucidado.

Quando ocorre uma alta taxa de sintese de prolina em plantas submetidas ao estresse
salino, torna-se imprescindivel um suprimento significativo de glutamato (BERTELI,
NISSEN, 1995). RHODES, HANDA e BRESSAN (1986) demonstraram que, sob condi¢des
de estresse osmotico, o ciclo da GS-GOGAT ¢ a fonte mais importante de glutamato. Plantas
de tomates cultivadas sob condi¢des de estresse, apresentaram maior atividade de GOGAT,
enquanto que a atividade da GS diminuiu ligeiramente (BERTLELI et al., 1995). Esses
resultados evidenciam que o acumulo de prolina no tecido depende da disponibilidade de
glutamato. Por outro lado, estudos em células de tabaco tolerantes a salinidade bem como a
super-expressio da enzima PSCR, que cataliza o (ltimo passo na sintese de prolina,
mostraram que esta enzima ndo esta correlacionada com a tolerdncia a salinidade. Esses
autores sugeriram que outras reagdes na via do glutamato parecem ser mais limitantes para o
aumento na sintese da prolina. Recentemente, Costa (1999) e Cardoso (2000), trabalhando
com plantas de Vigna unguiculata, submetidas ao estresse salino, observaram um aumento
paralelo entre a atividade de GS e a concentra¢do de prolina nas folhas. Por outro lado, €
possivel que condigdes de estresses ambientais, como o estresse hidrico e salino, possam
conduzir ao aumento do catabolismo de proteinas (RABE, 1993), produzindo altas
quantidades de amodnia e aminoacidos. A amonia produzida sob estas condi¢des pode ser

reassimilada através do ciclo GS/GOGAT (LEA, 1997).

1.3.2.9. Resposta do cajueiro a salinidade

Apesar do cajueiro ser cultivado intensivamente na faixa litoranea da regido nordeste
do Brasil, portanto em condigdes sujeitas a salinidade, sdo escassos os trabalhos sobre as
respostas da espécie ao estresse salino. Viegas et al. (1999) e Matos (2000), trabalhando com
muda de cajueiro ando em casa de vegetacdo submetida a diferentes niveis de estresse,

chegaram a conclusio que as plantas jovens de cajueiro mostraram-se moderadamente



Expressio de caracteres fisiologicos ... Mecnéses Junior, J. 41

sensiveis ao estresse salino. Essa espécie ¢ capaz de acumular grande quantidade de prolina
nas suas folhas em resposta ao NaCl (VIEGAS; SILVEIRA, 1999; SILVEIRA et al. 2002).
As atividades de RN e GS em folhas de mudas de cajueiro submetidas a 50 e 100 mM de
NaCl apresentaram respostas opostas: enquanto a primeira enzima se mostrou sensivel a
segunda teve sua atividade estimulada (VIEGAS:; MELO; SILVEIRA, 1999), indicando que
RN esteve relacionada com o crescimento € GS envolvida com o suprimento de glutamato

para a sintese de prolina.

A sensibilidade de mudas de cajueiro andao ao NaCl foi fortemente relacionada com o
rapido fechamento estomatico e acumulagdo progressiva de Na'e CI" nas folhas (MATOS,
2001). Apos longa exposi¢do ao NaCl observou-se redugio nas concentragdes de K*, Ca™* e
Mg*?, especialmente nas raizes do clone CP09, enquanto que no CP06 verificou-se um
decréscimo apenas na concentragio de K* (SILVA, 2002). O decréscimo no contetdo relativo
de 4gua e senescéncia seguida de abscisdo nas folhas mais velhas das plantas de cajueiro ando
cultivadas em vermiculita e estressadas com NaCl (SILVA, 2001; MATOS, 2001) sugerem
que o efeito osmotico foi mais importante do que o efeito de toxicidade idnica como aqueles
observados por Viégas (1999), trabalhando em condig¢des de solugdo nutritiva. Portanto, o tipo
de substrato deve influenciar no tipo de resposta de mudas de cajueiro expostas ao excesso de
sais no sistema radicular. Essas respostas (osmotica versus idnica) aparentemente dependem

da homeostase estabelecida entre a taxa de crescimento e a taxa de absor¢do dos ions salinos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo comparar a tolerancia ao estresse salino e a expressao

de caracteres fisiolégicos, entre mudas de trés genotipos de cajueiro, submetidas a doses

crescentes de NaCl.

2.2. Objetivos especificos

I. Comparar a tolerancia diferencial das mudas em termos do crescimento e particdo da

biomassa das partes das plantas;

2. Analisar a acumulagdo de solutos inorganicos e organicos em folhas e raizes e relaciona-la

com a tolerancia;

3. Estudar o efeito de niveis de NaCl sobre as atividades de redutase de nitrato e glutamina

sintetase e relaciona-la com a tolerancia ao estresse salino;

4. Verificar os efeitos do NaCl em variaveis relacionadas com o uso da agua: condutancia
estomatica, transpiragdo, temperatura foliar, conteido de agua e transpiracdo total e

relaciona-las com a tolerancia ao estresse salino. =
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3. TRABALHOS DESENVOLVIDAS

As atividades desenvolvidas nesta tese foram realizadas obedecendo quatro trabalhos
especificos a seguir relacionados e conforme os objetivos especificos anteriormente

relacionados.

3.1 - TRABALHO I — Crescimento comparativo de mudas de trés ecétipos de cajueiro

(comum , ando e microcarpo) submetidos a diferentes niveis de NaCl.

3.1.1. Introdugéo

A selegdo de porta-enxertos na formacao de mudas de frutiferas € um fator importante
na produtividade e qualidade do produto, especialmente para as condi¢des de estresse
originadas no meio de crescimento do sistema radicular (MATOS, 2001). No caso de Citrus,
diversos trabalhos tém demonstrado que o tipo de porta-enxerto exerce forte influéncia no
crescimento da muda sob condi¢des de estresse salino (BEHBOUDIAN; TOROKFALVY;
WALKER, 1986; BEM-HAYYIM, 1989; GARCIA-LEGAZ, 1993). No caso do cajueiro,
ocorrem, atualmente, dois problemas sérios: (1) baixa disponibilidade de espécies vegetatis,
incluindo 4. occidentale L. que apresentem qualidades superiores para servirem de porta-
enxerto para o cajueiro ando; (2) baixa variabilidade genética entre as atuais progénies de
cajueiro ando (BARROS; CAVALCANTI; PAIVA, 2000). Com a expansdo da cultura do
cajueiro, nas areas irrigadas na regido semi-arida tropical, o problema da salinizag¢ao dos solos
tende a se agravar (VIEGAS e SILVEIRA, 1999). Portanto, a selegdo de materiais tolerantes

ao estresse salino é fundamental para se alcancar produtividades elevadas e sustentaveis

nessas regioes.

As plantas nativas sdo freqiientemente usadas como fonte de resisténcia ou tolerancia
nos programas de melhoramento genético. Assim, varios Orgdos internacionais sdo

responsaveis pela cole¢do, manutengdo e distribui¢do destes tipos de germoplasma para
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pesquisadores em nivel mundial com vistas a utilizagdo em programas de melhoramento.
Varios estudos mostram que algumas plantas nativas e exoticas possuem alta tolerancia a
salinidade e que tais caracteristicas podem ser transferidas para culturas cultivadas através de
melhoramento (FAGERIA; GHEYI, 1997). Por exemplo, Lycopersicon cheesmani, planta
exotica de tomate possui alta tolerdancia a salinidade e pode produzir satisfatoriamente, mesmo
quando se utiliza dgua do mar, com nivel de salinidade considerado altamente toxico para

tomateiros cultivados (WOODS, 1996).

Os resultados de avaliagdo de progénies para tolerdncia a salinidade devem ser
analisados e interpretados adequadamente antes de serem aplicados na pratica. Os critérios de
avaliagdo podem ser as caracteristicas morfologicas (folhas mortas, redugdo em peso da
matéria seca, etc) e as caracteristicas fisiologicas (acumulagdo e exclusdo de ions, ajustamento
osmotico, etc). A selegdo baseada em parametros fisioldgicos resulta em maior sucesso no
desenvolvimento de cultivares tolerantes a salinidade Alguns trabalhos de revisdo, publicados
neste sentido (LAUCHLI; EPSTEIN, 1990; FAGERIA; GHEYI, 1997), mostram que varios
mecanismos de tolerdncia sdo envolvidos. Ainda mais, a importancia relativa de muitos
mecanismos varia entre espécies de plantas (RUSH; EPSTEIN, 1981) e entre cultivares de
uma mesma espécie (YEO; FLOEWERS, 1983). Faltam informagdes sobre o controle
genético destes mecanismos assim como da interagdo do ambiente com a expressdo de genes

envolvidos com os mecanismos de tolerancia.

A tolerancia a salinidade € determinada normalmente em fungdo da percentagem de
biomasssa produzida em solos salinizados versus as condi¢des controle, durante um periodo
de tempo prolongado. Por exemplo, a aplicagio de 200 mM de NaCl durante determinado
tempo em uma espécie tolerante ao sal, como a beterraba, pode causar uma reducdo de
apenas 20% na sua matéria seca. Numa espécie de tolerdncia moderada, como o algoddo,
pode resultar numa redugdo de 60% e numa espécie sensivel, como a soja, pode conduzir a
morte da planta. Por outro lado, a Suaeda maritima, nas mesmas condi¢des citadas (sob 200
mM), pode esta se desenvolvendo normalmente (MUNNS, 2002). Ainda de acordo com o
mesmo autor, a tolerdancia ao sal pode ser mensurada em termos de sobrevivéncia, sendo uma
medida apropriada para espécies perenes, mas para espécies anuais a taxa de crescimento €
uma medida mais pratica por se correlacionar melhor com a produgio. E muito dificil

quantificar diferengas de tolerancia a salinidade entre espécies relacionadas, tendo em vista
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que a redugdo no crescimento depende do periodo em que as plantas se desenvolveram nas

condigdes salinas.

A resposta a salinidade, durante um periodo curto, pode ser a mesma quando se
compara variedades tolerantes e no tolerantes de uma mesma espécie. Por exemplo, plantas
de trigo da variedade “darium wheat”, considerada mais sensivel ao sal que a “bread wheat”
ndo apresentou diferenca de resposta a aplicagdo de sal em curto prazo (MUNNS;
SCHACHTMAN; CONDON, 1995). Isto permite deduzir que € necessario se considerar os
diferentes mecanismos envolvidos no controle do crescimento da planta bem como o tempo
de exposi¢do a salinidade. Pesquisas envolvendo o tempo de exposigdo ao NaCl durante o
estadio de desenvolvimento da planta sugerem a existéncia de dois tipos de respostas: A
primeira fase de redugdo do crescimento é devido a presenga de sais no meio externo da raiz,
podendo ser considerada como fase osmética ou de estresse hidrico, onde a redugdo do
crescimento € regulada por sinais hormonais provenientes da raiz. A segunda fase resulta de
danos internos, devido ao acumulo de sais nas folhas com alta taxa de transpiracﬁd,
excedendo a capacidade das células em compartimentar estes sais no vacuolo. Isto ira inibir o
crescimento das folhas mais jovens através da redug¢do do suprimento de carboidratos as .

células em desenvolvimento (MUNNS; SCHACHTMAN; CONDON, 1995).

Neste trabalho, comparou-se a tolerancia diferenciada a diferentes niveis de NaCl, em
trés progénies de cajueiro (“cajueiro ando”, Anacardium occidentale L., “cajueiro comum”
Anacardium occidentale L., e “cajueiro microcarpo”, Anacardium microcarpum DUKE). As
progénies foram oriundas de sementes de arvores cultivadas ou desenvolvidas em ambientes
bastante distintos visando obter variabilidade genética. A tolerincia ao estresse salino foi
estimada através da capacidade de produgdo e distribui¢do da fitomassa, assim como atraves

da dose de NaCl capaz de reduzir em 50% a massa das folhas.

3.1.2 — Materiais e Métodos



Expressdo de caracteres fisioldgicos ... Menéses Junior, J. 46

3.1.2.1. Material vegetal

As mudas, utilizadas neste trabalho, foram obtidas a partir de sementes de cajueiros de
trés diferentes genotipos (FIGURA 1), que apresentam caracteristicas distintas quanto ao
fenotipo (tipo de porte, tamanho de castanha, precocidade de floragio etc), especialmente o
tipo comum que pode apresentar uma reducdo de seu porte, quando habita areas costeiras
de dunas moveis (FIGURA 1C-2).

As castanhas do cajueiro comum - conhecido popularmente como “comum da praia”
(Anacardium occidentale 1), foram provenientes da praia do Barro Preto, municipio de
Aquiraz/Cear4. As castanhas do cajueiro ando (Anacardium occidentale L.) CP76, e as do
microcarpo (Anacardium microcarpum Ducke) foram provenientes da Unidade Experimental
da Universidade Federal do Cearda — UFC, situada na regido litordinea do municipio de
Caucaia/Ceara. As castanhas dos trés gendtipos (FIGURA 1D) apresentam aspectos
morfologicos diferentes. O microcarpo, apesar de seu porte elevado, apresenta castanhas bem
menores, conhecidas na regido como “cajui”. Dessa maneira, as trés progénies utilizadas no
presente estudo se caracterizam por apresentar diferencas marcantes de suas fenofases a

despeito de existirem evidéncias de baixa variabilidade genética entre eles (CUNHA, 2002).
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FIGURA 1. Plantas matrizes de cajueiro (A) ando (Anacardium occidentale, var.
nanum); (B) microcarpo (4. microcarpum) € (C-1, C-2) comum (4. occidentale L})e
(D) castanhas das matrizes : (D1) ando, (D2 ) microcarpo € (D3) comum.
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3.1.2.2. Substrato e solugdo nutritiva para crescimento das mudas

Para germinacdo, foi utilizada vermiculita de textura meédia, acondicionada em
bandejas plasticas do tipo “leiteira”, com dimensdes de 55 cm x 35¢cm x 20 cm. Apds o
periodo de germinag@o, as mudas foram transferidas para vasos de Leonardo contendo areia
grbssa (©>2mm). A areia foi previamente lavada com agua corrente e, em seguida, por 5
vezes com agua destilada. Esse substrato foi acondicionado em vasos de Leonard
modificados, produzidos a partir de recipientes de vidro, com capacidade para de 1 litro. Os
recipientes foram cortados nas duas extremidades opostas, ajustados um sobre o outro em
sentido contrario, sendo a parte externa pintada com tinta cor prata. As partes inferior e
superior dos vasos apresentaram 20 cm de altura e 9 cm de diametro, perfazendo um volume
de aproximadamente 800 cm’ em cada parte. Os recipientes utilizados para a confecgio dos
vasos de Leonardo foram do tipo reagente quimico. Foram necessarios dois recipientes para

produzir cada vaso de Leonard.

A nutricdo das plantas foi conduzida por meio de solugdo nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) modificada por Viégas (1999) para cultivo de mudas de cajueiro, com a
seguinte composi¢do: 4,0 mmol.dm® em KNOj; 3,0 mmol.dm™ em Ca(NOs)»: 1.0 mmol.dm
3 em CaCly; 1,0 mmol.dm™ em MgSOy; 1,0 mmol.dm™ em K,;HPOy4; 1,0 umol.dm'3 em B*" :
0,9 umol.dm® em Mn?"; 1,8 umol.dm™ em Cl,; 0,03 pmol.dm® em Cu*"; 0,07 pmol.dm™

em Zn’" e 10,0 pmol.dm® em Fe*'-EDTA. A solugdo nutritiva foi fornecida com 1/5 da

. concentragdo i0nica original durante as duas primeiras semanas de estabelecimento das

mudas. Apos essa fase, a solugdo foi fornecida sem diluigdo. As solugdes nutritivas das
plantas controle e tratadas com NaCl foram renovadas a cada dois dias e o seu pH mantido

proximo a 5,5 (+ 0,5) mediante utilizagdo de solugdes estoque contendo 0,10 mol m™ de

NaOH ou HCI.
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3.1.2. 3. Condig¢des ambientais do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetago, situada no Campus do Pici, da
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Ceard, Brasil, nas coordenadas geograficas com
latitude 3°44'S e longitude 38°33'W e clima do tipo AW na classificagio de KOEPPEN. O
trabalho foi desenvolvido no periodo de maio a setembro de 1999. Os valores médios de
temperatura diurna e noturna foram de 27 e 24 °C, respectivamente. A varia¢do de umidade
relativa média do ar de 40 a 80% e fotoperiodo médio de 12 horas de insolagdo. A quantidade
méxima média de radiagdo fotossinteticamente ativa foi, aproximadamente, 1000 pmol. m™.s™
(as 12:00 hs), mensurada com um “quantun sensor” acoplado ao pordmetro LI-160, “steady

state porometer”, LI-Cor, USA).

3.1.2.4. Condug@o das plantas

As sementes dos trés genotipos foram, inicialmente, esterilizadas em solug¢do
comercial de hipoclorito de sodio comercial 10% (v/v), durante 10 minutos, quando entdo
foram exaustivamente lavadas com agua destilada de forma a permitir uma completa
remog¢do do agente esterilizante. Logo apods, as sementes foram imersas em agua destilada,
por um periodo de 24 horas, com vistas a acelerar o processo da germinac¢do (VIEGAS,
1999). Em seguida, as mesmas foram acondicionadas para germinar em um leito contendo
vermiculita saturada com solu¢do de 0,10 mol.m™ de CaSO, (VIEGAS, 1990). Apos a
emergéncia, 15 dias para o ando e o comum, e 25 dias para o microcarpo, as mudas
permaneceram na vermiculita e forram irrigadas com agua destilada até atingir uma altura de
aproximadamente 15 cm, cerca de 10 dias apés a emergéncia. Em seguida, foram
selecionadas pela uniformidade de altura para o transplante. As plantas jovens foram
cuidadosamente retiradas da vermiculita, através de lavagem das raizes, seguidas de imersdo
em bandejas contendo CaSO4 0,10 mol. m'3, para evitar choque osmoético e danos nas
membranas. Em seguida, foram transplantadas para os vasos de Leonard modificados

contendo areia lavada. As mudas transplantadas foram irrigadas duas vezes ao dia, com a
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solucdo nutritiva modificada de Hoagland e Arnon (1950), inicialmente diluida 1/5, durante
oito dias, para aclimatagio (VIEGAS, 1999). A irrigagfo foi conduzida adicionando-se a
solugdo na parte superior dos vasos. O volume evapotranspirado foi diariamente completado
com 4gua destilada para 800 cm’ . Neste caso, a adigdo da agua destilada foi na parte inferior
dos vasos. A solugdo nutritiva foi trocada totalmente duas vezes por semana. As mudas de
cada genotipo de cajueiro permaneceram nesse sistema por diferentes periodos: os cajueiros
comum e ando foram mantidos até atingirem uma idade fisiologica de 44 dias apods
emergéncia. Nesta idade as plantas possuiam semelhante estadio de desenvolvimento indicado
pela altura (média de 25 cm) e nimero de folhas (média igual a 12). O cajueiro microcarpo,
por ser mais tardio, permaneceu naquele substrato até atingir uma idade de 68 dias apos
emergéncia; ocasido em que apresentava o mesmo padrido de desenvolvimento dos demais

(altura e numero de folhas).

3.1.2.5. Tratamentos e colheitas

Visando avaliar a performance das trés progénies na presenca de diferentes condi¢des
de estresse salino, concentragdes de 50, 100, 150 e 200 mM de NaCl foram adicionadas a
solugdo nutritiva. De acordo com Viégas (1999), estas concentrages correspondem,
aproximadamente, aos niveis baixo, médio, alto e muito alto, respectivamente. A intensidade
e periodicidade da aplicagdo das solugdes contendo NaCl foram feitas conforme descrito
anteriormente (sub-item 2.4). O tratamento com solugdo nutritiva sem adi¢do de NaCl foi
tomado como controle. O critério adotado para o tempo de exposi¢do a salinidade baseou-se
na mortalidade de mais que 50% das folhas nas plantas submetidas a 200 mM de NaCl, o que
ocorreu apos 24 dias de estresse para o cajueiro comum e ando e apds 14 dias para o
microcarpo. Apés esses periodos, os vasos foram transferidos as 8:00 para aclimatacdo em
laboratério, durante duas horas. Apds limpeza superficial das folhas com pano tipo “perfex”,
coletaram-se discos e amostras de folhas para mensuracdo imediata da atividade de redutase
de nitrato e do conteudo de agua. Em seguida, as partes folhas, caules e raizes foram
separadas, pesadas, imediatamente acondicionadas em N; liquido, armazenadas a —20 °C,
liofilizadas, moidas e passadas em peneira com abertura de malha de 100 mesh para obtengdo

da farinha. O material foi adequadamente armazenado para posteriores analises.
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3.1.2.6. Delineamento experimental e tratamento estatistico

Os tratamentos foram distribuidos de acordo com o delineamento inteiramente
casualizado em um esquema fatorial 5 X 3 X 3, correspondendo, nessa ordem, aos 5 niveis de
NaCl, 3 progénies e 3 repeticoes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (GOMES et al
1997).

