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RESUMO

O estresse salino pode afetar o metabolismo vegetal devido aos seus efeitos primarios, como
déficit hidrico, toxicidade i6nica e desbalanco nutricional, além de distdrbios secundarios pela
inducdo de danos oxidativos. As técnicas para correcdo da salinidade dos solos sdo solucdes
temporarias e requerem investimentos elevados. Assim, uma alternativa eficaz para a
exploragdo agricola em areas propensas a salinizagdo € o cultivo de espécies e/ou gendtipos
resistentes a salinidade. No caso das culturas perenes, como a cajucultura, uma possibilidade é
a utilizacdo de enxertos e/ou porta-enxertos mais resistentes a salinidade, produzindo plantas
enxertadas mais resistentes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de
gendtipos de enxertos e porta-enxertos de cajueiro ando precoce em mecanismos fisioldgicos
envolvidos no equilibrio idnico K*/Na®, na eficiéncia fotossintética e na protecdo oxidativa
em condi¢Oes de salinidade. O experimento realizado em arranjo fatorial 4 x 3, com quatro
tipos de mudas enxertadas (combinacdes de enxerto/porta-enxerto, CCP 76/CCP 76; CCP
76/CCP 09; CCP 09/CCP 09 e CCP 76/CCP 09) e trés concentragdes de NaCl na solugao (0,
50 e 100 mM). Foram avaliados crescimento, contelidos de Na® e K', trocas gasosas e
atividade fotoquimica, além de indicadores de danos e protecdo oxidativa. Os resultados
mostram que dos gendtipos avaliados o enxerto do CCP 09 apresentou maior sensibilidade
foliar ao sal, caracterizado por um forte ressecamento foliar associado ao menor teor de K*
nas folhas. Os dois gen6tipos (CCP 09 e CCP 76) quando utilizados como porta-enxertos para
o CCP 09 apresentaram reducdo do conteido de K™ nas raizes em resposta a salinidade,
sugerido que se esses materias forem empregados na producédo de mudas com enxerto do CCP
09 resultara em plantas mais sensiveis ao estresse salino. A fotossintese liquida foi mais
dependente da combinacdo do enxerto/porta-enxerto que dos genoOtipos isolados, como
mostrado pela maior Py, gs e relacdo Pn/Ci apenas nas mudas de CCP 76/CCP 09. Por outro
lado, todas as mudas apresentaram menor atividade fotoquimica associada a protecdo foto-
oxidativa em resposta a salinidade, indicando que esta foi uma reposta comum a espécie ndo
dependente dos gendtipos avaliados. Essa resposta foi relacionada com uma relativa
estabilidade nos contetidos de indicadores de danos oxidativos H,O, e TBARS e atividades
das enzimas SOD, APX e POX, além de um pequeno aumento no conteddo dos antioxidantes
ndo enzimaticos ASC e GSH. Em conjunto, os dados mostram caracteristicas associadas com
a sensibilidade e/ou resisténcia a salinidade, nas mudas enxertadas de cajueiro. Algumas
dessas caracteristicas sdo atribuidas ao genétipo do enxerto, outras ao porta-enxerto e
interacdo enxerto/porta-enxerto, além de daquelas que ndo dependem dos gendtipos e sao
especificas da espécie. Esses resultados revelam parte da complexidade da interacdo
fisioldgica entre enxertos e porta-enxertos no processo de enxertia, mecanismos ainda pouco
conhecidos, sobretudo em condi¢des de salinidade.

Palavras-chave: A. occidentale; enxertia; estresse oxidativo; fotossintese; salinidade.



ABSTRACT

Soil salinity can affect plant metabolism due to its primary effects, such as water deficit, ionic
toxicity and nutritional imbalance, as well as secondary disturbances associate to oxidative
damages. Currently the techniques for correction of soil salinity are temporary solutions and
require high investments. Thus, an effective alternative for agricultural exploitation in areas
prone to salinization is the cultivation of species and/or genotypes that are more resistant to
salinity. For perennial crops, such as cashew, one possibility for increase salt resistance is the
use of grafts and/or rootstocks that are more resistant to salt stress. The present study aim
evaluate the role of genotypes from scion and rootstock of dwarf cashew tree on physiological
mechanisms involved with the K*/Na" ion balance, photosynthetic efficiency and oxidative
protection under salinity conditions. The experiment was carried out in a 4 x 3 factorial
arrangement, with four scion/rootstock combinations (CCP 76/CCP 76, CCP 76/CCP 09, CCP
09/CCP 09 and CCP 76/CCP 09) and three NaCl levels (0, 50 and 100 mM) applied by the
nutrient solution. Were evaluated plant growth, Na* and K* contents, gas exchange and
photochemical activity, as well as indicators of damages and protection oxidative. Results
show that of evaluated genotypes the scion CCP 09 presented higher sensibility to salt stress,
as indicated by a strong leaf-drying associate to low K" content. Rootstocks CCP 09 and CCP
76 presented a K™ content reduced in roots tissue under salinity only when were grafted with
scion CCP 09, suggesting that these rootstock can be not used in this combination for growth
in salinized areas. Photosynthetic efficiency was more dependent on the graft/rootstock
combination than on the cashew-isolated genotypes, as shown by the higher Py, gS and Pn/Ci
ratio observed only in the CCP 76/CCP 09 combination. On the other hand, all combinations
showed a low photochemical activity associated with an apparent oxidative protection under
salinity. This response was corroborate by relative stability in H,O, and TBARS content, as
well as activity of the SOD, APX e POX enzymes, but a slight increase in content of the ASC
and GSH non-enzymatic antioxidants. This photo-protection observed for all combinations
evaluated, indicated that this characteristic is present in specie and did not depend from scion
or rootstock. Together, the data show characteristics associated both salt-sensitivity and salt-
resistance in the grafted cashew seedlings. Some these features should be attributed to scion
genotype, others to rootstock as well as the scion/rootstock interaction, besides of those not
dependent of the genotypes and apparently specie specific. These results display part of the
complexity of the physiological interaction between scion and rootstock in the grafting
process, mechanisms still little known, mainly under salinity conditions.

Keywords: Anacardium occidentale; grafting; oxidative stress; photosynthesis; salinity.
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CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

DISTURUBIOS METABOLICOS E MECANISMOS DE PROTECAO EM PLANTAS
SUBMETIDAS AO ESTRESSE SALINO



1-REVISAO DE LITERATURA

1.1-Salinidade no solo e 4gua

A salinidade causada pelo excesso de sais na solucdo dos solos ocorre principalmente
em regibes aridas e semiaridas do mundo, resultando em prejuizos para a agricultura. Esse
problema tem levado ao abandono de terras agricolas por produtores em perimetros irrigados
do Nordeste brasileiro (PATEL et al., 2010). Essa adversidade climética, tipica do ambiente
semiarido, estd em parte associada a baixa frequéncia de chuvas na regido, o que tem sido
intensifica por mudancas climaticas, além ao manejo inadequado da adubacéo e irrigacdo em
areas agricolas, agravando a problematica da salinizacdo dos solos. Esse cenario tem resultado
em condicOes extremamente adversas ao cultivo rentvel nessas areas, devido aos distirbios
metabdlicos ocasionado pela salinidade nas espécies agricolas (FLOWERS, 2004; BARTELS
e DINAKAR, 2013).

Com o crescimento das areas agricolas, com a elevada demanda por alimentos e de
aguas de boa qualidade, tém ocorrido a necessidade do uso de aguas de qualidade inferior na
agricultura. Esse crescimento ocorre principalmente em regides semiaridas do mundo e do
Brasil, onde a agua de irrigacdo quase sempre possui concentracdo salina elevada, diminuindo
sua qualidade, o que diminui e compromete a exploracdo agricola (MALHASHI et al., 2008;
CAVALCANTE et al., 2010). Diversos fatores possibilitam o acimulo de sais em solos,
como: drenagem deficiente, riqueza do material de origem, condi¢Ges climaticas onde 0s
indices de evapotranspiracdo superam os de precipitagdo (propria de regides de clima arido e
semiarido).

A adequada pratica da irrigacdo € de fundamental importancia para uma agricultura
bem sucedida, mas em decorréncia a isso, tem ocasionado areas afetadas por sais em todo
mundo. Devido ao avanco da irrigacdo nessas regibes em areas de terras marginais, tem
enriquecido o acumulo de sais no solo, devido ao uso de aguas de baixa qualidade,
ocasionando sua degradacdo (RIBEIRO, 2010). Além desses fatores, 0 uso inapropriado de
fertilizantes, tem ocasionado também os problemas relacionado com a salinidade,
prejudicando assim a produtividade das culturas (CAVALVANTI et al., 2011).

