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RESUMO

SILVA, ANSELMO FERREIRA DA M.Sc., Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa
Algodéo, FEVEREIRO de 2016. Eficiéncia Fotossintética e Protecdo Oxidativa em Mudas de
Cajueiro Ando Submetidas ao Estresse Salino. Campina Grande, PB, 2015. 93 p. Dissertacdo
(P6s-Graduacdo em Ciéncias Agrérias). Orientador: Prof. Dr. Josemir Moura Maia.

Coorientador: Prof. Dr. Alberto Soares de Melo.

Os estresses abioticos sdo responsaveis pela perda de produgdo agricola no mundo inteiro
especialmente nas regides semiaridas, onde prevalecem condi¢des adversas como temperaturas
elevadas associadas a seca, salinidade e radiacdo solar excessiva. Esses fatores, isoladamente ou
em combinacdo, causam distarbios intensos no metabolismo vegetal. A salinidade,
especificamente, causa intensa reducdo da capacidade fotossintética, o que ocorre associado com
a inducdo de danos oxidativos celulares. Nesse contexto, propos-se avaliar a eficiéncia da
fotossintese e protecdo oxidativa, processos metabolicos essenciais para a produtividade vegetal,
em mudas de cajueiro ando precoce submetidos ao estresse salino. O estudo foi conduzido com
plantulas, obtidas de sementes, utilizando duas progénies de cajueiro ando precoce (CCP 09 e
CCP 76). As plantulas foram submetidas ao estresse salino com doses crescentes de NaCl (0 a
100 mM) por 30 dias. Durante esse periodo, foram avaliadas a capacidade fotossintética, por
medidas de trocas gasosas e da atividade fotoquimica, e ao final do ensaio (30 dias de exposi¢do
ao sal) avaliou-se a protecdo oxidativa, com base em indicadores bioquimicos de danos e
protecdo. Assim, possibilitou-se compreender que ambos os clones acumularam Na* em todas as
partes vegetais, promovendo a reducdo da massa fresca. No entanto, o clone CCP 09 acumulou
K" gradativamente em folha, favorecendo melhor crescimento da Parte aérea e restringindo os
efeitos deletérios causados pelo sal. O estresse salino afetou drasticamente o aparato
fotossintético, destacando-se o clone CCP 09, sobressaindo-se nas variaveis Py, Pn/C; e Pn/E,
com excecdo da C, e E em relacdo ao CCP 76. O estresse salino promoveu o aumento de H,0,,
apenas para o clone CCP 09, enquanto que a peroxidacdo lipidica, reduziu drasticamente em
ambos os clones. Os clones apresentam respostas antioxidantes especificas, tendo em vista a
maior atividade enzimatica (SOD, APX e POX) para o CCP 76 e ndo enzimatica (ASC, GSH),
além da atividade da POX para o CCP 09. Com base nos resultados, sugere-se que o melhor
desempenho da relacdo Parte aérea/raiz no clone CCP 09 tenha sido causado pelo efeito protetor
do K* em folhas e da relevante protecdo antioxidativa ndo-enzimatica promovida pelo ASC e

GSH, além da atividade enzimatica de POX. Essa protecdo foi evidenciada no clone CCPQ9



devido a este ser mais eficiente na assimilagdo de carbono e no uso da &gua tecidual do que o
CCP 76.

Palavras-chave: Salinidade; Fotossintese; Estresse oxidativo; Anacardium occidentale.



ABSTRACT

SILVA, ANSELMO FERREIRA DA M.Sc., State University of Paraiba / Embrapa Cotton,
FEBRUARY 2016. Photosynthetic Efficiency and Oxidative Protection in Cashew seedlings
dwarf Subjected to salt stress. Campina Grande, PB, 2015. 93p. Dissertation (Postgraduate
Diploma in Agricultural Sciences). Advisor: Prof. Dr. Josemir Moura Maia. Coorientador: Prof.
Dr. Alberto Soares de Melo.

Abiotic stresses are responsible for the loss of agricultural production worldwide especially in
semiarid regions, where prevailing adverse conditions such as high temperatures associated with
drought, salinity and excessive solar radiation. These factors, singly or in combination, causes
severe disturbances in the plant metabolism. Salinity, specifically, trigger severe reduction in
photosynthetic capacity, which is associated with the induction of cellular oxidative damage. In
this context, it was proposed to evaluate the efficiency of photosynthesis and oxidative
protection, essential metabolic processes for plant productivity in dwarf cashew seedlings
subjected to salt stress. The study was conducted with seedlings obtained from seeds, using two
progenies of dwarf cashew (CCP 09 and CCP 76). Seedlings were subjected to salt stress with
increasing doses of NaCl (0 to 100 mM) for 30 days. During this period, it were evaluated
photosynthetic capacity, measures gas exchange and photochemical activity, and at the end of
the trial (30 days of exposure to salt) was evaluated the oxidative protection, based on
biochemical indicators of damage and protection. So, it is possible understood that both clones
accumulate Na* in all plant parts, promoting a reduction in fresh weight. However, the CCP 09
clone accumulated K* gradually in leaves, favoring better growth of the aerial part and restricting
the deleterious effects caused by salt. Salt stress drastically affected the photosynthetic
apparatus, highlighting the clone CCP 09, pointing the Py variables, Py/C, and Pn/E, with the
exception of C, and E in relation to CCP 76. The salt stress promoted the increase of H,O,, only
in clone CCP 09 while lipid peroxidation was dramatically reduced in both clones. Clones
present specific responses antioxidants, in view of the higher enzyme activity (SOD and APX
POX) to the CCP 76 and non-enzymatic (ASC and GSH), in addition to the POX activity to CCP
09. Based on the results, it is suggested that the best performance of the relationship shoot/root in
the clone CCP 09 was caused by the protective effect of K in leaves and relevant non-enzymatic
antioxidative protection promoted by ASC and GSH, besides the enzyme activity of POX. This
protection was evidenced in clone CCP 09 due to this being more efficient in carbon

assimilation and use of tissue water than CCP 76.



Keywords: Salinity; photosynthesis; oxidative stress; Anacardium occidentale.
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1. INTRODUCAO

Umas das espécies mais importantes em termos socioecondmico, cultivadas nas regioes
tropicais é o cajueiro, ocupando uma area estimada de 3,39 milhdes de hectares. A améndoa
comestivel e o liquido da casca da castanha sdo incluidos como seus principais produtos de
expressdao econdomica (BARROS et al.,, 2009). Segundo a FAO e STAT (2011) a maior
produtividade mundial destacou: Vietname (30%) seguido por Nigéria (19%), india (16%),
Costa do Marfim (11%), Brasil (5%), Indonésia (3%), Filipinas (3%), Guiné-Bissau (3%), Benim
(2%) e Mocambique (2%).

No Brasil, a cajucultura tem ampla importancia econdmica, por uma produtividade de
228.796 t ha' de castanha de caju na safra de 2016 (IBGE, 2016). A producdo e a
comercializacdo da castanha de caju representa uma atividade tradicional na Regido Nordeste
com 226.938 t ha™, sobretudo nos estados do Cear, Rio Grande do Norte e Piaui. A atividade
proporciona grande potencial para a geracdo de renda, emprego, como também o
desenvolvimento, tanto na propriedade rural quanto nas agroindustrias localizadas nas zonas
urbanas (ARAUJO e ARAUJO, 2014 e IBGE, 2016).

Na Regido Nordeste do Brasil o problema mais significativo da cajucultura, tem sido a
baixa produtividade dos pomares, com cerca de menos de 220 kg.ha™ de castanha. Assim, a
selecdo deve ser direcionada para a aquisicio de plantas com elevada produtividade em kg.ha™
em regime de sequeiro (PESSOA et al., 1995).

O porte do cajueiro reflete enorme importancia em frutiferas perenes, uma vez que 0s
clones do tipo ando precoce possuem porte baixo, facilitando praticas de manejo, como poda e
combate a pragas e doencas, de dificil execucdo ou inviaveis em pomares de cajueiro do tipo
comum (BARROS et al., 2000). O cultivo do cajueiro ando precoce concentra-se
tradicionalmente na Regido do Nordeste, situada dentro da zona semiarida (SILVA et al., 2011)
apresentando precipitacdes pluviométricas irregulares, com altas temperaturas durante todo o ano
e elevada luminosidade, entretanto a cultura responde bem as condi¢des climaticas.

Neste contexto nos Ultimos anos, foram desenvolvidas diversas pesquisas sobre os efeitos
do estresse salino no desenvolvimento do cajueiro ando precoce e, em geral, observou-se que o
crescimento da planta jovem é severamente afetado pela salinidade a medida que aumenta a
concentracdo de sais no ambiente radicular (ALVAREZ-PIZARRO et al., 2009; FERREIRA-
SILVA et al., 2008). Tais efeitos também foram observados quando o cajueiro encontrava-se na
fase de plantula (ABREU et al., 2008). Na planta quando adulta, porém, ndao foram observados

quaisquer efeitos decorrentes da exposicdo aos sais (AMORIM et al., 2010).
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Um dos estresses abidticos que mais limitam a producéo agricola é o causado por sal, em
razdo de seus efeitos no desenvolvimento vegetal, os quais podem ser de natureza io0nica,
osmoticas ou ambas (HASEGAWA et al., 2000). Os efeitos idnicos resultam da elevada
absorcéo de ions, especialmente Na* e CI°, que alteram a homeostase da célula quando em altas
concentragdes, enquanto os efeitos osmoticos, decorrentes da reducdo do potencial hidrico do
meio de crescimento, ocasionando a diminuicdo da disponibilidade de &gua para a semente,
plantula e/ou planta (HASEGAWA et al., 2000; ZHU, 2003).

A germinacéo e o estabelecimento da plantula séo inibidos pelo estresse salino, em varias
espécies. Isso acontece ndo apenas devido a reducdo do gradiente de potencial hidrico entre a
semente e o0 solo, como também ao metabolismo ser alterado de forma significativa, levando a
inibicdo da mobilizacdo das reservas e aos disturbios no sistema de membranas do eixo
embrionario (PRISCO, 1987).

A intensidade com que o estresse salino afeta a germinacao, depende primordialmente de
um conjunto de fatores relacionados a semente (vigor, forma e morfologia da testa), assim como
ao tipo de sal (concentracdo salina e tempo de exposicao), as condi¢cbes ambientais as quais a
semente esta sujeita (temperatura, luminosidade, oxigénio e umidade relativa do ar) (WAHID et
al., 1999). Entre os processos fisiologicos afetados pelo estresse salino destaca-se a assimilagao
do CO, e a sintese de proteinas, limitando a capacidade produtiva das plantas. Quando
submetido a producdo de mudas este efeito € mais pronunciado, uma vez que nesta fase as
plantulas estdo mais susceptiveis aos efeitos do sal (SOUSA et al., 2013). Ocasionando a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), especifica em causar danos
celulares, proveniente da alta exposicdo salina. Tendo em vista, que as plantas, desenvolvem
mecanismos de defesa contra 0 mesmo, restringindo prejuizos celulares.

Dentre os mecanismos de defesa, as enzimas dismutase do superoxido (SODs) sdo a
primeira linha de defesa contra as EROs, onde as metalo-enzimas as quais Sao responsaveis por
catalisar a reacdo de dismutacédo dos radicais O," , oxidando em H,0, e O, (MITTLER, 2002;
BHATTACHARIJEE, 2010). O H202 é desmoutado pela atividade de antioxidantes enzimaticos
como APX e POX e ndo enziméaticos como ASC e GSH, oxidando em H,O e O,. No qual, a
APX exige o &cido ascorbico (ASC) como redutor, permitindo assim a eliminacdo do H,0,
(LOCATO et al., 2010; SHARMA et al., 2012), e a POX partindo da oxidacdo de monofenois
utilizados como fonte doadora de elétrons na remogdo de EROs (PASSARDI et al., 2004). No
entanto, o ascorbato (ASC) é considerado o substrato antioxidante principal para redugdo do

H20,, sendo considerado um metabolito essencial no metabolismo oxidativo e manutencdo das
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funcdes vitais celular (NOCTOR e FOYER 1998; NAKANO e ASADA, 1987, GRATAO et al.,
2005).

A avaliacdo de plantas de cajueiro com processos metabolicos essenciais mais resistentes
ao estresse salino, como a protecdo oxidativa e a uma melhor taxa fotossintética, ndo foram ainda
realizados. Esses estudos seriam de grande importadncia para a geracdo de conhecimentos
possibilitando a producao de mudas mais aclimatadas em areas do semiérido brasileiro, contendo

problemas de salinidade.

1.1 Objetivo Geral

Elucidar os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos com a eficiéncia

fotossintética e a protecdo oxidativa em mudas de cajueiro expostas a salinidade.