3.1.2.7. Determinag¢do das variaveis de crescimento

3.1.2.7.1. Massa seca acumulada em raiz, caule e folha

Apo6s a coleta, as partes raiz, caule e folhas foram separadas e determinadas as
respectivas massas frescas. As massas secas de caule e raiz foram determinadas diretamente
apoOs completa liofilizagdo. No caso da massa seca das folhas, a determinag@o foi conduzida

em estufa a 90 °C, com circulag@o de ar quente.

3.1.2.7.2. Taxa de incremento da altura da planta (TIAP)

A TIAP foi estimada através da diferenca do incremento da altura do caule no

intervalo de uma semana, conforme a seguinte relagio:

altura final - altura inicial (mm)
TIAP =

tempo final - tempo incial (dias)



Expressio de caracteres fisiologicos ... Menéses Junior, J. 52

A altura da planta foi mensurada a partir do colo até a gema apical, em periodos de

7 dias. Para cada tratamento, utilizou-se a média das mensuragdes durante o periodo

experimental e os resultados foram expressos em mm. dia™.

3.1.2.7.3. Conteudo de agua (CA) e transpiragao total (TT)

Amostras de folhas de cada tratamento foram coletadas, determinado-se a massa
fresca. Em seguida, essas amostras foram submetidas a estufa com circulagdo forgada de ar,

temperatura de 90 °C até atingir peso constante, para determinac¢do do contetido de agua.

A taxa de transpiragdo total das plantas foi estimada mediante a diferenga entre os
volumes inicial e final da solug@o nutritiva, apés 24 horas de transpira¢do. Os valores finais
foram obtidos a partir da média geral de todos os dias de tratamento (24 para cajueiro comum
e ando e 14 dias para microcarpo). Devido a vedagdo do vaso inferior, o volume evaporado

em cada vaso foi desprezivel e ndo computado na média da transpiragao.

3.1.2.7.4. Determinacdo dos teores de clorofilas

A extragdo de clorofilas foi feita pelo método descrito por Engel e Poggiani (1991).
Foram maceradas 7 mg de folhas secas liofilizadas, em almofariz, contendo 20 cm’ de
acetona 80% (v/v) durante 5 minutos. Em seguida, o extrato foi submetido a 8.000 rpm por 5
minutos. A quantificacdo de clorofilas foi realizada, diretamente, no sobrenadante, apos
leitura em espectrofotdmetro a 645, 652 e 663 nm. As concentragdes de Cloroﬁ—la a (Chla) e
Clorofila 4 (Chlb) foram determinadas conforme as rela¢cdes descritas por WHITHAM et al.,

(1971). Os resultados foram expressos em mg de clorofila. g massa seca.
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3.1.3. Resultados e Discussao

Apo6s uma prévia aclimatagdo em solugdo nutritiva diluida e substrato solido (areia
lavada), as mudas dos trés genotipos (cajueiros comum, ando, € microcarpo), com idades
fisiologicas semelhantes - altura média de 25 cm e 12 folhas, foram submetidas a doses
crescentes de NaCl: O (controle), 50 (dose baixa), 100 (média), 150 (alta) e 200 mM (muito
elevada), de acordo com Viégas (1999). No fim do experimento, os dois primeiros genotipos
apresentavam 68 dias apOs a semeadura enquanto que 0 microcarpo, por apresentar um
crescimento mais lento, estava com 118 dias. O cajueiro comum e o ando apresentaram tempo
de emergéncia (aproximadamente 15 dias) e taxas de crescimentos semelhantes entre si. Por
outro lado o microcarpo apresentou germinagdo mais tardia (aproximadamente 25 dias) e

crescimento mais lento durante todo o periodo experimental.

O periodo de tratamento com NaCl para o cajueiro ando e o comum foi de 24 dias
enquanto que para o microcarpo esse periodo foi de apenas 14 dias, tendo em vista o critério
utilizado para o tempo de exposigio a salinidade: mortalidade em mais de 50 % das folhas no.
tratamento de 200 mM de NaCl. Considerando este critério, 0 microcarpo mostrou maior
sensibilidade as doses mais elevadas de NaCl, quando comparado aos dois outros genotipos.
O crescimento relativo dos genotipos foi estimado através da fitomassa total acumulada e
distribuicdo da massa entre raiz, caule e folha. Ao se comparar a massa fresca total das plantas
controle dos trés gendtipos (TABELA 1 e FIGURA 2A), verifica-se que as médias obtidas
para o comum, ando ¢ microcarpo foram de: 30,30, 42,30 e 33,20 g.planta'l, respectivamente.
Denota-se que as médias entre genotipos diferiram estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey, sendo que a massa fresca do ando superou a do comum

em 39,6% e a do microcarpo em 30,0%.

A massa fresca total do ando e do microcarpo foram significativamente reduzidas
(p<0,05) em relag@o aos seus respectivos controles a partir de 50 mM, enquanto que o comum
apresentou massa fresca estatisticamente menor que o controle somente a partir de 150 mM,
mostrando, aparentemente, uma menor sensibilidade ao sal. Como esperado, o decréscimo da
massa fresca total ocorreu com o aumento dos niveis de NaCl, sendo que a maior reducgio da

massa fresca total para os trés genotipos ocorreu com a aplicag@o da dose
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mais alta de NaCl (200mM), que acarretou decréscimos de 57%, 60% e 47% para o comum,
ando e microcarpo, respectivamente. Apesar dos sucessivos decréscimos da massa fresca total
com o aumento da concentra¢do salina, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
gendtipos nos diversos niveis de NaCl. Outros autores comprovaram o efeito do NaCl sobre a

reducdo na massa de mudas de cajueiro (VIEGAS, 1999; MATOS, 2001; FERREIRA,
2000;SILVA, 2002).

Ao se comparar a massa da raiz das plantas sem tratamento salino (controles) dos trés
genotipos (TABELA 1 e FIGURA 2B), observa-se que elas diferiram estatisticamente
(p<0,05) entre si na seguinte ordem de grandeza: ando > microcarpo > comum. O ando, no
controle, se destacou dos demais gendtipos em termos de massa de raiz, folha e total. Isso se
deve, provavelmente, ao fato do ando ser uma planta mais precoce que 0s outros genotipos
estudados e apresentar, normalmente, desenvolvimento inicial mais rapido que o comum e
microcarpo. A massa da raiz, em 200 mM de NaCl, decresceu 47%, 34% e 27 % no
comum, ando e microcarpo, respectivamente, quando comparada aos respectivos controlés,
mostrando que o microcarpo sofreu uma reducgdo significativa (p<0,05) em relacdo aos
demais gendtipos. A massa da raiz do microcarpo diminuiu no tratamento 50 mM, quando
comparada ao controle e manteve-se praticamente constante para os demais niveis salinos,
enquanto que o ando e 0 comum mostraram um decréscimo linear com o aumento dos niveis
salinos. Portanto, 0 microcarpo mostrou-se mais sensivel ao tratamento salino, em termos de
crescimento da raiz. A capacidade de crescimento radicular dos porta-enxertos sob condi¢des

de estresse abidtico € um importante fator a ser considerado na sele¢do (MATOS, 2001).

Durante a condug¢do do experimento observou-se que as mudas do comum
apresentaram raizes menos desenvolvidas que as demais e com disposi¢do
predominantemente fascicular, enquanto que o ando e o microcarpo apresentaram raizes de
maior porte e com disposicdo predominantemente axial (FIGURA 3). Ressalte-se que as
plantas de cajueiro comum foram provenientes de plantas de ambiente de dunas costeiras,
onde, naturalmente, ocorre propagacdao vegetativa do tipo mergulhia, o que pode ter
contribuido para gerac¢ao de individuos geneticamente dotados de raizes predominantemente
fasciculadas (ALMEIDA et al, 1992). Entretanto, apesar do comum apresentar uma menor
alocagdo de fitomassa para suas raizes, quando comparado com o ando, em termos de

quantidade absoluta, sua % de redugdo de massa fresca total, comparado ao controle, foi
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menor. Isso pode evidenciar que esse gendtipo foi mais capaz de suportar altos niveis de NaCl

nas suas raizes — fato bastante importante na sele¢éio de porta-enxertos.
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TABELA 1 — Massa fresca total e massa da raiz em mudas de cajueiro comum,

ando e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados séo a

Média de trés repetigdes.
Massa fresca total (g.planta'l)
NaCl cv'
(Mm) Comum Ando Microcarpo (%)
0 30,30a B 42,30a A 33,20a AB 15
50 24,00a A 27,00ab A 24,00b A 17
100 26,30a A 26,00b A 22,10b A I7
150 13,70b B 20,30b A 22,00b A 18
200 13,00b B 16,80b A 17,60c A 17
CV? (%) 12 15 13
Massa fresca da raiz ( g.planta™)
NaCl cV'
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 10,24a B 16,81a A 13,60a A 14
50 8,41ab A 11,580 A 7,29b B 15
100 7,84ab A 10,24b A 441b B 12
150 6,00b A 6,25b A 4,48b A 16
200 4,80b A 5,76¢c A 3,61b A 15
CV? (%) 18 17 11

- Entre tratamentos, letras mindsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

- Entre genotipos, letras maitsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

! Coeficiente de variagio entre os gendtipos (colunas).

? Coeficiente de variagdo entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 2. Massa fresca total — MF total (A) e massa fresca da raiz —MF da raiz (B) de
mudas de cajueiros comum, anfio € microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os
valores correspondentes a 100% dae MF total foram 30,30; 42,30 e 33,20 g.planta‘1 e MF da

raiz foram 10,24; 16,81 e 13,60 g.planta™, para os trés gendtipos, respectivamente.
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Figura 3. Raizes de mudas de cajueiro(A) ando e (B) comum — A. occidentale L. com 68
DAP e (C) microcarpo — 4. microcarpum Ducijke, com 121 DAP, submetidas a 0 ¢ 200 mM

58
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Na maioria das glicofitas as folhas sdo as partes mais sensiveis ao estresse salino
(MUNNS, 2002). No presente trabalho, essa tendéncia foi mantida tanto para massa alocada
nas folhas quanto para a taxa de expansdo foliar dos trés genétipos. Foi observado um
decréscimo linear na massa fresca da folha (TABELA 2 e FIGURA 4A) em todos os
gen6tipos com o aumento dos niveis de NaCl. Ao se comparar as médias entre os gendtipos
nos diversos niveis de NaCl, observou-se que o microcarpo apresentou a menor massa foliar
nos diversos tratamentos com diferengas significativas em 50 mM e 200 mM, comparado com
os dois outros genotipos. Portanto, novamente, o microcarpo apresentou menor massa foliar
em relagdo aos demais genotipos. Este resultado foi corroborado pelos valores de taxa de
expansdo foliar (Dados ndo apresentados). Quando se comparou 0 comum com 0 anio, em
termos de redugfo relativa na massa das folhas, nos diversos niveis de NaCl, observou-se que
os dois genétipos apresentaram sensibilidades similares ao NaCl, a despeito do comum
apresentar maior massa absoluta (g. planta™) em todos os niveis de salinidade (TABELA 2).
A massa da raiz (TABELA] e FIGURA 2B) nas plantas submetidas ao estresse salino,
apresentou um comportamento semelhante ao da massa foliar, tendo o microcarpo
apresentado a menor massa em relagdo aos demais gendtipos. Todavia as raizes se .
mostraram mais tolerantes ao NaCl do que as folhas. A massa do caule (TABELA 2 e.
FIGURA 4B) também decresceu linearmente com o aumento do estresse salino nos trés
gendtipos, mas nio se detectou diferengas estatisticas entre os trés genotipos nos diversos

niveis de Na Cl.



AT

Expressdo de caracteres fisiolégicos ... Menéses Junior, J. 60

TABELA 2 — Massa da folha e do caule em mudas de cajueiro comum, ando ¢

microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados sdo a Média de

trés repetigoes.

Massa fresca da folha (g.planta™)

NaCl cV'
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 12,25a B 16,81a A 13,692 B 14
50 8,99ab AB 11,56ab A 7,29ab B 14
100 7,84ab A 10,24bc A 4,41bc B 18
150 420b A 6,25¢ A 4,84c A 18
200 4,10b AB 6,00c A 2,89¢c B 17
CV? (%) 20 25 10

Massa fresca do caule ( g.planta™)

NaCl cv'
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)

0 7,29a A 9,00a A 9,6la A 15
50 5,76ab A 7,29ab A 6,76ab A 15
100 4,41bc B 5,76bc A 6,60ab A 16
150 2,56¢c B 4,84bc A 5,29ab A B £
200 3,24c A 4,00c A 4,40b A 12

CV* (%) ¥y 18 16

- Entre tratamentos, letras mindsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

- Entre genétipos, letras maiusculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

! Coeficiente de variagfio entre os gendtipos (colunas).

2 Coeficiente de variacio entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 4 — Massa fresca da folha — MF da folha (A) e massa fresca do caule — MF do caule

(B) de mudas de cajueiros comum, ando e microcarpo, submetidas a doses crescentes de
NaClL Os valores de 100% de MF da folha foram 12,25, 16,81 e 13,69 g/planta e de MF do

caule foram 10,24; 16,81 ¢ 13,60 g.planta™, para os trés genétipos, respectivamente.
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L interessante observar que a salinidade causou efeitos drasticos sobre o crescimento
das mudas dos trés genotipos de cajueiro estudados (TABELA 3 e FIGURA 3A). Deve ser
destacada a maior sensibilidade do microcarpo para todas as variaveis analisadas, inclusive se

for observado que as mudas resistiram somente 14 dias de tratamento com 200 mM de NaCl
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TABELA 3 —Taxa de crescimento, taxa de transpira¢do e contetido de agua em

mudas de cajueiro comum, anfio e microcarpo, submetidas a doses crescentes de

NaCl. Os resultados sdo a Média de trés repetigoes.

Taxa de crescimento (mm.planta'l‘dia'l)

NaCl cv'
(Mm) Comum Ando Microcarpo (%)
0 2,90a A 1,93a AB 0,85 a B 18
50 1,30b A 0,83b AB 0,13 B B 17
100 1136 A 0,50bc B 0,00 ¢ B 20
150 0,57b A 0,27¢ B 0,00 ¢ C 20
200 0,30b A 0,23¢ A 0,00 ¢ B 19
CV? (%) 22 20 20 :
Taxa de transpiragio total (g H,O.planta dia™)
NaCl cv!
(Mm) Comum Ando Microcarpo (%)
0 82,7a A 92,7a A 84,5a A 16
50 55,8b A 57,5b A © 524B A 13
100 38,1bc A 48,9Bc A 44.8B A 15
150 29.5¢ A 33,7Bc A 39,5B A 15
200 23,7¢ A 25,6c A 31.2¢ A 14
CV? (%) 17 20 12

Conteudo de 4gua (g”.planta)

NaCl cv'
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 75,3 73,7a A 72,92 A 5
50 74,6a A 69,2a A 68,7a A 8
100 74,02 A 66,5a A 66,52 A 9
150 66,92 A 62,82 A 63,6B A 8
200 63,1b A 64,7b A 60,3B A 12
CV? (%) 11 10 11 _

- Entre tratamentos, letras minusculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo ‘Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

- Entre genétipos, letras maitsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

! Coeficiente de variagiio entre os gendtipos (colunas).

2 Coeficiente de variagfio entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 5 - (A) Taxa de crescimento - TC (A), taxa de transpiragdo total - TTT (B) e
contetido de 4gua — CA (C) de mudas de cajueiros comum, ando e microcarpo, submetidas a
doses crescentes de NaCl. Os valores de 100% de TC foram 2,90, 1,93 e 0,85 mm. planta”
1 dia’l; de TTT foram 82,7, 92,7 e 84,5 g HzO.planta'ldia'1 e de CA foram 75,3, 73,7 ¢ 72,9
g.planta™, para os trés gen6tipos, respectivamente.
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As intensidades dos estresses osmotico e idnico nas folhas de cajueiro se concentraram
nas folhas mais velhas, as quais apresentam sintomas visuais de secamento nas pontas, pontos
cloréticos e inicio de senescéncia (SILVEIRA et al., 2002). Entretanto, foi visivel, também,
sintoma de “queima” nas folhas mais jovens, ainda em fase de inicio de langamento (gemas
axilares). Neste caso, a degradagdo das clorofilas a e b ocorreu, principalmente, nas folhas
mais velhas e na presenga de niveis elevados de NaCl, conforme pode ser observado na
TABELA 4 e FIGURAS 6A e 6B. Também neste caso, o microcarpo mostrou-se como o
gen6tipo mais sensivel particularmente quanto a degradacdo de clorofila a, que foi reduzida
cerca de 50% no nivel de 100 mM de NaCl. Em geral, o comum se mostrou menos sensivel
em termos de manutengdo dos niveis de clorofila a e b nos diversos niveis de NaCl. A redugéo
da fotossintese com o aumento da salinidade € atribuida ao fechamento estomético, o que leva
a uma redugdo da pressdo parcial de CO,, ou a fatores ndo estomatais (BETHKE; DREW.
1992). Segundo Tanaka et al (1997) o estresse salino pode levar a perda da atividade do PS

I1, o que esta associado a mudangas na distribui¢do de energia entre os fotossistemas I e II.

Os sintomas visuais causados pelo excesso de sais em folhas de mudas de cajueiro
variam bastante. Em substrato de vermiculita, os sintomas sdo semelhantes aos induzidos por
deficiéncia hidrica progressiva: clororose nas folhas mais velhas, necrose generalizada nessas
folhas seguida por abscisio (MATOS, 2001; SILVA, 2002). Quando o estresse salino ¢
imposto em mudas cultivada diretamente em solugo nutritiva (VIEGAS, 1999), os sintomas
sdo mais semelhantes aos obtidos no presente trabalho Na realidade, o tipo de sintomatologia

esta relacionado com a intensidade de acumulagdo de Na* e CI™ nas folhas.

Os sintomas visuais de toxicidade causados pelo estresse salino em folhas e raizes
podem ser observados através das FIGURAS 7, 8 e 9. Observou-se que, de modo geral, os
tratamentos nos niveis mais elevados de NaCl (150 a 200 mM) induziram sintomas de
toxicidade nas folhas (clorose generalizada, “queima” nas extremidades dos foliolos jovens e
manchas necréticas no limbo) nos trés gendtipos. Estes sintomas ocorreram com maior
freqiiéncia na parte superior e inferior das plantas, ou seja, nas folhas apicais mais jovens e
também nas folhas mais velhas causando abortos freqiientes nessas tiltimas. Um exame mais
acurado das FIGURAS 7, 8 e 9 permitem concluir que o aparecimento de manchas necréticas
foliares variou bastante entre plantas dentro de cada tratamento e apareceram primeiro no
microcarpo — a partir de 50 mM, depois no anfo — a partir de 100 mM, e por ultimo, no

comum — a partir de 150 mM. Deve-se ressaltar, ainda, que os sintomas de toxicidade entre
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plantas nos trés genotipos variaram bastante nos ultimos niveis salinos, sendo que no nivel

de 200 mM observou-se queda de mais de 50% das folhas nos trés gendtipos.

A determinagfo da concentra¢do de NaCl que causou reducéio de 50% na massa fresca
das folhas (CLsg), realizada através do ajustamento por regressdo polinomial do 2° grau,
mostrou valores de aproximadamente 100, 74 ¢ 65 mM de NaCl para o comum, anio e
microcarpo, respectivamente. A despeito desses valores terem sido obtidos a partir de fungdes
ajustadas somente com 5 niveis de NaCl (0, 50, 100, 150 e 200 mM), os coeficientes de
correlagdo (R?) foram altamente significativos: 0,9684"" (comum), 0,9736" (anfo) e 0,9386
(microcarpo). Dessa forma, esses valores ratificam que o microcarpo foi muito mais sensivel
ao NaCl, enquanto que, o comum apresentou evidéncias de maior tolerancia relativa quando
comparado ao anfio. Entretanto, deve ser observado, que esse ultimo genétipo apresentou
maior produg¢@o de massa foliar (em termos absolutos — g/planta), especialmente nos niveis de
0, 50 e 100 mM de NaCl quando comparado aos dois outros gendtipos (TABELA 2 e
FIGURA 4A). -
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TABELA 4 — Clorofilaa e clorofila b em mudas de cajueiro comum, ando e

microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados sdo a

Média de trés repeti¢des.

