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RESUMO

SANTOS, Maicon Wandermaz dos. Respostas morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas de
acessos de pinhao manso (Jatropha curcas L.) submetidos a estresse salino-sédico. 2013.
63f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O pinhdao manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie arbustiva, oleaginosa da familia
Euphorbiaceae que vem merecendo muita aten¢cdo como fonte potencial de biodiesel, esta
espécie € tolerante a seca, com potencial para ser cultivada em ambientes semidridos sobre
solos salino-sédico. Entretanto, para atingir este objetivo, € necessario o melhor entendimento
das respostas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas do pinhdo manso perante essas
condi¢cdes climaticas adversas. Procurando dar uma contribui¢do nesse sentido, foram
conduzidos, no Departamento de Solos da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, uma
série de experimentos curtos sob condi¢des ambientais controladas. Os experimentos foram
conduzidos em cultivo hidroponico usando a solu¢do de Hoagland e Arnon a forca iOnica
total, conforme determinado em testes preliminares. As condi¢des experimentais foram as
seguintes: o fotoperiodo foi de 12 horas, a irradiancia fotossintética de 450 pmol m?%s™!, com
temperatura do ar de 28/24 °C para o periodo dia/noite. Apés um periodo pré-experimental de
cultivo em areia em condi¢Oes de casa de vegetacdo, as plantulas de pinhdo manso foram
transferidas para potes de pldstico na cadmara de crescimento e os tratamentos de salinidade
foram iniciados pela adi¢do de NaCl a solucdo nutritiva basal. No primeiro ensaio o acesso
305 foi submetido a trés niveis de NaCl: 0, 50, 150 mmol L'l, enquanto que no segundo e
terceiro ensaio, os acessos 356 e 345 foram tratados com cinco niveis, 0, 50, 75, 100 e 150
mmol L, respectivamente. Foi utilizado um desenho experimental inteiramente casualizado
com 4 repeticdes, ensaios 1 e 3 e com 5 repeticdes o ensaio 2. As plantas foram distribuidas
ao acaso sobre as bancadas e suas posi¢cdes foram mudadas diariamente. As plantas foram
colhidas quinze dias apds aplicagdo dos tratamentos, ocasido em que foram separadas, em
lamina foliar + peciolo, caule e raizes e sua area foliar total foi medida usando andlise de
imagens. Em amostras foliares frescas foram determinados o teor relativo de dgua, os teores
de clorofilas totais, agtcares soliveis, aminodcido livres e prolina. Em amostras secas foram
determinados os teores de Na*, K*, Ca ** ¢ Mg?*. Os acessos exibiram padrdes diferenciados
da resposta aos niveis crescentes de NaCl na solucdo nutritiva. Utilizando o rendimento
relativo da matéria seca total como primeiro critério de avaliacdo, foi concluido que o acesso
356 foi mais sensivel e o 305, o mais tolerante. O segundo critério de importancia foi o teor
foliar do fon Na® e sua relacdo associada Na'/ K. Em relacdo a acumulagio de solutos
organicos compativeis, foi concluido que o aumento em sensibilidade ao NaCl esteve
associado a uma acumulacdo crescente de aminodcido livres e prolina. Finalmente, o teor
relativo de dgua e o contetdo foliar de clorofila total podem servir apenas como indicadores
complementares devido ao aumento da concentra¢do de NaCl na soluc¢ao nutritiva.

Palavras chave: Rendimento relativo. Relacdo Na/K. Solutos compativeis
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ABSTRACT

SANTOS, Maicon Wandermaz dos. Morphological, physiological and biochemical
responses of physic nut (Jatropha curcas L.) accessions submitted to NaCl stress. 2013.
63p. Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil Science) Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Jatropha curcas L. (Physic nut) is a woody oil-seed bearing species of the Euphorbiaceae
family that has emerged as a potential source of biodiesel. This species is drought tolerant,
with potential for cultivation in semi-arid environments on salt- and sodium-affected soils.
However, to reach this objective, it is necessary a better understanding of the morphological,
physiological and biochemical responses of physic nut to these adverse climate conditions.
Aiming to contribute in this direction, a series of short experiments, under controlled
environmental conditions, were conducted at the Soil Department of the Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. Inter-accession evaluations were conducted in
hydroponics, using a Hoagland and Arnon solution at full ionic strength, as determined in a
preliminary test. Experimental conditions were as follow: photoperiod was 12 h of 450 pmol
m?s? (400-700) photon flux density, with air temperatures of 28/24 °C for the day/night
period. After a pre-treatment period in a sand bed and in greenhouse conditions, physic nut
seedlings were transferred to plastic pots in the growth chamber and salinity treatments begun
by adding NaCl to the basal nutrient solution. In the first assay, the accession 305 was treated
with three levels of NaCl: 0, 50 and 150 mmol I"! while in the second and third assays, the
accessions 356 and 345 were treated with five levels: 0, 50, 75, 100 and 150 mmol 1'1,
respectively. A fully randomized experimental design with 4 repetitions (assays 1 and 3) or 5
repetitions (assay 2) was used. Plants were randomly distributed with positions changed daily.
All the plants were harvested 15 days after beginning the treatment. At harvesting plants were
separated into leaf blade + petiole, stems and roots, and the total leaf area was measured using
image analysis. In the fresh leaf samples the relative water content (RWC), total chlorophyll,
soluble sugars, free-amino acids and proline contents were determined. Ionic composition,
evaluated in terms of Na*, K*, Ca **and Mg”* contents were determined in the leaf, stems and
roots from dry samples. The accessions exhibited different response patterns to increasing
levels of NaCl in the nutrient solution. Using the relative yield of total dry matter as the first
criterion of evaluation it was concluded that accession 356 was the most sensitive and 305,
the most tolerant. The second criterion in importance was the leaf Na* content and its
associated Na/K ratio. Regarding the accumulation of organic compatible solutes it was
concluded that increased sensitivity was associated with increased accumulation of free amino
acids and proline. Finally, regarding the relative water content and total chlorophyll content of
the leaf blade, these traits may be used only as complementary indicators, due to their low
sensitivity to increases in NaCl concentration in the nutrient solution.

Key words: Relative yield. Na/K ratio. Compatibles solutes
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1 INTRODUCAO

A maior parte da energia consumida no mundo provém de combustiveis fosseis,
principalmente petréleo, carvao e gas natural, as quais sdo fontes nao renovaveis, e, portanto,
destinadas ao seu esgotamento no futuro. Por essa razdo, a procura global por combustiveis
alternativos vem se intensificando de forma crescente (FRANCIS et al., 2005).

Diversos estudos com plantas oleaginosas, vistas como uma alternativa em relacao aos
combustiveis fésseis tem destacado a sua utilizagio como fontes de energia limpa,
principalmente no relativo a producio de biodiesel (RAMOS et al., 2003). Em particular, o
interesse pela cultura do pinhdo manso (Jatropha curcas L.) é cada vez maior, visando a
selecdo e o aprimoramento da cultura, para que se obtenham variedades mais produtivas e
economicamente vidveis, pois produz, no minimo, duas toneladas de O6leo por hectare,
levando de trés a quatro anos para atingir a idade produtiva, a qual pode se estender por
quarenta anos (CARNIELLI, 2003; NUNES, 2007).

Uma caracteristica atraente no pinhdo manso € a sua rusticidade, expressa pela sua
baixa exigéncia hidrica, o que a torna capaz de sobreviver em ambientes de baixa precipitacao
e altas temperaturas do ar. Essas caracteristicas de ajuste a condi¢Oes de aridez ambiental
permitem adiantar a possibilidade do seu cultivo em extensas dreas do Nordeste brasileiro,
caracterizadas por solos afetados por alta salinidade-sodicidade. Para viabilizar tal
possibilidade hd necessidade de mais estudos sobre o desempenho cultural desta espécie sob
condig¢des de alta salinidade-sodicidade no solo (VERAS et al., 2011), tal como foi realizado
com as culturas da mamoneira e do algodoeiro (JACOME et al., 2005). Pouco se conhece
ainda sobre a bioquimica e a fisiologia do pinhdao manso (SAPETA et al., 2013); ndo
existindo cultivares definidas, sendo que outros aspectos agrondmicos ainda carecem de
investigacao.

No intuito de contribuir a um melhor entendimento das limitagcdes e vantagens
ecofisioldgicas que apresenta esta espécie, no presente trabalho partiu-se da hipétese de que
acessos diferenciados de pinhdo manso expressam respostas diferenciadas a salinidade,
envolvendo diferencas morfoldgicas (ao nivel de planta inteira), fisioldgicas (ao nivel tissular)
ou bioquimicas (ao nivel celular ou de organela).

Para tal, foram conduzidos estudos, sob condi¢cdes ambientais controladas, com os
seguintes objetivos:

i) quantificar os efeitos de doses crescentes de NaCl no meio de cultivo sobre os
padrdes de crescimento da parte aérea e raizes de acessos de pinhdo manso contrastantes em
testes de produtividade no campo;

ii) verificar os padrdes de absorcdo e acimulo dos fons Na*, K*, Ca** ¢ Mg** em parte
aérea e raizes; E

iii) selecionar entre diversos atributos (teor de clorofila, “pools” de aminoécidos livres
totais, prolina livre, actcares soldveis e teor relativo de dgua), aquele ou aqueles que melhor
possam indicar o grau de tolerancia/sensibilidade dos acessos de Jatropha curcas estudados a
presenca de teores elevados de NaCl no meio de crescimento



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Pinhao Manso como Espécie Oleaginosa

O pinhao manso (Jatropha curcas L.) € uma espécie arbustiva pertencente a familia
Euphorbiaceae, de habito perene, adaptada as diversas condi¢des edafoclimaticas existentes
dentro da faixa intertropical (JONGSCHAAP et al., 2007). Trata-se de uma espécie de
crescimento rdpido, que atinge altura adulta entre dois e trés metros, embora se tenham
registros de até cinco metros. O diametro do tronco é, aproximadamente, 0,2 m; com caule
liso, de lenho pouco resistente e medula desenvolvida; floema que se estende até as raizes,
onde circula o latex, bastante caustico (ARRUDA et al., 2004). Ramifica-se desde a base do
tronco, formando ramos compridos. Os ramos apresentam numerosas cicatrizes produzidas
pela queda das folhas durante a estacdo seca, as quais ressurgem logo apds as primeiras
chuvas (DUKE, 1983).

A semente de pinhdo manso pesa entre 0,5 e 0,8 gramas, sendo constituida por casca
(34- 45 %) e améndoa (55-66%), dependendo de genétipo e tratos culturais (DUKE, 1983).
As sementes podem acumular de 25 a 40 % de o6leo, sendo, portanto, uma concorrente
preferencial em programas de producdo de Oleos vegetais, com diversas finalidades,
principalmente a produgdo de bicombustiveis (SLUSZZ & MACHADO, 2006; NUNES et al.,
2008).

Nos paises importadores, basicamente Portugal e Franca, as sementes de pinhao
manso sofrem o mesmo tratamento industrial que as bagas de mamona, isto €, cozimento
prévio e esmagamento subsequente em prensas tipo “expeller”, para extracdo do Oleo.
Subsequentemente, o dleo € filtrado, centrifugado e clarificado, obtendo-se um produto livre
de impurezas. A torta, contendo ainda aproximadamente 8% de Oleo, € re-extraida com
solventes organicos, geralmente hexano, sendo o farelo residual ensacado para
aproveitamento como fertilizante natural, em virtude dos seus elevados teores de N, P e K
(DOURADO, 2009).

Segundo Ackom e Ertel (2005) o 6leo oriundo do pinhdao manso contribui para reducao
das emissdes de CO, e contém quantidades de enxofre ambientalmente aceitaveis, quando
comparada as quantidades contidas nos combustiveis fosseis. Arruda et al. (2004) citaram
pesquisas onde o 6leo de pinhdo manso apresentou bom rendimento em motores a diesel,
quando utilizado cru, contudo, seu consumo é maior, devido a diferenca do poder calorifico
com relagdo ao diesel, o que também € descrito por Augustus et al. (2002), para quem este
6leo deve ser usado como fonte energética intermedidria.

Além de apresentar vantagens inerentes a producio de biodiesel, as plantas de pinhao
manso vém sendo plantadas visando o controle de erosdo, a contenc¢io de encostas e de dunas,
e ao longo de canais, rodovias, ferrovias, € como cerca viva em divisdes internas ou nos
limites de propriedades rurais (PURCINO & DRUMMOUND, 1986; TEIXEIRA, 2005;
JONGSCHAAP et al., 2007).

2.2 Solos Afetados por Salinidade e Sodicidade

Os problemas de excesso de sais em solos sdo conhecidos hd muito tempo, mas sua
magnitude e intensidade tém aumentado, resultando em expansdo significativa da area de
solos degradados por salinidade e sodicidade (LEAL et al., 2008). Atualmente, os solos
afetados por sais estdo presentes em mais de 100 paises, sendo que muitas regides
caracterizam-se pela salinizacao causada pela dgua de irrigagdo (RENGASAMY, 2006).

No Brasil, os solos da regido semi-drida, em razdo das altas taxas de evaporagdo e
baixas taxas de precipitacdo pluviométrica, apresentam, em geral, elevadas concentra¢des de
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sais soluveis. Além dos solos naturalmente halomorficos, muitos sio salinizados e, ou,
sodificados pelo homem, com o uso inadequado da dgua de irrigacdo (RUIZ et al., 2004).

A atribuicdo do cardter salino ou sédico € baseada em trés propriedades quimicas: a
condutividade elétrica da pasta de saturacdo do solo (CE); a percentagem de saturacdo em
sodio trocavel (PST) e o pH (ROBBINS & GARLAK, 1989). De acordo com esse critério
distinguem-se solos ndo afetados por sais (CE¢ < 4 dS m'l; PSS < 15 % e pH <8,4); solos
salinos (CE¢ >4 dS m'l; PSS < 15 % e pH >8,4); solos sddicos (CE¢ < 4 dS m'l; PSS >15 %
e pH > 8,4) e solos salino-sédicos (CE¢ >4 dS m'l; PSS >15 % e pH > 8,4) (OLIVEIRA,
1997).

Essas propriedades quimicas, responsaveis pelos efeitos toxicos sobre as plantas ndo
adaptadas, também sdo responsaveis pelas condicdes fisicas dos solos, via processos de
floculacdo/dispersao das argilas coloidais. Assim, quando a salinidade ndo € muito elevada e o
Na" é fon predominante na solucdo, verifica-se a dispersdo de argila coloidal e a consequente
desestruturacdo dos solos, diminuindo a aeracdo e dificultando o movimento de dgua e o
desenvolvimento radicular (RUIZ et al., 2004). Solos salino-sédicos, embora apresentem uma
elevada concentracdo de sodio, possuem permeabilidade menos critica do que os solos
soédicos, em razdo do efeito floculante dos sais soluveis (RUIZ et al., 2004).