Os efeitos negativos dos sais sobre o crescimento das plantas tém sido associados ao
efeito osmotico, provocado pela diminuicdo do potencial hidrico de agua no solo e pela
restricdo de absorcdo de agua pelas raizes (OLIVEIRA et al.,, 2011). Originando-se

desbalanco nutricional e toxidade, prejudicando os processos metabdlicos e fisiologicos, entre
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eles, a fotossintese (PAK et al., 2009). A salinidade causa sérios prejuizos as plantas, como
desequilibrio nutricional, causando reducdo na absorcdo de nutrientes essenciais, devido a
disputa na absorcdo e transporte, e as alteracdes estruturais na membrana e inibicdo da
atividade de varias enzimas do metabolismo (ARAGAO et al., 2010).

Desse modo esses efeitos ocasionam a reducdo do crescimento e da produtividade das
culturas que estdo relacionados como: (1) alta concentragdo de Na® no solo reduz a
disponibilidade de K* Ca*" e Mg, ou quando o Na" desloca o Ca®* ligado as membranas,
alterando a sua integridade estrutural e funcional, ocorrendo desbalanco nutricional; (2) a
toxidez por fons, quando o Na*, em altas concentrages na planta, interfere na estrutura e na
funcdo de algumas enzimas ou na funcdo do K*; (3) ao efeito osmoético, restringindo a
absorcdo de agua pelas raizes, sob baixo potencial hidrico da solu¢do do solo, o que pode
ocasionar queda no potencial de turgescéncia das células, comprometendo o crescimento e
desenvolvimento das plantas (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Esses distdrbios metabolicos afetam negativamente a atividade fotossintética e
capacidade produtiva das plantas, ocasionando reducao no crescimento e no desenvolvimento
dos vegetais, pela reducdo da area radicular e foliar (MUNNS e TESTER; 2008; DIAS &
BLANCO, 2010; PINHEIRO et al., 2008; RIGON et al., 2012). De forma variada as plantas
podem comportar de forma diferente aos limites de toleréncia a salinidade, sendo que, dentro
de uma mesma espécie pode haver variagbes entre genotipos, nos quais os efeitos podem
variar entre as fases de crescimento e desenvolvimento (NEVES et al., 2008).

Os efeitos do estresse salino moderado limitam o crescimento e o desenvolvimento
das plantas e a produtividade das culturas, e em casos extremos pode levar a morte da planta
(SOBHANIAN et al., 2011). Geralmente, esse estresse desencadeia algumas reagfes comuns,
gue levam a desidratacdo celular com simultaneas alteracdes osmoticas, além de diminuicéo
dos volumes citosolico e vacuolares (WANG et al., 2009). Provocando déficit hidrico na
planta, reduzindo a taxa de fotossintese e superexposicdo energética dos cloroplastos,
ocasionando estresse oxidativo que acelera a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e, posteriormente, altera o equilibrio entre a formacéo e remoc¢édo dessas espécies, que
tem um efeito negativo nas estruturas e metabolismo celulares (WANG et al., 2009;
SOBHANIAN et al., 2011). Nessas condi¢des com a reduzida fixacdo de CO; pode resultar
em um aumento da relacgio NADPH/NADP* no estroma dos cloroplastos, devido ao menor
uso de poder redutor (NADPH) associado com uma menor atividade do Ciclo de Calvin
(FOYER et al., 2012).
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As plantas apresentam sintomas de alteracOes causados pelos estresses, apresentando
modificacdo no estado funcional das membranas dos tilacoides dos cloroplastos, alterando as
caracteristicas dos sinais de fluorescéncia, mensurados pelo rendimento quantico potencial
(FW/Fy), fluorescéncia inicial (Fp), méxima (Fn,) e variavel (F,) da clorofila a (CHAUM;
KIRMANEE, 2011; SILVA et al., 2011).

1.2-Distarbios metabolicos induzidos pela salinidade em plantas

1.2.1-Relagdes hidricas e ajustamento osmotico

Um dos fatores mais limitantes para a produtividade das culturas é a seca, e 0S
recursos hidricos para a agricultura sdo cada vez mais escassos. Algumas espécies de plantas
quando submetidas ao déficit hidrico possui capacidade de ajustar osmoticamente suas
células, em respostas fisiologicas (CHAVES et al., 2009). Esse ajuste pode ser conseguido
pela adicdo de osmolitos, tais como: compostos organicos, aminoacidos (prolina), aminas
(glicina e poliaminas) e uma variedade de agucares e alcoois de agucar (manitol, trealose e
galactinol), diminuindo assim o potencial osmético, mantendo potencial de agua no solo e
turgescéncia inalterados (VALLIYODAN; NGUYEN, 2006). A manutencdo do ajustamento
osmotico na pressdo de turgescéncia positiva é de fundamental importancia para que as
plantas possam crescer em ambientes salinos. Portanto, as células devem possuir concentracdo
total de soluto maior do que a da solucdo externa (BOYER, 2009).

Importante fator de mecanismos de tolerancia ao sal em plantas em resposta
adaptativas celulares, € um eficiente sistemas de eliminagdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), como também a capacidade das células para ajustar osmoticamente
(CHINNUSAMY et al., 2005). Esses solutos proporcionam inumeros beneficios as plantas e
sdo descritos como osmoprotetores, e proporcionam: (1) melhora no potencial osmoético da
célula (2) efeitos positivos nos componentes e a integridade da membrana (3) manutencéo
da estrutura subcelular e turgescéncia celular plantas submetidas a condigcbes estresse
(SAKAMOTO e MURATA, 2002; ASHRAF e FOOLAD, 2007). Dentre os solutos
osmoticos-protetores incluem a prolina e composto quartenario como a glicina betaina
(BELKHEIRI e MULAS, 2011).

O declinio no turgor foliar, o déficit de pressdo de vapor elevada e 0s sinais quimicos

gerados na raiz proporcionam o fechamento estomético, sendo este ultimo comum a
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salinidade e a seca, prejudicando o fornecimento de CO,a rubisco, 0 que aumenta da

dissipacdo de energia no aparato fotossintético (CHAVES et al., 2009).

1.2.2-Homeostase idnica

A salinidade pode influenciar na realocacdo de fons, como Ca?*, K* e Na®, criando
uma nova homeostase. O estresse salino influencia severamente a homeostase do K*, devido a
semelhanca quimica com o Na’. Os sintomas de deficiéncia de K* e a interrupcio dos
processos fisiologicos mediados pelo K* tais como, sintese de proteinas e reagdo enzimatica, é
influenciada significativamente pela alta concentracdo de sodio. Adequada manutencdo da
relagdo Na'/K" é fator primordial para sobrevivéncia de uma planta. Alteracdes na relagio de
Na'/K" celular sob condicbes de salinidade, causa distlrbios, pela competicdo do Na* com
K*, para locais de captagdo localizados na membrana plasmatica tais como transportadores
NSCCs (canais de cations ndo seletivos) e HKTs (transportadores de potassio). O aumento do
Na®, resulta na reducio de K" tornando-se termodinamicamente desfavoravel, aumentando o
efluxo de K* através de canais fora de retificacdo. Além disso, o estresse salino altera a
sintese de solutos compativeis, que consome grande quantidade de adenosina-trifosfato
(ATP), levando a inibicdo da absorcdo K* de alta afinidade, o que resulta no aumento da
relagdo Na'/K* (SHABALA e CUIN, 2007; ADAMS e SHIN, 2014).

Sob estresse salino ocorre elevada concentracdo de Ca*", que é lido por SOS3, um
sensor de Ca®* (Figura 1). Ativado esse sensor, a proteina SOS3 interage a protefna quinase
SOS2 e o complexo SOS3-SOS2, ativando também proteina SOS1, que funciona como um
transportador do tipo antiporte Na*/H" localizado na membrana plasmatica, estabelecendo
assim a homeostase de Na* nas células (KADER e LINDBERG, 2010). Esses sinalizadores,
como os canais de célcio, podem ser ativados por varia¢6es de pH induzidas pela atividade de
SOSs (CHUNG et al., 2008), e esses sinais subjacentes se multiplicam em informacoes,
evidenciando a complexidade da sinalizacdo do estresse (KADER e LINDBERG, 2010). O
Ca’* citosolico esta diretamente envolvido na homeostase de fons, como também participando
de quase todas as respostas a estresse pela cascata MAPK (Mitogen-activated protein
kinases), atuando no balango entre a producdo e remocdo de EROs no estabelecimento da
homeostase (PANG e WANG, 2008).