1.2 Objetivos Especificos

e Verificar a intensidade do estresse causado pela salinidade com base nas determinacGes

de massa fresca e conteidos de Na* e de K™ em plantulas de cajueiro;

e Avaliar as variacGes nas trocas gasosas por medidas de condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (E), assimilacdo de CO, (Pn), concentracdo intercelular de CO, (C)),
estimativa da eficiéncia de carboxilagdo instantanea (Pn/C)) e eficiéncia de uso de agua
(Pn/E) em pléntulas de cajueiro na auséncia e presenca de salinidade;

e Auvaliar os indices da eficiéncia fotoquimica por medidas da taxa aparente de transporte
de elétrons (ETR) e excesso de elétrons para a fotossintese (ETR/Py), quenching
fotoquimico (qP) e ndo fotoquimico (NPQ), eficiéncia quantica (AF/Fm’) e quéantica

maxima (Fv/Fm) do PSII;

e Constatar a ocorréncia de danos oxidativos com base nos contetudos de peroxido de

hidrogénio (H,O,), TBARS e oxidagdo de proteinas em folhas;

e Estimar os conteidos dos antioxidantes ndo enzimaticos (ascorbato e glutationa);
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e Avaliar as mudancas na capacidade de protecdo oxidativa com base na atividade das
enzimas APX, POX e SOD.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Importancia do Cajueiro para o Nordeste

Dentre as espécies frutiferas nativas do Nordeste, destaca-se o cajueiro (Anacardium
occidentale L.), pois possui elevada potencialidade tanto para o consumo fresco do pseudofruto,
quanto para o processamento industrial deste e da améndoa. Além do consumo fresco do
pedunculo, cujo paladar é bastante peculiar, diversos sdo os produtos obtidos a partir do
pedinculo rico em vitamina C, e entre esses 0s sucos, refrigerantes, cajuina, doces, geleias,
néctares, farinhas e bebidas alcodlicas. Parte desses produtos sdo industrializados, sendo Brasil o
pais pioneiro e lider de seu aproveitamento (RABBANI et al., 2012).

A cajucultura no Brasil € distribuida em varias regides, concentrando-se na regido Nordeste,
respondendo por 94% da producdo nacional, sendo os maiores plantios localizados
principalmente nas faixas litoraneas e de transicdo dos estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do
Norte. O fruto do cajueiro, a castanha como matéria-prima alimenta um parque industrial
formado por dezenas de mini fabricas em sua maioria e fébricas de grande porte,
minoritariamente, responsaveis pela obtencdo da améndoa de castanha de caju, destinada em sua
maioria a exportagdo, gerando em média divisas superiores de US$ 220 milhdes anuais
(BARROS et al., 2009).

Esta cultura é uma das atividades agricolas mais importantes no Nordeste brasileiro,
quer seja no aspecto social (grande nimero de empregos) quer seja no econémico, através da
exportacdo da castanha (FERREIRA-SILVA et al., 2009). Segundo a Federacdo da Industria e
Comércio do Estado do Ceard (FIEC, 2012) sé no Estado do Ceard, no ano de 2012 foram
comercializados mais de 160,1 milhdes US$ em castanhas, representando 13,6% do total de
exportacbes. O desempenho, no entanto, é 16% menor que em 2011, quando foram vendidos
mais de 190,5 milhdes US$. Em todos os casos, a produtividade dessa cultura é extremamente
baixa quando comparada com o seu potencial de producédo. Segundo (FIEC, 2012), a capacidade
instalada de beneficiamento da industria cearense foi de aproximadamente 300.000 toneladas por
ano, mas trabalhou com menos de 100.000 toneladas por ano. Em todo o Nordeste, sdo 600.000
toneladas que poderiam ser processadas, e esse potencial ndo esta sendo bem explorado.

Visando a melhoria dos plantios, Governos de Estados do Nordeste como a Paraiba,
Rio Grande do Norte e Ceard sempre investem em melhorias da cajucultura, inclusive para a
agricultura familiar. Por exemplo, em 2012, o Governo do Estado da Paraiba investiu 49 milhdes

de dolares na agricultura com recursos do Fundo Internacional de Desenvolvimento Agricola,



25

contemplando, dentre outras atividades, a cajucultura (PARAIBA, 2012). No Rio Grande do
Norte em 2012 foi iniciado um programa de investimento na cajucultura com apoio do Banco do
Nordeste, visando o aumento da produtividade na regido do Oeste Potiguar (EMATER, 2011).
Em 2000, no Estado do Ceard, outro programa importante promoveu o aumento da produtividade
através da substituicdo de copas em cajueiros improdutivos, com a introducdo de clones de
cajueiro ando precoce (BARROS et al., 2000). No entanto, o uso de mudas de qualidade inferior
causam prejuizos econémicos pela falta de aproveitamento de todo o potencial produtivo
regional.

No Brasil, o trabalho inicial de melhoramento do cajueiro ando precoce constou de
uma selecdo fenotipica individual, seguido pelo controle anual da producdo nas plantas
selecionadas. Esse trabalho teve inicio em 1965 na Estacdo Experimental de Pacajus-CE. Essa
metodologia, embora simples e de ganhos genéticos reduzidos, permitiu o langamento comercial
dos primeiros clones CCP 06 e CCP 76, em 1983, e CCP 09 e CCP 1001, em 1987 e, ainda dos
clones EMBRAPA 50 e 51 (NETO et al., 2013). A existéncia de poucos clones comerciais de
cajueiro ando, recomendados para o plantio comercial na regido, associado com a base genética
excessivamente estreita, que originou esses clones (RABBANI et al., 2012; NETO et al., 2013),

caracterizam claramente uma situac&o de vulnerabilidade genética.

2.2. Estresses Abiéticos no Nordeste

Entre os estresses abidticos no Nordeste, a salinidade nos solos se destaca por apresentar
sais soluveis em quantidades suficientes para interferir no desenvolvimento da maioria das
espécies cultivadas (Figura 1). Isto ndo se refere a uma quantidade determinada de sais, mas
depende da espécie da planta, da textura, da capacidade de armazenagem de agua no solo e da
composicdo do sais. Portanto, o critério para se distinguir solos salinos de ndo salinos é
arbitrario. Mesmo assim, considera-se o0 extrato de saturagdo de um solo salino o que tem uma
condutividade elétrica (CE) maior que 4 mmho.cm™ ou 4 deciSiemens.m™ (equivalente a 40 mM
NaCl.L™) e uma percentagem de sodio trocavel (PST) menor que 15 (ADAMS e SHIN, 2014).
Solos salinos com PST maior que 15 sdo denominados de salino sddicos e apresentam pH
elevado e sdo, normalmente, impermeaveis a agua e a aeragdo, quando os sais solUveis sdo
removidos por lixiviagdo. Contudo, a CE do extrato de saturagcdo ndo é um indicador suficiente
para o cultivo de plantas em solos salinos por dois motivos principais: (1) a concentracédo real de
sais na superficie radicular pode ser maior que no solo propriamente dito e (2) a CE caracteriza

apenas o conteudo total de sais, mas nao expressa sua composi¢do (SOIL SCIENCE SOCIETY
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OF AMERICA, 1987). As principais alteragdes quimicas provocadas pela salinizacdo dos solos
sdo decorrentes da composicdo e balanco de cations nos complexos de troca e na solucdo do
solo, com reflexos no pH, na capacidade de troca idnica e disponibilidade de nutrientes
(BARRAGAN et al., 2012; CAO, et al., 2016). O excesso de sais provoca diminuicdo na pressio
osmotica e toxicidade para o desenvolvimento da fauna e flora, diminuindo as taxas de
mineralizacéo e humificagdo da matéria orgénica, favorecendo a reducéo na fertilidade dos solos
(GURMANI, et al., 2011; HUSSAIN et al., 2015).

A formacéo de solos salinos e sddicos € comum nas regides aridas e semiaridas, em
funcdo da baixa precipitacdo e a alta taxa de evaporacdo (Figura 1). Por isso, 0s sais ndo sdo
lixiviados, acumulando-se em quantidades prejudiciais ao crescimento normal das plantas. A
irrigacdo de zonas com baixa precipitacdo pluviométrica tornou-se uma alternativa para a
expansdo de terras agricolas. O mapeamento das areas irrigaveis foram efetuados por diversos
6rgdos governamentais, estando em curso, atualmente, grandes projetos de irrigacdo, publica e
privada, a exemplo do que vem ocorrendo no Vale do submédio S&o Francisco e nos Perimetros
Irrigados do DNOCS. Esforcos tém sido dispendidos por governantes no sentido de ampliar a
fronteira agricola da Regido Nordeste, com aproveitamento dos escassos recursos hidricos e
edaficos existentes nos 98% restantes da regido, utilizando-se, para tanto, 0s pogos amazonas em

areas de aluvido, os escavados nos rios e a pequena agudagem (SILVA, 2004).

- Area de salinizagio ,4

Figura 1 — Mapa mundo destacando em preto as areas afetadas pela salinidade no solo.

Destacou-se com a seta vermelha a regido do semiéarido brasileiro (SZABOLCS, 1985).
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Molinier et al. (1989), trabalhando em parcelas de solo Bruno ndo célcico na regido
de Sumé, nos Cariris Velhos da Paraiba, observaram que a &gua da chuva, apds escorrimento
superficial, tem sua concentracdo salina aumentada em até quatro vezes. No mesmo solo, ap6s
infiltracdo e coleta no nivel dos drenos, essa concentracdo pode aumentar mais de cinquenta
vezes. Mesmo a 4gua de boa qualidade pode conter 100 a 1.000 g sal.m™. Portanto, a aplicaco
anual de 100.000 m™® ha™, entre 1 e 10 t de sais sdo adicionadas ao solo. Em decorréncia da
transpiracdo e evaporacdo da agua, os sais solGveis se acumulam no solo e tém que ser
removidos periodicamente pela lixiviacdo e drenagem. Mas mesmo quando se aplica tecnologia
apropriada a esse tipo de solo, eles apresentam concentragbes salinas que frequentemente
impedem o crescimento das culturas de baixa tolerancia ao sal.

A tolerdncia salina, embora seja relativamente baixa na maioria das espécies
cultivadas, pode ocorrer grande variabilidade genética ndo apenas entre espécies, mas também,
entre cultivares dentro de uma espécie. Portanto, a selecdo de espécies tolerantes ndo é apenas
um fator importante para a producdo agricola em regides aridas e semiaridas, mas ela pode servir
de potencial para o aproveitamento da dgua salina para o cultivo (PONTE et al., 2011).

Existem trés componentes de estresse principais para o crescimento da planta em
meio salino: (1) déficit hidrico, proveniente do potencial de agua mais baixo na raiz; (2)
toxicidade i6nica associada & absorgdo excessiva, principalmente de Na* e CI'; (3) desbalango
nutricional em funcdo da reducdo na absorcdo e/ou no transporte de nutrientes para a parte aérea
da planta. Normalmente, ndo é possivel prever a contribuicdo relativa destes 3 componentes,
tendo em vista que muitos fatores estdo envolvidos, podendo-se incluir: a concentracédo ionica e
sua relacdo com o substrato, a duracdo do tempo de exposicdo, espécie/cultivar, o estagio de
desenvolvimento da planta, parte da planta e condi¢cbes ambientais. A exposi¢do em longo prazo
de uma planta pode, por exemplo, resultar na toxicidade iénica nas folhas mais velhas e em
déficit hidrico nas folhas mais novas (FERREIRA-SILVA et al., 2012; MAIA et al., 2012)

Nas trés situacOes, o crescimento da parte aérea e a reducdo na taxa de crescimento
foliar sdo visivelmente afetados (FERREIRA-SILVA et al., 2009). Em condicdo de toxicidade
ibnica e desbalanco nutricional também podem ser observados no aparecimento de danos na
folhagem (clorose marginais e necroses nas folhas maduras) que em alguns casos, ocorrem
mesmo em baixos niveis de salinizacdo de NaCl (MAAS, 1993; FERREIRA-SILVA et al.,
2009).

Na cajucultura moderna, alguns estudos ja tem demonstrado a existéncia de
variabilidade genética, entre alguns genotipos de cajueiro, em relagdo a caracteres bioquimicos e
fisiolégicos envolvidos na resisténcia a salinidade (FERREIRA-SILVA et al.,, 2009;
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FERREIRA-SILVA et al.,, 2010; PONTE et al., 2011). Esses estudos sdo ainda preliminares,
porém sugerem a necessidade da realizagdo de mais pesquisas visando uma melhor
caracterizacdo desses marcadores metabdlicos relacionados com processos fisioldgicos chave
para a resisténcia a estresses abidticos, como a eficiéncia fotossintética e a protecdo foto-
oxidativa. Apesar disso, o volume de informacGes técnico-cientificas para a escolha de clones de
cajueiro ando precoce frente a condi¢cGes ambientais adversas ainda é bastante restrito.

Portanto, a selecdo de clones mais tolerantes a salinidade, representa um importante
passo para a expansdo e sustentabilidade da cultura do cajueiro. Por sua vez, o conhecimento
dos caracteres fisioldégicos mais importantes na tolerancia é essencial para dar suporte, a
programas de selecdo e melhoramento genético.

2.3. Fisiologia do Cajueiro Sob Salinidade

Apesar do cajueiro ser cultivado intensivamente na faixa litoranea da regido Nordeste do
Brasil, portanto em condic¢des sujeitas a salinidade, sdo escassos 0s trabalhos sobre as respostas
da espécie ao estresse salino. Freitas et al. (2013) e Torres et al. (2014), em mudas de cajueiro
ando submetidos a diferentes niveis de estresse salino, chegaram a conclusdo que as plantas
jovens de cajueiro mostraram-se moderadamente sensiveis a salinidade. Essa espécie é capaz de
acumular grande quantidade de prolina nas suas folhas em resposta ao NaCl (AMORIM, et al.
2010). As atividades de redutase de nitrato (RN) e glutamina sintetase (GS) em folhas de mudas
de cajueiro submetidas a 50 e 100 mM de NaCl apresentaram respostas opostas: enquanto a
primeira enzima se mostrou sensivel a segunda teve sua atividade estimulada (VIEGAS et al.,
1999; AMORIM, et al. 2010), indicando que RN esteve relacionada com o crescimento e GS
envolvida com o suprimento de glutamato para a sintese de prolina.

