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RESUMO

As espécies ornamentais vem destacando-se no agronegocio brasileiro e entre
elas enquadra-se Ananas porteanus, o abacaxi ornamental. O Nordeste brasileiro, regido
com area propensa a salinizagdo, é um grande produtor de plantas ornamentais tropicais
e estudos sobre a tolerancia dessas plantas em condicdes salinas séo importantes para o
aproveitamento de areas ja salinizadas ou em vias de salinizacdo. Plantas de A.
porteanus foram cultivadas durante 90 dias em areia lavada e irrigadas com solucéo
nutritiva com 0 ou 80 mM de NaCl, constituindo dois tratamentos. Foram analisadas
variaveis de crescimento, danos na membrana celular, teores de Na*, ClI" e K*, proteinas
sollveis totais, carboidratos solUveis totais, prolina, fendis totais e atividade da
peroxidase. Observou-se que o tratamento salino reduziu a produgdo de biomassa. Essa
menor producdo de biomassa esteve associada ao aumento nos teores de Cl (230%) e
Na* (39%) e a reducéo, da ordem de 38%, no teor de K* na parte aérea. Em resposta ao
aumento dos teores de Na* e CI°, observou-se o incremento de solutos como as proteinas
sollveis e, sobretudo da prolina, cujo teor foi seis vezes superior ao controle,
favorecendo o ajuste osmético. A salinidade duplicou a atividade da peroxidase que,
associada ao incremento de prolina contribuiu para a manutencdo da integridade da
membrana. Os teores de clorofila aumentaram em 15% para a clorofila “a” e em 10,5%
para a clorofila “b” indicando uma protecdo ao aparato fotossintético o que contribuiu
para minimizar os danos provocados pelo sal. Os compostos fendlicos e os carboidratos
sollveis totais apresentaram uma redugdo em seus teores e, portanto, aparentemente ndo
contribuiram como estratégias do A. porteanus para proteger a planta contra os danos

provocados pelo estresse salino.

Palavras-chave: salinidade, porteanus, estresse.



ABSTRACT

The ornamental species are standing out in the Brazilian agronegdcio and among
them Pineapple porteanus, the ornamental pineapple is framed. The Brazilian
Northeast, area with prone area to the saline stress, is a big producing of tropical
ornamental plants and studies on the tolerance of those plants in conditions salt beds are
important for the use of areas already salinities or in salinity roads. Plants of P.
porteanus were cultivated for 90 days in washed sand and irrigated with nutritious
solution with 0 or 80 mM of NaCl, constituting two treatments. Growth variables were
analyzed, damages in the cellular membrane, tenors of Na*, Cl ~and K", total soluble
proteins, total soluble carbohydrates, prolina, phenols and activity of the peroxidase. It
was observed that the saline treatment reduced the biomass production. That smaller
biomass production was associated to the increase in the tenors of Cl™ (230%) and Na*
(39%) and to the reduction, of the order of 38%, in the tenor of K™ in the aerial part. In
response to the increase of the tenors of Na* and Cl -, the solutos increment was
observed as the soluble proteins and, above all of the prolina, whose tenor was six times
superior to the control, favoring the osmotic adjustment. The salinity duplicated the
activity of the peroxidase that, associated to the prolina increment it contributed to the
maintenance of the integrity of the membrane, besides, the chlorophyll content also
increased, the chlorophyll “a” in 15% and “b” in 10,5%, proving that the apparatus
fotossintético contributed to minimize the damages provoked by the salt. The phenols
and the total soluble carboidratos presented a reduction in their tenors and, therefore,
seemingly they didn't contribute as strategies of the P. porteanus to protect the plant

against the damages provoked by the saline stress.

Word-key: salinity, porteanus, stress
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1. INTRODUCAO GERAL

As plantas ornamentais sdo caracterizadas pela presenca de flores ou
inflorescéncias exuberantes, forma ou coloragdo das folhas e pelo aspecto geral da
planta. Por isso constitui um grupo de plantas de efeito paisagistico que pode ser usado
em jardins e parques, ou comercializado como folhagens e flores de corte (BOMFIM,
2006). As espécies brasileiras sdo bastante apreciadas em todo o mundo, tanto por suas
cores e formas, como por sua arquitetura. Nesse contexto, as bromélias destacam-se
como plantas ornamentais de rara beleza, que impressionam tanto por suas formas
exdticas como pela gama de cores e variedades de suas flores. As espécies de
abacaxizeiros ornamentais sd@o em geral rasticas e exoticas e produzem inflorescéncias
apreciadas por consumidores do mundo inteiro (BOMFIM, 2006). A espécie Ananas
porteanus, Hort Veitch ex C. Koch, particularmente, apresenta perspectiva tanto no
paisagismo como na producéo de flor de corte (BORGES, 2003).

A regido Nordeste brasileira vem se destacando cada vez mais no cultivo e
comércio das flores tropicais. Nessa Regido, entretanto, a ocorréncia de areas salinas
vem aumentando gradativamente ao longo do tempo (FAO, 2008). O estresse salino
pode provocar um conjunto de alteracGes deletérias observado em plantas cultivadas em
condi¢des de salinidade (XIONG; ZHU, 2001). Essas alteragdes ocorrem devido ao
efeito toxico provocado por ions e a diminuicdo da disponibilidade de agua para as
culturas (HASEGAWA et al.,, 2000). As respostas morfologicas, fisiologicas e
bioquimicas da planta variam intensamente com o0 genoOtipo e seu estadio de
desenvolvimento, além da intensidade e duracdo do estresse, ao qual a planta é
submetida (WILLADINO; CAMARA, 2004).

Os mecanismos fisiologicos das plantas que favorecem a sobrevivéncia em
ambientes salinos incluem a regulagédo da concentracdo e compartimentalizagédo dos
ions, producdo de osmoprotetores, ativacdo de enzimas antioxidativas, adaptacdo
estomatica, e outras formas de controle genético (BRILHANTE, 2006).

O fon Na* geralmente move-se passivamente para dentro das células (TESTER;
DAVENPORT, 2003). Com o influxo de Na*, o potencial de membrana dissipa-se,
facilitando a entrada de CI°, reduzindo o gradiente quimico (HASEGAWA et al., 2000).

O Na' também pode entrar nas células por intermédio de proteinas de membrana



transportadoras do K* (HASEGAWA et al., 2000). As elevadas concentraces de Na* e
de CI" provocam uma série de alteracdes metabolicas, inclusive na fotossintese
resultando em danos ao aparato fotossintético. Um dos mecanismos de tolerancia é a
compartimentalizacdo desses ions nos vacuolos. Para que ocorra o equilibrio osmotico
celular é necessaria a sintese de solutos organicos compativeis com o metabolismo no
citoplasma (RONTEIN et al., 2002).

Entre os solutos organicos destacam-se a prolina, carboidratos, proteinas, &cidos
organicos (VOLKMAR; YEO, 1998; ASHRAF; HARRIS, 2004). A prolina além de
osmorrregulador atua também como osmoprotetor auxiliando o equilibrio redox das
celulas estressadas (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). As proteinas sollveis tendem
a apresentar sua sintese prejudicada em plantas submetidas ao estresse salino. Existem,
entretanto, proteinas que sdo acumuladas e constituem um estoque de nitrogénio que
pode ser utilizado pelo vegetal apos o término da condigdo adversa gerada pelo sal
(ASHRAF; HARRIS, 2004).

O estresse salino provoca o estresse oxidativo, o qual pode resultar em severos
danos para os vegetais. O estresse oxidativo é consequéncia de um desequilibrio na
relacdo entre compostos antioxidantes e compostos pré-oxidantes, levando ao aumento
do nivel das espécies reativas de oxigénio (ROS). As plantas possuem sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos (PANG; WANG, 2008). Com relacdo as
enzimas destaca-se a maior atividade da peroxidase como resposta ao estresse (LIMA et
al., 1999). Por sua vez, no sistema ndo-enzimatico atuam o acido ascorbico (vitamina
C), a glutationa, o tocoferol e os compostos fendlicos. Estes ultimos desempenham um
papel importante na neutralizagdo ou seqliestro de radicais livres e quelagdo de metais
de transicdo (CHUN, 2005; SOARES, 2002).