A homeostase de ions de K no citosol, tornou-se importante mecanismo de tolerancia
permitindo atividade de muitas enzimas citosolicas, regulacdo do volume celular e

manutencdo da integridade das membranas (MUNNS e TESTER, 2008). O potassio como
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sendo uma macronutriente fundamental para planta e o cation mais abundante, que pode
compreender até 10% de matéria seca da planta. Sendo um cofator importante para muitos
processos biossintéticos (MAATHUIS e PODAR, 2011).

As plantas podem sofrer efeito triplo, com elevados teores de sal do solo:
desequilibrio de ions, reduzida disponibilidade de nutrientes, ocasionando a seca fisioldgica
devido ao potencial hidrico reduzido (MUNNS e TESTER, 2008; RUIZ-LOZANO et al.,
2012; PLAUT et al.,, 2013). Em ambientes salinos, as plantas removem quantidades
excessivas de Na* no custo de K*, em que o calcio é o motivo mais importante na luta entre
0 s6dio e potassio. Pois 0 Ca** mantém transporte de K* e eliminando diretamente
importacdo de sodio mediada por canais de ions ndo-seletivos. Muitas vezes as plantas
cultivadas, no solo salino, tentam evitar o acumulo de sal por mecanismos que realmente

exclui o Na* e CI a partir de raizes e parte aérea, enquanto ocorre a retomada da agua pelo

solo (MUNNS e TESTER, 2008).

Salt stress
Hyperosmolarity

Na+ ABA

) G Gecopod>

N Y
" K‘ AB”
; SOS3 <— Ca?t Na
' —> —> (AtNHX1
| ="
Na+ __.sos2”
ST H l Na*

Figura 1. Modelo esquematico apresentando os principais transportadores de ions para
manter baixa concentracio de Na* no citosol celular sob salinidade. Pelo modelo proposto, as
proteinas quinases SOS2 e SOS3, sensivel ao Ca?*, ativam tanto a proteina SOS1 como
também a proteina NHX1, ambas envolvidas na exclusio de Na* (Adaptado de Zhu, 2003).
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1.2.3-Eficiéncia Fotossintética

Os conhecimentos de como as plantas respondem a estresses abiéticos como a seca e a
salinidade é fundamental para desenvolvimento de culturas mais tolerantes e produtivas
(MUNNS, 2002), ja que as mesmas estdo submetidas em condi¢Ges de campo a ciclos de
escassez hidrica durante seu crescimento e desenvolvimento. Além disso, solos salinos
especialmente em regiGes aridas e semiaridas sdo condi¢cGes comuns no globo terrestre
(CHAVES et al., 2009). Devido o aumento populacional mundial, as culturas agricolas de
importancia econdémica precisam possuir um melhor desempenho produtivo nestes ambientes
(RAINES, 2011).

Os efeitos sdo mais nitidos em glicofitas e dependem da duracéo e da intensidade do
estresse. Sob condi¢des salinas as plantas sofrem inicialmente o efeito osmético, e em seguida
ocorre o efeito idnico e desbalanco nutricional que € atribuido a toxicidade pelo acimulo de
fons como o Na* e CI" em seus 6rgdos (APSE e BLUMWALD, 2007). Essa reducio na
absorcdo de &gua, e esses efeitos atribuidos a toxidade i6nica prejudicam processos primarios
essenciais ao crescimento e produtividade das culturas como a fotossintese, primeiro processo
a ser afetado nestas condi¢bes (FENG et al., 2014). Além disso, pigmentos responsaveis pela
captacdo de energia luminosa como as clorofilas e carotendides sé@o tambem afetados pela
salinidade (FENG et al., 2014; HUANG et al., 2015).

Existem diferencas fotossintéticas entre as plantas superiores pela variabilidade de
ambientes e ecossistemas que 0s vegetais tiveram que explorar para sobrevivéncia (EVANS,
2013). Sao conhecidas nas plantas trés vias fotossintéticas para fixacdo de carbono, as quais
podem ser denominadas de plantas de metabolismo C3, C4 ou CAM (metabolismo acido das
crassulaceas) (YAMORI et al., 2014). Nestas trés vias, exceto as suas particularidades, as
diferentes espécies vegetais usam a enzima Rubisco para assimilacdo de CO; no ciclo de
Calvin-Benson (GOWIK e WESTHOF, 2011). Esta enzima possui uma caracteristica
bifuncional, pode catalisar tanto a carboxilacdo como a oxigenacdo dependendo das condicdes
ambientais (EVANS, 2013). A maioria das culturas de importancia econdmicas séo plantas
C3 que o seu ciclo compreende trés fases: carboxilacdo, redugéo e regeneracdo (BETTI et al.,
2016).

A fase de carboxilacdo tem inicio pela acdo da enzima Rubisco, que catalisa a
carboxilacdo da ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) com o CO, atmosférico, utilizando produtos
das reacOes fotoquimicas ATP e NADPH (ASADA, 2006). O 3-PGA formado na reagdo é
usado para formar as trioses fosfato, gliceraldeido fosfato (3-GP) e dihidroxicetona fosfato,
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via duas reac¢Ges que consomem energia (fase de reducdo). Na fase regenerativa, uma série de
reacdes regeneram a molécula aceptora do CO, (RuBP) do ciclo a partir de trioses fosfatos.
Os compostos de carbono produzidos nestas reacdes Sd0 essenciais para o0 crescimento e
desenvolvimento das plantas.

Um processo que compete com a fotossintese e representa uma significativa perca de
carbono que restringe o crescimento € a fotorrespiracdo (FOYER et al., 2009). O estresse
salino juntamente com outras condi¢des ambientais restritivas para fotossintese favorece a
oxigenacdo da Rubisco e o aumento da via fotorrespiratéria (VOSS et al., 2013). Esse
aumento da fotorrespiracdo é consequéncia da limitacdo estomatica, devido o fechamento
estomatico que reduz a fixagdo de CO; e favorece o consumo do oxigénio, além de diminui a
transpiracdo. Outro efeito negativo na fotossintese imposta pela salinidade é a limitacdo de
natureza metabdlica, resultado do acimulo da concentragdo de Na* e CI em folhas (MUNNS
et al., 2006).

Existe uma similaridade quimica grande entre K* e Na* juntamente com a falta de
seletividade pelas células das raizes a estes ions 0 que pode induzir a absorcdo e acimulo de
Na® (BENITO et al., 2014). Um maior acimulo de Na’ restringe a absor¢io de K*, um
macronutriente essencial para inimeros processos fisioldgicos dentro os quais podemos citar a
regulacdo da abertura estomatica, estritamente relacionada com a performance da fotossintese.
Dos mecanismos relacionados com a tolerancia ao estresse salino, a capacidade de
distribuicdo e de exclusdo de ions toxicos (Na® e CI) dos tecidos é considerada de
fundamental importancia para a caracterizacdo da resisténcia ao estresse em espécies e/ou
genotipos de interesse (PARANYCHIANAKIS e ANGELAKIS, 2008; MUNNS et al., 2012).
A eficiéncia desses mecanismos de distribuicéo e exclusdo iénica em condic¢des de salinidade
pode levar a uma restricdo do excesso de ions tdxicos, 0 que ocorre associado com uma
adequada nutricdo potassica, considerada essencial para a manutencdo de uma homeostase
K*/Na* em meios salinizados (APSE e BLUMWALD, 2007).

Além de distdrbios associados a toxicidade idnica em plantas expostas a salinidade,
estudos também tém demonstrado que o estresse salino pode levar a ocorréncia de danos
oxidativos, causando intensa peroxidacao de lipidios de membranas e consequente morte de
células e tecidos (MAIA et al., 2010). Esses danos oxidativos apesar de ter ocorrido em raiz,
pode também ocorrer em tecidos fotossinteticamente ativos como folhas. A reducédo
fotossintética pelo estresse salino pode levar ao desvio de elétrons para o oxigénio molecular

levando a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e pode aumentar a atividade de
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enzimas que atuam na protecdo oxidativa como a dismutase de superdxido (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (MOLLER, 2007).