Clorofila a (g.Kg"' MS)

NaCl cv!
(mM) Comum Ando Micro (%)
0 1,36a A 1,02a A 1,15a A 15
50 1,34a A 0,91a AB  0,75a B 16
100 1,02ab A 0,80ab AB  0,49b B 15
150 0,54c AB 0,77b AB  049b B 11
200 0,41c B 0,75b A 0,47b B 15
CVZ (%) 15 13 12
Clorofila b (g.Kg" MS)
NaCl cv'
(mM) Comum Ando Micro (%)
0 0,56a B 0,642 A 0,70a A 14
50 0,59a A 0,53a A 0,63ab A 15
100 0,60a A 0,54a B 0,48b B 15
150 0,53a A 0,42a B 0,44b B 10
200 0,30b A 0,40b A 0,42b A 15
CV? (%) 16 19 14

- Entre tratamentos, letras mindsculas iguais,indicam semelhanca estatistica pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

- Entre genétipos, letras maitsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

! Coeficiente de variagdo entre os genoétipos (colunas).

? Coeficiente de variagdo entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 6 — Concentragdo de clorofila a— Chl a (A) e clorofila b — Chl b (B) em mudas de
cajueiro comum, ando precoce € microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl Os
valores de 100% de Chl A foram 1,36, 1,02 e 1,15 g.kg'l MS e de Chl B foram 0,56, 0,64 e
0,70 g.kg™ MS, para os trés gendtipos, respectivamente.
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150 mM 200 mM

FIGURA 7 — Mudas de cajueiro anfo com 68 DAP, apds exposi¢éo a diferentes niveis
de NaCl (0, 50, 100, 150 e 200 mM), durante 24 dias. Fortaleza, Cear4, Brasil, 2002.
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0 mM 50 mM 100 mM 150 mM 200 mM

FIGURA 8- Mudas de cajueiro comum com 68 DAP, apds exposigio a diferentes niveis de
NaCl ( 0, 50, 100, 150 e 200 mM ), durante 24 dias. Fortaleza, Ceard, Brasil, 2002.
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FIGURA 9 - Mudas de cajueiro microcarpo com 121 DAP, apds exposi¢do a diferentes
niveis de NaCl ( 0, 50, 100, 150 e 200 mM), durante 24 dias. Fortaleza, Ceara, Brasil.
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mecanismos de adaptagio que de forma sincronizada irfio determinar o grau de tolerdncia sob
determinadas condicdes de idade fisiolégica, intensidade de estresse, modo de indugdo do
estresse, estado fisiologico geral da planta, condigdes ambientais, etc (MUNNS, 2002). Dessa
maneira, o proprio conceito de tolerdncia e/ou adaptagdo a condi¢do de estresse € bastante
complexo. Alguns autores definem tolerdncia como a capacidade de sobreviver sob
determinadas condi¢des de salinidade (FAGERIA; GHEYI, 1997). Outros, mais ligados a
questdo agrondmica, definem tolerdncia como a capacidade de se adaptar e crescer sob
condigdes de salinidade. No caso da selegdo de porta-enxerto, onde estd inserido o presente
estudo, a questdo ¢ ainda mais complexa pois os caracteres de tolerdncia do porta-enxerto
podem interagir com o enxerto determinando a performance final da muda (BEHBOUDIAN;
TOROKFALVY; WALKER, 1986; SYVERTSEN; LLOYD, 1994). Alguns trabalhos com
porta-enxertos de laranjeira, expostos ao estresse salino, tém demonstrado que algumas
caracteristicas fisiolégicas do porta-enxerto podem ser passadas para a muda enxertada

independente do tipo de enxerto (SYVERTSEN; LLOYD, 1994 ).

Assim, no caso do presente estudo, € possivel concluir que as mudas de cajueiro
microcarpo s30 mais sensiveis ao NaCl do que os gendtipos comum e ando. Quanto a
performance desses dois ultimos, o resultado ndo é conclusivo para indicar o material menos
sensiveis, apesar do comum ter mostrado um CLsy menor que o apresentado pelo ando.
Entretanto, em termos de utilizacdo dessas mudas como porta-enxerto, o tipo anfo expressou

algumas caracteristicas mais favoraveis tais como maior crescimento do sistema radicular e

do caule nas condi¢des do presente estudo.
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3.2. TRABALHO II — Acumulagiio de solutos inorgénicos e orginicos em folhas e raizes

de mudas de trés genétipos de cajueiro em resposta a diferentes niveis de NaClL

3.2.1. Introducgdo

Quando da exposi¢do da planta ao estresse salino o crescimento foliar € rapidamente e
intensamente inibido em decorréncia de mudangas no potencial osmético nas proximidades
das raizes (MUNNS; SCHACHTMAN; CONDON, 1995, NEUMAN, 1993). Em seguida,
alguns ions presentes na solu¢fo externa alcangam as folhas, em quantidade que depende da
habilidade do sistema radicular em controlar o fluxo de ions para o xilema e da taxa de
transpiragdo. O efeito idnico sobre o crescimento foliar, depende da capacidade da planta em
acomodar esses ions nos compartimentos das células onde eles ndo causem danos. Esta
habilidade, por sua vez, é fungfio da intensidade do transporte i6nico e do volume foliar.
Normalmente, os ions que alcangam as folhas sdo acumulados nos vacuiolos (FRICKEW;.
LEIGH; TOMOS, 1996). Se esses ions ndo se acumularem nos vacuolos e suas concentragdes
aumentarem no apoplasto das folhas, entdo ocorrerfio efeitos osmoticos que afetarfio o
crescimento foliar (FLOWERS; TROKE; YEO, 1991). Caso a concentragéo de ions aumente

no citoplasma havera reflexos negativos no metabolismo celular (FLOWERS et al., 1977).

A redugdo no crescimento da planta devido, por exemplo, a mudangas no balango
hormonal, causado pelos efeitos iniciais da exposi¢do a salinidade, ird aumentar o efeito da
acumulagdo idnica, devido a redugdo na capacidade de acomoda¢io dos ions na folha, tendo
em vista sua menor taxa de crescimento. Por fim, os efeitos da saliniza¢do dependerdo da
habilidade das folhas em acomodarem a quantidade de ions provenientes das raizes (MUNNS;
TERMATT, 1986). O suprimento de ions para a parte aérea da planta depende do fluxo e da
concentragdo de ions na seiva do xilema. Flowers, Troke e Yeo (1991) sugerem que a
concentragdo de ions de sddio no simplasto da raiz influi na intensidade do transporte i6nico
para a parte aérea da planta e que, essa concentragdo serd maior em um genétipo sensivel a

salinidade do que em um tolerante.

Uma das adaptag¢des que resulta numa tolerancia maior aos estresses hidrico e salino é

o ajustamento osmotico, que pode ocorrer em xerofitas, halofitas e mesdfitas. A resisténcia a
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salinidade nas haléfitas pode ser por acumulagdo de cloreto e sédio no vactolo; por
resisténcia & entrada desses ions para o citoplasma e por dilui¢do desses ions, apds sua entrada
na planta, devido ao incremento em sua biomassa. Uma das caracteristicas bioquimicas
relacionadas com a adaptagio das plantas hal6fitas a salinidade ¢ a acumulagéo intensa de
duas substancias nitrogenadas: a prolina e a glicinobetaina no citoplasma e organelas. A
acumulac¢do desses compostos que contribui para o ajustamento osmético e protegdo de
estruturas celulares (Melo, 1999). Em condig¢des de estresse salino as plantas do tipo glicofitas
desenvolvem, em geral, como mecanismo de adaptagdo a salinidade, em primeira instdncia,
aumentos nas taxas de absor¢do dos proprios ions salinos em excesso na solugdo externa
(GREENWAY; MUNNS,1980). Dessa forma, verifica-se uma diminui¢do no potencial
osmotico das raizes e das outras partes da planta, favorecendo a entrada e a manuten¢do da

4gua nas células (NIU et al., 1995).

A redu¢do no influxo de adgua poderé acarretar diminui¢des no potencial de turgor nas
células (SALISBURY; ROSSI, 1992). Apesar dos mecanismos moleculares que
desencadeiam os processos envolvidos com a redugéo drastica no crescimento das plantas ébb
estresse salino ainda ndo serem conhecidos, eépecula—se que sob essas condi¢des 6éonem.
decréscimos na intensidade de crescimento, provocados, provavelmente, por redugdes nas
taxas de sintese de parede celular e de proteinas (SALISBURY; ROSSI, 1992). Dessa
maneira, é possivel que algumas espécies possam compatibilizar suas taxas de crescimento
com as taxas de absor¢do de ifons. Nesse caso, as concentragdes dos ions salinos seriam
mantidas aproximadamente constantes ao longo do desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 1991).
Num scgundo estadio de adaptacéio a salinidade, algumas espécies promovem uma eficiente
compartimentalizagdo dos sais em células e 6rgéos, através da acumulagdo preferencial nos

vacuolos de raizes, caules e folhas (GREENWAY; MUNNS, 1980).

Algumas espécies podem incrementar a biossintese de solutos osmoticamente
compativeis, promovendo ajustamento osmdtico para a manutengdo de um estado hidrico
compativel com os niveis de crescimento necessarios para o desenvolvimento (BOHNERT;
JENSEN, 1996). Por outro lado, na presenca de concentragdes elevadas de sais ou para
plantas ndo adaptadas, verificam-se, comumente, descompassos entre as taxas de absorgdo de
ions e as de crescimento, ocorrendo acumulag@o progressiva de sais toxicos, com diminuigéo
acentuada na fotossintese e de sintese de proteinas e o surgimento de diversos efeitos indiretos
sobre o crescimento (SALISBURY; ROSSI, 1992). Nesses casos, os diferentes efeitos da

salinidade -deficiéncia hidrica induzida, toxicidade direta dos ions e o desbalan¢o nutricional,
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ocorrem, provavelmente, como efeitos em cascata (NIU et al, 1995), acarretando o

surgimento do processo de senescéncia induzida, redugfo do crescimento e inicio da necrose

dos tecidos.

As mudas de cajueiro sdo, relativamente, sensiveis ao excesso de NaCl (VIEGAS,
1999). Quando se comparou a performance de 6 clones de cajueiro anfio contra 4 genotipos
de “cajueiro comum” nio foi verificada diferenca significativa nas acumulacdes de Na" entre
todos os genétipos (FERREIRA et al., 2001). As mudas apresentam rapida e intensa absor¢io
de Na" e CI que se acumulam inicialmente em maiores quantidades nas raizes e em, seguida
migram intensamente para a parte aérea, atingindo concentragdes toxicas, inicialmente, nas
folhas mais velhas (VIEGAS, 1999). A absor¢io de Na® causa redugfio intensa na
concentragio de K das raizes (VIEGAS et al., 2001). Existe uma correlagio estreita entre a
acumulagio de Na' e a sintese de prolina em folhas de cajueiro (VIEGAS et al., 1999). E
interessante observar que as mudas de cajueiro podem apresentar um mecanismo
completamente diferente quando s@o cultivadas em vermiculita (que contém niveis elevados
de Ca**-trocével). Neste caso, as plantas apresentam claramente um mecanismo de exclusio

de Na* e CI' mantendo baixissimas concentragdes desses ions € de prolina nas folhas (SILVA,

2002).

Neste trabalho, se procurou correlacionar a tolerdncia ao estresse salino entre trés
genotipos de cajueiro (anfio, Anacardium occidentale L., “cajueiro comum” Anacardium
occidentale L., e “cajueiro microcarpo”, Anacardium microcarpum DUKE) com a

acumulagdo de solutos em raizes e folhas de mudas crescidas em diferentes niveis de NaCl.

3.2.2 . Material e Métodos

3.2.2.1. Material Vegetal

As mudas, utilizadas neste trabalho, foram obtidas a partir de sementes de cajueiros de
trés diferentes genétipos (FIGURA 1), que apresentam caracteristicas distintas quanto ao

fenotipo (tipo de porte, tamanho de castanha, precocidade de floragfo etc), especialmente o
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tipo comum que pode apresentar uma redugfio de seu porte, quando habita dreas costeiras

de dunas moveis (FIGURA 1C-2).

As castanhas do cajueiro comum - conhecido popularmente como “comum da praia”
(Anacardium occidentale L), foram provenientes da praia do Barro Preto, municipio de
Aquiraz/Ceara. As castanhas do cajueiro ando (4dnacardium occidentale 1.) CP76, e as do
microcarpo (dnacardium microcarpum Ducke) foram provenientes da Unidade Experimental
da Universidade Federal do Ceard — UFC, situada na regifo litordnea do municipio de

Caucaia/Ceard. As castanhas dos trés genétipos (FIGURA 1D) apresentam aspectos

morfologicos diferentes.

3.2.2.2. Substrato e solu¢do nutritiva de crescimento das mudas

Para germinagdo, foi utilizada vermiculita de textura média, acondicionada em
bandejas plasticas do tipo “leiteira”, com dimensdes de 55 cm x 35cm x 20 cm. Apds o
periodo de germinagfo, as mudas foram transferidas para vasos de Leonardo contendo areia
grossa (@>2mm). A areia foi previamente lavada com agua corrente e, em seguida, por 5
vezes com agua destilada. Esse substrato foi acondicionado em vasos de Leonard
modificados, produzidos a partir de recipientes de vidro, com capacidade para de 1 litro. Os
recipientes foram cortados nas duas extremidades opostas, ajustados um sobre o outro em
sentido contrario, sendo a parte externa pintada com tinta cor prata. As partes inferior e
superior dos vasos apresentaram 20 cm de altura e 9 cm de didmetro, perfazendo um volume
de aproximadamente 800 cm® em cada parte. Os recipientes utilizados para a confecgio dos
vasos de Leonardo foram do tipo reagente quimico. Foram necessérios dois re—cipientes para

produzir cada vaso de Leonard.

A nutri¢do das plantas foi conduzida por meio de solugdo nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) modificada por Viégas (1999) para cultivo de mudas de cajueiro, com a
seguinte composigio: 4,0 mmol.dm® em KNOj; 3,0 mmol.dm® em Ca(NO3),; 1,0 mmol.dm’
* em CaCly; 1,0 mmol.dm™ em MgSOy; 1,0 mmol.dm™ em K,HPO,; 1,0 pmol.dm™ em B> ;
0,9 umol.dm3 em Mn®"; 1,8 pmol.dm'3 em Cl7; 0,03 pmol.dm'3 em Cu2+; 0,07 pmol.dm'3

em Zn** e 10,0 pmol.dm® em Fe’*-EDTA. A solugdo nutritiva foi fornecida com 1/5 da
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concentragio idnica original durante as duas primeiras semanas de estabelecimento das
mudas. Apds essa fase, a solugdo foi fornecida sem diluigdo. As solugdes nutritivas das
plantas controle e tratadas com NaCl foram renovadas a cada dois dias e o seu pH mantido

préximo a 5,5 (% 0,5) mediante utilizagdo de solugdes estoque contendo 0,10 mol m> de

NaOH ou HCL

3.2.2.3. Condi¢des ambientais do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetag@o, situada no Campus do Pici, da
Universidade Federal do Cear4, Fortaleza, Ceard, Brasil, nas coordenadas geograficas com
latitude 3°44'S e longitude 38°33'W e clima do tipo AW na classificagio de KOEPPEN. O
trabalho foi desenvolvido no periodo de maio a setembro de 1999. Os valores médios de
temperatura diurna e noturna foram de 27 e 24 °C, respectivamente. A variagdo de umidaée
relativa média do ar de 40 a 80% e fotoperiodo médio de 12 horas de insolagdo. A quantidade
maxima média de radiagdo fotossinteticamente ativa foi, aproximadamente, 1000 p.mol.m'z.s']
(as 12:00 hs), mensurada com um “quantun sensor” acoplado ao pordmetro LI-160, “steady

state porometer”, LI-Cor, USA).

3.2.2.4. Condugdo das mudas .

As sementes dos trés genotipos foram, inicialmente, esterilizadas em solugfo
comercial de hipoclorito de sodio comercial 10% (v/v), durante 10 minutos, quando entdo
foram exaustivamente lavadas com d4gua destilada de forma a permitir uma completa
remogdo do agente esterilizante. Logo apds, as sementes foram imersas em agua destilada,
por um periodo de 24 horas, com vistas a acelerar o processo da germinagio (VIEGAS,
1999). Em seguida, as mesmas foram acondicionadas para germinar em um leito contendo
vermiculita saturada com solugio de 0,10 mol.m?> de CaSO; (VIEGAS, 1990). Apds a
emergéncia, 15 dias para o ando e o comum, e¢ 25 dias para o microcarpo, as mudas

permaneceram na vermiculita e forram irrigadas com agua destilada até atingir uma altura de
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aproximadamente 15 cm, cerca de 10 dias apos a emergéncia. Em seguida, foram
selecionadas pela uniformidade de altura para o transplante. As plantas jovens foram
cuidadosamente retiradas da vermiculita, através de lavagem das raizes, seguidas de imersdo
em bandejas contendo CaSO; 0,10 mol 1 para evitar choque osmético e danos nas
membranas. Em seguida, foram transplantadas para os vasos de Leonard modificados
contendo areia lavada. As mudas transplantadas foram irrigadas duas vezes ao dia, com a
solu¢do nutritiva modificada de Hoagland e Arnon (1950), inicialmente diluida 1/5, durante
oito dias, para aclimatagio (VIEGAS, 1999). A irrigagio foi conduzida adicionando-se a
solugdo na parte superior dos vasos. O volume evapotranspirado foi diariamente completado
com 4gua destilada para 800 cm® . Neste caso, a adi¢io da dgua destilada foi na parte inferior
dos vasos. A solugdo nutritiva foi trocada totalmente duas vezes por semana. As mudas de
cada genétipo de cajueiro permaneceram nesse sistema por diferentes periodos: os cajueiros
comum e ando foram mantidos até atingirem uma idade fisiolégica de 44 dias apds
emergéncia. Nesta idade as plantas possuiam semelhante estadio de desenvolvimento indicado
pela altura (média de 25 cm) e niimero de folhas (média igual a 12). O cajueiro microcarpb,
por ser mais tardio, permaneceu naquele substrato até atingir uma idade de 68 dias apés

emergéncia; ocasido em que apresentava o mesmo padrdo de desenvolvimento dos demais

(altura e nimero de folhas).

3.2.2.5. Tratamentos e colheitas

Visando avaliar a performance das trés progénies na presenca de diferentes condi¢bes
de estresse salino, concentra¢des de 50, 100, 150 e 200 mM de NaCl foram adicionadas a
solug¢do nutritiva. De acordo com Viégas (1999), estas concentragdes <-:orrespondem,
aproximadamente, aos niveis baixo, médio, alto e muito alto, respectivamente. A intensidade
e periodicidade da aplicagdo das solugdes contendo NaCl foram feitas conforme descrito
anteriormente (sub-item 2.4). O tratamento com solugdo nutritiva sem adi¢do de NaCl foi
tomado como controle. O critério adotado para o tempo de exposi¢do & salinidade baseou-se
na mortélidade de mais que 50% das folhas nas plantas submetidas a 200 mM de NaCl, o que
ocorreu apos 24 dias de estresse para o cajueiro comum € ando e apds 14 dias para o

microcarpo. Apos esses periodos, os vasos foram transferidos as 8:00 para aclimatagdo em
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laboratério, durante duas horas. Apés limpeza superficial das folhas com pano tipo “perfex”,
coletaram-se discos e amostras de folhas para mensuragdo imediata da atividade de redutase
de nitrato e do conteudo de agua. Em seguida, as partes folhas, caules e raizes foram
separadas, pesadas, imediatamente acondicionadas em N, liquido, armazenadas a —20 °C,
liofilizadas, moidas e passadas em peneira com abertura de malha de 100 mesh para obtengéo

da farinha. O material foi adequadamente armazenado para posteriores andlises.

3.2.2.6 .Delineamento experimental e tratamento estatistico

Os tratamentos foram distribuidos de acordo com o delineamento
inteiramente casualizado em um esquema fatorial 5 X 3 X 3, correspondendo, nessa ordem,
aos 5 niveis de NaCl, 3 progénies e 3 repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de

varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

(GOMES et al 1997).
3.2.2.7. Concentragdes de sodio e de potassio

Apé6s liofilizag@o do material vegetal -folhas e raizes, tomaram-se amostras de 100 mg
que, depois de mineralizadas por via umida, empregando-se a digestdo nitrico-percldrica,
determinaram-se os teores de sddio e de potassio por fotometria de chama, conforme descrito

em Sarruge e Haag (1974). Os resultados foram expressos em mmol kg™ massa seca.

3.2.2.8 . Concentracdo de cloreto

O método utilizado para estimativa do teor de cloreto na planta, foi o da titulagio com
nitrato de prata, descrito por Malavolta et al., 1989. Amostras previamente liofilizadas

(100mg) de tecido vegetal (folhas e raizes), foram acondicionadas em frasco de vidro e,
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posteriormente, submetidas a uma extragdo , em 25 mL de 4gua destilada, em agitador‘
horizontal, a 100 rpm, por 10 minutos. Apo6s filtragdo, aliquotas de 10 mL do sobrenadante
foram tratadas com 1 mL do indicador cromato de potasssio (K,CrOs) a 5%, quando entfio
deu-se inicio aos procedimentos de titulac;ﬁo com nitrato de prata (AgNO;3) 28 mM, até
obteng@o de uma coloragdo marron palida. Cada mL de nitrato de prata gasto na titulagéo-
correspondeu a 2,5 mg de cloreto em 100 mg de massa seca (MS). Os resultados foram

expressos em mmol kg™ massa seca.
3.2.2.9. Concentragdo de Ca* e Mg*?