A sensibilidade de mudas de cajueiro ando ao NaCl foi fortemente relacionada com a
reducéo do crescimento e acumulagéo progressiva de Na* e CI™ nos tecidos vegetais Freitas, et al.
(2013). Apos longa exposicdo ao NaCl observou-se reducdo nas concentragdes de K e NOs’
especialmente nas folhas e raizes do clone CCP06 (FREITAS et al., 2013). O decréscimo no
conteudo relativo de agua e senescéncia seguida de abscisdo nas folhas mais velhas das plantas
de cajueiro ando cultivadas em vermiculita e estressadas com NaCl (MATQOS, 2001; PONTE et
al., 2011) sugerem que o efeito osmatico foi mais importante do que o efeito de toxicidade i6nica
como aqueles observados por Viégas (1999), trabalhando em condigdes de solucdo nutritiva.
Portanto, o tipo de substrato deve influenciar no tipo de resposta de mudas de cajueiro expostas

ao excesso de sais no sistema radicular. Essas respostas (osmotica versus iénica) aparentemente
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dependem da homoestase estabelecida entre a taxa de crescimento e a taxa de absor¢do dos ions
salinos.

A principio, a tolerancia ao sal pode ser alcancada por meio da exclusdo ou inclusédo do
sal. A adaptacdo por meio da exclusdo do sal requer mecanismos para evitar um déficit hidrico
interno. A adaptacéo por meio da inclusdo pode ocorrer por uma alta tolerancia ao Na* e CI', ou
evitando-se altas concentracfes salinas no tecido. Embora possa se fazer uma distingdo clara
entre “incluidoras” e “excluidoras” de sais, existe, na realidade, um espectro continuo de
diferentes graus de inclusdes e exclusdes, entre Na* e CI” e entre diferentes partes e 6rgaos das
plantas (MIAN et al., 2011). Diferencas na capacidade de exclusdo de Na* e CI” existe entre os
diversos cultivares de uma espécie (FERREIRA-SILVA et al., 2010).

Nos tipos “incluidores” a parti¢io de Na* e CI" em varios tecidos e 6rgios da parte aérea é
um mecanismo de grande importancia. Essa particdo pode ocorrer entre folhas jovens e velhas,
entre tipos de células e entre 6rgios vegetativos e reprodutivos. A restricdo a importacdo de Na*
e CI" para folhas jovens é uma caracteristica de espécies tolerantes ao sal. Para a tolerancia a
salinidade ndo é apenas a quantidade de sais totais na parte aérea da planta que deve ser levado
em conta, mas, principalmente, a capacidade de manter um gradiente de Na* e CI” entre as folhas
velhas e novas, restringindo a importagédo para as folhas jovens (AMORIM, et al. 2010; PONTE
etal., 2011).

2.4. Respostas Fotossintéticas e Antioxidativas em Plantas Submetidas ao Estresse
Salino

2.4.1. Fotossintese

A fotossintese é composta de dois diferentes processos: a reacdes da fase luminosa e as
de fixacdo de carbono (Figura 2). A fixacdo de carbono requer a energia do ATP e equivalentes
carregadores de elétrons NADPH gerados pelas reacGes da fase luminosa. As reacdes da fase
luminosa consiste de uma série de etapas que envolvem quatro complexos proteicos localizados
na membrana do tilacéide, incluindo dois fotossistemas (PSIlI e PSI), um complexo citocromo bg
f e uma sintase de ATP (NELSON e BEN-SHEM, 2004; NELSON e YOCUM, 2006). Os fétons
absorvidos pelos complexos antena de cada PS é convertido em energia de excitagdo, que é
necessaria para induzir a separacao de cargas no centro de reacdo (VASSILIEV e BRUCE, 2008;
MUH et al.,, 2012). A separacdo de carga dirige o transporte de elétrons entre os dois
fotossistemas para gerar NADPH e ATP no processo (NELSON e BEN-SHEM, 2004). Os

quatro supercomplexos nas membranas do tilacoide, cooperam em série para realizar as reacoes
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da fase luminosa (ANDERSSON e ANDERSON, 1980; KOURIL et al., 2012; NEVO et al.,
2012).

ATP

Figura 2 — Abordagem simplificada das fases fotoquimica e bioquima da fotossintese. Os
eletrons sdo captados através da fotolise da dgua e conduzidos ao fotossistema Il. A luz solar
entdo energiza os elétrons, os quais sdo transferidos até o citrocromo b6f, promovendo o
bombeamento de hidrogénio, produzindo do gradiente eletroquimico necessario para a produgéo
de adenosina trifosfato (ATP), fosforilizando a adenosina difosfato (ADP). O ATP produzido é
utilizado principalmente no ciclo de Calvin para fixacdo do CO, atmosférico, adaptado de (TAIZ
e ZEIGER, 2013).

As plantas crescem sob continuas mudancas das intensidades de luz, dessa forma a luz é
o fator ambiental mais dominante na regulacdo das atividades fotossintéticas (NISHIYAMA et
al., 2001; VASS, 2012). Alias, a fotossintese é o primeiro alvo fisioldgico de outros estresses
ambientais, tais como a salinidade, altas temperaturas e seca (MUNNS e TESTER, 2008; LIU e
HUANG, 2008; CHAVES et al., 2009).

Sob condicbes de estresse salino, 0s niveis de salinidade e a &rea foliar geralmente estéo
inversamente relacionados. Com o aumento da salinidade, a perda de dgua pela planta através da
transpiracédo tende a diminuir, enquanto que a respiracdo aumenta, levando a reducdes drasticas
na acumulacdo de CO, por unidade de area foliar. Menores taxas de fixacdo de CO, durante 0
periodo luminoso podem ser causadas pelo déficit hidrico, fechamento parcial dos estdmatos,
perda de turgor das células do meséfilo através da acumulacdo de sais no apoplasma ou pelo
efeito toxico dos ions (RENTSCH, 1996). A hiperosmolaridade também diminui o potencial

osmotico da solugédo do solo e restringe a absorcdo de agua pelas raizes; isto também causa um



31

aumento significante na resisténcia estomética e reducdo na assimilacao fotossintética de CO, .
(MELONI et al., 2003).

A salinidade reduz a assimilacdo de CO,, a condutancia estomatica e o potencial hidrico
em folhas de citrus (WALKER et al., 1982). Huang et al., (1994) observaram decréscimos
significantes na condutancia estomatica e na taxa fotossintética em trigo (Triticum aestivum L.)
exposto a 50 mM de NaCl. O aciimulo téxico de Na* e CI" nas folhas tem sido correlacionado ao
fechamento de estdmatos e a fatores ndo estomatais, tais como reducdo no contetdo clorofilico,
ambos limitando a formacéo de fotoassimilatos (ROMERO e SYVERTSEN, 1996). Em arroz a
baixa concentragcdo de NaCl ndo afetou a taxa fotossintética exceto nas folhas mais velhas, sendo
o decréscimo na fotossintese liquida foi inversamente relacionado com a concentragio de Na*
foliar (YEO et al., 1991).

Nas plantas submetidas ao estresse salino em experimentos de longo prazo, a resposta ao
NaCl pode ser estimada pela concentracdo salina méaxima tolerada pelas folhas em expansao.
Portanto, a taxa das folhas mortas se aproximar da taxa de expansdo das folhas novas a area
fotossintética se tornarad bastante reduzida para suportar um crescimento continuo (MUNNS e
TERMAAT, 1986). Assim, mecanismos de resisténcia contra a salinidade em plantas exibem
uma grande complexidade especifica entre os gendtipos. Embora a capacidade de exclusdo de
Na* de alguns gendtipos de cajueiro seja reconhecidamente associada com certas caracteristicas
favoraveis a resisténcia a salinidade (FERREIRA-SILVA et al., 2009), mecanismos bioquimicos
e fisioldgicos envolvidos entre genotipos ainda sdo pobremente caracterizados (FERREIRA-
SILVA et al. 2010).

2.4.2. Estresse Oxidativo

Além do fotodano aos centros de reacdes, a exposicdo a forte irradidncia causa
superexcitacdo do aparato fotossintético que induz a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (NISHIYAMA et al., 2001; VASS, 2012). Quando as plantas absorvem mais luz do que
elas podem usar pela fotoquimica ha um excesso de fornecimento de elétrons do complexo de
evolucdo do oxigénio (fotolise da agua) sobre a saida de elétrons através da reducdo de CO; na
fixacdo de carbono, nas reacdes do ciclo de Calvin. Isto leva a acumulacao de elétrons dentro da
do aparato fotossintético. Em paralelo, a pressao parcial de O, é crescente devido aos altos niveis
de clivagem da agua. Sob condig¢des de alta incidencia de luz, contudo, o relaxamento do estado
de energia de um composto especifico ocorre muito mais lentamente porque a cadeia de

transporte de elétrons esta sobrecarregada, assim aumentando a probabilidade de transferéncia de
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energia para 0 O, (NI'YOGI, 1999). Nestas circunstancias, quantidades consideraveis de energia
é transferida das clorofilas ao Oy, e com isto altos niveis de EROs sdo formados (NISHIYAMA
et al., 2006).

As EROs mais proeminentes séo os radicais superoxido (O»*"), os radicais perhidroxila
(HO,*), peréxido de hidrogénio (H,0,), hidroxil (OH®) e o oxigénio singleto (*0). O 0,*", H,0;
e OH* sdo produzidos como resultado do transporte de elétrons, enquanto o ‘O, é produzido
como resultado da transferéncia de energia de excitacdo (ASADA, 1999). Particularmente H,0,
pode facilmente atravessar as membranas biologicas e causar danos as células (KRIEGER-
LISZKAY, 2005; VAN BREUSEGEM e DAT, 2006). Além disso, quando a disponibilidade de
NADP*/NADPH for essencialmente reduzida, o lado aceptor do PSI e ferredoxina podem reduzir
diretamente o oxigénio molecular (MEHLER, 1951), formando O,* que é transformado em
H.O, pela dismutase do superdxido (SOD) (ASADA, 2006) (Figura 3). O peroxido de
hidrogénio, por sua vez pode ser transformado em OH® e OH" por ligantes de metais reduzidos
(reacdo de Fenton) como o ferro-enxofre (MITTLER, 2002). Assim, nas organelas e membranas
celulares o dano oxidativo pode se propagar rapidamente, desencadeando reacGes em cadeia
geradoras de radicais peroxil (ROQO"), particularmente em membranas enriquecidas com acidos
graxos insaturados, tais como tilacoides ou membrana plasmatica (NI'YOG, 1999).

Sendo a principal fonte de formacdo de EROs, o aparato fotossintético € também a
estrutura mais suscetivel de ser danificada. O alvo principal de dano fotooxidativo é o
fotossistema 11 (PSII), especialmente a proteina do seu centro de reacdo D1, que esta ligada a
maioria dos cofatores envolvidos na separacdo de carga e transporte de elétrons (BARBER e
ANDERSON, 1992; ARO et al., 1993; YAMAMOTO et al., 2008). O dano oxidativo a qualquer
parte dos fotossistemas diminui a eficiéncia e a taxa maxima de fotossintese, um processo
chamado de foto-oxidacdo ou fotoinibicdo (KOK, 1956; MATSUBARA e CHOW, 2004).

Para evitar formacdo massiva de radicais, as plantas desenvolveram varios mecanismos
para prevenir ou reduzir danos oxidativos durante a exposic¢éo a alta luz. Eles incluem vérias vias
alternativas de dissipacdo de energia (como o fototropismo e movimento foliar, reducdo do
tamanho dos complexos antena, estado de transicdo e ciclo das xantofilas) e multiplos sistemas
antioxidantes (JALEEL et al., 2009).

Entretanto, a estrategia de defesa basica para prevenir o dano oxidativo € desintoxicar
EROs. Como este mecanismo é sempre ativo, tanto o transporte de elétrons fotossintético como
0 respiratorio mitocondrial tem um vazamento basal de EROs (ZHANG et al., 2011; FOYER
et al., 2012). Cerca de 5% dos elétrons sdo conferidos ao oxigénio também sob condigéo
ambiente (SCHOPFER e BRENNICKE, 1999). A eliminacdo das EROs é realizada através de
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diferentes enzimas e alguns antioxidantes de baixo peso molecular, tais como ascorbato
(vitamina C), glutationa e a-tocoferol (vitamina E) (ASADA, 2006; JALEEL et al., 2009). Duas
enzimas que desempenham um papel importante na desintoxicacdo de EROs no cloroplasto: a
dismutase do superdxido (SOD), a qual catalisa a reacdo de conversio de 20,* e 2H" a O, e
H,O,, e a peroxidase do ascorbato (APX), a qual oxida 2 moléculas de ascorbato para reduzir
H,0, para 2 H,O (IVANOV, 1998) (Figura 3).

O ascorbato € restaurado pela reacdo espontanea de 2 moléculas de monodeidroascorbato
a deidroascorbato e ascorbato. Deidroascorbato é reduzido para o acido ascorbico pela redutase
do deidroascorbato, que se oxida e condensa 2 moléculas de glutationa nesta reagdo. As
glutationas oxidadas sdo reduzidas pela redutase da glutationa, que usa NADPH como doador de
elétrons (MASTROPASQUA et al., 2012). Entretanto, a catalase, uma enzima localizada nos
peroxissomas, € 0 mais importante detoxicador de EROs. Ela converte 2H,0, a 20, e H,0
(ASADA, 2006) (Figura 3). Além disso, o a-tocoferol, que é integrado nas membranas
fotossintéticas onde fornece protecdo contra oxidacao lipidica (HAVAUX et al., 2005), também
os carotendides (vitamina A) tém um papel importante como antioxidante em membranas
(WOITSCH e ROMER, 2005).