EROs sdo radicais livres do oxigénio produzidos como subprodutos normais de
reacOes de oxidacdo-reducdo (reacBes redox), em varios processos metabolicos (H,O, ndo é
um radical). Essas moléculas podem ser geradas como resultado de excitacdo, formando
oxigénio singleto ('0,), ou de sucessivas adicdes de elétrons ao oxigénio molecular O,
formando as espécies reativas de oxigénio (GILL e TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012;
BARBOSA et al., 2014). Quando seus niveis sdo baixos, sdo conhecidos também por atuarem
como moléculas de sinalizacdo importantes (FOYER e NOCTOR, 2003).

Das EROs formados o radical superoxido é formado na etapa fotoquimica da
fotossintese na cadeia transportadora de elétrons (CTE) no fotossistema | (PSI) pelo desvio de
elétrons quando a quantidade de fotons excede a capacidade para fixar o CO, (ASADA, 2006;
TAKASHI e BAGDER, 2011). A SOD é a primeira linha de defesa contra este radical, atua
dismutando o superoxido em H,O, e oxigénio. Em sequéncia as peroxidases compostas pela
CAT-APX e também a POX atuam promovendo a quebra do H,O, em oxigénio e agua e
assim mantendo a homeostase redox no sistema (MITTLER, 2002; SHIGEOKA et al., 2002;
ZHANG et al., 2016; MAIA et al., 2012 e 2013). Recentes estudos tem sugerido que o
aumento da capacidade antioxidante € uma importante caracteristica que é associada a
tolerancia das culturas a estresses abidticos como a salinidade (FERREIRA-SILVA et al.,
2012).

1.2.4-Modulacao fotorrespiratoria

As plantas sdo expostas a um grande nimero de estresses abidticos devido ao seu
estilo de vida incapaz de locomover-se (SUZUKI et al., 2014). Destes fatores, a seca, calor,
alta luminosidade e salinidade promovem impactos negativos no metabolismo vegetal
restringindo a producdo e qualidade das culturas em diversas partes do mundo (WANG e
FREY, 2011). Nas regides aridas e semiaridas, a salinidade é o maior fator ambiental que
limita o crescimento e o rendimento das culturas. O crescente aumento da demanda por
alimentos tem levado hd uma expansdo da agricultura nestas areas com um uso intensivo da
irrigacdo, ocasionado salinizacdo destas areas. Este processo € o resultado do desbalanco entre
a 4gua aplicada no solo e a usada pelas culturas na transpiracdo (CHAVES et al., 2009).

O conhecimento de como as plantas responde a salinidade é fundamental para uma

melhor performance das culturas nestes ambientes salinos, que futuramente ocorrera um
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aumento das regifes aridas e semidridas devido as mudancas climéticas (IPCC, 2007). Nas
plantas, varios processos fisiolégicos e bioquimicos sdo afetados pelo estresse salino,
incluindo a fotossintese (FENG et al., 2014), metabolismo de lipidios e oxidacao de proteinas
(FERREIRA-SILVA et al., 2012) e conteudos de clorofilas e carotendides (FENG et al.,
2014; HUANG et al., 2015). Entretanto, a resposta das plantas ao estresse salino depende da
espécie e os sintomas sdo mais notados em glicofitas (MUNNS et al., 2006). Sob condigdes
normais, as plantas utilizam a energia luminosa na forma de fétons para impulsionar as
reacOes fotoquimicas da fotossintese. Com a oxidacdo da molécula de &gua no PSII, tem
inicio o fluxo de elétrons que gera energia (ATP) e poder redutor (NADPH) para fixagdo do
CO; no Ciclo de Calvin (ASADA, 2006; TAKASHI e MURATA, 2008).

A limitacdo na assimilacdo de CO, pelo ciclo de Calvin imposta pela salinidade pode
levar a uma reducdo no principal aceptor de elétrons (NADP+) oriundos da oxidacdo da
molécula de agua no fotossistema Il (PSII) na cadeia transportadora de elétrons. Essa reducéo
de NADP+ leva ao desvio de elétrons para o oxigénio molecular, produzindo espécies reativas
de oxigénio (EROs) (FOYER e NOCTOR, 2000; TAKASHI e BAGDER, 2011). Em todas as
plantas, a fotorrespiracdo pode atuar como rota alternativa de elétrons prevenindo e regulando
a producédo de EROs fazendo parte das respostas adaptativa a salinidade (VOSS, et al., 2013).
Apesar deste beneficio, esta via metabdlica tem sido reconhecida como a maior geradora de
perdxido de hidrogénio (H,O;), uma espécie reativa de oxigénio que quando produzida em
excesso pode ocasionar dano oxidativo em moléculas importantes como DNA, lipidios e
proteinas (FOYER e NOCTOR, 2003; MOLLER, 2007).

A fotorrespiragdo tem inicio com a oxigenagdo da enzima bifuncional Rubisco
(carboxilase/oxigenase). Nos cloroplastos a reagéo do O, com a ribulose 1,5 bifosfato (RuBP),
que € catalisada pela atividade de oxigenase da ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase
(WINGLER et al., 2000; BAWUER et al., 2010). Como produtos dessa reacdo do O, com a
RuBP, ocorre a producdo de uma molécula de 3-fosfoglicerato e uma de 2-fosfoglicolato. A
molécula de 3-fosfoglicerato é incorporada ao ciclo de Calvin para regenerar o agucar (RuBP)
(PETERHANSEL e MAURINO, 2011). No entanto, o 2-fosfoglicolato ndo pode ser
incorporado neste ciclo. Dessa forma ocorre a defosforilagdo do 2-fosfoglicolato no
cloroplasto que a leva a producéao do glicolato o qual € transportado para o peroxissomo, onde
é oxidado a glioxilato (EISENHUT, et al., 2014). A oxidacdo do glicolato a glioxilato nos
peroxissomos é uma reacao catalisada pela enzima oxidase do glicolato (GO; EC, 1.1.3.15),

uma proteina que contém a flavina adenina mononucleotideo (FMN) como cofator (ZELITCH
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e OCHOA, 1953). Essa enzima esta localizada nos peroxissomos, onde realiza um passo
essencial no funcionamento do ciclo fotorrespiratorio (R1O et al., 2006).

A fotorrespiracdo ha décadas tem sido alvo de muitas pesquisas visando o0 aumento da
produtividade das culturas com foco em maneiras de abolir esta via porque desperdica
carbono e limita a fotossintese (OGREN, 1984). Nenhum resultado satisfatorio foi encontrado
quanto ao aumento da produtividade, mas sim uma presenca do fenotipo fotorrespiratério nas
plantas (QUEVAL et al., 2007; XU et al., 2009). Todavia, quando se buscou tolerar a
fotorrespiragdo e diminuir apenas o fluxo desta via, resultados animadores foram encontrados
(KEBEISH et al., 2007; NOLKE et al., 2014; DALAL et al., 2015).

Esses recentes resultados tém sugerido a importancia da fotorrespiragdo como
processo necessario para 0 metabolismo vegetal e também tem sido reconhecida por interagir
com outras vias, como o metabolismo do nitrogénio e a respiracdo (BAUWE et al., 2010).
Alguns estudos tém dado contribui¢des importantes sobre o conhecimento e relacdo desta via
metabdlica com a fotossintese (XU et al., 2009). Apesar das inlUmeras pesquisas, 0
conhecimento sobre a fotorrespiracdo ainda € muito fragmentado (BETTI et al., 2016; TIMM
etal., 2016).

No meio cientifico, ha muitas discussdes sobre os beneficios e maleficios desta via.
Dos beneficios que sdo amplamente citados na literatura, a atuagdo como uma rota alternativa
de elétrons para protecdo do aparato fotossintético € bem conhecida em resposta a estresses
abioticos como a salinidade (VOSS et al., 2013). Em halofitas, plantas tolerantes a salinidade,
sdo grandes excretoras de sal por glandulas (FLOWERS et al., 2015), o aumento da
fotorrespiragdo faz parte da resposta adaptativa nestas condic¢des (YU et al., 2011).