2.3 Efeitos sobre o Crescimento Vegetal

Do ponto de vista da produgdo vegetal, salinidade refere-se a presenca de sais soltveis
no solo em niveis tais que possam prejudicar significativamente o rendimento das plantas
cultivadas (MUNNS & TESTER, 2008). Enquanto algumas espécies apresentam elevada
tolerancia a salinidade, outras sdo altamente susceptiveis. As espécies que se desenvolvem
naturalmente em ambientes com elevados teores de sais soliveis sdo denominadas haldfitas,
enquanto que, as chamadas glicéfitas, nao conseguem se desenvolver em tais ambientes. Por
exemplo, a quinoa (Chenopodium quinoa) é uma dicotiledonea C3 que exibe um crescimento
o6timo a 150 mM NaCl e é capaz de suportar 500 mM NaCl (SHABALA et al., 2012). Em
contraste, a maioria das glicéfitas pode apresentar redugdo no crescimento quando a
salinidade supera 10 mM, dependendo do seu grau de sensibilidade (MUNNS, 2002).

Os efeitos gerais sobre o crescimento vegetal, decorrentes da exposi¢ao das plantas a
niveis crescentes de salinidade (NaCl), sdo atribuidos a trés causas: i) no curto prazo, a um
estresse osmotico, induzido pela alta concentragc@o salina no meio externo, ii) no meio e longo
prazo, a toxidez idnica induzida pelo actimulo de Na* e Cl nos tecidos vegetais e/ou, iii) ao
desequilibrio nutricional causado pelos distirbios na absorcdo dos nutrientes essenciais
(MUNNS &TESTER, 2008).

Em relacdo ao estresse osmoético, o0 mesmo se manifesta através de uma inibi¢dao ou
reducdo do influxo de dgua nas raizes. Essa situacdo acarreta consequentemente, uma
deficiéncia hidrica na planta, evidenciado pela reducdo do potencial hidrico dos tecidos,
provocando restricdo no crescimento. Essa reducdo é expressdo do fato de que as taxas de
divisao e elongagcdo celular dependem tanto do nivel de turgescéncia quanto da
extensibilidade da parede celular (HSIAO, 1973; ASHRAF & HARRIS, 2004). Portanto, a
resposta imediata das plantas ao estresse salino é uma forte diminuicdo na expansdo foliar
(PARIDA & DAS, 2005). Dessa forma, a manuten¢do do balanco osmético € essencial para o
crescimento dos vegetais em meio salino (ASHRAF & HARRIS, 2004).

2.4 Intensidade do Estresse

Nos tultimos anos, estudos relativos aos mecanismos de resposta vegetal frente a
diversos estresses ambientais, como baixa temperatura, deficiéncia hidrica, choque osmético
ou salinidade, comprovaram que os agentes estressantes sao percebidos de forma diferenciada
pelos sistemas de sinalizagdo das plantas, de acordo com a intensidade da sua acdo (PASTORI
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& FOYER, 2002). Isso significa que os roteiros de transdugdo, assim como os seus resultados,
diferirdo entre células que respondam a um estresse moderado ou a um estresse severo
(KACPERSKA, 2004). No caso do estresse salino-sodico a situagao deve ser similar, uma vez
que o tempo de exposicdo e a concentracdo de NaCl interagem tanto na manifestacdo dos
sintomas de toxidez quanto na expressdo dos mecanismos de tolerdncia ao estresse
(SHAVRUKOV, 2012). Por exemplo, Kawasaki et al. (2001) observaram, em plantas de arroz
expostas a um choque osmético (150 mM NaCl), que os genes que se expressaram quinze
minutos apds o evento foram diferentes daqueles que se expressaram apds uma semana.

H4 vaérios estresses abidticos que induzem respostas essencialmente similares nas
plantas. A elevada salinidade ou o dessecamento progressivo do solo, assim como as baixas
ou altas temperaturas, tem em comum o fato causarem a desidratacao da célula vegetal. Como
observaram Hoekstra et al. (2001), a hidrofobicidade € essencial para a organizacdo celular,
sendo a dgua a forca impulsora para o encaixe dos fosfolipidios nas membranas bioldgicas e,
em parte, para a correta conformacdo estrutural de muitas proteinas. Quando a célula se
desidrata, tal forca se dissipa, acarretando mudancas mais ou menos drasticas na organizacao
das membranas e a propria desnaturacdo das proteinas.

2.5 Absorc¢ao Ionica

As vias de entrada do s6dio nas raizes das plantas, sob alta salinidade, ndo sdo ainda
compreendidas definitivamente (KRONZUCKER & BRITTO, 2010). Os mecanismos de
influxo de K e Na* sobre a membrana plasmadtica ndo estdo bem caracterizados. A absor¢do
de Na* ocorre por um sistema de alta afinidade para absorcdo de K*, além de canais ndo
seletivos para absorcdo de cdtions (BLUMWALD et al., 2000; HORIE & SCHROEDER,
2004, KRONZUCKER & BRITTO, 2011). A absorcdo de K™ ocorre tanto por transportadores
seletivos de alta afinidade como por canais seletivos de baixa afinidade (GIERTH & MASER,
2007). Sob condi¢des de salinidade-sédica, altas doses de Na* ndo sé interferem na aquisicdo
de K" pelas raizes, mas também podem provocar danos nas membranas de raizes e alterar sua
seletividade (VIEGAS et al., 2001; SILVA et al., 2009a; KRONZUCKER &BRITTO, 2011;
BRINI & MASMOUDI, 2012, RODRIGUES et al., 2012). Entretanto, tais efeitos sdo
dependentes de fatores inerentes a espécie, cultivar, estddio fenoldgico, composi¢do quimica
dos sais, intensidade e duragdao do estresse salino, manejo cultural e da irrigacdo. Algumas
espécies podem até mesmo serem beneficiadas quando expostas a certas condi¢des de
salinidade, por exemplo, durante a germinagdo, o que lhes conferird uma maior capacidade de
adaptacdo a salinidade no restante do ciclo (ALIAN et al., 2000; TESTER & DAVENPORT,
2003; VIANA et al., 2004,).

2.6 Respostas Vegetais

A primeira resposta de, virtualmente, todas as plantas a uma deficiéncia hidrica
aguda € o fechamento dos seus estdmatos para prevenir a perda transpiratéria de 4gua
(HSIAO, 1973; MANSFIELD & ATKINSON, 1990). Essa acdo fornece prevencgdo as plantas
contra a desidratagdo nociva, mas, em contrapartida, inevitavelmente resulta em redugdes na
absor¢do de CO,; para a fotossintese (OZFIDAN et al., 2013).

Dentro da faixa compreendida entre a inibi¢do da extensdo celular e a perda da
turgescéncia celular, acontecem outras alteracOes metabdlicas caracteristicas. Os teores de
aminodcidos livres e de agtcares soliveis aumentam progressivamente em razdo do bloqueio
do crescimento celular e da reducdo do volume citoplasmético decorrente da desidratacdo
(ROSSIELLO et al, 1981a, b). Todavia, algumas espécies bioquimicas acumulam-se em
niveis superiores aqueles esperados em funcdo da simples desidratacdo passiva do tecido,
indicando serem produto de uma regulagdo metabdlica diferenciada ou de novas rotas
biossintéticas. Esses metabdlitos t€ém sido denominados “solutos compativeis”, porque a sua
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acumulagdo em altas concentra¢des nao interfere com a estrutura e o funcionamento celular,
nem envolve toxicidade (CHEN & MURATA, 2002). Essas condi¢des sdo preenchidas por
uma série de compostos soliveis como oligossacarideos e polialc6ois derivados (como
sacarose, trehalose e manitol), aminas quaterndrias (como glicina betaina) e o iminodcido
prolina, os quais, frequentemente, t€m sido relacionados diretamente com tolerancia a
salinidade e a desidratacao protoplasmética (DELAUNEY & VERMA, 1993; HOEKSTRA et
al., 2001).

A biossintese de prolina utiliza duas vias, a partir de glutamato como precursor, €
depende de um adequado suprimento de carboidratos (STEWART et al., 1966). Os acimulos
de prolina em plantas submetidas a estresse parecem depender de um balango entre a ativacdo
de sua biossintese e a inativagdo da sua degradacdo (SEKI et al., 2003). Adicionalmente,
prolina pode acumular também como expressdao da hidrdlise de proteinas e da inibicdo da
sintese protéica, as quais sdo respostas caracteristica de estresse (PIMENTEL &
ROSSIELLO, 1995; LEA et al., 1995).

O declinio em produtividade observado em muitas espécies submetidas a excesso de
salinidade tem isso frequentemente relacionado com a reducdo da capacidade fotossintética.
Essa reducdo em fotossintese também pode ser atribuida a um decréscimo no teor de clorofila.
Em rabanete (Raphanus sativus L.) submetido a estresse salino, a sua reducdo em crescimento
foi atribuida as seguintes razdes: em primeiro lugar, a uma redu¢do em expansao de drea
foliar, e, portanto a uma mais baixa interceptacdo de luz. Em segundo lugar, a uma possivel
reducdo em condutancia estomadtica, seguida por uma depressdo nos processos metabdlicos
associados com a assimilacdo do carbono, uma inibi¢do na capacidade fotoquimica ou uma
combinacdo desses fatores. (JAMIL et al., 2007).

Diaz-Lopez et al. (2012 a), observaram, em seu experimento com um acesso de pinhao
manso submetido a doses crescentes de NaCl, que apés 30 dias de exposicdo, as plantas
tratadas com 30, 60 ou 150 mM tiveram uma redugdo da sua taxa de assimilacdo de CO,
(Acoz) da ordem de 20, 27 e 68 % em relacdo ao controle ndo salinizado. Os autores
atribuiram essas redugdes ao efeito combinado de restricdes estomdticas (redugdo da
condutancia estomdtica devido ao fechamento estomatico) e a restricdes ndo estomdticas,
ligadas principalmente ao efeito dos fons Na* e CI” sobre os processos fotoquimicos.

Outra feicdo caracteristica do estresse salino € a inducdo do estresse oxidativo. A
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como o radical superéxido (O73), o
radical hidroxila (OH) e o perdxido de hidrogénio (H,0;), sdo respostas fisiolégicas
conhecidas, associadas aos estresses hidrico e salino (MILLER et al., 2010). Em plantas de
trigo e milho, a aplicacdo de um estresse salino (50, 100 e 150 mM NaCl) em solucdo
nutritiva implicou em aumento significativo das atividades enzimadticas ligadas ao sistema de
defesa anti-oxidativo (superdxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase) assim
como de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (STEPIEN & KLOBUS, 2005). Em
quinoa (Chenopodium quinoa), foi verificado que o acimulo de osmdlitos organicos
compativeis, como a glicina betaina, desempenha um papel dual: por um lado em relacio ao
ajustamento osmdatico, por outro, na protecdo do sistema fotossintético contra estresse
oxidativo, particularmente em folhas jovens em expansdao (SHABALA et al., 2012).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estratégia Experimental

Para atingir os objetivos do presente projeto, foram realizados experimentos em
condi¢des de ambiente controlado (cdmara de crescimento), durante o periodo compreendido
entre setembro de 2011 e outubro de 2012.

3.2 Condicoes Gerais de Cultivo nos Experimentos Realizados.

Os experimentos foram conduzidos em camara de crescimento, localizada no
Departamento de Solos da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Todos os
experimentos foram realizados em condi¢des hidropdnicas, utilizando a solu¢@o nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950), sob aeragcdo continua, fornecida por compressor de ar de 35 watts
acoplado a tubos de polietileno afixados em orificio no fundo dos vasos.

Sementes de acessos de pinhdo manso, provenientes do Banco de Germoplasma da
UFRRYJ, foram submersas em solu¢do de hipoclorito de s6dio 2% por 2 minutos. Logo apds,
foram lavadas em 4gua corrente deionizada e semeadas na casa de vegetacdo, em bandejas
plasticas com capacidade para 15 Kg utilizando areia como substrato. Inicialmente, as
sementes foram embebidas com dgua destilada, e, apds 10 dias, com solucdo de Hoagland e
Arnon (1950) a 10% de forga idnica até o dia da transferéncia para os potes, dentro da camara
de crescimento. Os potes permaneceram sobre uma bancada metélica (Figura 1), sob
condicdes ambientais pré-programadas, incluindo irradiancia fotossintética = 450 pumol m™s™;
fotoperiodo de 12 h; e temperatura do ar (ciclo dia/noite) de 28°C/24°C.

T |3

Figura 1. Vista parcial de plantulas de pinhdo manso cultivadas em potes plasticos de 2 L de
capacidade, em condi¢des de ambiente controlado, mostrando detalhe do sistema de
distribuicdo de ar entre os recipientes.

3.3 Calibracao de Métodos — Experimento Preliminar

Previamente a conducio dos experimentos de resposta a aplicacdo de doses de NaCl,
foi realizado um estudo, tendente a visualizagdo do comportamento de um acesso de pinhdo
manso em trés niveis de forca idnica (F.I.) da solucdo de Hoagland e Arnon (1950). Tal
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experimento serviu para aferir possiveis efeitos idnicos dependentes da F.I. das solucdes a
serem empregadas nos experimentos principais, assim como também calibrar as técnicas de
andlise de crescimento e actimulo de biomassa por parte da espécie objeto deste estudo.

Para tal, apds completar as fases de germinagdo e emergéncia, as plantulas de pinhao
manso (acesso 842) foram transferidas para vasos com capacidade de 3 L (duas plantas/vaso),
contendo solu¢do de Hoagland e Arnon (1950), em trés niveis de forca i0nica, a saber: 1) F.I.
= 100%; 2) F.I. diluida a 50 % e 3) F.I. diluida a 25 %, de acordo com um delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. (Figura 2). As solucdes foram trocadas com
intervalos de sete dias, e, durante esse periodo, os volumes de 4gua transpirados pelas
plantulas, eram completados com volumes iguais das solu¢des nutritivas correspondentes a
cada tratamento.

No transcurso do periodo experimental foi medida a altura do caule, considerada como
a distancia entre o colo da planta e a extremidade do broto terminal do ramo principal assim
como o comprimento da raiz principal (cm planta™).

Com base nesses dados, determinou-se o crescimento absoluto (CA) e a e taxa de
crescimento (TC, mm dia™") de caules e raizes, de acordo as seguintes expressoes:

CA = Cf - Ci; onde: Ci e Cf significam comprimento inicial e final (cm planta™)
TC= Cf — Ci/ t,-t;, onde: t; e t; significam tempo inicial e final (dias).