O presente trabalho visa avaliar a tolerancia do A. porteanus ao estresse salino.



2. OBJETIVO

Avaliar no abacaxizeiro ornamental Ananas porteanus a tolerancia ao

estresse salino utilizando-se variaveis fisioldgicas e bioquimicas



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e caracteristicas da espécie Ananas porteanus

O abacaxizeiro ornamental, Ananas porteanus Hort Veitch ex C. Koch é uma
espécie rastica e produz flores de grande beleza. Essa espécie pertence a familia
Bromeliaceae, a qual possui cerca de 3.010 espécies, distribuidas em 56 géneros, cuja
origem é exclusiva do continente americano (RODRIGUES et al., 2007).

As Bromeliaceaes, no Brasil, estdo dispersas da regido Leste a bacia amazonica.
Sdo preferencialmente epifitas que apresentam folhas geralmente espinhosas, flores
epigenas e frutos do tipo baga coriacea, contendo sementes nuas e adaptadas a dispersao
por passaros ou mamiferos. Freqlentemente apresentam fusdo de algumas partes da
flor, como, por exemplo, fusdo entre carpelos, originando a formacdo de frutos
indeiscentes e fusdo em diferentes niveis de sépalas, pétalas e filamentos. Esta tendéncia
pode ser observada, particularmente, nas espécies do género Ananas, na formacdo de
frutos sincarpicos devido a fusdo dos ovarios (RIOS; KHAN, 1998).

Uma caracteristica importancia da espécie A. porteanus é sua grande economia
de &gua (BARTHOLOMEW et al., 2002), o que favorece a tolerancia ao estresse salino.
A eficiente economia de agua deve-se a (1) estrutura de roseta, (2) habilidade de
absorver agua e nutrientes através de suas folhas e raizes aéreas, (3) habilidade de
armazenar agua em tecidos especializados das folhas, (4) presenca de tricomas
multicelulares que funcionam como refletores de radiacdo, (5) presenca de estbmatos
em reentrancias limitando a evapotranspiragdo e, (6) realizam a fotossintese via CAM
(Metabolismo Acido das Crassulaceas) com a abertura dos estdmatos & noite
(BARTHOLOMEW et al., 2002).

2.2 Aspectos gerais da salinidade

2.2.1 Definigéo e Causas

Os ambientes salinos do planeta caracterizam-se por uma elevada concentracao
de sais soluveis (WILLADINO; CAMARA, 2004). Esses ambientes podem ser



aquaticos, como o0s oceanos e lagos, ou terrestres, tanto em areas Umidas e &ridas
costeiras ou continentais e podem ser de origem natural ou antropogénica (LARCHER,
1995). O termo salinidade refere-se a existéncia de sais sollveis no solo que podem
prejudicar significativamente o rendimento das plantas cultivadas. Para a maioria das
culturas esse nivel refere-se a condutividade elétrica igual ou superior a 4dS.m™
(correspondendo a aproximadamente 40 mM NaCl ou 0,27% sal) (RIBEIRO et al.,
2007; MUNNS; TESTER, 2008). Os problemas decorrentes da salinidade surgem
guando os sais acumulam-se na zona radicular, em concentrac@es elevadas, suficientes
para restringir a absorcao de agua pela planta. Isso pode provocar estado de deficiéncia
hidrica, e causar sintomas muito semelhantes aos provocados pela estiagem (AYERS;
WESTCOT, 1999). Além do deficit hidrico o acimulo de sais no tecido vegetal é outro
fator que também produz efeitos deletérios ao metabolismo vegetal (MUNNS;
TESTER, 2008).

A salinidade ¢ mais frequente em regifes tropicais de clima guente e seco, as
quais sdo caracterizadas por elevadas taxas de evaporacdo e baixos indices
pluviométricos (SOUZA et al., 2000). O semi-arido brasileiro possui 1.500.000 km?
caracterizados como insuficientes em agua, constituindo o chamado “poligono das
secas” (DANTAS et al., 2002). Nessa regido, a irrigacdo assume papel fundamental no
progresso da agricultura. No entanto, a pratica da irrigacdo quando inadequadamente
conduzida pode promover o aumento das concentracdes de sais na superficie do solo
(DANTAS et al., 2002). Estima-se que no mundo 25% dos solos irrigados estdo
afetados por diferentes niveis de salinidade (RHOADES et al., 1992).

2.2.2 Efeitos da salinidade sobre as plantas

As plantas estdo submetidas a uma grande variedade de estresses ambientais que
alteram seu metabolismo e desenvolvimento, e induzem uma grande variedade de
respostas nos niveis molecular e celular (FLOWERS et al., 2000; ZHU, 2002).

O efeito do estresse salino sobre as plantas € conseqiiéncia de dois distintos
componentes: (1) o componente osmdtico — resultante da elevada concentracdo de
solutos na solucdo do solo, que provoca um deficit hidrico pela reducdo do potencial
osmético; (2) o componente idnico — decorrente dos elevados teores de Na* e ClI, e da
alterada relagcdo K*/Na”.



2.2.2.1 Efeitos sobre o crescimento

O modelo bifasico de reducdo do crescimento, proposto por Munns e Termaat,
identifica a diminuicdo do potencial osmotico como o primeiro fator de reducdo do
crescimento e, o efeito especifico dos ions como o segundo (MUNNS, 1993). Na
primeira fase, o crescimento da planta é afetado pelos sais que estdo no exterior da
mesma (no solo) reduzindo o potencial hidrico, resultando na diminuigdo da
disponibilidade de &gua para a planta. A segunda fase caracteriza-se pela reducdo do
crescimento em funcdo do acumulo de sais no interior da planta. A causa desta injaria é
funcédo da elevada quantidade de sal absorvida, a qual ultrapassa a capacidade da planta
de compartimentalizd-lo no vacuolo. Consequentemente, a concentracdo de sais
aumenta no citoplasma e inibe a atividade de enzimas de varias rotas metabdlicas
(WILLADINO et al., 1996; RICCHARIA et al., 1997). Alternativamente a
compartimentalizacdo no vacuolo, os sais podem ser transportados para a parede
celular, 0 que, por sua vez, pode resultar na desidratacdo da célula (MUHLING;
LAUCHLLI, 2002).

O estresse salino causa um rapido e potencialmente severo decréscimo da taxa
de crescimento foliar. A queda na velocidade de elongacdo foliar resulta de uma
redugcdo no nimero de células em processo de elongacdo, na taxa de elongagdo dessas
células, ou em ambos. Do ponto de vista biofisico, uma célula da folha de uma planta
tratada com NaCl pode apresentar uma reduzida taxa de expansdo devido a uma baixa
taxa de absorgdo de dgua e osmdlitos; ao enrijecimento da parede; ou a queda no turgor
celular (COSGROVE, 1993).

Os efeitos do estresse estdo baseados em quatro mecanismos: (12) a absorc¢éo de
agua dirigida osmoticamente, necessaria para o crescimento celular, pode ser inibida
pelo baixo potencial hidrico no espaco radicular (estresse osmoético); (2%) os solutos
normalmente usados para gerar pressdo osmoética podem ndo estar disponiveis em
quantidades suficientes devido a competicdo do Na* e do CI™ por sitios de absorcéo
(desequilibrio nutricional); (3%) Na® e CI” podem estar disponiveis em quantidade
suficiente para serem usados como osmolitos, mas as células podem ndo estar
habilitadas a lidar com esses ions adequadamente e sofrem efeitos toxicos (toxidez
i6nica); (4°) as células podem produzir reagdes especificas a elevadas concentragdes de
NaCl, como alteracdo na taxa de sintese da parede celular (resposta regulatoria)
(FRICKE; PETERS, 2002).



Uma das estratégias da planta para sobreviver em ambientes salinos € a
suculéncia. A suculéncia possibilita a regulacdo da concentracdo de sais nos tecidos
foliares, evitando que se estabelecam altas concentracdes dos mesmos. A suculéncia
envolve adaptagcbes anatomicas e fisiologicas em plantas submetidas a estresse
(TRINDADE, 2006).