H,O0+0O,
02. HZOZ
— - » ‘ Homeostase
DANOS
OXIDATIVOS
‘ GERAIS

Figura 3 — Abordagem simplificada da defesa antioxidativa. O superoxido produzido a partir da
reacdo do oxigénio com elétrons desviados da cadeia transportadora de elétrons (CTE) €
convertido a H,O; pela dismutase de superéxido (SOD). O H,0, é entdo convertido a H,O e O,
por uma das trés enzimas: peroxidase de ascorbato (APX); Catalase (CAT) e Peroxidase de
fen6is (POX). O excesso de O? e/ou H,O, ocasionado pela ineficiéncia da remocdo dessas
especies reativas de oxigénio pode causar danos oxidativos generalizados (MAIA et al., 2012).
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Os carotendides presentes nos complexos antena sdo considerados a primeira linha de
defesa das plantas contra toxicidade do oxigénio singleto (*O,) devido & sua capacidade para
extinguir O, e clorofilas tripleto através dois mecanismos, um fisico e um quimico. O primeiro
envolve a transferéncia da energia de excitacdo seguida por dissipacdo na forma de calor e o
segundo envolve a reacdo quimica com o 'O, (EDGE et al., 1997; NOCTOR e FOYER, 1998;
STAHL e SIES, 2003; TRIANTAPHYLIDES e HAVAUX, 2009). O mecanismo quimico de
extingdo do 'O, com os carotendides é uma reacdo secundéaria de menor importancia se
comparado com o mecanismo fisico (EDGE et al., 1997; STAHL e SIES, 2003). No entanto, a
ocorréncia deste mecanismo in vivo durante a exposi¢do de plantas ao estresse de alta luz ndo é
documentada. (WALTER e STRACK, 2011; RAMEL et al., 2012).

O papel desses antioxidantes na protecdo do PSIlI da fotoinibicdo sempre ficou
demonstrado em pesquisas anteriores, mas faltava determinar se eles afetavam diretamente o
fotodano ou o reparo do PSII fotodanificado. O monitoramento da taxa de fotodano e da taxa de
reparo separadamente e avaliagdo dos respectivos efeitos dos varios distarbios nos dois
processos, permitiu a indicacdo de que mais do que protecdo do PSIlI do fotodano, os
antioxidantes estimulam a sintese de proteinas, com reparacdo resultante do PSII e mitigacédo de
fotoinibicdo (MURATA et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencdo do Material Vegetal

As sementes (castanhas) de cajueiro ando precoce (Anacardium occidentale L.), dos
clones CCP 76 e CCP 09, foram fornecidos pela EMBRAPA (Embrapa Agroindustria Tropical),
Fortaleza-CE. O experimento foi realizado na Unidade Académica de Serra Talhada (UAST) da
Universidade Federal Rural do Pernambuco (UFRPE). Para o plantio, as castanhas foram
submetidas a esteriliza¢do rapida com hipoclorito de sédio 5% (v/v) e semeadas em vasos com
volume de 4,0 L, contendo como substrato uma mistura de vermiculita com areia na proporao de
1/1. Durante as fases de germinacdo e crescimento inicial, a umidade do substrato foi mantida
préxima da capacidade de campo, com irrigacdes frequentes com agua destilada até os 30 dias
ap6s o plantio. ApOs esse periodo, as mudas passardo a receber solucdo nutritiva de
(HOAGLAND e ARNON, 1950).

3.2. Conducéo dos Ensaios e Aplicacdo de Tratamentos

As plantulas de cajueiro ando precoce ap6s os 30 dias, clones CCP 76 e CCP 09, foram
submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 25, 50, 75 e 100 mM) dissolvido em solucgdo nutritiva
de Hoagland (1950) diluida ¥4 da sua forca. As solucdes contendo os respectivos tratamentos
foram aplicadas em intervalos de trés dias durante o periodo de 30 dias (Figura 4). No decorrer
do experimento foi realizada uma medida de trocas gasosas e de parametros de fluorescéncia da
clorofila a aos 30 dias de exposi¢do ao sal. Ao final do experimento, as plantulas foram coletadas
apos as medidas de fotossintese e separadas em folhas, caules e raizes e determinada a massa
fresca das partes. Uma parte das folhas foram congeladas em N, liquido e estocadas a -80 °C,
para as analises da dosagem do contetdo de indicadores de danos oxidativos, antioxidantes nao
enzimaticos e atividade enzimatica. Onde as analises foram realizadas no laboratorio do
Programa de Pos-Graduacdo em Producdo Vegetal pertencente a Unidade Académica de Serra
Talhada (UAST) da Universidade Federal Rural do Pernambuco (UFRPE), localizada na cidade
de Serra Talhada-PE. As demais partes (raizes e caules) foram submetidas a secagem em estufa
para mensuragdo dos contetidos do fon salino toxico (Na*) e os contetidos de (K*) nas demais

partes.
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Figura 4 — Mudas de cajueiro ando precoce, proximas aos 30 dias de exposi¢do ao estresse
salino. Serra Talhada-PE, 2016.

3.3. Delineamento Estatistico e Analise dos Dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualisado (DIC) com
tratamentos dispostos em esquema fatorial 2 x 5, dois clones de cajueiro (CCP 76 e CCP 09) e
cinco doses de NaCl (0, 25, 50, 75 e 100 mM), com trés repeticGes por tratamento, totalizando
30 parcelas com cada uma delas representada por um vaso contendo uma plantula (Figura 5). Os
dados referentes as variaveis mensuradas foram submetidos ao teste F a 0,05% de significancia,
por meio de analise de variancia, e as médias das varidveis foram submetidas ao teste de Tukey
em mesmo nivel de probabilidade. Para as analises, utilizou-se o software ASSISTAT

(Assisténcia estatistica) 7.7 beta, copia atualizada em 04/10/2015.
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3.4. Avaliagdes
3.4.1. Trocas Gasosas e Fluorescéncia da Clorofila a

As medidas da fluorescéncia foram realizadas em folhas maduras e completamente
expandidas pelo método do pulso de saturacdo (SCHREIBER et al., 1994; VAN KOOTEN e
SNEL, 1990) utilizando Sistema Portatil de Fotossintese (LI-6400XT, LI-COR, EUA) (Figura
6). A partir dos dados de fluorescéncia foi calculada a eficiéncia quantica maxima do
fotossistema Il, pela relacdo [ Fv/Fm = ((Fm — Fo))/Fm], e 0s seguintes parametros:
eficiéncia quantica do fotossistema II [AF/Fm’= ((Fm”~' — Fs))/Fm'] e eficiéncia de captura de
energia de excitacdo ou eficiéncia da antena [Fv'/Fm' = ((Fm"' — Fo"))/Fm'], taxa aparente do
transporte de elétrons (ETR’s= AF’ - F’m x PPFD x 0.5 x 0.84), 0 quenching ndo fotoquimico
[NPQ = (Fum — F'm)/F 'w] € 0 quenching fotoquimico (ROHACEK, 2002). Também foi calculada
a relacdo ETR/Py para estimar o excesso de eletrons na CTE cloroplastica direcionado ao uso em
outros processos ndo relacionados com a taxa de assimilacdo de CO, (RIBEIRO et al., 2008;
SILVA et al., 2010). Nessas relagdes, as medidas de Fm, Fo e Fv representam a fluorescéncia
maxima, minima e variavel apds adaptacdo das folhas a 30 min de escuro, respectivamente, e
aquelas de Fy', Fo' e Fs representam a fluorescéncia maxima, minima e no estado de equilibrio
dindmico na presenca de luz, respectivamente.

As medidas foram realizadas em folhas adaptadas as condicGes de irradiancia
prevalecentes na casa de vegetacdo. Apos as medidas de fluorescéncia, foram realizadas as

medidas de taxas de assimilacdo de CO; (Py), de transpiracdo (E) e das condutancias estomaticas
(gs) também com o Sistema Portatil de Fotossintese (LI-6400XT, LI-COR, EUA) em folhas

completamente expandidas submetidas & irradiancia saturante (1000 umol m?s™) fornecida por
uma lampada de halogénio externa, para saturar os fotossistemas sem danos. No entanto, foi
calculadas as relactes Pn/E (SOUZA et al., 2001) e P\/C, (RIBEIRO et al., 2009), para estimar a
eficiéncia do uso da &gua e a eficiéncia maxima de caboxilacdo das plantulas de cajueiro sob

estresse salino.
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Figura 6 - Sistema Portatil de Fotossintese (LI-6400XT, LI-COR, EUA). Serra Talhada-PE,
2016.

3.4.2. Indicadores Bioquimicos de Danos Oxidativos
Determinacéo do Contetudo de H,0O;

O contetido de H,0, foi determinado pelo método descrito por Cheeseman et al. (2006).
Neste ensaio, o peroxido de hidrogénio reage com Fe*? a pH baixo, na presenca do corante
alaranjado de xilenol (XO) para a formacéo de Fe*®. A concentragdo de Fe** gerada é calculada
pelo aumento da absorbancia, ocasionado pela formacgdo do complexo Fe-XO. Para isso, 100 mg
de tecido fresco de folhas foram macerados na presenca de nitrogénio liquido. Apos a obtencédo
de p6 homogénea, 1,5 mL de tampéo borato-bérax 50 mM pH 8,4, foram adicionados, seguido
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de maceracdo por mais 3 minutos. As amostras entéo centrifugadas a 14.000 x g por 30 minutos,
a 4 °C. Ao término, o sobrenadante foi coletado (H,O, total) e o precipitado, descartado. Em
seguida, aliquotas de 200 pL das amostras foram transferidas para tubos de ensaio e adicionado
900 pL de reagente contendo 0,25 mM de FeSOy, 0,25 mM de (NH4)2SO4, 0,25 mM de H,SOy,
124 uM de alaranjado de xilenol e 99 mM de sorbitol. A mistura de reagéo foi incubada por 30
minutos, a 25 °C e, posteriormente, foram realizadas as leituras de absorbancia, no comprimento
de onda de 560 nm. Os contetidos de H,O, foram obtidas a partir de curva padrédo e os dados

expressos em pmol g'1 MS.

Peroxidacao de Lipidios (TBARS)

A peroxidacdo de lipidios foi estimada pelo conteddo de substancia reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) conforme Heath e Packer (1968). Uma amostra de 0,1 g de folhas
frescas foi macerada em almofariz na presenca de N, liquido seguido da adi¢do de acido
tricloroacético (TCA) 1% e maceracdo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a 12.000 x g
durante 15 min em temperatura de 4 °C. Em seguida 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a
2,0 mL da solucdo TCA 20% e TBA 0,5% (p/v) e aquecida em banho-maria a 95 °C em tubos
hermeticamente fechados durante 1 hora. Em seguida a reagédo foi interrompida em banho de
gelo, e foram realizadas leituras a 532 e 660 nm. O conteudo de TBARS foi estimado utilizando
o coeficiente de extingdo molar de 155 mM™ cm™ apés a subtracdo da absorbancia obtida a 660

nm daquela a 532 nm.

3.4.3. Antioxidantes Enzimaticos e Nao-Enzimaticos

Extracdo de Proteinas

Amostra de 0,1 g de folhas frescas foram maceradas em almofariz na presenga de N,
liquido seguido da adigdo de tamp&o Tris-HCI 100 mM pH 8,0 contendo 30 mM de DTT, 20%
de glicerol e 3% de PEG-6000. Para atividade das enzimas peroxidase de ascorbato e dismutase
de superdxido o pH do tampao foi de pH 7,0 e o DTT foi substituido por 5 mM de ascorbato.
Ap0s a extracdo o extrato foi centrifugado a 14.000 x g em temperatura de 4°C durante 30 min.
O conteudo de proteinas sollveis foi determinado conforme Bradford (1976), e estimado com

base em curva padrao utilizando albumina de soro bovino P.A.
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Atividade da Enzima Dismutase do Superoxido (SOD)

A atividade da dismutase de superdxido (SOD; EC: 1.15.1.1) foi determinada conforme
metodologia descrita por Giannopolitis e Ries (1977). Aliquotas de 0,1 mL foram transferidas
para tubos de ensaio protegidos da luz, contendo tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8,
contendo 0,1 mM de EDTA, 13 mM de L-metionina e 750 pM de nitroblue tetrazolium (NBT).
A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 2 mM de riboflavina e rapida transferéncia dos tubos, sem a
protecdo da luz, para camara iluminada por lampada de 30 wats (30 pmol de fétons m? s™),
durante 7 minutos. A reacdo foi interrompida pelo desligamento da luz, e realizadas leituras a
560 nm. A atividade da enzima foi estimada com base na inibicdo do NBT e uma unidade de
atividade foi considerada como a quantidade da enzima necessaria para inibir 50% da sua
reducdo Beauchamp e Fridovich (1971) e expressa em U.A. g* MF min™ ou de forma especifica,

U.A. mg™ prot. min™.
Atividade da Enzima Peroxidase de Ascorbato (APX)