Ap6s liofilizagdo do material vegetal - folhas e raizes, tomaram-se amostras de 100°
mg que, depois de mineralizadas por via imida, empregando-se a digest&o nitrico-perclorica,
determinaram-se os teores de célcio e magnésio por espectrofotometria de absorgdo atdmica
conforme descrito em Malavolta et al., (1989). Os resultados foram expressos em mmol kg g

massa seca.
3.2.2.10. Concentragdo de prolina livre

A estimativa do teor de prolina livre seguiu a metodologia de Bates (1973).
Amostras de tecido vegetal, previamente liofilizadas, foram maceradas em almofariz em
présengﬁa de 3,0 mL de acido sulfossalicilico 3%. Em seguida, 2 mL do extrafo foram
transferidos para tubos tipo “eppendorf” e centrifugacdo a 12.000 g. O sobrenadante foi -
coletado e aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos de ensaio com tampa de enroscar
contendo 1 mL de ninhidrina 4cida (1 g do reagente de ninhidrina dissolvida em 24 mL de
acido acético glacial + 16mL de 4cido fosférico 6 M) e 1,0mL de 4cido acético glacial
concentrado. Apés homogeneizagdo, os tubos, hermeticamente fechados, foram
acondicionados em banho-maria, a 100°C, durante 1 hora. A reagdo foi interrompida por
meio de uma ﬁnediata reducdio da temperatura mediante contato dos tubos de ensaio com

dgua a 2°C. Em seguida, 2 mL de tolueno foram adicionados ao meio de reagdo. Apés



&

o)

Expressdo de caracteres fisioldgicos ... Menéses Junior, J. 81

agitagdo vigorosa, por aproximadamente 15 segundos, duas fases foram formadas. A fase
aquosa superior, de coloragdo avermelhada (croméforo + tolueno), foi recuperada e
submetida-a uma leitura em espebtrofotémetro, a 520 nm. Os teores de prolina livre foram
estimados éom base em um reta padrdo ajustada a partir de concentragdes crescentes de L-

prolina p.a. (sigma). Os resultados foram expressos em mmol kg™ massa seca de tecido.
3.2.2.11 Concentragéo de amino 4cidos livres totais (N-ai-amino livre)

A concentragdo dos aminodcidos livres totais foi estimada pelo método de Peoples-
et al.(1‘989). Amostras, previamente liofilizadas, de 100 mg de tecido vegetal foram
acondicionadas em tubos de ensaio, hermeticamente fechados, contendo 5 mL de ‘4gua
destilada, 65 quais foram acomodados em banhb-maria, auma temperatufa de 100°C, durante
30 minutos. Em seguida, os tubos foram submetidos a uma.centrifugacéio a 3.000 rpm, por 10
minutos. Ao término desta fase procedeu-se & coleta do sobrenadante, quandb entdo a fase -
precipitada foi ressuspendida em 5 mL de 4gua destilada, com procedimento de extragio
similar aquele listado anteriormente. Ap6s aferigdo com 4gua destilada, em tubos de ensaio
graduado, o volume final dos extratos provenientes das duas etapas de extragfo, foi de 10 mL.
A reagfio para andlise e estimativa da concentra¢do de aminoacidos livres totais foi conduzida
em tubos de ensaio contendo uma aliquota de 0,1 mL de extrato, em presenga de 1 mL de uma
solugdo tarhponada a pH 5,0 contendo 0,2 M de citrato de sédio * 1 mL do reagente de
ninhidrina (KCN 0,01 M e ninhidrina 5% ein methoxy etanol). Apés homogeneizagio, os
tubos, hermeticamente fechados, foram acondicionados em banho-maria, a 90°C, por um
periodo de 15 minutos. A reagdo foi interrompida por meio de uma abrupta redugdo da
temperatura, do meio de reago, mediante contato dos tubos de ensaio com 4gua, a 2°C. As
leituras foram feitas em espectrofotometro a 570 nm. Os teores de aminoécidos livres totais
foram estimados com base em uma reta padrfo ajustada a partir de concentra¢les crescentes

de uma mistura padronizada de L-asparagina e L-glutamina. Os resultados foram expressos

em mmol kg™ de massa seca de tecido.
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3.2.2.12 - Concentrago de proteinas soliveis totais

Para a determinagdo das concentragdes das proteinas soliveis totais em tecidos de
folhas e raizes foi utilizado o método descrito por BRADFORD (1976). Amostras de tecidos
congelados integros de folhas ou raizes (12g), foram separadamente macerados em almofariz,
na presenga de nitrogénio liquido. Em seguida, essas amostras foram submetidas a uma
extragdo em presenca de 12 mL de uma solugdo tampéo (Tris-HC] 100 mM; EDTA-Na 5 mM
; polyvinypyrrolidone 5% m/v e mercaptoethanol 5 mM), por cinco minutos, a uma
temperatura de 4 °C. Apés filtragdo, o extrato foi submetido a uma centrifugagéo (15.000 g)
em condi¢gdes de temperatura similar aquela da extragdo, durante um periodo de 15 minutos.
As concentragdes das proteinas soliiveis totais foram estimadas com base em uma reta padrio
ajustada a partir de doses crescentes de albumina sérica bovina (Sigma) e leituras em

espectrofotdmetro a 595 nm. Os resultados foram expressos em mg de proteina g”'. massa

seca de tecido.

3.2.2.13 . Agucares soluveis totais

A extragdo dos agucares soluveis totais foi feita com etanol 80%. Para 100 mg de MS
foram adicionados 4 mL de etanol 80% durante 15 minutos e centrifugado a 5000 g durante
10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o precipitado resuspendido em 3 mL de etanol
80%, por duas vezes. Apds jungdo dos sobrenadantes o volume foi aferido com é4gua
deionizada para 10 mL. A dosagem foi feita espectofotometricamente pelo método “fenol-
sulfurico”, descrito por DUBOIS (1956). Os extratos foram diluidos convenientemente antes
da dosagem para a obtengdo de leituras na faixa entre 0,2 e 0,5 unidades de absorbincia. As
leituras foram efetuadas a 490 nm. Foi utilizada glicose (Sigma) como padrfo. Os resultados

foram expressos em mmol kg™ massa seca de tecido.
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3.2.3. Resultados e Discussido

3.2.3.1. Solutos inorganicos (Na*, CI', K*, Ca** e Mg*?)

Como esperado, observa-se através das TABELAS 5e 6 e das FIGURAS 10 A e 11

A, que o acumulo de CI' e Na* na raiz aumentou progressivamente em fungfio dos niveis de

NaCl externo, nos trés gen6tipos. No caso do CI', houve uma acumulagdo mais intensa deste

ion nas folhas do que nas raizes, nos trés genétipos e nos diferentes niveis de NaCl. As
concentragdes de CI” chegaram a atingir valores duas vezes aquelas alcangadas pelo Na'.
Deve ser destacado que o gendtipo microcarpo foi o que exibiu maiores concentragdes de CI
em todos os niveis de NaCl. A concentra¢do desse ion nesse genotipo atingiu valores em
média duas vezes superiores aos encontrados no ando. E interessante observar que a relagio
folha/raiz para CI” foi bastante superior no microcarpo seguido do cajueiro comum. Esses
dados evidenciam que nesses dois materiais, especialmente no primeiro, a estratégia dé
compartimentagdo desse fon foi desfavordvel para prevenir a toxicidade. Nesse caso, a

estratégia apresentada pelo anfio foi mais adequada no sentido de evitar intensa acumulagéo

de CI nas suas folhas.
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TABELA 5 — Concentragdo de cloreto em raizes ¢ folhas em mudas de cajueiro

comum, anfio ¢ microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados

sdo a Média de trés repeti¢des.

CI’ Raiz (mmol .kg ™' MS)

NaCl oy
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 187,79 b A 25822 b A 277,00b A 8
50 42723 a A 352,11 a B 469,48a A 8
100 552,11 a A 43991 a A 586,85a A 9
150 56338 a A 375,59 a A 610,33a A 9
200 446,01 a A 375,59 a A 573,71a A 12
CV? (%) 15 15 14

CI" Folha (mmol .kg'1 MS)

NaCl _. cv'
(mM) Comum, Anio Microcarpo (%)
0 281,69 b B 234,74 ¢ B 727,70c A 10
50 633,80 a AB 352,11 ¢ B 1032,86b A 6
100 774,65 a B 680,75 b B 1342,72a A 10
150 91549 a B 1032,86 a B 1338,03a A 9
200 821,60 a B 1220,66 a A 1366,20a A 15
CV? (%) 15 13 15

- Entre tratamentos, letras mintisculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
-Entre gendtipos, letras maiusculas iguais indicam semelhanca estatistica pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
! Coeficiente de variagio entre os gen6tipos (colunas).

2 Coeficiente de variagio entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 10 — Acumulaggio de Cloreto — CI"' em raizes (A) e folhas (B) em mudas de cajueiro
comum, ando e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os valores de 100% de
CI' em raizes foram 187.79, 258,22 e 277,00 mmol .kg" e em folhas foram 281,69,
234,74 e 727,70 mmol. Kg™ MS, para os trés genbtipos, respectivamente.
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Além disso, deve ser ressaltado que o tempo de exposi¢do ao NaCl foi menor no microcarpo

(14 dias) comparado com os dois outros genotipos (24 dias).

A maior acumula¢do de CI" nas folhas de microcarpo parece estar diretamente
relacionada com a maior sensibilidade desse gendtipo e com a intensidade das injurias
causadas pelo excesso de NaCl. Conforme tem sido largamente publicado na literatura
(MUNNS, 2002), o excesso de fons salinos (CI" e Na*) nas folhas tem sido o fator mais
importante nos efeitos do NaCl sobre as glicofitas em geral. VIEGAS (1999) trabalhando com
cajueiro ando, em solugio nutritiva, observou que a acumulacio de Na® e CI" ocorreu
intensamente nas folhas e que existiu uma relagdo estequiométrica de aproximadamente 1:1
entre esses fons. Ainda ndo esta claro em cajueiro qual dos dois ions € mais toxico para as
folhas (Viégas et al., 2001). Apesar da maioria dos trabalhos mostrarem que o Na' é mais
toxico, pesquisas com mudas de Citrus tém mostrado que o CI é o fon mais toxico (SILVA,
2002). No presente estudo, o gendtipo mais sensivel (microcarpo) apresentou acumulagéo de
CI” nas folhas bem maior que a de Na' especialmente nos niveis mais baixos de NaCl (50
mM) onde ja se observavam sintomas visiveis de toxicidade, sugerindo que o CI" foi o ion

mais téxico para essa espécie de cajueiro.

Segundo Yeo et al. (1991) a acumulagio de CI" e Na' nas folhas pode provocar
redu¢do do crescimento, senescéncia e necrose. Uma alta concentra¢do de CI” em folhas
expandias de certas espécies estd associada a clorose e morte. O aparecimento de clorose
foliar em plantas de cevada, quando submetidas a 100 mM durante 5 dias, foi relacionado a
uma alta taxa de absorg¢do de CI' (GREENWAY et al., 1966). Estudos com cajueiro ando em
condi¢des experimentais idénticas conduziram a resultados semelhantes. Silva (2002) obteve
uma concentragdo de CI' no tecido foliar 3,7 vezes maior que o controle em plantas de
cajueiro ando CP O9 submetidas a 200 mM de NaCl. Um actimulo mais surpreendente foi
encontrado por Viégas (1999), que ao aplicar 100 mM de NaCl em plantas de _cajueiro ando
CP 1001 constatou uma concentra¢do de CI no tecido foliar 12 vezes maior que o controle.
Nesse tltimo trabalho, as concentrages de Cl" e Na* foram também mais elevadas nas folhas,

indicando uma possivel mobilizagido do CI” da raiz para a parte aérea.

Existe um grande consenso de que concentragdes moderadamente elevadas de Na™ e
CI' no meio externo radicular provocam grandes altera¢cdes na integridade da plasmalema,
abaixamento no potencial osmoético e desequilibrio no balanco de nutrientes minerais (Viégas

et al., 2001). Uma das conseqiiéncias imediatas serd o aumento nas taxas de absorc¢do dos ions
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salinos ¢ o correspondente aumento na cocentragiio deles nos tecidos. Com o aumento da
concentracdo, principalmente de Na", para niveis toxicos ocorre perda significativa de K,
Ca'? e Mg" especialmente das raizes para o meio externo (Viégas, 1999). Esses cations atuam
ndo somente na nutricio, mas, também, no ajustamento osmético do citosol, particularmente o
K" que pode atingir concentragdes em torno de 200 mM (Melo, 1999). Portanto, para
adaptacdo ao estresse salino € essencial compatibilizar os niveis dos ions salinos com os
nutrientes inorganicos através de controles na absorc¢do- influxo e perda dos nutrientes das
raizes por efluxo. Dessa maneira, dentre os diversos caracteres fisiolégicos que contribuem

para a adaptagéo e tolerdncia ao estresse salino se destaca a manutengdo de niveis adequados

das relagdes K'/Na" e K'/CI" (MUNNS, 2002).

Evidéncias indiretas para explicar os efeitos do excesso de ions baseiam-se na relagédo
entre a concentragdo interna de ions e a tolerdncia ao sal. Uma alta concentragdo de CI" em
folhas expandidas de certas espécies estd associada a clorose e morte e estas injurias
acontecem mesmo quando a concentragio de Na' nas folhas é baixa, como é o caso de certas
frutiferas como o abacate (BINGHAM et al., 1968.), a videira (BERNSTEIN et al.,1969) e em
determinadas espécies florestais (BERNSTEIN, 1975). O aparecimento de clorose foliar em
plantas de cevada, quando submetidas a 100 mM durante 5 dias, foi relacionado a uma alta
taxa de absor¢do de CI' (GREENWAY et al., 1965). A utilizagdo de spray foliar demonstrou
que o CI' e o Na' podem apresentar efeitos danosos nas folhas de plantas frutiferas e que
estes efeitos ndo sdo aditivos. Os sais podem variar intra e interespecificamente quanto ao
modo de inibi¢do do crescimento das plantas (LAGERWERFF, 1969). Além disso, uma
resposta diferente no crescimento causada pelos sais pode ndo ser devido a um efeito idnico
especifico no metabolismo, podendo haver diferengas entre fons no grau de compartimentagio

nas folhas ou no transporte as folhas em expansdo (OERTLI, 1966).

A resposta dos sais no crescimento das plantas requer estudos detalhaéos quanto as
relagdes hidricas e i6nicas nas folhas de diferentes idades. Ocorre uma grande diferenca
quanto & concentragio idnica entre as espécies. O aumento da concentracio de Na” em tecidos
de plantas cultivadas em NaCl 100 mM estd, geralmente, associado a um decréscimo na
concentragio de K em espécies sensiveis e a um aumento ou niveis constantes de K* nas
espécies tolerantes (GREENWAY e MUNNS, 1980). Existem, também, grandes diferencas
nas concentra¢des i0nicas entre as diversas partes de uma mesma planta. Folhas velhas de
plantas n3o haldfitas cultivadas em meio salino apresentam, normalmente, maiores

concentracdes de Na™ do que as folhas jovens, como é o caso do feijio (GREENWAY et al.,
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1966), a soja e a pimenta (BERNSTEIN, 1961). Resultados semelhantes ocorre com o Na*
naquelas espécies que apresentam um transporte elevado de Na" para as folhas (GREENWAY
et al., 1965). Isto ocorre, provavelmente, devido & combinagio de um répido aumento nas

folhas em expansio e a uma absor¢do prolongada de fons nas folhas expandidas, através do

fluxo transpiratorio.

A capacidade de ajustamento osmético inicial para propiciar adaptagio as condi¢des
de salinidade esté relacionada com o equilibrio entre as taxas de absor¢do dos ions salinos e as
taxas de crescimento (TALEISNIK e GRUNBERG, 1994). Se o primeiro processo exceder o
segundo acima de certos niveis criticos para cada espécie, ocorrerd uma acumulagdo
progressiva de Na' e CI” até niveis toxicos para o metabolismo (DURAND e LACAN, 1994).
Em tomateiro, a tolerdncia diferencial entre cultivares esta relacionada com a capacidade de
manutencgio de exclusdo de Na' e CI” dos tecidos foliares através da retencfio desses fons nas
raizes e caules (TALEISNIK e GRUNBERG, 1994). Além disso, a manutencdo de altas
relagdes K'/Na" pode ser um carater favoravel para a adaptacio as condi¢Ses de salinidade
(CANO et al., 1991). A baixa tolerdncia a salinidade de algumas glic6fitas estd relacionada
com a pouca habilidade para tolerar ou evitar altos niveis de NaCl na parte aérea. Portanto, a :

tolerincia pode depender da capacidade das raizes de limitar o acesso de Na* e CI” até a parte

aérea (MUNNS, 1993).

Trabalhando com plantas de soja submetidas ao estresse salino moderado, DURAND;
LACAN, (1994), observaram que as plantas apresentaram uma aprecidvel reten¢io de Na"
nos caules e nas folhas mais velhas, contribuindo para o baixo transporte para as folhas mais
jovens. Os autores observaram, também, uma elevada recirculagio desse ion através do
floema, contribuindo para a exclusdo foliar. Por outro lado, o CI' acumulou-se
preferencialmente nas ldminas das folhas. Seguindo-se o processo de saliniza¢do, observa-se
um forte aumento nas concentracdes de Na“ e CI” na seiva do xilema (MUNNS, 1988). E
possivel que a tolerdncia apresentada por plantas de cevada esteja relacionada com a limitagdo
do transporte de Na' no xilema para a parte aérea (MUNNS, 1993). Em algumas leguminosas,
como Phaseolus vulgaris e Glicine max, o xilema do caule préximo das raizes é
progressivamente exaurido de Na', através de troca com o K. A reabsorcio de Na' pelo caule
pode contribuir com a exclus@o de fons salinos das folhas (DURAND e LACAN, 1994).
Entretanto, em Lupinos albus, uma espécie sensivel a salinidade, observou-se uma intensa

exclusio de Na através das raizes (MUNNS, 1988).
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Além do K, o fon Ca'? ¢ intensamente afetado pelo excesso de Na', possivelmente,
através de deslocamento da plasmalema e perdas por efluxo devido a redugdo na integridade
da membrana (Viégas, 1999). No caso de mudas de cajueiro, o estresse salino causou perdas
intensas de K, Ca'? e Mg™ especialmente a partir das raizes. Essas perdas foram
correlacionadas com redugdes tanto na integridade das membranas como nas taxas de
crescimento das raizes (FERREIRA, 2001). Ainda ndo estd suficientemente claro na
literatura, se a reducdo nas concentragdes desses ions por efeito do estresse salino é critica

para a sobrevivéncia e adaptacdo das espécies cultvadas (Viégas et al., 2001).

Varias pesquisas ja evidenciaram que o efeito primario do estresse salino sobre a
membrana celular é a ruptura de sua integridade causada pelo deslocamento do Ca®* da
superficie celular pélo Na" (CRAMER et al., 1985; LYINCH et al., 1987). CRAMER et al.
(1987) apresentaram fortes evidéncias sobre o deslocamento do Ca** pelo Na®, na membrana
plasmatica em pelos radiculares de mudas de algodao (Gossypium hirsutum L.), quando em
condicSes de estresse salino. PERERA et al. (1995) concluiram que niveis elevados de Ca**
desempenhavam um papel de protecdo nas células de haléfitas (Aster Tripolium), contra os
efeitos adversos da salinidade. Quando as plantas sdo submetidas ao estresse salino, um
aumento na concentragio de Ca’* pode, normalmente, diminuir os efeitos inibitérios do
crescimento. Embora os mecanismos implicados nfio tenham sido totalmente explicados, o
Ca®" pode desempenhar tanto o papel na sinaliza¢io como o de estabilizacdo da membrana.
Varios estudos indicam que condi¢des de estresse, incluindo a salinidade, induzem o actimulo
de Ca’* citosolico. O papel do Ca** como mensageiro secundério, em muitos sistemas
biolégicos, indica que as plantas sdo capazes de ajustar-se a ambientes salinos ativando uma

transdugdo de sinal que envolve o este ion (ZHU et al., 1998).