2.2.2.2 Efeitos sobre equilibrio osmético

As plantas utilizam diferentes ajustes bioquimicos para evitar 0s danos
provocados pelo sal. O ajustamento osmético, ou seja, a reducdo do potencial osmético
celular pelo acumulo de solutos organicos compativeis com o metabolismo celular tem
sido considerado um importante mecanismo de tolerancia ao estresse salino e hidrico
em plantas (AZEVEDO NETO et al., 2004). As fun¢bes osmoticas desses compostos
sdo devido, exclusivamente, as suas estruturas quimicas (PARIDA; DAS, 2005). Esses
solutos organicos tém baixo peso molecular e alojam-se no citosol, lUmen, matriz ou
estroma de organelas (RHODES; SAMARAS, 1994 citado por HASEGAWA et al.,
2000). Tal ajuste evita a perda de turgor ao gerar um potencial hidrico mais baixo na
planta do que o presente no solo, permitindo desta forma a absor¢do de agua da solucao
do solo (BRESSAN et al., 1990). Dois processos intracelulares contribuem para o
decréscimo do potencial hidrico: a acumulagédo de ions no vacuolo e a sintese de solutos
compativeis no citosol (TAIZ; ZEIGER, 2004). Os solutos compativeis acumulados
incluem acgucares, proteinas, acidos organicos, aminoacidos, e ions como 0 potassio
(VOLKMAR; YEO, 1998; ASHRAF; HARRIS, 2004).

A elevacdo dos teores de carboidratos soluveis totais nas folhas favorece a
manutencdo do nivel de hidratacdo, induzindo um ajustamento osmotico na planta
(LACERDA etal., 2001; KERBAUY, 2004). Dentre os carboidratos soluveis destacam-
se a frutose, sacarose, trealose, rafinose. Apesar de estudos relacionarem o papel dos
carboidratos na osmorregulacdo das plantas submetidas a salinidade (CHEESEMAN,
1988), ainda é muito restrito o conhecimento sobre as alteragdes no metabolismo do
carboidrato em reposta ao aumento da salinidade ou da sua importancia como osmélito
(ROLLETSCHEK; HARTZENDORF, 2000).

A alteracdo na concentracdo de prolina nas plantas é relacionada a varios
estresses abioticos, principalmente aos estresses hidrico e salino. A L-prolina é um

iminoacido por possuir uma por¢do imino (C=NH), um grupo funcional carboxil e um



grupo imino secundério, e é considerada como um importante osmoprotetor em muitas
plantas (MOLINARI, 2006). O acumulo de prolina livre em condi¢bes de estresse
osmatico € estudado ha mais de 45 anos (KAVI KISHOR et al., 2005). Sabe-se que o
nivel de prolina varia de espécie para especie e pode apresentar valores 100 vezes maior
nas plantas submetidas a estresse quando comparado as plantas controle
(VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Durante o estresse osmético a prolina atua com
um osmorregulador, além de ser fonte de carbono e nitrogénio (HARE; CRESS, 1997).
Além disso, tem sido proposto, também, que a prolina pode atuar na estabilizacdo das
estruturas das proteinas, favorecer a estabilizacdo do pH citossélico e auxiliar no
equilibrio redox das células estressadas (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Alguns
autores demonstraram que a prolina pode atuar como sequestrador das espécies reativas
de oxigénio (ROS) geradas durante estresse (SMIRNOFF; CUMBES, 1989;
BOHNERT; SHEN, 1999). A acumulacdo de prolina também pode influenciar na
sinalizacd@o de respostas adaptativas aos estresses osmoticos (MAGGIO et al., 2002).

As proteinas sdo encontradas em todas as partes das células, uma vez que séo
fundamentais sob todos os aspectos da estrutura e funcdo celulares. Alguns autores
relatam que, sob estresse salino, normalmente ha redugdo no contetido de proteinas das
plantas estressadas, pois a sintese protéica pode ser reduzida, assim como pode ocorrer
um aumento da protedlise (PARIDA; DAS, 2005, SILVEIRA et al., 2003). A sintese
protéica é prejudicada devido a exigéncia de ions potdssio na ligacdo do tRNA aos
ribossomos, e em condigdes de elevada salinidade é freqiente a reducdo da
concentracdo desse cétion na planta (BLAHA et al., 2000). Porém, é importante
salientar que também pode ocorrer um aumento da sintese de uma ampla variedade de
proteinas em resposta ao estresse salino, as quais atuam, principalmente, na
estabilizacdo das membranas celulares e na sinalizacdo de respostas ao estresse salino
(TESTER; DAVENPORT, 2003).

Os lipideos constituem outro grupo de compostos organicos envolvidos na
tolerancia ao estresse. Os fosfolipideos, durante o periodo de estresse, quando
estabilizados por agUcares, sobretudo a trealose, garantem a estabilidade das membranas
celulares (PARIDA; DAS, 2005). Os pigmentos fotossintéticos clorofilas e carotenoides
sdo lipideos fundamentais para a fotossintese. As clorofilas sdo pigmentos verdes,
comuns em todas as células fotossintéticas, existem dois tipos “a” e “b” que sdo muito
similares e diferem apenas nos substituintes de carbono C-3 (Streit et al., 2005). A

presenca de clorofila é um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética das plantas e ao



crescimento e adaptabilidades a diversos ambientes (ENGEL; POGGIANI, 1991,
CARVALHO, 1996).

2.2.2.3 Efeitos oxidativos

O estresse salino acarreta danos oxidativos as células vegetais. A sinaliza¢do
para 0 mecanismo de desintoxicacdo das plantas, provavelmente, ndo ocorre devido as
mudancas i6nicas ou osmadticas, mas ao aumento dessas ROS ou a prépria desnaturacdo
das proteinas (ZHU, 2002).

As plantas possuem mecanismos para proteger a célula e as estruturas
subcelulares dos efeitos das ROS utilizando sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo-
enzimaticos, que sdo encontrados em diferentes organelas como cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos (PANG; WANG, 2008). Entre os sistemas antioxidantes
nao-enzimaticos, atuam a glutationa, o acido ascorbico (vitamina C) e 0s compostos
fendlicos. O efeito do estresse salino também pode provocar estimulo ou inibi¢do de
enzimas envolvidas nos processos metabdlicos, como as peroxidases, superoxido
dismutase, catalase entre outras (LIMA et al., 1999).

Nas plantas, os compostos fendlicos enquadram-se em diversas categorias, como
fendis simples, &cidos fendlicos (derivados dos acidos benzdico e cindmico), cumarinas,
flavondides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas
(NACZK, 2004). Os fendis sdo compostos reconhecidos como potentes antioxidantes,
que podem agir como redutores de oxigénio singleto, atuando nas reac¢des de oxidagédo
lipidica, assim como na quelacio de metais (SATUE-GARCIA et al., 1997). Os
compostos fenodlicos englobam desde moléculas simples até outras com alto grau de
polimerizacdo (BRAVO, 1998). Estdo presentes nos vegetais na forma livre, ou ligados
a aclcares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998). A atividade antioxidante de
compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura
quimica. Essas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizagdo ou
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na de propagacdo do processo oxidativo (CHUN, 2005; HASLAM,
1996; SOARES, 2002). O excesso de fendis, em contra partida, pode atuar de forma
negativa no desenvolvimento das plantas pela oxidagdo de compostos celulares.

As peroxidases estdo presentes em uma vasta gama de isoformas em diferentes

tecidos das células e compartimentos celulares (HARBORNE, 1997). De uma maneira



geral o estresse salino promove 0 aumento da atividade de véarias enzimas do sistema
oxidativo, entre elas a peroxidase. A peroxidase ¢ uma das enzimas essenciais para a
sobrevivéncia da planta ao estresse oxidativo, sendo responsavel pelo sequestro do
peroxido de hidrogénio (JENNIFER, 2004). O ineficiente sequestro de peroxido de
hidrogénio resulta na formacdo de radicais de hidroxila, extremamente reativos, que

produzem danos em um grande nimero de biomoléculas (FOREMAN et al., 2003).

2.3 Absorcdo, transporte e extrusao de sddio, e cloreto pela planta

Como ndo existem transportadores especificos de Na®, esse cation é absorvido
por competicdo através de carregadores de K* e Ca’, que se localizam na membrana
celular (MASSER et al., 2002). A similaridade entre o raio iénico hidratado do sddio e
do potassio torna dificil a discriminacdo entre esses cations pelas proteinas
transportadoras.