A atividade da peroxidase de ascorbato (APX; EC: 1.11.1.1) foi determinada conforme
método descrito por Nakano e Asada (1981). Aliquotas de 0,1 mL de extrato protéico foram
adicionadas ao meio de reacdo composto de 2,7 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH
6,0), contendo 0,5 mM de acido ascérbico P.A. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,2 mL H,0,
30 mM e acompanhada pelo declinio da absorbancia em 290 nm em espectrofotdmetro durante
120 segundos, com leitura sucessivas em intervalos de 30 seg. A atividade da APX foi estimada
utilizando o coeficiente e de extincdo molar de 2,8 mM™ cm™ para o ascorbato, em 290 nm, e

expressa como pmol ASC g™* MF min™ ou de forma especifica, pmol ASC g* mg™ prot. min™.
Atividade da Enzima Peroxidase de Fendis (POX)

A atividade da peroxidase de fenois (POX; EC 1.11.1.7) foi determinada conforme o
principio de reacdo do método descrito por Kar e Mishra (1976). Aliquotas de 20 puL do extrato
de proteinas foram transferidas para tubos de ensaio, em seguida adicionados 4,9 mL de tampao
fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, contendo 20 mM de acido pirogalico e 20 mM de H,0,. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente (25 °C), por um periodo de 1 minuto e a reacdo
interrompida pela adigdo de 0,5 mL de 0,5 % (v/v) de H,SO,. As leituras de absorbancia foram

tomadas 420 nm. A atividade da POX foi expressa em nmol purpurogalina g'lMS min.
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Conteudos de Ascorbato Reduzido (ASC)

O contetdo de ascorbato reduzido foi determinado conforme Kampfenkel et al. (1995).
Amostras de folhas frescas (0,1 g) foram maceradas em almofariz na presenca de N liquido, até
obtencéo do po, seguido da adicdo de 1,0 mL de TCA 1% e maceracdo por mais 3 min. O extrato
foi centrifugado a 14.000 x g por 30 min em temperatura de 4 °C e aliquotas do sobrenadante
foram utilizadas para reacdo. Para o conteudo de ascorbato reduzido aliquotas de 0,1 mL do
sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacdo contendo 0,3 mL de tampdo fosfato de
potéassio 200 mM pH 7,4, 0,1 mL de &gua destilada, 0,5 mL de TCA 1%, 0,4 mL de H3PO,
42%, 0,4 mL de bipiridil 4%, 0,2 mL de FeCl;e 1 mM de DTT. Apds a mistura da reacdo os
tubos foram acondicionados em banho maria a 42 °C durante 30 min. Em seguida, realizadas

leituras a 525 nm.

Conteudos de Glutationa Reduzida (GSH)

O conteudo de glutationa reduzida foi determinado conforme Griffth (1980). Amostras de
folhas frescas (0,1g) foram maceradas em almofariz na presenca de N, liquido, até obtencdo do
po, seguido da adicdo de 1,0 mL de TCA 1% e maceracdo por mais 3 min. O extrato foi
centrifugado a 14.000 x g por 30 min a 4°C, sendo as aliquotas do sobrenadante foram utilizadas
para reacdo. Para determinacdo da GSH 0,2 mL do sobrenadante foi adicionado em tubos de
ensaio seguido da adi¢do de 2,6 mL de tampdo fosfato de sodio 150 mM pH 7,4, 1 mL de
tampao fosfato de sédio 100 mM pH 6,8 e 0,2 mL de DTNB (5,5 acido ditio-bis-nitrobenzdico)
30 mM, em tampao fosfato 100 mM pH 7,0. Em seguida os tubos foram acondicionados em
banho maria a 30°C durante 10 m/nin. Ap6s a reacdo foram realizadas leituras em

espectrofotbmetro a 412 nm.
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3.4.4. Outras Medidas

Crescimento pela Massa Fresca

As diferentes partes das plantas, raizes, caules e folhas, foram coletadas e imediatamente
pesadas em balanca analitica para a obtencdo da massa fresca.

Contetdos de Na* e K*

A extracio para as determinaces do contetido de sddio (Na* e K*) a partir de tecidos de
folhas foi realizada utilizando 50 mg de tecido vegetal para 10 mL de agua deionizada em
banho-maria a 100 °C por 1 hora, em tubos de rosca hermeticamente fechados. O extrato limpido
foi obtido por filtragem com auxilio de algoddo e o contetido de sddio e potassio medido por

leituras em fotbmetro de chama (Micronal B462).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Parametros de Crescimento e Contetido 16nico

Plantas de dois clones de cajueiro ando precoce com 30 dias ap6s a semeadura foram
submetidas a cinco doses salinas em ambiente protegido. Para todos os parametros avaliados
foram observadas diferencas significativas entre os clones, principalmente nas doses de sal mais
elevadas e nas avaliacbes de Massa Fresca da Folha (MFF), Massa Fresca do Caule (MFC),
Massa Fresca da Raiz (MFR) e relacdo Parte Aérea/Raiz (PA/R).

Em relacdo a biomassa fresca observou-se que a partir da dose de 50 mmol de NaCl,
houve uma reducdo na acumulacdo em folhas, caules e raizes, relacionada com a salinidade
(Figura 7A, B e C). Ja para razdo PA/R observou-se acréscimo em ambos 0s clones a partir da
dose de 50 mmol de NaCl. Nos clones CCP 76 e CCP 09, o aumento da salinidade causou
acréscimo da biomassa de PA em detrimento da biomassa em raizes, restringindo o acumulo de
biomassa da parte radicular, como observado pela relacdo PA/R. Esse efeito € comumente
observado em plantas submetidas a condi¢cdo de estresse salino (PONTE et al., 2011,
WILLADINO, et al. 2011) e tem sido sugerido que iSso ocorre como uma estratégia para evitar o
contato com o sal no solo (PONTE et al., 2011). Nas doses de 75 e 100 mmol Na*L™ houve um
incremento de 48,61% e 20%, respectivamente na razdo PA/R, sem perdas significativas na
biomassa global. Resultados semelhantes foram encontrados para (TORRES et al., 2014), nos
quais as taxas de crescimento absoluto e relativo em altura, em diametro caulinar, nimero de
folhas, area foliar, comprimento da raiz e fitomassa fresca do cajueiro ando precoce foram
influenciados negativamente pela salinidade da agua de irrigacdo. Os autores afirmaram que em
razdo ao estressa salino, as plantas reduzem o crescimento, decorrente do consumo de energia
para sintese de compostos organicos osmoticamente ativos e necessarios aos processos de
compartimentacdo na regulacdo do transporte de ions. Isso pode ter causado toxidade pelo
excesso de Na* e CI nos tecidos vegetais, resultando em reducdo na turgescéncia, afetando
diretamente os processos de expansao e diviséo celular (LOPES e KLAR, 2009 e SOUSA et al.,
2011).
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Figura 1 — Massa fresca folha (A) CV(%) = 10,98, massa fresca caule (B) CV(%) =13,18, massa
fresca raiz (C) CV(%) = 12,32 e razdo parte aérea/raiz (D) CV(%) = 8,45 em clones de cajueiro
ando precoce (CCP 76 e CCP 09), cultivados sob condicdo controle e tratadas com doses de O,
25, 50, 75 e 100 mM de NaCl por 30 dias. As letras sobre as barras indicam diferencas
significativas testadas por Tukey (p < 0,05), sendo as letras minusculas relacionadas aos clones e

as maiusculas as doses.

Observou-se ainda que o acréscimo gradativo de NaCl nos tratamentos, resulta num
acumulo proporcional de Na* nos tecidos vegetais, como folha, caule e raiz (Figuras 2A, C e E),
havendo assim uma reduc&o nas concentracdes de K™ dos mesmos (Figuras 2B, D e F).

O aumento da concentracio de Na* nos tecidos de folha, caule e raiz, foram similares. O
acréscimo em folhas nos clones CCP 76 e CCP 09 foram de 66,66% e 67,11%, em caule foi de
80% e 81,15% e em raiz de 71,79% e 58,33% respectivamente. Esses resultados foram préximos

aos obtidos por Sousa et al. (2013) e Freitas et al. (2013) que, com mudas de cajueiro anao
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precoce submetidas ao estresse salino, que reportaram incremento de soédio em folhas, caules e
raizes.

Para o contetido de K" na folha, caule e raiz, observou-se uma intensa reducéo em todos
os tecidos (Figura 8B, D e F), que pode ter sido ocasionado pelo incremento de Na*, causando
toxidade ibnica e desbalango nutricional (APSE e BLUMWALD, 2007; FERREIRA-SILVA et
al., 2008). Apse e Blumwald (2007) e Ferreira-Silva et al. (2008) sugerem que 0 aumento no
conteido de Na* na parte aérea das plantulas tratadas com NaCl esta possivelmente relacionado
com uns dos mecanismos de transporte de Na®, através dos canais retificadores externos. Esses
canais exercem um importante papel no transporte desse ion Na’ para as células do xilema,
guando este encontra-se em maior concentracdo, de modo que 0s canais abrem-se durante a
despolarizacdo da membrana plasmatica, havendo o influxo de Na* e o efluxo de K*, como
consequéncia do deslocamento de Ca*. Por outro lado Marques et al. (2011) e Freitas et al.
(2013) ao estudar os efeitos da salinidade no crescimento de plantulas de cajueiro ando precoce
reportaram que, os teores de K* ndo foram alterados nos estagios de crescimento correspondentes
a germinacdo e a emergéncia da plantula, mas foram reduzidos no estagio de desenvolvimento de
plantula estabelecida, sugerindo que o balanceamento dos teores de K* em condicdes salinas

varia conforme o crescimento da plantula e duracéo do estresse.
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Figura 2 — Contetido de Na* (A) CV(%) = 13,1, K" (B) em folhas CV(%) = 9,56, Na* (C)
CV(%) = 10,62, K* (D) nos caules CV(%) = 7,96 e Na" (E) CV(%) = 9,23, K* (F) em raizes
CV(%) = 9,23 de clones de cajueiro ando precoce (CCP 76 e CCP 09), cultivados sob doses de 0,
25, 50, 75 e 100 mM de NaCl por 30 dias. As letras sobre as barras indicam diferencas

significativas testadas por Tukey (p < 0,05), sendo as letras mintsculas relacionadas aos clones ¢

as maiudsculas as doses.
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No caule, os clones CCP 76 e CCP 09 reduziram o nutriente K™ em 33,33% e 15,78% e
em raiz, 20,83% e 42,30% respectivamente. Entretanto, a partir do tratamento de 25mmol de Na*
houve um incremento de 30,66% no K* de folhas do CCP 09, enquanto que no CCP76 houve
uma reducdo de 22,22% no K" dessa mesma por¢éo, quando comparados aos referidos controles.
Isso pode ser um dos mecanismos de resisténcia a salinidade, através da manutencdo de uma
adequada nutricdo potassica nos tecidos vegetais, evitando seu efluxo (MUNNS e TESTER,
2008). Para que haja uma boa seletividade das partes vegetais, 0 K" sobre o Na" deve ser
suficiente para satisfazer os teores requeridos de K* para os processos metabdlicos, regulacéo do
transporte de ions e para o ajustamento osmotico. Esse fendmeno é facilmente monitorado pela
relacdo K'/Na".

A presenca das concentragdes de NaCl (25,50,75 e 100 mmol) reduziu a relacio K*/Na*
nos tecidos em média 65%, 86% e 79%, entre os clones CCP 76 e CCP 09, respectivamente para
folhas, caules e raizes (Figura 9A, B e C), em relagdo as plantas controle. Uma relagdo K*/Na”
proxima de 1 é considerada o valor minimo necessario para manter as funcGes metabdlicas
dependentes de K e maxima resisténcia a concentracdes de Na®, quando os valores sdo
inferiores a 1 indica-se toxidade idnica pelo acumulo de Na® (MAATHUIS e AMTMANN,
1999; MUNNS e TESTER, 2008). Isso aconteceu em todos os tecidos vegetais das plantulas de
cajueiro expostas ao NaCl, entretanto, s6 se mantiveram superiores a 1 nas plantas controle.
Resultados semelhantes foram encontrados em plantulas de cajueiro anao precoce por (FREITAS
et al., 2013). Cuin et al. (2008) explicou que essa reducdo de K" celular induzida pela salinidade,
é resultante da despolarizacdo da membrana induzida por NaCl, conduzindo a ativacdo do canais
retificadores de K*. Além disso, a seletividade para o K no meio externo deve ser suficiente
para exerce um efeito benéfico sobre as plantas expostas a altos niveis de Na*, atendendo os
niveis intracelulares requeridos para os processos metabdlicos, regulacdo do transporte de ions e
para 0 ajustamento osmotico, favorecendo tolerancia a salinidade (CARDEN et al., 2003;
MUNNS e TESTER, 2008; SILVA et al., 2015).
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Figura 9 — Relagdo K*/Na" em folhas (A) CV(%) = 10,24, caules (B) CV(%) = 18,75 e raizes
(C) CV(%) = 10,15 de clones de cajueiro ando precoce (CCP 76 e CCP 09), cultivados sob
condicéo controle e tratadas com doses de 0, 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl por 30 dias. As letras
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sobre as barras indicam diferencas significativas testadas por Tukey (p < 0,05), sendo as letras

minusculas relacionadas aos clones e as maiusculas as doses.
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4.2. Marcadores do Metabolismo Fotossintético

Em quase todas as varidveis analisadas do metabolismo fotossintético, observou-se
diferenca significativa entre as doses, no qual, os clones seguiram comportamento semelhante.
Diferenciando brevemente o comportamento, apenas com relacdo a eficiéncia de uso de agua
(Pn/E) e quenching fotoquimico (gP).