Quanto & acumulacio de Na* em raiz e folha, nos trés genétipos de cajueiro estudados
no presente trabalho e nos diferentes niveis de NaCl, ndo se observou acumulagio
diferenciada nas folhas conforme observado para o CI. Isso pode ser verificado pela relagio
folha/raiz que foi de aproximadamente 1,20 nos trés gendtipos. De qualquer maneira, a
concentracdo de sédio aumentou progressivamente em fung¢io dos niveis de NaCl e de
maneira semelhante em suas raizes e folhas (TABELA 5 e FIGURA 11). E necessario, ainda,
investigar qual dos dois ions salino é mais toxico para o cajueiro. Em Citrus, o CI' é o ion
mais toxico (BANULS; PRIMO-MILLO, 1995). A partir dos dados do presente estudo, o CI
foi o Unico a apresentar uma acumulacio que se relacionou com a menor sensibilidade,

indicando que, pelo menos no gendtipo microcarpo esse ion pode ser mais toxico do que o
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Na'. Na maioria das espécies, entretanto, o Na" é aparentemente o fon mais toxico nas plantas
. . o~ . o + » A s
" superiores por interferir na absor¢do de K', apresentar efeitos toxicos diretos sobre algumas

! ~ enzimas e deslocar o Ca'? das membranas (VIEGAS et al., 2001).
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TABELA 6 — Concentracio de sodio em raizes e folhas em mudas de cajueiro comum, ando

e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados sdo a Média de trés

repeticdes.
o
Na' - Raiz (mmol.kg™ MS)
NaCl cv'
(mM) Comum Anido Microcarpo (%)
0 154,52 d A 192,70 c A 140,76 ¢ A 16
50 39345 ¢ a 447,33 b A 419,80 b A 5
. 100 495,50 b A 550,56 b A 523,03 b A 17
150 605,62 b A 660,67 ab A 653,79 ab A 18
200 750,14 a A 757,02 a A 812,08 a A 16
’ CV? (%) 15 14 16
5 Na' - Folha (mmolkg'MS)
i NaCl cv!
Comum Ando Microcarpo (%)
0 172,05¢ A 192,70b A 227,11d A 15
50 461,09b A 509,27a A 467,98c A 11
100 571,21b A 557.44a A 640,03bc A 9
150 674,442 A 626,26a A 684,43b A 16
200 763,902 A 688,20a A 820,90a A 17
CV? (%) 11 14 15
- Entre tratamentos, letras minusculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de
Tuckey a 5% de probabilidade.
5 -Entre genoétipos, letras maiusculas iguais indicam semelhanca estatistica pelo teste de Tuckey

a 5% de probabilidade.
! Coeficiente de variagio entre os gendtipos (colunas).
2 Coeficiente de variacio entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 11 — Acumulagsio de sédio — Na" em raizes (A) e folhas (B) em mudas de cajueiro
comum, ando € microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os valores de 100% de
Na' em raizes foram 213,58, 148,42 e 103,17 mmol .Kg'l e em folhas foram 152,04,
152,04 € 179,19 mmol. Kg™ MS, para os trés gen6tipos, respectivamente.
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A concentracio de K* presente nas raizes dos trés genotipos foi reduzida pelo NaCl ja
a partir de 50 mM (TABELA 7 e FIGURA 12A). Nesse nivel de NaCl, os teores de K"
corresponderam a 70, 59 e 77 %, comparados ao controle, no comum, ando € microcarpo,
respectivamente. No nivel mais elevado de NaCl (200 mM), a redugdo foi dréstica nos trés
gendtipos: 68, 47 e 36%, na mesma ordem citada anteriormente. Nas folhas, as concentracdes
de K ndo foram alteradas significativamente pelos niveis de NaCl, nos trés genétipos, apesar
do comum mostrar menores concentragdes com o aumento dos niveis de NaCl, comparado
com os outros genotipos. Resultado semelhante foi observado recentemente em 10 gendtipos
de cajueiros jovens submetidos a 50 mM de NaCl (FERREIRA, 2000), para o clone CP 1001
cultivado em solu¢do nutritiva com 50 e 100 mM (VIEGAS et al., 2001). Esse tipo de
resposta €, freqiientemente, encontrado na literatura (MUNNS, 1993; DURAND; LACAN,
1994; RODRIGUEZ et al., 1997) e pode ser explicado pelo fato do NaCl causar danos nas
membranas, além de poder acarretar aumentos no efluxo de K* para o meio externo (NIU et
al. 1995). Resta esclarecer, no entanto, se essas perdas intensas de K* do sistema radicular de
plantas jovens de cajueiro poderiam comprometer o crescimento, haja vista que esse nutriente
¢ fundamental para diversas rea¢es bioquimicas e manuteng¢do do potencial osmdtico do

citoplasma (MARSCHNER. 1995).

E interessante observar, que o gendtipo mais sensivel ao NaCl - o microcarpo
apresentou concentracdes de K' nas raizes significativamente superiores aos dos outros
genotipos, especialmente, quando comparada com o comum sob estresse salino (TABELA 7 e
FIGURA 12A). Esses resultados evidenciam a dificuldade de estabelecer relagdes diretas
entre a expressio de um carater e a tolerdncia ao estresse salino, quando se comparam
genétipos diferentes. A questdio do envolvimento do K' na tolerincia ao estresse salino tem
sido centralizada na sele¢do de plantas que possam possuir maior atividade de proteinas
especificas de membranas para K (canais i6nicos) e manutengio do stafus desse nutriente nos
tecidos de plantas sob estresse salino (LAUCHLI; EPSTEIN, 1990). No primeiro caso, a
expressio de proteinas com maior seletividade por K, em relagio ao Na’, poderia garantir
menor influxo de Na* para o interior das raizes. No segundo caso, plantas mais tolerantes
teriam maior seletividade para o efluxo de K' a partir do citoplasma, mantendo, assim,
maiores niveis desse elemento nos tecidos. Como o NaCl, no presente estudo, foi aplicado
ap6s um adequado suprimento de K' para as raizes- feito através de solugiio nutritiva

contendo 6 mM de K', durante um periodo razodvel, havia a expectativa de que as mudas de
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- . . . . . . + .
cajueiro, particularmente as do tipo comum, sofressem significativas perdas de K* devido,

provavelmente, a aumento no efluxo devido a distirbios nas membrans (V IEGAS, 1999).

Quando progénies de clones de cajueiro ando (CP 06 e CP 09) foram expostos a 200
mM de NaCl se observou um grande decréscimo nas concentragdes de K somente nas raizes,
em torno de 50%. Deve-se ressaltar que somente nas raizes do CP 09 foram observadas
redugbes significativas nas concentragdes de Ca* e de Mg™ (SILVA, 2002). Apesar dessas
diferengas, os dois clones estudados mostraram apenas discretas diferencas de crescimento.
Outra variavel freqlientemente associada com a tolerdncia ao estresse salino ¢é a relagdo Na/K
nos tecidos. No presente estudo o gendtipo mais sensivel apresentou essa relagdo na raiz, de
aproximadamente, 3 vezes inferior aquela apresentada pelo tipo comum, o qual foi mais
sensivel em termos de variaveis de crescimento, conforme mostrado no trabalho anterior.
Aparentemente, a tolerdncia ao NaCl entre esses trés gendtipos ndo pode ser explicada pela
intensidade de acumulacio de Na® e CI” nos tecidos de raiz e folha, nem pela manutencio dos
niveis de K" nas plantas. Desta forma, as estratégias fisiolégicas adotadas para superar 6

estresse salino variam intensamente entre espécies € mesmo entre cultivares (MUNNS, 2002).
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TABELA 7 — Concentragdo de potédssio em raizes ¢ folhas em mudas de cajueiro comum,

anio e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados sdo a Média de

trés repeticdes.

K- Raiz (mmol.kg'MS)

NaCl St
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)

0 193,67a B 262,67a C 328,67a A 10

50 135,00b B 155,67b B 254,00b A 12

100 81,67¢c C 152,67b B 225,00b A 13
150 60,33¢c C 131,00b B 211,33b A 12
200 61,67¢ C 140,00b B 210,67b A 13

CV? (%) 16 11 9

K" - Folha (mmol.kg ' MS)

NaCl cV'
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 33491a A 340,26a A 394,69a A 9
50 297,46a B 291,00a B 422,65a A 12
100 258,94a B 321,00a B 464,38a A 9
150 260,002 B 330,00a B 470,80a A 11
200 280,00a B 338,00a B 500,182 A 12
CV? (%) 13 12 11

- Entre tratamentos, letras minusculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

-Entre gendtipos, letras maitsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

! Coeficiente de variagio entre os gendtipos (colunas).

2 Coeficiente de variagiio entre os tratamentos (linhas)
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FIGURA 12 — Acumulagio de cloreto — K em raizes (A) e folhas (B) em mudas de cajueiro
comum, ando e microcarpo submetidas a doses crescentes de NaCl. Os valores de 100% de
K" em raizes foram 193,07, 262,67 ¢ 328,57 mmol .kg” e de Na' em folhas foram 334,91;
310,26 e 392,69 mmol Kg”' MS, para os trés gen6tipos, respectivamente.
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O genétipo comum, além de mostrar concentragdes mais baixas de Na®, CI' e K*
(TABELAs 5, 6 e 7), em relacdo aos dois outros genétipos, também mostrou redugéo
significativa nas concentracdes de Ca™ e Mg" nas folhas das plantas tratadas com NaCl,
enquanto que nos dois outros gendtipos os niveis desses fons ndo foram afetados
significativamente (TABELA 8 e FIGURA 13). Os niveis desses nutrientes nas folhas das
plantas estressadas de comum cairam até 40% em relagdo ao controle. Apesar da
concentragdo desses nutrientes ndo ter sido determinada nas raizes, € de se esperar efeitos até
mais intensos do NaCl sobre a reducfio das concentragdes de Ca*? e Mg™ no tipo comum,
similarmente ao que ocorreu com a concentragio de K nas raizes. Os resultados obtidos por
SILVA (2002) em mudas de cajueiro mostraram maior perda de Ca** e Mg™ nas raizes em
relacdo as folhas, corroborando com essa idéia. Os efeitos negativos do Na* sobre os niveis de
Ca™ na parede celular (apoplasto), membranas e citoplasma sio bastante conhecidos

(CRAMER; EPSTEIN; LAUCHLI., 1989; FRANCOIS et al., 1991).

A despeito do cajueiro comum ter mostrado as maiores redugdes nas concentragoes de
K™ Ca*™ e Mg™, nfo ¢ possivel afirmar se tais alteragdes sdo capazes, per se, de conferirem
maior sensibilidade a salinidade em condigdes de campo, haja vista serem desconhecidos os °
niveis criticos desses nutrientes nessa espécie. De qualquer maneira, apesar desse genétipo ter
mostrado uma boa tolerdncia ao NaCl em termos de crescimento, os indicadores de
acumulacdo dos solutos inorgénicos sugerem que esse genotipo apresentou menor habilidade
para realizar ajustamento osmotico, haja vista que os cations inorgdnicos s3o os mais
importantes na homeostase e potencial osmotico sob condicdes de estresse hidrico e salino
(MUNNS, 2002). E interessante observar que as plantas matrizes das sementes que deram
origem as mudas de cajueiro comum no presente trabalho sdo provenientes de dunas costeiras,
portanto, submetidas a condi¢do de salinidade. Como as condi¢des de estresse salino do
presente trabalho foram impostas de forma relativamente artificial e somente na fase inicial do
desenvolvimento das plantas, associado com a extrema complexidade dos mecanismos de
aclimatagdo, adaptacio e tolerdncia, fica dificil generalizar sobre o peso relativo de cada

caractere fisiolégico sobre grau de tolerdncia de cada gendtipo.
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TABELA 8 — Concentragio de cilcio e magnésio em mudas de cajueiro comum, ando €

microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados sdo a Média de trés

repetigoes.
Ca”' - Folha (mmol kg 'MS)
NaCl cV'
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 92,30a A 68,60b B 112,44a A 11
50 67,46ab B 63,50b B 107,232 A 15
100 59,86b A 63,80b A 103,472 B 15
150 52,75b A 70,80a A 87,24b B 15
200 56,32b A 80,10a A 93,53a B 14
CV? (%) 14 i 16
Mg ** - Folha (mmol.kg"MS)
NaCl cv!
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 96,53a A 65,76a B 63,92a B 10
50 81,192 A 53,542 B 60,782 B 12
100 62,22b A 53,96a A 5597a A 13
150 4420c A 60,10a A 5247a A 12
200 55,97b A 62,882 A 58,00a A 13
CV2 (%) 20 17 18

- Entre tratamentos, letras minusculas iguais, indicam semelhanga estatistica pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

-Entre genotipos, letras maiusculas iguais, indicam semelhanca estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

' Coeficiente de variacio entre os genotipos (colunas).

? Coeficiente de variagio entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 13 — Acumulagiio de Célcio — Ca™ (A) e Magnésio — Mg em folhas (B) em
mudas de cajueiro comum, ando e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os
valores de 100% de Ca™® foram 92,30, 68,60 ¢ 112,44 mmol kg e de Mg™ foram 96,53,

65,76 e 63,92 mmol kg™ MS, para os trés gen6tipos, respectivamente
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3.2.3.2. Solutos Organicos

Os tratamentos de estresse salino induziram actmulo intenso de prolina, especialmente
nas folhas dos trés gendtipos de cajueiro (TABELA 9 e FIGURA 14,). As raizes apresentaram
menor acumulacéo desse aminoacido. Como cra esperado, a concentragdo desse aminoécido
nas folhas foi proporcional 4 intensidade das injiirias causadas pelo NaCl (VIEGAS;
SILVEIRA, 1999). Entretanto, quando os gendtipos foram comparados entre si, observaram-
se diferencas interessantes. No nivel mais baixo de NaCl - 50 mM, o tino comum ndo
apresentou nenhuma acumulagdo de prolina nas folhas, enquanto quc o andio ¢ 0 microcarpo
apresentaram incrementos de aproximadamente 3 e 4 vezes, respectivamente, comparado aos
respectivos controles. Em 100 mM de NaCl as plantas do cajuciro comum apresentaram -
concentracio de 13,12 mmol kg™ contra 18.40 e 19,60 mmol kg™, para anfio e microcarno,
respectivamente. E interessante observar que a gendtipo comum apresentou maior
acumulacido de prolina nos niveis mais elevados de estresse, enquanto que o microcarno
aprescntou uma tendéncia de saturagdo ja a partir de 100 mM. O tipo ando aprescntou
nitidamente um comportamento intermediério.

O actmulo dc aminoécidos livres totais (excluido prolina ¢ hidroxi-prolina) nas foihas
dos trés gendtipos tamhém aumentou em resposta ao estresse salino. Entretanto, esse aumento
ocorrcu cm menor cxtensdo comparado ao obscrvado para prolina (TABELA 10 ¢ FIGURA
15A). O gendtipo microcarpo apresentou, também, menor actimulo de aminoacidos, enquanto
que 0 andio e 0 comum apresentaram maiores teores dessa fragdo nitrogenada. E interessante
ohservar que o comum apresentou uma concentracio relativa de prolina nas folhas (expressa
em rclagdo ao total de aminoacidos) dc cerca de 60% contra 26% ¢ 13% no ando c
microcarpo, respectivamente. no nivel de 200 mM. Esses resultados evidenciam que a prolina
teve sua sintese de novo intensamente favorecida a partir do poo/ de aminodcidos livres
conforme demonstrado recentemente em folhas de cajueiro (SIT.VEIRA et al, 2002). A
questdo quc cnvolve a acumulagdo dc prolina em plantas cstressadas ainda nédo csté clara cm
relacdo a pelo menos dois pontos: (1) Quais os mecanismos de inducdo e as vias metabdlicas

que ddo origem as concentracdes tdo elevadas? (2) Essa acumulacdo estd efetivamente

Diversos trabaihos evidenciaram papcl benéfico da prolina no mctabolismo cclular.
Esses mecanismos envolvem desde a protecdo de proteinas e estruturas supramoleculares

(membranas) através de diversos mecanismos até o sen envolvimento como fonte de C, N e
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TABELA 9 — Concentracio de prolina em raizes e folhas em mudas de cajueiro
comum, ando e Microcarpo. submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados

sdo a Média de trés repeticdes.

Prolina - Raiz (mmol.kg"'MS)

Comum Anido Microcarpo cv'

0 0,81b B L3% B 4,0a B 19

50 1.04h B 1.45a B 6.1a A 10

100 1,58¢ B 3,71ab AB 6,0a A 19

150 2.32b B 5.23b A 6.2a A 16

200 401a B 7.80c A 5.9a AR 19
CV? (%) 13 22 21

Prolina — Folha (mmol.kg” MS)

NaCl cv!
(Mm) Comum Ando Microcarpo (%)
0 3.60c A 2,70¢c A 2,.80c A 15
50 3,40c B 8,20c A 11.73b A 15
100 13.10b A 18.40b A 19.64a A 14
150 58.40a A 30,302 B 18,192 B 13
200 50,50a A 33,90a B 18.80a C 12
CV? (%) 13 15 14

- Entre tratamentos, letras mintsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

-Entre gendtipos, letras maitsculas iguais indicam semelhanca estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probahilidade.

! Coeficiente de variagio entre os gendtipos (colunas).
2 Coeficiente de variacdo entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 14 — Concentragdo de prolina nas raizes — Pro (A) e folhas em mudas de cajueiro
comum, ando e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os valores de 100%
para Pro na raiz foram 0,81, 1,73 ¢ 4,00 mmol .kg'1 e na folha foram 3,60, 2,70 e 2,80 mmol

kg MS, para os trés genétipos, respectivamente.
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NADPH, durante o periodo de recuperagio do estresse (SILVEIRA et al., 2002). Por outro
lado, seu papel coma soluto envolvido com o ajustamento osmético em plantas sob estresse
salino parece ser pouco provavel, tendo em vista a magnitude de sua concentragdo quando
comparada com ions inorgdnicos. Quanto ao seu envolvimento na tolerdncia ao estresse
salino, existe muita controvérsia na literatura. Mesmo com o grande numero de plantas
transgénicas obtidas atualmente para superexpressar genes envolvidos com a sintese de
prolina, a questdo permanece em aberto. Basicamente, duas linhas de pensamento podem ser
conduzidas quanto & origem e fungdo da prolina. Num extremo, a prolina estaria diretamente
envolvida com a tolerincia e seria, principalmente, um produto de expressdo génica induzida
por estresse (KRISHNAMURTHY, 1991). Em outro plano, ela seria o produto de disturbios
no metabolismo, especialmente, de aminoéacidos e proteinas (SILVEIRA et al., 2002).

Quando se comparam variedades e espécies de plantas superiores submetidas ao
estresse salino verifica-se que nem sempre as mais tolerantes acumulam maior quantidade de
prolina (VIEGAS et al.,1999). Ao contrario, em muitos casos os materiais mais sensiveis
acumulam mais prolina. Assim, seria possivel inclusive relacionar o nivel desse aminoacido
com a intensidade de injiria ou sensibilidade do tecido (VIEGAS, 1999). Além disso, a
acumulagio desse aminoacido fregiientemente € associada com redugfio no crescimento
inclusive em organismos cultivados em condi¢des ndo estressantes (MAGGIO et al., 2002).
No caso do presente estudo, o genotipo que acumulou maior quantidade de prolina (o tipo
comum) acumulou menores quantidades de solutos inorganicos nas folhas, inclusive com
decréscimos nas concentragdes de K, Ca™ e Mg (TABELAS 7 e 8). Esse genotipo
apresentou redugdes no crescimento menores que o genoétipo mais sensivel, o microcarpo. Os
resultados referentes a prolina e aminoacidos associados com os outros obtidos anteriormente
ainda ndo sdo, contudo, suficientes para explicar a maior sensibilidade ao NaCl exibida por
essa ultimo gendtipo ao NaCl. Estaria a menor acumulagdo relativa de prolina (TABELA 9)
diretamente envolvida com os mecanismos de tolerancia ao estresse salino -nas mudas de
cajueiro?

Ao contrario dos aminoacidos livres totais, as folhas das mudas de cajueiro ndo foram
capazes de acumular agucares livres (TABELA 10 e FIGURA 15 B). Na realidade, nos trés
gendtipos se observou uma clara tendéncia de decréscimo na concentragdo de agucares em
resposta ao estresse salino. A maioria das plantas pode acumular solutos organicos quando
submetidas ao estresse osmotico. Varios estudos indicam que as concentra¢des elevadas de

solutos organicos no citoplasma podem conferir as seguintes func¢des: (a) contribui¢io no
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TABELA 10 - Concentracio de aminoacidos e aglicares soluveis totais em folhas
em plantas de cajueiro comum, anio e microcarpo, submetidas a doses crescentes de

NaCl. Os resultados s&o a Média de trés repetigdes.

