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Controle Fonte-Dreno da Mobilizacdo de Reservas Durante a
Germinacgéo e Estabelecimento de Pidntulas de Cajueiro
(Anacardium occidentale L.) expostas a salinidade

Autor: LUIZ FERREIRA AGUIAR PONTE

Orientador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio G. da Silveira
RESUMO

Nesse trabalho, os efeitos da salinidade (NaCl) na mobilizacdo de
reservas em cotilédones foram estudados durante a germinacao e estabelecimento
de plantulas de cajueiro (Anacardium occidentale L.). As castanhas de caju foram
semeiadas em vermiculita, saturada e irrigada com agua destilada (controle) e
solugdo de NaCl 50mM. Os cotilédones das pléntulas scb tratamento controle e
salino foram retirados aos 10, 14, 18, 22, 26 e 30 dias apdés o semeio (DAS),
seguindo os respectivos estadios fisiologicos: |- emiss&c da radicula, ii- emiss&o das
folhas primarias (FP), lll- expansdo das FP, IV- FP totalmente expandidas, V-
expansdo das folhas secundarias (FS), VI- folhas secundarias totalmente
expandidas. O tratamento salino diminuiu o crescimento inicial das pléntulas como a
mobilizacdo da massa seca foi retardada nos cotilédones das plantulas tratadas com
sai. Ocorreu um atraso no crescimento, durante ¢ estabelecimento das piantulas de
cajueiro ando-precoce tratadas com NaCl 50miM , ocasionado pelo efeito osmético e
ndo pelo efeito toxico direto do ion Na*. Durante os estédios iniciais (do | ao ), o
efeito mais pronunciado do NaCl foi na mobilizacdo de proteinas, enquanto que a
mobilizac&o de lipidios e a acumulagéo de amido e acucares soluveis foram intensa
nes cotiiédones de plantulas controie e tratadas com sal. O efeito mais nocivo do
NaCl na mobilizagéo de reservas fei verificado durante os Ultimos estadios (do IV ao
V), gquando ocorreu um proeminente retardc na mobilizacdo de todas as reservas,
principalmente proteinas. Globulinas foram as principais proteinas de reserva dos
cotilédones de caju, elas foram intensamente mobilizadas em ambos os tratamentos,
nctavelmente durante o crescimento inicial das plantulas (até o estadio IV). Em
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contraste, prolaminas mostrou uma mobilizagdo mais lenta, seguida pela albuminas
em ambos os tratamentos. Adicionalmente os cotilédones das plantulas tratadas
com sal acumularam aminodcidos livres nos ultimos estadios do estabelecimento
das plantulas, pricipalmente arginina, glutamina e asparagina. Dessa maneira,
parece que a salinidade com NaCl atrasou a mobilizac&o de reservas cotiledonares
por um possivel mecanismo retoalimentacdo fonte-dreno envolvendo uma
diminui¢@o da translocac&o dos produtos de hidrélise, especialmente aminoacidos,
devido a diminuicdo da forga nas regides dreno, especiaimente das folhas jovens. A
principal proteina de reserva encontrada nos cotilédones de piantulas de cajueiro foi
do tipo globulina, com massa préximo de 22kDa e ponto de focalizagdo isoelétrica
entre 4.4 e 5.3. A principal atividade proteinasica responsavel pela mobilizac&o das
reservas protéicas é do tipo serinica, existindo também atividade cisteinica e
asparticas. Existe um atraso da atividade enziméatica € da mobilizacdo das proteinas
cotiledonares sob tratamento salino, ocasionado possivelmente pela mencr forga de

dreno do eixo em crescimenio quando comparado com o tratamento controle.

Xvii



Sink-source relation as control of the reserve mobilization during
the germination and establishment of cashew seedlings
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ABSTRACT

In this work, the effects of NaCl-salinity on cotyledonary reserve mobilization
were studied during the establishment of cashew seedlings (Anacardium occidentale
L.). The cashew nuts were sown in saturated vermiculite and irrigated daily with
distilled water (control) or 50 mM NaCl solution. The cotyledons of both untreated
and salt-treated seedlings were harvested at 10, 14, 18, 22, 26, and 30 days after
sowing (DAS), following the respective physiological stages: |- root protrusion, Il-
emission of primary leaves, lll- expansion of primary leaves, IV- primary leaves fully
expanded, V- expansion of secondary leaves, and VI- secondary leaves fully
expanded. The salt treatment decreased the initial seedling growth as dry matter
mobilization was delayed in the cotyledons of salt-treated seedlings. During the initial
stages (from [ to Ill), the more pronounced effect of NaCl was on protein mobilization
whereas lipid mobilization and starch and soluble sugar accumulation were intense in
the cotyledons of salt-treated and control seedlings. The more harmful effect of NaCl
on reserve mobilization was verified during late stages (from IV to V), when occurred
a prominent delay in the mobilization of all reserves, mainly proteins. Globulins were
the main storage proteins of cashew cotyledons and they were mobilized intensively
in both treatments, notably during early seedling growth (until stage IV). In contrast,
prolamins showed the slowest mobilization, followed by albumins in both treatments.
Additionally, the cotyledons of salt-treated seedlings accumulated free amino acids at
late seedling establishment, mainly arginine, glutamine and asparagine. In this
manner, it seems that NaCl-salinity delayed cotyledonary reserve mobilization by a
possible sink-source feedback mechanism involving a decreased translocation of
hydrolysis products, especially amino acids, due to the decreased strength of the

sink regions, especially the young leaves.
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Resposta ao Estresse Salino: da Germinacao a Planta Adulta

CAPITULO 1




1.1 Introducgé@o

O estresse salino induz diversas alteragbes no metabolismo das plantas,
sendo a répida e acentuada redugdo no crescimento um dos seus efeitos mais
marcantes. Os mecanismos bioquimicos que controlam essa diminui¢do no processo
de crescimento ainda ndo estdo completamente elucidados, onde a alta
concentracdo de sais no solo pode provocar a diminuicdo do potencial hidrico do
solo que promove a perda de agua das células para o meio externo por osmose
diminuindo o turgor. A alteracdo do potencial hidrico causado por condigdes
hiperosméticas (alta concentracdo de solutos no meio externo) pode ocasionar a
reducdo do crescimento da planta. No entanto, a contribuic&o precisa dos processos
de inibicdo da divisdo e expanséo celulares e da aceleragéo da morte celular ainda
néo foi completamente esclarecida (Munns, 1993; Yeo, 1998).

Disturbios na organizacdo das membranas, producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), produgéo de metabdlitos toxicos, inibicdo da fotossintese e
diminuicdo na obtencdo de nutrientes sdo as alteragdes iniciais mais drasticas
causadas pelo estresse hiperosmético (Winicov, 1998). Além disso, as altas
concentracdes de sais no solo causam também um estresse hiperidnico (excesso de
ions tdxicos) e a conseqléncia de ambos (estresse hiperosmotico e estresse
hiperidénico) pode ser altamente danosa para a planta. O estresse i6nico causa um
desequilibrio de ions ndo apenas de Na* e de CI', mas também de K" e de Ca™ (Zhu,
2001, Chen e Plant, 1999; Yeo, 1998).

O efeito do estresse salino sobre a germinacdo das sementes e o
estabelecimento das plantulas tem sido exaustivamente estudado tanto em espécies
cultivadas (Redmann, 1972; Prisco e Vieira, 1976; Prisco et al., 1981; Hampson and
Simpson, 1989; Al-Niemi ef al., 1992; Huang and Redmann, 1995; Wahid et al.,
1998; Ashraf et al., 2003; Misra e Dwivedi, 2004; Joshi et al., 2005) quanto em
espécies nativas (Khan e Ungar, 1984; Myers e Morgan, 1989; Katembe ef al., 1998;
Croser et al., 2001; Gulzar e Khan, 2001, Ramoliya e Pandey, 2002; Ramoliya e
Padey, 2003; Ye et al., 2005). Em algumas espécies vegetais, como sorgo, trigo e
caupi, os efeitos da salinidade s&o mais acentuados durante a germinacédo e
crescimento inicial das plantulas. Em outras espécies, os efeitos da salinidade s&o
mais drasticos apds o estabelecimento da pléntula e inicio da fase de plena

atividade fotossintética das folhas (Fageria e Gheyi, 1997).
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Estudos dos mecanismos induzidos pela salinidade sobre os processos
bioquimicos e fisiolégicos da germinacéo e estabelecimento de plantulas do caju s&o
escacos, e 0s grupos de pesquisas existentes ainda s&o poucos, principaimente
quando as condicdes de estresse sdo avaliadas.

Desta forma, o conhecimento sobre os mecanismos fisioldgicos e
bioquimicos envolvidos com os efeitos do estresse salino durante a germinagéo e o
estabelecimento de plantulas permanece bastante fragmentado. Estudos mais
aprofundados, utilizando técnicas avangadas de bioquimica e biologia molecular,
podem auxiliar na construgdo de um panorama mais amplo e completo sobre estes

mecanismos, possibilitando futuras aplicacbes biotecnolégicas deste conhecimento.

1.2 Processos de germinagdo, estabelecimento de plantulas e mobilizagdo de

reservas de sementes

A germinac&o € o reinicio do crescimento do embrido, o qual foi paralisadc
nas fases finais da maturacdo da semente. Este processo fisiolégico se inicia com &
embebicéo e a reativacdo do metabolismo do embrigo, culminando com a protruséo
da radicula através dos envoltérios da semente (Cocucci e Mariath, 2004). Do ponto
de vista metabdlico, ocorre aumento da respiracao, biossintese de enzimas, hidrolise
de reservas e transporte ou assimilacdo de produtos de hidrélise, permitindo ©
crescimento e a diferenciacéo dos tecidos (Buckeridge et al., 2000).

As giberelinas (GAs) s&o fitohorménios produzidos pela radicula do
embrido e translocado para o endosperma, onde se ligam a receptores de
membranas que interagem provavelmente com proteinas-G também associadas a
membrana plasmatica. Estes fitorménios parecem promover a germinacao
suprimindo a acdo de fatores de transcricdo, inibidores da germinagdo, como
também sdo ativadores de genes que atuam na promocdo da germinacdo e na
repressao da dorméncia embrionaria (Russel et al, 2000).

Sinais especificos do ambiente sdo traduzidos por sinais internos na
semente que induzem a sintese e ativagdo das giberelinas (acidos giberélicos), que,
por sua vez, induzem a sintese e ativagdo de enzimas hidroliticas (mananase,
poligalacturonase, celulase, arabinosidase e expansina) responsaveis pela
degradacdo das paredes de células do endosperma, enfraquecendo e afrouxando o



tecido na capsula do endosperma, de modo a permitir a protruséo da radicula
(Bradford et al., 200G0).

Resultados indicam que as giberelinas agem tanto na quebra da
dorméncia, por atuar no silenciamento de genes envolvido na manutenc&o da
dorméncia (Koornneef et al, 2002), como na progressdo do alongamento
embrionario por promover a sintese de enzimas (proteinases) envolvidas na
mobilizacédo de reservas (Bewley, 1997). Essas observacbes tém colocado as
giberelinas como principal agente envolvido na quebra da dorméncia em sementes
(Peng e Harberd, 2002). Tais resultados sustentam a hipdtese de que tanto o
silenciamento de genes envolvidos na dorméncia como a remogéo de polipeptidios
inibidores da germinacéo (fatores de transcricdo) fazem parte do processo de
remocéo da dorméncia em sementes.

Logo apés a germinacdo, se inicia o processo de estabelecimento da
plantula. Durante este processo, ocorre o crescimento heterotréfico da plantula a
expensas de compostos de reserva até o estabelecimenio do metabolismo
autotréfico (Melo et al,, 2004). Dentre os compostos de reserva armazenados em
sementes, encontram-se polissacarideos, como amido, xiloglucanos e
galactomananos, além de lipideos e proteinas (Buckeridge ef al., 2000}.

Apb6s a protrusdo da raiz (germinagao propriamente dita) a plantula em
crescimento tende a buscar a autotrofia retirando agua e nutrientes do solo, e
realizando fotossintese. Entretanto até esse momento, o crescimento da plantula é
abastecido pelos carboidratos derivados das reservas da semente. Tanto o amidoc
como os lipideos sdo convertidos em sacarose, que € requerido como fonte de
energia para o crescimento. Nesse estadio a plantula em crescimento € um
organismo heterotréfico que sobrevive da disponibilidade de energia dos tecidos de
reserva da semente (De Castro e Hilhorst, 2000).

As reservas podem ser classificadas em dois tipos: reservas de producéo
principal de energia (usadas no inicio da germinacéo) e reservas de transferéncia de
matéria (usadas pelas plantulas em crescimento). Acucares (sacarose e
oligossacarideos da série rafindsica) sdo encontrados em todos os vacuolos de
todas as células nas sementes, sendo estes responsaveis pelo suprimento
energético para iniciar o processo de reidratacdo, reparo de tecidos e
desenvolvimento do embrido. A degradacdo destes acucares € realizada por

hidrolases sintetizadas durante a maturagéo das sementes, pois as mesmas foram
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encontradas em sementes quiescentes. E durante ou a partir desse ponto que tem
inicio ao crescimento embrionario, cujo fim & produzir um individuo autotréfico
(Bewley, 2001).

Como a mobilizacdo das reservas tem a finalidade de subsidiar o
crescimento e o desenvolvimento, € essencial que o0s dois processos sejam
sincronizados. De modo geral, a mobilizag@o das reservas inicia a partir de um sinal
gue vem do embrido (no caso de cereais, giberelinas e em leguminosas a auxina).
Com isso o processo de degradagé&o dos compostos de reservas tem inicio pela
ativagdo da transcricdo dos genes que originam as hidrolases, e conseqlente
produco e transporte das enzimas até o local de acdo (Bewley, 2001).

O metabolismo dos compostos de reserva acaba gerando uma grande
quantidade de sacarose e aminoacidos nos tecidos de reserva, e estes sdo
transportados para os tecidos em crescimento. Em alguns casos em que o
desenvolvimento da plantula leva varios dias, a mobilizagdoc de reservas pode
apresentar sincronismo com a fotossintese durante o estabelecimento nas folhas em

expansao (Buckeridge ef al., 2000).

1.3 Salinidade e seus efeitos durante a germinacé@c e estabelecimento de

plantuias

O estresse salino inibe ou retarda a germinagdo das sementes e o
crescimento das plantulas devido a efeitos osméticos efou ibnicos. O primeiro
disturbio fisiolégico causado pelo estresse salino € a restrico da captagéo de agua
devido a diminui¢céo do potencial osmético do substrato, retardando a embebicéo
das sementes ou o alongamento da raiz (Redmann, 1972; Wahid et al., 1998; Croser
et al., 2001; Ramoliya e Pandey, 2002; Ramoliya e Pandey, 2003; Ashraf et al,
2003; Ye et al., 2005).

Para esclarecer os mecanismos envolvidos com os efeitos do estresse
salino verificados durante ou apds a germinacgéo, muitos trabalhos tém enfocado a
interferéncia de tratamentos salinos sobre processos fisiolégicos ou metabdlicos
especificos, como a expressdo génica (Ramagopal, 1987; Dell’Aquila e Spada,
1993; DellAquila, 2000), o metabolismo de espécies reativas de oxigénioc
(Sreenivasulu et al., 1999; Tsai et al., 2005), o metabolismo hormonal (Zapata et al.,
2003; Li et al., 2005), mobilizagdo de reservas (Prisco e Vieira, 1976; Prisco ef al.,



1981: Ashraf et al., 2003), a captagdo de nutrientes (Ashraf et al., 2003; Ramoliya et
al., 2004) e a acumulacado de solutos compativeis (Thakur e Sharma, 2005).

Plantulas de girassol tratadas com concentraces externas crescentes de
NaCl apresentaram retardo na mobilizacéo de lipideos de reserva em cotilédones
(Ashraf et al., 2003). E possivel que o retardo na mobilizacéo de lipideos tenha
contribuido para a reducéo do crescimento do eixo embrionario pela diminuicdo do
fornecimento de agucares sollveis produzidos por gliconeogénese.

Também em pléantulas de caupi (Vigna unguiculata) tratadas com NaCl, foi
verificado retardo na mobilizacéo de proteinas de reserva (Prisco e Vieira, 1976) e
de amido (Prisco et al., 1981) em cotilédones. Como as plantulas tratadas n&o
apresentaram diminuicdo da atividade proteolitica em relacéo as pléntulas controle,
o retardo na mobilizacdo de proteinas provavelmente foi influenciado pela
translocacgao reduzida dos produtos de hidrélise (Prisco e Vieira, 1976). Além disso,
as plantulas tratadas mostraram diminuicdo da atividade de amilases em
comparagédo com as plantulas controle, bem como reducdo da translocac&o dos
produtos de hidrélise (Prisco ef al., 1981). Assim, parece que a mobilizacdo de
reservas em cotilédones de caupi pode ser regulada por mecanismos do tipo fonte-
dreno, os quais sofrem influéncia da salinidade causada por NaCl.

Alguns estudos demonstram que a salinidade causada por NaCl acarreta a
expressao diferencial de genes durante a germinacdo e o estabelecimento das
plantulas em nivel de RNAmM (Ramagopal, 1987) e em nivel de proteina (Ramagopal,
1990; Dell’Aquila e Spada, 1993; Dell’Aquila, 2000). Em plantulas de cevada sob
tratamento salino, a cultivar considerada sensivel expressou RNAm especificos na
parte aérea, enquanto a cultivar considerada resistente expressou RNAmM
especificos em raizes (Ramagopal, 1987). Em embrides de cevada (Ramagopal,
1990) e trigo (DellAquila e Spada, 1993), a sintese de proteinas foi fortemente
reduzida sob tratamento salino, apresentando aumento rapido em tratamento de
recuperagdo. Durante o tratamento salino, a sintese de proteinas envolvidas com a
emergéncia da radicula foi reduzida, mas ocorreu a sintese de proteinas induzidas
por NaCl, as quais foram mais expressas em cultivares consideradas resistentes.
Em tratamento de recuperacéo, a sintese de proteinas relacionadas com as fases
avancadas da germinagé@o foi retomada tanto nas cultivares sensivel quanto nas

resistentes (Ramagopal, 1990; Dell’Aquila e Spada, 1993).



Durante a germinacdo de sementes de cevada sob tratamento salino,
ocorreu expressdo prolongada de um gene que codifica para uma proteina
conhecida como germina, a qual corresponde a uma oxalato oxidase (Hurkman e
Tanaka, 1996). A expressé&o foi mais intensa na raiz e na regido vascular do colo e
foi estimulada por NaCl, acido indol-acético (IAA) e acido abscisico (ABA). Assim, é
possivel que a expressdo de germina esteja relacionada com o metabolismo
oxidativo durante a germinacgéo sob tratamento salino, devido a atividade de oxalato
oxidase da germina.

Plantulas de arroz tratadas com NaCl sofreram parada de crescimento e
expressaram seis proteinas abundantes na embriogénese tardia (proteinas LEA).
Em adicdo, o crescimento das plantulas foi retomado e estas proteinas foram
degradadas durante tratamento de recuperacdo. Desta forma, a salinidade causada
pelo NaCl induziu a expressao de proteinas LEA, as quais podem estar associadas
a parada de crescimento das plantulas (Chourey ef al., 2003).

Plantulas submetidas ao estresse salino também podem sofrer danos
oxidativos causados por alteracdes no metabolismo de espécies reativas de oxigénio
(Sreenivasulu ef al., 1999; Tsai et al., 2005). Sreenivasulu et al. (1999) estudaram a
peroxidacdo de lipideos, a expresséo e a atividade de peroxidases em plantulas de
duas cultivares de Sefaria italica tratadas com NaCl. As plantulas da cultivar
considerada resistente apresentaram menor peroxidacdo de lipideos e maior
atividade de peroxidase que as plantulas da cultivar considerada sensivel sob
tratamento salino. As plantulas da cultivar resistente também expressaram uma
isoforma especifica de peroxidase acida, a qual pode apresentar algum papel
importante na homeostase redox durante o estresse salino. Além disso, Tsai et al.
(2005) verificaram alteragbes na expresséo e na atividade de ascorbato peroxidase
(APX) e glutationa redutase (GR) em raizes de pléantulas de arroz submetidas a
fratamentos com NaCl e H>0,. Ambos os tratamentos causaram aumento do
conteudo enddgeno de H,0, associado a um aumento da atividade de APX e GR.
No entanto, apenas o tratamento com NaCl foi capaz de induzir a express&o destas
enzimas, indicando que H202 ndo deve atuar como sinalizador.