O estresse salino afetou drasticamente a assimilacdo de CO; (Py), no qual observou-se
reducdo gradativa em ambos os clones de cajueiro anao precoce (Figura 10A). No clone CCP 76
ocorreu reducdo da Py em 89,25% na dose de 100 mmol em relacdo ao controle, e 0 CCP 09 em
79,51% na dose de 75 mmol em relagdo ao respectivo controle. No entanto, notou-se um breve
aumento do Py na dose de 100 mmol. Notou-se também, que o CCP 09 sobressaiu ao CCP 76
em quase todas as doses salinas, exceto na dose de 75 mmol de NaCl.

A maior abertura dos estdbmatos favorece a entrada de CO; no mesofilo foliar,
aumentando sua concentra¢do interna e consequentemente a fotossintese (TAIZ e ZEIGER,
2013). Souza et al. (2011) e Prazeres et al. (2015) verificaram que em plantas de feijdo-caupi o
estresse salino promoveu menor taxa de assimilacdo de carbono (C)) e justificaram que isso foi
ocasionado pela reducdo da abertura dos estbmatos (gs), 0 que também foi observado neste
trabalho nas plantulas de cajueiro sob estresse salino. Resultados semelhantes foram observados
em algumas espécies estressadas com sal, como: feijao-de-corda (ASSIS JUNIOR et al., 2007),
pinhdo-manso (SILVA et al., 2011) e feijdo-caupi (PRAZERES et al., 2015). No entanto, a
reducdo da condutancia estomatica pode influenciar negativamente a taxa fotossintética por meio
da diminuicdo na presséo parcial de CO, nos espacos intercelulares (SULTANA et al., 1999).

Houve efeito significativo na concentracdo intercelular de CO,, influenciada pelos
tratamentos salinos (Figura 10B). Observou-se aumento no clone CCP 76 de 45,26% na
concentracdo de 100 mmol de NaCl e apenas 7,14% no CCP 09, na mesma concentracdo,
comparadas aos respectivos controles (0 mmol de NaCl em solugdo nutritiva). Visto que o
CCP76 sobressaiu ao CCP09 desde o inicio da restricdo salina com NaCl. Os resultados estdo de
acordo com o0s observados em varios trabalhos (PARIDA et al., 2004; MARINHO et al., 2005;
LIMA et al., 2007; WARREN, 2008; GRACIANO et al., 2011; SOUSA et al., 2012), em varias
especies vegetais submetidas a estresse salino e/ou regime hidrico, como Bruguiera parviflora,
coqueiro, mogno, arbéreas, milho e amendoim. Como relatado nesses trabalhos, esse aumento
deve ser ocasionado pela interferéncia direta do estresse salino na absor¢do de agua e nutrientes,
logo, a quantidade de &gua disponivel influencia a abertura e fechamento estomaético.

Concentragdes elevadas de Na* provocam diminuicio do potencial de turgescéncia dos tecidos
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foliares, interferindo na absorcéo da 4gua. Concomitantemente ocorre o fechamento estomatico e
0 aumento na concentragdo interna de CO,. A reduc¢do da condutancia estomatica observada na
(Figura 10D), provavelmente prejudicou a estabilidade das trocas gasosas, proporcionando a
reducdo da taxa de assimilacdo de CO, dos clones de cajueiro ando precoce, correlacionando-0s
ao menor influxo de CO, na cavidade subestomatica para realizacao da fotossintese (ROMERO-
ARANDA et al., 1998; CHAVES et al., 2009; TAIZ e ZAIGER, 2009).

Nas plantulas de cajueiro submetidas a regime salino, notou-se uma reducao drastica na
eficiéncia maxima de carboxilacdo (Pn/C), com 92,85% para 0 CCP76 e 67% para o CCP09, em
relacdo das doses de 100 mmol e 0 mmol (controle) de NaCl (Figura 10C). A P\/C, decresceu
linearmente com o aumento do contetido de NaCl no tecido foliar, o que pode ser explicado pelo
efeito toxico de concentracdes crescentes tanto de Na™ como de CI™ nas folhas, ja relatado em
outras espécies, como: pimentdo (BETHKE e DREW, 1992), sorgo (NETONDO et al., 2004),
framboesa (NEOCLEOUS e VASILAKAKIS, 2007), feijdo-caupi (SOUZA et al., 2011) e soja
(SHI et al., 2015). E provavel que a redugdo em Py/C, esteja associada & diminuicdo de Py
(Figura 10A) e, portanto, a menor disponibilidade de CO, como substrato para fotossintese.

O aumento da concentracdo NaCl no meio externo provocou reducdes significativas da
condutancia estomatica das plantulas, em 60% para o clone CCP76 e 45,45 % para o clone CCP
09, submetidos a concentracdo salina de 100 mmol, quando comparados as plantas controle
(Figura 10D). Na relacdo entre clones de cajueiro ando precoce, observou-se diferenca
significativa nas doses de 75 mmol e 100 mmol, sendo que o CCP 76 sobressaiu ao CCP 09 na
dose de 75 mmol e o CCP 09 na dose de 100 mmol de NaCl. Provavelmente essa dréstica
reducdo ocorreu devido ao alto acumulo de Na' pelas plantas, havendo competicio com
nutrientes essenciais, como o K", ion responsavel pela abertura e fechamento das células
guardas. Logo, a diminuicdo desse ion reduziu consequentemente a condutancia estomatica.
Esses dados estdo de acordo com Magalhées-Filho et al. (2008) e Hussain et al. (2012) os quais
sugerem que o acumulo de sais na folha afeta de forma significativa o fechamento estomatico
devido a desidratacdo das células-guardas, um dos processos essenciais para a sobrevivéncia das
plantas. Resultados semelhantes foram observados em plantulas de cajueiro ando precoce
exposto a fatores combinados e isolados sob temperatura elevada e salinidade (FERREIRA-
SILVA et al., 2011). O mesmo comportamento também foi observado em outras espécies de
plantas expostas a salinidade, tais como batata-da-praia (SUAREZ, 2011) e citros (BARBOSA,
et al., 2014). Entretanto, Amorim et al. (2010) observaram resultados divergentes em clones CCP

76 e CCP 06, ndo observando alteracBes significativas na condutancia estomaética, quanto as
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plantas foram expostas ao estresse salino. 1sso sugere que a condutancia estomatica pode ser
modulada por fatores exdgenos especificos da condugdo experimental.
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Figura 10 — Taxa de assimilacdo de CO, (Pn) CV(%) = 9,41 (A), concentracdo intercelular de
CO; (C)) CV(%) = 4,34 (B), eficiéncia maxima de carboxilacdo (Pn/C;) CV(%) = 11,08 (C) e
condutancia estomatica (gs) CV(%) = 7,02 (D) em folhas dos clones de cajueiro ando precoce
(CCP 76 e CCP 09), cultivados sob condicao controle e tratadas com doses de 0, 25, 50, 75 e 100
mM de NaCl por 30 dias. As letras sobre as barras indicam diferencas significativas testadas por

Tukey (p < 0,05), sendo as letras minusculas relacionadas aos clones e as maiusculas as doses.

A Taxa de transpiracdo (E) foi reduzida proporcionalmente ao aumento das doses salinas
(Figura 11A), sendo de 62,22% para o clone CCP76 e 41,86% para o0 CCP09 na dose 100 mmol
de NaCl, em relagdo aos respectivos controles (0 mmol). Em resposta, a diminui¢do da taxa

transpiratoria pode ser relacionada a reducdo na condutancia estomatica, a qual diminuiu o
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consumo de agua através da transpiracao e contribuiu para a retengdo de 4gua na folha, podendo
este ser o fator chave para evitar efeitos dréasticos da seca (salinidade influencia ao déficit
hidrico) no crescimento e fotossintese das plantulas de cajueiro. Resultados semelhantes foram
encontrados por Carneiro et al. (2012) ao avaliarem a evapotranspiracdo do cajueiro anao
precoce sob estresse salino em diferentes fases fenoldgicas, observando que o aumento da
salinidade ocasionou reducdo na taxa transpiratoria de plantas do clone CCP 76, devido o efeito
osmotico proveniente do estresse salino, afetando o fluxo de massa na zona radicular. Souza
(2012) ao avaliar a fotossintese e protecdo oxidativa em mudas de cajueiro expostas a salinidade,
observou que E das plantulas foram reduzidas em cerca de 50%, em resposta ao tratamento
salino.

Observou-se uma reducdo progressiva a eficiéncia do uso da agua (Pn/E) em folhas de
cajueiro ando precoce exposto a diferentes concentragdes de Na* (Figura 11B). No entanto, 0s
clones, mantiveram-se estaveis até a dose de 50 mmol de NaCl. Visto que, houve uma reducédo
da P\/E de 60,16% para o clone CCP 76 e 69% para o CCP 09, nas concentra¢des de 100 mmol
de NaCl em relacdo ao controle (0 mmol). Porém o CCP 09 sobressaiu em termos ao CCP 76,
relativamente em todas as concentracdes salinas. Essa diminuicdo Pn/E pode se justificar pela
diminuicdo do Py (Figura 10A), onde a Pn/E é a relacdo entre a fotossintese e a transpiracao,
demonstrando a capacidade que os vegetais tém de absorver e assimilar a CO, em detrimento da
perda de agua através de vapor (SANT’ ANNA, 2009). Observou-se ainda que, plantulas de
cajueiro submetidas ao estresse salino, sofreram uma reducdo da Pn/E, associados a particdo de
fotoassimilados, de modo a reduzir a taxa de crescimento e a produtividade econdmica (SOUZA
etal., 2001; FERNANDES, 2012).

A Taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) também foi influenciada pelos
tratamentos com NaCl. No clone CCP09 a ETR manteve-se constante até a dose de 50 mmol,
decrescendo 21,42% na dose de 100 mmol, quando comparado ao controle (Figura 11C). E no
clone CCP76 houve um acrescimo na dose 25 mmol, verificando-se reducdo dréastica de 41,09%
na dose de 100 mmol de NaCl em contraste com o controle. Resultados semelhantes foram
verificados em feijdo, milho, sorgo e braquiaria (DIAS e BRUGGEMANN, 2010; SANTOS et
al., 2014 ) sob estresse hidrico e salino. A salinidade atinge diretamente o PS Il decorrentes de
processos fotoinibitorios, proporcionando a reducdo da taxa de drenagem de elétrons necessarios
para a formacdo de ATP e NADPH, podendo acarretar na reducdo de transporte de elétrons
(GHANNOUM et al., 2003).
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O estresse salino também proporcionou excesso de elétrons para a fotossintese (ETR/Py).
Notou-se, acréscimo gradativo a cada concentragio de Na*, com 81,81% para o CCP 76, na dose
de 100 mmol, em relacdo ao controle. Houve efeito semelhante no CCP 09 até a dose de 75
mmol, com acréscimo de 78% quando comparado ao controle (Figura 11D). O aumento da
ETR/Py indica que mais elétrons sdo conduzidos pelo efeito do sal, sugerindo uma condi¢do de
estresse, suscetivel para a formacdo de espécies reativas de oxigénio. Resultados semelhantes
foram encontrados em plantulas de pinhdo-manso, no qual foram expostas ao estresse salino
durante 14 dias, e apresentaram a relacdo ETR/Py quatro vezes maior do que a controle (SILVA
et al., 2011). O aumento da proporcdo ETR/Py representa um desequilibrio entre o fluxo de
elétrons e a assimilacdo de CO, durante a fotossintese, que é frequentemente associada com o
aumento da atividade oxigenase da Rubisco e pode representar um alto fluxo de elétrons de
outros processos fisioldgicos em vez de reacGes para a assimilacdo de CO, (BAKER et al., 2007,
RIBEIRO et al., 2009). No entanto, 0 aumento da ETR/Py e a reducédo na Pn/C; (Figura 10C)
pode indicar uma perda na eficiéncia fotossintética em plantulas de cajueiro ando precoce

ocasionado pelo estresse salino.
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Figura 11 — Taxa de transpiracdo (E) CV(%) = 7,65 (A), eficiéncia de uso de agua (Pn/E)
CV(%) = 12,42 (B), taxa aparente de transporte e elétrons (ETR) CV(%) = 6,08 (C) e excesso de
elétrons para a fotossintese (ETR/Pn) CV(%) = 9,86 (D) em folhas dos clones de cajueiro ando
precoce (CCP 76 e CCP 09), cultivados sob condicéo controle e tratadas com doses de 0, 25, 50,
75 e 100 mM de NaCl por 30 dias. As letras sobre as barras indicam diferencas significativas
testadas por Tukey (p < 0,05), sendo as letras minusculas relacionadas aos clones e as maitsculas

as doses.

A eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) foi levemente reduzida em
aproximadamente 3% em ambos os clones de cajueiro ando precoce (Figura 12A), tratados com
a dose de 100 mmol de NaCl comparando-os a dose controle (0 mmol). Jamil et al. (2007) e
Silveira et al. (2010), constataram que o estresse salino provocou fechamento estomatico,
declinio da fotossintese liquida, distdrbios no funcionamento do fotossistema Il, causando

reducdes nos valores do rendimento quantico maximo (Fv/Fm) em pléantulas de cajueiro,
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especialmente em altas concentragfes salinas. Isto também confirma-se em estudos, onde foram
observados alteragBes nas reagdes fotoquimicas causadas pelo estresse salino em glicofitas,
constatados por (TEZARA et al., 2005; LUCENA, 2009; CHA-UM e KIRDMANEE, 2011), no
qual foi comparado com os resultados do rendimento quéantico potencial (Fv/Fm) nas plantas de
maracujazeiro amarelo irrigadas com alto teores de sais (FREIRE et al., 2014).