Em estudo recente com Puccinellia tenuiflora, uma haldfita, os dados tém mostrado
que o aumento dos mecanismos de eliminacdo das espécies reativas de oxigénio esta também
incluido nestas respostas o aumento da fotorrespiracdo sob moderada salinidade,
principalmente porque a salinidade diminui a disponibilidade de agua e assimilacdo de CO..
Na literatura, 0 aumento das taxas de glicina e serina, aminoécidos produzidos na mitocondria
durante a fotorrespiracdo, e o glioxilato, sdo marcadores que indicam aumento da via
fotorrespiratoria (FAHNENSTICH et al., 2008).
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1.3-Alteragdes no metabolismo foto-oxidativo

1.3.1-Producédo de EROs na célula vegetal

As células vegetais produzem uma diversidade de EROs, durante o metabolismo
fotossintético e respiratorio normal. A producdo dessas espécies aumenta demasiadamente
quando as plantas estdo sob condigdes de estresse (CHOUDHURY et al.,, 2016). Essas
espécies, contendo oxigénio e sendo moléculas quimicamente reativas, podem reagir com
DNA, lipidios, proteinas, aumentando a fuga de elétrons, causando senescéncia e morte
celular (SHARMA e DAVIS, 1997; DIETZ, 2016), ocorrendo principalmente em
mitocodndrias, cloroplastos e peroxissomos (Figura 2) (BHATTACHARIJEE, 2010;
KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Efeitos extremamente nocivos ocorrem com a
acumulacdo excessiva dessas EROs (GECHEYV et al., 2006 ; SHARMA et al., 2012), diante
disso as plantas desenvolveram sistemas de defesa eficiente, envolvendo moléculas
antioxidantes, protegendo de danos oxidativos, balanceando a producéo e eliminacdo dessas
espécies (GECHEV et al., 2006 ; WRZACZEK et al., 2013).

As principais EROs s&o oxigénio singleto (*O,), radical hidroxil (OH’), peréxido de
hidrogénio (H,O,) e anion superdxido (O,") estando diretamente envolvidos nos processos
bioldgicos das plantas. Acredita-se que as mitocdndrias sejam uma verdadeira fabrica de
producdo de EROs (VANLERBERGHE, 2013). Como também os cloroplastos por ser um
importante local de producdo dessas espécies (HIDEG et al., 2006). Todas essas espécies
reativas de oxigénio sdo formadas no decorrer das reagdes de transporte de elétrons na
respiracao e fotossintese (DAS et al., 2015).

Apesar dos cloroplastos suprir células fotossintetizantes com energia, eles produzem
quantidade significativa de EROs, em resposta a varias mudancas ambientais, que afeta
diretamente a expressdo do gene celular (LEE et al., 2007; SHAPIGUZOQV et al., 2012;
SIERLA et al., 2013; VOSS et al., 2013). A producdo dessas espéecies pode ser induzida pela
baixa concentracdo de CO,, em resposta ao fechamento estomatico, resultante de condi¢cbes
adversas como temperatura elevada, salinidade e déficit hidrico (DABROWSKA et al., 2007).
Com a deficiéncia de CO; no ciclo de Calvin, ocorre diminui¢do da oxidagdo do NADPH.
Fazendo com que o elétron da ferredoxina reduzida que seria transferido para 0 NADP vai
para 0 O,, formando o0 O,” (AHMAD et al., 2008).

Cada tipo de EROs possui suas propriedades quimicas distintas e seus sistemas de
producdo e eliminagdo necessita de ativagdo especifica (M@LLER et al., 2007). Iniciando

uma comunicagdo com componentes de sinalizacdo apoplésticas, varias proteinas redox-
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sensiveis, quinases citosdlicas, fosfatases e fatores de transcricdo, todos envolvidos
diretamente para crescimento e desenvolvimento das plantas, em respostas as diferentes
estresses ambientais (FOYER e NOCTOR, 2013 ; WRZACZEK et al., 2013)

Para manutencdo adequada no controle dos niveis de EROs, as plantas desenvolveram
algumas mecanismos de balanceamento dessas espécies que € regulada por sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos (APEL e HIRT, 2004 ; MITTLER et al., 2011). Através de
mecanismos que desencadeia redes de sinalizacdo diferentes, esse equilibrio permite rapidas e
dindmicas mudancas na concentracdo de EROs, que pode depender de diversos fatores, como:
intensidade e duracdo do sinal, local de produgdo de EROs, o0 estagio de desenvolvimento da
planta, a concentracdo local destes radicais, identidade quimica de EROs e interacdo com
outras moléculas de sinalizacdo (GECHEV et al., 2006; VELLOSILLO et al., 2010;
MITTLER et al., 2011; CHAUDHURI et al., 2013; BAXTER et al., 2014; MOR et al., 2015).

/ / - \Clumplastu Peroxissomo ?

Glicolato
H,0,
Chox lato=e-Clicina

NADH CTE
Mitocondna S

Plasmalema
]-[][}_Permudases > H,0+0, /

Figura 2. Principais locais de producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células
vegetais fotossintéticas (Adaptado de Slesak et al., 2007).

1.3.2 - Danos oxidativos

As espécies reativas de oxigénio, como 0 'O,, OH', H,0, e O, estdo diretamente
envolvidas na inducdo de estresse oxidativo, causando danos em proteinas, peroxidacdo de

lipidios e efeitos danosos no DNA (APEL e HIRT, 2004). Esse estresse ocorre quando ha
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uma desordem entre os mecanismos de producdo e eliminagdo dessas espécies reativas
(PEREZ e BROWN, 2014). Altas concentracdes de EROs tem efeito negativo sobre as
plantas, embora que em concentracfes determinadas essas espécies podem desempenhar papel
importante na sinalizacdo celular. O que pode criar um ambiente oxidativo que afeta
diretamente o equilibrio redox da célula, causando inimeras consequéncias que afeta as
funcOes celulares e vias de sinalizacdo celular que regulam a divisédo celular (CHIU e
DAWES, 2012). Esses danos oxidativos sdo comuns em plantas expostas a estresses abidticos
de seca, salinidade e temperaturas elevadas, condi¢bes comumente encontradas na agricultura
(GILL e TUTEJA, 2010).

Umas das espécies reativas de oxigénio com meia-vida relativamente longa (1 ms) é o
perdxido de hidrogénio (H,O,), com tamanho que permite-lhe permear membranas celulares e
migrar em diferentes compartimentos. Desse modo, atuando como mensageiro de condicao de
estresse e danos. O perdxido possui efeito danoso, por participar da reacdo formadora de OH",
que é um oxidante mais reativo das EROs, além se ser capaz de inativar enzimas por oxidacéo
de seus grupos tiol (GADJEV et al., 2008; KARUPPANAPANDIAN et al, 2011). O H,0,
também funciona como molécula de sinalizacdo em plantas ligada na regulacédo da expressao
génica causada pelos estresses abidticos (NEILL et al., 2002). Podendo induzir fechamento
estomatico (DESIKAN et al., 2004).

1.3.3-Sistema de protecdo oxidativo

As plantas desenvolveram muitos mecanismos de defesa para aumentar a sua
tolerdncia e sobrevivéncia a ambiente em condigdes extremas. Dentre esses mecanismos esta
a tolerancia aos estresses, que necessita ser ativado por atividades metabdlicas, que inclui as
vias antioxidantes e os sistemas de eliminacdo de EROs, contribuindo para o crescimento da
planta sob estresse (EL-MASHAD e MOHAMED, 2012). Apesar disso, é bem admitido que
as EROs ndo possuem apenas efeito deletério, mas também sdo componente chave para
muitos processos fundamentais, como alteracGes da modulacdo da atividade da proteina,
resposta ao ambiente, fechamento dos estdmatos e expressdo do gene (M@LLER et al., 2007;
APEL et al., 2004).

As EROs sao subprodutos normais do metabolismo aerébico celular e em baixas
concentracOes participam de eventos celulares necessarios ao desenvolvimento normal das
plantas (FOYER, et al., 2008). Esse nivel ndo téxico de EROs na célula, o qual é compativel

com processos de sinalizacdo, € mantido por um eficiente equilibrio entre os mecanismos de
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producdo e de remocdo (CHOUDHURY, et al.,2016). Assim, a célula vegetal deve dispor
de sistemas antioxidante capazes de proteger dos eventuais danos que possam comprometer
0 desenvolvimento vegetal quando ocorre excesso da producédo de EROs (MITTLER, 2002).
Diante disso, uma execucdo bem ajustada e equilibrada é fundamental para a permanéncia das
plantas sob estresses abidticos. Como fundamentada, os sistemas antioxidantes s&o alterados
sob estresse salino, e maior capacidade antioxidante se associa diretamente com a tolerancia
ao sal (MISHRA et al, 2013).

1.3.3.1-Sistema enzimatico

O complexo sistema de defesa das plantas envolve mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos, que atua na protecdo oxidativa na célula vegetal (FOYER e NOCTOR, 2005).
Os sistemas de protecdo enzimaticos atuam como barreiras fisiologicas para eliminar os
radicais livres, que inclui a atividade superdxido dismutase (SOD), peroxidases ascorbato
(APX), catalases (CAT), peroxidase de fendis (POX), (BONNEFOY et al., 2002). A atuagédo
conjunta destas enzimas, nos diferentes compartimentos celulares, faz com que ocorra um
equilibrio entre a taxa de formacéo e remocdo dessas espécies reativas de oxigénio, mantendo
os niveis de (H,0,) ideais para sinalizagdo celular (MUNNS e TESTER, 2008).