Figura 2. Vista do experimento preliminar, onde o acesso 842 foi cultivado em solucdo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), a trés niveis de forca idnica.

Transcorridos 28 dias de permanéncia nas solu¢des experimentais, as plantas foram
coletadas e fracionadas em limbo foliar (LF), peciolo (P), caule (C) e raiz (R) (Figura 3).
Subsequentemente, as fragdes foram pesadas, identificadas e levadas para estufa de circulagao
forcada de ar a 65 °C, até peso constante. Imagens digitais dos limbos foliares foram obtidas
em scanner HP (modelo scanjet 5490c), com resolucdo de 200 dpi e quantizacdo true color
(16,7 milhdes de cores), e posteriormente processadas com o Software SIARCS (Sistema
Integrado para Andlise de Raizes e Cobertura do Solo - EMBRAPA) para a determinacdo da
sua drea foliar (Figura 4).



Figura 3. Plantas de pino manso separadas em limbo foliar (LF), peciolo (P), caule (C) e
raizes (R).

Figura 4. Determinacdo de drea foliar. Imagens de limbos foliares foram obtidas em scanner

HP, com resolu¢do de 200 dpi. Posteriormente, as imagens foram processadas pelo
software SIARCS.

Os resultados obtidos deste ensaio de calibragcdo sdo apresentados nas Tabelas 1-4.

Em termos absolutos, os maiores valores das massas frescas ou secas do limbo foliar e
caule, corresponderam as plantas cultivadas com solu¢@o nutritiva na concentracio plena, sem
apresentar, entretanto, diferencas significativas em relacdo a solucdo a meia for¢a idnica
(Tabela 1). Por outro lado, a solu¢do em 100% de forca i6nica favoreceu um maior acimulo
de massa fresca (g planta™) de peciolo e de raiz (Tabela 1,e Figura 5). J4 quando expressos na
base da massa seca, as massas secas do caule e raizes nao responderam significativamente aos

niveis de dilui¢do da solu¢ao examinados (Tabela 1).



Tabela 1. Massas fresca e seca de limbo foliar, peciolo, caule e raiz (g. planta™) de plantas de
pinhdo manso, cultivadas durante 28 dias, em trés niveis de forca idnica da solucdo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950).

Massa fresca (g. planta'l)

F.I. (%) Limbo Peciolo Caule Raiz
25 7,06 b* 1,88b 11,72b 3,63 b
50 10,96ab 3,40b 16,40ab 7,20b
100 1464a 6,01a 2135a 1l1,11a
C.V. (%) 21,88 31,41 21,61 27,94
Massa seca (g. planta’l)
F.I (%) Limbo Peciolo Caule Raiz
25 1,93b 0,28b 2,164a 0,58a
50 2,58ab 0,35ab 248a 0,72 a
100 3,16a 0,56a 2,66a 0,93 a
C.V. (%) 24,69 32,85 21,45 26,97

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Os dados de drea foliar correspondentes ao acesso de pinhdao manso estudado
evidenciaram uma reducdo significativa (- 68%, p< 0,05) na solucao mais diluida (Tabela 2 e
Figura 5). Nao se verificaram diferencas significativas na rela¢do raiz/parte aérea em fungao
da dilui¢do da solucd@o nutritiva, embora houvesse uma tendéncia ao aumento (+ 12 %) em
solucdes com forca idnica plena, como reflexo de uma maior massa e taxa de crescimento
absoluto da raiz (Tabelas 1-3). O crescimento absoluto do caule foi favorecido em maior grau,
em 100% de forga idnica (Tabela 3).

Tabela 2. Area foliar (cm” planta™) e relacdo raiz/parte aérea de plantas de pinhdo manso,
cultivadas durante 28 dias, em trés niveis de forca idnica da solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) : 100 %; 50% ou 25%.

Area foliar

L (%) (cm’ planta™)
25 288,69 b*
50 537,19 ab
100 889,14 a
C.V. (%) 46,36
F.I (%) Relacao raiz/parte aérea
25 0,132 a
50 0,132 a
100 0,148 a
C.V. (%) 13,49

*Médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.



Tabela 3. Crescimento absoluto de caule e raiz (cm planta™) de plantas de pinhdo manso,
cultivadas durante 28 dias, em trés niveis de forca idnica da solucdo nutritiva de

Hoagland e Arnon (1950).

Crescimento absoluto Caule

F.I. (%) (cm)

25 4,84 c*

50 7,84 b

100 10,7 a

C.V. (%) 17,64
Crescimento absoluto Raiz

F.I. (%) (cm)

25 12,5a

50 17,2 a

100 17,6 a

C.V. (%) 47,89

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Dessa forma, as respectivas Taxas de Crescimento Relativo (TCR) desses 6rgaos
repetiram esses comportamentos, registrando-se maior TCR Caule com FI plena, enquanto
que as TC Raiz ndo resultaram afetadas pelo fator dilui¢ao (Tabela 4).

Tabela 4. Taxa de crescimento do caule e raiz (mm dia™) de plantas de pinhdo manso,
cultivadas durante 28 dias, em trés niveis de forca iOnica da solucdo nutritiva de

Hoagland e Arnon (1950).
Taxa de crescimento relativo
do caule
F.L (%) (mm dia™)
25 1,73 c*
50 2,8b
100 3,82 a
C.V. (%) 17.62
Taxa de crescimento relativo
da raiz
F.L (%) (mm dia™)
25 2,89b
50 6,14 a
100 6,28 a
C.V. (%) 59.2

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Foi concluido que a variagdo da concentracdo de nutrientes da solugdo de cultivo tem
efeitos diferenciados em relagdo aos processos contribuintes ao crescimento das plantas de
pinhdo manso. Este tipo de comportamento exprime o fato de que as espécies oleaginosas sao
exigentes em fertilidade, apresentando reducdo de crescimento quando as condig¢des

nutricionais ndo sdo adequadas (Sousa et al., 2011, 2012). Em vista dos resultados obtidos, foi
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decidido que os experimentos envolvendo adicdo de NaCl fossem realizados, em todos os
casos com solucdo de Hoagland e Arnon (1950), utilizando-se a sua concentracdo original,
sem prejuizo de utilizar diluicdes da mesma, durante as fases de crescimento inicial da
planta.

__r.H..-_ :
A

Figura 5. Detalhe de acessos de pinhdo manso cultivados em solu¢do nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950), em trés niveis de forca idnica (F.I.). A): 100% F.L; B): 50 % F.L; C):
25% F.1

3.4 Avaliacdo dos Efeitos da Adicao de NaCl a Solucdo Nutritiva.

Foram realizados trés experimentos independentes, envolvendo trés acessos de pinhdo
manso e diversos niveis de NaCl.

Os aspectos comuns desses experimentos consistiram do manejo inicial das plantulas e
do tempo de exposi¢do ao sal. Apds a completa germinacdo e emergéncia, as plantulas de
pinhdo manso foram transferidas para vasos com capacidade de 2 L (duas plantas/vaso),
contendo solu¢do de Hoagland e Arnon (1950), a 0,25 F.I, na primeira semana, aumentando-
se para 0,5 F.I na segunda semana. Ao inicio da terceira semana pds-transplante todas as
plantas foram mantidas em solucdo com forca idnica plena. Em relacio ao tempo de
exposicao ao sal, em todos os casos, foram 15 dias.

Os acessos submetidos a experimentacdo foram os distinguidos com os nimeros 305,
356 e 345. Com o acesso 305 foram testadas as doses de NaCl de 0, 50 e 150 mM.; enquanto
que no experimento com o acesso 356 as doses foram de 0, 50, 75, 100 e 150 mM.
Finalmente, com o acesso 345 foram utilizadas doses de 0, 50, 75, 100 e 150 mM de NaCl.

3.5 Determinacoes Experimentais

Nos trés experimentos foram determinados, ao final do ciclo de crescimento das
plantas, a drea foliar total por planta, e a massa seca total, assim como a sua distribuicao entre
as porcdes vegetativas, segundo os procedimentos descritos previamente, em relacdo ao
experimento de calibracio (subitem 3.3)

O teor relativo de dgua (TRA, %), um estimador da turgescéncia relativa (BARRS,
1968), foi determinado de acordo com a férmula proposta por Weatherley (1950):

TRA = Peso Fresco — Peso Seco  x 100
Peso Turgido — Peso Seco
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Para a determinagdo das clorofilas a, b e total (a + b), discos foliares com 10 mm de
diametro, obtidos de limbos foliares frescos, foram incubados, por 72 h., no escuro, com 10
mL de dimetilsulféxido (DMSO), de acordo com Hiscox & Israelstam (1979).
Subsequentemente realizaram- se as leituras em espectrofotdmetro nas absorbancias de 480,
649 e 665 nm (WELLBURN, 1994).

A estabilidade das membranas foi testada pela técnica do extravasamento de
eletr6litos, conforme a metodologia descrita por Bajji et al. (2002). Para estimar a
possibilidade de estresse oxidativo nos lipideos ligados as membranas, foi seguido o nivel de
malondialdeido (MDA), de acordo com o método de Health & Packer (1968), baseado na
determinacgdo espectrofotométrica do complexo colorido formado pela reagdo desse composto
com o 4cido tiobarbitirico (TBA), o qual constitui um método rapido e sensitivo, embora
apresente certas limitagdes (VALENZUELA, 1991). Para a determinagdo do teor de o —
aminodcidos totais e carboidratos soluiveis, foi preparado um extrato alcodlico (Etanol 80 %)
segundo Fernandes (1974), a partir de 0,5 g. de material fresco coletado de limbos foliares, o
qual foi subsequentemente submetido a parti¢do de fases em cloroférmio. A determinagao dos
teores de N-amino seguiu a metodologia de Yemm e Cocking (1955) enquanto os teores de
carboidratos soldveis seguiram a metodologia de Yemm e Willis (1954). A determinagdo de
prolina foi realizada pelo método cldssico de Bates et al. (1973), baseada na maceragdo de 0,5
g de material fresco na presenga de 10 ml de 4cido sulfo-salicilico a 3 %.

Para a determinacdo da composicdo iOnica, as por¢des vegetativas (limbo + peciolo,
caule e raiz) foram submetidas a secagem segundo descrito previamente (subitem 3.3). O
material seco e triturado (Willey, 20 mesh) foi submetido a digestdo nitrico-perclorica, e os
teores de Na* e K em cada porcio vegetativa foram determinados por fotometria de chama
(MALAVOLTA et al., 1989) enquanto os de Ca™ e Mg2+ por espectrofotometria de
absor¢do atomica (TEDESCO et al., 1995). Essas determinagdes foram realizadas nos
acessos 356 e 345.

3.6 Analises Estatisticas

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado para todos os
experimentos. Para o ensaio com o acesso 305 utilizaram-se trés concentragdes de NaCl: 0; 50
e 150 mmol de NaCl L', com quatro repeticdes. Os acessos 356 e 345 foram testados em
cinco concentragdes: 0; 50; 75; 100 e 150 mmol de NaCl L! utilizando-se cinco repeticdes no
estudo do 356 e quatro no 345.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia univariada, sendo os
tratamentos discriminados pelo teste F (p = 0,05). Devido a necessidade de se estabelecer
patamares quantitativos de resposta, optou-se pela discriminacdo de médias pos teste F, por
meio do teste de Tukey ao nivel de p = 0,05. De forma complementar, quando julgado
apropriado, as tendéncias de resposta foram parametrizadas por andlise de regressao, linear e
ndo linear, segundo os modelos existentes no software GraphPad Prism, v. 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Acesso 305
4.1.1 Area foliar, teor relativo de agua e producao de massa seca.

A figura 6 mostra uma visdo geral do aspecto das plantas do acesso 305 cultivadas em
solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com as doses 0; 50 e 150 mmol L NaCl.

Figura 6. Vista do experimento do acesso 305 em cltivo 'idropénico. Deartamento de
Solos, UFRRJ, marco de 2012.

De acordo com Munns & Tester (2008), trés causas concorrem para explicar os efeitos
da exposicdo das plantas a niveis crescentes de salinidade (NaCl): i) no curto prazo, estresse
osmotico, induzido pela alta concentracio salina no meio externo; ii) no meio e longo prazo,
toxidez idnica induzida pelo acimulo de Na* e CI nos tecidos vegetais e/ou, iii) desequilibrio
nutricional causado pelos distirbios na absor¢do dos nutrientes essenciais. Em relacdo ao
estresse osmatico, 0 mesmo se manifesta através de uma inibi¢ao ou redugdo dos influxos de
dgua nas raizes. Essa redu¢@o na absorcao de dgua induziria uma deficiéncia hidrica na planta,
evidenciada pela inibi¢do da expansdo foliar em folhas jovens, que é um dos processos de
maior sensibilidade ao estresse hidrico (HSIAO, 1973; HSIAO et al., 1976; PANTIN et al.,
2012).

Na figura 7 s@o apresentados os dados relativos a producdo de area foliar total (AFT,
cm’ planta™) deste acesso, os quais indicam que a presenca de NaCl na solugio ndo afetou
esse parametro (teste F, p> 0,05) , nem mesmo em 150 mM NaCl, considerado um nivel de
salinidade médio a forte para espécies glicofitas (MUNNS & TESTER, 2008).
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Figura 7. Area foliar total de plantas de pinhdo manso, acesso 305, cultivadas em solugio
nutritiva de Hoagland & Arnon, na auséncia (controle) ou presenca de 50 ou 150 mM
NaCl. Barra vertical indica o erro padrdio da média de quatro repeticdes por
tratamento.

Diaz-Lopez et al. (2012a) verificaram, trabalhando com outro acesso de pinhao manso,
que a adi¢cdo de até 150 mM NacCl ndo interferiu nem com o teor relativo de dgua (TRA, %)
nem com o potencial hidrico dos limbos foliares das plantas. Baseados nesses resultados,
esses autores sugeriram que em J.curcas o componente osmoético do estresse salino nao teria
maior significacio, sendo as respostas determinadas pela toxidez direta dos fons Na™ e CI’, ou
por desbalangos nutricionais induzidos. Segundo esses autores, este tipo de resultado seria
uma consequéncia do mecanismo adaptativo da espécie em face ao risco de desidratagao:
rdpido fechamento estomdtico como forma de conservar dgua a altos niveis de potencial
hidrico.

Todavia, os presentes resultados, obtidos com o acesso 305, ndo corroboram
totalmente a conclusdo de Diaz-Lépez et al. (2012a), uma vez que foram registradas reducoes
significativas no TRA foliar, indicativas da indugdo de deficiéncia hidrica, especialmente nas
folhas submetidas ao maior nivel de salinidade (TRA controle = 91,9 %; TRA sonac1 = 84,1 %, p
< 0,05, Figura 8).