O Na' pode também ser absorvido por meio de canais de cations de baixa
afinidade, os chamados canais ndo seletivos. Existem j& descritas seis familias de genes
relacionadas ao transporte de K™ e, dentre essas, quatro familias sdo fortes candidatas a
transportadores de Na': transportadores HKT, transportadores KUP/HAK/KT e os
canais CNGC e LCT1 (MASSER et al., 2000). Uma vez absorvido pela célula o
processo de extrusdo de Na* exige energia metabdlica. A extrusdo de Na* do citosol,
para o vaclolo ou para o apoplasto, ocorre através do antiporte Na*/H". O antiporte é
um transporte ativo secundario que utiliza o gradiente eletroquimico estabelecido por
H*-ATPase ou H'-PPjase de membrana (transporte ativo primario) (BLUMWALD,
2000). Uma H*-ATPase é a principal responsavel pela ApH e pelo gradiente de
potencial de membrana encontrados na membrana plasmatica, enquanto que uma H*-
PPase ou uma H'-ATPase vacuolar geram o gradiente através do tonoplasto. A
atividade dessas bombas € necessaria para o antiporte, Na*/H*, que conduz o H* em
uma direcdo e o Na* na direcdo oposta, acumulando esse cation no vactolo ou excluindo
0 mesmo da célula. (BLUMWALD, 2000).

O movimento do cloreto através das membranas celulares requer o transporte
através de proteinas. O mecanismo pelo qual o cloreto passa através de uma membrana
é determinado por critérios termodindmicos. A principal forca motriz para o movimento
é o potencial elétrico e o gradiente de concentracdo através da membrana. O movimento

é definido como passivo quando o cloreto (CI") se move a favor de seu gradiente



eletroquimico. Sob essas condi¢Bes o transporte pode ser mediado tanto por canais
como por carregadores de membrana. Esse mecanismo € conhecido como difusdo
facilitada. O transporte ativo ocorre quando o ClI° se move contra o gradiente
eletroquimico. Esse transporte exige energia metabdlica proveniente da hidrélise de
ATP (ATPase) que esta associado ao co-transporte ClI/H" (WHITE; BROADLEY,
2001). Sob condicdes salinas a absor¢do do Cl™ ocorre de forma passiva. A resisténcia a
toxidez do cloreto esta relacionada a capacidade de evitar seu transporte para a parte
aérea e/ou de acumular esse anion nos vacuolos (MAAS, 1993).

As folhas sdo mais vulneraveis ao Na* e Cl do que as raizes porque acumulam
maiores concentraces desses ions, uma vez que ambos sdo transportados pela corrente
transpiratoria no xilema e se acumulam nas folhas quando a dgua é transpirada (MAAS,
1993). As raizes tendem a manter convenientemente constantes os niveis de Na* e CI°
ao longo do tempo de exposicdo ao estresse, por meio da exportacdo desses ions para o
solo ou parte aérea. Por outro lado, ha pouca evidéncia de recirculagdo do Na* da parte
aérea para as raizes, sugerindo que o transporte é prioritariamente unidirecional, o que
resulta em progressivo acumulo desse ion a medida que as folhas envelhecem
(TESTER; DAVENPORT, 2003).

O inadequado suprimento de um nutriente essencial, seja por deficiéncia ou
excesso, além de modificagBes no metabolismo celular, crescimento, desenvolvimento e
produtividade, pode se manifestar externamente por meio de sintomas visuais de
deficiéncia ou toxidade (CAMBRAIA, 2005).

2.4 Potéssio

O potéssio € um macronutriente essencial importante para varios aspectos da
vida da planta. Em contraste com outros nutrientes minerais, a concentragao de potassio
em células vivas é muito alta, e em plantas, particularmente, pode alcancar até 8% do
peso seco (EVANS; SORGER, 1966). A alta concentracdo deste cation permite a célula
manter a osmolaridade celular e compensar as cargas elétricas negativas associadas a
moléculas organicas. Como esta em maior concentragdo na célula, o K* é importante
para a expansao celular que é dependente da pressdo de turgor. Em nivel bioquimico o
potassio é essencial para a atividade de vérias enzimas citosolicas (GRABOV, 2007).

A salinidade, sobretudo quando consideradas elevadas concentragdes de Na™ no

solo, resulta em desequilibrio nutricional entre os quais se destaca a reducdo de



absorcéo de potassio em fungdo da competicdo do Na* pelo sitio de absorcdo do K* na
membrana plasmatica (MUNNS, 1993). Os efeitos de toxicidade ibnica ocorrem,
quando as concentragBes de ions prejudiciais, particularmente Na* ou CI” se acumulam
nas células. Uma alta relacdo Na'/K" e alta concentracdo de sais totais inativam as
enzimas e inibem a sintese protéica (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Resumo - O objetivo do experimento foi avaliar aspectos fisioldgicos e bioquimicos em
Ananas porteanus submetido ao estresse salino. Plantas de A. porteanus foram
cultivadas durante 90 dias em areia lavada e irrigadas com solucdo nutritiva com 0 ou
80 mM de NaCl. Foram analisadas varidveis de crescimento, danos na membrana
celular, teores de Na*, Cl" e K", proteinas solGveis totais, carboidratos solGveis totais,
prolina, fendis totais e atividade da peroxidase. Observou-se que o tratamento salino
reduziu a produgédo de biomassa. Essa menor producdo de biomassa esteve associada ao
aumento nos teores de CI™ (230%) e Na* (39%) e a reducéo, da ordem de 38%, no teor
de K* na parte aérea. Em resposta ao aumento dos teores de Na* e CI’, observou-se o
incremento de solutos como as proteinas solUveis e, sobretudo da prolina, cujo teor foi
seis vezes superior ao controle, favorecendo o ajuste osmotico. A salinidade duplicou a
atividade da peroxidase que, associada ao incremento de prolina contribuiu para a
manutencdo da integridade da membrana, além disso, os teores de clorofila também
aumentaram, a clorofila “a” em 15% e a “b” em 10,5%. Os compostos fendlicos e 0s
carboidratos soluveis totais apresentaram uma reducdo em seus teores e, portanto,
aparentemente ndo contribuiram como estratégias do A. porteanus para proteger a planta

contra os danos provocados pelo estresse salino.
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INTRODUCAO

As espécies de abacaxizeiros ornamentais sdo em geral rusticas e exoticas e
produzem inflorescéncias apreciadas por consumidores do mundo inteiro (BOMFIM,
2006). A espécie Ananas porteanus, Hort Veitch ex C. Koch, particularmente, apresenta
perspectiva tanto no paisagismo como na producéo de flor de corte (BORGES, 2003). A
regido Nordeste brasileira vem se destacando cada vez mais no cultivo e comércio das
flores tropicais. Nessa Regido, entretanto, a ocorréncia de areas salinas vem aumentando
gradativamente ao longo do tempo (FAO, 2008). O estresse salino pode provocar um
conjunto de alteracdes deletérias observado em plantas cultivadas em condicdes de
salinidade (XIONG; ZHU, 2001). Essas alteracdes ocorrem devido ao efeito toxico
provocado por ions e a diminuicdo da disponibilidade de agua para a cultura
(HASEGAWA et al., 2000). As respostas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas da
planta variam intensamente com o genotipo e seu estadio de desenvolvimento, além da
intensidade e duracdo do estresse, ao qual a planta é submetida (WILLADINO;
CAMARA, 2004). Os mecanismos fisiologicos das plantas que favorecem a
sobrevivéncia em ambientes salinos incluem a regulacdo da concentracdo e
compartimentalizacdo dos ions, producdo de osmoprotetores, ativacdo de enzimas
antioxidativas, e outras formas de controle genético (BRILHANTE, 2006). Elevadas
concentracdes de Na* e de Cl” sdo normalmente encontradas em plantas cultivadas sob
estresse salino. Esse acimulo de Na* e CI” provoca uma série de alteraces metabolicas
incluindo danos as membranas e ao aparato fotossintético. Um dos mecanismos de
tolerdncia € a compartimentalizacdo desses ions nos vacuolos. Para que ocorra o
equilibrio osmatico celular é necesséria a sintese de solutos organicos compativeis com
o metabolismo no citoplasma (RONTEIN et al., 2002). Entre os solutos organicos
destacam-se a prolina, carboidratos, proteinas, acidos organicos (VOLKMAR; YEO,
1998; ASHRAF; HARRIS, 2004). A prolina além de osmorrregulador atua também
como osmoprotetor favorecendo o equilibrio redox das células estressadas
(VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). As plantas possuem também sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos (PANG; WANG, 2008) que minimizam o
os efeitos do estresse. Em condicdes de estresse salino observa-se, normalmente, maior

atividade da peroxidase, sendo essa enzima considerada um marcador de estresse



(LIMA et al., 1999). Por sua vez, no sistema ndo-enzimatico atuam o 4cido ascérbico
(vitamina C), a glutationa, o tocoferol e os compostos fendlicos.
O presente trabalho visou avaliar a tolerancia do A. porteanus submetido ao

estresse salino utilizando paréametros fisiologicos e bioquimicos.