A primeira linha de defesa contra as EROs, sdo as SODs, que atua catalisando a
dismutacdo do superéxido (O;7), gerando H,0, e O, Participando da modulacédo dos niveis de
H.O, em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos (MITTLER, 2002;
BHATTACHARJEE, 2010). As SODs podem ser classificadas de acordo com seus cofatores
metalicos: cobre e zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD). As Cu/Zn-
SOD encontram-se no citoplasma, as Mn-SOD nas mitocdndrias e peroxissomos das células
eucariotas e Fe-SOD nos cloroplastos (GILL e TUJETA, 2010).

Existem duas enzimas mais importantes dentre os processos de desintoxicacdo do
H,O,, é a peroxidase ascorbato (APX) e a catalase (CAT), (BHATT e TRIPATHI, 2011). Elas
agem na remocdo do perdxido diferindo apenas quanto a localizagdo e pela APX utilizar o
ascorbato como redutor (SHIGEOKA et al., 2002). A APX é uma heme-proteina,
caracterizada por ser da familia das peroxidadase da classe I, possuindo diferentes formas
isoenzimaticas. Essas isoformas podem ser encontradas em citosol, nas mitocéndrias, nos
peroxissomos, em cloroplastos e parede celular (DABROWSKA et al., 2007; DE GARA,
2004). A APX possui alta afinidade com o perdxido, com constante de Michaelis-Menten

(KM) na ordem de puM, permitindo a elimina¢ao do H,O, mesmo em concentragdes muito
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baixas (LOCATO et al., 2010; SHARMA et al., 2012). Fazendo parte no ciclo ascorbato-
glutationa, no qual o H,O, formado pela acdo da SOD ¢ reduzido pelo ascorbato, ocorrendo
nos cloroplastos e mitocéndrias (MITTLER, 2002; LOCATO et al., 2010).

1.3.3.2-Sistema ndo enzimatico

O sistema de defesa ndo enzimatico inclui moléculas de ascorbato (ASC), glutationa
(GSH), tocoferol, alcaloide, carotendides e flavondides (APEL e HIRT, 2004; HERNANDEZ
et al., 2009). As concentracdes da atividade de enzimas de biossintese de GSH e GSH
aumentam em resposta aos estresses que estdo sendo submetidos. Essas enzimas
desempenham um importante papel na eliminacdo do H,O, operando nos cloroplastos e
citosol, fazendo parte do ciclo ascorbato-glutationa (NOCTOR et al., 2002).

Nesse sistema o ascorbato é utilizado pela APX para converter H,O, em agua. No
entanto, o ascorbato faz a remogdo do H,O,, podendo ocasionar mudancas no seu estado
redox modificando o movimento estomatico (ZHANG et al., 2001). O funcionamento do ciclo
ascorbato-glutationa é crucial para manter as formas ativas reduzidas de ASC e GSH em
niveis ideais, para manter o potencial redox ajustado, participando assim da desintoxicacao
das EROs (MUNNE-BOSCH, 2005; POTTERS et al., 2010).

Durante a remogdo das EROs no ciclo ASC-GSH, o ASC ¢é oxidado para
monodehidroascorbato (MDHA) que é desprotonado em ASC e éacido dehidroascorbico
(DHA), (Figura 3). Em seguida os ASC oxidado € reciclado para sua forma reduzida, onde a
atividade da monodehidroascorbato redutase (MDHAR) é essencial para realizar a
regeneracdo dependente de NADPH de ASC e MDHA (ANJUM et al., 2014 ). A glutationa
redutase (GR) catalisa a reducdo da GSH oxidada (GSSG) para sua forma reduzida (GSH)
com a oxidacdo simultaneo de NADPH. Dessa forma, ajudando a manter o equilibrio redox
celular essencial na sinalizagcdo sob estresse (ANJUM et al., 2012; GILL e TUTEJA, 2010).

27



NADPH NADPH NADP*

consumption

GSSG GSH
H202 Asc DHA
NAD*
APX
NADH
H,O0 MDHA
H2OZ

detoxification

Figura 3. Esquema geral mostrando o ciclo do ascorbato-glutationa na célula vegetal. APX:
Peroxidases de ascorbato; MDHA: Redutase de monodehidroascorbato; DHAR: Redutase de
dehidroascorbato; GR: Redutase de glutationa. (Adaptado de Gest, 2013).

1.4 - O modelo vegetal e papel da enxertia na tolerancia a salinidade

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma espécie amplamente cultivada no
Semiarido Nordestino e representa uma importante fonte de emprego e renda nos estados do
Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte, os quais sdo localizados em éreas sujeitas a salinizacao
dos solos e da &gua. Apesar de o cajueiro ser cultivado em condi¢Ges semiridas e apresentar
resisténcia moderada a salinidade, diversos estudos demonstram que o estresse salino afeta
severamente as fases de germinacdo (VOIGT et al., 2009), crescimento inicial (FERREIRA-
SILVA et al., 2008), enxertia (BEZERRA et al., 2002) e prefloracdo (CARNEIRO et al.,
2007), além de induzir distarbios metabodlicos relacionados a mobilizagdo de reservas
(VOIGT et al., 2009), a fotossintese (BEZERRA et al., 2007), ao metabolismo do nitrogénio
(VIEGAS et al., 2004) e & homeostase idnica (VIEGAS et al., 2001).

A producdo de varias culturas é reduzida severamente devido a salinizagdo do solo.
Dos 1,5 bilhdes de hectares cultivados, cerca de 5% ou 77 milhGes de hectares sdo afetados
pela salinizacdo (MUNNS e TESTER, 2008). Muitos sdo os tipos de estresses que 0s vegetais

podem enfrentar, como oscilagBes drasticas de temperatura, umidade, radiacdo solar, ataque
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de pestes ou patdgenos, salinidade, dentre outros. As plantas conseguem mudar a constituicao
de compostos moleculares, como um mecanismo de resposta a fatores ambientais e muitas
dessas alteracdes estdo diretamente relacionadas com a protecdo. Para sobreviver, durante sua
evolucdo, os vegetais desenvolveram mecanismos de resposta contra danos e doengas que,
guando acionados, reconhecem a agressdo. (SHEWRY e LUCAS, 1997; DE WIT, 2007).

A salinidade e um dos estresses abidticos que mais limitam a producdo agricola, em
razdo de seus efeitos no crescimento e desenvolvimento vegetal, 0os quais podem ser de
natureza ibnica e/ou osmética (HASEGAWA et al., 2000). Os efeitos idnicos resultam da
elevada absorcao de ions, especialmente Na* e CI™ que alteram a homeostase da célula quando
em altas concentracdes, enquanto os efeitos osmoticos, decorrentes da reducdo do potencial
hidrico do meio de crescimento, acarretam a diminui¢do da disponibilidade de agua para a
semente, plantula ou planta (HASEGAWA et al., 2000; ZHU, 2003).

Na regido semiarida aproximadamente 30% dos perimetros irrigados se encontram
com problemas de salinidade dos solos (LOPES et al., 2008), ocasionada muitas vezes pela
falta de drenagem (natural e/ou artificial), manejo inadequado da irrigacdo e agua de
qualidade inferior, contribuindo para a salinizacdo e/ou sodificacdo dos solos,
comprometendo o desenvolvimento de varias culturas (LEITE et al., 2010).

Nestas regides, a salinidade do solo é aumentada por fatores climéticos, como altas
temperaturas, baixa pluviosidade e intensa evaporacdo, além de irrigacdo e adubacéo
inadequadas (AMORIM et al., 2002; SMITH et al., 2009). Os relatos tém demonstrado que o
estresse salino afeta drasticamente o balanco nutricional do cajueiro, ocorrendo um forte
acumulo dos ions Na* e CI” em todos os 6rgdos da planta e promovendo significativa reducéo
do conteldo de potassio radicular da espécie (ALVES et al., 2008). Esse efeito tdxico do
NaCl é atribuido em parte ao desequilibrio de aquisicdo de nutrientes pelas raizes, um
distarbio fisiolégico em plantas sob salinidade que apesar de exaustivamente estudado ainda
é pouco caracterizado (HALPERIN e LYNCH, 2003).