Os dados relativos a producdo de massa seca sdo apresentados na figura 9A-D.
Contrariamente ao verificado para a area foliar, a producdo de massa seca total e sua
distribuicao entre folhas, caule e raizes foi afetada pelos niveis de NaCl adicionados.
Considerando-se a massa seca no maior nivel de salinidade em relacao ao tratamento controle
(= 100%), a produg@o de massa foliar (Fig. 9A) caiu para 37 %; a do caule (Fig. 9 B) para 79
% e a das raizes (Fig. 9C) para 38 %.
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Figura 8. Teor Relativo de Agua (TRA, %) de plantas de pinhdo manso, acesso 305,
cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), na auséncia ou presenga
de 50 ou 150 mM NaCl. Barra vertical indica o erro padrdo da média de quatro
repeticoes por tratamento. Médias seguidas de letras minudsculas iguais nao diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).
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Figura 9. Producdo de massa seca de plantas de pinhdao manso, acesso 305, cultivadas em
solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), na auséncia ou presenca de 50 ou 150
mM NaCl. A: folha; B: caule; C: raizes; D: total. Barra vertical indica o erro padrao da
média de quatro repeti¢des por tratamento.
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Globalmente, a reducdo da massa seca total foi de 48 % (Fig. 9D). O teste de Tukey
indicou a existéncia de diferenca significativa apenas entre o tratamento controle e a dose de
150 mM NaCl (p >0,01).

No presente ensaio ndo foram determinados os parametros correspondentes as trocas
gasosas das plantas de pinhdo manso, de forma que ndo é possivel saber a condi¢cdo funcional
ou condutancia dos estOmatos, em resposta ao aumento progressivo de salinidade no
substrato. Neste ponto, pode ser interessante seguir a abordagem analitica proposta por Hall &
Long (1993) relativa as possiveis razdes para a reducdo da produtividade em cultivares de
uma espécie glicofitica em resposta a salinidade. Nessa situagdo, esses autores estabeleceram
duas razdes primdrias para um decréscimo na producdo: ou hd um decréscimo na taxa de
assimilac@o liquida ou ocorre uma redugao em drea foliar, junto com mudangas na estrutura
do dossel. A segunda alternativa pode ser descartada com base no resultado mostrado na
figura 7 e no fato de ter sido observada reducao (-17 %) apenas na altura das plantas (Figura
10) mais ndo na distribuicdo angular das folhas (visualmente), sendo, portanto, improvavel
que as redugdes em massa seca sejam causadas por diferencas significativas na quantidade de
radiagdo interceptada entre os trés niveis de salinidade estudados.
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Figura 10. Variacdo em altura de plantas de pinhdo manso, acesso 305, cultivadas em solucao
nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), na auséncia ou presenca de 50 ou 150 mM
NaCl. Barra vertical indica o erro padrdio da média de quatro repeticdes por
tratamento. Meédias seguidas de letras mindsculas iguais nao diferem
significativamente (Tukey, p <0,05)

Embora o efeito da salinidade sobre a fotossintese seja complexo (TAVAKKOLI et
al., 2011), é possivel admitir que um decréscimo na taxa de assimilag¢do liquida deva refletir
um decréscimo na taxa de assimilacdo fotossintética ou um aumento nas perdas respiratorias
totais (HALL & LONG, 1993). A primeira alternativa deve resultar primariamente de
limitagdes produzidas ao nivel dos estOmatos, com a rapida reducdo na condutincia
estomdtica induzida pelo componente osmoético do estresse salino (MUNNS & TESTER,
2008; TAVAKKOLI et al., 2011), assim como também por um aumento em limitacdes dentro
do meséfilo, resultando em efeitos sobre os processos fotoquimicos e o transporte
fotossintético de elétrons (HALL & LONG, 1993). Finalmente, o acimulo gradual de ions
Na® e CI nos cloroplastos pode induzir aumentos na degradacdo de clorofilas e interferir
diretamente na eficiéncia do Fotossistema II (JAMIL et al.,, 2007; MUNNS & TESTER,
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2008) ou nas atividades enzimadticas associadas com o metabolismo fotossintético do carbono
(HALL & LONG, 1993; FLEXAS et al., 2004). Com respeito a segunda alternativa (aumento
das perdas respiratorias), Marti et al. (2011) observaram que o efeito do estresse salino sobre a
respiracdo mitocondrial em plantas tem recebido menos aten¢do e que hd uma falta de
consisténcia nos efeitos descritos. Assim, vdrios estudos t€ém mostrado que as taxas
especificas de respiracdo resultam aumentadas, diminuidas ou permanecem inalteradas com o
aumento da salinidade (BYBORDI, 2012).

Por outro lado, sais podem acumular-se nas folhas a niveis excessivos. Os sais podem
acumular-se no apoplasto e induzir desidratagdo no simplasto (MUHLING & LAUCHLI,
2002; MUNNS & TESTER, 2008), sendo esta uma possibilidade para explicar a queda no
TRA dos tecidos foliares ( Figura 8). Silva et al. (2009) cultivaram plantulas de pinhao manso
com 23 dias de idade, em solu¢@o nutritiva contendo entre 0 e 100 mM de NaCl durante
quinze dias em condicdes de casa de vegetacdo. Esses autores observaram que o acimulo de
Na" e Cl nas folhas e raizes aumentou proporcionalmente ao incremento de NaCl na solugio.

O nivel de tolerancia de uma espécie vegetal ao estresse salino pode ser expresso em
termos da porcentagem de biomassa produzida ou da percentagem de sobrevivéncia
(MUNNS, 2002). No citado trabalho de Diaz-Lépez et al. (2012a) foi utilizado o critério de
determinar o valor de condutividade elétrica inicial (EC;j) da dgua de irrigacao (ou da solucdo
nutritiva, no caso do cultivo hidroponico) associado a um valor de Rendimento Relativo
(R.R.) =0,5 (ECj5s), o qual foi deduzido a partir de um modelo exponencial da forma R.R. =
a*exp (b*EC;), onde a e b sdo parametros de ajuste.

No presente experimento a matéria seca total (Fig. 9D) teve um R.R. de 0,52, no maior
nivel de NaCl aplicado, sugerindo que este acesso possui um nivel relativamente elevado de
tolerancia a salinidade induzida por NaCl.

4.1.2 Teores de clorofila, N-amino livre, prolina e actcares soliveis.

Como mencionado previamente, o estresse salino pode afetar negativamente os teores
de clorofila, quer pela reducdo da sua biossintese como pelo aumento da sua degradacdo
(HSIAO, 1973; JAMIL et al.,, 2007). Em cevada, a reducdo da clorofila € atribuida,
especificamente, a acumulacao téxica do ion Cl” nos cloroplastos (TAVAKKOLI et al., 2011).
Todavia, no presente caso, a adi¢do de at¢ 150 mM NaCl a solug@o nutritiva, nao teve efeito
significativo sobre os teores de clorofila total no acesso 305 (Figura 11).

No supracitado trabalho de Diaz-Lopez et al. (2012a) foi verificado que, os teores de
clorofila, estimados indiretamente através do SPAD, diferiram significativamente apenas
entre o controle (com um valor superior) e os tratamentos que receberam NaCl ( de 30 a 150
mM), os quais pela sua vez ndo diferiram entre si. Essas observacdes foram feitas aos 30, 35 e
40 dias ap6s a adicdo do NaCl a solucdo de Hoagland e Arnon (1950), repetindo-se sempre tal
padrao nessas trés datas. Essa comparagdo de resultados pode indicar duas coisas: ou o tempo
aqui empregado (15 dias) foi insuficiente para a manifestacdao de toxidez sobre as clorofilas,
ou entdo, o acesso 305 possui um nivel de tolerancia superior a aquele estudado por Diaz-
Lopez et al. (2012a).
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Figura 11. Teores de clorofila total (a + b) extraida com DMSO, de limbos foliares de plantas
de pinhdo manso, acesso 305, cultivadas em soluciao nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950), na auséncia ou presenca de 50 ou 150 mM NaCl. Barra vertical indica o erro
padrdao da média de quatro repeticdes por tratamento.

As elevadas concentracdoes de sais dissolvidos na solugdo nutritiva reduzem o
potencial osmético da mesma, diminuindo, em consequéncia, a disponibilidade da 4gua para a
planta. Nessas condi¢des, a manuten¢do da turgescéncia celular e a absor¢cdo de dgua para o
crescimento celular exigem um ajuste osmético na célula vegetal (HSIAO et al., 1976). O
abaixamento do potencial osmético tissular requer um aumento da concentracao de osmolitos
no citoplasma, seja pela absor¢do de solutos inorganicos e/ou pela sintese de compostos
organicos compativeis com o metabolismo celular (GREENWAY & MUNNS 1980;
DOWNTON & LOVEYS, 1981; KAWASAKI et al.,, 2001; CHEN & MURATA, 2002;
CHEN et al., 2007; SILVA et al., 2010; DIAZ-LOPEZ et al., 2012 b; SHABALA et al.
2012).

Uma resposta comumente observada ¢ um aumento no “pool” de aminodcidos livres
(AAL), ao menos em espécies relativamente suscetiveis ao estresse salino-sédico (CHEN et
al., 2007). Todavia, como € mostrado na Figura 12, os resultados analiticos neste acesso de
pinhdo manso indicaram que o aumento de NaCl na solug¢do induziu redugdes nao
significativas dos teores de N-amino livre foliar. CHEN et al. (2007) observaram que certos
genotipos de cevada, tolerantes a salinidade, ndo aumentaram os seus teores de AAL nem
mesmo quando cultivados em solu¢@o nutritiva com 320 mM NaCl, o qual foi aplicado
gradativamente, em incrementos didrios de 40 mmol L', J4 no trabalho de Silva et al. (2010)
onde plantulas de J. curcas foram expostas a diferentes intensidades de deficiéncia hidrica, foi
observado um acumulo de AAL em resposta a seca, caracterizando-se assim a sua
participacdo no ajuste osmotico em folhas e raizes.
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Figura 12. Teores de N-amino livre, em folhas de plantas de pinhdo manso, acesso 305,
cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), na auséncia ou presenga
de 50 ou 150 mM NaCl. Barra vertical indica o erro padrdo da média de quatro
repeticdes por tratamento.

Plantas podem acumular prolina livre nos seus tecidos quando expostas a um estresse
osmotico, sendo que apds a remogado deste, os niveis do iminodcido retornam aos seus valores
normais (PENG et al., 1996). Pensa-se que o acimulo de prolina seja parte do processo de
ajuste osmatico contribuinte a adaptacdo celular de muitas espécies a seca, salinidade e outros
estresses (LAROSA et al., 1991). Na figura 13 sdo apresentados os dados relativos aos teores
de prolina observados no acesso 305, quando submetido a trés niveis de NaCl na solucdo
nutritiva. Embora a adicio de 150 mmol L' NaCl tenha induzido um aumento
estatisticamente significativo ( Tukey, p<0,05) do teor de prolina em relagdo ao controle, o
que chama a atencdo primariamente sdo os valores absolutos, todos abaixo de 0,4 umol
prolina g "MF.
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Figura 13. Teores de prolina em folhas de plantas de pinhdo manso, acesso 305, cultivadas
em solu¢do nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), na auséncia ou presenca de 50 ou
150 mM NaCl. Barra vertical indica o erro padrao da média de quatro repeti¢cdes por
tratamento. Médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).
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Embora esses valores possam parecer baixos, hd registros, na literatura, de
concentracdes de prolina da mesma ordem. Por exemplo, no trabalho de OZFIDAN et. (2013)
foram medidas concentracdes (estatisticamente significantes) de prolina desde <10 nmol até
200 nmol g"' MF em folhas de plantulas de Arabidopsis thaliana submetidas, a um estresse
osmético induzido por PEG 8000 ( -0,73 MPa) por 24 h, valores esses, de fato, menores que
os constantes na Fig. 13. E verdade que o tempo de exposi¢io no presente ensaio foi de 15
dias, mas ndo existe evidéncia de que os acumulos de prolina em folhas aumentem
continuamente com a duracio do periodo de estresse (CLAUSSEN, 2005).

Quando acessos de pinhdao manso foram expostos a estresses puramente hidricos, os
resultados, em relacdo ao acimulo de prolina, foram conflitantes. No experimento de Diaz-
Lopez et al. (2012), plantulas submetidas a dessecacao progressiva do solo por supressao total
da irrigacdo durante quatro semanas, ndo mostraram aumentos significativos em relacdo a
controles mantidos 2 capacidade de campo ( teores entre 4-5 umol prolina g MS). J4 nos
experimentos de Silva et al. (2009a,b e 2010), os teores foliares de prolina acumularam
significativamente em resposta a deficiéncia hidrica, mas os valores observados, entre 0,2 -
0,9 umol prolina g dgua tissular, foram considerados insignificantes, em termos de sua
contribuicao ao ajustamento osmético foliar.

Frequentemente, as concentragdes de acgucares soluveis totais (AST) sdo aumentadas
em plantas sob condi¢cdes de estresse hidrico ou salino (ROSSIELLO et al. 1981a,b;
PIMENTEL & ROSSIELLO, 1995), principalmente em razdo do aumento na atividade das
amilases (MARANVILLE & PAULSEN, 1970; PAUL & FOYER, 2001).

Na figura 14 sdo mostrados os teores de AST em resposta aos tratamentos de
salinidade impostos no acesso 305. Foi verificada a auséncia de significacdo estatistica para
os teores de acgucares soldveis totais, sendo que os teores determinados nos tratamentos
controle e 150 mM NaCl foram praticamente iguais. Gimeno et al. (2012) cultivaram plantas
de J. curcas em casa de vegetacdo , e com idade de 90 dias, as submeteram a um alagamento,
durante 9 dias, com 4dgua contendo 0, 150 ou 300 mM de NaCl.
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Figura 14. Teores de agucares soliveis em folhas de plantas de pinhdao manso, acesso 305,
cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), na auséncia ou presenga
de 50 ou 150 mM NaCl. Barra vertical indica o erro padrio da média de quatro
repeticdes por tratamento.