Em pléantulas de girassol expostas a concentracdes externas crescentes
de NaCl, ocorreu acimulo de Na" e CI" em cotilédones e principalmente em eixo
embrionario (Ashraf et al., 2003). Em contrapartida, ocorreu diminuigdo do conteudo

de K" e Ca®* em eixo embrionario, provavelmente associado a translocagéo reduzida



destes jons a partir dos cotilédones. Assim, a salinidade causada por NaCl pode ter
prejudicado o crescimento das plantulas de girassol pela interferéncia na
redistribuicdo de K* ¢ Ca®* oriundos dos cotilédones. Adicionalmente, plantulas de
Salvadora persica expostas a0 estresse sailino apresentaram diminuigdo do
conteudo nitrogénio, fosforo, magnésic, zinco e ferro em raizes, cauie e folhas,
assim como diminuicdo do conteldo de potassio e manganés em raizes durante o
tratamento (Ramoliya et al., 2004). Neste caso, o solo salinizado com cloretos e
sulfatos de sddio, potassio, célcio e magnésio causou disiurbios tanto na captagao
gquanio na distribuicdo de macro e micronuirientes.

Existem evidéncias de que o estresse salino provoca alteracdes 'no
metabolismo hormonal de pléntulas em estabelecimento (Zapata et al., 2003; Li ef
al.,, 2005). Sementes de alface germinadas sob tratamento salino apresentaram
aumento da taxa de respiracdo e da evolugdo de etileno, além de alteracées no
balanco de poliaminas (Zapata et al., 2003). Assim, a evolucdo de etilenc e a sintese
das poliaminas espermidina e espermina pocdem estar associadas a resisténcia ao
estresse salinc. Além disso, a germinacdo de sementes de Suaeda salsa sob
tratamentos salinos foi estimulada por 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC,
precursor do etileno), GA4 (giberelina) e 6-benzil-adenina (6-BA, auxina sintética).
Novamente, a evolucdo de etileno parece ter algum papel na resisténcia ao estresse
salino. E provavel que ACC, GA, e 6-BA tenham um efeito promotor da germinacéo
atuando como antagonistas do ABA, cuja sintese € induzida sob estresse salino.

Em plantas expostas ao estresse salino, a acumulacdo de solutos
compativeis, como prolina, tem sido relacionada ao ajustamento osmético dos
tecidos, além da estabilizagdo de proteinas e da eliminacéo de espécies reativas de
oxigénio (Thakur e Sharma, 2005). Em sementes de sorgo tratadas com NaCl foi
verificado retardo da germinagdo acompanhado da acumulac¢éo de prolina. Talvez a
acumulagéo de prolina tenha algum papel como sinalizador durante a germinacéo
sob estresse salino, evitando o estabelecimento das plantulas em condigbes
ambientais pouco favoraveis ao crescimento.

Em muitos trabalhos realizados com espécies cultivadas, os autores
consideram as cultivares testadas como sensiveis ou resistentes ao estresse salino
de acordo com as respostas fisiolégicas apresentadas no decorrer ou apds a
germinagao. Redmann (1972) estudou a germinacdo de trés cultivares de alfafa

submetidas ao estresse osmaético promovido por polietilenoglicol (PEG) e manitol e
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ao estresse salino causado por NaCl, KCI, MgCl,, NazS0O4, K2SO4 e MgSOs. Este
autor utilizou a porcentagem de germinagdo como critério para discriminar as
cultivares testadas como sensiveis ou resistentes a estes estresses. Al-Niemi ef al.
(1992) verificaram o efeito de concentragbes externas crescentes de NaCl sobre a
germinacdo e o crescimento inicial de 86 cultivares de alfafa. Estes autores
verificaram alteracées na porcentagem de germinag@o, na altura das pléntulas, no
ndmero de ramos por plantula, na massa seca de raizes e parte aérea e na razao
entre a parte aérea e as raizes. Cultivares consideradas resistentes durante a
germinacéo, devido a maiores porcentagens de germinacdo sob estresse salino, ndo
necessariamente geraram plantulas consideradas mais resistentes, ou seja, com
maior massa seca na parte aérea ou maicr numero de ramos.

Huang e Redmann (1995) compararam o desempenho de trés cultivares
de cevada sob esiresse osmético promovido por PEG e estresse salinc causado por
NaCl ou Nay;S04 + MgSQy, verificando a porcentagem e o indice de velocidade de
germinac&o, além do comprimento das raizes e da parte aérea das piantulas
obtidas. De acordo com estes parametros, as cultivares testadas apresentaram
maior sensibilidade ao estresse osmético, seguido do estresse salino causado por
NaCl, tanto no decorrer da germinacdo quanto durante o estabelecimento das
plantulas. Wahid ef al. (1998) estudaram o efeiio do pré-tratamento com NaCl sobre
o estabelecimento de plantulas de uma cultivar de sorgo. Mesmo sendo considerada
moderadamente resistente ao estresse salino, esta cuitivar apresentou plantulas
com reducdo no conteudo de massa fresca e massa seca e com aumento do
conteido de Na*, CI, prolina e aglcares livres, conforme o aumento da
concentracéo externa de NaCi.

Finalmente, Misra e Dwivedi (2004) compararam duas cultivares de
Phaseolus aureus submetidas a ftratamentos com concentragbes externas
crescentes de NaCl durante a germinacéo e o crescimento iniciai das plantulas. A
cultivar considerada sensivel apresentou menor porcentagem de germinacao, assim
como menores conteudos de massa fresca, massa seca e agua que a cultivar
considerada resistente em NaCl 50 mM. Adicionaimente, a cultivar considerada
sensivel apresentou maior acimulo de Na" e menor actmuio de K* em raizes e
parte aérea. Assim, é provavel que a sensibilidade ou a resisténcia ao estresse
salino durante o desenvoivimento inicial sejam caracteristicas expressas pelas

cultivares em determinados momentos desta fase do desenvolvimento.
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Estudos preliminares sobre efeitos fisiologicos da salinidade causada por
NaCl sobre o desenvolvimento inicial de espécies cultivadas tém o mérito de
identificar cultivares que apresentam possiveis mecanismos de resisténcia ao
estresse salino. A classificacdo categérica de cultivares como sensiveis ou
resistentes baseada somente em testes pontuais pode néo refletir o desempenho
potencial destas cultivares ao longo do seu ciclo de vida. Desta forma, a selegao
inequivoca de cultivares resistentes ao estresse salino e sua utilizagdo em praticas
agricolas requer estudos fisiologicos e bioquimicos aprofundados. As ciultivares
testadas devem ser avaliadas ao longo do seu ciclo de vida por meio de parémetros
que indiqguem n&o apenas seu desempenho no estabelecimento, no crescimento e
na producdo, mas que também identifiquem mecanismos de resisténcia importantes

para futuros programas de melhoramento genético.
1.4 Salinidade e seus efeites nas plantas aduitas

A saiinizagéo dos solos tem origem diversa, sendo que, entre os fatores
naturais, os mais importantes s&o o material de origem e o clima. No primeiro caso,
a intemperizacdo quimica dos minerais e rochas da crosta terrestre € a principal
fonte responsavel pela liberacdo e distribuicdo de ions (Daker, 1988). Assim, o
halomorfismo naturalmente induzido ao solo € conseqiéncia de processos
pedogenéticos especificos.

A concentragc&o salina da solugdo do solo, antes da ac&o antrépica, é
definida como salinizagdc priméria. A salinizac&o induzida é dscorrente do manejo
inadequado do solo e da agua em praticas agricoias (Santos € Muraoka, 1297). As
areas naturalmente salinas do mundo compreendem aquelas que séo
constantemente inundadas pelas aguas salgadas de lagos e, principalmente, dos
mares (areas de manguezais nas costas tropicais e subtropicais), os desertos
salincs e pequenas areas proximas a depodsitos de sais (Chapman, 1975; Cardoso,
2000). Também infiuencia na salinizacdo dos solos a dependéncia da relagdo entre
infiltrac&o e evaporagéo. Se a infiltracdo for maior, os solos séo lixiviados e, com
facilidade se acidificam. Se a evaporagéo predomina, ocorre o contrario, acumulam-
se sais na camada superior dos solos e, com facilidade se salinizam. Para salinizar
um solo ndo & necessaria agua salina no subsoio, nem calor muito grande. A agua

doce contém sais e, como em zonas aridas a agua do subsolo sobe e evapora, ou é
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absorvida pelas plantas, falta 0 movimento descendente. A agua deposita seus sais
excedentes na camada superficial do solo e, com o tempo, estes se acumulam,
tornando salinos os solos do semi-arido. Isso ocorre tanto mais rapidamente quanto
mais alto for o nivel freatico (Primavesi, 1987).

Os sais soluveis consistem, normalmente de varias propor¢des dos
cétions Ca®*, Mg, Na* e dos anions CI, SO, HCO3 e, as vezes de K', COs* e
NOs. O problema da salinidade existe quando os sais acumulam-se na zona
radicular em uma concentragdo tal que ndo permita que a planta retire agua
suficiente, provocando, assim, estado de deficiéncia de agua por tempo significativo,
que pode se estender até causar sintomas na planta muito semelhantes aos
provocados pela estiagem (Ayers e Westcot, 1991).

Os solos considerados salinos contém sais soliveis em quantidades
suficientes para interferir no desenvclvimento da maioria das espécies cultivadas.
Obviamente, n&o é possivel referir-se a uma determinada quantidade de sais, pois a
situacZo depende da espécie da planta, da textura do solo, da capacidade de
armazenagem de agua no solo e da composigio dos sais (Meneses Junior, 2002).

Os principais efeitos da salinidade dos solos na redugdo do crescimento
em plantas expostas séo: (i) reducdo na disponibilidade de agua, causada pela
reducdo do potencial hidrico no solo e (ii) o efeito tdxico sobre o metabolismo celular
e fisiolégico pelo acumulo de Na* e CI” nos tecidos. A queda no potencial hidrico do
solo explica a reducéo na transpira¢do e na assimilac@o de fotossintatos. O turgor da
parte aérea também é normalmente afetado, impedindo a expanséo de folhas mais
jovens. Muitos autores acreditam que o turgor é a principal forca que impele a
expansdo celular nos tecidos em crescimento, €, em situagdes de salinidade, a
expanséo foliar decresce com a limitacdo da disponibilidade de agua (Amzallag,
1997; Zhu, 2001). Evidéncias experimentais mostram que a pressdo osmoética das
folhas em crescimento é regulada em fun¢do do ajustamento da pressdo osmoética
externa (Cheeseman, 1988; Lauter ef al., 1988).

1.4.1 Efeitos iOnicos e toxicidade

As altas concentracdes de sais no solo causam um estresse hiperiénico
(excesso de ions téxicos) e a conseqliéncia deste estresse juntamente ao estresse

osmotico acaba por ser altamente danosa a pianta. O estresse i6nico causa um
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desequilibrio de fons, n&o somente de Na™ e CI', mas também de K* e de Ca** (Yeo,
1998: Chen e Plant, 1999; Zhu, 2001). Em substratos salinos o Na* e o CI" s&o,
frequentemente, os ions dominantes. Apesar da necessidade de CI° como
micronutriente para as plantas superiores e do Na" para muitas haléfitas e algumas
espécies C4, a concentracdo de ambos os ions em substratos salinos excede esta
demanda e leva a toxicidade em plantas n&o tolerantes ao sal. Em diversas culturas
herbaceas e frutiferas a inibicdo do crescimento e a injuria a folnagem (cloroses
marginais e necroses nas folhas maduras) ocorrem mesmo em baixos niveis de
salinizacéo de NaCl (Maas, 1993).

Embora a toxicidade ao CI” seja muito comum em muitas espécies de
plantas cultivadas em substratos salinos em algumas espécies de plantas, tais como
o sorgo, comparado ao cloreto (NaCl), a salinizagdo com o sulfato (Na;SQ4) pode
reduzir o crescimento do mesmo modo que o NaCl em baixas concentracdes. Esse
decréscimo no crescimento €, em parte, devido a reducdo na concentracdo de
potassio e magnésio em salinizacdo elevada com sulfato (Boursier e Lauchli, 1990).
Com excecdo de algumas gramineas, como o trigo, sorgo € arroz, a toxicidade do
Na’ ndo parece ser tdo acentuada quanto a do ClI” e estd mais relacionada a baixa
concentracdo de calcio ou aeracao 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 é

altamente toxico em espécies sensiveis ao sal. (Yeo et al., 1977).
1.4.2 Principais respostas adaptativas das plantas ac estresse salino

Mecanismos de sobrevivéncia da planta em ambientes estressantes foram
desenvolvidos ao longo da evolugdo. Entretanto, o melhoramento de espécies
cultivadas visando a producgé&o agricola tem, freqientemente, disponibilizado material
sensivel ao estresse abidtico, uma vez que a maioria das adaptagdes de planta as
condicdes de estresse resulta na reducdo da taxa liquida da fotossintese e,
consequentemente, na baixa produtividade da cultura (Prisco, 1989; Turner, 1986).
Vale salientar que, segundo Azevedo Neto (2005), a aclimataggo das plantas resulta
do aumento da capacidade das plantas sobreviverem a condi¢cdes adversas, em
decorréncia de modificagbes fisiologicas temporarias provocadas por mudangas

ambientais; ou seja, € uma alteracdo fisiolégica. Por outro lado, adaptacdo é ¢
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aumento da capacidade das plantas sobreviverem a condicbes adversas, em
decorréncia de alteragdes morfofisiolégicas definitivas provocadas pela selegéo

evolucionéaria (natural ou artificial) de genes.
1.4.3 Compartimentalizacéo de ions téxicos

A homeostase iénica é fundamental para a fisiologia das células vivas. A
regulacédo do influxo/efluxo de ions faz-se necessaria para as células manterem as
concentracdes de ions téxicos baixas e para acumular ions essenciais. As células
vegetais empregam transporte ativo primario, mediado por H*-ATPases, e transporte
secundério, mediado por canais e co-transportadores, para manter altas
concentracdes de K e baixas concentragées de Na* no citosol (Soares, 2005). Em
geral, o feijoeiro apresenta baixa tolerancia ao estresse salino e a toxicidade com Ci
é a principal causa da reducao do crescimento em baixos niveis salinos. Ao contrario
do CI" o transporte do Na® para a parte aérea da planta é bastante restrito no
feijoeiro. Portanto, o feijoeiro, assim como muitas outras culturas sensiveis ao sal, é
um eficiente excluidor de Na* mas ndo de CI" (Meneses Junior, 2002).

Sob estresse salino, um fator preponderante na acumulacdo de
substancias em células vacuoladas & a compartimentalizacdo subcelular. A medida
gue quantidades excessivas de ions entram no citoplasma, eles inibem as atividades
de muitas enzimas. Um mecanismo de protecdo importante €& a
compartimentalizacdo desses ions no vacuolo, onde contribuirdo para o ajustamentc
osmoético sem afetar os sistemas enzimaticos do citoplasma. Nestas células, o
balancgo hidrico entre o vacuolo e o citoplasma é mantido pela sintese e acumulo de
compostos organicos (Taiz e Zaiger, 2004).

Plantas podem ser consideradas “incluidoras” ou “excluidoras” de ions,
considerando seu ambiente intracelular. Plantas “excluidoras” necessitam ter
mecanismos para evitar um déficit hidrico de dentro para fora. A adaptacéo por meio
da inclus&o pode ocorrer através de uma alta tolerancia ao Na* e CI', ou evitando-se
altas concentracdes salinas no tecido. Embora possa se fazer uma distincdo clara
entre “incluidoras” e “excluidoras” de sais, existe, na realidade, um espectro continuo
de diferentes graus de inclusdes e exclusdes, entre Na® e Cl- e entre diferentes
partes e 6rgaos das plantas. Na beterraba a tolerancia se baseia, principalmente, na

inclusdo de sais e sua utilizagdo para manutengdo do turgor ou na substituicdo do K
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pelo Na' em vérias fungbes metabdlicas (Gorham ef 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 & competicdo catidnica. Nas glicofitas o
mecanismo predominante é ¢ de exclusado (Greenway e Munns, 1980). O acumulo
téxico de Na’ e CI” nas folhas tem sido correlacionado ao fechamento de estématos
e a fatores ndo estomatais, tais come reducdo no conteudo clorofilico, ambos
limitando a quantidade de producé&o de fotoassimilatos (Romero-Aranda e Syvertsen,

1996).

r

O equilibrio do potassio e do soédio intraceluiar € importante para a
atividade de muitas enzimas citosolicas, 7_para a manutencado do potencial de
membrana € para um apropriado potencial osmético que regula o volume celular
(Zhu, 2003). Sob estresse salino, a manutengéo da homeostase do Na™ e do K’
torna-se ainda mais crucial. Quando o Na" entra nas células e acumula-se em altos
niveis, torna-se téxico para as enzimas. Para prevenir uma parada no crescimento
ou morte celuiar, o excesso de Na’ deve ser excluido ou compartimentado nos
vacuolos (Zhu, 2003).

Embora os solutos inorgénicos e orgéanicos desempenhem um importahte
papel no crescimento das plantas superiores sob condicées de salinidade, sua
contribuicdo relativa varia entre espécies, entre cultivares de uma mesma espécie,
entre 6rgdos e tecidos de uma mesma planta e até entre os diferentes
compartimentos de uma mesma célula (Ashraf e Harris, 2004). Dessa forma, a
capacidade para acumular e compartimentalizar solutos inorganicos, bem como
sintetizar e acumular solutos orgénicos pode ser um fator adicional favorecendo o

crescimento das plantas em ambientes salinos (Azevedo Neto, 2005).
1.4.4 Acumulagdo de ions inorganicos

Uma das principais respostas adaptativas das plantas a salinidade é o
ajustamento osmctico. Pela definicdo classica de Taiz e Zaiger (2004), o
ajustamento osmotico € um processo pelo qual o potencial hidrico pode ser
diminuide sem que haja decréscimo da turgescéncia cu do volume celular e resulta
do aumento liquido no conteddo de solutos na célula. Este fenémeno é mantido pela
acumulac&o e perda regulada de ions inorganicos e de solutos orgéanicos de baixa

massa molecular (Strange, 2004), tornando possivel a manutencéo da absorcéo de
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4dgua e da pressdo de turgescéncia da célula, o que pode contribuir para a
manutencdo de processos fisiolégicos, tais como: fechamento estomatico,
fotossintese, alongamento e divisdes celulares (Serraj e Sinclair, 2002).

Uma caracteristica geral de muitas plantas cultivadas em ambientes
salinos € a manuteng&o da turgescéncia pela acumuiagéo de solutos inorganicos em
suas células (Flowers ef al., 1977). O controle de armazenamento dos fons no
vacutolo permite que a planta mantenha a turgescéncia sem custos energéticos para
sintese de solutos organicos, mesmo incorrendo em risco de toxidez i6nica e/ou
deficiéncia nutricional (Martinoia et al.,, 1586; Munns e Termaat, 1986). O aumento
nas concentracbes de Na® com concomitante redugdo nas concehtragées de K,
Ca®*" e Mg®*, aumenta excessivamente as razées Na'/K', Na*/Ca** e Na'/Mg* (Ullah

et al, 1993; Azevedo Neto e Tabosa, 2000), podendo causar distirbios na

homeostase idnica.

O papel do célcio no aumento da toleréncia a salinidade estd bem
documentado, assim como a indugao da deficiéncia deste ion em plantas cuitivadas
em substratos salinos. A aplicagdo do gesso € uma pratica comum em solos
afetados por sais (Meneses Junior, 2002). G efeito benéfico do célicio esta de acordo
com sua funcgéo na integridade de membrana e controle de seletividade na absorg&o
e transporte de fons. Por outro lado, altas relagdes Na*/Ca** podem inibir a absorcéo
e o fransporte de Ca®*, levando a deficiéncia desse elemento em sclos nesse sstado
(Lynch e Lauchli, 1985). Zhu ef al. (1998) sugerem que concentracdes elevadas de
Na* podem deslocar o Ca®* dos sitios de ligagdo das membranas plasmaticas

intracelulares, impedindo a homeostase de Ca®* nas células.
1.4.5 Abscrgéao de agua e crescimento continuado

A quantidade de agua transportada do solo até as folhas € proporcional ao
gradiente de potencial hidrico e inversamente proporcional ao somatério das
resisténcias apresentadas (Lacerda, 1995; Cardoso, 2000). Censiderando as plantas
adaptadas e ajustadas osmoticamente ao estresse salino, o gradiente de potencial
pode ser mantido, associado & redugcdo na condutividade hidraulica das raizes e
maior fechamento dos estématos. Isso resultard em menores taxas de absorcéo e
assimilacéo de CO, induzindo menores taxas de crescimento (Azaizeh et al., 1992).

Em muitas ocasides, as folhas das plantas estressadas com a salinidade, mas
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previamente ajustadas, apresentam aspecto normal, sendo, em geral, menores e
mais tenras (maior relagdo massa Umida/area). Assim, nesses casos, a press&o de
turgescéncia ndo é diminuida pelo estresse salino (Boyer, 1965).