METODOS E MATERIAIS

Conducdo do Experimento

O experimento foi realizado na casa de vegetagdo do Laboratorio da Area de
Quimica Agricola da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), no periodo
de janeiro a junho de 2008. As mudas oriundas do Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste (CETENE) foram selecionadas com base na sanidade e similaridade nas
médias da altura e do nimero de folhas. As mudas foram plantadas em vasos de
polietileno com capacidade para 3 Kg, contendo areia lavada como substrato, seguida de
uma camada de brita para reduzir a evaporagdo. As mudas foram regadas uma vez ao
dia durante sete dias com a solugcdo de Hoagland e Arnon (com metade da sua forca
ibnica) com um volume suficiente para haver drenagem. Foram definidos dois
tratamentos um ndo salino e outro salino, com concentracdo de 80 mM de NaCl. A
concentracdo de 80 mM de NacCl foi utilizada com base em experimentos prévios, sendo
essa concentracdo a que reduz a producdo de biomassa a aproximadamente 50%. O
acréscimo de sal foi feito gradativamente, foram aplicadas solugbes com 40 mM de
NaCl durante os 45 dias iniciais e logo ap6s a concentracdo do sal foi duplicada (80
mM) e mantida nos 45 dias finais do experimento. Semanalmente a condutividade
elétrica foi verificada utilizando-se o drenado dos potes. O experimento foi conduzido
durante 90 dias. Foi utilizado o desenho experimental inteiramente casualizado com seis
repeticGes por tratamento, sendo cada repeticéo representada por uma planta por vaso.

Ao final do experimento foram determinadas as variaveis: biomassa fresca e
seca da parte aérea, suculéncia, teor de prolina, carboidratos solUveis totais, fendis
totais, proteinas solUveis totais, clorofilas “a” e “b”, atividade da peroxidase, integridade
absoluta e relativa das membranas celulares, porcentagem de danos na membrana e

teores de Na*, Cl" e K* na parte aérea da planta.



A analise estatistica foi realizada através do programa Assistat. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Determinacao da biomassa

A producdo da biomassa seca (BS) foi obtida pela pesagem das folhas apds a
secagem das plantas em estufa dotada de sistema de circulacdo forcada a uma
temperatura de 70°C, até peso constante (Benincasa, 2003).

A suculéncia da parte aérea foi calculada utilizando-se a metodologia de
Benincasa (2003): (BF — BS/BS), onde, BS é a matéria seca e BF a matéria fresca.

Determinagéo do teor de prolina

A prolina foi determinada pelo método de Bates et al. (1973). Utilizou-se 250mg
de tecido foliar fresco triturado com 5,0 mL de &cido sulfossalicilico a 3%. Em seguida
o material foi centrifugado por 10 minutos a 2000g. Em um tubo de ensaio contendo 1,0
mL do sobrenadante foi adicionado 1,0 mL de ninhidrina acida e 1,0 mL de &cido
acetico glacial P.A. A solugdo foi aquecida por 1 hora em banho-maria a 100° C, e
posteriormente resfriada em banho de gelo. Apds a adicdo de 2,0 mL de tolueno P.A.
utilizou-se o sobrenadante para as leituras em espectrofotometro a 520nm. O teor de
prolina foi obtido utilizando-se uma curva padrdo com concentra¢des conhecidas (0, 5,
10, 15, 20 e 25 mgL™) de prolina, os resultados foram expressos em microgramas de

prolina/g de matéria fresca.

Determinacdo de carboidratos solUveis

Para determinacdo de carboidratos solveis pesou-se 500 mg de tecido vegetal
fresco, o qual foi macerado com solucdo de &lcool etilico a 80%. O macerado foi
filtrado para obtencdo do extrato. Em seguida fez-se a separacdo da fase aquosa da
organica utilizando cloroférmio P.A. para retirada dos pigmentos fotossintéticos. A 200
uL do extrato etandlico da amostra foi adicionado 1,0 mL de antrona a 0,2%, 0S tubos
de ensaio foram mantidos em gelo. Posteriormente os tubos foram levados a banho-

maria a 100 °C por 10 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a



620 nm de comprimento de onda. O teor de glicose foi obtido utilizando-se uma curva
padrdo com concentracdes conhecidas (20, 40, 60, 80 e 100 mgL™) de glicose de acordo

segundo metodologia de Yemm e Willis (1954).

Determinacao de fenois totais

Os fenois totais foram determinados a partir de 200 pL do extrato etandlico da
amostra ao qual foi adicionado 5,0 mL de agua destilada, 1,0 mL da solucgdo saturada de
carbonato de sédio e 0,5 mL do reagente de Folin-Denis. Em seguida, os tubos foram
agitados suavemente e deixados em repouso por 30 minutos, para posterior leitura
espectrofotométrica a 760 nm. O teor de fendis totais foi obtido utilizando-se uma curva
padrdo com concentracdes conhecidas (0, 25, 50, 75, 100 e 200 mgL™®), de 4cido tanico

de acordo com método de Folin-Dennis (Waterman; Mole, 1994).

Determinacao das Proteinas Sollveis

A dosagem de proteinas foi realizada seguindo o método de Bradford (1976).
Para analise do material, utilizaram-se 500 mg de cada amostra, macerados com etanol a
80%. O extrato foi centrifugado a 8.000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi
transferido para frascos translucidos. Em tubos de ensaio foram colocados 200 uL do
sobrenadante e adicionados 4,0 mL de reagente Coomassie brilliant blue. As leituras
foram realizadas em 595 nm, em espectrofotdmetro. A concentracdo de proteinas foi
obtida utilizando-se uma curva-padrédo com concentra¢fes conhecidas (50, 100, 200, e
500 pg.mL™) de albumina de soro bovino, para o branco foi empregado o reagente

Coomassie brilliant blue.

Determinacao do contetdo de Clorofilas

A extracdo dos pigmentos realizada utilizando-se 500 mg do tecido fresco
macerados com 50 mL da solucdo de acetona 80%. Apds a trituragdo em um
homogeneizador de tecido vegetal, o triturado foi filtrado e transferido para um baldo
volumétrico de 20 mL. Em seguida uma aliquota de 10 mL do filtrado foi centrifugada
por 5 minutos a 2000 g. O sobrenadante foi coletado e realizou-se a leitura em

espectrofotdmetro a 663 e 645 nm, correspondente aos picos de absor¢do das clorofilas



“a” e “b”, respectivamente. A quantificacdo da clorofila “a”, “b” e total foi realizada
segundo metodologia de Arnon (1949), baseado nos seguintes calculos: Clorofila “a” =
(12,72xAgs3 — 2,59%Ags) X V/1000/W; Clorofila “b” = (22,88XAg5-4,67XAgs3) X
V/1000/W; Clorofila total = (20,2XAess + 8,02XAgs3) X V/1000/W. Sendo, A

absorbancia dos extratos no comprimento de onda determinado; V = o volume do

extrato clorofila-acetona e W = matéria fresca em grama do material vegetal utilizado.