Com relacdo ao controle nio alagado, houve reducdo significativa dos teores de AST
nas folhas dos tratamentos alagados, mas os acticares soliveis ndo resultaram afetados pelas
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concentracoes de NaCl impostas. Nesse mesmo trabalho (Gimeno et al., 2012), foram
acompanhados os efeitos dos tratamentos sobre os teores dos compostos quaterndrios de
amonio (usando glicina betaina como padrdo), sendo observado, em folhas e caules, auséncia
de qualquer resposta significativa, sendo que nas raizes houve reducdo significativa desses
compostos apenas no nivel de 300 mM NaCl. De forma diversa, Souza et al. (2012),
observaram, em plantas de pinhdo manso, com quatro anos de cultivo em potes de 200 L. , e
irrigadas normalmente com 4gua salinizada a 2,4 dS m’, que as concentracdes de AST,
acucares redutores, AAL, prolina e glicina betaina aumentaram significativamente em relacdo
ao tratamento controle.

Como conclusdo preliminar desses resultados, pode-se inferir que as respostas do
pinhdo manso a salinidade dependerdo do acesso (e sua idade fisioldgica); da condig¢do
ambiental e da concentragdo de NaCl percebida pelo sistema radicular. Nesse sentido, €
interessante observar que o acesso utilizado por Gimeno et al. (2012) € notdvel, no sentido
de suportar, mesmo com certos prejuizos, uma concentracdo externa de 300 mM, ao passo
que os trés acessos aqui estudados, ndo conseguiram sobreviver, em nenhum caso, a uma
exposicdo de 200 mM NaCl, por um tempo razoavel. Esse trabalho também, foi unico
encontrado na literatura a usar uma dose tdo elevada de NaCl no pinhdo manso, a qual é
utilizada, normalmente, para ensaiar respostas em espécies sabidamente  halofiticas
(FLOWERS, 2004; PARIDA & DAS, 2005; MUNNS & TESTER, 2008; RADIC et al.,
2013).

4.2 Acesso 356
4.2.1 Area foliar, teor relativo de agua e producao de massa seca.

Em vista dos resultados obtidos com o0 acesso 305, no segundo ensaio, realizado com o
acesso 356, foram incluidos dois niveis adicionais de salinidade (75 e 100 mM NaCl), para
verificar o comportamento das plantas nessas doses intermedidrias.

Os resultados mostraram uma situacdo diversa em relacdo aos dados obtidos com o
acesso 305. Com efeito, a produgdo de AFT do acesso 356 declinou gradualmente, conforme
aumentou a salinidade da solu¢do, de forma nao significativa (Tukey, p > 0,05), até 75 mM,
seguida de uma reducdo brusca nos dois maiores niveis de NaCl aplicados, de forma que a
redu¢do méixima, com relacido ao tratamento controle, foi de 49 % (Figura 15). A érea foliar
total média por planta € o produto de dois componentes: o nimero médio de folhas por planta
e a drea foliar média por folha. Enquanto ao primeiro componente, a ANOVA revelou nao
existirem diferencas significativas (p = 0,659) entre as doses de NaCl, variando entre 10,0 £
0,89 e 9,0+ 0,32 folha planta™, para os tratamentos correspondentes a 0 ¢ 150 mM NaCl,
respectivamente. Dessa forma, o padrao de resposta em AFT neste acesso pode ser explicado
por redugdes na drea foliar por folha, as quais se tornaram significantes a partir do nivel de
100 mM NaCl. De acordo a Munns e Tester (2008), a redu¢cdo do tamanho da folha é uma
funcdo do tempo de exposi¢do ao estresse salino, e decorre de efeitos tanto sobre o
alongamento como sobre a divisdo celular.
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Figura 15. Area foliar total de plantas do acesso 356, cultivadas em solugdo nutritiva de
Hoagland & Arnon (1950), na presenca de doses crescentes de NaCl . Barra vertical
indica o erro padrao da média de cinco repeti¢des por tratamento. Médias seguidas de
letras minudsculas iguais ndo diferem significativamente (Tukey, p <0,05).

Na figura 16 sdo apresentados os dados relativos a variagdo do TRA. O padrio de
resposta caracterizou-se, neste acesso, por variagdes nao significativas (Tukey p >0,05), de
forma que o valor registrado na maior dose de NaCl foi muito similar ao valor do tratamento
controle. Portanto, as possiveis restricdes as taxas de alongamento foliar, ndo podem ser
adscriptas a limitacdes nos niveis de hidratagdo foliar, e sim ao componente idnico do estresse
salino-sodico. Esse tipo de resposta € complexo, podendo envolver declinios no volume
celular induzidos pela salinidade e/ou mudangas nas propriedades da parede celular, porem a
sua natureza exata permanece desconhecida (MUNNS & TESTER, 2008).
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Figura 16. Teor Relativo de Agua (TRA, %) de plantas do acesso 356, cultivadas em solugio
nutritiva de Hoagland & Arnon, na presenca de doses crescentes de NaCl. Barra
vertical indica o erro padrdo da média de cinco repeticdes por tratamento. Médias
seguidas de letras minudsculas iguais ndo diferem significativamente (Tukey, p <0,05).
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Plantulas de pinhdao manso, quando submetidas a seca, mostraram um padrdo similar
ao evidenciado na Figura 16, isto é, falta de resposta do TRA a reducdo progressiva da
disponibilidade hidrica, o que tem sido atribuido a um rdpido e completo fechamento
estomdtico, prevenindo assim perdas transpiratérias de dgua, de forma muito eficiente
(SILVA et al., 2010; DIAS-LOPEZ et al., 2012b). De acordo com a sugestdo de Sapeta et al.
(2013), tal tipo de resultado implica em um papel dominante para o controle hormonal sobre o
fechamento estomadtico, presumivelmente via Acido Abscisico (ABA).

De fato, existem evidencias consistentes de que o ABA desempenha um papel
importante na regulacdo do comportamento estomatico (NETTING, 2000; PASTORI &
FOYER, 2002; LIU et al., 2005), desencadeando a ocorréncia de uma complexa série de
eventos, que conduzem ao fechamento estomdtico sob condi¢des de estresse hidrico
(VERSLUES & BRAY, 2006). No supracitado trabalho de Ozfidan et al. (2013) foi sugerida
a possibilidade de que o fechamento estomatico mediado por ABA seja um passo necessario
para a ocorréncia de outras respostas como mudangas nos teores de AAL e prolina. De fato,
diversos resultados da literatura indicam que acimulos significativos de prolina geralmente
ocorrem apods certo patamar de estresse hidrico ou salino (NOFTAH & MICHEL, 1987;
DELAUNEY & VERMA, 1993; PIMENTEL & ROSSIELLO, 1995). Chu et al (1976)
mostraram que ABA promove a atividade de A'-pirrolina-5-carboxilato redutase, a enzima
envolvida na etapa final da sintese de prolina.

Considerando-se produ¢do de massa seca no maior nivel de salinidade em relagdo ao
tratamento controle (considerado como 100 %) a producdo de massa foliar caiu para 32 %
(Fig. 17A), a do caule para 46 % (Fig. 17B) e a das raizes para 22 % (Fig. 17C).
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Figura 17. Producdo de massa seca de folhas, caule, raiz e total para o acesso 356 submetido
a doses crescentes de NaCl (0 — 150 mM) em cultura hidropdnica. A: folha; B: caule;
C: raizes; D: total. Barra vertical indica o erro padrao da média de cinco repeti¢des por
tratamento.
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Em relacdo a producao de matéria seca total (Fig. 17D), a mesma sofreu uma reducao

global de 64 %, ou de

outra forma, o seu R.R. foi de 0,36. Utilizando-se a func¢do previamente

mencionada de Diaz-Lépez al. (2012a), € possivel determinar o valor da eletrocondutividade
inicial da soluc¢do nutritiva no qual o R.R. = 0,5. Como se indica na figura 18, tal valor

correspondeu a EC; ¢,

s = 10,35 dS m™', muito préximo de 10,79 dS m™, obtido por Diaz-

Lopez et al. (2012a). Por outro lado, utilizando-se a relacao entre EC e concentragdo de NaCl
adicionado, especifica para este experimento (Figura 19), € possivel calcular que o valor
de10,35dS m™' se corresponde com uma concentragio de sal =~ 94 mmol L.

*=0,969
1.29 a = 1,149
b=0,080 1
= 0.8-
t |
(=]
= 0.6+
[-%]
.é 444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444
S 04- o
A i
e
0.2
00 T T T T T T T T T T E T T T T T 1
0 4 8 12 16

condutividade eletrica inicial da solucao(dS m'l)

Figura 18 Relacdo entre o rendimento relativo (base massa seca total) do acesso 356 e a

condutividade

elétrica inicial (EC;) da solu¢do de Hoagland e Arnon (1950) contendo

cinco niveis de NaCl. A linha tracejada indica o valor da condutividade elétrica da
solucdo (CE;¢s5) que induz um valor de R.R =0.5.
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Figura 19. Condutividade elétrica inicial da solu¢cdo de Hoagland e Arnon (1950) utilizada na
experimentacdo com o acesso 356, em fun¢do de niveis de NaCl adicionados.
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Silva et al. (2009) observaram que plantas jovens de pinhdo-manso sdo sensiveis ao
excesso de NaCl na solu¢do externa, mostrando uma reducao de 50% na massa seca total
com uma concentracdo de 47 mM. Tomados em conjunto, esses resultados indicam que,
aparentemente, ha uma ampla variabilidade entre os diferentes acessos atualmente sob
experimentacao, no relativo aos seus limites de tolerancia ao estresse por NaCl, indo desde
0,5 R.R. =47 mM (SILVA et al, 2009) ou 94 mM ( acesso 356), até 0,52 R.R. = 150 mM
(acesso 305).

4.2.2 Teores de clorofila, N-amino livre, prolina e aciicares solaveis.

Os teores de clorofila total extraida de folhas do acesso 356 submetidas a doses
crescentes de NaCl sdo apresentados na figura 20. A tendéncia de variagdo desse indicador
bioquimico foi similar a apresentada pela drea foliar (Figura 15), incluindo uma tendéncia a
reducgdo, até 75 mM NaCl (ndo significativa em relacdo ao controle), seguido de uma queda
brusca entre 100-150 mM, implicando em redu¢des de 31 a 38 % em relagdo ao controle ndo
salinizado.
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Figura 20. Teores de clorofila total (a + b) extraida com DMSO, de folhas do acesso 356,
cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), contendo doses
crescentes de NaCl. Barra vertical indica o erro padrao da média de cinco repeti¢des
por tratamento. Médias seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).

Na figura 21 sdo apresentados os valores relativos aos teores de AAL, determinados
nas folhas deste acesso. No caso deste indicador, os seus valores mostraram uma tendéncia
bem definida de varia¢do, com diferencas altamente significativas (Teste F, p < 0,0001). Até
100 mM NaCl, h4 um padrdao exponencial bem definido, seguido de uma estabilizacdo ou
“plateau” entre 100-150 mM NaCl, de forma tal que um modelo logistico pode ser ajustado
satisfatoriamente (Figura 20). Tal modelo € estruturalmente complexo, com quatro
parametros, servindo apenas para melhor visualizar a tendéncia de variacdo. De importante, é
que o acumulo de ALL, na fase de estabilizacdo da resposta, foi entre 2,9 e 3,2 vezes superior
ao valor do controle. Esses niveis de acumulagdo refletem, provavelmente, contribui¢cdes para
0 “pool” citoplasmdtico, de AAL oriundos de aumentos no processamento hidrolitico de
proteinas e/ou de reducdo da sintese protéica, sintomas comuns de danificacdo metabdlica sob
condig¢des de deficiéncia hidrica (HSIAO, 1973). Acimulos similares t€ém sido verificados em
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plantulas de sorgo expostas a salinidade (LACERDA et al, 2003), e de mamona (Ricinus
communis) sob condi¢des de sub-irrigacdo (BABITA et al., 2013).
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Figura 21. Teores de N-amino livre (AAL) em folhas do acesso 356, cultivadas em solug¢do
nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), contendo doses crescentes de NaCl (0 — 150
mM). Barra vertical indica o erro padrao da média de cinco repeti¢des por tratamento.

Similarmente ao observado com o acesso 305, os teores de prolina livre foliar
apresentaram valores absolutos entre 0,2 -0,3 umol g'1 MF (Figura 22). Entretanto, neste
acesso, houve uma tendéncia definida de acumulagdo, a partir da dose de 75 mM, registrando-
se aumentos estatisticamente significativos nas duas doses superiores, de forma que em 150
mM NaCl, o teor foliar de prolina resultou 60 % superior ao do respectivo controle (Figura
22). Ozfidan et al. (2013) sugeriram o envolvimento da prolina (induzida por ABA
enddgeno, ou aplicado exogenamente) na manutencdo de um status hidrico (TRA) constante
em folhas de A. thaliana submetidas a estresse osmotico. Tal situacao lembra o resultado aqui
obtido em relacdo ao TRA (Figura 16). Por outro lado, a prolina cumpre roles diversos sob
estresse hidrico ou salino, além de ter uma contribui¢cdo (mais ou menos importante), na
osmorregulacdo celular: 7) estabiliza membranas celulares interatuando com fosfolipidios; ii)
atua de forma similar a chaperonas, protegendo a conformagio estrutural das proteinas,
evitando a sua desnaturacgdo; e iii) em alguns casos, contribui com o sistema antioxidante, via
detoxificagdo de radicais livres (DELAUNEY & VERMA, 1993; RONDE et al., 2000; CHEN
& MURATA, 2002; CLAUSSEN, 2005; WALLADINO & CAMARA, 2010).

Desses papéis, o mais amplamente pesquisado € o seu papel como soluto compativel
em processos de ajuste do potencial osmético, o qual permite a manutengdo de valores
positivos do potencial de pressdo, responsdvel pela geracdo da turgescéncia celular, sendo
considerado um dos mecanismos responsdveis pela osmotolerancia em plantas (TURNER &
JONES, 1980). Por outro lado, como observaram Delauney e Verma (1993), a auséncia de
uma correlac@o positiva entre acimulo de prolina e osmotolerancia em algumas espécies, ndo
nega o papel adaptativo da prolina, antes, pode refletir a predominéncia de outros mecanismos
osmorregulatérios diferentes do ajuste osmoético. Nesse contexto, € interessante a sugestao de
Diaz-Lépez et al. (2012b) no sentido de que em J. curcas o abaixamento do potencial
osmoético se daria via ajustes do médulo de elasticidade da parede celular e ndo via
acumulacao ativa de solutos organicos.
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Figura 22. Teores de prolina livre em folhas do acesso 356, cultivadas em solu¢do nutritiva
de Hoagland & Arnon (1950), contendo doses crescentes de NaCl (0 — 150 mM).
Barra vertical indica o erro padrdo da média de cinco repetiches por tratamento.
Médias seguidas de letras mintusculas iguais nao diferem significativamente (Tukey, p

<0,05).