No entanto, em geral, os niveis de salinidade e area foliar geralmente
estdo inversamente relacionados. Reducgdes drasticas de fixacdo € acumulagéo de
CO» por unidade de éarea foliar, perda de turgor de células mesofilicas por meio de
acumulacdo de sais no apoplasma ou pelo efeito téxico dos ions podem ser
evidenciadas. Por exemplo, em folhas de Citrus (Behboudian et al., 1986) e trigo

(Huang et al., 1994).
1.5 Respostas de cultivares ao estresse salino

A selecdo de gendtipos de uma espécie para toleréncia a salinidade é
problematica, pois a selecéo dirigida a uma situagao ambiental pode n&o resultar em
selecdo correta para um outro ambiente. Em condicées de campo, um ambienie
profundamente heterogéneo € encontrado, n&o apenas para o teor de sal no solo,
mas para outros fatores como sodicidade, pH e possibilidade de elementos tdxicos
(Rengasamy, 2002).

Salinidade traz um grau de complexidade a estimacdo de producéo
agricola, n&o apenas pelos cultivos serem conduzidos em ambientes né&o
controlados por longes periodos de tempo, mas devido ao fato da simples conversao
de biomassa vegetativa em rendimento de grdo ser complexa. Um reduzido nivel de
salinidade pode néo interferir no rendimento de gréo, mesmo que a area foliar e a
biomassa vegetativa sejam reduzidas. Um estudo de tolerancia a salinidade de
espécies cultivadas pelo US Salinity Laboratory (Mass e Hoffman, 1977; Usda-Ars,
2005) apresenta, para cada espécie estudada, um nivel inicial de salinidade abaixo
do qual n&o ha reducéo na produtividade. Além disso, o estudo traz uma correlagéo
linear entre produtividade e aumento da salinidade (relacdo bent stick, ou “vara
curvada”). Entretanio, na maicria dos casos, 0os dados S30 expresscs para um unico
cultivar da espécie, ou um numero limitado de cultivares, nimero este néo
representativo da espécie, pois esta apresenta uma ampla diversidade genética.
Contudo, vérias abordagens tém sido pesquisadas no sentido de melhorar a
tolerédncia a salinidade, principaimente de monocotiiedéneas, pela introducdo de

genes de tolerancia em cultivares adaptadas. Inclui-se ai ampla selecdo a partir de
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bancos internacionais de germoplasma, experimentacdo em campo de cultivares
selecionados e métodos convencionais de melhoramento, com cruzamentos nao
convencionais entre parentais (Munns et al., 2006).

Em arroz, abordagens recentes para a pesquisa de cultivares toleranies a
sal incluem variantes somaclonais, linhas-derivadas e selec&o assistida por
marcador molecular (Gregorio et al., 2002). Por exemplo, Jafari-Shabestari et al.
(1995) procederam a selecéo de cerca de 400 parentais de trigo em campo irrigado
e identificou muitas linhagens que foram consideradas consistentemente
promissoras para rendimento de gréo e ioleréncia ao sal. No Paquist&o, a linhagem
de trigo LU26S mostrou alta produtividade sob salinidade, mas foi susceptivel a
ferrugem e ndo mostrou adaptacdo a solos densamente sédicos (Qureshi ef al.,
1980). Em trigo, exclusdo de Na* em folhas, associada a alta relagdo K'/Na", tem
sido evidenciada como 0 principal mecanismo ce tolerdncia (Ashraf e Knanum,
1997), embora ndo englobando todos os gendtipos, mostrando que este ndo € o
unico mecanismo de toleréncia a sal (El-Hendawy ef a/., 2005).

Em casa de vegetacdo, uma comparacgéo de respostas a salinidade entre
espécies de cereais mostrou pequenas diferencas na producdo de biomassa de
diferentes cultivares de cevada, trigo e triticale (Rawson ef al., 1988). Aumentos
significativos na tolerancia ao sal geralmente vém através da introdugdo de novos
genes, tanto por cruzamentos por novos doadores de germoplasma, ou por
transformacéo por um gene Unico. Nos dois cascs, a progénie deve ser retro-
cruzada com cultivares adaptados. Um entendimento dos mecanismos genéticos e
fisioldgicos & necessario para o programa de melhoramento, em vista de selecionar
0s genotipos mais promissores (Munns et al., 2008). Caracteristicas de toleréncia a
salinidade incluem exclusdo de Na’, relacdo favoravel de K'/Na®, retencéo de ions,
tolerancia tecidual, particdo de ions em folhas em diferentes estédios, ajustamento
osmético, eficiéncia da transpiragado, vigor e floragdo precoces e o aumento tardio da
eficiéncia do uso de agua (EUA) (Colmer et al,, 2005). Uma listagem de genes
individuais reiacionados a regulacdo desses processos € apresentada em Munns
(2005).

Sal na agua de irrigacéo inibe o crescimento da planta por duas razées: 1)
a presenga de sal na solugédo do solo reduz a habilidade da planta em absorver
agua, levando a um crescimento mais lento. Este é o efeito osmético ou efeito de

déficit hidrico causado pela salinidade. 2) quantidades excessivas de sal
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introduzidas pela via de transpiragdo iréd eventualmente injuriar células foliares,
reduzindo crescimento. Este é o efeito sal-especifico ou idnico da salinidade (Munns
et al., 2006). Para compreender a fisiologia da tolerancia a altas concentragbes
internas de sal, foram comparados dois genétipos'de trigo duro que diferem no grau
de injuria foliar induzida por sal, o cultivar Wollaroi e Linha 455. Ambos cultivares
foram expostos a 150mM de NaCl por 4 semanas. O desenvelvimento de copa de
ambos foi substancialmente reduzido pela salinidade, porém diferencas genotipicas
apareceram apés 3 semanas, quando Wollaroi mostrou maior injuria foliar e maior
reducéo de biomassa do que Linha 455. A salinidade causcu uma grande queda na
conduténcia estomatica em ambos cultivares e isto ndo foi devido ao
comprometimento das relagdes hidricas, pois em ambos cultivares, n&o foi
evidenciada queda do turgor foliar. Por outro lade, fotossintese por unidade de area,
clorofilas e eficiéncia dc PSII foi mais bem preservada no cuitivar Linha 455 (James
et al., 2002).

Uma falta de correlacdo enire producdo bruta e produtividade, numa
comparacgéo de 38 gendtipos de trigo e outros cereais, foi evidenciada por Richards
et al. (1987) qué concluiu que o modo mais eficiente de selecionar melhores
genodtipos para tolerancia a salinidade € testando os mesmos a baixa salinidade.
Também, € sugerido que experimentos de campo ndo séo apropriados para selecéo
de grande numero de gendtipos, especialmente germoplasma exético, pois seus
rendimentos serdo influenciados fortemente pela floracdo e pelo tempo de
maturagéo, tanto por outros fatores como resisténcia a pragas e doengas, além do
alto custo de promover homogeneidade entre os blocos em experimentos de campo
(Munns et al., 2006). Para obter-se aumento na toleréncia ao sal, atengéo tem sido
dada a identificacdo de novas fonies genéticas para baixas taxas de absorcio de
Na" até a folha. Menos atencéo tem sido dada a fontes de genes de tolerancia a
altas concentragbes de Na® em folhas, provavelmente devido & dificuldade de
quantificacdo das técnicas relacionadas. Fontes potenciais de tolerancia a altas
concentracdes internas de Na* foram identificadas em arroz (Yeo et al., 1990) e trige
duro (Munns e James, 2003). Avanco na tolerancia ao sal de espécies ira
indubitavelmente resultar da interacédo proxima entre geneticistas e fisiologistas,

associados a experiéncia de melhoristas de plantas e agricultores (Munns et al.,

2008).
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1.6 O cajueiro (Anacardium occidentale L.)

A posicédo sistematica do género Anacardium, de acordo com Bailey
(1942), é:

IV divis&o: Spermatophyta

Il sub-divis&o: Angiospermae
| sub-classe: Archichlamidae
392 ordem: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Anacardium

Anacardium occidentale L., popularmente conhecido como cajueiro, € uma
espécie da familia Anacardiaceae formada de aproximadamente 74 géneros e 600
espécies de arvores e arbustos predominantemente tropicais e de subarbustos e
trepadeiras subtropicais, sendo raramente encontrados em clima temperado. De
modo geral, as plantas sdo caracterizadas pela presenca de condutos, no cortex e
no lenho, onde ocorre a formagéo de resina. As espécies do género Anacardium sao
tipicamente tropicais, sendo encontradas na Amazénia (florestas umidas, matas de
galeria e Cerrado), Planalto Central (Cerrado) e Nordeste (Cerrado) do Brasil. Uma
excecgao é a espécie Anacardium humile, encontrada até no Sul do pais, no Estado
dec Parana e no Nordeste do Paraguai (Mitchell e Mori, 1987).

A. occidentale L. € a espécie de maior dispersdo e a uUnica cultivada do
género, sendo encontrada em todc o mundo tropical. A distribuicdo natural dessa
espécie pode ser confundida pela disperséo por cultivo devide a extensa area de
diversidade do género na regido Amazodnica e na do Cerrado, podendo ser
encontrada em ecossistemas do Norte e Nordeste do Brasil. E importante salientar
ainda, que o cajueiro € encontrado mais abundantemente na regido litoranea do
Nordeste do Brasil, onde aumenta em estado aparentemente espontaneo, sobretudo
na vegetagdo das praias e dunas. O cajueiro dificulta a colonizagdo por outras
espécies, diferentemente do que se observa com outras plantas, como as de
Cerrado e as da Floresta Amazdnica, que convivem comc parte da flora local
(Mitchell e Mori, 1987, Lima, 1988; Barros, 1991).

Com a descoberta do cajueiro como cpgdo econdmica, iniciaram-se as
atividades de pesquisa, obedecendo a diferentes estratégias, de acordo com a
época e da orientagdo seguida pelas instituicbes de pesquisa no pais. E possivel
organizar cronologicamente as atividades de melhoramento genético no cajueiro, no
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Brasil, em cinco fases distintas: 1) século XVII, onde o penduculo e a castanha eram
utilizados para fins culinérios pelos nativos; 2) décadas de 40 e 50, marcado pela
exploracdo do LCC e transformacéo do penduculo em diversos produtos; 3) décadas
de 60 e 70, foi a fase dos grandes plantios comerciais em decorréncia de um
programa de expans&o da cajucultura, a partir de incentivos governamentais de
fomento a cultura; 4) descobertas dos Clones do tipo comum e anéo precoce, 0 que
culminou com a recomendacao dos clones CCP 06, CCP 76, CCP 09 e CCP 1001,
todos do tipo ando precoce, para o plantio comercial e 5) fase em andamento,
prioriza as pesquisas para atender as demandas atuais da cajucuitura, com enfoque
na fruticultura irrigada e no aproveitamento, também, do pedunculo para o consumo
in natura (Paiva et al., 1997).

Cs primeiros colonizadores, ac chegar ao Brasil, observaram que o
cajueiro era uma importante fonte de subsisténcia dos indios. Do cajueiro era
aproveitado o caju, denominacdo da maga do cajueiro, tanto in nafura como nas
formas de sucos e bebidas fermentadas. Além disso, a améndoa era consumida
apos a assadura da castanha, o verdadeiro fruto, bem como subprodutos da casca e
das folhas da planta que eram utilizadas como recursos medicinais (Johnson, 1974;
Lima, 1988). O uso culinario e as qualidades nutricionais e medicinais do cajueiro
conguistaram os colonizadores e exploradores os quais visualizaram na planta
elevado potencial de exploragéo mercantil (Johnson, 1974).

Apds ser integrada aos habitos alimentares do Brasil — Colénia, bem como
de outros paises tropicais, a cultura passou varios séculos caracterizada pela
exploracéo extrativista ou por plantio desordenado e em consércio com culturas
anuais (Parente ef al, 1991). Atualmente, o aproveitamento da planta € completo. As
raizes e as cascas do caule e das ramificacdes 2o aproveitadas no uso medicinal,
no combate a hemorragias, diarréia, Ulceras, asma e como diurético. A resina
extraida do tronco é utilizada nas encadernacbes devido a sua acgdo repelente ao
inseto ou como alternativa ao uso das gomas-arabicas (Johnson, 1974; Soares,
1986; Lima, 1988; EMBRAPA, 1994). A goma também é utilizada na industria de
panificacdo, de sorvetes, de salsicharia e de cervejarias como estabilizante de
espumas (EMBRAPA, 1994). As folhas tém acdo medicinal na terapéutica de
avitaminoses de escorbuto infantil e de ginecopatias comuns (Mota, 1982; Lima,
1988). O pericarpo da castanha é utilizado para extragcdo do liquido da castanha de

caju (LCC), cujo numero de patentes de aplicacao industrial ultrapassa 200, desde a
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sua utilizacdo na industria de plasticos até a industria automotiva, que utiliza o LCC
nas formulacées de lonas de freios (Telles, 1988).

A pelicula da améndoa ¢ utilizada na composigcao de ragdes para aves e
bovinos em virtude dos teores de proteinas e de carboidratos adequados. A
améndoa (cotilédones e eixe embrionario) € o principal produto do cajueiro,
consumida tanto na forma assada e salgada como na confecgéo de bolos, doces e
chocolates, em face do seu elevado valor nutritivo. O pseudofruto € consumido tanto
in natura como processadoc, como suco turvo integral ou sucos clarificados,
agenominados de cajuinas (Soares, 1986; Lima, 1988).

De todos os produtos 6btidos do cajueiro, a principal fonte de divisas para
a regiao Nordeste é a exportacdo da castanha. Mais de 98% da area ocupada com
cajueire no Brasil se encontra na regido Nordeste. Deste total, 80% sac cultivados
nos estados do Ceara. Piaui e Rio Grande do Norte. O Ceara foi responséavel, em
2001, por aproximadamente 55% da producdo nacional, gerando mais de 300.000
empregos por meio da cadeia produtiva dessa cultura. (Criséstomo, ef a/. 2001).

Atualmente a agreindistria de caju no Nordeste tem relevante importancia
socio-econdmica para o pais em fungdo da exploragcdo de 677.253 ha de cajueiros,
que mobilizam no campo cerca de 280 mil pessoas e proporcionam uma producao
de 217.062 toneladas de castanha e 2 milhées de toneladas de peduncuio por ano,
gerando divisas da ordem de US$ 143 milhdées anuais. Por sua vez, o consumo do
caju-de-mesa no mercado intemo (caju in natura) vem crescendo significativamente,
principalmente na regidao Sudeste, estimulando, ainda que em pequena escala,
novos investimentos na expansdo e modernizagcdo dos pomares e na adccgdo de
boas préticas agricolas (FIEC, 2004; Oliveira e Andrade, 2005). Apesar disso, essa
agroindustria se ressente de inimeros problemas relacionados com os segmentos
agricola e industrial. Baixa renovagdo das areas plantadas, oscilagbes de
pluviosidade (periodos de seca), baixa qualidade genética dos materiais plantados e
pomares produzidos anteriormente a partir de sementes sao os principais fatores da
baixa produtividade da cultura (Barros et al., 2000).

A expansdo da area cultivada, em detrimento do uso de tecnologias
apropriadas, provocou prejuizos incalculéaveis do ponto de vista social, econémico e
ambiental. Como resultado deste modelo de exploracdo, tem havido um declinio

acentuado no rendimento dos pomares. Com isso, a cadeia produtiva do caju
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brasileiro, a partir da metade da década de oitenta, vem apresentando sinais
evidentes de perda de competitividade (Oliveira; Andrade 2005).

Existem, no Estado, projetos em desenvolvimento para aumentar a
producéo e produtividade da cultura, tais como a substituicdo de copas de cajueiro
de baixa predutividade através da utilizacdo de clones superiores de cajueiro-anéo
precoce. Outro projeto é a utilizacdo da irrigagdo em novas areas com mudas
enxertadas de cajueiro-ando precoce onde a produtividade € superior quando

comparada a de condigdes de sequeiro (Almeida, 2002).

1.7 Efeitos da salinidade no cajueiro

A restricdo do crescimento e produtividade das plantas causadas pela
salinidade é acentuada em regides aridas e semi-aridas. As plantas de cajueiro tém
desenvolvide varios mecanismos de adaptacdes fisioldégicas e genéticas para
superar as condi¢bes de esitresse ambiental. Embora a tolerédncia das plantas a
salinidade tenha sido atribuida a estes mecanismos, existe um crescimenio de
evidéncias sugerindo a existéncia de um sistema geral de resposta ao estresse em
plantas mediadc por um via comum de transdugdo de sinal celular (Silveira et al.,
2003).

Piantas jovens de cajueiro foram tratadas durante 30 dias com solucéo
nutritiva contendo zero; 50 ou 100 mol m™> de NaCl. A massa seca da parte aéerea
das plantas estressadas foi reduzida em 23 e 52%, nos dois niveis de NaCl,
respectivamente, enquanto que a massa das raizes foi reduzida somente pelo maior
nivel de NaCl, em aproximadamente 33% (viégas, et al., 1999).

Também foram realizados estudos com enzimas envolvidas nos
mecanismos bioquimicos da produgéo de prolina na tentativa de entender o acumulo
desse osmoprotetor sob estresse salino. A atividade in vivo da redutase de nitrato
(RN), em folhas e raizes, foi reduzida de maneira similar em aproximadamente 70%,
tanto em 50 quanto em 100 mol m™ de NaCl. Ao contrério, a atividade total de
glutamina sintetase (GS) nas folhas aumentou cerca de duas vezes nas plantas
estressadas, observando-se variacdo semelhante para a concentragdo de proteinas
soluveis. Entretanto, os tratamentos com NaCl induziram significativas redugbes na
atividade de GS e concentragcdo de proteinas solUveis nas raizes (viégas, et al.,
1999).
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m cultivadas em vermiculita durante 28

Plantas de cajueiro CCP06 fora -
de sua forga idnica,

dias e transferidas para solug&o nutritiva de Hoagland com 10%

durante 1 e 7 dias, depois suplementada com 200 mM de NaCl por mais 0, 12, 24,

48 e 72 h. As plantas aclimatadas por 7 dias & solucdo de Hoagland apresentaram
sinais fisiolégicos mais compativeis com a tolerdncia ao NaCl, como menor
acumulacdo de Na+ e, também, menores danos nas membranas, peroxidagéo dos
lipideos, degradag&o de proteinas, acumulagao de aminoacidos livres e acumulagéo
de prolina. Os resultados evidenciam que o tempo de aclimatagao das raizes a
solucdo nutritiva influencia a expresséo de fatores capazes de atenuar 0s efeitos do
estresse salino, provavelmente proteinas relacionadas ao influxo de Na®, agua e

transportadores de Na'/K" (Brilhante, et al., 2006).

As concentracées de aminoécidos livres totais, prolina livie e amonia
foram aumentadas nas folhas por efeito do NaCl, enquanto que nas raizes
permaneceram praticamente inalteradas. Os resuitados demonsiraram que 0S
efeitos da salinidade induziram respostas diferentes na assimilagdo de aménia e
metabolismo de proteinas entre folhas e raizes. Ao contrario, a atividade da redutase
de nitrato (RN) foi reduzida pelo NaCl com intensidade similar nessas duas partes da
planta. E possivel que o intenso incremento no acumulo de proiina nas folhas das
plantas estressadas possa ter sido relacionado com a maior producdo de giutamato
através do ciclo GS/GOGAT, a partir da maior disponibilidade de NH3 e giutamato
provenientes de aumentos nos processos de fotorrespiracdo e catabolisme de
proteinas, ambos induzidos pela salinidade (viégas et al., 1999).

Comparagbes de tolerancia dos porta-enxertos CCP 06 e CCP 09
originados de sementes, e das mudas enxertadas CCP 76/CCP 06 e CCP 76/CCP
09, submetidas a estresses hidrico e salino, foram realizadas através de
caracteristicas bioquimicas de folhas. As mudas CCP 76/CCP 06 reproduziram o
Comportamento de abertura estomatica do porta-enxerto CCP 06, que foi mais
tolerante aos efeitos dos estresses hidrico e salino do que o CCP 09, apresentando
maior capacidade de ajustamento osmético em presenca da salinidade. O potencial
hidrico das mesmas demonsirou ser maior nas mudas submetidas ao estresse
hidrico do que sob estresse salino. O porta-enxerto CCP 06 teve uma reducéo de
55,5% da atividade da redutase de nitrato (ARN) quando submetido ao estresse

hidrico compar ‘
parado com controle, e um aumento de 4253% de prolina, sugerindo que
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a prolina seja mais um indicador de estresse salino do que elemento de protecéac
das proteinas. (Matos, et al., 2003).