Determinagéo da atividade da enzima peroxidase

O extrato enzimatico foi obtido por maceracdo do tecido vegetal em nitrogénio
liquido acrescido de tampdo fosfato 0,1 mol.L™ (pH 6,5). O extrato foi em seguida
centrifugado a 25000 g durante 15 min, a 4°C. A atividade especifica da enzima
peroxidase (POD) foi medida no sistema de reacdo com 1,35 mL guaiacol, perdxido de
hidrogénio e 0,1 mL de extrato enzimatico. A variacdo da absorbancia no intervalo de
um minuto foi lida em espectofotdmetro (Micronal 8582), a 470 nm. Os resultados
foram expressos em U.mg™” proteina.g” massa fresca, de acordo com a metodologia
adaptada de Fatibelo Filho (2002).

Determinagdo da Integridade das Membranas

A percentagem da integridade das membranas foi estimada pelo extravazamento
de eletrdlitos, segundo Pimentel et al., 2002. Para determinacdo, 10 discos de folhas de
1 cm de diametro, foram incubados em tubos de ensaio com 20 mL de agua destilada,
durante 24 h. Apds este periodo mediu-se a condutividade elétrica livre (L1). Logo em
seguida os tubos foram mantidos em banho-maria por 1h a 100°C e procedida nova
leitura da condutividade elétrica total (L2). O percentual de danos nas membranas (PD)
foi estimado pela equagdo: %PD = (L1/ L2) x 100. A porcentagem de integridade
absoluta (PIA) foi estimada pela equagdo: PIA= 1-L1/L2. e a porcentagem de
integridade relativa (PIR) pela equacdo: PIA de plantas sob estresse/ PIA de plantas

controle.

Determinacéo dos teores de Na*, Cl* e K*
Os teores de Na* e K* foram determinados a partir da matéria seca da terceira

folha completamente expandida, a contar do apice da planta. Adicionou-se a 500 mg de



matéria seca 1,0 mL de &cido perclérico e 5,0 mL de &cido nitrico para a digestdo
nitroperclorica. As determinagfes analiticas de sodio e potassio foram feitas por
fotometria de chama conforme descrito por Malavolta et al., (1989). Para a
determinacdo de cloreto foi empregada a titulometria do nitrato de prata pelo método de
Mobhr, segundo Malavolta et al., 1989.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento das plantas com 80 mM de NaCl teve efeito significativo sobre as
variaveis analisadas, com excec¢do apenas do teor de carboidratos que ndo diferiu entre
plantas tratadas com solucdo nutritiva acrescida de NaCl e plantas que ndo receberam
NaCl (Tabelas 1 e 2; Figura 1).

Observou-se reducdo na producdo de biomassa nas plantas submetidas ao
tratamento salino (Figura 1). A diminuicdo na biomassa foi acompanhada pelo acimulo
nos teores dos fons cloreto (CI’) e sddio (Na*), apresentando, com cada um deles, uma
correlacdo negativa altamente significativa (r = -0,8704 e r = -0,7996, respectivamente).
Sob condicBes de salinidade, o crescimento das plantas € afetado por dois fatores que
compdem o modelo bifasico de redugdo de crescimento: a queda no potencial osmoético
e o efeito especifico dos ions (MUNNS, 1993). A elevada concentracdo dos ions no
tecido vegetal afeta o crescimento da planta quando ultrapassa a capacidade das células

de compartimentaliza-los no vacuolo.

Figura 1 — Plantas de Ananas porteanus aos 90 dias de cultivo: (A) em
solucdo nutritiva sem adicdo de NaCl e (B) com adi¢do de 80 mM de
NaCl.



As plantas submetidas ao tratamento com NaCl apresentaram reducdo da
suculéncia (Tabela 1) com correlacdo negativa altamente significativa com os teores de
Na* e de CI" (r = -0.8135 e -0.8577, respectivamente), demonstrando que o actimulo
desses ions na parte aerea interferiu negativamente na capacidade de manter a
hidratacdo dos tecidos. Estudo com diversos cultivares de feijdo Vigna unguiculata
registrou proporcionalidade da suculéncia foliar com o grau de tolerancia a salinidade,
com aumento significativo da suculéncia em funcéo do aumento do nivel de salinidade
apenas nas cultivares mais tolerantes (COSTA et al., 2003). Acredita-se que, em
estresses de curta duracdo, predominem os efeitos osméticos dos sais, fazendo com que
0 potencial hidrico do ambiente radicular diminua e restrinja a absor¢do de &gua; em
estresses de longa duracdo, todavia, os ions se acumulam e provocam distirbios
nutricionais e metabdlicos (MUNNS, 2002).

Os teores de CI" registrados nas plantas de abacaxi tratadas com 80 mM de NaCl
foram trés vezes maior que o das plantas tratadas sem NaCl, enquanto que o acimulo de
Na* correspondeu a um acréscimo de aproximadamente 1,4 vezes o das plantas controle
(Tabela 1). Apesar de, na maioria das plantas, o Na* atingir concentracdes toxicas mais
rapidamente que o CI’, existem algumas espécies para as quais esse anion é mais toxico
que o Na*, como é o caso da soja, videira e alguns citros (LAUCHLI, 1984; STOREY
& WALKER, 1999). O cloro é um mineral essencial ao metabolismo vegetal e, na sua
forma anidnica, é o principal soluto osmoticamente ativo no vacuolo, esta envolvido na
regulacdo osmotica e do turgor celular, e seu fluxo estd implicado na estabilizacdo do
potencial de membrana (WHITE & BROADLEY, 2001). As células das raizes
absorvem o CI" a partir da solucéo do solo por meio de um processo denominado de co-
transporte H*/CI™ (simporte) quando a concentracéo externa de cloreto é baixa. Sob
condicdes salinas, entretanto, a absorcdo do Cl” se da, ademais, por meio de canais
anionicos. A seletividade e a magnitude do transporte de CI” podem ser controladas por
transportadores especificos e a habilidade em restringir o fluxo de CI” para a parte aérea
e evitar seu efeito toxico é uma caracteristica genotipica. Importantes cereais, hortalicas
e frutiferas sdo susceptiveis a toxidez por Cl° durante o cultivo. Essa é uma das
principais restricbes a producdo horticola em areas irrigadas ou em solos salinos
(MAAS & HOFFMAN, 1977; XU el al., 2000). Nas espécies vegetais em que 0
acimulo de CI', em relacgdo as plantas do tratamento controle, supera o de Na®, a toxidez
do CI" é mais importante, ndo porque o ClI" seja metabolicamente mais toxico, mas

porque a espécie em questdo é melhor exclusora de Na*, evitando o excesso desse



cation na lamina foliar, enquanto que o CI" se acumula (PRIOR et al, 2007; MUNNS &
TESTER, 2008). A concentracdo na qual o Na* torna-se toxico ainda ndo esta bem
definida. Alguns estudos in vitro mostraram que o Na* comeca a inibir a maioria das
enzimas a concentragdes proximas dos 100 mM (GREENWAY & OSMOND, 1972),
embora algumas enzimas sejam sensiveis a menores concentracdes (FLOWERS &
DALMOND, 1992). Altos teores de Na® ou uma elevada relacdo Na'/K* podem
interromper VAarios processos enzimaticos no citoplasma (BLAHA et al. 2000). Muitos
distirbios metabdlicos ocasionados pelo excesso de Na* na célula sdo devido, em parte,
a competicdo com o K* por sitios ativos de enzimas (BLUMWALD et al., 2000).