Neste acesso, diferentemente do observado no 305, houve uma depressao significativa
nos teores de agucares soluveis nas folhas, a niveis de salinidade moderados para esta espécie
(< 75 mM NaCl), seguida de uma recuperacdo nos dois maiores niveis de aplicacdo de sal,
com valores estatisticamente similares aos do controle ( comparar Fig. 14 e 23). Um padrao
de resposta igual ao da figura 23, j4 fora descrito previamente por Silva et al. (2009b),
trabalhando com um acesso de pinhdao manso proveniente de Sao Jodo do Bonfim, PB.
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Figura 23. Teores de agucares soliveis em folhas de plantas do acesso 356, cultivadas em
solucao nutritiva de Hoagland & Arnon, contendo doses crescentes de NaCl. Barra
vertical indica o erro padrao da média de cinco repeti¢cdes por tratamento. Médias
seguidas de letras mintsculas iguais nao diferem significativamente (Tukey, p <0,05).
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4.2.3 Acimulo de ions inorganicos

As determinagdes relacionadas aos teores de cétions Na®, K*, Ca** e Mg** foram
feitas em folhas (limbo + peciolo), caules e raizes. Na Tabela 5 constam os dados relativos ao
Na™.

Tabela 5. Concentracdes de Na* em folhas, caules e raizes de pinhdo-manso (acesso 356)
submetidas a diferentes doses de NaCl. Valores médios de cinco repeti¢des por
tratamento. Médias seguidas de letras mintsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).

(mmol Na* kg 'MS)

[NaCl] Folha Caule Raiz
mM
0 192,4 a 20,0 a 58,1a
50 645,8 b 173,3b 656,4 b
75 834.8 ¢ 292.1c¢ 649,7 bc
100 823,7 ¢ 273,3 cd 939,1d
150 789.,4 bc 3717 ¢ 1218,8 e

Para caracterizar, de forma rapida, o fendmeno do actimulo diferencial de Na* entre as
partes da planta, assim como a sua magnitude, definiu-se o indice RAR, ou “Razdo de
Acuimulo Relativo”, obtido pelo quociente entre a mixima concentracdo de ion quando
cultivado com adi¢do de NaCl em relagdo a concentracao observada nas plantas testemunhas
(Tabela 6).

Tabela 6. Razio de Actimulo Relativo ? do fon Na' em folhas, caule e raizes de dois
acessos de pinhao manso, submetidos a diferentes doses de NaCl.

Acesso n° Folha Caule Raiz
356 4.4 18,6 20,5
345 5,3 17,7 32,4

) RAR = [Na'] médxima / [Na'] controle

Dessa forma, para as folhas, o RAR foi de 4,4, tomando-se como base as
concentragdes de Na* observadas nas doses de 75-100 mM, onde se verificam 0os maximos
valores (Tabela 5). Comparativamente, caules e raizes ttm um poder de acumulacdo ainda
maior, de quatro e 4,6 vezes respectivamente, em relagcdo as folhas.

Entretanto, como houve reducdes significativas de massa nos trés compartimentos,
em resposta a salinidade da solucdo (Figura 17 A-C) € possivel que parte dos acimulos seja
devido a um efeito simples de concentragdo por reducdo de matéria seca. Todavia, um re-
exame da figura 17A, relativa a massa seca das folhas, indicou que o dnico contraste
significativo (Tukey, p < 0,05) foi entre a controle e os tratamentos que levaram NaCl, os

quais nao diferiram estatisticamente entre si. Isto significa que as folhas sob NaCl tiveram
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massas bastante similares, e portanto, os teores de Na' nelas determinados refletem influxos
positivos de Na*, dos feixes vasculares em direcdo as células do mesoéfilo foliar. Todavia,
esse processo de transporte e acumulo foliar tende a saturagdo, fato evidenciado na Tabela 5,
uma vez que as taxas de transpiracdo sdo progressivamente reduzidas pela presenga do ion
sddio nos tecidos foliares (RODRIGUES et al., 2012).

Similarmente ao observado nas folhas, em caules e raizes, os maiores gradientes de
acumulacio de sédio (A[Na'] / A[NaCl]) ocorreram com a menor dose de sal adicionada
(Tabela 5), o que mostra a alta afinidade que esta espécie tem por esse ion, uma situagdo ja
verificada por outros autores (SILVA et al., 2009a, CHEN et al., 2012). As concentragdes de
s6dio aumentaram linearmente em ambas as por¢des vegetativas (caule: > =0,913; raizes: r°
= 0,954), sendo particularmente elevadas nas raizes, especialmente no maior nivel de NaCl
aplicado, onde a [Na'] atingiu um teor de 2,8 % da massa seca (1218,8 mmol kg'1 MS, tabela
5), correspondente a uma R.A.R de 20,5 (Tabela 6).

Na Tabela 7 sdo apresentadas as concentra¢des do cation potdssio em folhas, caules e
raizes. A aplicacdo de doses crescentes de NaCl resultou em redugdes das concentracdes de
K" em folhas e raizes, enquanto que as varia¢cdes no caule ndo atingiram significacdo
estatistica. O padrao de reducdo em ambos os casos foi linear (folha: = 0,638; raiz: =
0,840) e considerando-se os menores teores em relacdo ao tratamento controle a redugdo foi
de 33 % para a folha e 45 % para as raizes, em 100 e 150 mM NaCl, respectivamente (Tabela
7).

Tabela 7. Concentragdes de K * em folhas, caules e raizes de pinhdo manso (acesso 356)
submetidas a diferentes doses de NaCl. Valores médios de cinco repeti¢des por

tratamento. Médias seguidas de letras minudsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).
(mmol K* kg MS)
[ NaCl] Folha Caule Raiz
mM
0 456,1 a 266,2 a 970,9 a
50 364,0b 289,0 a 800,4 b
75 317,6 ¢ 306,6 a 5973 ¢
100 3049 c 302, 7 a 5775¢
150 331,0 be 3269 a 548,0 c

Embora seja freqiientemente reportado que uma conseqiiéncia usual do estresse salino,
independentemente do grau de tolerancia da espécie considerada, seja o disturbio do balango
nutricional (HU & SCHMIDHALTER, 2005; MUNNS & TESTER, 2008, DIAZ-LOPEZ et
al., 2012a), no presente caso, € no relativo aos cdations divalentes, os dados mostraram
tendéncia a um tipo de comportamento homeostatico.

Na Tabela 8 sdo apresentadas as concentragdes do cdtion cédlcio em folhas, caules e
raizes. O aumento da concentracio externa de NaCl induziu uma reducdo significativa na
absorcdo radicular de Ca** no nivel de 100 mM nas raizes, com reflexos no caule, onde os
teores declinaram significativamente a baixos niveis de NaCl, para aumentar no méiximo
nivel de sal aplicado, provavelmente devido a um efeito de concentragio associado a reducao
da massa caulinar . Todavia, essas oscilagcdes nos teores de Ca®* em caules e raizes nio
tiveram qualquer conseqiiéncia sobre as concentragdes foliares do elemento, que oscilaram
nao significativamente em torno de 315,3 + 13,1 mmol Ca** kg'lMS.
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Tabela 8. Concentracdes de Ca” em folhas, caules e raizes de pinhdo manso (acesso 356)
submetidas a diferentes doses de NaCl. Valores médios de cinco repeti¢des por
tratamento. Médias seguidas de letras mintsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).

(mmol Ca®* kg 'MS)
[ NaCl] Folha Caule Raiz

mM

0 3328 a 94,1 a 123,8 a
50 317,1a 634D 1183 a
75 316,1a 87,7c 98,9 ab
100 295.8 a 80,3 ¢ 90,9 b
150 314,5a 107,5 a 87,1b

Esses resultados sdo de interesse ao se considerar que uma concentracao basal de Ca®*
€ essencial para o alongamento celular, porque na parede celular, os fons calcio desempenham
papel-chave na manutencdo da conformacdo espacial das redes de pectina. Portanto, o
deslocamento do Ca** ligado as pectinas inevitavelmente alterard as propriedades fisicas da
parede celular, incluindo a sua extensibilidade, rigidez e permeabilidade (RENGEL &
ZHANG, 2003). O deslocamento de fons Ca** de sitios criticos no apoplasto € a base da
chamada “hipétese do deslocamento” segundo o qual um cation € téxico porque desloca Ca®*
da superficie celular (KINRAIDE, 1998), e esse aspecto poderia formar parte da toxicidade do
cation Na" atuando extracitoplasmaticamente, um assunto pouco abordado pela pesquisa
nesta drea.

Radic et al. (2013) observaram, na espécie halofitica Centaurea ragusina L., uma
reducdo significativa do teor foliar de MgZJr em resposta a aplicacdo de 150 mM NaCl na
solucdo nutritiva, e sugeriram que isto poderia ter contribuido para o decréscimo das
concentracoes de clorofila, e por essa via, no funcionamento da maquinaria fotossintética. No
presente ensaio, se por um lado os teores de clorofila do acesso declinaram em resposta a
adicao de sal (Fig. 20), por outro, a adicdo a adicao de NaCl a solu¢do ndo teve efeito
significativo sobre os teores de Mg2+ em folhas, caules e raizes (Tabela 9).
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Tabela 9. Concentragdes de MgZJr em folhas, caules e raizes de pinhao manso (acesso 356)
submetidas a diferentes doses de NaCl. Valores médios de cinco repeti¢des por
tratamento. Médias seguidas de letras mintsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).

(mmol Mg** kg'MS)
[NaCl] Folha Caule Raiz

mM

0 228,5a 59,8 a 204,0 a
50 213,8 a 57,9 a 2222 a
75 230,5 a 64,8 a 234,1 a
100 2289 a 55,6 a 2348 a
150 221,6 a 62,8 a 2113 a

De acordo com Silva et al. (2009a, b), a sensibilidade das plantas de pinhdo-manso ao
estresse salino deve-se, principalmente, a uma grande acumulacdo de Na" e CI nas folhas,
principalmente o primeiro. Todavia, os dados obtidos com o acesso 356 concordam apenas
parcialmente com a conclusdo de Silva et al. (2009a, b) uma vez que no presente caso,
embora se registraram actimulos significativos de Na' na parte aérea (os quais podem ser
utilizados em ajuste osmético, gerando turgescéncia), a acumulacdo quantitativamente mais
importante aconteceu nas raizes (Tabelas 5 e 6). Entdo, aparentemente, neste acesso, outros
mecanismos poderiam estar atuando para regular o transporte de Na* para a parte aérea. Um
desses mecanismos poderia consistir na retencdo ou seqiiestro de fons Na" nas células
acompanhantes do xilema no caule (WATSON et al.,, 2001; MUNNS & TESTER, 2008;
RODRIGUES et al., 2012), e nesse sentido, os dados da Tabela 5 sdo sugestivos dessa
possibilidade. Como Watson et al. (2011) observaram, a regulacdo do teor de solutos do
xilema € um componente importante da regulacdo da composicdo idnica da parte aérea e sua
tolerancia a sais. Entretanto, ainda ndo sdo conhecidos o(s) transportador (es) responsavel(is)
pelo transporte de Na* para e desde os vasos xilematicos, embora antiportes Na'/H" ligados a
membrana plasmdtica tenham sido propostos (KRONZUCKER &BRITTO, 2011; BRINI &
MASMOUDI, 2012). Outra possibilidade poderia ser a reciclagem xilema-floema, transferindo
o excesso de Na" para os vacdolos das folhas mais velhas ou diretamente para as raizes
(WATSON et al., 2001). Embora que, de acordo com Munns e Tester (2008), para a maioria
das plantas, o transporte de Na' desde a parte aérea para as raizes, via floema, possa
provavelmente recircular somente uma pequena propor¢do do Na" que é descarregado nas
folhas, esse mecanismo poderia ser acionado em J. curcas, dependendo da intensidade do
estresse. Com efeito, se a expressao dos mecanismos de defesa depende, principalmente, da
intensidade do estresse e da sua duracdo (KACPERSKA, 2004; MUNNS & TESTER, 2005;
SHAVRUKOV, 2012) entdo, o mecanismo poderia ser acionado, p. ex., a partir de 100 mM
NaCl, que é o nivel a partir do qual se verificam os maiores actimulos de Na* nas raizes deste
acesso (Tabela 5). Diaz-Lopez et al. (2012a), observaram, em um acesso de pinhd@o manso
cultivado hidroponicamente, com doses crescentes de NaCl, que a concentracao foliar de CI’
permaneceu estavel de 60 a 150 mM , o mesmo acontecendo com o teor radicular de Na* nos
tratamentos de 90 a 150 mM. De acordo com esses autores, esses fatos poderiam indicar a
existéncia de algum mecanismo eficiente de exclusdo salina quando as concentragdes de NaCl
no meio de crescimento sdo elevadas. Todavia, no seu trabalho, diversamente dos presentes
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resultados, os teores de Na" acumulados nas folhas sempre foram superiores aos acumulados
nas raizes.

Por outro lado, sabe-se que o ion sddio exerce um forte efeito inibitério sobre a
absor¢io de K", presumivelmente por interferir com os transportadores na membrana
plasmatica das células corticais da raiz (BRINI & MASMOUDI, 2012). Por essa razao, em J.
curcas assim como em outras espécies, a salinidade induzida por NaCl conduz a reduc¢do dos
teores de K' tanto nas folhas quanto nas rafzes das plantas ( SILVA et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2012). Os dados da Tabela 7 confirmam esse fato para o caso do acesso
356.

4. 3 Acesso 345
4.3.1 Area foliar, teor relativo de dgua e producao de massa seca.

A drea foliar total do acesso 345 resultou afetada pelo aumento da concentracdo de
NaCl na solugdo (Figura 24), de forma similar ao ja observado com o acesso 356 (Figura 15).
Se bem a tendéncia de resposta foi similar, o comportamento do acesso 345, em relagdo a
tolerancia da AFT a salinidade pareceu mais sensivel do que o anterior, uma vez a redugdo
maxima, em relacdo ao tratamento controle, foi de 57 %. Neste acesso o nimero de folhas
foi reduzido significativamente pelo efeito da salinidade (F = 3,321; p = 0,0384), variando de
7,5 £ 0,65 no tratamento controle para 5,5 + 0,28 folha planta'1 com a adi¢cdo de 150 mM
NaCl, uma reducao de 27 %.
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Figura 24. Area foliar total de plantas do acesso 345, cultivadas em solucdo nutritiva de
Hoagland & Arnon, na presenca de doses crescentes de NaCl. Barra vertical indica o
erro padrdo da média de cinco repeti¢cdes por tratamento. Médias seguidas de letras
minusculas iguais nao diferem significativamente (Tukey, p <0,05).