Meneses Junior (2002) comparou mudas derivadas de sementes de trés
gendtipo de cajueiro (comum, an&o-precoce CCP 76 e microcarpo) sob exposicdo de
tempo e dose dependente de NaCl na casa de vegetag&o. O cajueiro ando precoce
foi considerado mais tolerante em resposta ao estresse salino quando analisados o
decréscimo relativo de massa seca em raizes, caule e folhas, a exibicdo de sintomas
visuais de toxidade nas folhas mais acumulacéo de prolina. De todos as analises
realizadas nesse estudo concluiu-se que a intensidade de acumulacédo de Na* e CI°
e o nivel de prolina nas folhas foram capazes de explicar parciaimente a maior

sensibilidade ao estresse salino dos genétipos estudsdos, sugerindo que o0s

caracteres que podem conferir tolerancia s&o interativos e que a maior ou menor
tolerancia ndo é devida a express&o de caracteres isolados, mas da interacéo entre
0S8 Mesmos.

Na tentativa de identificar ¢ impacto da salinidade sobre a acumulacéo de
ions e solutos organicos relacionados com o metabolismo de N, plantas de cajueiro-
ango precoce (CCP 08) apbs 22 dias germinadas foram irrigadas com solugéc
nutritiva contendo O (controle), 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl, durante 30 dias. A
salinidade reduziu a produgdo de massa seca total sem, no entanto, provocar
alteracbes importantes no contetido de agua foliar. As concentragées de ClI" e Na*
nos tecidos atingiram niveis toxicos; as de K™ aumentaram na parte aérea e foram

Pad

reduzidas nas raizes. A relacdo K'/Na® decresceu na parte aérea e nas raizes, com

0 aumento da salinidade (Morais ef al., 20086).

Sintomas visuais de senescéncia precoce foram observados 10 dias apds
0 inicio dos tratamentos, fato constatado pela reducdo dos teores de N total
(proteina bruta) e de clorofilas a e b nas folhas e, ainda, por aumentos nas
concentracdes de prolina e dos demais aminoacidos sollveis totais. Os resultados
indicam que as plantas de cajueiro foram sensiveis as concentragbes de NaCl
utilizadas decorrente, provavelmente, de um forte desequilibrio iénico com reflexos
no metabolismo geral de N (Morais et al., 2006).

Respostas de plantas jovens de cajueiro-anao precoce a salinidade, foram
realizadas com mudas enxertadas e irrigadas com solugdes salinas de diferentes
condutividades elétricas, aplicadas diretamente no ambiente radicular ou sobre as

folhas. Os valores da condutividade elétrica da agua de drenagem ou do lixiviado
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praticamente dobraram em relagéo aqueles da condutividade elétrica das solugGes
salinas, independentemente do modo de aplicagéo da irrigacdo. Os conteudos
foliares de Na' e CI" aumentaram com a elevacdo da salinidade da agua de
irrigacdo, com maior expressividade nas plantas irrigadas sobre as folhas (Bezerra ef
al., 2005).

Os valores de area e matéria seca foliar nas plantas irrigadas via
decresceram com o0 aumento da salinidade na agua de irrigagéo; além disso, com o
aumento da salinidade observou-se redugdo ilinear nos valores de fotossintese
liquida. Os efeitos deletérios da salinidade foram mais conspicuos quando a soiug¢ado
de irrigac&o foi aplicada sobre as folhas e as mudas enxertadas parecem aclimatar-
se melhor ao estresse salino quando este € aplicado apenas no sistema radicuiar
(Bezerra ef al., 2005).

Plantas de cajueiro CP 1001 foram mantidas em solugdo nutritiva
combinada com NaCl 100 mM durante 8 dias (experimento de curta duracgdo) e
solugcdo nutritiva combinada com NaCl 50 mM e 100miM durante 30 dias
(experimento de ionga duracdo) com finalidade de avaliar a acumulagéo de prolina e
atividade da Glutamina Sintetase. As piantas submetidas ao estresse salino tiveram
significativa acumulagao de prolina nas folhas, quando comparado com raizes. Essa
mudanca foi relacionada a atividade das proteases, acumulacdo de amonia e
aminoacidos livres e ao decréscimo do conteudo de clorofilas e proteinas totais
(Silveira et al., 2003).

A atividade da glutamina sintetase também aumentou nas folhas e
permaneceu praticamente constante nas raizes de plantas tratadas com NaCl.
Embora tenha ocorrido aumento da quantidade de todos os aminoacidos nas folhas
de plantas submetidas ao estresse salino, a prolina teve maior percentagem e o
glutamato menor percentagem de aumento quando comparado com as
concentragcbes das folhas controle. No mesmo trabalho foram realizados estudos
com discos de folhas incubados com NaCl na presenca de aminoacidos precursores
exogenos envolvidos na sintese de prolina, onde o glutamato foi considerado o
amino&cido responsave! pela acumulagdo de prolina quando comparado com 0s
discos incubados com os precursores, mas sem NaCl. Esses resultados reforcam a
hipdtese, de que, a acumulagao da prolina esta associada ao aumento da protedlise,
da concentracdo de glutamato e da atividade glutamato sintetase em folhas de

planta de cajueiro tratadas com NaCl (Siiveira ef al.,, 2003).
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Efeitos da salinidade sobre o crescimento e acumulagdo de solutos
inorganicos foram avaliados em plantas de cajueiro com 30 dias de idade, cultivadas
em diferentes doses de NaCl, por 8 dias (curta duracéo) e 40 dias (longa duragéo). A
producédo de massa fresca (MF) da parte aérea, apdés 40 dias, foi reduzida,
aproximadamente, 25 e 75% sob 50 e 100 mM de NaCl, respectivamente. Nas
raizes, a producdo de MF n&o foi afetada em 50 mM de NaCl, entretanto decresceu
30% em 100 mM de NaCl. No experimento de curta duragao, a concentragéo de K"
nos diferentes tecidos foi similar aquela das plantas controle, enquanto que, no
experimento de longa duracdo, a concentragdo de K' foi fortemente reduzida,
principalmente nas raizes. Em resposta ao tempo e a salinidade crescente, as
concentracdes de Na* e CI” atingiram niveis toxicos nas folhas o que levou, a partir
do quarto dia do estresse salino, ao surgimento de sintomas tipicos de toxicidade por
estes ions (Viégas et al., 2001).

Poucos séo os trabalhos relacionados & mobilizagéo de reservas em cajueiro,
principalmente no que se refere ao estresse salino. Almeida (2003) mostrou que 50
mM de NaCl é capaz de reduzir a mobilizagcdo de proteinas de reservas do tipo
globulinas durante o estabelecimento de plantulas do cajueiro (clone CCP 76).
Resultados semelhantes foram obtidos por Giorgini e Campos (1993) trabalhando
com café.

Quanto a mobilizagdo de amido e lipidios do cajueiro, a mobilizagdo do amido
é menos afetada pelo estresse salino do que a dos lipideos e, devido um alto teor de
lipidios, as sementes do cajueiro se comportam nitidamente como oleaginosas por
utilizarem os lipideos de reserva na sintese de amido e aglcares sollveis,
principalmente na fase inicial do estabelecimento das plantulas (Almeida 2003).

Cavalcanti Junior (1994) mensurou a concentragdo de proteinas e lipidios nos
cotilédones e eixo durante a germinagdo e estabelecimento de plantula. Foi
observada uma queda continua de proteinas e lipideos no cotilédone, j& no eixo,
houve aumento continuo de proteinas, mas o conteldo de lipidios permaneceu
praticamente inalterado, reforcando a teoria da utilizagdo dos lipidios, pelos
glioxossomos, como fonte de cadeias carbdnicas para a sintese de carboidratos.

E interessante salientar que a formagdo geoldgica do Estado do Cears,
associada as condigbes de clima e manejos de solo inadequados, podem propiciar
processos de salinizagdo e alcalinizacdo do solo e, por conseguinte, prejudicar ©
cultivo do cajueiro (Almeida et al, 1995, Almeida ef al., 1998). Ademais, as
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condicées que levam a salinizagéo podem ser agravadas pelo processo de irrigagéo,
exigéncia da moderna cajucultura, principalmente em fun¢do da qualidade da &gua

utilizada e das altas taxas de evaporacao da regido.
1.8 Justificativa

Anacardium occidentale L. é a unica espécie cultivada e a de maior
dispersdo do género Anacardium, sendo encontrada principalmente nas zonas
costeiras da Regido Nordeste (Barros, 1988). Com o langamento do cajueiro-an&o

precoce, na década de 80, associado com a disponibilidade de mudas enxertadas

de qualidade genéticas superior, 0 setor da cajucultura mostrou certa euforia, no
sentido de ganhos de produtividade. Apesar das perspectivas favoraveis, a
renovacao das areas com esses materiais ficou muito aquém das expectativas. Cs
atuais "clones" comerciais de cajueiro-ando precoce apresentam produtividade

elevada e precocidade de producdo quando comparades com O cajueirc comum do

tipo gigante (Barros et al., 2000). Por outro lado, a irrigacédo da cultura cria grandes

perspectivas de recuperacao e ganhos de rentabilidade desse setor agricola na
regiao semi-arida do Brasil. Em condi¢bes irrigadas, a produtividade da cultura pode
aumentar até 20 vezes quando comparada com as condigbes de sequeiro

Gy

(Cavalcanti Junior, 2001).
Grande parte dos solos do Nordeste do Brasil, principalmente das regides

‘semi-aridas, apresenta tendéncia a ser afetada por excesso de sais soluveis. Esses

sais sdo provenientes, principalmente, da &dgua de irrigacdo ou das aguas de lencol
freatico elevado. O rendimento das culturas diminui guando os teores de sais na
solucéo do solo séo tais, que n&o permitem que a planta retire agua suficiente da
zona radicular, provocando assim, estado de escassez de agua por tempo
significativo (Ayers e Westcot, 1991).

As pesquisas tém evidenciado que o estresse salinoc em plantas jovens de
cajueiro induz alteragbes bioquimicas e fisicldgicas drasticas, especialmente nos
contetidos de Ca™ e K* nas raizes e que essa espécie é capaz de acumular grandes
quantidades de prolina nas folhas (Silveira et al, 2000). A continuidade dessas
pesquisas requer a disponibilidade de gendtipos com tolerancia diferenciada para
que sejam desenvolvidos estudos de fisiologia comparada, com intuito de definir

caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas que possam estar diretamente associadas
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com a tolerancia a salinidade. No cajueiro, ndo se conhecem moléculas marcadoras
relacionadas a tolerancia a estresses abidticos, como a salinidade.

Trabalhos sobre os efeitos da salinidade na produgdo da cultura de
cajueiro bem como as respostas do cajueiro ao estresse salino, sobretudo no
periodo de germinacéo e estabelecimento das plantulas, sdo pouco encontrados na
literatura. Cavalcanti Junior (1994) descreveu a mobilizag&o de reserva em plantulas
de cajueiro, cultivar CCP 76, durante seu estabelecimento. Pronunciada mobilizagdo
de lipidecs e proteinas foi verificada durante os primeiros dias apds a germinacéo.
Ja Almeida (2003) descreveu um retardo da mobilizacéo de reservas cotiledonares
em plantulas de cajueiro expostas ao estresse salino durante seu estabelecimento
tardio.

O excesso de sais pode retardar a germinacg&o por diminui¢édo na atividade
de enzimas envolvidas com a hidrélise das substancias de reservas. Na comparacéo
entre as amilases, lipases e proteases, a literatura mostra que as primeiras s&o as
enzimas mais estudadas em relacéo ac esiresse salino e deficiéncia hidrica. Existe a
necessidade de um estudo das enzimas proteoliticas do cajueiro, relacionadas &
mobilizacdo das reservas, sob condi¢gbes salinas com ﬁnélidade de compreender
melhor como o NaCl pode retardar o desenvolvimento da planta.

Os mecanismos induzidos pela salinidade sobre os processos bioquimicos
e fisioldgicos do caju sdo poucc estudados principaimente durante germinagéo e o
estabelecimento de plantulas. O conhecimento a respeito de quais produtos
protéicos das reservas cotiledonares possuem sua mobilizacdo mais limitada pelo
estresse salino, e suas consequéncias no crescimento inicial das diferentes partes
da pléantula, podera contribuir para uma melhor compreensédo da fisiologia do
estresse salino, assim como abrir perspectivas na selecdo de genoétipos mais

tolerantes.
1.9 Hipétese Geral

O estresse salino retarda a germinacdo e o estabelecimento de plantulas de cajueiro

(Anacardium occidentale L.) através do controle tipo fonte-dreno.
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1.10 Objetivos
1.10.1 Geral

Avaliar mecanismos fisiolégicos envolvidos com a mobilizagdo de reservas
cotiledonares durante a germinacéo e estabelecimento de pléntulas de cajueiro, na

presenca e auséncia de salinidade (NaCl).
1.10.2 Especificos

e Observar os efeitos do estresse salino analisando a particéo de fitomassa,
crescimento e desenvolvimento durante a germinacédo e estabelecimento de

plantulas de cajueiro.

e Analisar o processo de mcbilizacdo de reservas cotiledonares durante a

germinacéo e o estabelecimento de pléntulas de cajueiro sob estresse salino.

e Estudar a mobilizacdo das reservas protéicas durante a germinagéo e o
estabelecimento de plantulas de cajueiro na presenca de NaCl, e as enzimas

envolvidas nesse processo.
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Particdo de fitomassa durante a germinacio e estabelecimento das
plantuias de cajueiro (Anacardium occidentale L..) sob salinidade com
NaCl

CAPITULO 2
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2. 1 Introdugéo

O cajueiro € uma cultura com grandes perspectivas econdmicas pela
aceitacdo da améndoa, obtida do fruto, no mercado internacional, razdo de participar
de forma expressiva na sécio economia do Nordeste brasileiro. Dentre os resultados
de pesquisa com essa espécie, na regido, destaca-se a criagdo de novas variedades
mais produtivas, como o cajueiro-ando precoce, com indices de produtividade bem
superiores aos dos gendtipos tradicionais (Bezerra, ef al., 2002).

O cajueirc-ando tem caracteristicas de produc&o precoce, inicia o ciclo
produtivo econémico a partir do segundo ou terceiro ano apés plantio e atinge
estabilidade produtiva aos cinco anos, podendo ser cultivado tanto em areas
irigadas quanto sob condicdes de sequeiro. Tem ocorrido, também,

aperfeicoamento das técnicas de propagacao, envolvendo preparacio de substratos

<

e acondicionamento de mudas, permitindo a obtenc&o de plantas mais vigorosas,
e

roducg&o, por economi

SLaU, LA s il

por melhorar a eficiéncia da nutricdo e baixar os custos d

g

de espaco, é.g_a e de substrato (Silva & Silva, 1999).
No N

e terra plantada, envolvendo sete Estados. Na Bahia encontra-se a maior are

ordeste do Brasil, sdo aproximadamente nove milhdes de hectares
de

om

)

-

solos afetados por sais, cerca de 44 % da area salinizada, seguida pelo Ceara,

(9]

aproximadamente 25,5% (Fageria & Gheyi, 1997). Existe grande variabilidade de
comportamento entre as culturas com relagdo aos limites de tolerancia a salinidade.
Gendtipos de uma mesma espécie podem responder de modo diferente aos efeitos

salinos, nas varias fases de seu desenvolvimento (Maas & Hoffmann, 1977; Maas,

-

1986). Todavia, a maioria das espécies cultivadas de importéncia econémica é
relativamente sensivel a salinidade na germinac@o e quase todas as culturas ndo
toleram condi¢cbes permanentes de salinidade no solo (Kramer, 1984).

O estresse salino inibe ou retarda a germinagcdo das sementes e o
crescimento das plantulas devido a efeitos osmoticos efou ibnicos. O primeiro
distarbio fisioldégico causado pelo estresse salino é a restricdo da captacio de agua
devido a diminuicdo do potencial osmoético do substrato, retardando a embebicéo
das sementes ou o alongamento da raiz (Redmann, 1972; Wahid ef al., 1998; Croser
et al., 2001; Ramoliya e Pandey, 2002; Ramoliya e Pandey, 2003; Ashraf ef al,
2003; Ye et al., 2005).
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Distirbios na organizagio das membranas, produgéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), producdo de metabdlitos toxicos, inibicdo da fotossintese e a
diminuigcdo na obtencdo de nutrientes sZo as alteragfes iniciais mais drasticas
causadas pelo estresse hiperosmotico (Winicov, 1998). Além disso, as altas
concentragdes de sais no solo causam também um estresse hiperidnico (excesso de
fons toxicos) e a conseqiéncia de ambos (estresse hiperosmoético e estresse
hiperidénico) pode ser altamente danosa para a planta. O estresse idnico causa um
desequilibrio de ions ndo apenas de Na* e de CI, mas também de K* e de Ca" (Zhu,
2001, Chen e Plant, 1999; Yeo, 1998).

Em relac&o ao cajueiro, os estudos existentes de salinidade abrangem
apenas a fase de formac&o de plantas jovens e de porta-enxerto sem haver,
entretanto, trabalhos relacionados a germinacdo e o estabelecimento de plantulas.
Este trabalhc tem como objetivo avaliar os efeitos da salinidade (NaCl 50mM) na
germinacgéo de sementes e estabelecimento de pléntulas do cajueiro-an&o precoce,
analisando o efeito osmoéticc e/ou iGnico e a particdo de fitomassa em diferentes

orgaos (relacéo fonte-dreno).

2.2 Materiais e Métodos
2.2.1 Descricdo dos experimentos

trabalho foi constituido de dois tipos de semeadura, denominados de
semeadura |, conduzido sob condicées de casa de vegetacdo e semeadura il
conduzido sob condicdes controladas na sala de crescimento. Paralelamente, foram
realizadas analises quimicas e bioquimicas dos tecidos cotiledonares e
embrionarios, além das pesagens necessarias para avaliar o fluxo de massa dos

orgéos das plantulas.
2.2.2 Condi¢gdes ambientais de semeadura

Castanhas de cajueiro, gendtipo CCP 78, foram fornecidas pela
EMBRAPA — CNPAT - CE. Nos experimentos de germinacgéo, as castanhas foram
desinfetadas por imers@o em NaClO 0,2% (v/v) durante 10 min, seguida de trés

lavagens com &gua destilada. Logo apés, as castanhas foram imersas em agua
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destilada, por um periodo de 24 horas para acelerar © processo de embebicédo. Apos
a embebicao, as castanhas foram acondicionadas nos seus respectivos substratos €
os vasos transferidos para casa de vegetacao.

As castanhas foram semeadas em vermiculita contida em vasos de 400
mL, umedecida a 70% da capacidade de campo com &agua destilada (tratamento
controle) ou NaCl 50 mM (tratamento salino}.

A semeadura | foi desenvolvida na sala de crescimento, com condigbes
controladas de umidade, luminosidade e temperatura. A umidade relativa do ar
variou entre 40 a 80%, a luminosidade com fotoperiodo de 12 horas, a temperatura
atingiu 25 + 2 °C. A radiacdo fotossinteticamente maxima nas proximidades das
folhas foi de aproximadamente 300 umol.m?s”' mensuradc com um “guantun
sensor” acoplado a um porémetro (LI-1600 steady state porometer, Li-Cor, USA).

A semeadura |l foi desenvolvida em casa de vegetacdo, com condigdes
naturais de luminosidade do verdo da cidade de Fortaleza-CE, a qual atingia o valor
maximo as 12h00min horas e fotoperiodo com duragcc média de 12 horas. A
temperatura média no interior da casa de vegetacéo foi sempre estabelecida nos
intervalos entre 28 e 36 °C durante o dia e entre 24 e 27 °C durante a noite com
umidade relativa do ar variando entre 40 e 80%. A radiacéo fotossinteticamente
maxima nas proximidades das folhas foi de aproximadamente 1.000 umol.m?s’
mensurado com um “quantun sensor’ acoplado a um porémetro (LI-1600 steady

state porometer, Li-Cor, USA).

2.2.3.0btencgao dos cotilédones e das plantulas

2.2.3.1 Semeadura |: Efeito da salinidade (NaCl) sobre a mobilizagdo
do fluxo de massa durante germinagdo e o estabelecimento das plantulas

coletadas nos mesmos tempo de semeadura.

Para obtenc&o das plantulas, coletadas no mesmo tempo de semeadura,
as castanhas foram ftratadas e plantadas nas mesmas condicbes descritas
anteriormente (item 2.2.2). No entanto, os vasos foram mantidos em condi¢des
controladas na sala de crescimento da casa de vegetacéo por 30 dias. Os tempos
escolhidos para coletas foram: semente em processo de embebigdo — 4 e 8 dias

apos a semeadura (DAS) emissdo da radicula — 12 DAS; emissdo das folhas



primérias (FP) — 16 DAS; expansédo das FP — 20 DAS; FP totalmente expandidas —
24 DAS. Foram coletadas trés plantulas (repeticdes) por estadioc de
desenvolvimento de cada tratamento.