Amino4cido (mol. Kg'MS)

NaCl cv!
(mM) Comum Anido Micro (%)
0 36383 b B 5421b B 74,40 b A 13
50 5529 b C 90,75b B 12290 a A 15
100 102,00 a B 154,97a A 104,70 a B 12
150 90,20 b B 156,64a A 126,69 a A 15
200 83,00 b B 131,702 A 139,92 a A 14
CV? (%) 15 13 12

Acucares totais (mol.kg'MS)

NaCl cv!
(mM) Comum Ando Micro (%)
0 0,42 a A 0,45 a A 037 & A 16
50 0,42 a A 0,26 a B 0,40 a AB 14
100 035 a A 022 b B 039 a A 10
150 0,34 a A 0,30 b A 0,36 a A 6
200 0,32 a A 0,31 b A 035 a A 14

CV? (%) 15 17 5

- Entre tratamentos, letras minasculas iguais, indicam semelhanga estatistica pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade

- Entre progénies, letras maitsculas iguais, indicam semelhanca estatistica pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

1 Coeficiente de variag@o entre as progénies (colunas).

2 Coeficiente de variagdo entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 15 — Concentrag¢@o de aminoacido (A) e de agucares totais (B) em folhas de mudas
de cajueiro comum, anfo e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os valores de
100% para a concentragdo de aminodcidos foram de 36,38, 54,21 e 74,40 mol .kg'1 € para

agucares foram 0,42 , 0,45 e 0,37 mol kg™ MS para os trés genétipos, respectivamente.
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balango osmotico quando os eletrolitos no citoplasma estdo em menor concentragio do que no
vactolo (STEWART e LEE, 1974) e (b) um efeito protetor as proteinas e estruturas celulares
quando na presenca de uma concentrag¢do elevada de eletrolitos no citoplasma (POLLARD e
WYN, 1979). As enzimas das plantas podem ser protegidas contra os efeitos deletérios do
NaCl (HELLEBUST, 1976), como foi mostrado para a malato desidrogenase em cevada
(POLLARD; WYN JONES, 1979), para a fosfoenolpiruvato carboxilase na glicofita Zea
mays e nas halofitas Suaeda monoic (SHOMER-LLAN; WAISEL, 1986) e Salsolka soda
(MANETAS, 1990). Entre os solaveis compativeis mais comuns que parecem conferir efeito
protetor as enzimas, estdo a glicina-betaina, prolina, trigonelina e glicerol (SHOMER-ILAN;

WAISEL, 1986).

Os aminoacidos sdo fatores chaves no desenvolvimento das plantas superiores. Além
do mais, os aminoacidos agem como moléculas sinalizadoras, controlando seu proprio
metabolismo e a expressdo de diversos gens (NIELSEN et al., 1998). Sob condigdes de
estresses ambientais muitas plantas acumulam solutos como a prolina e a glicina-betaina.” A
acumulac¢do de prolina pode ocorrer a partir de quatro diferentes modos: (a) sintese de novo
nas células afetadas (RHODES; HANDA; BRESSAN, 1986), (b) diminuigdo em sua
degradacdo (c) alteragdes nos sistemas de transporte especifico que distribui prolina para os
locais necessarios e (d) degradacdo de proteinas. A prolina é sintetizado no citosol,
principalmente a partir do glutamato via A-pirroline-5-carboxilato (P5C), catalizado pelo

P5C-syntetase (PSCS) e PSC-reductase (SCHWACKE et al., 1999).

A acumulag@o de prolina e de outros solutos organicos compativeis pode contribuir
para o ajustamento osmotico do citosol. Essa adaptagdo pode resultar numa tolerancia maior
ao estresse hidrico e salino. O ajustamento osmotico € definido come diminui¢io do potencial
osmotico em resposta ao déficit hidrico ou a salinidade (TURNER, 1979 e 1986), que permite
a manutengio de uma turgescéncia positiva em potenciais hidricos relativamente mais baixos
(ACKERSON; HERBERT, 1981). A presenca de prolina no tecido vegetal tem levado a uma
maior tolerdncia a salinidade em uma grande variedade de espécies de plantas (KAVI et al.,
1995; KRISHNAMURTHY, 1991). Mas, por outro lado, a tolerdncia em varias espécies de
plantas de tomate a salinidade foi inversamente correlacionada com o aumento da
concentragdo de prolina (JAMES et al., 1988). A falta de correlacdo entre o nivel de prolina e
a tolerdncia a salinidade em certas espécies de plantas levam varios autores (ZHU et al., 1998;
VIEGAS; SILVEIRA, 1999) a concluir que a acumulagdo de prolina é meramente uma

conseqiiéncia do estresse e ndo leva, necessariamente, a uma resisténcia a salinidade.
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Os resultados obtidos nesta pesquisa, sugerem que o acimulo de prolina em folhas de
cajueiro deve estar associado, pelo menos parcialmente, a degradagio de proteinas. De fato,
comparando os trés genodtipos, com base nas observagdes visuais feitas nas folhas ao longo do
experimento, observou-se que 0S primeiros sinais de necrose iniciaram com 50 mM no
microcarpo, 100 mM no ando e 150 mM no comum. Além disso, as raizes, quando
comparadas com as folhas, exibiram maior tolerdncia relativa em termos de redug¢dio no
crescimento dos trés gendtipos. Assim, os resultados levam a sugerir que a acumulagio desse
aminoacido em mudas de cajueiro esta mais associada com a sensibilidade e/ou injurias nos
tecidos causadas pelo estresse salino.

Analisando a acumulagdo dos principais solutos inorginicos (Na', CI', K, Ca'? e
Mg %) e solutos orgénicos (prolina, aminoacidos livres e aglicares soliveis), especialmente nas
folhas dos trés genotipos estudados, € possivel concluir que o gendtipo mais sensivel ao NaCl
(o microcarpo) apresentou quantidade de solutos inorganicos (portanto, possivelmente maior
capacidade de ajustamento osmotico) superior ao apresentado por um gendtipo mais tolerante
(o tipo comum). Néc foi possivel associar a sensibilidade ao estresse salino com a intensidade
de acumulacio de Na' e CI” em raiz e folha. O nivel de prolina nas folhas foi proporcional a
intensidade de injuria causada pelo NaCl. Entretanto, a capacidade de acumular prolina, em
relacdo ao total de aminoacidos livres, foi menor nas folhas do gendtipo mais sensivel ao
NaCl. Concluindo, é possivel afirmar que a acumulagdo dos solutos, isoladamente, ndo
explica diferengas de sensibilidade ao NaCl entre as mudas dos trés gendtipos de cajueiro

pesquisadas.
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33. TRABALHO HI — Atividade de enzimas envolvidas com a assimilaciec do N

inorginico em mudas de trés genétipos de cajueiro em resposta a diferentes niveis de

NaCl

3.3.1. Introdugdo

A redutase de nitrato (RN) € uma das enzimas mais sensiveis ao estresse hidrico,
podendo funcionar como indicador de sensibilidade a esse tipo de estresse (SILVEIRA et al.,
2001a). Em termos de estresse salino, a RN também tem mostrado grande sensibilidade a
despeito da literatura ter apresentado alguns trabalhos contraditérios (SILVEIRA et al,
2001b). Essa enzima apresenta mecanismos muito complexos para sua regulacio incluindo
fatores enddgenos e fatores ambientais. Sua atividade apresenta correlagdo positiva com o
estado metabdlico e crescimento das plantas sendo inclusive utilizada como indice fisiolégico
para introdugdo em programas de melhoramento genético (MATOS, 2001). Em cajueiro, a
atividade de RN foi intensamente reduzida pelo estresse salino (VIEGAS et al., 1999). Dessa
maneira, pode ser assumido que a atividade dessa enzima pode representar um dos elos fracos
no conjunto de reagbes que determinam o crescimento sob condi¢cdes de estresse salino e,

portanto, diretamente relacionada com a capacidade de adaptagio.

O nitrogénio é o nutriente mineral mais importante para o crescimento e produ¢io das plantas
(SILVEIRA, 1987). Sob condi¢des de salinidade, a aquisi¢do e assimilagio de nitrato
fregiientemente limitam o crescimento e o ajustamento osmético das plantas cultivadas
(RABER,1993; SILVEIRA et al, 1998). A redugdo assimilatéria do nitrato, através da RN
(EC.1.6.6.1), representa o principal ponto de controle quando a fonte externa é o nitrato,
enquanto que a atividade de glutamina sintetase (EC.6.3.1.2) representa o mais importante
passo de controle da assimilagdo da amonia até aminoacidos (LEA, 1997). Esses processos do
metabolismo do nitrogénio sdo fortemente interdependentes e estdo sob forte regulag@o
metabolica. VIEGAS ef al. (1999) demonstraram que a salinidade reduz intensamente a
atividade da redutase de nitrato em folhas e raizes de plantas jovens de cajueiro. E provavel
que os mecanismos de agdo do NaCl sejam distintos em raizes e folhas. Nas primeiras é

possivel que possa existir um efeito direto do CI” sobre a atividade da RN enquanto que nas
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folhas o efeito é principalmente indireto através da redugfio no fluxo de nitrato das raizes até

as folhas provocadas pela diminui¢do nas taxas de transpira¢io e na absorg¢do de nitrato.

A assimilagdo de NO;~ ndo é apenas necessaria ao crescimento das plantas, mas
alguns de seus derivados metabolicos podem ser utilizados no ajustamento osmotico das
planta  submetidas ao estresse salino. Conseqilentemente, sugere-se que quanto maior a
sensibilidade imposta pela salinidade a assimilagdo de nitrogénio, mais severo € o efeito
salino sobre o crescimento das plantas (VIEGAS; SILVEIRA, 1999). A redutase de nitrato
catalisa a redug¢do de NOs” a NO; e sua atividade ¢ induzida pelo nitrato. A atividade da RN ¢
o passo limitante da conversdo do N-NOj" até a sintese de aminoacidos (CAMPBELL, 1999).
O processo de assimilagdo do nitrato é relativamente mais sensivel ao estresse hidrico do que
a assimilacfo fotossintética do CO,, embora exista uma relacdo metabolica estreita entre esses
processos através da sacarose-fosfato sintetase e a atividade de RN (FOYER et al., 1998). No
entanto, sob condi¢Ges de estresse hidrico, a atividade da RN parece limitar o suprimento de
aminoacidos mais do que o ciclo glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT), que éa
principal via de assimilagdo de amonia nas plantas superiores (FOYER et al., 1998). Quando
plantas de caupi foram expostas ao estresse salino, a atividade de RN foi mais limitante 20

crescimento do que a tividade de GS (SILVEIRA et al., 2001).

Nas plantas superiores a glutamina sintetase (GS) é a enzima chave envolvida na
assimilag@o do nitrogénio inorganico (NHj) até as formas organicas (LEA e MIFLIN, 1974).
A GS cataliza a condensag@o dependente de ATP da aménia com o glutamato até a glutamina
que depois fornece grupos de nitrogénio, diretamente ou via glutamato, para a sintese de todos
0s compostos nitrogenados na planta (LEA et al., 1989). Quando ocorre uma alta taxa de
sintese de prolina em plantas submetidas ao estresse salino, torna-se imprescindivel um
suprimento significativo de glutamato (BERTLELI et al., 1995). Rhodes, Handa e Bressan,
1986 (1986) demonstraram que, sob condi¢des de estresse osmatico, o ciclo da glutamina
sintetase (GS) - glutamato sintase (GOGAT) € a fonte mais importante de glutamato. Plantas
de tomate cultivadas sob condi¢Ges de estresse salino apresentaram maior atividade de
GOGAT, enquanto que a atividade da GS diminuiu ligeiramente (BERTLELI et al., 1995). O
estresse salino parece ter estimulado a atividade de GS (ROOSENS et al., 1998), sugerindo
que o ciclo GS/GOGAT deve desempenhar um importante papel no suprimento de glutamato
para a sintese de prolina (BERTLELI et al., 1995; PENG et al, 1996). Recentemente, foi
sugerido que a acumulagio de prolina em folhas de cajueiro est4 relacionada com a atividade

de GS e protedlise induzida pelo estresse salino (STLVEIRA et al., 2002).
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Neste trabalho procurou-se correlacionar a tolerdncia ao estresse salino em genotipos

de cajueiro com a atividade da redutase de nitrato e da glutamina sintetase nas folhas.

3.3.2. Material e Métodos

3.3.2.1. Material Vegetal

As mudas, utilizadas neste trabalho, foram obtidas a partir de sementes de cajueiros de
trés diferentes genotipos , que apresentam caracteristicas distintas quanto ao fendtipo (tipo de
porte, tamanho de castanha, precocidade de floragdo etc). As castanhas do cajueiro comum -
conhecido popularmente como “comum da praia” (Anacardium occidentale L), foram
provenientes da praia do Barro Preto, municipio de Aquiraz/Ceara. As castanhas do cajueiro
ando (Anacardium occidentale L.) CP76, e as do microcarpo (Anacardium microcarpum
Ducke) foram provenientes da Unidade Experimental da Universidade Federal do Ceara —

UFC, situada na regido litordnea do municipio de Caucaia/Ceara.

3.3.2.2. Substrato e solugio nutritiva de crescimento das mudas

Para germinacdo, foi utilizada vermiculita de textura média, acondicionada em
bandejas plasticas do tipo “leiteira”, com dimensdes de 55 cm x 35c¢cm x 20 cm. Apods o
periodo de germinacdo, as mudas foram transferidas para vasos de Leonardo contendo areia
grossa (@>2mm). A areia foi previamente lavada com agua corrente e, em seguida, por 5
vezes com agua destilada. Esse substrato foi acondicionado em vasos de Leonard
modificados, produzidos a partir de recipientes de vidro, com capacidade para de 1 litro. Os
recipientes foram cortados nas duas extremidades opostas, ajustados um sobre o outro em
sentido contrario, sendo a parte externa pintada com tinta cor prata. As partes inferior e
superior dos vasos apresentaram 20 cm de altura e 9 cm de didmetro, perfazendo um volume
de aproximadamente 800 cm’ em cada parte. Os recipientes utilizados para a confeccio dos
vasos de Leonardo foram do tipo reagente quimico. Foram necesséarios dois recipientes para

produzir cada vaso de Leonard.
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A nutricio das plantas foi conduzida por meio de solugio nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) modificada por Viégas (1999) para cultivo de mudas de cajueiro, com a
seguinte composi¢do: 4,0 mmol.dm® em KNOs; 3,0 mmol.dm™ em Ca(NOs),; 1,0 mmol.dm’
3 em CaCly; 1,0 mmol.dm™ em MgSOy; 1,0 mmol.dm™ em K,HPOy; 1,0 pmol.dm™ em B> ;
0,9 nmol.dm® em Mn®"; 1,8 pmol.dm™ em Cly; 0,03 umol.dm™ em Cu®"; 0,07 pmol.dm™
em Zn? e 10,0 ymol.dm® em F*'-EDTA. A solugdo nutritiva foi fornecida com 1/5 da
concentracdo idnica original durante as duas primeiras semanas de estabelecimento das
mudas. Apos essa fase, a solucdo foi fornecida sem diluicdo. As solugdes nutritivas das
plantas controle e tratadas com NaCl foram renovadas é cada dois dias e o seu pH mantido
proximo a 5,5 (£ 0,5) mediante utilizagdo de solugdes estoque contendo 0,10 mol m> de

NaOH ou HCI.

3.3.2. 3. Condigdes ambientais do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, situada no Campus do Pici, da
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Ceara, Brasil, nas coordenadas geograficas com
latitude 3°44'S e longitude 38°33'W e clima do tipo AW na classificagio de KOEPPEN. O
trabalho foi desenvolvido no pericdo de maio a setembro de 1999. Os valores médios de
temperatura diurna e noturna foram de 27 e 24 °C, respectivamente. A variacdo de umidade
relativa média do ar de 40 a 80% e fotoperiodo médio de 12 horas de insolag@o. A quantidade
méxima média de radiacdo fotossinteticamente ativa foi, aproximadamente, 1000 pmol.m?.s™
(as 12:00 hs), mensurada com um “quantun sensor” acoplado ao pordmetro LI-160, “steady

state porometer”, LI-Cor, USA).

3.3.2.4. Condugdo das mudas

As sementes dos trés genotipos foram, inicialmente, esterilizadas em solucdo
comercial de hipoclorito de sodio comercial 10% (v/v), durante 10 minutos, quando entdo
foram exaustivamente lavadas com agua destilada de forma a permitir uma completa

remogdo do agente esterilizante. Logo apos, as sementes foram imersas em agua destilada,
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por um periodo de 24 horas, com vistas a acelerar o processo da germinacdo (VIEGAS,
1999). Em seguida, as mesmas foram acondicionadas para germinar em um leito contendo
vermiculita saturada com solugio de 0,10 mol.m™ de CaSOs (VIEGAS, 1990). Apods a
emergéncia, 15 dias para o anio e o comum, € 25 dias para o microcarpo, as mudas
permaneceram na vermiculita e forram irrigadas com agua destilada até atingir uma altura de
aproximadamente 15 cm, cerca de 10 dias apds a emergéncia. Em seguida, foram
selecionadas pela uniformidade de altura para o transplante. As plantas jovens foram
cuidadosamente retiradas da vermiculita, através de lavagem das raizes, seguidas de imersdo
em bandejas contendo CaSO, 0,10 mol. m™, para evitar choque osmético e danos nas
membranas. Em seguida, foram transplantadas para os vasos de Leonard modificados
contendo areia lavada. As mudas transplantadas foram irrigadas duas vezes ao dia, com a
solugdo nutritiva modificada de Hoagland e Arnon (1950), inicialmente diluida 1/5, durante
oito dias, para aclimatagdo (VIEGAS, 1999). A irrigagio foi conduzida adicionando-se a
solugdo na parte superior dos vasos. O volume evapotranspirado foi diariamente completado
com 4gua destilada para 800 cm’ . Neste caso, a adi¢do da dgua destilada foi na parte inferior
dos vasos. A solugdo nutritiva foi trocada totalmente duas vezes por semana. As mudas de
cada gendtipo de cajueiro permaneceram nesse sistema por diferentes periodos: os cajueiros
comum e ando foram mantidos até atingirem uma idade fisiolégica de 44 dias apos
emergéncia. Nesta idade as plantas possuiam semelhante estadio de desenvolvimento indicado
pela altura (média de 25 cm) e nimero de folhas (média igual a 12). O cajueiro microcarpo,
por ser mais tardio, permaneceu naquele substrato até atingir uma idade de 68 dias apds
emergéncia; ocasido em que apresentava o mesmo padrdo de desenvolvimento dos demais

(altura e nimero de folhas).

3.3.2.5 Tratamentos e colheitas

Visando avaliar a performance das trés progénies na presen¢a de diferentes condi¢3es
de estresse salino, concentragdes de 50, 100, 150 e 200 mM de NaCl foram adicionadas a
solugio nutritiva. De acordo com Viégas (1999), estas concentragdes correspondem,
aproximadamente, aos niveis baixo, médio, alto e muito alto, respectivamente. O tratamento

com solugo nutritiva sem adi¢io de NaCl foi tomado como controle. O critério adotado para
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o tempo de exposi¢do a salinidade baseou-se na mortalidade de mais que 50% das folhas nas
plantas submetidas a 200 mM de NaCl, o que ocorreu apods 24 dias de estresse para o cajueiro
comum e ando e ap6s 14 dias para o microcarpo. Apos esses periodos, os vasos foram
transferidos as 8:00 para aclimatagio em laboratério, durante duas horas. Apos limpeza
superficial das folhas com pano tipo “perfex”, coletaram-se discos e amostras de folhas para
mensuracdo imediata da atividade de redutase de nitrato e do contetido de agua. Em seguida,
as partes folhas, caules e raizes foram separadas, pesadas, imediatamente acondicionadas em
N; liquido, armazenadas a —20 °C, liofilizadas, moidas e passadas em peneira com abertura de
malha de 100 mesh para obten¢do da farinha. O material foi adequadamente armazenado para

posteriores analises.

3.3.2.6 Delineamento experimental e tratamento estatistico

Os tratamentos foram distribuidos de acordo com o delineamento inteiramente
casualizado em um esquema fatorial 5 X 3 X 3, correspondendo, nessa ordem, aos 5 niveis de
NaCl, 3 progénies e 3 repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (GOMES et al
1997).

3.3.2.7. Determinagio do conteudo de N total nas folhas

A Determinacdo do conteutdo de N total em folhas foi obtida através da
multiplicacdo da % N total pela massa seca das folhas. Na determinacdo do N-total amostras
de 50 mg de folhas previamente liofilizadas, foram adicionadas em tubos de microdestilagio
contendo 1,5 mL de acido sulfurico concentrado e 1,10 g de uma mistura catalizadora
composta por sulfato de potéssio, sulfato de cobre e selénio, na propor¢io em massa de
100/10/1, respectivamente (MALAVOLTA et al., 1989). Posteriormente, esses tubos foram
acondicionados em placa digestora quando entdio deu-se inicio ao processo de mineralizacio.

A temperatura da placa foi elevada gradualmente até 350 °C. Ao final do processo de
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digestdo os extratos foram diluidos com agua destilada até 20 mL. A dosagem de N-total foi

feita colorimetricamente apos reagdo da amdnia com o reagente de fenol-hipoclorito descrito

em Viégas (1999).