A eficiéncia quantica do fotossistema II (AF/Fm') decresceu de acordo com o aumento
dos niveis salinos, correspondendo a 37,5 % no clone CCP76 e 20% no clones CCPQ9 expostos a
dose de 100 mmol em relacéo ao controle (0 mmol de NaCl). Entretanto, notou-se um acréscimo
da AF/Fm’ na dose de 25 mmol, embora tenha sido observada uma reducao drastica da eficiéncia
quantica nos regimes salinos mais elevados (Figura 12B). Resultados semelhantes foram
observado em eucalipto sob salinidade da agua de irrigacdo (MENDONCA et al., 2010) e em
feijdo-caupi em condicBGes de estresse salino (SOUZA et al., 2011), no qual foi observada
redugdes na eficiéncia efetiva do fotossistema II (AF/Fm') o que era esperados devido as
reducdes da variacdo da assimilacdo liquida de CO, (P\) ocasionadas pela reducdo da abertura
estomatica e que sdo comuns em plantas submetidas a estresse salino (SILVA et al., 2011).

Em relacdo ao Quenching fotoquimico (gP) houve uma diminuicao de 50%, referente ao
clone CCP 76 e 12,5 % no clone CCP 09, quando comparadas a dose de 100 mmol em relagéo
as plantulas controle (Figura 12C). Porém, observou-se um aumento significativo na dose salina
de 25 mmol de NaCl no clone CCP 09. Nas Plantulas de cajueiro expostas a salinidade,
observou-se reducdo do gP a partir da dose de 25 mmol, principalmente para o CCP 76. Em
concentragdes mais elevadas, o NaCl proporcionou reducido do gP devido ao acimulo de Na*
e/ou CI" nos cloroplastos, afetando negativamente os processos bioquimicos e fotoquimicos
envolvidos na fotossintese (PLAUT, 1995; MUNNS e TESTER, 2008). No entanto, o gP indica
a porcentagem de energia dirigida para a fotossintese, demonstrando a habilidade do
fotossistema 1l na utilizagdo da energia luminosa para a reducdo do NADP™ (RIBEIRO, 2009).
Nesse trabalho foi observado reducdo do qP, portanto, sendo em menor pode indicar que o
fotossistema 11 e a taxa aparente de elétrons estejam reduzidas (DIAS e BRUGGEMANN, 2010).
resultados semelhantes foram observados (SOUZA et al., 2011; SANTOS et al., 2014) em feijéo,
milho, sorgo e braquiaria sob regime hidrico e salino.

Porém, plantas de cajueiro podem mais que dobrar a concentracdo de certos componentes
bioquimicos em condicbes de estresse (MORAIS et al., 2007). Esses componentes podem
equilibrar a alta concentragdo de sal no exterior da célula, aditivamente compensando as altas
concentragfes dos ions sodio e cloreto no vactolo (TURKAN, 2009), além da absorcao de ions

de sddio, podendo contribuir com o potencial osmético, mantendo a taxa de absorcao de agua e,
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consequentemente, o turgor (PARDO e QUINTERO, 2002). O incremento no gP na
concentracdo de 25 mmol de NaCl pode ter sido ocasionado pelo acimulo de alguns compostos
organicos nas plantulas de cajueiro, favorecendo o equilibrio fotossintético, mesmo sob estresse
e, desta forma, o sal ndo influenciou negativamente no desempenho das plantulas tendo
contribuido na proporgéo dos centros de reacao do PSII que estdo abertos.

O Quenching ndo fotoquimico (NPQ) aumentou de acordo com as doses salinas, com
maior influencia na dose de 100 mM de NaCl atingindo 33,33% para o clone CCP76 e 43,24%
para o clone CCPQ9, em relacdo as plantulas controle (Figura 12D). Apo0s a exposi¢do dos
clones de cajueiro ao estressa salino ocorreu a ativagdo do processo fotoquimico, proporcionando
0 envio de energia via NPQ ao longo das doses salinas. No entanto, o NPQ ficou sobrecarregado,
possivelmente pela reducdo da ETR e a AF/Fm’, respectivamente. O aumento do quenching néo
fotoquimico estd associado aos mecanismos de dissipac¢do ndo fotoquimica da energia, causado
pelas reducdes da eficiéncia quéantica efetiva do fotossistema Il e de quenching fotoquimico,
esperadas em virtude da reducdo da assimilagdo de CO, pelo estresse salino (SILVA et al.,
2011). Resultados semelhantes foram encontrados por (SOUZA et al., 2011; AZEVEDO NETO

et al., 2011) no feijoeiro caupi e girassol submetidos a salinidade.
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Figura 12 — Eficiéncia quéntica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) CV(%) = 0,48 (A),
eficiéncia quantica do fotossistema IT (AF/Fm’) CV(%) = 8,17 (B), quenching fotoquimico (gP)
CV(%) = 5,83 (C) e Quenching nédo fotoquimico (NPQ) CV(%) = 5,91 (D) em folhas dos clones
de cajueiro ando precoce (CCP 76 e CCP 09), cultivados sob condicdo controle e tratadas com
doses de 0, 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl por 30 dias. As letras sobre as barras indicam
diferencas significativas testadas por Tukey (p < 0,05), sendo as letras minusculas relacionadas

aos clones e as mailsculas as doses.

4.3. Marcadores de Estresse Oxidativo e Defesa Antioxidante

Entre os parametros avaliados observou-se uma diferenca clone-especifica com resultados
significativos em relacdo as concentragGes salinas. Visto que entre os parametros de danos, o
CCP 76 foi mais susceptivel a salinidade, em relagdo a concentracdo de H,O, (Figura 13A).

Entretanto, notou-se uma reducdo responsiva na peroxidacao de lipideos, em ambos os clones e



59

um aumento significativo do teor de proteinas sollveis totais no clone CCP 09. As concentragdes
salinas afetou diferencialmente a atividade das enzimas antioxidativas, dismutases de superoxido
(SOD), peroxidases de ascorbato (APX) e peroxidase de fenois (POX) e dos antioxidantes ndo
enzimaticos como, Ascorbato (ASC) e Glutationa redutase (GSH).

Em relacdo ao contetido de H,0O, observou-se comportamentos divergentes entre os clones
de cajueiro ando precoce submetidos a diferentes concentragfes de NaCl na solugdo nutritiva.
Notou-se que o CCP 76 diferiu significamente dos demais tratamentos apenas na dose de 25
mmol, acumulando em média 30,76% de peroxido de hidrogénio (H,0,) nas folhas, em relacéo
ao controle e para os demais concentragdes salinas mantiveram-se constantes (Figura 13A). De
outro modo, o CCP 09 manteve o conteudo de H,O, constante ao longo dos tratamentos,
diferindo apenas na dose de 100 mmol, com acréscimo de 36% de H,0O, quando comparado ao
controle (0 mmol de Na*). O acumulo excessivo de H,O, nos tecidos vegetais da planta é um
indicativo da superprodugdo EROs proveniente de disturbios metabolico causado pelo estresse
salino (FOYER e NOCTOR 2003; DANESHMAND et al., 2010; HERNANDEZ et al., 2010).
Os resultados, contudo, divergiram dos estudados por Ferreira-Silva et al. (2012) no qual os
contetdos de H,O, em folhas de cajueiro submetidas em diferentes contracdes de NaCl (0, 50,
150 e 200), ndo apresentaram efeito significativo.

Notou-se ainda que nas plantulas submetidas ao tratamento salino. Houve uma intensa
reducdo no conteldo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foliar (Figuras
13B). O contetido de TBARS foi reduzido em 68,42% para o CCP 76 e 84,61% para o CCP 09,
comparando-os aos respectivos controles. Resultados semelhantes foram encontrados por
Ferreira-Silva et al. (2012) no qual o conteido de TBARS em folhas de cajueiro diminuiu a
medida que elevaram as concentracdes de NaCl, na faixa de 50 a 200 mmol. As plantas quando
expostas a altas concentracdes de sais, apresentaram estresse oxidativo geralmente associada
com o0 aumento da peroxidacao lipidica (MOLLER et al., 2007). E entre a bicamada lipidica da
membrana celular, as ligacdes duplas dos acidos graxos insaturados séo alvos de peroxidacéo
intercedida pelas EROs, especifica por causar danos estruturais na membrana (FERREIRA-
SILVA et al., 2012).

O aumento da peroxidacéo lipidica tem sido considerada um indicador de dano oxidativo
nas folhas de diversas espécies de plantas submetidas ao estresse salino, como feijdo-caupi
(CAVALCANTI et al., 2004, 2007), arroz (DEMIRAL e TURKAN 2005), sorgo (CHAI et al.,
2010) e milho (CARRASCO-RIOS e PINTO, 2014). Entretanto, a peroxidacdo lipidica foi
reduzido em folhas de cajueiro ando precoce, no qual o sal induziu a redugdo no contetdo de

TBARS. Com base nestes resultados, sugere-se que as plantulas de cajueiro sob estresse salino
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devem portar mecanismos eficientes para a renovacdo dos lipidios de membrana danificados
e/ou para a remocdo das EROs produzidas, sendo favoravel para a protecdo oxidativa.
Resultados semelhantes foram obtido em raizes de milho (AZEVEDO-NETO et al., 2006),
feijao-caupi (MAIA et al., 2012) e em folhas de cajueiro (FERREIRA-SILVA et al., 2012).
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Figura 13 — Concentracdo de H,O, (A) CV(%) = 11,66 e peroxidacdo de lipidios (TBARS)
CV(%) = 19,18 (B), em folhas dos clones de cajueiro ando precoce (CCP 76 e CCP 09),
cultivados sob condigdo controle e tratadas com doses de 0, 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl por 30
dias. As letras sobre as barras indicam diferengas significativas testadas por Tukey (p < 0,05),

sendo as letras minusculas relacionadas aos clones e as maiusculas as doses.
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Os teores de proteinas foram afetados significativamente pela aplicacdo das solugdes
salinas de NaCl, com acréscimo de 21,37% na dose de 25 mmol de NaCl (CCP 76) e 27,5% na
dose 50 mmol de NaCl (CCP 09), quando comparadas aos respectivos controles (Figura 14).
Também foram observada diferenca significativa, entre os clones onde o CCP 09 sobressaiu com
maiores contéudos de proteina em todos os tratamentos. Em condi¢des de estresse salino, plantas
podem produzir excesso de EROS, que atacam principalmente proteinas, além de causar
prejuizos na expressdo e sintese em funcdo, devido ao aumento nas concentragdes de Na* em
detrimento de K* (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; SILVEIRA et al., 2003; MOLLER et
al., 2007; AVERY, 2011). Tais modificagcdes resultam em perdas de funcGes vitais para o
metabolismo vegetal, intercedida pela estrutura das proteinas, transporte ou atividades de
regulacdo. A oxidacdo de proteinas também resulta na acumulacdo de agregados toxicos em
proteinas causando danos graves (DEMIDCHIK et al.,, 2010; AVERY, 2011). Também é
relatado o acumulo de proteinas em condicdes de estresses severo em plantas (OLIVEIRA, 2012;
NASCIMENTO et al., 2015). Entretanto, os resultados referentes ao acumulo de proteinas nos
clones de cajueiro ando precoce, ndo condizem com uma reducdo proteica quando submetidos ao
estresse salino e, juntamente com a reducdo da peroxidacao lipidica, que indicam uma tolerancia
dessas plantas a salinidade, j& que certas proteinas responsivas ao estresse podem contribuir com
a tolerancia a esse estresse (MOHAMMADKHANI e HEIDARI, 2008).
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Figura 14 — Conteldo de proteinas (Bradford) CV(%) = 5,58, em folhas dos clones de cajueiro
ando precoce (CCP 76 e CCP 09), cultivados sob condicdo controle e tratadas com doses de O,
25, 50, 75 e 100 mM de NaCl por 30 dias. As letras sobre as barras indicam diferencas
significativas testadas por Tukey (p < 0,05), sendo que as letras minusculas relacionadas aos

clones e as mailsculas as doses.

Os contetdos dos antioxidantes ndo enzimaticos, ascorbato (ASC) e glutationa (GSH),
sofreram mudancas drasticas em resposta ao estresse salino (Figura 15A e B). As aplicacGes de
NaCl reduziram o contetdo do ascorbato em folhas de cajueiro, quando comparado ao controle
foi observado um decréscimo generalizado no clone CCP 76 com 71,42% e CCP 09 com
73,52%, tratados a 100 mmol. Porém, notou-se que o CCP 09 possui maiores concentracoes de
ascorbato reduzido, aproximadamente 67% em média nas doses de 25, 50, e 75 mmol do sal
(Figura 15A).