Trés cotilédones (um de cada repeticdo) foram utilizados para analises
bioquimicas. Os outros trés cotilédones (o segundo de cada repetigdo) foram
pesados e colocados para secar na estufa a 60 °C por 48 horas para determinagao
do teor de agua e, posteriormente, sédio e potassio. Os cotilédones separados para
andlises bioguimicas foram pesados e congelados imediatamente em nitrogénio

liquido, sendo transferidos para freezer -80 °C para determinagdes posteriores.

2.2.3.2 Semeadura lI: Efeito da salinidade (NaCl) sobre a mobilizag@o
do fluxo de massa durante germinacdo e o estabelecimento das plantulas

coletadas nos mesmos estadios fisiolégicos de desenvolvimento.

Para obtencédo das plantulas coletadas no mesmo estadio fisiolégicos de
desenvolvimento, as castanhas foram tratadas e plantadas nas mesmas condicdes
descritas anteriormente (item 2.2.2). No entanto, os vasos foram mantidos em
condicbes de casa de vegetagdo por 26 dias. Os estédios escolhidos para coletas
foram: E1- emissdo da radicula — 10 dias apo6s a semeadura (DAS); E2- emisséo das
folhas primérias (FP) — 14 DAS; E3- expansédo das FP — 18 DAS; E4- FP totalmente
expandidas — 22 DAS e E5- expanséo das folhas secundarias (FS) — 26 DAS. Foram
coletadas trés plantulas (repeticées) por tempo de cada tratamento.

As coletas das sementes da semeadura | foram realizadas com dois dias
de diferengca quando comparada com a da semeadura Il devido as condicdes de
germinacéo, pois em condigdes controlada o processo de germinagao atrasa de dois
a trés dias em relac&o as condicbes n&o controladas.

Trés cotilédones (um de cada repeticdo) foram utilizados para anélises
bioguimicas. Os outros trés cotilédones (0 segundo de cada repetigcdo) foram
pesados e colocados para secar na estufa a 60 °C por 48 horas para determinagéo
teor de agua e, posteriormente, sédio e potassio. Os cotilédones separados para
analises bioquimicas foram pesados e congelados imediatamente em nitrogénio

liquido, sendo transferidos para freezer -80 °C para determinagbes posteriores.



2.2.4 Determinagédoc da concentragdo de sédio e potéssio

-

As concentracdes de sadio e potéssio foram determinadas por fotometria
de chama conforme descrito em Silveira et al. (2000). Apds secagem em estufa a 60
°C por 48 horas, 50 mg de amostras de cotilédones (farinha) foram incubados em
banho-maria a 100 °C por 1 hora, em tubos hermeticamente fechados contendo 20
mL de agua deionizada. Em seguida, o extrato foi filtrado e os teores de soédio e
potassio foram determinados por fotometria de chama utilizando-se fotémetro de
chama do tipo Micronal B4263a, calibrado com solugdes padrées de sédio e potassio.
As concentragbes foram expressas em mmol.Kg" de massa seca com bases em

obtidos através de equagcao das curvas a partir de solugdes padrbes de NaCl

Sy
o)
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(@]
-
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Q

A germinacdo das sementes foi realizada com vermiculita em recipientes

plasticos e individualmente. A percentagem de germinacé&o foi determinada através

das anotacdes realizadas do nimero de sementes com radicula emergida ao longo

A férmula utilizada para analisar esse indice foi:
G(%) = (N/A) x 100, onde:
N

A = numero total de sementes semeada

1]

numeros de sementes germinadas

2.2.6 indice de velocidade de emergéncia das sementes

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi determinado através das
anotacgdes realizadas do nimero acumulado de sementes com epicdtilo emergido ac
longo do tempo sob condigdes controladas (sala de germinacéo).

IVE = Zn, nimero acumulado de sementes com epicétilos emergidos

no dia.



47

2.2.7 Teor de agua dos cotilédones

A massa fresca e massa seca foram registradas na balanca digital apés a
coleta e secagem respectivamente, para determinar a percentagem de agua do
tecido cotiledonar através da férmula a seguir;

MS (%) = (MS/MF) x 100, em seguida, U{%) = 100 — [MS(%])]

Onde: MS = massa seca; MF = massa fresca e U = umidade
2.2.8 Delineamento estatistico

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizade, com dois tratamentos
(controle e salino) e trés repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma
plantula. Os resultados foram comparadcs com base na analise das tendéncias das
médias acrescidas dos respectivos desvios padrdes. Somente as sementes com
massa acima de 8 gramas e aparentemente saudaveis foram usadas para

semeadura.
2.2 Resultados

2.3.1 Germinacdo e estabelecimento de plantulas em sala de crescimento

{condigbes controladas)

As pléantulas sob os dois tratamentos foram coletas ao mesmo tempo, onde
uma nitida diferencga de desenvolvimento, imposta pelo sal, foi observada. Sementes
germinadas e plantulas de cajueiro foram coletadas com 12, 16, 20 e 24 dias apoés a
semeadura sob tratamento controle e salino (50 mM) em condicdes controladas
(figura 1).

A percentagem de germinacg@o das sementes sob salinidade foi inferior até o
14° dia comparada com as sementes com agua destilada. A partir do 14° dia a
diferenga da percentagem de sementes germinadas nos dois tratamentos diminuiu,
estabilizando com uma diferenca de apenas 5% (figura 2 a). Existe uma diferenca
marcante no indice de velocidade de emergéncia das sementes nos dois
tratamentos, onde no 24° dia ainda & observado 22% de diferenca do tratamento

controle comparado com tratamento salino (figura 2 b), a percentagem de
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germinagdo méaxima ficou proxima de 70 % para os dois tratamentos no 18°. Durante
toda germinacéo e estabelecimento de plantulas o teor de agua do tratamento
controle dos cotilédones permaneceu maior, podendo chegar até 20% de diferenca
quando comparado com o tratamento salino, igualando somente na Ultima coleta
(figura 3 b).

Para verificacéo do estatus de agua das sementes durante a germinagéo uma
curva de embebicdo foi realizada. Durante os cincos primeiros dias de embebig¢&o
nao foi observada nenhuma diferenga de agua embebida pelas sementes nos dois
tratamentos (figura 3 a). Apds o quinto dia, a quantidade de agua absorvida pelas
sementes do tratamento salino passou a ser menor quando comparado com &
quantidade de agua absorvida do tratamento controle, portanto sendo observado um
atraso da absorcdo de Agua responsavel pelas sementes do tratamento controle
germinarem primeiro que as do tratamento salinc (figura 2 a).

Ainda sobre os cotilédones é visivel o contraste entre os tratamentos controle e
salino da massa fresca e massa seca de sementes de cajueirc semeadas sob
condigdes controladas. Até o 12° dia ocorreu um aumento de massa fresca nos dois
tratamentos, sendo o tratamento controle com maior conteddo de massa fresca
quandc comparado com o tratamento salino, posteriormente houve um declinio
guase que linear dos mesmos, sendo observado dessa vez um atraso da
mobilizag&o do contelido de massa fresca no tratamento salino (figura 4 a). Ja nos
primeiros 12 dias, ndo foi observada diferenca de massa seca dos cotilédones entre
os tratamentos, quando novamente ocorreu um declinio linear com atraso da
mobilizag&o do contelido de massa seca do tratamento estresse quando comparado
com o controle (figura 4 b).

O contelddo de sédio nos cotilédones sob tratamento salino praticamente
dobrou no ultimo tempo de coleta, e no tratamento controle ocorreu uma diminuicac
continua tanto de sédic como de potassio, acompanhando a mobilizagio natural das
reservas cotiledonares (figura 5 a, b) Também ocorreu uma diminuigdo do contetido
de potassio nos cotilédones sob tratamento salino, mas a partir do 12° é observado
um atraso evidente comparado com o contetido de potéssio do tratamento controle
(figura 5 b).
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Figura 1. Plantulas coletadas no mesmo tempo de semeadura (a) sob tratamento
controle (C) e tratamento salino (50 mM).
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Analisando o contelido de massa seca das partes aéreas e radiculares de
plantulas de cajueiro, observa-se grande diferengca nos dois tratamentos, sendo o
tratamento controle com maior massa seca quando comparada com o tratamento
salino. E interessante destacar que a massa seca das partes aéreas em ambos 0s
tratamentos € o dobro da massa seca das partes radiculares (figura 6).

Na figura 7 & possivel avaliar a percentagem de biomassa seca das partes das
plantulas durante tempos diferentes de coletas apds a semeadura (16, 20 e 24 dias).
Inicialmente a maior percentagem de massa seca se encontra nos cotilédones para
os dois tratamentos (74,36% no controle e 95,42% no salinc), e na ultima coleta a
maior percentagem passa a ser da parte aérea (61,69% no controle e 46,9% no
salino). E possivel observar um atraso de quatro dias quando se compara as massas
secas dos cotilédones em relacdo aos tratamentos, onde na coleta aos 20 dias
controle é praticamente igual ac da coleta aos 24 dias do tratamento salino.

Novamente a concentracdo de sddio e potassio foi analisada mas, dessa vez,
nos tecidos das partes aéreas e radiculares das plantulas de cajueiro. A
concentracdo de sodio em ambas as partes das plantulas sob tratamento salino
foram consideravelmente alta quando comparada com o tratamentc controle que
permaneceu constante durante todo o tempo de semeadura, cerca 100
umoINa*'gMS™. A concentracdo da Na* a partir do 12° dia aumenta quase que
linearmente durante a semeadura chegando a 350 umolNa'gMS™ na dGltima coleta;
nas raizes inicia com a concentracdo alta, em torno de 500 umolNa*gMS™, e
aumentando no decorrer do tempo (figura 8 A e C). A concentragdo de potassio nas
partes aéreas e radiculares das plantulas decai com o passar do tempo, tanto no
tratamento salino como no tratamento controle, sendo que nas partes aéreas ocorre
um atraso do decaimento do tratamento salino quando comparado com o tratamento

controle (figura 8 B e D).
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2.3.2 Germinagdo e estabelecimento de plantulas em casa de vegetacao

(condi¢des ndo controladas)

Sementes germinadas e plantulas de cajueiro coletadas no mesmo estadio
desenvolvimento (E1, E2, E3, E4 e E5) sob tratamento controle e salino (50 mM) em
condicdes nédo controladas (figura 9). Notar que os estadios de desenvolvimento s&o
semelhantes, onde as coletas das plantulas sob tratamento salino foram realizadas
com trés dias de atraso em relagdo ac tratamento controle. Pléntulas de cajueiro
submetida ao tratamento com 100 mM de NaCl foram comparadas com plantulas
sob o tratamento controle e 50 mM (figura 9 ES).

Durante os quatro primeiros estadios a massa fresca permaneceu
praticamente constante, sendo que no tratamento controle ocorreu um pequeno
aumento, do E1 até E3, de aproximadamente 0,3g. Em seguida a massa fresca dos
dois tratamentos diminuiu, sendo a do controle com mais intensidade (figura 10 A). A
massa seca dos cotilédones nos tratamentos controle e salino diminuiram na mesma
intensidade, atingindc 20 % da massa inicial no estadio 5 (figura 10 B). Durante
todos os estadios de coletas dos cotilédones o teor de agua do tratamento controle
permanece maior, podendo chegar até 15 % de diferenca quando comparado com 0
tratamento salino (figura 10 C}.

A massa fresca das partes aéreas e raiz das plantulas no tratamento salino
dos primeiros estadios (E1 e E2) € menor comparada com o controle, mas a partir do
E2 ocorreu um aumentc de massa no tratamento salino chegando a ultrapassar a
massa fresca do tratamento controle (figura 11 A e C); j& a massa seca nos dois
tratamentos também aumentou com o passar do tempo, sendo a massa seca do
salino sempre atrasada comparada com o controle, observando-se no ultimo estadio
uma maior diferenca de massa entres os tratamentos avaliados (figura 11 B e D).

O teor de agua na parte aérea e raiz passaram a ser contrastante nos ultimos
estadios (E3 e E4) entre os tratamentos, onde o salino retém mais agua comparado

com o controle (figura 12 A e B).
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Figura 9. Plantulas coletadas no mesmo tempo de semeadura (a) sob tratamento
controle (C) e tratamento salino (50 mM).
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2.4 Discusséo

De acordo com os resultados, o crescimento e o desenvolvimento das
plantulas foram diferenciados quando comparado o tratamento salino com o
controle. E possivel observar esse comportamento nos resultados da figura 2, onde
a germinacdo (protusdo da raiz) e emergéncia do epicétilo sdo retardadas nas
sementes submetidas ao estresse salino 50 mM. Os dados de embebicdo e teor de
agua (figura 3) corroboram com esses resultados, sendo observada uma diminuicéo
do fluxo de dgua e uma diferenga da percentagem de agua dos cotilédones durante
a germinagdo. Segundo Ye ef al. (2005), o estresse salino inibe ou retarda a
germinacéo das sementes e o crescimento das pléntulas devido a efeitos osmaticos
elou ibnicos, onde o primeiro distdrbio fisiolégico causado pelo estresse salino é a
restricio da captagdo de agua devido a diminuigcdo do potencial osmético do
substrato, retardando a embebicdo das sementes ou o alongamento da raiz. Esses
resultados foram cbservados em diversas espécies como Adenanthera pavonina L.
(Silmara et al.,1999) Atriplex prostrata e Atriplex patula (Katembe et al., 1998),
milho, cana-de-agucar, arroz e beterraba (Schubert, 2002) e citrus (Adnan, 2004). E
importante ressaltar que a percentagem de germinacéo, de sementes de cajueiro,
geralmente chega a superar os 90%, nesse trabalho ficou proxima de 70%
possivelmente devido ao lote de castanhas utilizado para realizar o experimento.

A curva de embebicéo (figura 3 a) quando analisada integralmente mostra um
padrao trifasico, onde a fase | (1° ao 6° d) representa a fase de absor¢ao de agua
propriamente dita, a fase ll (7° ao 9° d) representa o intervalo de preparagio, onde
ocorre a ativacdo metabdlica e a fase lll (a partir do 10° d) representando a
germinacg&o cocm a protruséo da raiz e inicio do crescimento da futura plantula, o que
esta de acordo com Castro e Hilhorst, 2004,

A massa fresca das trés primeiras coletas dos cotilédones foi maior no
tratamento controle, com uma diferenga em torno de um grama em relagdo aos
cotilédones do tratamento salino. J& no conteddo de massa seca dos cotilédones
nos dois tratamentos, no mesmo tempo de coleta, ndo houve diferenca. Apds a
germinacdo e durante o estabelecimento das plantulas foi observado um declinio
abrupto no conteldo de massa fresca e seca dos cotilédones sob tratamento
controle e salino sendo, esse declinic, mais atrasado e lento no tratamento salino

(figura 4). Esses resultados confirmam a redugéo na absorgéo de agua causada pela



presenca do NaCl, atrasando a embebicdo e conseqlientemente a germinagéo das
sementes. As plantas reduzem a transpiragdo e absorgdo de agua como resposta
fisiologica a diminuigdo do potencial osmético causada pela presenga do NaCl no
substrato (Chaves, 1991).

Durante a mobilizagdo das reservas cotiledonares o eixo em crescimentc
também drena ions para suprir as necessidades idnicas iniciais. Had um importante
composto de reserva chamado finitina (mio-inositol hexafosfato) que incrusta os
corpos protéicos das sementes e servem para armazenar ions. Estes desempenham
importantes fungbes no metabolismo das plantulas até que a raiz esteja
desenvolvida o suficiente para extrai-lo do substrato (Buckeridge ef al., 2004).

Estudos identificaram e caracterizaram genes e transportadores responsaveis
pela absorcdo de potassio e sédio no citoplasma das plantas, essa absorgdo é
controlada pelos canais idnicos para manter uma raz&o potéssio e sodio proximo de
1 (Maathuis e Amtmann, 1999). Nos tecidos secos de raizes das sob tratamento
salino essa raz&o diminuiu com © passar do tempo, e na ultima coleta (24d) a raz&o
potassio sédio foi 0.3. (figura 8 c,d) Essa diminuicéo € ocasionada mais pela queda
de potassio do tecido do que pelo aumento de sédio. Nos tecidos secos de partes
aéreas (caule e folha), das mesmas plantulas, a razéo potassio sodio foi sempre
maior que 1, chegando préximo de 1 na ultima coleta (figura 8 a,b). Em cotilédones,
a razao potassio sédio de todas as coletas foi maior que 1, portanto, o atraso
existente no crescimento das plantulas sob tratamento salino n&o foi devido ao efeito
téxico direto da concentragao de sédio no tecido cotiledonar, mais possivelmente, ac
efeito osmético.

A exposicédo de plantulas em estabelecimento ao estresse salino acarreta
disturbios na captagéo e na distribuicdo de nutrientes (Ashraf ef al., 2003; Ramoliya
et al.,, 2004), possivelmente 0 aumento de potassio observado nos cotilédones sob
tratamento salino em cajueiro, esta relacionado ao desequilibrio imposto pelo alto
conteudo de sodio, evitando a translocac@o de potassio para as plantulas em
desenvolvimento (figura 5 a). O aumento continuo de sédio durante o tempo de
semeadura em cotilédones e plantulas pode levar a uma reducgéo de K* e Ca®*" em
eixo embrionario de girassol e conseglientemente em plantulas em desenvolvimento
de cajueiro (figura 8 b,d), que ainda dependem das reservas dos cotilédones,
provavelmente associado & translocac@o reduzida destes ions a partir dos
cotilédones (Ashraf et al., 2003).
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Durante o estabelecimento das plantulas tratadas com NaCl foi observada uma
redugdo do conteldo de massa seca da parte aérea e raiz comparado com ©
tratamento controle (figura 6 a,b), possivelmente devido ao atraso da mobilizagéo de
reservas dos cotiléedones sob o mesmo tratamento. Analisando a percentagem da
soma total da massa seca das partes das plantulas (cotilédone, parte aérea e raiz), é
possivel analisar uma partico atrasada nas plantulas sob tratamento salino, onde
no 24° dia a percentagem de massa seca do cotilédone corresponde
aproximadamente ao 20 ° dia do tratamento controle. O atraso foi evidenciado em
todos os tempos de coletas e partes das plantulas (figura 7).

O efeito do pré-tratamento com NaCl sobre o estabelecimento de plantulas de
uma cultivar de sorgo apresentou plantulas com redug&o nc contetido de massa
fresca e massa seca e com aumento do contetido de Na” e CI, conforme o aumento
da concentragdo externa de NaCl (Wahid ef a/, 1998). Assim, parece que a
mobilizagdo de massa seca em cotilédones de caju pode ser regulada por
mecanismos do tipo fonte-drenc, os quais sofrem influéncia da salinidade causada
por NaCl, concluséo essa também descrita em cotilédones de caupi (Prisco ef al.,
1981).

Com objetivo de analisar o atraso da mobilizaggdo de massa imposta pelc
NaCl nos cotilédones e nas pléantulas em desenvolvimento, coletas foram realizadas
no mesmo estadio fisioldgico dos dois tratamentos. Houve diferenga na massa
fresca dos cotilédones durante praticamente todas as coletas, onde no tratamento
controle a massa fresca foi significantemente maior, devido a maior absorgéo de
agua durante a embebicio das sementes em vermiculita sem solug&o salina (figura
9 a). Nao ocorreu diferenca de massa seca durante a exaustdo das reservas dos
cotiléedones nos estadios analisados (figura 9 b). Essas diferencas estéo
demonstradas no grafico da figura 9 C, onde existe uma diferenca do teor de agua
em todos os estadios de coleta, com excegéo do ultimo.

Durante o estabelecimento das plantulas sob tratamento salino foi possivel
observar, a partir do estadio 2, um ganho de massa fresca das partes aéreas e
raizes que chega a superar a massa fresca das pléantulas sob tratamento controle
(figura 10 a,c), que apesar das plantulas estarem sob tratamento salinc, houve uma
tendéncia de absorverem maior quantidade de agua do substrato a partir do
segundo estadio, possivelmente com o propdsitc de quebrar a “barreira’ imposta

pela redugdo do potencial osmético devido a presenga do NaCl, ou seja, um
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ajustamento osmético estaria ocorrendo para que as plantulas pudessem continuar
seu crescimento. Essa hipdtese é reforgada pelos resultados apresentados na figura
11, onde o teor de &gua, a partir do segundo estadio das partes aéreas e raizes sob
tratamento salino, s&o nitidamente maiores quando comparade com o do tratamento
controle.