3.3.2.8 - Atividade in vivo de redutase de nitrato (RN)

O método utilizado para estimativa da redutase de nitrato in vivo foi o de Hageman e
Hucklesby (1971), com modificagdes. Amostras de 200 mg de tecido vegetal (discos foliares
com didmetro aproximado de 10 mm) foram acondicionadas em tubos de ensaio contendo 5,0
mL da solucfo de reagdo (tampdo fosfato 100 mM, pH 7,5; isopropanol 10% (v/v); KNO; 50
mM). Os tubos foram envolvidos em papel aluminio de forma a proteger da luz o meio de
reacdo. Em seguida, procedeu-se a realizagdo de vacuo, durante dois minutos, de forma a
produzir no interior dos tubos de ensaio um ambiente anaerdbico. Logo apos, os tubos de
ensaio foram acondicionados em banho-maria, durante 30 minutos, a uma temperatura de
I ‘Seguiu—se a retirada de aliquotas de 2 mL as quais foram adicionadas em tubo de
ensaio contendo 1,0 ml da solugdo de reacdo (1 mL de sulfanilamida 1 % em HC1 2,4 M ¢ 1
mL N-a-naftilenodiamina-dicloridrato (NNEDA) 0,02%. Decorridos 15 minutos do inicio da
reacdo, as solu¢Ges foram lidas em espectrofotdmetro a 540 nm. A atividade de RN foi
estimada a partir da formagido de NO*; no meio de reagdo, a partir de um reta padrio ajustada
com concentragdes crescentes de KNO; (Sigma). Os resultados foram expressos em mmol

NO, kg’ MF h™.

3.3.2.9 — Determinagio da concentrag¢do de nitrato

Adicionaram-se amostras, previamente liofilizadas, de 100 mg de tecido vegetal em
tubos de ensaio contendo 10 mL de agua destilada, os quais foram acondicionados em banho-
maria, por 60 minutos, a 100 °C, e em seguida submetidos a uma centrifugacio a 3.000 xg
por 10 minutos. Apos a aferigdo, aliquotas foram utilizadas para determinagfio de nitrato de

acordo com o método de Cataldo et al. (1993).
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3.3.2.10. Atividade de Glutamina Sintetase (GS)

Inicialmente, amostras de 2 g de tecido vegetal foram trituradas em presenca de
nitrogénio liquido e maceradas por 5 minutos em um meio contendo 12 mL de tampdo de
extracdo (tris-HCl 25 mM, pH 7,6, EDTA-Na 5 mM ¢ mercaptoethanol 10 mM. Apés a
extragdo, procedeu-se uma filtragdo e posterior centrifugacdo do extrato a 30.000 x g, por um
periodo de 30 minutos, a 4°C. A estimativa da atividade de glutamina sintetase seguiu ©
método biossintético do hidroxamato descrito por Viégas (1999). Aliquotas de 0,5
extrato foram adicionadas em tubos de ensaio contendo 0,6 mL de tampdc tris-HC! 250 mM
pH 7.6, 0,2 mL de glutamato 300 mM, 0,2 mL de ATP 30 mM e 0,2 mL de MgSQO4 50
mM. A reacic foi iniciada por intermédio da adigdo, no meio de reagioc, de 0,2 mL
hidroxilamina (NH,OH.HCI 1 M) neutralizada com NaOH IM. Apds incubacdo em banho-
maria, pér 30 minutos, a 30 °C, a reagfio foi paralisada pela adi¢io de FeCl; 10% (m/v) em
HC1 0,2 M " 4cido tricloracético 24 % (m/v) * HCI 50% (v/v). A mistura foi centrifugada a
7.000 X g, por 10 minutos, & temperatura ambiente. O complexo Fe-glutamil-hidroximato
(cor marron clara) teve sua absorvincia lida em 540 nm. A atividade de glutamina sintetase
(GS) foi determinada a partir do ajuste de uma reta padrio com concentragdes crescentes de y-

glutamil-hidroximato (Sigma). A atividade de GS foi expressa como mmol de y-glutamil-

hidroximato kg™ MF h™".
3.3.2.11. Concentracio de proteinas soliveis

A concentracio de proteinas soliiveis em tecidos de folhas foi determinada no mesmo
extrato utilizado para determinagdo da atividade de GS. Os extratos foram diluidos
adequadamente e a concentragio de proteinas determinada através do métede de Bradford
(1976) utilizando albumina bovina (Sigma) como padréo. Os resultados foram expressos em g

proteina kg MF.
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3..3.3. Resultados e Discussio

A atividade da redutase de nitrato (ARN) na folha diminui sensivelmente com o
aumento do estresse salino nos trés gendtipos estudados (TABELA 11 e FIGURAI16),
alcancando, em rela¢do ao controle, percentuais de 13%, 14% e 12% para o comum, ando €
microcarpo, respectivamente, no nivel de 200 mM. O ando foi o mais sensivel ao estresse,
pois com apenas 50 mM teve sua concentracio de nitrato foliar reduzida em 72%, contra

20% no comum e 22% no microcarpo.

A ARN nas folhas dos trés gendtipos decresceu acentuadamente em resposta aos
niveis de NaCl (TABELA 11 e FIGURA16), atingindo, em rela¢do ao controle, percentuais
de 22%, 24% e 14% para o comum, anfo e microcarpo, respectivamente, no nivel de 200
mM de NaCl. Entretanto, os genotipos apresentaram diferengas no tipo de resposta. Enquanto
0 comum e 0 microcarpo apresentaram decréscimos progressivos com o aumento do estresse,
o ando sofreu uma queda brusca (74% em relagdo ao controle) na ARN ja com 50 mM,
mostrando que a ARTN funcionou como um indicador extremamente sensivel para o estresse
salino. Por outro lado, os valores de RN no microcarpo foram sempre superiores aos dos dois
outros gendtipos, inclusive no controle, evidenciando ser uma caracteristica possivelmente
genética. No tratamento de 100 mM de NaCl a atividade de RN foi reduzida para 53, 25 e 39
% dos respectivos controles de comum, an2o e microcarpo. Os decréscimos na atividade de
RN causados pelo estresse salino foram muito mais intensos do que os causados sobre a
concentracdo de nitrato nas folhas, enquanto que o conteido de N-total foi severamente

reduzido nos trés genoétipos (TABELA 11 e FIGURA 16A).

A concentragio de nitrato nas folhas dos trés genotipos ndo foi correlacionada com as
atividades de RN (TABELA 11), sugerindo que essa concentra¢do ndo foi determinante no
decréscimo da atividade. De fato, a concentragdo de NO7 total, que reflete principalmente o
nitrato armazenado nos vactiolos, freqiientemente ndo esta diretamente envolvido com a
indugdo e atividade de RN. Na realidade, o que determina a indugfo, sintese e atividade da
enzima ¢ o fluxo de nitrato no citoplasma (MELO, 1999). Dessa maneira, 0 microcarpo — que
apresentou os maiores valores de atividade de RN, mostrou as menores concentragdes de
nitrato nos tratamentos com niveis mais elevados de NaCl, quando comparado aos outros dois
genotipos. Além disso, o microcarpo mostrou as maiores redugdes relativas nas concentracdes

de nitrato. O conteido de N nas folhas reflete duas variaveis: a concentracdo de N-total e a
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massa seca acumulada nas folhas. Dessa maneira, o seu intenso decréscimo refletiu tanto a
redugiio relativa de massa seca como a taxa de assimilagio de N através de RN. Essa variavel
reflete, em grande extensdo, a taxa real de assimilagdo do nitrato pois no presente estudo o

NO7; foi a inica fonte de N utilizada pelas plantas.

Nessa pesquisa, o conteido de N nas folhas (mg N planta’) ndo foi totalmente
relacionado com a atividade de RN nas folhas, analisando-se essas variaveis nos trés
gendtipos e nos diversos tratamentos. Como esperado, o conteido de N foi bem
correlacionado com a massa fresca das folhas (FIGURAs 2 e 16), refletindo que os processos
de fotossintese e assimilagdo de N s3o integrados e bem correlacionados (FOYER et al,
1998). Na realidade, a atividade de RN funcionou como um indicador extremamente sensivel
para o estresse salino, ndo podendo, no entanto, ser correlacionada com uma possivel

tolerancia, haja vista que o ando apresentou uma maior sensibilidade que o microcarpo.
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TABELA 11— Contetdo de Nitrogénio, concentragdo de Nitrato e Atividade -
de Redutase de Nitrato em folhas em mudas de cajueiro comum, ando e microcarpo,

submetidas a doses crescentes de NaCl. Os resultados sdo a Média de trés repetigdes.

Contetdo de N
NaCl oV
(mM) Comum Anido Micocarpo (%)
0 457a B 67,47a A 52,632 B 9
50 369a A 37,50b A 35,00b A 7
100 36,32 A 27,50b A 35,00b A 14
150 18,8b B 30,63b A 23,13b B 10
200 142b B 2438b A 21,25b AB 14
CV? (%) 15,00 13 15
NaCl NO5™ (mol. Kg'MS)
cv!
(mM) Ando Microcarpo (%)
0 124,02 A 132,42 A 120,42 A 7
50 90,8b B 125,6a A 102,8b AB 7
100 88,8b B 114,0b A 78,0c B 10
150 95,2b AB 111,2b A 80,0c B 10
200 95,0b B 113,0b A 76,0c C 9
CV? (%) 14 10 12
ARN (mol kg MS)
NaCl cv!
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 1,45a B 1,59a B 5452 A 11
50 1,23ab B 0,41b B 435b A 12
100 0,776 B 0,40b B 2,11c A 15
150 0,35b B 0,38bc B 1,10cd A 14
200 0,32b B 0,38c B 0,75d A 12
CV? (%) 15 14 12

- Entre tratamentos, letras mintfisculas iguais indicam semelhanca estatistica pelo tesie de
Tuckey a 5% de probabilidade.

-Entre gendtipos, letras maifisculas iguais indicam semelhanca estatistica pelo teste de Tuckey
a 5% de probabilidade.

' Coeficiente de variaco entre os genotipos (colunas).

? Coeficiente de variagao entre os tratamentos (linhas).



Expressdo de caracteres fisiologicos ... Menéses Junior, J. 119

CONTEUDO DE N A
120 - S
53] M ande
3 90 1 Omicrocarpo
S 60 4
o]
a
& 3p -
D+
0 50 100 150 200
NITRATO B
120 4 B comum
[ ando
= Dﬂlicmmpn
g 9“ |
S 60 1
o
=
F 30 -
0 - 9
0 50 100 150 200
RN c
120 -
B comum
Eanio
= 90 1 O microcarpo
—
=)
=
e
& 60 -
o
o
=
= 30 A
ﬂ =
0 50 100 150 200
NaCl

FIGURA 16 — Contetido de nitrogénio — N (A), Concentragdo de nitrato - NO;” (B) e
atividade de redutase de nitrato — ARN (C) em folhas de mudas de cajueiro comum, anfo e
microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os valores de 100% para N foram 45,70,

} : 240 ¢ 12040 mmolKe- MS ¢ para
6147 & 5263 mgplanta ,para NO5 foram 12400, 13240 ¢ omo\ K,

RN foram 1,43, 1,39 ¢ 5 4% ramol e WOy Kg' MF, respectivamente.
r > > b b)



Expressio de caracteres {isiologicos ... Menéses Junior, J. 120

67,47 e 52,63 mg.planta'l, para NOs™ foram 124,00, 132,40 e 120,40 mmol.Kg-1 MS e para
RN foram 1,45, 1,59 e 5,45 mmol de NOz".Kg.'l MF, respectivamente.

(genotipo considerada mais sensivel). Estes resultados, embora semelhantes aos obtidos em
algumas pesquisas citadas no presente estudo, ndo sdo facilmente explicados. E esperado,
portanto, que as plantas mais sensiveis apresente maior reducdo na atividade dessa enzima,
tendo em vista o envolvimento da RN no crescimento e sua extrema sensibilidade a
deficiéncia hidrica (MATOS, 2001). Na verdade, os efeitos do estresse salino sobre RN ainda
sdo contraditérios (VIEGAS, 1999). E provavel que a maior sensibilidade ao NaCl mostrada
pelas plantas de microcarpo deva estar associada com outros fatores bioquimicos e
fisiologicos. Ou seja, apesar de RN ter se mostrado extremamente sensivel ao NaCl nos trés
gendtipos, sua atividade, isoladamente, ndo consegue explicar diferengas de tolerdncia.

Diversos fatores estdo envolvidos nessa questo.

A atividade de RN mensurada no laboratério nem sempre reflete o nivel de atividade
endogena da enzima na planta (SILVEIRA et al., 2001). Na cadeia de reacdes que podem
limitar o crescimento a redugio assimilatoria do nitrato, em mudas de cajueiro, talvez ndo seja
o ponto mais limitante sob estresse salino. De fato, Matos (2001) demonstrou que as trocas
estomaticas (transpirag@o e resisténcia estomatica) foram mais sensiveis do que a atividade de
RN, enquanto que, Viégas et al. (1999) demonstraram quedas pronunciadas na atividade da
enzima em condig¢Ges de estresse salino no cajueiro. Entretanto, esses autores demonstraram
que os ions salinos per si ndo tiveram nenhum efeito direto sobre a atividade da enzima em
ensaios inz vitro. Resultados semelhantes foram obtidos em outras espécies vegetais (ASLAM;
HUKFFAKER; RAINS, 1984; GOUTA; GHORBAL; THOURANIE, 1994). Esses resultados

evidenciam que o estresse salino imposto as plantas apresenta extrema complexidade devido’

o surgimento de outros estresses derivados tais como deficiéncia hidrica, estresse osmoético,
estresse oxidativo, etc (MUNNS, 2002). Por outro lado, os resultados da FIGURA 16
evidenciam que o NO7 ndo foi limitante para a atividade de RN, haja vista que os niveis

encontrados nas folhas ndo foram tdo baixos, mesmo no maior nivel de NaCl.

Os resultados de atividade de RN e GS, quando analisados conjuntamente com os de
concentragdo de nitrato, contetido de N total e aminoacidos livres totais (FIGURAS 16 e 17),

Mosiram claramente que a respostas oposta apresentada pela atividade dessas enzimas, em

1e1agR0 20 estresse salino, ol esperada ¢ esto de acordo com of obtidos por Viggas (1999)
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trabalhando com mudas de cajueiro e com Silveira et al. (2001) utilizando plantas de caupi.
De fato, a atividade de RN estd diretamente envolvida com o suprimento de novos
aminoédcidos oriundos da assimilagio do nitrato. Esse suprimento determina em grande
extensdo a intensidade de sintese protéica e o crescimento das plantas em geral. Na condigdo
de estresse salino, adotado no presente trabalho, essa atividade foi intensamente reduzida ja
nos niveis mais baixos de salinidade (50 mM de NaCl). Essa reducio deve ter sido causada
principalmente por efeitos osmoticos que, por sua vez, causam aumento na resisténcia
estomatica e na taxa de assimilacio fotossintética de CO, (Matos, 2001). A taxa de
fotossintese, através de seus produtos hexoses-fosfato e trioses-fosfato e indiretamente através

do nivel de NADH, interfere decisivamente na atividade de RN (FOYER et al., 1998).

Quando o fluxo assimilatorio do nitrato € inibido — como foi o caso das mudas de
cajueiro sob alto nivel de NaCl, o pool/ de aminoacidos livres passa a ser dependente
diretamente da degradagdo de proteinas e inversamente da taxa de crescimento. O aumento na
quantidade de aminoacidos livres e amonia, contribui para o aumento na atividade de GS ou
um decréscimo suave comparado com a taxa de sintese de proteina. Essas condi¢gBes s3o
favoraveis para aumento nas concentragdes dos precursores diretos (aspartato e ornitina) da
sintese de prolina (Silveira et al., 2002). Ao contrario de RN, a atividade de GS nas folhas dos
trés genotipos ndo foi reduzida pelo NaCl, quando expressa como atividade total — na base de
massa de folhas (TABELA 12 e FIGURA 17). Por outro lado, quando expressa como
atividade especifica (mmol GHG g™ proteina h™') a atividade de GS foi estimulada pelo NaCl,
haja vista que a concentragio de proteinas soliveis foi menor nas plantas estressadas
(TABELA 12). A manuten¢do da atividade de GS em niveis ndo muito baixos nas plantas
estressadas € essencial para o suprimento de glutamato para a sintese de prolina. Deve ser
observado que nas plantas estressadas a taxa de sintese de proteinas ¢ extremamente reduzida.
Isto implica numa baixissima demanda por aminoacidos livres, especialmente prolina e
glutamato (SILVEIRA et al., 2002). Dessa maneira, a sintese de prolina seria favorecida

nessas condi¢des.

Quando se comparam os trés genotipos, ndo se observam diferengas na atividade de
GS capazes de explicarem a maior sensibilidade do microcarpo associado com a sua menor
acumulagio de prolina nesse gendtipo. E interessante observar, contudo, que o microcarpo
apresentou concentragdes de proteinas soliveis mais baixas do que as das duas outras o que
implicou em valores de atividade especifica de GS maiores (dados ndo apresentados). De

qualquer maneira, as relagdes entre a atividade de GS, concentragfo de prolina e tolerincia ao
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estresse salino nfo sdo simples e direta (Silveira et al.., 2002). Por outro lado, sob situagoes
fisiologicas normais (nfo estressantes) a atividade de GS é diretamente relacionada com 0
crescimento de plantas (MAGALHAES et al., 1993). De qualquer maneira, os baixos niveis
de proteinas soliveis (TABELA 12) e a menor acumulagio relativa de prolina (TABELA 9)
no gendtipo mais sensivel pode ser um dos indicadores metabolicos para maior sensibilidade
ao NaCl em mudas de cajueiro. Essa observacdo deve ser tema de novas pesquisas

envolvendo a selegdo de caracteres bioquimicos para tolerdncia ao estresse salino.

Apesar da atividade de RN nas folhas ter se mostrado bastante sensivel ao estresse
salino, mesmo assim ela ndo foi capaz de indicar as diferengas de sensibilidade ao NaCl
observadas entre os trés gendtipos. Diferentemente, a atividade de GS foi pouco afetada pela
salinidade. De modo similar, a atividade desta enzima também ndo foi relacionada com as

diferencas de tolerancia.
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TABELA 12— Concentragdo de proteinas soliveis totais ¢ atividade de GS em folhas
em mudas de cajueiro cajueiro comum, anfio e microcarpo, submetidas a doses

crescentes de NaCl. Os resultados sdo a Média de 3 repetigdes.

Protefnas soltveis totais (mg kg~ MF)

NaCl cV!
(mM) Comum Ando Microcarpo (%)
0 20,482 A 27,03a A 7,89a B 11
50 18,37a A 22.64a A 10,00a B 9
100 21,09a A 26,142 A 7,392 B 14
150 18,48a A 28,92b B 6,94a C 10
200 16,322 A 20,54 A 6,22a B 14

CV* (%) 17 16 16

Atividade de glutamina sintetase ( mmol GGH.kg” MS.h™)

NaCl cV'
(mM) Comum Ando Microcarp (%)
0 24,60a A 32,00a A 34,00a A 13
50 25,80a A 29,60a A 35,20a A 12
100 28,00a A 28,80a A 37,20a A 11
150 32,40a A 24,80a A 28,202 A 10
200 33,202 A 27,00a A 27,40a A 11
CV? (%) 20 18 19

- Entre tratamentos, letras minusculas iguais indicam semelhancga estatistica pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

-Entre genotipos, letras maitisculas iguais, indicam semelhanga estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

! Coeficiente de variagio entre os genotipos (colunas).

% Coeficiente de variagdo entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 17 — Concentragdo de proteinas soliaveis totais — PST (A) e atividade de glutamina
sintetase — AGS (B) em folhas de mudas de cajueiro comum, anfio e microcarpo, submetidas a
doses crescentes de NaCl. Os valores de 100% de PST foram 11,20, 32,36 e 3,90 mgkg” MF
e de GS foram 26,20, 31,80 e 33,88 mmol .GGH.Kg'1 MS. b, respectivamente.
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3.4. TRABALHO 1V: indices porométricos e acumulaciio de Na' em genétipos de

cajueiro anfic, comum e microcarpo em resposta ao estresse salino.

3.4.1. Introdugdo

A salinidade parece afetar intensamente os processos denominados genericamente de
relagdes idnicas e relagdes hidricas. A redugdo da fotossintese causada pela salinidade €
atribuida, principalmente, ao aumento na resisténcia estomaética, seguida da reducdo na
pressdo parcial do CO; intracelular e somente em niveis elevados de estresse a fatores ligados
a integridade de clorofilas e atividade de fotossistemas (DELFINE et al.,1999). A salinidade
causa reducdo no estado de energia da agua do tecido por diminuir os potenciais hidrico e
osmotico. Nessas condigdes, com o decréscimo na transpiragdo verificam-se incrementos na
temperatura foliar, o que acarreta consequéncias negativas para o metabolismo (SULTANA,
IKEDA, ITOH, 1999). O excesso de sais pode afetar, também, os componentes
fotossintéticos tais como proteinas, clorofilas e carotenoides. As alteracdes nessas variaveis
dependem da severidade e duragdo do estresse e da sensibilidade do material vegetal

(BETHKE; DREW, 1992).