Segundo Noctor e Foyer (1998) o ascorbato (ASC) é considerado o substrato antioxidante
principal para reducdo do H,O,. Sendo que as APXs utilizam duas moléculas do ascorbato
reduzidas, como doadoras especificas de elétrons, para catalisar a reducdo de uma molécula de
H.O, para H,O e O, sendo o ASC considerado um metabolito essencial envolvido no
metabolismo oxidativo e manutencdo das funcdes vitais celular (NAKANO e ASADA, 1987;
GRATAO et al., 2005) e hidroperéxidos de lipidios (SHAO et al., 2008). No presente estudo,
observou-se que o conteudo de ASC foi inversamente proporcional a atividade de APX. O CCP

76 apresenta declinio brusco do conteudo de ASC, com atividade de APX elevada, em relacéo ao
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CCP 09, sustentando a hipotese de uma eficiente interagdo dos mecanismos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos na protecdo oxidativa no cajueiro ando precoce, sob condigdes
salinas. O teor elevado de ascorbato reduzido, associada & baixa atividade da APX, como
observado no Clone CCP 09, indicou consumo do ascorbato reduzido, sugerindo papel do ASC
na protecdo oxidativa pela reacdo direta com H,0, e formacdo de dgua. Segundo Ahmad et al.
(2008) 0 ASC além de desempenhar um importante papel na reducdo dos danos oxidativos,
realiza uma acdo sinergetica associada a outros antioxidantes. Resultado semelhantes foram
observados em varias espécies como, pimenta, ervilha, oliveira e melancia (DEL RIO et al.,
2002), em cajueiro (FERREIRA-SILVA et al.,, 2012) e milho (SHAN et al., 2014), onde a
reducdo do estado redox do ASC associada a diminuicdo da atividade de APX sob alta
concentracdo de NaCl pode indicar a utilizacdo direta do ascorbato na oxidacdo do H,O..

O contetdo da glutationa (GSH) no tecido foliar decresceu com o aumento das doses
salinas principalmente a partir de 50 mmol de NaCl (Figura 15B). Assim o CCP 76 reduziu em
38,66% e 42,60% no CCP 09, quando tratadas a 100 mmol em relagdo ao controle. No entanto,
observou-se também efeito significativo entre os clones. No qual sobressaiu-se 0 CCP 09 com
maior poder redutor (ndo enzimatico), sendo 34,78% nas plantulas controle e 30% em média as
doses de 50, 75 e 100 mmol de NaCl (Figura 15B). A GSH ¢é o principal composto tiol com
baixo peso molecular ndo proteico, que desempenha um papel importante como antioxidante,
contra danos oxidativos intracelular induzidos por EROS (FOYER e NOCTOR, 2003;
DELAPLACE et al., 2011). Neste estudo, como foi observado, 0 consumo desse antioxidante
auxiliou na tolerancia ao estresse salino nas plantulas de cajueiro, mesmo em elevadas
concentracdes de NaCl, proporcionando respostas adaptativas. Segundo Foyer et al. (1997), o
GSH desempenha um papel importante em diversos processos biologicos devido ao seu poder
redutor, incluindo o crescimento de células/divisdo, transducdo de sinal, regulacdo enzimatica,
sintese de proteinas e &cidos nucleicos e a expressdo de genes responsivos aos estresses
abioticos. Entretanto, observou-se uma relativa contribuicdo da atividade do GSH no
metabolismo das plantulas de cajueiro pelo seu consumo, concordando com Foyer et al. (1997),
mesmo ndo havendo tanta responsividade dessa molécula ao estresse salino quanto ao ASC. Em
seu papel biologico a GSH para o cajueiro possivelmente proporcionou uma protecdo contra as
EROs, garantindo a estabilidade na sintese proteica, reducdo da peroxidagéo lipidica e maior
controle do metabolismo antioxidante. Esse efeito também foi observado em macieiras
submetidas a seca progressiva (TAUSZ et al., 2004). Segundo Tausz et al. (2004), quando a
concentracdo de GSH é elevada o estado redox tente a ser reduzido e ocorre a reducdo da

peroxidacdo lipidica e da degradacdo proteica. Por outro lado, quando a concentracdo de GSH &
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baixa o estado redoz tende a estar oxidado e consequentemente ocorre 0 aumento da peroxidacéo
de lipidios e peroxidagdo proteica. Resultados semelhantes foram observados em algumas
especies de plantas, como batata transgénica (ELTAYEB et al. 2010), feijdo mungo (SHAN e
ZHAO, 2014) e pepino (NALIWAJSKI e SKEODOWSKA, 2014), onde a maior protecdo contra
danos oxidativos impostas pelo estresse salino, esteve relacionado com maior nivel de glutationa
reduzida. Entretanto, neste trabalho os resultados em cajueiro, sob as condi¢des impostas, foram
divergentes, embora ndo se desconsidere a relevancia dessa molécula para a protecdo
antioxidativa, pois observa-se 0 seu consumo em detrimento da reducdo de danos oxidativos
celulares, como observado pela peroxidacdo lipidica. Resultados semelhantes foram observados
em outras espécies, como sorgo (HEFNY e ABDEL-KADER, 2009) e em milho (SHAN et al.,
2014).
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Figura 15 — Concentragéo de ascorbato (ASC) CV(%) = 17,96 (A) e concentracdo de glutationa
redutase (GSH) CV(%) = 7,59 (B), em folhas dos clones de cajueiro ando precoce (CCP 76 e
CCP 09), cultivados sob condicao controle e tratadas com doses de 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl
por 30 dias. As letras sobre as barras indicam diferengas significativas testadas por Tukey (p <

0,05), sendo as letras minusculas relacionadas aos clones e as maiusculas as doses.

No entanto, as respostas das enzimas foram visualmente clone-especifica, notando-se
para 0 CCP 76 maiores atividades para SOD e APX, reduzindo em POX, e para o CCP 09, um
aumento significativo da atividade da POX (Figura 16A, B e C).

O tratamento salino causou altera¢des na atividade de SOD foliar em ambos os clones. A
atividade da SOD aumentou significamente apenas para o clone CCP 76, com incremento de

24,39% na dose de 75 mmol de NaCl, em relacdo ao controle. No entanto, observou-se



66

acréscimo de apenas 16% de atividade de SOD no CCP 76 em relagcdo ao CCP 09 (Figura 16A).
As enzimas dismutase do superoxido (SODs) sdo metalo-enzimas consideradas a primeira linha
de defesa contra as espécies reativas de oxigénio (EROs) as quais sdo responsaveis por catalisar
a reacdo de dismutacdo dos radicais O,” , oxidando em H,0, e O, (MITTLER, 2002;
BHATTACHARJEE, 2010). Porém, ndo observou-se a sua atividade tdo expressiva nas doses
analisados. Como pode ser constatado no trabalho de Ferreira et al. (2002), sendo que o contetdo
de SOD varia entre os tipos de plantas. Resultados semelhantes foram encontrado em varias
espeécies, como trigo (STEPIEN e KLOBUS, 2005), milho (KHOLOVA et al., 2010), e em cana-
de-agUcar (PATADE et al., 2011; SATBHAI e NAIK, 2014; CRUZ, 2015). Neste trabalho, em
folhas dos clones de cajueiro ando precoce, houve um breve aumento da atividade de SOD em
reposta ao estresse salino. Entretanto, observando a estabilidade no H,O, somada a reducéo da
peroxidacdo de lipidios, sugere-se gque essas plantas ndo sofreram estresse oxidativo e que a
manutencdo de contedo de EROs se deve pela acdo de outros antioxidantes, com maior
responsividade.

A atividade da APX foi severamente reduzida pelo aumento da concentracdo do NaCl
(Figura 16B). As plantulas de cajueiro de ambos os clones sofreram alteracdo na atividade da
APX foliar. O contetdo de APX reduziu significamente apenas para o clone CCP 76, com
decréscimo de 85,71% na dose de 100 mmol de NaCl em relacdo ao controle. No entanto, 0s
clones diferiram em média 81%, nas doses de 0, 25, 50 e 75 mmol de NaCl. A APX é uma das
enzimas mais importantes dentre os componentes de desintoxicacdo da hidroxila H,O, (BHATT
e TRIPATHI, 2011). A APX exige o &cido ascorbico (ASC) como redutor (como foi observado
maiores proporgdes para o clone CCP 09). O APX possui uma alta afinidade com o H,O,, com
uma constante de Michaelis-Menten (Ky) na ordem de uM, permitindo assim a eliminacdo do
H.0O, mesmo estando em baixas concentracdes (LOCATO et al., 2010; SHARMA et al., 2012).
Sob o efeito do sal, as plantulas de cajueiro ando precoce sofreram uma dréastica reducdo da
atividade da APX em folhas. Como mencionado anteriormente, mesmo nas altas doses de NaCl
(75 e 100 mmol) a atividade baixa de APX, observada nesse experimento, ainda pode ser
importante para a manutencdo do pool de EROs celular. Contudo, sugere-se que isso ndo seja
limitante para a manutengdo de EROs, tendo em vista a estabilidade do H,0,, a reducgdo dos
conteddos de TBARS, associada com o alto consumo de ASC, que possivelmente ndo poderia
ser justificada pela atividade de APX. O efeito do sal na diminuicdo da atividade de APX em
plantas tem sido observado em outros trabalhos (FERREIRA-SILVA et al., 2012 e MAIA et al.,
2012). Os autores sugerem que essa reducdo seja causada por uma possivel compensacao na

eliminacdo das EROs do mecanismo foliar de cajueiro ando e feijdo-caupi sob estresse salino.
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A atividade de peroxidase de fendis (POX) aumentou suavemente em ambos 0s clones
(Figura 16C). Em especial no clone CCP 76, a atividade de POX aumentou 32,14 % na dose de
25 mmol em relacédo ao controle e no clone CCP 09, 21% no tratamento de 75 mmol também em
relacdo ao controle. Porém, percebeu-se que a atividade desta enzima nas folhas foi em média
35% maior em CCP 09 do que em CCP 76 em todas as doses. A POX tem sido relacionado em
diversos sistemas de defesa, incluindo defesa contra patégenos (FERRAZ et al., 2014), protecao
antioxidativa contra diversos estresse abioticos (MAIA et al., 2012; ABDELGAWAD et al.,
2014; LAXMAN et al., 2014) e controle do crescimento sob diversas condi¢cGes de estresse
(MAIA et al., 2012), relacionando com o amadurecimento de frutos, atuando na parede celular
na sintese de lignina, a partir da oxidacdo de monofenois utilizados como fonte doadora de
elétrons na remocdo de EROs (PASSARDI et al., 2004). Nesse trabalho esse aumento
significativo na atividade de POX pode esta relacionado, pelo menos em parte, ao declinio no
acumulo de biomassa em folhas de cajueiro. Esse efeito também foi observado em por
(MHAMDI et al., 2012 e MAIA et al., 2012).

O aumento da atividade destas enzimas indicar papel protetor contra o estresse salino
(HARTER et al., 2014). Contudo, nesse trabalho, a POX aparentemente representa pouca
relevancia no processo de manutencdo do pool de EROs em cajueiro, tendo em vista sua singela
responsividade ao aumento da dose de sal e a sutil relacdo com a peroxidacdo de lipideos. Em
outras espécies, 0 aumento da atividade de POX tem sido significativamente associada com
tolerancia ao estresse salino, como em plantas de tomate (SILVA-JUNIOR, 2012), feijdo-caupi
(MAIA et al., 2012), mogango, (HARTER et al., 2014) e tomates enxertados (HE et al., 2009;
SILVA, 2015). Os resultados dos seguintes autores, corroboram com o presente estudo, no qual a
atividade de POX nas folhas de cajueiro ando precoce pode estar associada a manutencdo da

peroxidacao de lipidios.
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Figura 16 — Dismutase do superdxido (SOD) CV(%) = 9,54 (A), peroxidase do ascorbato (APX)
CV(%) = 28,01 (B) e peroxidase de fendis (POX) CV(%) = 7,98 (C), em folhas dos clones de
cajueiro ando precoce (CCP 76 e CCP 09), cultivados sob condigdo controle e tratadas com
doses de 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl por 30 dias. As letras sobre as barras indicam diferencas
significativas testadas por Tukey (p < 0,05), sendo as letras minuasculas relacionadas aos clones e

as maiudsculas as doses.
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5. CONCLUSOES

Ambos os clones acumularam Na* em todas as partes vegetais, promovendo a reducéo da
massa fresca. No entanto, o clone CCP 09 acumulou K* gradativamente em folha, favorecendo
melhor crescimento da Parte aérea e restringindo os efeitos deletérios causados pelo sal.

O estresse salino afetou drasticamente o aparato fotossintético, destacando-se o clone
CCP 09, sobressaindo-se nas variaveis Py, Pn/Ci e PN/E, com excecdo da C, e E em relacdo ao
CCP 76.

O estresse salino promoveu o0 aumento de H,0O,, apenas para o clone CCP 09. Visto que a
peroxidacdo lipidica, foi reduzido drasticamente em ambos os clones.

Os clones apresentam respostas antioxidantes especificas, tendo em vista a maior
atividade enzimatica (SOD, APX e POX) para 0 CCP 76 e ndo enzimatica (ASC, GSH), além da
atividade da POX para o CCP 09.

A atividade da POX para o CCP 09 é certamente mais eficiente em capturar H,O, que
conferiu maior protecdo e menor oxidacao do ASC.

Com base nos resultados, sugere-se que 0 melhor desempenho da relacdo parte aérea/raiz
no clone CCP 09 tenha sido causado pelo efeito protetor do K* em folhas e da relevante protecéo
antioxidativa ndo-enziméatica promovida pelo ASC e GSH, além da atividade enzimética de
POX. Essa protecdo foi evidenciada no clone CCP09 devido a este ser mais eficiente na

assimilacdo de carbono e no uso da agua tecidual do que o CCP 76.
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