A redugdo na biomassa seca da parte aérea das plantas de abacaxi ornamental
tratadas com NaCl foi acompanhada por uma diminuigdo no teor de K no tecido foliar
(Tabela 1), com uma correlacgdo positiva altamente significativa (r = 0,7572) entre essas
varidveis. A queda na absorcdo do potassio coincidiu com a presenca de NaCl na
solucdo de rega. Do ponto de vista biofisico, uma célula da folha de uma planta tratada
com NaCl pode apresentar uma reduzida taxa de expansdo devido ao enrijecimento da
parede, a queda no turgor celular ou a uma baixa taxa de absor¢do de agua e osmalitos
(COSGROVE, 1993). De acordo com Fricke e Peters (2002), os efeitos do estresse
salino que acarretam a redugdo no crescimento das plantas baseiam-se em alguns
fatores, dentre os quais se destacam a inibi¢cdo na absor¢do de &gua ocasionada pelo
baixo potencial hidrico no espaco radicular (estresse osmotico) e a indisponibilidade de
quantidades suficientes dos solutos normalmente usados para gerar pressao osmotica
devido a competicdo do Na* e do CI” por sitios de absorcdo (desequilibrio nutricional).
As elevadas concentracdes de Na* e CI podem provocar desequilibrio nutricional nas
plantas, sendo frequente a deficiéncia de ions como potassio (LAUNCHLI & EPSTEIN,
1990). O K* é um importante ativador enziméatico do metabolismo vegetal e 0 Na* n&o
pode substitui-lo nessa funcdo, de modo que um alto teor de Na* ou uma elevada
relacdo Na'/K* podem acarretar a inibicdo de diversos processos metabolicos essenciais.
Nas plantas submetidas a rega com 80 mM de NaCl na solugcdo nutritiva, a relagdo
Na*/K" foi o dobro daquelas tratadas sem NaCl (Tabela 1). A queda no teor de K™ foi
mais representativo no incremento da relagdo Na*/K* do que a variagdo na concentragao
de Na*. O aumento na relacdo Na'/K" correlacionou-se negativamente com a producéo
de biomassa (r = -0,8613), evidenciando o efeito deletério ocasionado pelo acimulo de
Na* em detrimento da concentragdo de K™ no tecido vegetal.



Tabela 1 — Valores médios de biomassa seca (BS), suculéncia, teores de cloreto, sédio e
potassio e relacdo Na*/K" na parte aérea de plantas de A. porteanus submetidas a 80
mM de NaCl.

Tratamentos BS Suculéncia Cr Na' K ot
mM de NaCl g gH.09 [nat secd mg_Kg'1 g,Kg'1 Na'/K
0 (controle) 7,3961a 9,9503a 432b 1,11b 4,14a 0,28b
80 3,8911b 7,8060b 1428a 154a 2,57b 0,59a
CV (%) 18,05 6,38 10,43 8,08 14,48 10,23

Médias seguidas de mesma letra dentro de cada coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%. Todos os valores sdao médias de seis repeti¢des.

As plantas que receberam solugdo nutritiva acrescida de NaCl acumularam
prolina (PRO) e proteinas soltveis (Prot. sol.), enquanto que a concentragdo de
carboidratos soltveis ndo variou em funcdo da presenca do sal na solugdo de rega
(Tabela 2). A primeira tipica resposta das plantas ao estresse salino é o ajuste osmotico.
O actmulo de solutos compativeis no citoplasma é considerado como um mecanismo
que contribui para a tolerancia a salinidade (JALEEL et al., 2007). Os solutos
compativeis tendem a ser eletricamente neutros, ndo iénicos ou bipolares (zuiteriénicos:
com as cargas positiva e negativa separadas espacialmente) e ndo rompem a pelicula de
hidratacdo das macromoléculas, assegurando a conformacéo das mesmas (BRAY et al.,
2000).

Os solutos compativeis constittem um pequeno grupo de substancias de
natureza quimica distinta, podendo ser incluidos acUcares solUveis ou poliméricos, além
de aminoacidos como a prolina, entre outros compostos. Também podem ser incluidas
algumas proteinas que protegem a formagdo ou a estabilidade de outras proteinas
(MUNNS, 2005).

A concentracdo de prolina nas plantas submetidas ao estresse salino foi mais de
seis vezes superior a concentra¢do nas plantas ndo estressadas, enquanto que o aumento
no teor de proteinas ndo foi tdo expressivo (Tabela 2). Esses dados sugerem que 0
aumento da concentracdo de prolina ndo foi conseqiiéncia da hidrdlise protéica, como
também constatado por outros autores com Vigna unguiculata (COSTA et al., 2003). A
acumulacdo de PRO pode ocorrer por meio do incremento de sua sintese e/ou inibicdo
do seu catabolismo (AZOOZ et al., 2004) e pode ser um mecanismo de tolerancia ao

estresse (JALEEL et al., 2007). O nivel de acumulacdo de solutos como a prolina esta



mais relacionado ao efeito osmotico do que ao efeito i6nico, como demonstrado em
plantas de cevada tratadas com NaCl e polietileno glicol (PEG) cujo acimulo de prolina
foi equivalente em ambas as situagcdes (WYN JONES & STOREY 1978).

No que se refere ao acimulo de proteinas soluveis, sabe-se que muitas plantas
tem a sintese protéica estimulada quando submetidas a condigdes salinas (SEN et al.,
2002). Strogonov (1964) constatou uma maior concentracdo de proteinas em plantas de
milho submetidas a salinidade. De acordo comele, as plantas tolerantes ao sal mantem a
sintese protéica sob condic¢Bes salinas, mas as plantas suscetiveis ndo o fazem. Um
grupo de proteinas sintetizadas sob condicdo de estresse, as chaperonas, atuam
mantendo a conformacdo das demais proteinas, previnindo a agregacao, refolding de
proteinas desnaturadas e removendo as proteinas ndo funcionais, mas potencialmente
nocivas (Sengupta & Majumder, 2009). A espécie de arroz selvagem Porteresia
coarctata, € uma haléfita que sob condi¢des de estresse sintetiza a chaperona Hsp70
entre outras proteinas, em conjunto as mesmas conferem vantagens fisioldgicas
indicando caracterizando um padréo de tolerancia a salinidade (Sengupta & Majumder,
2009). Em Arabdopisis thaliana é a chaperona AtEF1 que protege as proteinas nativas
contra o estresse salino e conferem resisténcia a salinidade (Shin et al; 2009).

A atividade da peroxidase nos tecidos da parte aérea de plantas tratadas com 80
mM de NaCl foi quase o dobro dos valores encontrados nas plantas mantidas no
tratamento controle (Tabela 2). O aumento da atividade de enzimas antioxidantes foi
observado em plantas de trigo (MENEGUZZO et al. 1999, SAIRAM & SRIVASTAVA
2002) e ervilha (HERNANDEZ et al. 1999) submetidas a salinidade. A maioria dos
resultados mostram uma correlagédo entre resisténcia ao NaCl e uma maior efetividade
do sistema antioxidativo. O estresse oxidativo resulta na formacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS), entre as quais se destaca o peréxido de hidrogénio, substrato da
peroxidase. A peroxidase &€ uma enzima oxidativa essencial para a conversdo do H,0, a
H,0 e O, na fotorrespiragdo. Segundo Strogonov (1964), a peroxidase desempenha um
importante papel na adaptacdo de plantas sob condig¢oes salinas por mediar a regulacdo
dos niveis de H,O,, evitando seu acimulo a niveis toxicos.

O teor de fenodis totais na parte aérea das plantas submetidas ao tratamento com
80 mM de NaCl caiu a metade em relacao ao das plantas do tratamento controle (Tabela
2). Esses resultados contrariam alguns autores segundo 0s quais a sSintese e a
acumulacdo de polifendis é, geralmente, estimulada em resposta ao estresse, como

aquele induzido pela salinidade (NAVARRO et al., 2006). O incremento na sintese ou 0



acumulo de substancias fendlicas em resposta ao estresse salino parece ser um carater
dependente do gendtipo, como evidenciado em cana-de-acucar e em Cakile maritima,
uma oleaginosa hal6fita (WAHID & GHAZANFAR, 2006; KSOURI et al., 2007). O
aumento no teor dos compostos fendlicos em plantas de cana-de-agUcar submetidas a
tratamento salino ocorreu apenas nos genotipos tolerantes a salinidade (WAHID &
GHAZANFAR, 2006). O genbtipo Tabarka, da halofita Cakile maritima, ndo
apresentou qualquer alteracdo no teor de fendis quando submetido aos tratamentos nao
salino ou com 100 e 400 mM de NaCl, enquanto que o genotipo Jerba aumentou a
producdo de biomassa e a area foliar, juntamente com a concentracdo de compostos
fendlicos, quando tratado com 100 mM de NaCl (KSOURI et al., 2007), concentracdo
salina mais adequada a uma hal6fita. Nas plantas que ndo receberam NaCl e quando
tratado com 400 mM de NaCl, esse genotipo apresentou diminui¢do na concentracao de
fendis. Plantas de alface irrigadas com NaCl também reduziram o teor de compostos
fendlicos quando os tratamentos salinos foram mantidos por dois dias em concentracfes
que variaram de 50 a 1.000 mM de NaCl (KIM et al., 2008). Os fendis constituem um
grupo quimicamente heterogéneo com varias funcdes nos vegetais (SALGADO, 2004),
possuem propriedade redutora e podem desempenhar um importante papel na
neutralizagéo e/ou sequestro de radicais livres, sendo apontados como participantes da
atividade antioxidante (ANDREO JORGE, 2006; ROESLER et al., 2007), bem como da
quelacdo de metais de transicdo (SOUSA et al., 2007). Embora reconhecidamente os
compostos fenolicos sollGveis sejam poderosos antioxidantes em tecidos vegetais
sujeitos a estresse (SGHERRI et al.,2004), as modulagdes nos niveis fendlicos sob
condicdo de estresse abidtico ainda precisam ser melhor estudadas (WAHID &
GHAZANFAR, 2006).