Varias publicagdes ressaltam que o efeito primario decorrente da redugdo na
fotossintese devido ao estresse osmético € o fechamento estomatico seguido de mudangas nas
reagOes fotossintéticas (BRESTIC et al, 1995). Estresses ambientais, como o hidrico
(LAUTERI et al., 1997), o salino (BONGI; LORETO, 1989) e o envelhecimento foliar’
(LORETO et al., 1994) reduzem a condutdncia a difusdo de CO, no mesofilo foliar.
DELFINE et al (1998) mostraram que baixas concentracdes foliares de Na* imenor que 15
mg.g™") reduzem a condutincia estomética e mesofilica, diminuindo a concentracio de CO, no
cloroplasto das plantas estressadas, devido a uma redugdo nos espagos intracelulares,
produzindo um caminho mais tortuoso para o CO, e acarretando, desta forma, uma
diminui¢do na fotossintese. A salinidade reduziu a assimilagdo de CO,, a condutincia

estomatica e o potencial hidrico nas folhas de Citrus (WALKER et al., 1982).

Huang, Murray e Yang (1994) observaram decréscimos significantes na condutincia

estomatica e na taxa fotossintética em trigo (7¥iticum aestivum L.) exposto a 50 mM de NaCl.
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Observou-se, também, que a condutincia estomatica foi reduzida em niveis crescentes de
NaCl em plantas de Pine maritime Pinus pinaster L., e Phaseolus vulgaris L. (CACHORRO
et al., 1995; LOUSTAU et al,1995) e milho (CRAMER; EPSTEIN; LAUCHLI, 1988).
Embora a queda da fotossintese em citrus sob deficiéncia hidrica seja devida primariamente
ao fechamento dos estdmatos (SYVERTSEN e LLOYD, 1994), sob condigdes mais severas
de estresse, outros fatores relacionados ao metabolismo do carbono e as reacdes fotoquimicas
sfo afetados (VU e YELENOQOSKI, 1988). Sua capacidade de recuperag@o ap0ds a ocorréncia de
deficiéncia hidrica € uma caracteristica importante, estando relacionada com a recuperagio do
potencial da Agua, da abertura estomatica, da condutividade hidraulica das raizes e do

funcionamento dos processos bioquimicos e fotoquimicos (LLOYD, 1994).

Sob nossas condi¢des, Matos (2001), trabalhando com mudas de dois clones de
cajueiro ando- precoce, observou que tanto as mudas oriundas de sementes quanto aquelas
enxertadas foram bastante sensiveis aos estresses hidrico e salino. A condutdncia estomética
foi a variavel mais sensivel, seguida da transpira¢do e do potencial hidrico total.” A
temperatura foliar, na condi¢cdo de conduténcia proximo de zero, chegou aumentar até 2,2 °C.
Em termos de relagio com a sensibilidade ao estresse salino, entre os dois materiais de
cajueiro, o autor observou que o clone menos sensivel (CCP 06) apresentou maiores valores
de condutancia estomatica associado com potenciais hidricos mais elevados e menores
concentragdes de Na' e prolina nas folhas, quando as mudas foram expostas a 200 mM de

NaCl durante 4 dias.

Neste trabalho procurou-se relacionar a sensibilidade ou tolerdncia ao NaCl entre os
gendtipos comum, ando e microcarpo com variaveis relacionadas com as trocas gasosas das
folhas - condutincia estomatica, transpira¢do e temperatura foliar e manuten¢io da

integridade de membranas - vazamento de eletrolitos.

3.4.2. Material e Métodos
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3.4.2.1. Material Vegetal

As mudas, utilizadas neste trabalho, foram obtidas a partir de sementes de cajueiros de
trés diferentes gendtipos , que apresentam caracteristicas distintas quanto ao fenétipo (tipo de
porte, tamanho de castanha, precocidade de floragdo etc). As castanhas do cajueiro comum -
conhecido popularmente como “comum da praia® (Anacardium occidentale 1), foram
provenientes da praia do Barro Preto, municipio de Aquiraz/Ceara. As castanhas do cajueiro
ando (Anacardium occidentale 1.) CP76, e as do microcarpo (Anacardium microcarpum
Ducke) foram provenientes da Unidade Experimental da Universidade Federal do Ceara —

UFC, situada na regido litoranea do municipio de Caucaia/Ceara.

3.4.2.2. Substrato e solu¢do nutritiva de crescimento das mudas

O substrato utilizado foi vermiculita comercial de textura média (“tipo média”),
previamente lavada intensamente com agua de torneira e posteriormente com agua destilada.
Conforme dados dos fabricantes, esse material possui elevada capacidade de retencéo de agua
e cations, apresentando teores elevados de Ca'™ e Mg™ trocaveis. O substrato foi
acondicionado em tubetes comerciais de polietileno de 288 cm’ de volume. A solugdo
nutritiva fornecida foi a mesma descrita no sub-item 3.1.2.2, pagina 24, sendo a
irrigagio fornecida por ascensdo capilar a partir de um recipiente plastico de 100 cm® ajustado

abaixo de cada tubete.

3.4.2.3. Condigdes ambientais do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, situada no Campus do Pici, da
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Ceara, Brasil, nas coordenadas geograficas com
latitude 3°44'S e longitude 38°33'W e clima do tipo AW na classificagdo de KOEPPEN. O

trabalho foi desenvolvido no periodo de maio a setembro de 1999. Os valores médios de
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temperatura diurna e noturna foram de 27 e 24 °C, respectivamente. A variagdo de umidade
relativa média do ar de 40 a 80% e fotoperiodo médio de 12 horas de insolagfo. A quantidade
maxima média de radia¢do fotossinteticamente ativa foi, aproximadamente, 1000 pmol.mZ.s™
(as 12:00 hs), mensurada com um “quantun sensor” acoplado ao porometro LI-160, “steady

state porometer”, LI-Cor, USA).

3.4.2.4. Conducio das mudas

As castanhas foram tratadas conforme descrito no item 3.2.4, pagina 35, sendo
semeadas e germinadas diretamente em tubetes, onde as mudas permaneceram até os 44 dias
apos o plantio. Nas duas primeiras semanas, as mudas foram irrigadas somente com agua
destilada e deste periodo até o 44° dia receberam irrigagdo com solugdo nutritiva diluida-10
vezes. Desse periodo até o 582 dia (durante 14 dias) os tubetes foram irrigados com solugio
nutritiva (controle) ou com solugfio nutritiva © 200 mM NaCl (estresse salino). As solugdes

foram renovadas completamente a cada duas vezes na semana.

3.4.2.5. Tratamentos e colheitas

Visando avaliar a performance dos trés gendtipos na presenca de diferentes condigdes
de estresse salino, utilizou-se o seguinte tratamento na solugfo nutritivo: 0 e 200 mM. Apods
esses periodos, os vasos foram transferidos as 8:00 da manhi para aclimatagdo-em laboratério
durante duas horas. Ap6s limpeza superficial das folhas com pano tipo “perfex”, coletaram-se
as folhas quando foram pesadas e imediatamente colocadas em N liquido, mantidas a —20 °C,

liofilizadas e moidas em farinha fina de 100 mesh, para posteriores determinagdes analiticas.
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3.4.2.6. Delineamento experimental e tratamento estatistico

Os tratamentos foram distribuidos de acordo com o delineamento inteiramente
casualizado em um esquema fatorial 2 X 3 X 4, correspondendo, nessa ordem, aos 2 niveis de
NaCl, 3 gendtipos e 4 repeti¢des. Os dados foram submetidos & analise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (GOMES et al
1997).

3.4.2.7. Determinagdes das variaveis

3.4.2.7.1. Massa Foliar

Ap6s a coleta, as partes raiz, caule e folhas foram separadas e determinadas as respectivas
massas frescas. As massas secas de caule e raiz foram determinadas diretamente apos
completa liofilizacdo. No caso da massa seca das folhas, a determinac¢do foi conduzida em

estufa a 90 °C, com circulacéo de ar quente.

4.3.2.7.2. Concentra¢des de sodio na folha

Apos liofilizagdo do material vegetal -folhas e raizes, tomaram-se amostras de 100 mg
que, depois de mineralizadas por via imida, empregando-se a digestdo nitrico-perclorica,
determinaram-se os teores de sodio e de potassio por fotometria de chama, conforme descrito

em Sarruge e Haag (1974). Os resultados foram expressos em mmol kg™ massa seca.
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3.4.2.7.3. Teste de condutividade elétrica

Para o teste de Condutividade Elétrica foi seguida a mesma metodologia adotada na
avaliagio de “dano nas membranas” utilizada por Silva (2002), consistindo na coleta de dez
discos foliares com didmetro de 10 mm colocados em frascos contendo 20 mL de agua
destilada e incubados em banho-maria a temperatura de 25°C, durante 24 horas. Em seguida,
foi determinada a condutividade elétrica do extrato (25°C) das plantas controle e das plantas
sob estresse (200 mM de NaCl), através de um condutivimetro marca DIGIMED. Os

resultados foram expressos em dS.m™ .

3.4.2.7.4. Determina¢des Porométricas

As determinagdes porométricas - condutdncia estomatica, transpiragdc e temperatura
foliar, foram realizadas no interior da casa de vegeta¢do, com o auxilio do porometro de
equilibrio dindmico modelo Li-Cor 1600. O aparelho foi deixado na bancada, onde estavam
situadas as plantas, durante 1 h para atingir a estabilizacdo. As determinagdes foram
realizadas entre 8:00 e 9:00 h da manhi, utilizando-se o 2° par de folhas totalmente
expandido. A medi¢do de cada variavel consistiu de uma média de 3 leituras, sendo o tempo
de estabilizagdo de leitura de aproximadamente 3 minutos. Este experimento tomou como
base a tendéncia de variagdo temporal da condutincia estomética em porta-enxertos de
cajueiro com e sem estresse, realizada por Matos (2001), onde os estématos apresentaram

picos de maxima abertura pela manha proéximo a 9:00h.

3.4.3. Resultados e Discussdes

No presente trabalho, as mudas foram cultivadas em tubetes comerciais e substrato de
vermiculita. Sob condi¢des semelhantes, Matos (2001) e Silva (2002) trabalharam com dois
gendtipos de cajueiro ando submetidos a 200 mM de NaCl. Eles verificaram que nesse tipo de
substrato os efeitos do NaCl foram mais brandos do que aqueles observados em substrato de
areia ou em contato direto das raizes com a solugdo nutritiva como observado por Viégas

(1999). Talvez a elevada capacidade de retengdo de Na' da vermiculita, assim como, seu
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elevado nivel de cations trocaveis especialmente o Ca'? (dados ndo apresentados), possa ter
contribuido para atenuar os efeitos do NaCl nas mudas de cajueiro. No presente estudo, 0
tratamento com 200 mM de NaCl durante 14 dias causou menor redugdo na massa das folhas
das mudas de cajueiro ando (36%), comparado com o comum (54%) e o microcarpo (71%).
Além disso, o anfio também apresentou maiores valores absolutos de massa foliar, tanto no

controle como no tratamento com NaCl (TABELA 13 e FIGURA 18A).

O maior crescimento das plantas estressadas de ando, comparado com os dois outros
gendtipos, foi relacionado com uma maior integridade das membranas das folhas, estimada
através da perda de eletrolitos. Por outro lado, o gendtipo que se mostrou mais sensivel neste
experimento, o microcarpo, apresentou também maior concentragéo de Na' nas folhas e maior
perda de eletrolitos comparado ao ando. E interessante observar que foram as mudas de
microcarpo que apresentaram os sintomas visuais de maiores injirias nas folhas causadas pelo
NaCl (FIGURA 19). Portanto, os efeitos mais drasticos do NaCl nas folhas desse gendtipo
foram inversamente relacionados com a massa das folhas e diretamente relacionados com a
concentragio de Na' no tecido. E provavel que essa relagdo, de fato, possa explicar a maior
sensibilidade do microcarpc ao NaCl, particularmente quando o estresse for imposto sob_ré
mudas de pequeno porte como foi o caso desse trabalho. Nessas condigdes, o nivel de Na" das
folhas atingiu rapidamente valores téxicos em fungdo das baixas taxas de crescimento,

induzindo um “efeito de concentragio” desse ion nos tecidos foliares.

E interessante observar que no Trabalho 11 as concentragdes de Na' nas folhas do
microcarpo no tratamento com 200 mM (durante 14 dias) foi cerca de 4 vezes maior que 0
controle, enquanto que no presente trabalho a acumulagio de Na' foi cerca de 8 vezes maior a
do controle (TABELA 13). Portanto, como esperado, a sensibilidade de mudas de cajueiro ao
NaCl deve ser diretamente associada & intensidade de acumulagio de Na' nas folhas
(VIEGAS et al., 2001). No caso do microcarpo essa relagio foi muito evidente quando se
compara os dados do Trabalho II com os apresentados aqui. No primeiro estudo, as folhas
atingiram uma massa de 2,89 g de MS e uma concentragio de Na* de 673 mmol/kg MS,
enquanto que nesse ultimo experimento a massa foi de apenas 1,30 g de MS e uma
concentragio de Na' de 1591 mmol/kg MS. Portanto, a capacidade de exclusio do Na* e CI’
dos tecidos foliares representa, talvez, a principal caracteristica de tolerincia ao estresse
salino em mudas de cajueiro, conforme ji evidenciado entre cultivares de outras diversas

espécies cultivadas (MUNNS, 2002). Em mudas de Citrus, essa caracteristica é dada pelo
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porta-enxerto ¢ o Cl” é o fon mais toxico para as folhas do enxerto (BANULS; PRIMO-
MILLO, 1995).

Outras caracteristicas importantes de tolerdncia para porta-enxertos ao estresse salino
s30 as variaveis relacionadas com as relagdes hidricas e trocas gasosas das folhas. Entretanto,
em Citrus os caracteres condutincia estomatica, transpiragdo e assimilagio de CO,
(fotossintese) foram mais relacionados com o tipo de enxerto do que com 0s porta-enxertos
(GARCIA-LEGAZ et al., 1993; BANULS & PRIMO-MILLO, 1995). Em mudas enxertadas
de cajueiro ando precoce, submetidas a 200 mM de NaCl, Matos (2001) observou que ¢ porta-
enxerto menos sensivel ao NaCl (CP 06) apresentou maior taxa de transpiragdo € maior
condutincia estoméatica do que o clone mais sensivel (CP 09). Quando ele comparou as mudas
enxertadas CP 76/CP 06 com CP 76/CP 09, verificou que os valores daquelas varidveis foram
semelhantes nos dois tipos de mudas enxertadas. Entretanto, o potencial hidrico das folhas foi
maior tanto no porta-enxerto CP-06 como na muda enxertada CP 76/CP 06, sob condigdes de
deficiéncia hidrica e estresse salino, sugerindo que essa varidvel possa ser mais influenciada
pelo o tipo de cavalo do que pelo tipo de enxerto.

No presente trabalho, a menor sensibilidade ao NaCl apresentada pelo genotipo ando
foi relacionada com menores valores de incrementos da temperatura foliar, enquanto que o
genotipo mais sensivel (microcarpo) exibiu valores elevados de temperatura foliar e menores
condutancia estomatica e transpiragdo (TABELA 14 e FIGURA 21). Entretanto, quando se
comparou o ando com o comum, observou-se que o segundo apresentou maiores valores de
transpiragdc o que ¢é, aparentemente, contraditério com os valores mais elevados de
temperatura foliar. Na realidade, as variaveis porométricas sao de dificil comparagdo quando
realizadas em numero reduzido devido a forte influéncia dos fatores ambientais. Dessa
maneira, o conjunto dos resultados desse ultimo trabalho evidencia que a menor sensibilidade
apresentada pelo ando possa ser atribuida a maior integridade das membranas de seus tecidos
foliares, possivelmente devido a niveis de temperatura foliar compativeis com a manuten¢do
de processos metabolicos dentro de faixas favoraveis para a ocorréncia de taxas de
crescimento positivas na condi¢io de estresse salino.

Como conclusio, a maior sensibilidade ao estresse salino apresentada pelo
microcarpo foi diretamente relacionada com uma maior acumulagio de Na' nas folhas, o que
acarretou aumento na perda de eletrolitos. Também, mostrou menor condutincia estomatica e

transpiragdo, que por sua vez, acarretou maiores incrementos na temperatura foliar.
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TABELA 13 - Concentragio de Massa Foliar, Na+ e Condutividade Elétrca em plantas de
cajueiro comum, anfio precoce e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaCl. Os
resultados sdo a média de trés repetices

Massa da Folha (g.planta™)

NaCl v
(mM) Comum Anido Micro
0 820 a A 11,40 a A 4,50 aB 1
200 3,80 b AB 720 bA 1,30 bB 15
CV2 (%) 8 14 15

Na' (mol.Kg'MS)
NaCl Comum Ando Micro cv'!
0 104,77 aB 115,83 aB 193,00 a A 12
200 583,33 bB 455,00 bB 1591,33 b A 9
CV % (%) 14 15 7

Condutividade Elétrica (dS.m™)

NaCl Comum Ando Micro #ha
0 112,6 bB 115,30 bB 220,93 b A 8
200 617 a A 393,75 aB 756,67 a A 12
CV? (%) 14 7 12

- Entre tratamentos, letras mintsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. 3

-Entre gendtipos, letras maitsculas iguais indicam semelhanga estatistica pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

! Coeficiente de variagio entre os gendtipos (colunas).

2 Coeficiente de variacio entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 18 — Massa da folha, em mg.planta™ — MF (A), Acumulagdo de sédio - Na*, em
mmol.planta” (B) e Condutividade elétrica — CE., em dS.m? (C) em folhas de mudas de

cajueiro comum, anfo precoce € microcarpo, submetidas a 0.e 200 mM de NaCl.
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FIGURA 19 — Mudas de cajueiro (A) ando, (C ) comum e (M) microcarpo, com 44 DAP,
submetidas a 0 € 200 mM, durane 14 dias. Fortaleza, Ceard , Brasil, 2002.
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TABELA 14 - Condutancia Estomatica , temperatura foliar e transpiragdo foliar em plantas
de cajueiro comum, anfio precoce e microcarpo, submetidas a doses crescentes de NaClL

Os resultados sdo a Média de trés repeti¢des.

Conduténcia Estoméatica (cm.s™)

NaCl cv!
(mM) Comum Ando Micro (%)
0 098a A 0,99 a A 1,07a A 10
200 038b A 034b A 021b B 13
CV? (%) 13 10 15
T (°C) Foliar
NaCl v
(mM) Comum Ando Micro (%)
0 30,23 aA 30,20 a A 29.60a A 6
200 33,90 b A 31,13 b B 3423 b A 5
CV2 (%) 4 3 6

Transpiracdo Foliar (mmol.m?.s™)

NaCl cv!
(mM) Comum Ando Micro (%)
0 8,58a A 800 aA 9,16a A 7
200 6,00b A 6,52 BA 579b A 12
CV2 (%) 13 10 16

- Entre tratamentos, letras minusculas iguais, indicam semelhanca estatistica pelo teste de

Tuckey a 5% de probabilidade.

-Entre genotipos, letras maitsculas iguais, indicam semelhanga estatistica pelo teste de

Tuckey a 5% de probabilidade.
! Coeficiente de Variagdo entre os genotipos (colunas).
? Coeficiente de Variaggo entre os tratamentos (linhas).
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FIGURA 20 — Condutancia Estomatica — CE, em cm.s” (A); Temperatura - T°C (B) e
Transpiracio — T, em mmol.m?s? (C) em folhas de mudas de cajueiro comum, an&o

precoce e microcarpo, submetidas a 0 e 200 mM de NaCl.
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4, CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos mostraram que entre os trés genétipos estudados, as mudas de
microcarpo foram as mais sensiveis ao estresse salino em termos de decréscimo relativo na
produgfio de massa seca e de exibi¢do de sintomas visuais de toxicidade nas folhas. Somente a
intensidade de acumulagio de Na” e CI" e o nivel de prolina nas folhas foram capazes de
explicar percialmente a maior sensibilidade ao estresse salino. Entre as mudas dos cajueiros
“comum de praia” e ‘“anfo-precoce” , oriundos de castanhas do clone CP 076, ndo ficou
evidente diferencas de tolerdncia apesar do anfio apresentar maior quantidade de biomassa
seca em raizes, caule e folhas tanto no controle quanto na condigfo de estresse. Apesar dos
caracteres fisiolégicos estudados mostrarem grande alteragio em resposta ao estresse salino,
os mesmos ndo foram capazes de explicar as diferengas de sensibilidade ao NaCl. No todo, os
resultados revelam que a resposta ao NaCl por mudas de cajueiro € extremamente complexa €
sugerem que os caracteres que podem conferir tolerdncia sdo interativos e que a maior ou
menor tolerdncia ao estresse salino entre os gen6tipos estudados nfo é devida a expressdo de

caracteres isolados, mas sim devido a interagfo entre 0s mesmos.
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