As plantulas submetidas ao tratamento controle tiveram massa seca das
partes aéreas e raizes maior que as submetidas ao tratamento salino (figuras 10b e
d). Esse resultado n&o corrobora com o sincronismo da mobilizagdo da massa seca
dos cotilédones (figura 9 b), que possuem massas iguais nos dois tratamentos. Em
alguns casos em que o desenvolvimento da plantula leva varios dias, a mobilizagéo
de reservas pode apresentar sincronismo com a fotossintese durante o
estabelecimento nas folhas em expanséao (Buckeridge, 2004), reforgando o ganho de
massa seca das partes aéreas e raizes das plantulas de cajueiro (figura 10 b,d) sob
tratamento controle, ja que elas se encontram com as folhas mais desenvolvidas.

A diferenca existente da massa seca das partes aéreas e raizes nocs
tratamentos analisados, apesar das coletas terem sido no mesmo estadio fisiolégico,
provavelmente foi motivada por coletas realizadas de pléntulas scb tratamento salinc
com atraso no estadio de desenvolvimento, esse resultado é reforgado com o gréafico

do comprimento das plantulas (figura 12).
2.5 Concluséac

O efeito osmético e n&o o efeito toxico afeta o crescimento das plantulas e

a reducéo de fitomassa em cotilédones de cajueiro submetidos ao estresse salino.
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Controle fonte-dreno da mobilizacdo das reservas orgéanicas de
cotilédones durante o estabelecimento da pléntula de cajueiro
(Anacardium occidentale L.} sob salinidade com NaCl

CAPITULO 3
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3.1 Introducéao

As reservas das sementes tém basicamente duas fungdes que se relacionam
com a manutencéo e o desenvolvimente do embrido até a formacéo de uma plantula
que apresente a capacidade de se manter de forma autotrofica. Os compostos
acumulados durante a maturacdo da semente podem servir como fonte de energia e
de matéria, pois os compostos de carbono normalmente acumulados em sementes
podem ser utilizados tanto para produzir energia como para construir fisicamente as
células (Buckeridge ef a/, 2004).

Ha enorme variagdo na composicdo de serhentes, mas as substancias
armazenadas em grande quantidade constituem os carboidratos, os lipidios e as
proteinas. Os docis primeiros servem como fonte de energia e carbono para a
germinagéo das sementes e o desenvolvimento das plantulas, enquanto as
proteinas tém como fungdo armazenar principaimente nitrogénio e enxofre,
essenciais para a sintese de proteinas, acidos nuciéicos e compostos secundarios
na pléntula em crescimento (Buckeridge ef al., 2004).

O principal sistema de classificagcdo de proteinas vegetais, com base na
solubilidade em uma série de solventes foi desenvolvido per Osborne (1924). A
fracdo globulina é soluvel em solugbes salinas, mas insoluveis em agua. A fragao
albumina € soltuvel em agua e tampdes diluidos com pH neutro. A fragdc prolamina €
soliivel em &icool diluido (60-70%), mas ndo € em agua e solucdes salinas. A fracdo
glutelina € soluvel em solugbes acidas ou basicas diluidas. Classificacbes mais
modernas de proteinas vegetais baseiam-se em dois critérios: funcdo e relagbes
bioquimicas e moleculares. Em termos de fun¢ao, podemos classifica-las em trés
classes principais: a) proteinas de reserva; b) proteinas estruturais e c) proteinas
metabdlicas e protecéo (Bewley, 2001).

As globulinas s&o as principais proteinas de reserva de sementes de
dicotiledbneas, especialmente as leguminosas. Ja as prolaminas e glutelinas séo as
proteinas de reserva mais comuns em sementes de monocotiledéneas, como os
cereais. Ja as albuminas s&o amplamente distribuidas (Bewley e Black, 1994).

As proteinas de reserva de sementes fornecem aminoacidos livres
durante sua mobilizacdo, os quais sao utilizados na biossintese de outras proteinas
ou compostos nitrogenados na plantula em desenvolvimento (Bewiey e Black, 1994).

O acuimulo de proteinas de reserva ocorre durante a metade e ultimc estadio de
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maturacdo das sementes. Elas s8@o depositadas em compartimentos ligados a
membrana, os corpos protéicos, os quais sdo gerados ou diretamente a partir do
reticulo endoplasmético, como em milho, ou em vacuolos de estocagem de
proteinas como na maioria das espécies. Durante este periodo de deposicéo, a
degradacéo de proteinas de reservas € livre de hidrélise indicando que as proteinas
sdo protegidas contra ataque proteolitico prematuro (Mlintz, K. 2001). A sintese e a
deposicdo dessas proteinas estado sujeitas a uma regulacéo espacial e temporal,
sendo que, em cada espécie, podem aparecer &m diferentes esiagios do
desenvolvimento (Herman e Larkins, 1999).
Na maioria das dicotiledéneas e das gimnospermas, a formagéd dos
corpos protéicos envolve a fragmentagdo de um grande vacuole central apds as
roteinas de reservas terem sido transpertadas dos locais de sintese. Em geral, o
transporte das proteinas de reserva pode ccorrer per meic do complexo de Goigi
(glutelinas do arroz, algumas prolaminas de trigo e glcbulinas das leguminosas),
mas, em alguns cereais, ocorre a formacao direta do corpc protéico a partir do
reticulo endecplasmatico rugoso. Em monocotiledénea o corpo protéico pode ser
simplesmente uma agregacdo de proteinas de reserva que sédo lancadas no
citoplasma sem qualquer membrana de protecdo. Pode ainda ser formada pela
ruptura do reticulo endoplasmatico, onde as proteinas de reservas sdo sintetizadas.
(Buckeridge et al., 2004).

De modo geral, os processos de mobilizacdo (independente do tipo de
reserva) consistem em sincronizar o crescimento e o desenvolvimento da pléntula,
oriunda da germinagéo, no sentido de produzir um individuo autotréfico que seja
capaz de se adaptar e responder as condicbes ambientais vigentes (Bewley, 2001).
O estresse salino induz diversas alteracées no metabelismo das plantas, sendo a
rapida e acentuada redugéc no crescimento um dos seus efeitos mais marcantes. A
alta concentracé&o de sais no solo pode provocar a diminuigdo do potencial hidrico do
solo que promove a perda de agua das céiulas para o meio externo por osmose
(Munns, 1993; Yeo, 1998).

Durante ¢ estabelecimentc das plantulas, a captacdo de agua acarreta a
acumulacgao de ions nos tecidos (Wahid et al., 1998; Ashraf et a/., 2003). Ao atingir
concentragbes tdxicas, os ions acumulados podem afetar varios processos
fisioldgicos e metabdlicos dos tecidos, incluindo a divisdo celular, a diferenciagéo

celular, a atividade de enzimas e a captacao e distribuicao de nutrientes (Wahid et
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al., 1998; Croser ef al., 2001; Ramoliya e Padey, 2003; Ashraf ef al., 2003; Misra e
Dwivedi, 2004). Assim, a toxicidade i6nica pode ocasionar o atraso da emergéncia
das pléantulas (Wahid et al., 1998; Croser ef al., 2001, Ramoiiya e Padey, 2002;
Ramoliya e Padey, 2003; Joshi et al., 2005) e da mobilizacéo das reservas (Wahid et
al., 1998; Ashraf et al., 2003; Prisco e Vieira, 1576; Prisco et al., 1981) ou até
diminuir a viabilidade das sementes (Wahid et al., 1998; Ramoliya e Padey, 2003;
Ashraf et al., 2003) ou aumentar a mortalidade das plantulas (Croser et al., 2001; Ye
et al., 2005).

Em algumas espécies vegetais, como sorgo, trigo e caupi, os efeitos da
salinidade sdo mais acentuados durante a germinagcdo e crescimento inicial das
plantulas. Em outras espécies, os efeitos da salinidade sdo mais drésticos apds o
estabelecimento da plantula e inicio da fase de plena atividade fotossintética das
folhas (Fageria e Gheyi, 1997).

Nenhum estudo foi encontrado em relagdo acs mecanismos induzidos pela
salinidade sobre os processos bioguimicos da germinac&c das sementes de
cajueirc. O conhecimento a respeitc de quais produtos das reservas cotiledonares
possuem sua mobilizacdo mais limitada pelo estresse salino, e quais suas
conseqgliéncias no crescimento inicial das diferentes partes da plantula, poderéo
contribuir para uma melhor compreensdo da fisiologia do estresse saiino, assim

como abrir perspectivas na selegéo de gendtipos mais tolerantes.
3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Obtengao dos tecidos para analise

Plantulas de cajueiro foram obtidas de castanhas tratadas e semeadas
nas mesmas condi¢cdes descritas do item 2.2.2 do capitulo Z com finalidade de
analisar a mobilizac&o das reservas organicas. No entanto, os vasos foram mantidos
em condicdes de casa de vegetacédc por 30 dias. Os estadios escoihidos para
coletas foram: emiss&o da radicula — 10 dias ap&s ¢ semeio (DAS); emissdo das
folhas primarias (FP) — 14 DAS; expansdao das FP — 18 DAS; FP totaimente
expandidas — 22 DAS, expansdo das folhas secundarias (FS) — 26 DAS e folhas
secundarias totalmente expandidas — 30 DAS. Foram coletadas trés plantulas

(repeticdes) por tempo de cada tratamento. Trés cotilédones (um de cada repeti¢ao)
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foram utilizados para andlises bioguimicas. Os cotilédones separados para analises
bioquimicas foram pesados e congelados imediatamente em nitrogénio liquido,

sendo transferidos para freezer -80°C para determinacdes posteriores.

3.2.2 Extracdo de Proteinas Sollveis

Amostras com 1 g de massa fresca de eixos ou cotilédones foram maceradas
com nitrogénio liquido e extraidas com 5 mL de tamp&o Tris-HCI 100 mM pH 8,0
contendo EDTA 2 mM, ditiotreitol 2 mM e PEG 6000 3% (m/v). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 xg por 20 min a 4 °C e o sobrenadante
coletado e armazenado a -80 °C. As proteinas soluveis destes extratos foram
quantificadas de acordo com o métedo de Bradford (1976), usando albumina sérica

bevina como padréo.
3.2.3 Aminoéacidos Livres Totais (AALT)

A concentracdo dos aminoacidos livres totais (AALT) foi determinada pelo
método de PEOPLES et al, (1989). Amostras de tecidos frescos de cotilédones
foram submetidas a extracdo a 100 °C por 30 min, em propor¢cdo de 200 mg da
amostra para 5 mL de agua deionizada. A reacgdo para dosagem de aminoacidos
livres totais foi conduzida em tubos de ensaio contendo uma aliquota de 0,1 mL de
extrato, em presenca de 0,25 mL de uma soluc&o tamponada a pH 5,0 contendo 0,2
M de citrato, 0,25 mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,10 mM e ninhidrina 5% em
metoxietanol e 0,4 mL de agua destilada). Apds homogeneizacdo, os tubos
hermeticamente fechados foram mantidos em banho-maria a 100 °C por 15 min. A
reacao foi interrompida pela reducéo da temperatura do meio mediante contato dos
tubos de ensaio com agua a 2 °C e adicionados de 1,5 mL de etanol 50% (v/v). As
absorbancias foram medidas a 570 nm. Os teores de aminoacidos livres totais foram

determinados utilizando L-glutamina como padrao.
3.2.4 Acglcares soluveis totais

A exiracdo de agucares soluveis totais de cotilédones (liofilizados e

delipidados) e folhas liofilizadas seguiu ¢ protocolo descrito por Silveira et al, (1990),
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conforme figura 1. A concentracdo de aclicares soluveis totais foi determinada com
base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentracdes crescentes de uma
solucdo estoque de glicose (1g/100mL H20) diluida 100 vezes em agua deionizada

(Dubois et al., 1956).

3.2.5 Amido

A extracdo de amido das amostras de cotilédones (liofilizados e deiipidados)
foi realizada segundo o protocolo de Silveira et al (1990), conforme figura 1. A
concentracdo de amido foi determinada com base em uma curva padréo ajustada a
partir de conceniragdes crescentes de uma soiugao estoque de giicose (1g/160mL
H-0) diluida 100 vezes em &cido perclérico 30% (Dubois et al., 1956).

3.2.6 Lipicdios

A percentagem de lipidios nos cotilédones foi determinada seguindo a
metodologia descrita por Cavalcante Junior (1994). Amostras de 500 mg de tecido
liofilizado de cotilédones foram colocadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de
hexano (extracdo a 22 ° C), procedendo a extracdo de lipidios por 3 horas. Em
seguida, os tubos foram levados & estufa por 72 horas a 60 °C para evaporagéo do
hexano. Apds a evaporagdo, a percentagem de lipidios nas amostras foi
determinada por diferencas de pesagens entre o peso inicial dos tubos e o peso

final.
3.2.7 Determinagéao de prolina, arginina, ornitina, glutamina e asparagina

Amostras de 50 mg de cctilédone liofilizado e delipidado extraidas com
metanol: cloroférmio: agua (15: 5: 3) a temperatura ambiente durante 30 minutos
(Mitchell and Madore, 1992). A quantificacdo de cada amino&cido foi realizada em
HPLC (Waters Corpcration) usandc uma coluna Picc-Tag C18, de acordo com as
instrucdes doc fabricante. A quantificagdo de aminoacidos livres foi realizada

comparada os picos obtidos das amostras com o obtido dos aminoacidos padréo.
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3.2.8 Fracionamento Protéico

Globulinas, albuminas e prolaminas foram extraidas e fracionadas de
amostras de 1 g de cotilédones liofilizados e delipidados de acordo com Osborne
(1924) com algumas modificagdes. Inicialmente, as amostras foram extraidas com
10 mL de tampéo Tris-HCI 25 mM pH 7.6 e centrifugadas a 10.000 x g durante 20
minutos. O precipitado foi extraido e centrifugado novamente sob as mesmas
condigbes, obtendo um residuo e dois sobrenadantes, que foram juntados para
fornecer um extrato bruto. O extrato bruto foi dializado contra agua destilada e
centrifugado a 10.000 x g por 30 min. O precipitado foi dissolvido em agua destilada,
fornecendo a fragdo globulina e o sobrenadante fornecendo a fragcdo albumina. O
residuo inicial foi extraido com etanoi 70% (v/v) e centrifugado a 10.000 x g durante
20 minutos. O sobrenadante corresponde a fracdo prolamina e o precipitado foi
descartado. Todas as fragdes protéicas foram liofilizadas e o contelido de proteinas
foi quantificado de acordo cem o método de Bradford (1976), utilizando como base
uma curva padréo ajustada partir de concentragdes crescentes de albumina sérica

bovina.
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}—' 50 mg de massa seca J

5 mL etanol 80%

Banho Maria 80°C, 30’

10.000 x g 15’

=

Residuo 1

5 mL etanol 80%
Banho Maria 80°C, 30’

Sobrenadante 2

10.000 x g 15’
Residuo 2
5 mL HCIO, 30%

Temperatura
ambiente, 3%’
10.000 x g 15’

.

Residuo 3

§ mL HCIG, 39%
Temperatura
ambiente, 30’
10.000 x g 15’

Sobrenadante 3

;

73

Sobrenadante 1

Sobrenadante 1 + 2

/

Evaporagao até 20% do
volume total

Aferir para 10 mL com H,O
deionizada

Extrato aguoso

.

'

AS.T.

Dubgis et al., 1856

AAL.T.
Pecoples et al., 1980

;

:

Residuo 4
{descartar)

Sobrenadante 4

Aferir para 10 mL
com H,0 deionizada

Sobrenadante 3 + 4

l
v

Amide
Dubois et al., 1956

‘otais e amino4cidos livres totais em cotilédones e folhas.

_rigura 01 — Esquema de extraco para determinacio de amido em cotilédones. Extracéo de aclicares soltiveis
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3.3 Resultados

No processo de estabelecimentos das plantulas de cajueiro a acumulacéo da
massa seca nos eixos em crescimento (figura 1a) foi coordenada com a queda da
massa seca nos cotiiédones de plantulas sob tratamento controle e salino.
Entretanto, o tratamento com NaCl retardou esse processo especialmente no final do
gstabelecimento das plantulas, desde da emergéncia das folhas primarias (18 d) até
a emergéncia das folhas secundérias (26 d). No final do experimento as plantulas
tratadas com sal e controle mostraram o mesmo contetido de massa seca Nos €ixos
em crescimento e nos cotilédones.

A mobilizacdo de proteina nas plantulas controle foi constante, desde a
emergéncia do epicétilo (14 d) até a total expanséo das folhas primarias (22 d)
figura 2a), acompanhando a perda da massa seca nos cotilédones (figura 1b). Em
comparacéo, a mobilizagéo de proteinas nas plantulas tratadas com sal foi retardada
da protrus&o da raiz (10 d) até emergéncia das foihas secundarias (26 d).

Decréscimo de lipidios ocorreu precocemente nas plantulas controle,
ocorrendo desde a protrusdo da raiz (10 d) a expanséo total das folhas primérias (22
d) (figura 2b). Como a mobilizagdo de proteinas, o decréscimo de lipidios
acompanhou a perda da massa seca nos cotilédones (figura 1b). O tratamento com
sal retardou o decréscimo no final do crescimento das piantulas, desde a
emergéncia de folhas primarias (14 d) até a emergéncia de folhas secundarias.

O contetudo de amido (figura 2c) e agucares soluvel (figura 2d) aumentaram
nas plantulas tratadas com sal e controie desde a protrusdo da radicula (10 d) até a
emergéncia de folhas primarias (18 d), depois diminui até o final do experimento. O
tratamento com sal n&o afetou a acumulagdo de amido, mas reduziu a acumulacgéc
de agucares soluvel até a emergéncia das folhas primérias (18 d). Em adicéo, o
conteudo de amido e acucares solivel diminui rapidamente nas plantulas do
tratamento controle do que a do tratamento salino até a emergéncia das folhas
secundarias.

As trés maicres fracGes das proteinas de reservas de cajueiro corresponde as
globulinas, prolaminas e albuminas, na ordem decrescente (figura 3). Até a protrusdo
da radicula (10 d), os cotilédones das plantulas controle mostraram alto contetido de
globulinas (250 mg/cot.) e baixo conteldo de prolaminas (13 mg/cot.) e albuminas

(3.7 mgl/cot.). Globulinas (figura 3a) e albuminas (figura 3b) foram mobilizadas mais
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répido que prolaminas (figura 3c) principalmente até a emergéncia do epicdtilo (14
d). Nas plantulas tratadas com NaCl, a mobilizacéo de globulinas e prolaminas foi
retardada desde a expansdo total das folhas primarias (14 d), enquanto a
mobilizacdo de albuminas foi retardada precocemente, desde a emergéncia das
folhas primarias (18 d).

O conteudo de aminoacidos livres em ambos os tratamentos durante a
emergéncia das folhas promarias (14 d) (figura 4a), coincide com intensa
mobilizag&o de globuiinas e albuminas (figura 3a e 3b, respectivamente). Embora, as
plantulas do tratamento salino acumuiaram menos aminoacidos livres do que as
plantulas controle. Em adi¢do, o conteudo de aminoacidos livres diminui desde a
emergéncia das foihas primarias (18 d) até o fim do experimento (30 d). Durante
esse pericdo, as plantulas tratadas com sal apresentaram altc conteudo de
aminoacidos livres que as pléntulas contrcle.

~

O tratamento salino n&o provocou uma acumuiacZo proeminente de prolina

Y]

nas plantuias de cajueiro (figura 4 b). Nas plantulas do tratamento coniroie e saiino,
¢ contelido de prolina aumentou na emergéncia do epicétilo (14 d) e diminui durante
0 estabelecimento das piantulas. As piéntulas tratadas com sal apresentaram atraso
no conteudo de prolina em comparagao as plantulas controle somente durante a
expansao total das folhas primarias (22 d) e a emergéncia das folhas secundarias
(26 d).

Dos aminoacidos analisados os mais importantes quantitativamente foram
arginina (figura 4c), glutamina (figura 4e) e asparagina (figura 4f), na ordem
decrescente. Como o contetdo de aminoacidos livres (figura 4a), o contelido de
arginina, glutamina e asparagina aumentou durante a emergéncia do epicétilo (14 d)
e depois diminuiu até a expancéo total das folhas secundarias (30 d). Desde a
expansao das folhas primarias (22 d), o contelido desses aminoacidos diminui mais
rapidamente nas pléntulas controle do que nas plantulas do tratamento salino.
Dentre os amino&cidos livres examinados, somente a ornitina foi progressivamente
acumulada durante o estabelecimento das plantulas, especialmente nas plantulas

tratadas com sal (figura 4 d).
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Figura 02 — Efeito do NaCl na variagdo da matéria seca nos cotilédones (a) e eixos em crescimento

(b) durante o estabelecimento das pléntulas de cajueiro. {¢) control; () 50 mM NaCl.
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Figura 03 — Efeito do NaCl na variagdo do contetido de proteinas (a), lipidios (b), amido (c) e
acucares solivel (d) nos cotilédones de plantulas de cajueiro ao longo da mobilizagdo das reservas.
(o) controf; (e) 50 mM NacCl.
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(c) nos cotilédones, durante o estabelecimento das plantulas de cajueiro.{c) control; {(¢) 50 mM NacCl.
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3.4 Discussdo

Os cotilédones das plantulas de cajueiro apresentam lipidios como sua
principal reserva de nutriente (figura 2c), seguido por proteinas (figura 2a) e amido
(figura 2b), caracterizando as castanhas do caju como sementes oleaginosas.
Durante o estabelecimento das plantulas de cajueiro, a mobilizac&o das reservas foi
caracterizada pela diminuicdo coordenada do conteudo de massa seca (figura 1c),
proteinas (figura 2a) lipidios (figura 2b) e amido (figura 2c) nos cotilédones e o
aumento de massa seca no eixo em crescimento (figuraia).