O excesso de sais pode perturbar as fungdes fisioldgicas e bioquimicas das plantas,
causando estresse osmatico, o que resulta em distarbios das relacBes hidricas, alteracdes na
absorcéo e utilizacdo de nutrientes essenciais além do acumulo de ions toxicos. Entretanto, as
respostas das plantas a salinidade sdo complexas e de dificil compreensdo por envolverem
varios genes e diversos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos (HASEGAWA et al., 2000).

A cajucultura moderna utiliza plantas de cajueiro obtidas principalmente a partir de

mudas enxertadas (propagacdo assexuada). Porém, ao contrario das outras frutiferas
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exploradas comercialmente, as mudas cultivadas de cajueiro ando precoce sdo produzidas a
partir da enxertia empregando poucos tipos de porta-enxerto, sendo o clone CCP 06 aquele
utilizado em maior escala. Algumas pesquisas sobre enxertia utilizando certos tipos de clones
de cajueiro ndo demonstraram efeitos contrastantes nas mudas enxertadas que pudessem ser
atribuidos ao tipo de porta-enxerto, envolvendo varidveis relacionadas com a variagdo de
crescimento ou incompatibilidade genotipica entre porta-enxerto e enxerto (Barros et al.,
2000). Apesar disso, alguns estudos ja demonstraram a existéncia de variabilidade genética,
entre alguns gendtipos de cajueiro, em relacdo a caracteres bioquimicos e fisiol6gicos
envolvidos na resisténcia a salinidade (FERREIRA-SILVA et al., 2009, FERREIRA-SILVA
etal., 2010, PONTE et al., 2011).

Possibilidade para obtencdo de materiais mais resistentes (plantas enxertadas de cajueiro)
a salinidade, em relacdo a fotossintese e certos processos metabdlicos, poderia ser a
combinacdo de enxertos (parte aérea) com porta-enxertos que apresentem melhor capacidade
fotossintética em condicdes salinas. Embora ainda preliminares, esse tipo de estudo sugere a
necessidade de pesquisas visando uma melhor caracterizacdo desses marcadores metabdlicos
envolvidos com processos fisioldgicos chave para a producdo vegetal em condices de
estresses abioticos, como uma melhor eficiéncia fotossintética e protecdo foto-oxidativa.

Dessa maneira tentando ajudar a realidade da nossa regido semiarida, o cajueiro pode
vir a se encaixar como um modelo vegetal em estudos fisioldgicos, ja tendo sido explorado
em alguns trabalhos quanto a sua tolerancia a salinidade (MATOS et al., 2003; FERREIRA-
SILVA et al., 2011; PONTE et al., 2011) assim como em trabalhos técnicos do programa de
melhoramento desenvolvido pela EMBRAPA, que investiu no desenvolvimento do cajueiro
ando precoce, obtendo cultivares mais produtivas em diversos ambientes (CRISOSTOMO et
al., 2002).

As folhas de cajueiro tém um eficiente mecanismo antioxidante sob estresse salino,
aparentemente mais eficaz na prevencdo da peroxidacgdo lipidica e na acumulacdo de H,0O,
apresentando também uma manutencédo da atividade da SOD em concerto com a estimulagdo
da atividade da enzima catalase (FEREEIRA-SILVA et al., 2012). Outros resultados também
indicam que a temperatura elevada é aparentemente necessaria para auto regulacdo da defesa
oxidativa em plantas de cajueiro sob estresse salino (FERREIRA-SILVA et al., 2011).

Com estudos fisioldgicos sobre o comportamento desta espécie no semiarido poderemos
entender o funcionamento destes mecanismos, podendo maximizar suas respostas. Pensando

nisso, tentado entender o comportamento dessa espécie, sobretudo ao se tentar atenuar os
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efeitos do estresse salino, bem como descobrir a combinacdo de enxertos (parte aérea) com
porta-enxertos que apresentem melhor capacidade fotossintética em condicdes salinas,

obtendo plantas mais resistentes as condi¢@es desfavoraveis de clima e solos.
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CAPITULO Il - MECANISMOS FISIOLOGICOS ASSOCIADOS AO PAPEL DA
ENXERTIA NA PROTECAO DE MUDAS ENXERTADAS DE CAJUEIRO
SUBMETIDAS AO ESTRESSE SALINO
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1-INTRODUCAO

A cultura do caju (Anacardium occidentale L.) ocupa uma &rea plantada superior a
677.000 hectares de terras agricolas nos estados nordestinos do Ceard, Piaui e Rio Grande do
Norte, todos situados no semiarido. Nesses estados, a cadeia produtiva do caju gera mais de
300.000 empregos diretos e indiretos, e contribui de forma indispensavel para a geracdo de
emprego, renda e reducdo do éxodo rural da regido (BARROS et al, 2000). Por ser
amplamente cultivado no semiarido nordestino, o0 cajueiro estd exposto aos efeitos
simultaneos dos diferentes estresses abidticos caracteristicos da regido. Tais fatores atuam
continuamente de forma isolada e combinada, em diferentes intensidades, podendo explicar,
em parte, os baixos indices de produtividade da cultura na regido, aproximadamente 220
kg/ha/ano de castanhas (BARROS et al., 2000).

Estudos com plantulas de cajueiro demonstraram que o estresse salino reduz o
crescimento e acumula fons toxicos Na * e Cl °, em raizes e folhas, associado com a restri¢éo
estomatica e nutricional, além de desbalan¢co do metabolismo do nitrogénio e aminoacidos
(VIEGAS et al., 2001; VIEGAS et al., 2004; ROCHA et al., 2012; MATOS et al., 2003). O
estresse hidrico de curta duracdo induziu poucas alteragdes oxidativas, revelado por danos
oxidativos em membranas celulares (contedo de TBARS) e atividade das enzimas dismutase
do superoxido (SOD) e peroxidase do ascorbato (APX) (SOARES, 2005). Apesar de ser
intensamente explorado no semiarido brasileiro, existem poucos estudos sobre os impactos
adversos de estresses abidticos tipicos dessa regido, como seca, salinidade e altas
temperaturas, sobre a fisiologia da espécie. Mais raros ainda sdo os estudos direcionados ao
entendimento dos componentes metabolicos diretamente relacionados com 0s mecanismos de
eficiéncia fotossintética e de protecao oxidativa celular em resposta a esses estresses.

A cajucultura moderna utiliza plantas de cajueiro obtidas principalmente a partir de
mudas enxertadas (propagacdo assexuada) de genotipos de cajueiro ando precoce. Porém, ao
contrario das outras frutiferas exploradas comercialmente, as mudas cultivadas de cajueiro
ando precoce sdo produzidas a partir da enxertia empregando poucos tipos de porta-enxerto,
sendo o clone CCP 06 aquele utilizado em maior escala. Pesquisas anteriores sobre enxertia e
utilizando clones de cajueiro ando, indicam auséncia de contrastantes envolvendo variagao de
crescimento ou incompatibilidade genotipica entre porta-enxerto e enxerto (BARROS et al.,
2000). Apesar disso, alguns estudos tem demonstrado a existéncia de variabilidade genética,

entre alguns genotipos de cajueiro, em relacdo a caracteres bioquimicos e fisioldgicos
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envolvidos a resisténcia a salinidade (FERREIRA-SILVA et al., 2009, FERREIRA-SILVA et
al., 2010, PONTE et al., 2011).

O excesso de sais no solo pode afetar o metabolismo vegetal por meio dos efeitos
primarios do estresse salino: (1) déficit hidrico, proveniente da redugdo do potencial hidrico
proximo da raiz; (2) toxicidade ibnica, devido a absorcdo excessiva de ClI" e Na* e (3)
desbalango nutricional, em fungdo da reducdo na absorcdo e/ou transporte e nutrientes na
planta. Além dos efeitos, o estresse salino pode induzir danos secundarios no metabolismo
vegetal, devido a geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), que também
possuir reflexos negativos na produtividade. O acimulo excessivo dessas EROs na célula e
tecidos, tais como o radical superéxido (O;"), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radicais
hidroxilas (OH"), é amplamente relatado como um dos principais distlrbios metabdlicos
responsaveis por danos significativos as plantas em condi¢bes ambientais adversas
(DEMIDCHIK, 2015; MITTLER, 2002). Essas EROs sdo produzidas em diferentes
compartimentos da célula vegetal, sendo 0s peroxissomos, os cloroplastos e as mitocondrias
as principais organelas produtoras (FOYER e NOCTOR, 2003).