Tabela 2 — Valores médios dos teores de prolina (Pro), carboidratos (CHO), proteinas
solaveis (Prot sol.), fenois totais e da atividade da peroxidase na parte aérea de plantas
de A. porteanus submetido a 80 mM de NaCl.

NaCl ug.g™" mat. 1g.g™ mat. mg.g™ mat. mg.g™ mat. U.min"-.mg™ prot.g™ mat.
fr fr fr fr fresca
0 (controle) 39,27b  0,084a 0.27b 2,19a 325,72b
80 244,67a 0,087a 0.35a 1,03b 604,06a
CV (%) 18,73 16558 1571 16,68 17,81

Meédias seguidas de mesma letra dentro de cada coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%. Todos os valores sdo médias de seis repeti¢des.



Observou-se um incremento significativo no teor de clorofila “a” nas plantas
submetidas ao estresse salino (Tabela 3). Os teores de clorofila e carotendides nas folhas
variam em funcdo do estresse salino aplicado. Enquanto alguns autores registram
reducdo dos teores de clorofila outros registram incrementos da mesma como resposta
ao estresse salino (AGASTIAN et al., 2000; PARIDA, 2005). O incremento no
conteido de clorofila em funcdo do estresse salino e hidrico foi reportado em células de
Bouteloua gracilis, uma graminea tolerante ao estresse hidrico (GARCIA-
VALENZUELA et al., 2005). A analise conjunta do efeito do estresse hidrico e do
estresse salino permitiu a demonstracdo de que nas células submetidas ao estresse salino
0 acumulo de clorofila ocorre em funcdo do estresse osmético, e ndo do estresse ibnico.
O incremento nos teores de clorofila pode ser resultado do desenvolvimento do
cloroplasto (aumento no numero de tilacdides) ou do aumento no nimero de
cloroplastos sugerindo a ativacdo de um mecanismo de protecdo ao aparato
fotossintético (GARCIA-VALENZUELA et al., 2005). Observou-se também uma
tendéncia ao incremento dos teores de clorofila “b” nas plantas de A. porteanus
submetidas ao estresse salino. Essa tendéncia manteve-se na relacdo clorofila

“a”clorofila “b” e no total de clorofila.

Tabela 3 — Valores médios dos teores de clorofila “a” (Clor a), clorofila “b” (Clor b),
relacdo clorofilas “a” e “b” (Clor a/b) e Clorofila total (Clor Total) na parte aérea de

plantas de A. porteanus submetido a 0 e 80 mM de NacCl.

Tratamentos
mM de NaCl mg.cgj'I10 r:: fr mgil?r;a? fr Clora/Clor b nng:(g);i ;In-a(:t frlesca
0 (controle) 12,78b 0,380a 33,47a 0,87a
80 14,70a 0,420a 43,25a 0,95a
CV (%) 10,75 15,50 33,56 15,20

Médias seguidas de mesma letra dentro de cada coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%. Todos os valores sao médias de seis repeticdes.

O tratamento das plantas com solucdo nutritiva acrescida de 80 mM de NaCl
afetou a integridade da membrana e causou dano (PD) da ordem de 15% em relagdo as
plantas do tratamento sem NaCl. A percentagem de integridade absoluta (P1A) caiu de
83,28% nas plantas controle para 77,10% nas plantas tratadas com NaCl, enquanto que

a integridade relativa (PIR) foi da ordem de 92% do controle (Figura 2). A salinidade



pode causar efeitos hiperionicos e hiperosméticos que levam a desorganizagdo da
membrana (HASEGAWA et al., 2000). Varios estudos sugerem que a membrana
plasmatica é o principal local de injaria pelo sal (MANSOUR, 1998). A permeabilidade
a agua e a ndo-eletrolitos é marcadamente alterada pela exposi¢do a salinidade
(PARVAIZ & SATYAWATI, 2008). A estabilidade das membranas bioldgicas tem
sido considerada uma importante ferramenta na avaliacdo dos efeitos da salinidade
sobre as plantas (KUKREJA et al., 2005). Farooq e Azam (2006) registraram
incremento nos danos na membrana celular de variedades de trigo sob estresse salino. O
decréscimo na estabilidade da membrana reflete a extensdo da peroxidacdo de lipidios
causados por espécies reativas de oxigénio (ROS) (SAIRAM et al., 2002). A
peroxidacdo de lipidios requer O, ativo e envolve a produgdo de radical superdxido
(‘O,), além de outras espécies quimicas altamente reativas como o oxigénio singleto
(*0,), o radical hidroxila ('OH") e o peréxido de hidrogénio (H,0,), todas elas capazes
de iniciar a peroxidagdo lipidica (MITTLER, 2002). O efeito da salinidade sobre as
membranas pode ser expresso como o percentual de integridade ou permeabilidade,
quanto maior for a injuria induzida pelo sal menor sera a integridade ou, ao contrério,
maior serd a permeabilidade da membrana. Variedades de canola (Brassica napus L.)
submetidas a 150 mM de NaCl por 30 dias apresentaram aumento na permeabilidade de
membrana. A variedade que é considerada mais tolerante a salinidade teve aumento de
10% na permeabilidade membranar (ASHRAF & ALI, 2008). Neste trabalho com A.
porteanus, a percentagem de integridade absoluta (PIA) da membrana caiu em 6,18%
em relagé@o ao controle e a PIR foi reduzida em 8%, sugerindo uma boa capacidade de
manutencao da estrutura membranar nas plantas submetidas a 80 mM de NaCl. Ashraf e
Ali (2008) atribuem o menor aumento na permeabilidade da membrana da variedade
mais tolerante a0 aumento na atividade de enzimas antioxidantes, entre elas a
peroxidase. Esses resultados coincidem com os dados obtidos neste trabalho, no qual se
verificou aumento expressivo na atividade da peroxidase nas plantas tratadas com NacCl,
que pode ter sido responsavel pela relativamente pequena queda na integridade da
membrana.

O aumento no teor de prolina também pode ter contribuido para minimizar a
acao de espécies reativas de oxigénio sobre os constituintes da membrana, uma vez que
ja se confirmou que os solutos compativeis, além de garantirem o fluxo continuo de
agua na planta, atuam como osmoprotetores de macromoléculas como proteinas e

lipidios, bem como das membranas.
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Figura 2 — Valores percentuais referentes a integridade absoluta (PI1A) e
relativa (PIR) e ao dano (PD) da membrana na parte aérea de plantas de
A. porteanus submetidas a 80 mM de NaCl.

A partir dos resultados apresentados, observa-se que a redugdo na producdo de
biomassa nas plantas de A. porteanus tratadas com 80 mM de NaCl foi acompanhada
pelo aumento dos teores de Na* e CI" e queda na absorgdo de K*, com conseqiiente
aumento da relacdo Na*/K". O desequilibrio acarretado pelo efeito especifico dos ions
induziu a sintese de prolina e proteinas solUveis, e incrementou a atividade da
peroxidase. Essas alteracbes metabolicas possivelmente contribuiram para a
manutencdo da integridade da membrana a niveis proximos daqueles encontrados nas
plantas cultivadas sem NaCl. Os carboidratos soltveis ndo sdo os osmélitos utilizados
por essa espéecie para ajuste do potencial osmético frente ao estresse salino e o acimulo
de compostos fendlicos ndo parece ser a estratégia antioxidativa para fazer frente aos
danos gerados pelo excesso de sal, em plantas de A. porteanus submetidas a 80mM de
NaCl.
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