Por outro lado, e também de forma similar ao observado com o acesso 305 (Fig. 8), o

acesso 345 sofreu de estresse osmotico induzido pelo sal, evidenciado pela reducdo
significativa do TRA nos tratamentos salinizados.
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Figura 25. Teor Relativo de Agua (TRA, %) de plantas do acesso 345, cultivadas em solugio
nutritiva de Hoagland & Arnon, na presenca de doses crescentes de NaCl. Barra
vertical indica o erro padrio da média de cinco repeticdes por tratamento. Médias
seguidas de letras mintsculas iguais ndo diferem significativamente (Tukey, p <0,05).

Como se indica na Figura 25, o TRA médio das folhas do controle foi de 94,8 %,
enquanto que, o dos tratamentos que levaram NaCl oscilou, ndo significativamente, entre
83,3 e 86,5 %. No presente caso, 0 TRA pareceu se ajustar prontamente a presenca do NaCl
na solucdo nutritiva, sendo este um ponto de diferenga com o acesso 305, onde a reducdo da
hidratacdo foliar foi mais gradual (Fig .8).

Os dados relativos a produ¢ao de massa seca, e sua distribui¢do entre folhas, caule e
raizes, sdo apresentados na figura 26A-D. Considerando-se a massa seca no maior nivel de
salinidade em relac@o ao tratamento controle (= 100%), a produ¢do de massa seca foliar caiu
para 26 % (Fig. 26A), a do caule para 55 %(Fig. 26B) e a das raizes para 30 % (Fig. 26C).

Esses percentuais indicam, portanto, neste acesso, menores efeitos globais da
salinidade sobre o maquindrio fotossintético, em relacdo ao acesso 356. Em relagdo a
producdo de matéria seca total (Fig. 26D) a mesma sofreu uma reducdo de 57 %, ou de outra
forma, o seu R.R. foi de 0,43. Utilizando-se o mesmo processo de comparacgdo, via fungdo de
resposta do R.R. (DIAZ-LOPEZ et al, 2012a) é possivel calcular, para este acesso, que o
valor de R.R. =0,5 foi atingido em 146 mM (Figura 27).
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A partir desse resultado, € possivel agora posicionar, relativamente, 0 comportamento
produtivo dos trés acessos estudados, onde o 356 aparece como o de maior sensibilidade, o
345 como um intermedidrio, porém mais préximo ao acesso 305, que resultou o de maior
tolerancia entre os abordados neste trabalho. .

4.3.2 Teores de clorofila, N-amino livre, prolina e aciicares solaveis.

Os teores de clorofila total do acesso 345, em resposta as doses de NaCl adicionadas a
solucdo nutritiva sdo apresentados na figura 28. Salvo por uma redugdo (ndo significativa),
localizada na dose 75 mM, os niveis de NaCl ndo afetaram os teores de clorofilas a + b, um
comportamento j4 evidenciado pelo acesso 305 (Fig. 11), no primeiro ensaio realizado.
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Figura 28. Teores de clorofila total (¢ + b) extraida com DMSO, de limbos foliares de
plantas de pinhao manso, acesso 345, cultivadas em solu¢do nutritiva de Hoagland &
Arnon (1950), contendo doses crescentes de NaCl (0 — 150 mM). Barra vertical indica
o erro padrao da média de cinco repeti¢des por tratamento. . Médias seguidas de letras
minudsculas iguais ndo diferem significativamente (Tukey, p <0,05).

Constitutivamente, os teores de aminoacidos livres totais (AAL) no acesso 345 foram
da mesma ordem dos determinados no acesso 305 (comparar Figs. 12 e 29), e em comum, em
ambos os acessos a adicdo de doses crescentes de NaCl a solucdo ndo afetou
significativamente os teores foliares de AAL. Entretanto, a forma da resposta mostrou maior
estabilidade no acesso 345 (Fig. 29).

Em relacdo aos niveis de prolina livre (Figura 30), os dados mostraram que na
auséncia de NaCl no meio, este acesso teve niveis superiores aos dos outros dois acessos
(Fig. 13 e 21). Todavia, de forma diversa, ndao foi observado neste acesso o processo de
acumulo de prolina, dependente de dose de NaCl, observados nos acessos anteriores. Repare-
se que na figura 30, ndo consta o valor do tratamento 100 mM NaCl, ja que, por acidente, as
amostras resultaram danificadas, sendo portanto excluidas.
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Figura 29. Teores de N-amino livre em folhas de pinhdo manso, acesso 345, cultivadas em
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— 150 mM). Barra vertical indica o erro padrao da média de cinco repeti¢des por
tratamento. . Meédias seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).
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Figura 30. Teores de prolina em folhas de pinhdo manso, acesso 345, cultivadas em solucio

nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), contendo doses crescentes de NaCl (0 — 150
mM). Barra vertical indica o erro padrdo da média de cinco repeti¢cdes por tratamento.
Médias seguidas de letras mindsculas iguais nao diferem significativamente (Tukey, p
<0,05).

Na figura 31 s@o mostrados os teores de agucares soluveis totais determinados nas

folhas do acesso 345. O padrao de resposta aqui incluiu aumentos significativos imediatos,
entre 50-75 mM, declinando posteriormente, até que, na maior dose, o teor de AST ndo se
diferencia estatisticamente do controle. Os aumentos foram moderados, com um méaximo de
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32 % em 50 mM e um minimo de 17 % em 100 mM. Alguns estudos t€m indicado que a
acumulagdo de solutos organicos, em condi¢des de estresse hidrico ou salino, pode estar mais
relacionada a distirbios metabdlicos ocasionados pelo evento estressante, do que ao
ajustamento osmotico ativo (MUNNS & TESTER, 2008). A reducdo no contetido de
acucares soluveis (Acesso 356, Fig. 23) , assim como a sua possivel contribuic¢io relativa no
potencial osmético em folhas de pinhdo-manso, em condi¢des de salinidade, deve estar
relacionada a queda na fotossintese ou mesmo a maior taxa de migracdo via floema para as
raizes, como pode ser o caso no acesso 345, nas maiores doses de NaCl aplicadas ( Fig. 31).
Essas reducdes podem ser até benéficas, porque do contrario poderia acontecer inibi¢do tipo
“feedback” dos teores de carboidratos soltveis sobre as taxas de assimilacdo fotossintética
(Sapeta et al., 2013).
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Figura 31. Teores de agucares soliveis em folhas de plantas do acesso 345, cultivadas em
solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon, contendo doses crescentes de NaCl. Barra
vertical indica o erro padrdo da média de cinco repeti¢des por tratamento. Médias
seguidas de letras minusculas iguais nao diferem significativamente (Tukey, p <0,05).

4.3.3 Acimulo de ions inorganicos
Na Tabela 10 estdo referidas as concentragdes de Na® observadas em folhas, caule e
raizes do acesso 345. Utilizando-se o critério do R.A.R., previamente definido, esses
acimulos tiveram indice de 5,3; 17,7 e 32,4 para folhas, caules e folhas, respectivamente
(Tabela 6). Os dados indicam, para o acesso 345, a existéncia de um patamar superior de
acumulacgdo, igual a 100 mM NaCl, nas trés partes vegetativas (Tabela 10). Esse patamar
pode ser atribuido parcialmente ao decréscimo na transpiragio (DIAZ-LOPEZ et al., 2012 b;
SOUSA et al., 2012) responsavel pelo fluxo de transporte, das raizes para a parte aérea. Ja
nas raizes, esse patamar pode representar a saturacdo dos processos de transporte alocados na
membrana plasmaticas das células radiculares. Os dados de concentragdo bruta do ion ndo
permitem avaliar a possibilidade da existéncia de processos de captura e transporte de Na* por
via apopldstica, j4 descritos em outras espécies cultivadas (KRONZUCKER &BRITTO,
2011; BRINI & MASMOUDI, 2012).
Similarmente ao observado no acesso 356, os maiores gradientes de acumulacdo de
Na" ocorreram com a menor dose de sal adicionada, tanto em folhas (> 4 x) como no caule e
raizes (= 8 x), 0 que mostra a alta afinidade que esta espécie tem por Na*. De acordo com
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Silva et al. (2009), as [Na'] nas folhas de plantas jovens de pinhdo manso aumentaram
intensamente j4 a partir de 25 mmol Na L™ na solugio.

Tabela 10. Concentracdes de Na* em folhas, caule e raizes de pinhdo-manso (acesso 345)
submetidas a diferentes doses de NaCl. Valores médios de cinco repeti¢des por
tratamento. Médias seguidas de letras minudsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).

(mmol Na* kg 'MS)

[NaCl] Folha Caule Raiz
mM
0 116,8 a 28,6 a 28,3 a
50 468,7 b 2209 b 2229b
75 573,5 bc 364,6 ¢ 5934 ¢
100 609,6 ¢ 488,6 d 878,5d
150 614,8 c 505,2d 916,8 d

Esses acimulos sdo importantes porque certamente induziram um estresse osmotico
nas plantas. No acesso 356, isto significou que o TRA declinasse de 91,6 % no controle para
86,1 % com 50 mM NaCl, ou seja, 5,5 pontos percentuais, uma magnitude importante em
se tratando da hidratacao foliar de espécies glicofitas (HSIAO et al, 1976) e que s6 ndo atingiu
significacdo estatistica por causa do relativamente baixo valor de TRA no controle (Fig. 16).
Ja no acesso 345, o seu TRA em 50 mM NacCl foi de 86,5 %, ou seja, ligeiramente superior
ao correspondente em 356, mas como as folhas das plantas controle tinham um nivel de
turgidez maior (TRA = 94,7 %) isto gerou a significancia estatistica indicada na Figura 25.
Incidentalmente, isto é um aspecto quase nunca abordado nos trabalhos, mais que conduz a
conclusdes nem sempre robustas. Por exemplo, no ji mencionado trabalho de Gimeno et
al.(2012), a sua figura 3 ilustra um aumento significativo do TRA em plantulas de pinhdo
manso submetidas a alagamento com dgua contendo 300 mM NaCl, em relacdo ao TRA do
controle, normalmente drenado e irrigado com dgua ndo salinizada. Nesse estudo, o valor de
TRA do controle foi de 86,2 %, aumentando para 91,3 % em 300 mM NaCl. Sem prejuizo de
reconhecer que nesse, como no presente caso, possa ocorrer que plantas submetidas a
elevados niveis de NaCl mostrem folhas tdo o mais tirgidas que os seus respectivos controles
( p.ex. ver Fig. 16), o que chama a atenc¢do, nesse caso, ¢ um tratamento controle com TRA
desse valor. No presente estudo, em todos os casos, o0 TRA dos controles esteve acima de 91
% (Fig. 8, 16 e 25), um valor mais aproximado de um ideal de folhas testemunhas livres de
estresse atmosférico. Caso o TRA de nossos controles fosse da mesma ordem que o de
Gimeno et al. (2012), o TRA das folhas salinizadas, muito provavelmente, ndo mostrariam
reducdes significativas, em nenhum dos trés estudos, ou ainda poderiam incrementar.

Na tabela 11 estdo indicadas as concentracdes de K medidas em laminas foliares (+
peciolos), caules e raizes do acesso 345, em resposta as doses de NaCl aplicadas. Os dados
indicaram uma considerdvel retencdo de K" nos trés compartimentos vegetativos. Dado o
intenso efeito competitivo do Na* sobre o K" j4 referido no item anterior, essa alta reten¢do
tissular de K neste acesso constitui outro indicativo de sua relativamente maior tolerancia a
salinidade em relacdo ao acesso 356.
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Tabela 11. Concentragdes de K" em folhas, caule e raizes de pinhdo-manso (acesso 345)
submetidas a diferentes doses de NaCl. Valores médios de cinco repetigdes por
tratamento. Médias seguidas de letras mintsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).

(mmol K*' kg'MS)

[ NaCl] Folha Caule Raiz
mM
0 466,9 a 361,9 a 375,8 a
50 327,2b 330,4 a 337,2 a
75 276,9b 351,8 a 357,0a
100 307,8 b 339,3 a 327,0 a
150 309,3 b 221,4b 171,9b

Na Tabela 12 constam as concentragdes de Ca** em folhas, caules e raizes do acesso
345. De forma geral, a adicdo de NaCl teve por efeito reduzir os teores de cdlcio, de forma
diferenciada. Nas folhas, onde foram registradas as maiores concentracdes do elemento, os
teores se diferenciaram em apenas dois grupos: testemunha (464,7 mmol Ca”™ kg'lMS, ou
1,86 %) e tratamentos salinizados, os quais ndo diferiram entre si ( média: 287,7 mmol kg
1MS, ou 1,15 %), implicando em uma redu¢do média de 38%. O mesmo aconteceu no caule,
onde os teores passaram de 358,6 mmol kg'lMS (1,43 %) no controle para 233,7 mmol kg'1
MS, (média nos tratamentos que levaram NaCl), implicando numa reducdao média de 35 %.
Finalmente, os menores valores foram encontrados nas raizes, onde reducdes significativas
ocorrem a partir da dose de 75 mM NaCl. Considerando-se o teor na maior dose aplicada, a
reducgdo nas raizes foi de 47 %, maior, portanto, que a verificada nas raizes do acesso 356 (30
%, Tabela 8).

Tabela 12. Concentragdes de Ca”" em folhas, caule e raizes de pinhdo-manso (acesso 345)
submetidas a diferentes doses de NaCl. Valores médios de cinco repeti¢des por
tratamento. Médias seguidas de letras mintsculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).

(mmol Ca”* kg''MS)

[ NaCl] Folha Caule Raiz
mM
0 464,7 a 358,6 a 165,0 a
50 308,5b 231,5b 164,4 a
75 280,1b 224.0b 120,2 b
100 280,7b 250,6 b 111,8 bc
150 281,6 b 228,6 b 87,8 ¢

Na Tabela 13 sdo apresentadas as concentracdes de Mg * em folhas,caules e raizes do
acesso 345. De forma similar ao verificado com os teores de magnésio no acesso 356, o
efeito das doses de NaCl teve um efeito menor sobre este macronutriente. Nas folhas, os
teores praticamente se mantiveram constantes em todos os tratamentos, com uma média de
285,7 + 5,35 mmol kg'lMS (0,69 %). Os teores de no caule s6 foram afetados
significativamente na maior dose de NaCl aplicada, onde houve um aumento de 56 % em
relacdo ao controle. Nas raizes, as concentracdes de Mg2+ foram afetadas a partir de 50 mM
NaCl, sem variacdes significativas em doses superiores, de forma que a redugdo foi de 37 %.
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Tabela 13. Concentracoes de Mg2+ em folhas, caules e raizes de pinhdo-manso (acesso 345)
submetidas a diferentes doses de NaCl. Valores médios de cinco repeti¢des por
tratamento. Médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem
significativamente (Tukey, p <0,05).