Intenso declinio de lipidios (figura 2b) durante a protruséo da radicula (10 d) e
a emergéncia do epicétilo (14 d) coincide com acumulacdo de agucares sciUveis
(figura 2d) e amido (figura 2c) nos cotilédones das pléntulas de cajueiro, indicando
biossintese de carboidratos pelos lipidios através da gliconeogénese (Bewley e
Black, 1984). Esses resultados confirmam que os lipidios t&m como principal papel
de reservas de nutrientes em plantulas de cajueiro imediatamente apés a
germinacgéo. Adicionalmente, amido foi sintetizado como uma reserva de nutrientes
transiente (figura 2c) produzindo agucares sollveis para transporte de carbono nos
eixos em crescimento nos Ultimos estadios (figura 2d). Declinio do contetido de
lipidios durante o desenvolvimento inicial das plantuias de cajueiro foi estudado
previamente (Cavalcanti junior, 1994), mas seu possivel papel na biossintese de
carboidratos transientes nao foi investigado. Além disso, lipidios foram anteriormente
caracterizados como fonte de carbonos ao crescimento de pléantulas para outras
espécies cultivadas, incluindo jojoba (Kayani ef al., 1990) e girassol (Ashraf ef al.,
20083).

Como esperado, as globulinas foram as maiores proteinas de reservas
encontradas nos cotilédones de pléntulas de cajueiro (figura 3a). Essas proteinas de
reservas foram comumente encontradas nas dicotiledéneas (Bewley e Black, 1994).
Os cotilédones de plantulas de cajueiro também apresentaram consideravel
contetdo de prolaminas (figura 3c), conhecidas como as principais proteinas de
reservas de monocotiledéneas (Bewley e Black, 1994). Levando em consideragéo
que as glebulinas (figura 3a) e albuminas (figura 3b) foram mobilizadas mais réapido
que as prolaminas durante a protrusdo da radicula (10 d) e a emergéncia do
epicétilo (14 d), prolaminas provavelmente tem um papel como proteinas de

reservas secundarias em plantulas de cajueiro.
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A salinidade retarda notavelmente a mobilizacdo de reserva durante
estabelecimento das pléntulas de cajueiro. A mobilizagdo de proteinas (figura 2a) foi
bastante afetada pelo estresse salino, visto que foi retardada desde a protrus@o da
raiz (10 d). Em comparacéo, a mobilizacdo de lipidios (figura 2b) e amido (figura 2c)
foi afetada depois da emergéncia (18 d) e expansao total das folhas priméarias (22 d),
respectivamente. Embora, a mobilizacdo de toda reservas de nutrientes foi
fortemente retardadas durante a emergéncia das folhas secundérias (26 d) e foi
recuperada no final do experimento (30 d).

A mobilizagc&o das reservas foi diferenciaimente afetada pelo estresse salino
em cajueiro e outras espécies de cultivo. A mobilizagdo de proteinas foi retardada
pela salinidade com NaCl desde a germinagdo das sementes em cajueiro, até o final
do estabelecimento das pléntuias em feijao (Prisco e Vieira, 1976) e ela nZo foi
afetada até o completo crescimento das pléantulas de milho (Ashraf and Wahid, 2000)
e girassol (Ashraf, 2003). Em adic&o, o decréscimo de lipidios foi retardado pelo
estresse salino durante a germinacéc em jojoba (Kayani et al., 1990), milho (Ashraf
and Wahid, 2000) e girassol (Ashraf, 2003), em cotilédones de CajuPITO o atraso da
mcbilizaggdo de lipidics ocorreu durante o estabelecimento das plantulas.
Considerando que a mobilizagdo das proteinas foi mais severamente afetada pela
salinidade com NaCl do que a degradacdo de lipidios em cajueiro, parece que a
mobilizag&o das proteinas consiste num importante processo limitante para o
desenvoivimento inicial das plantulas sob estresse salino.

Durante o estabelecimento das plantulas de cajueiro, a salinidade afeta
concomitantemente o crescimento das plantulas (figura 1a), mobilizacdo das
reservas (figura 2a, 2b e 2c), aminoécidos livres (figura 4a) e acumulacdo de
acucares soluveis nos cotiiédones. Nos esiadios iniciais (10-18 d) o estresse salino
n&o inibiu o crescimento das pléantulas, mas retardou fortemente a mobilizagédo de
proteinas e lipidios, restringindo aminoacidos livres e acumulagdo de aclcares
sollveis respectivamente. Nos estadios finais (22-30 d), o estresse salino limitou o
crescimento das plantulas, atrasou fortemente a mobilizacéo das proteinas e lipidics
e aumentou a acumulacé&o de aminoacidos livres e agucares sollveis.

Conforme estas evidéncias, a inibicdo do crescimento induzida por sal
provavelmente reduz o eixo em crescimento caindo a forca dreno e diminuindo o
transporte de carbono e nitrogénio. Entdo, a retencdo de aminoacidos livres e

agucares soluveis nos cotilédones podera abaixar a mobilizacdo de reservas regular
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pelo mecanismo de retroalimentagdo dependendo dos compostos de produtos de
hidrdlise.

O controle da mobilizacdo das reservas tem sido geralmente atribuido aos
mecanismos hormonal ou fonte-drenc (Bewley e Black, 1994). Em dicotiledéneas,
parece que auxinas promovem mobilizacéc de reservas e o acido abscisico
antagoniza sua acgéo (Buckeridge ef al., 2004). No outro lado, a for¢ca dreno dos
eixos em crescimento podera influenciar a atividade metabdlica da fonte cotiledonar
(Bewley and Black, 1994). Conitudo disturbios hormonais causados pela salinidade
com NaCi nac poderé ser descartado, os resultados do corrente trabalho evidencia
que a mobilizag&o das reservas foi pcssivelmente controlada pelo mecanismo fonte-
dreno em plantulas de caju sob estresse salino.

Corroborando coem essa hipétese fonte-dreno, arginina (figura 4c), ornitina
(figura 44), glutamina (figura 4e) e asparagina (figura 4f) foram notadamente retidos
nos cotilédones de plantulas de cajueiro tratadas com sal quando a mobilizac&o das
proteinas (figura 4f) foram fortemente retidas (22-26 dj. Glutamina e asparagina s&o
as principais amidas transportadoras de nitrogénio em plantas superiores (Buchanan
et al., 2000) e arginina produzindo ornitina como transportadores de nitrogénio em
espécies lenhosas (Nabais ef al.,, 2005). Entdo a acumulagdo desses aminoacidos
nos cotilédones reforca fortemente que o transporte de nitrogénio reduzido em
piantulas de cajueiro sob estresse salino.

Complementriamente, prolina ndo foi consideravelmente acumulada nos
cotilédones de plantulas de cajueiro tratadas com sal (figura 4b). Acumulacéo de
prolina tem sido relatada como ajustamento osmético e estabilidade da estruturas de
proteina sob estresse saiino (Buchanan ef al., 2000; Thakur e Sharma, 2005). Nesse
caminho, pequena acumulagao de prolina nas plantulas de cajueiro tratadas com sal
foi provavelmente uma consequéncia de disturbios no transporte e metabolismo de
nitrogénio (Silveira et al., 2003).

O metabolismo dos compostos de reserva acaba gerando uma grande
quantidade de agucares livres e aminoacidos no tecido de reserva das plantas e
estes s&o transportados para os tecidos em crescimento (Buckeridge et al., 2000b).
Nos cotilédones de cajueiro esse aumento foi evidenciado até 14° dia, quando o
epicotilo emergiu (figura 2d e figura 4a) e o processo de dreno se intensificou.
Quando a taxa de crescimento do embrido for compativei com a producéo e o

transporte de sacarose nos tecidos de reservas, o processo de mobilizacdo é
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definido como continuo (Buckeridge et al., 2000b). Esse fendmeno é observado no
eixo e nos cotilédones de cajueiro (figura 1d e figura 2d), onde o decréscimo de
lipidios e amido dos cotilédones sdo responsaveis pelo fornecimento de agucares a
serem mobilizadcs para o eixo em crescimento durante o estabelecimento da
plantula (figura 2b, 2c). A mobilizagdo das reservas podera ser interrompida se a
plantula sofrer uma diminuicdo ou parada no processo de desenvolvimento, pois o
excesso de acumulo de aglcares na plantula leva a um aumento nos niveis de
radicais livres e consumo de energia para manter os tecidos vivos. Em relagéo a
mobilizacdo de reservas de proteinas, um sistema de controle analogc ao descrito
acima deva existir para aminoacidos, com finalidade de controlar a distribuic}éo de
compostos nitrogenados na piantula em desenvolvimento, mas pouco € conhecido

desse sistema (Buckeridge ef al., 2000b)

3.5 Conclusao

Esse trabalho mostrou varias evidéncias onde a mobilizac&o das reservas das
plantulas de cajueiro sob estresse salino € controlada pelo estreito mecanismo fonte-
dreno associado a retencdo dos produtos de hidrolise nos cotilédones. A
investigacao de particionamento de carbono e nitrogénio na pléntula inteira tanto
como 0 balango hormonal sob estresse salino podera eiucidar o mecanismo
reguiatério da mobilizac&o das reservas durante o estabelecimento das plantulas de

cajueiro.
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Caracterizacdo de proteases envolvidas na mobilizagao das
reservas protéicas em plantulas de cajueiro na presenca de NaCi

CAPITULO 4
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4.1 Introdugao

As proteinas de reserves localizados nos cotilédones de plantas
dicotiledéneas s&o hidrolisadas e seus constituintes translocados para a plantula em
desenvolvimento. A degradacao e mobilizacdo das proteinas de reservas requerem
a agdo combinada de enzimas proteoliticas que podem estar presente nas sementes
maturas ou sintetizadas de novo durante a germinagao e o desenvolvimento da
plantula. Por tanto, as enzimas proteoliticas tém sido reconhecidas como
componente chave durante a mobilizacdo das reservas de proteinas, sendo
necessaric um conhecimento mais especifico dessas enzimas durante o
desenvolvimento do embrido para meihor entendimento do processo (Mintz, K.
2001).

Existe um tipo de vacuolo que acumulam proteinas produzidas ao lengo
do desenvolvimentc da semente. S&o os vacuolos liticos que contém enzimas
proteocliticas &cidas (hidrolases &cidas), cuja fungdo é hidrolisar proteinas para ¢
crescimento na fase poés-germinativa, suportando o desenvelvimenio inicial da
plantuia (Mintz, K. 2001).

A hidrélise das proteinas de reserva aos seus peptideos e aminoacidos
constituintes é realizada por proteases classificadas de acordo com sua atividade
hidrolitica (endepeptidases, aminopeptidases e carboxipeptidases). Em semenies de
cereais o endosperma € o principal local de acimulo de proteinas, e a sintese de

proteinases ocorre principalmente na camada de aleurona. Os aminoacidos

‘resultantes da hidréiise dos oligopeptideos por peptidases sdo convertidos no

citoplasma a amidas (glutamina e asparagina) e entédo transportados para o €ixo em
crescimento. Em sementes de dicotiledéneas, os cotilédones sdo 0s principais
orgaos de reserva e a hidrdlise enzimatica das proteinas inicia-se nos corpos
protéicos onde posteriormente as amidas s&o transportadas para o eixo em
crescimento. Com o fim da protedlise, os corpos protéicos vazios sdo fundidos
formando grandes vacuolos, onde uma variedade de hidrolases € secretada,
transformando em vesiculas autofdgicas responsaveis pela senescéncia e
degeneracéo dos cotilédones (Shewry e Casey, 1999).

As endopeptidases s&o classificadas de acordo com seu mecanismo
catalitico, relacionado diretamente a especificidade no sitio ativo dessas enzimas. A

expressdo proteinase € usada como um sindnimo das endopeptidases as quais
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estdo relacionadas geralmente com a germinagéo e desenvolvimento do embrido.
Em plantas, principalmente nas sementes, as endopeptidases tém sido chamadas
ge proteinases. Estas s&o agrupadas em quatro classes: proteinase cisteinicas,
serinicas, asparticas e metalo-proteinase. Na pratica, proteinases sdo divididas
nestes grupos de acordc com suas sequéncias homodlogas e uso de inibidores
classe-especifica. Alguns desses inibidores sdo resumidamente discutidos abaixo
(Barrett,1994).

As proteinases serinicas sdo enzimas que abriga no seu sitio catalitico um
grupo serina ativo. Estas enzimas s&o envolvidas em uma variedade de processo
fisiolégico como senescéncia, morte prog-ramada celular, xilogéneses, diferenciacdo
de tecidos, infeccdo das células de plantas e germinacdo. A classificacdo de uma
proteinase em classe de proteinase serinica & geralmente realizada pelo uso do
fiuoreto de fenilmetilsuifonila (PMSF) ou di-isopropil fluorofosfato. Duas proteinases
serinicas familiar sdo as enzimas digestivas de mamiferos: quimiotripsina e tripsina.
(Palma et a/. 2002).

As proteinases cisteinicas s&o as endopeptidases mais conhecidas, sendo a
papaina da Papaia a mais estudada. O mecanismo catalitico dessas enzimas
envolve um grupo cisteina no sitio ativo que interage com o substrato protéico. Estas
enzimas sdo envolvidas em eventos bioldgicos como a senescéncia, diferenciagéo
de células do mesodfilo em elementos traguedides, xilogénese, morte celular
programada ligade a patégeno e mobilizacdo de proteinas durante a germinacgéo. As
endopeptidases asparaginil estdo incluidas na classe das proteinases cisteinicas,
estando envolvidas principalmente na mobilizacdo de proteinas de reservas durante
a germinacao de varias sementes (Palma ef al. 2002). Dos inibidores de proteinases
cisteinicas o trans-epoxissuccinil-L-leucilamida 4-guanidino butano (E-64) e a
Leupepitina sdo os mais usados, sendo este ultimo de baixa especificidade inibindo
apenas algumas proteinases cisteinas.

As proteinases asparticas possuem afinidade por ligagbes peptidicas
flangueadas por residuocs de aminoacidos hidrofébicos, 2 sdo ativas em pH acido.
Entretanto, enzimas asparticas tém sido relatadas em uma ampla faixa de espécies
de plantas, a maior parte dos estudos foi conduzida em grdos de cevada, aonde s&o
abundantes. Existe menos estudo com proteinase asparticas quando comparado
com as proteinases cisteinicas e serinicas, portante, poucas funcdes biocldgicas sé&o

atribuidas para estas proteinases. Das funcdes bioldgicas identificadas est&o: a
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degradacéo de proteinas relacionadas a patogénese extracelular e protedlise das
proteinas de reservas globulares de sementes de cacau e momona. A pepsina, uma
proteinase aspdrtica, inicia a digestdo das proteinas em condicbes acidas do
estdmago. O inibidor mais usado para inibir proteinase asparticas é a pepstatina
isovarelil de origem microbiana (Palma ef al. 2002).

De todas as proteinases a menos conhecidas s&o as metalo-proteinases. A
maior parte destas enzimas contém zinco, embora cobalto e manganés possam
também estar presentes. Estes ions ativam a molécula d'agua necessaria para
hidrélises das ligacdes peptidicas. Metalo-proteinases da matriz incluem um ndmero
de endopeptidases animais envolvido na degradacdo das proteinas da maitriz
extracelular. Resultados obtidos em animais sugerem que estas enzimas nas plantas
podem ser um importante regulador do crescimento e desenvolvimento e podera
participar da morte programada celular (Palma ef al. 2002). Os inibidores mais
usados sac 1,10-phenanthroline e 3, 4-dichloroisocoumarin, entretanto o EDTA &
comumente usado. (Barrett 1986, Barrett 1994, Ryan and Walker-Simmons 1981).

O objetivo do presente trabalho foi estudar o comportamento temporal da
atividade proteolitica e o perfil das proteinas em cotilédones de pléntulas de cajueirc

sob tratamento salino com NaCl.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Extracado de proteinas sollveis de cotilédones de cajueirc

Amostras com 1 g de massa fresca de cotilédones foram maceradas com
nitrogénio liquido e extraidas com 5 mL de tampéo Tris-HCl 100 mM pH 8,0
contendo EDTA 2 mM, ditiotreitol 2 mM e PEG 6000 3% (m/v). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -80 °C. As proteinas sollveis destes extratos foram
guantificadas de acordo com o método de Bradford (1976), usando soro albumina

bovina como padréo.
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4.2.2 Atividade in vitro das proteases

Para medir a atividade das proteinases, aliquotas de 50 uL de extrato foram
adicionadas a 1,0 mL de tamp&o de atividade contendo: acetato 50 mM pH 5,0, L-
cisteina 5 mM, Triton X-100 0,1% (v/v) e azocaseina 1% (v/v). As amostras foram
incubadas a 37 °C por 1 h e a reac¢&o inibida pela adigcéo de 150 uL de TCA 0,2 M.
Em seguida, as mesmas foram centrifugadas a 6.500 xg por 5 min, coletando-se 1,2
mL do sobrenadante. A atividade enzimatica foi detectada no espectrofotdmetro
Thermus Spectronic Genesys a 440 nm, comparandoc as leituras obtidas a um
controle com proteases sem atividade bioldgica, devido desnaturagéo prévia com
TCA 0,2 M. A atividade foi expressa em UA mg' Proteina h”, considerando 1
unidade de atividade (UA), comc 0,01 unidade de absorbéncia (Ainouz e Freitas,
1991).

Para a inibicdo da atividade de proteinases serinicas, cisteinicas, metalo e
asparticas, foram utilizados os inibidores fiuoreto de feniimetilsulionila (PMSF),
trans-epoxissuccinii-L-leucilamida {4-guanidino) butano (E-64),
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) e pepstatina, respectivamente. Para
tanto, aliquotas 50 pL do extrato foram pré-incubados com PMSF 1 mM, E-64 10
UM, EDTA 2 mM ou pepstatina 100 uM, por 30 minutos a 25 °C, antes do ensaio de

atividade. (Domigue, 19S3).
4.2.3 Zimograma PAGE-Native unidimensional

Para avaliacdo da atividade de possiveis isoformas de proteinases foram
realizados zimogramas de amostras de cotilédones. Para tanto, 20 pyL da amostra
diluida 10x foi misturada ao tampao Tris-HC! 0,062 M pH 6,8 contendo glicerol 10%
(v/v) e azul de bromofenol 0,01% (v/v), sendo submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) 12,5% (v/v) contendo gelatina 0,1% (v/v), na auséncia de SDS
e B-mercaptoetanol. A coitida eleiroforética foi conduzida a 20 mA e 4°C por 2 h.
Apos a corrida eletroforética, o gel foi lavado em Tritcn X-100 2,5% (v/v) por 30 min
a temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi transferido para tampé&o acetato de
sédio 100 mM pH 5,0 contendo L-cisteina 10 mM e Triton X-100 0,2% (v/v) e
incubado por 12 h a 37°C. Apds a incubacéo, o gel foi revelado com azul brilhante

de Coomassie R-250 0,1% (v/v), metanol 41,6% (v/v) e &cido acético 16,6% (v/v)
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durante 12 h e lavado com metanol: acido acético: agua (3:1:6 v/v/v). As bandas que
apresentarem atividade foram comparadas com as bandas obtidas em gel sem o
substrato e corado com azul brilhante de Coomassie R-250 0,1% (v/v), metanol

41,6% (v/v) e acido acético 16,6% (v/v) (Dominique, 1993).
4.2.4 Eletroforese PAGE-SDS unidimensional

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (PAGE-SDS) e
de B- mercaptoetancl, foi conduzida seguindo-se a técnica descrita por Laemmili
(1970). O gel de aplicacéo contendo 5% de poliacrilamida foi preparado com tamp&o
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS a 10% (m/v), persulfato de ambnio 15% e S5uL TEMED.
O gel de separacdo com 12,5% (m/v) de poliacrilamida fci preparado com tampao
Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8, contendo SDS a 10% (m/v), persulfato de aménio 15% e 5uL
TEMED. Amostras de 20 pL diluida 20x dos extratos de cotilédones a serem
submetidas a eletroforese foram misturadas com tampé&o Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8
centendo 2% de SDS, glicerol 10% e mercaptoetanol 5% (v/v) e aplicadas nos géis.
A corrida eletroforética foi realizada a amperagem constante (20 mA), com duragéo
média de 2 horas. Apos a corrida eletroforética, o gel foi colocado para corar por
aproximadamente 12 h em azul brilhante de Coomassie R-250 0,1% (v/v), metanol
41,6% (v/v) e acido acético 16,6% (v/v). O descoramento foi realizado numa mistura
de metanol: acido acético: agua (3:1:6 v/vlv). Albumina sérica bovina (66 KDa);
albumina de ovo (45 KDa); Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (36 KDa);
Tripsinogénio de pancreas bovino (24 KDa); Inibidor de tripsina de soja (20 KDa) e
a-Lactolbumina de leite bovino (14,2 KDa) foram usados como marcadores de

massa molecular (Sigma).
4.2.5 Extracdo e precipitagdo de proteinas totais de cotilédones de cajueiro

50mg da matéria fresca do tecido cotiledonar, iiofilizado e moido, foram

misturados com PVP inscluvel e tampéo de extracdo (pirimidina 50 mM, tioreia 10

- mM, SDS 1%, pH 5.0) na propor¢éo 1:2:40 (p/p/v), a mistura foi agitada por duas

horas a 4°C e centrifugada a 10.000 xg por 40 minutos. O sobrenadante foi removido
e misturado com TCA 10% em acetona gelada durante 2 horas a -20°C depois
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centrifugado a 10.000 xg por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com acetona gelada, agitando fortemente até obter uma
suspenséo uniforme. A suspencao foi centrifugada a 5.000 xg por 5 minutos a 4C°
(sobrenadante € descartado e o precipitado € submetido ao mesmo tratamento
assim que nenhum residuo de TCA for encontrado). Em seguida, o precipitado foi
secado a vacuo e a quantidade de proteina € medida pelo método de Bradford,
pesando uma fragdo do pé e dissolvendo em ureia 8M (Campos et al, 2005).