(mmol Mg** kg'MS)

[ Nacl] Folha Caule Raiz
mM
0 296,7 a 1239 a 2829 a
50 269,4 a 123,6 a 1844 b
75 2842 a 127,8 a 180,1 b
100 280,0 a 129,5 a 1799 b
150 298,0 a 193,4b 176,6 b

Para melhor apreciar os efeitos globais da salinidade induzida por NaCl sobre o status
idnico monovalente das plantas( Na*; K* e Na/K) foi elaborada a figura 32. Para tal, os dados
relativos as concentracdes de Na® e K' dos acessos 356 e 345 foram considerados
conjuntamente, definindo-se apenas dois contrastes: as concentracdes dos tratamentos
controle vs. as concentragdes médias (50-150 mM) dos tratamentos que levaram NaCl. Dessa
forma, foram definidos quatro tratamentos: T1 e T2, referem-se aos controles nao salinizados
de 356 e 345 respectivamente, e T3 e T4 sdo os tratamentos salinizados (50-150 mM NaCl)
para 0s mesmos acessos.

Na figura 32A € possivel verificar que, na auséncia de NaCl na solu¢iao nutritiva, o
acesso 356 apresenta maior concentracdo foliar de Na* do que o 345, repetindo-se a situacio
quando as plantas foram submetidas a salinidade, quando os teores médios de sédio no 356
excederam os do 345 em 36, 5 % (Tukey, p< 0,05). Nas raizes (Fig. 36 B) repete-se a
situacdio, na média dos tratamentos salinizados, onde o teor radicular de Na" do acesso 356
resultou significativamente maior do que o do acesso 345.

Com relagiio aos teores foliares de K*, os mesmos nio diferiram significativamente,
nem em condicdo livre de estresse, nem em ambiente salino, onde, entretanto, houve uma
reducdo média dos teores, de 31 % em relagdo aos tratamentos controle (Fig. 32C). Nas raizes
ocorreram 0s maiores contrastes, uma vez que o acesso 356 apresentou um teor de K* 2,5
vezes superior ao do acesso 345, na auséncia de NaCl na solucdo. Como previamente
mencionado, este dltimo acesso foi capaz de reter uma concentra¢io média de K' nas raizes
expostas ao NaCl , estatisticamente similar ao de seu controle, provavelmente refletindo uma
menor competi¢do entre os seus influxos radiculares de Na e K. De acordo com Rodrigues et
al. (2012), a semelhanca do que acontece com outras espécies de glicofitas, no pinhdo-manso,
concentragdes adequadas de K podem atenuar parte dos efeitos adversos causados pelo
excesso de Na®. Esses autores observaram que, na presenca de K, as taxas de acumulacdo de
Na'nas folhas foram diminuidas, indicando que a reducdo no carregamento desse fon no
xilema radicular, exercida pelo K, foi essencial no processo de distribuicdo do fon Na" na
parte aérea.
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Figura 32. Comparacdo miiltipla para concentra¢des de Na* e K em dois acessos de pinhdo
manso (356 e 345) cultivados em solu¢@o nutritiva de Hoagland e Arnon, na auséncia
ou presenca de doses crescentes de NaCl (0-150 mM). Cédigo dos tratamentos: T1 — 0
NaCl 356; T2— 0 NaCl 345; : T3 -50-150 NaCl 356; T4 -50-150 NaCl 345. A e C:
folhas; B e D: raizes. Valores médios de cinco repeticdes por tratamento. Médias
seguidas de letras minudsculas iguais ndo diferem significativamente (Tukey, p <0,05).

K* (mmol kg"'MSFolha)

Como complemento dessas informagdes, na Tabela 14, apresenta-se as relagcdes Na/K
em folhas, caule e raizes de ambos os acessos estudados.

Tabela 14. Relagdes molares Na/K (mmol Na*/ mmol K*) de dois acessos de pinhdo manso
cultivados em solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon, presenca de doses crescentes de
NaCl (50 a 150 mM).

*
Na/K (50-150) ©

Acesso
Folha Caule Raiz
356 2,35 0,91 1,37
345 1,85 1,27 2,18

® Representa o quociente entre a média das [Na®] / [K'],
excluido o tratamento controle.

Dessas relagdes pode ser inferido que no acesso 356, houve um maior excesso de fons
Na* (e naturalmente de fons CI" acompanhantes) por unidade de K transportado as folhas do
41



que no acesso 345 (2,35 vs. 1,85, Tabela 14). Aparentemente, neste acesso, o Na' foi o
principal contribuinte ao ajuste osmético, assumindo-se que, uma fracdo significativa do
mesmo, tenha sido compartimentalizada nos vacuolos das células mesofilicas. Esse rapido
influxo de fons Na*, apés a exposi¢do ao NaCl, pode ter garantido as condi¢des de turgidez
necessdrias a um mais rapido e completo fechamento estomatico, garantindo a manuten¢ao
dos niveis de hidratacdo foliar praticamente constantes (Figura 16). Esse tipo de interpretacdo
concorda com resultados similares onde o estresse salino ndo afetou negativamente o grau de
hidratacdo das folhas, e o excesso de fons acumulados contribuiu para a reten¢do de dgua no
tecido (SILVA et al., 2009b; DIAZ-LOPEZ et al., 2010). Em contrapartida, o progressivo
acimulo de ions potencialmente téxicos e os desbalancos nutricionais associados, seriam
responsdveis pela ocorréncia de disturbios fisiologicos e bioquimicos e de estresse oxidativo,
conducentes a uma rapida queda na produgio de biomassa (DIAZ-LOPEZ et al., 2010).
Assim, em relacdo ao acimulo de massa seca foliar, o acesso 356 sofreu uma redugdo de 54
% ja em 50 mM (Fig. 17A), enquanto que, nas mesmas condi¢des, a reducio no acesso 345
foi de 32 % ( Fig. 26A), o que pode estar associado a sua menor relacdo Na/K nas folhas
(Tabela 14), atenuando os efeitos téxicos do sédio (RODRIGUES et al., 2012). Em
contrapartida, € em comparagdo com valores similares do acesso 356 (Tabela 7), pode ser
verificado que o acesso 345 apresenta menores teores de K' nas raizes (Tabela 11) explicando
assim uma relagdo Na/K muito mais elevada nesse 6rgao (2,18 vs. 1,37, Tabela 14).

Como ja discutido, nas folhas do acesso 356 os teores de Ca’" ndo resultaram afetados
pelos tratamentos impostos enquanto que no 345, a salinidade reduziu homogeneamente
esses  teores (Tabelas 8 e 12), enquanto que os influxos de Na® aumentaram
concomitantemente, em ambos os cultivares. Dessa forma, as relacdes molares Na/Ca sob
salinidade diferiram entre os acessos. Nas folhas do acesso356, essa relagdo variou entre
2,.03 em 50 mM até um maximo de 2,78 em 100 mM, (média :2,49). Ja para o acesso 345, os
valores variaram entre 1,51 em 50 mM até 2,18 em 150 mM (média:1,98). Tomados em
conjunto, esses dados sugerem que o actimulo foliar de Na' teve menos possibilidade de
interferir com o Ca”* e os seus papéis fisiologicos do no caso do acesso 345 do que no 356.
A expressio da toxidez do fon Na* no caso do estresse salino, é regulada pela concentragio
externa d o fon Ca*, o qual exerce um efeito atenuante sobre a expressao desse estresse
(KINRAIDE, 1998).

Outro aspecto enfocado neste trabalho foi o possivel papel dos chamados solutos
organicos compativeis na expressdo da tolerancia diferencial de acessos de pinhdo manso a
salinidade induzida por NaCl. Nos termos como essa tolerancia foi definida neste trabalho, no
caso dos acessos mais tolerantes 305 e 345, as respostas dos teores de aminodcidos livres, e
acucares soluveis totais foram praticamente nulas ou muito baixas e ao acimulos de prolina,
de muita reduzida magnitude (305) ou inexistentes (345). Mesmo no caso do acesso 356, de
menor tolerancia em termos de producao relativa de biomassa, os actimulos verificados de
aminodcidos livres e prolina ( mas ndo em acucares soliveis), pela sua magnitude, poderiam
ser simplesmente produtos de e distirbios metabdlicos induzidos pelo sal, no metabolismo de
de aminodcidos e proteinas. Resultados da literatura corroboram essa possibilidade, ao menos
no caso da prolina (SILVA et al., 2009b).

Em experimento similar, Silva et al. (2009b) cultivaram plantulas de pinhdo manso em
solucdo de Hoagland e Arnon (1950) na presenca de doses crescentes de NaCl entre 25 e 100
mM, aplicadas em parcelas didrias de 25 mmol L, durante 15 dias. Mesmo com essa
aclimatacdo prévia ao estresse salino, o acesso utilizado por esses autores pareceu bem mais
sensivel que os aqui testados. Com efeito, a producdo de massa seca do acesso atingiu um
valor de 50 % do maximo, com uma concentracdo de NaCl entre 75-100 mM, sendo essa
reducdo acompanhada por intensos sintomas visuais de toxicidade causados pelo estresse
salino, caracterizados por clorose seguida de necrose, em areas localizadas de folhas em
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expansdo (SILVA et al., 2009b), manifestacdes essas ndo vistas nos presentes acessos. Entre
os seus resultados, os autores destacaram acdmulos de aminoacidos soldveis e
secundariamente de acucares soluveis e de glicina betaina, os quais fizeram uma contribuicao
relativa de 6, 5 e 4 % para a osmolalidade total das folhas. Essas contribui¢des, o se bem
inferiores as feitas pelos fons salinos Na® e CI, contribuintes maiores ao ajustamento
osmotico, tiveram certa relevancia no seu conjunto.

A consideragdo deste conjunto de dados e resultados experimentais permite concluir,
preliminarmente, que o acimulo de solutos orgadnicos compativeis, com propositos
osmorregulatorios, deve ter significancia apenas naqueles acessos de pinhdo manso com
maior sensibilidade ao estresse salino. No outro extremo, os acessos mais tolerantes (caso do
acesso 305) tendem a exibir um comportamento mais tipico de certas espécies halofiticas,
onde os ajustes osmoticos necessdrios sdo realizados exclusivamente com fons Na* e CI,
naturalmente abundante no seu meio de crescimento, dispensando a sintese de solutos
organicos compativeis, energeticamente muito mais custosos (MUNNS, 2002; MUNNS &
TESTER, 2008; RADIC et al., 2013).

Com relagdo aos possiveis mecanismos de tolerancia, cabe observar que este estudo
abrangeu uma limitada amostra dos acessos disponiveis, € ndo considerou ainda todas as
facetas das respostas ao estresse salino, particularmente aquelas ligadas ao estresse oxidativo
e a expressao dos sistemas antioxidantes. Entretanto foi possivel delinear algumas situagdes
de contraste que indicam possivel plasticidade fenotipica na espécie em relagdo aos
mecanismos de tolerancia.

Jongschaap et al. (2007) fizeram a observagdo, que muitas das feicdes positivas
atribuidas a espécie, tais como baixo requerimento nutricional, tolerdncia a seca, bom
crescimento sob condi¢des salinas, altos rendimentos de Oleo, estdo baseadas em
combinagdes incorretas de caracteristicas, que ndo necessariamente estdo presentes em todos
os acessos de J. curcas. Por exemplo, baseados nos resultados de apenas um acesso, Silva et
al.(2009b) afirmaram que J. curcas nao possui mecanismos eficientes de redistribuicdo e
exclusdo de Na" e CI para atuar na reducio do excesso de fons salinos, acumulados na parte
aérea de plantas sob salinidade. Os presentes dados ndo se ajustam totalmente a esse modelo
de tolerancia, uma vez que ficou demonstrada, nos acessos 356 e 345, a participacdo das
raizes como compartimento relevante de acimulo, nos maiores niveis de NaCl adicionados,
sugerindo a expressdo de um mecanismo de exclusdo. Garcia-Sanchez et al. (2002)
observaram que alta retencdo dos fons dos fons Na* e Cl nas raizes do porta enxerto de citrus
“Cleépatra mandarin” reduziu os efeitos téxicos destes na parte aérea das plantas. E possivel
que um modelo similar, baseado na inclusio (actimulo) de fons Na* e CI” a baixos niveis de
NaCl na solugdo externa e na exclusdo (via retencao radicular ) a altos niveis de salinidade
seja uma op¢do mais flexivel nesta espécie. Um bom candidato para ter testado esta hipdtese
foi o acesso 305, onde, desafortunadamente ndo foi possivel realizar as andlises de
composi¢do idnica realizadas nos outros dois acessos.

Finalmente, em vista dos resultados obtidos nestes experimentos, novos estudos
parecem garantidos. Eles deverdo considerar desde aspectos como forma de aplicacdo do
estresse (shock osmotico vs. aplicagdo gradual, segundo Schavrukov (2012), passando por
uma descricdo mais detalhada das relacdes hidricas das plantas, uma mais completa
caracteriza¢do dos possiveis solutos osmorregulatérios, principalmente inorganicos (Na*, CI',
K+ e NOj3) e sua distribuicdo nos diversos 6rgdos das plantas, e o possivel rol de diversos
metabdlitos nos sistemas de protecdo celular contra estresse oxidativo induzido por alta
salinidade.
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5 CONCLUSOES

Em confirmacdo da hipdtese inicialmente formulada, foi possivel verificar neste
experimento, a existéncia de comportamentos morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos
diferenciados entre trés acessos de pinhdao manso, em resposta ao estresse salino induzido por
doses crescentes de NaCl na solu¢do nutritiva.

No relativo a eficiéncia desses comportamentos responsivos, foi concluido que:

O indicador mais simples foi a consideracdo da magnitude da reducdo em matéria seca
total, expressa sob a forma de rendimento relativo (% do controle). Aplicando-se esse critério,
0 acesso 356 foi o mais sensivel e o 305, o mais tolerante;

Em segundo lugar, a composicao idnica sob estresse, com destaque para a concentragao
de Na" e a relagdo Na/K em folhas, e a concentracdo de Na' em raizes. As concentracdes dos
ions divalentes (célcio e magnésio) ndo sdao de valia na discriminagcdo de graus de tolerdncia
ao estresse salino em pinhao manso;

Em relacdo ao acimulo de solutos compativeis foi concluido que a maior sensibilidade
foi associada com maior acimulo de aminoécidos livres totais e prolina, enquanto a maior
tolerancia a auséncia de acumulagao;

Os teores relativos de dgua e de clorofila em laminas foliares de acessos de pinhdo manso
servem apenas como indicadores complementares, devido a sua baixa sensibilidade aos
aumentos de salinidade na solu¢do induzidos pelo NaCl.
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