Para focalizag&o isoelétrica, amostras protéicas precipitadas e dissolvidas em
tamp&o Uréia 8M, foram diluidas 20x, e 80uL do diluido foram misturadas com

120uL do tampéo de reidratacéo.
4.2.6 Eletroforese PAGE- SDS Bidimensional (2-D)

Proteinas totais foram analisadas através de eletroforese PAGE-SDS em
duas dimensbes (2-D). Para a primeira dimens&o, a focalizagédo isoelétrica foi
realizada usando tiras de géis com um gradiente imobilizado de pH linear de trés a
dez (3-10). As tiras de géis foram reidratadas por 12 horas com o tampéo de
hidratacdo (Dithiothreitol 25mM, Uréia 7M, Tioréia 2M, Glicerol 10%, Chaps 2%,
Anfolitos 2% e Azul de bromofenol). Focalizagéo isoelétrica foi realizada a 20 °C em
um sistema IPGphor (Amersham Pharmacia Biotech) com aumento sucessivo em
voltagem: 100 V por 1 hora, 200 V por 1 hora, 5000 V por 2 hera, 8000 V por 1 hora
até a voltagem total aplicada de 20000V. Apés a focalizagéo isoelétrica, as tiras de
géis foram equilibradas em uma solugdo desnaturante redutora (Tris-HCI 50mM pH
8,8 com Uréia 6M, Glicerol 30%, SDS 2%, Dithiotheitol e azul de bromofenol), e
depois as proteinas focalizadas foram separadas em eletroforese gel de
poliacrilamida a 12 % (w/v), que foi realizada de acordo com o método de Laemmli
(1970). Apos eletroforese, as proteinas em gel foram visualizadas por coramento
com Comassie blue.

Para realizagés dc zimograma bidimensicnal (2-D) feram usadas as
mesmas condi¢des da PAGE-SDS (2-D) excluindo o SDS e acrescentando

gelatina 0,1% comio substrato enzimatico (figura 4b).
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4.3 Resultados

A atividade azocaseinolitica das proteases cotiledonares das plantulas de
cajueiro permaneceu igual e constante, tanto no tratamento salino como no
tratamento controle até o 12° dia apds o semeio. Apos esse periodo a atividade no
tratamento salino permaneceu a mesma, e somente no 24° dia foi observado um
aumento de até 5x. Ja& o tratamento controle dobrou a atividade do 16° ao 20°
chegando ao 24° dia com atividade 8x maior (figura 1a).

O conteudo de proteinas soluveis dos cotilédones nos dois tratamentos teve
um decréscimo continuo durante a mobilizagdo, possuindo na ultima coleta, do
tratamento controle, um conteudo de proteina 7x menor que o da coleta inicial (figura
1b).

Analisando os graficos com os inibidores especificos de proteinase, ¢ inibidor
de proteinase serinica (PMSF) apresentou maior resposta de inibicdo (figura 1f)
comparado com os demais inibidores (figura 1c, d, €) nas proteases de cotilédones,
tanto do tratamento controie como salino. O inibidor com menor 'resposta foi o EDTA
(figura 1e), j@ os inibidores E-64 e pepstatina inibiram moderadamente e de
intensidade iguais as proteinases dos cotilédones nos tratamentos controle e saiino
(figura 1c, d).

Atividade enzimatica (gelatinolitica), tempo dependente, da exiracdo
cotiledonar das plantulas de cajueiro, também foi analisada através de zimograma
(figura 2). A revelagéo do gel, depois de incubado a 37°C, mostrou um aumento da
atividade enzimatica com o passar do tempo nos cotilédones sob tratamento
controle, nos cotilédones scb tratamenio salino (NaCl 50 mM) existe revelagcéo da
atividade enzimatica somente no extrato da uitima coleta (24° dia). Ainda no
zimograma é observado, no gel controle, a formagdo de uma segunda banda
quando aplicado extrato cotiledonar do tratamento controle do 24° dia de coleta. O
gel incubado com solugcédo contendo o inibidor PMSF n&do formcu bandas de
atividade gelatinolitica, j& o gel incubade ccm EDTA apresentou revelagio
semelhante ao do gel controle. Os géis incubados com E-64 e pepstatina nio

tiveram revelacdo da banda superior, surgindo somente a banda inferior {figura 2).
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Figura 1. Atividade azocaseinolitica in vitro total (a), proteinas sellveis totais (b) e
resposta inibitéria in vifro dos inibidores de proteinase especificos (c, d, e, f) de
cotilédone das plantulas de cajueiro sob tratamento conirele e salino.
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Perfil eletroforético PAGE-SDS de proteinas sollveis, dos cotilédones de
cajueire, mostra trés bandas (1, 2, 3) coradas com comassie blue que se destacam e
se mantém até o 12° dia no tratamento controle e até o 16° dia no tratamento salino.
A terceira banda é a Unica que permanece até 24° dia no tratamento salino (bastante
fraca), onde no tratamento controle ela desaparece ao 20° dia. As massas das
bandas 1, 2, 3 s&o respectivamente préximas de 55, 34 e 22kDa (figura 3).

Perfil eletroforético PAGE- SDS em duas dimensdes (2-D) de proteinas totais,
com tiras de focalizagdo iscelétrica variando de 3 a 10 e marcadores de 14 a 97 kDa.
Os pontos corados com comassie blue (spots) indicam proteinas com massa e ponto
isoelétrico (pl) especificos, distribuidos uniformemente por todo gel, designando uma
variedade de espécies de proteinas e enzimas encontradas em cotilédones de
sementes de cajueiro 12 dias semeadas sob tratamento salino (figura 4a, 6a).

Através do programa da Amersham Biosciences (ImageMaster™ 2D
Plantinum Software Version 5.0) massa e ponic isoelétrico dos spotfs foram
analisados, e através do programa disponivel na internet (ExPASY-Tagldent) foi
possivel fazer analise parcial dos spots no gel PAGE-SDS (2-D), de proteinas totais
de cotilédone de cajueiro, com finalidade de comparar com spofs de outras espécies
de planias ja identificadas. Foram analisados spofs com massa préxima de 52kDa-pl
(7.1 a 7.5), 33kDa-pl (7.0 a 7.5), 31kDa-pl (6.3 a2 6.9) e 22kDa-pl {4.4 a 5.3), sendo
identificado precursores de protease serinicas, Albuminas, glutelinas e globulinas
respectivamente (figura 4a)

Zimograma 2-D das proteinas sollveis de cotilédone de cajueiro, apds 24 dias
de semeio sob tratamento controle, mostrando atividade gelatinolitica de proteases
responsaveis pela hidrolise das proteinas de reservas. Os trés pontos de revelacdo
observados no gel est&o localizados numa regido com massa e pl superior a 66kDa
e 8 respectivamente (figura 4b).

PAGE-SDS em duas dimensdes com tiras de focalizagéo isoelétrica variando
de 3 a 10 e marcadores de 14 a 97kDa foram realizadas com extratos de cotilédones
com 12, 16, 20 e 24 dias apds o semeioc sob tratamento controle e salino (figura 6).
O velume e intensidade dos spots diminuem com o passar do tempo, e apds 24 dias
ainda é possivel identificar spofs no gel com extrato de cotilédones sob tratamento

controle (figura 6d).
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Figura 3. Perfil eletroforético PAGE-SDS de proteinas cotiledonares das pléntulas de
cajueiro sob tratamento controle (C) e sob esiresse salino (E) aos 4, 8, 12, 16, 20 e 24
dias ap0s a semeadura.
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Figura 4. Eletroforese PAGE-SDS (2-D) das proteinas totais de cotilédones de plantulas de cajueiro
12 dias apds o semeio sob o tratamento salino (a). Zimograma 2-D das proteinas sollveis de
cotilédones de plantula de cajueiro 24 dias ap6s o semeio sob tratamento controle.
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Arabidopsis thaliana (082229)
Putative serine carboxyvpeptidase-like 23 precursor (EC 3.4.16.-).

pl: 7.27, MW: 49230.73

Arabidopsis thaliana (Q9LEY1)
Serine carboxypeptidase-iike 35 precursor (EC 3.4.16.-).
pl: 7.27, MW: 51455.26

Arabidopsis thaliana (Q84WF0)
Serine carboxypeptidase-like 37 precursor (EC 3.4.16.-).

pl: 7.27, MW: 51720.80

Arabidopsis thaliana (Q9FHCS)
Serine carboxypeptidase-iike 41 precursor (EC 3.4.16.-).

pl: 7.28, MW: 50378.32

Arabidopsis thaliana (Q9FFBO0)
Serine carboxypeptidase-like 47 precursor (EC 3.4.16.-).

pl: 7.17, MW: 53899.27

Triticum aestivum Glutenin, low molecular weight subunit PTDUCD1 precursor. (P16315)
pl: 6.87, MW: 31272.52 pi = 6.8 Mw = 31000 delta-pl = 0.50 delta-Mw = 310

Brassica Napt.;é Cruciferin alpha chain. {P33525}- globulinas 11 S
pi: 7.17, MVV: 32938.47

Figura 5. Ponto isoelétrico e massa de precursores das proteases serinicas, subunidade
glutelinica e cadeia alfa da globulina de diferentes espécies de plantas.
Fonie: http://www.expasy.org/cgi-bin/tagident0.pl
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Figura 6. Perfil eletroforético PAGE-SDS (2-D) de proteinas totais cotiledonares das plantulas de cajueiro sob tratamento controle (A, B, C, D) e
sob tratamento salino (a, b, c, d) aos 12, 16, 20 e 24 dias apds a semeadura (tempo dependente).
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4.4. Discussao

Durante a germinacédo, periodo que antecede o 12° dia, a atividade
azocaseinolitica in vitro dos extratos cotiledonares das pléantulas submetidas aos

-

tratamentos controle e salino ndo é alterado, € somente no 24° dia existe um
aumento de cinco unidades de atividades por grama de massa fresca por hora (UA
g'MF h™") no tratamento salino. J& no tratamento controle é observado a partir do
12° dia um pequeno aumento que se mantém até o 20° dia, seguido por um aumento
significativo na ultima coleta (24° dia). Nos extratos de cotilédones das plantulas sob
tratamento salino houve um atraso de até duas UA g'MF h comparado com o
controle (figura 1a), esses resultados podem confirmar o atraso de até 30% do
contelidc de proteinas sollveis durante a mobilizacao (figura 1b).

As analises da atividade das proteinases, incubada com inibidores especificos,
foram realizadas a partir do 12° dia de semeio (figura 1c, d, e, f) nos dois
tratamentos, isso devido ao aumento da atividade azocaseinolitica in vitro nos
exiratos cotiledonares do tratamento controle a partir desse dia. Notadamente as
inibicdes especificas foram comparadas com as amostras sem inibigcdo, tanto no
tratamento controle como no tratamento salino, observando-se novamente uma
nitida diferenca entre os tratamentos, existindo atraso na atividade azocaseinolitica
dos cotilédones das plantulas sob tratamento salino (figura 1c, d, e, f).

Analisando os graficos de inibicao proteinase especifica da figura 1, e
comparando com a atividade total (sem inibidor), as metaloproteinases s&o as
proteinases em menor quantidade nos cotilédones de cajueiro devido existir uma
menor diferenca na inibicdo especifica com EDTA quando comparada com o
comportamento da atividade sem inibidor (figura 1e).

As proteinases cisteinicas e asparticas sao inibidas pelo E-64 e a pepstatina
respectivamente, como a inibicdo dessas proteinases foi parcial, tanto para o
tratamento controle como salino, possivelmente proteinases cisteinicas e asparticas
s&o responsaveis pela mobilizac&do de reservas protéicas em cotilédones de cajueiro.

O PMSF, inibidor de proteinase serinica, teve maior resposta inibitoria
comparada com os demais inibidores, onde foi observada uma diferenca de 0,8 UA
g-1MF h™ no tratamento controle, ou seja, 80% de inibicdo da atividade total (figura 1
f). isso leva a concluir, que as proteinases serinicas s&o as enzimas de maior

atividade hidrolitica das proteinas de reservas dos cotilédones de cajueiro.
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E importante ressaltar a ratificacdo observada na atividade azocaseinolitica in
vitro e atividade gelatinolitica em gel (figura 2), pois o pico méaximo de atividade in
vifro coincide com uma revelacédo mais intensa no gel tanto no tratamento controle
como no salino. Os extratos de cotilédones nos trés primeiros tempos de coleta, sob
ratamento salino ndo mostrou atividade in vitro significante, portanto ndo existi
revelacdo gelatinolitica no gel controle nesses mesmos tempos (figura 2- 12d, 16d,
20d).

Globuiinas sdo as principais proteinas de reserva em sementes de
dicotiledéneas, especialmente as leguminosas. As prolaminas e glutelinas s&o as
proteinas de reserva mais comuns em sementes de monocotiledéneas, como 0s
cereais. J& as albuminas sdo mais amplamente distribuidas, ou seja, sdo
encontradas tanto em dicotileddneas como em monocotileddneas (Bewley e Black,
1994)

Anacardium occidentalle € uma espécie de dicotiledénea gue possui, no inicio
da germinacdc, 96% da reserva protéica do tipo globulinas. Essas proteinas séo
mobilizadas dos cotilédones durante o estabelecimento de plantula de cajueiro, e
apds 28 dias do semeio, apenas 4% das globulinas é ainda encontrada. Nos
estadios finais de mobilizacdo das reservas 91% das reservas protéicas ainda
existente sdo albuminas, seguida das prolaminas com 5% (Almeida, 2003).

No 24° dia a banda inferior no zimograma controle, de exirato cotiledonar do
tratamento sem NaCl, se intensifica (figura 2- 24d). Possivelmente essa banda
corresponde a um aumento da sintese de proteinases do tipo serinicas que séo
responsaveis peia hidrolise tardia das reservas protéicas do tipo albumina e/ou
prolamina (capitulo 3- figura 3).

Do 20° ao 24° dia, o0 aumento da atividade azocaseinciitica in vitre de 0,2 para
0,5 UA g'MF h (figura 1a) pode estar relacionado a aumento da expressdo de uma
isoforma de proteinase serinica responsavel pela mobilizacdo de reservas
albuminicas e prolaminicas ainda existente (capitulo 3- figura 3). Essa concluséo
pode ser corroborada, devido o aumento da intensidade da banda inferior no
zimograma, pois ela se mantém ao ser usado inibidores de proteinases cisteinas e
asparticas (figura 2- E-64, pepstatina) e desaparece ao ser usado inibidor de
proteinases serinicas (figura 2- PMSF). Logo a banda superior do zimograma pode

estar relacionada a atividade de proteinases cisteinicas, asparticas e serinicas com
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a s
massas bastante proximas, pois sua revelacdo desaparece ao ser usado seu

respectivos inibidores (figura 2- E-84, pepstatina, PMSF). |
Atividade gelatinolitica das metaloproteinases nao & observada, isso devido

a0 fato das duas bandas de revelagdo se manterem acesa quando 0 inibidor EDTA
foi utilizado (figura 2- EDTA).

A anélise dos spots da PAGE-SDS (2-D) quando comparados com spots de
outras espécies no banco de dados protedmico ExPASy demonstrou que os spots
com massa proximo de 52kDa e pl (7.1 a 7.5) possui massa e pl parecido com dos
precursores de proteases serinicas (figura 5); spots com massa préximo de 33kDa e
pl (7.0 a 7.5) possui massa e pl parecido com o da cadeia alfa da globulinas 118 de
Brassica Napus, e de albuminas (figura 5); spots com massa préximo 31kDa e pl
(6.3 a 6.9) possui massa e pl parecido ccm o da subunidade glutelina de Triticum
aestivum (figura 5); spots com massa proximo de 22kDa e pi (4.4 a 5.3) possui
massa e pl parecidc com o da esporamina, uma globulina de /. batata (Hattori ef al.,
1920).

Na PAGE-SDS a banda 1 (55kDa), 2 (34kDa) e 3 (22KDa) possui massa
préxima dos precursores de proteases serinicas, albuminas e globulinas do tipo
esporamina respectivamente (figura 4a). A banda que correspondente a globulina
(banda 3) permanece corada até 24 dias de semeio em amostras de cotilédones sob
tratamento salino (figura 3). Esse resultado ¢ reforcade pela PAGE-SDS (2-D), onde
€ observado spots com menos intensidade de coramento na drea do gel proxima de
22kDa (figura 6d), indicando que ainda existem proteinas de reservas a serem
mobilizadas do tipo globulina. Em /. batatas, cerca de 60 a 80 % do total de
proteinas soluveis é representado por uma proteina de reserva, da classe das
globulinas, a esporamina. As duas formas moncméricas, dessa proteina, de pesos
moleculares em torno de 25Kd, foram denominadas de esporamina A e esporamina
B (Hattori et al., 1990).

Zimograma 2-D possui trés revelagbes na parte superior do gel, com ponto
isoelétrico em torino de 8 e massa superior a 66 kDa, estas revelaces podem indicar
atividade das isoformas de um mesmo tipo de proteinase ou de proteinases distintas,
com pontos de focalizag&o isoelétrica proximos e massa semelhantes (figura 4b).
Zimograma 2-D também foi realizado com amostras de cotilédones de cajueiro com
20 dias apds o semeio scb tratamento controle, mas os pontos de revelagéo séo

menos intensos (resultado ndo mostrado) quando comparado com a revelacdo das
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amostras aos 24 dias, corroborando com o aumento da atividade observado em
zimograma unidimensional (figura 3 controle). O aumento da atividade observado
nos zimogramas pode estar relacionado ao aumento da expressdo de proteases
tardias necessarias para o esgotamento das proteinas de reservas nos ultimos dias
do estabelecimento das piantuias, ja que um aumento de 300% da atividade
azocaseinolitica foi bastante significativo (figura 1a). Somado a isso, existe uma
diminuicdo natural das proteinas de reservas do tecido cotiledonar usado para
extracdo, portanto, enzimas constitutivas da germinagdo poderdo hidrolisar com
mais intensidade o substrato do gel (gelatina 0,1%) diminuindo a competitividade

com o substrato natural.

4.5 Concluséo

A principai proteina de reserva encontrada nos cotilédones de plantuias de
cajueiro foi do tipo globulina, com massa proximo de 22kDa e ponto de focalizac&o
isoelétrica entre 4.4 e 5.3.

A principal atividade proteinasica responsavel pela mobilizacdo das reservas
protéicas é do tipo serinica, existindo também atividade cisteinica e asparticas.

Existe um atraso da atividade enzimatica e da mobilizacdo das proteinas
cotiledonares sob tratamento salino, ocasionado possiveimente pela menor forca de

dreno do eixo em crescimento quando comparado com o tratamento controle.
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