Nos tecidos fotossintéticos, a restricdo da atividade fotossintética causada por fatores
abioticos como o estresse hidrico e salino pode resultar na geragdo excessiva de EROs
(ASADA, 2006). A reducdo de fixacdo do CO, nessas condi¢cdes pode resultar em um
aumento da relacdo NADPH/NADP+ no estroma dos cloroplastos, devido ao menor uso de
poder redutor (NADPH) associado com uma menor atividade do Ciclo de Calvin (FOYER et
al., 2012). Esse desbalanco entre a producéo e consumo de poder redutor favorece o acimulo
de NADPH em relagdo ao NADP”, o que resulta no menor contetido de NADP®, o principal
aceptor de elétrons da cadeia transportadora de elétrons (CTE) cloroplastica (FOYER et al.,
2009). Nessas condicOes, o excesso de elétrons na CTE favorece o desvio de elétrons para a
reducdo do oxigénio molecular, levando a geracdo em excesso de formas parcialmente
reduzida do O2, denominada de EROs.

A intensidade de distarbios sobre processos metabolicos essenciais, como a
fotossintese, em plantas sob condicBes restritivas como a salinidade, é influenciada por
caracteristicas da espécie bem como do genétipo (MUNNS e TESTER, 2008). No geral, a
maior ou menor sensibilidade aos efeitos dos estresses esta relacionada com a presenca de
mecanismos de protecdo diretamente envolvidos com a resisténcia a esses fatores adversos.
Estudo demonstrou que a expressao da enzima Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase

(Rubisco), enzima essencial para a fixacdo do CO,, foi modulada (reduzida) pela salinidade
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em mudas de cajueiro, e que esse padrao de expressao foi afetado pelo tipo de combinagéo de
enxerto/porta-enxerto (FERREIRA-SILVA et al., 2010). Dessa forma, uma possibilidade para
obtencdo de materiais mais resistentes (plantas enxertadas de cajueiro) a salinidade, em
relacdo a fotossintese e certos processos metabolicos, poderia ser a combinagdo de enxertos
(parte aérea) com porta-enxertos que apresentem melhor capacidade fotossintética em
condigdes salinas. Embora ainda preliminares, esse tipo de estudo sugere a necessidade de
pesquisas visando uma melhor caracterizacdo desses marcadores metabolicos envolvidos com
processos fisioldgicos chave para a producdo vegetal em condicBes de estresses abidticos,
como uma melhor eficiéncia fotossintética e protecao foto-oxidativa.

Algumas espécies de frutiferas apresentam sensibilidade diferenciada a salinidade com
relacdo ao sistema radicular e a parte aérea. Plantas de abacate possuem o sistema radicular
mais sensivel a salinidade em relacdo a parte aérea (BERNSTEIN e MEIRI, 2004). Por outro
lado, algumas plantas de citrus (SEDAY et al., 2014; NAVARO et al., 2014) e de videira
(MEGGIO et al., 2014; CORSO e BONGHI, 2014), mais resistentes a salinidade, séo obtidas
pela enxertia de enxertos sensiveis a salinidade sobre porta-enxertos resistentes ao estresse
salino. No presente estudo, foi avaliado a influéncia de genotipos de enxertos e porta-enxertos
de cajueiro ando precoce nas respostas fisiologicas envolvidos na compartimentalizagdo

ionica K*/Na", na fotossintese e na protecio oxidativa em condicdes de salinidade.

2-MATERIAL E METODOS

2.1-Material vegetal e aplicacéo dos tratamentos

As sementes (castanhas) de cajueiro ando precoce (Anacardium occidentale L.),
progénies dos clones CCP 76 e CCP 09, fornecidas pela Embrapa Agroindustria Tropical
(EMBRAPA), Fortaleza-CE, foram submetidas a esterilizacdo com hipoclorito de sédio 5%
(v/v) e semeadas em sacos plasticos com capacidade de 6 litros contendo areia e vermiculita
na propor¢cdo 1:1 (v/v), em casa de vegetacdo sob as condi¢cBes do semiarido brasileiro.
Durante as fases de germinacdo e crescimento inicial a umidade do substrato foi mantida na
préxima da capacidade de campo por irrigacdes frequentes com &gua destilada. Apds o
estabelecimento das plantas, ao atingir o estagio fisiolégico de 10 folhas, foi realizada a

enxertia das mesmas (porta-enxertos).
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As enxertias foram realizadas por um técnico capacitado pela técnica da fenda lateral,
utilizando enxertos (ponteiros/garfos) provenientes de plantas adultas dos clones CCP 76 e
CCP 09, em excedente de 20% da quantidade necessaria ao experimento. As enxertias
reciprocas desses clones possibilitou a formacéo das seguintes combinacdes de enxerto/porta-
enxerto: CCP 76/CCP 76 (auto enxertia do CCP 76), CCP 76/CCP 09 (CCP 76 enxertado
sobre o CCP 09), CCP 09/CCP 09 (auto enxertia do CCP 09) e CCP 09/CCP 76 (CCP 09
enxertado sobre o CCP 76). Apos a pega das enxertias (Figura 1), as mudas selecionadas das
diferentes combinacdes de enxerto/porta-enxerto foram submetidas aos tratamentos de
salinidade com 0, 50 e 100 mM de NaCl em solugdo nutritiva (HOAGLAND e ARNON,
1950) durante 30 dias.

Ao final do experimento foram realizadas medidas de fotossintese, mensuracdo de
trocas gasosas e atividade fotoquimica. Em seguida, as mudas foram fotografadas, para
registros dos sintomas visuais da toxicidade, depois foram coletadas e separadas em raizes,
caule inferior (abaixo da enxertia) e superior (acima da enxertia) e folhas. Apds pesagem da
massa fresca das diferentes partes, as folhas foram congeladas em N, liquido e estocadas a -80
°C para utilizacdo nas analises das analises bioquimicas. As demais partes (raizes e caules)
foram submetidas a secagem em estufa a 70 °C por 72 horas, para mensuracfes da massa seca

e contetdos de fons (Na* e K*).
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Figura 1. Mudas enxertadas das diferentes combinacdes de enxerto e porta/enxertos de
cajueiro ando precoce (CCP 76/CCP 76), (CCP 76/CCP 09), (CCP 09/CCP 09) e (CCP
09/CCP 76) crescendo em condicGes de casa de vegetacdo. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST,
2017.

2.2-Mensuracdes realizadas

2.2.1-Contetudo de massa fresca

Ao final do experimento, as plantas foram coletadas e separadas nas partes folhas,
caule e raiz para a determinacdo das massas frescas (MF). Foram colocadas em sacos de
papel, separadas por subamostra, e imediatamente determinada sua massa fresca em balanca
de precisdo de 0,5 g, com capacidade de 4,1 Kg, Modelo ARD110-3L0. O resultado foi

expresso em (g MF. planta™).

2.2.2-Conteudos de sodio e potassio

A extragdo para as mensuragdes do conteido de sodio (Na*) e potassio (K*) a partir de
tecidos de folhas foi realizada utilizando 50 mg de tecido vegetal seco para 10 mL de &gua
deionizada em banho-maria a 100 °C por 1 hora, em tubos de rosca hermeticamente fechados.
O extrato limpido foi obtido por filtragem e o contetdo de sédio e potassio mensurado por

leituras em fotdmetro de chama (Micronal B462).

2.2.3-Método clorofilas

O conteudo de clorofilas foi mensurado de acordo com Chagas et al., (2008). Uma

folha de cada planta foi coletada, colocada em sacos plasticos e imediatamente congelada em
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N liquido, refrigerados em recipiente com gelo e em seguida armazenadas em um Freezer a -
80 °C no Laboratério de Producdo Vegetal da Unidade Académica de Serra Talhada. Para
determinar o teor de clorofila foi utilizado a metodologia de Chagas, et al. (2008), com
modificacBes. Para isto, foi obtido 100 miligramas de cada folha e a clorofila foi extraida
através da maceracdo em almofariz, adicionando-se 5 ml de acetona (80% v/v). O
sobrenadante foi colocado em tubos de ensaios de 15 ml, filtrado e a absorbancia do
sobrenadante foi avaliada em espectrofotdmetro biochrom libra UV-visivel a 645, 652 e 663

nm (ARNON, 1949). O contetdo de clorofilas foram estimadas pelas seguintes equacdes:

Clorofila a = [(12,7 x A663 — 2,69 x A645)/(1000 x W)] x V 2 (mg. g* MF)
Clorofila b = [(22,9 x A645 — 4,68 x A663)/(1000 x W)] x V = (mg. g™ MF)
Clorofilas totais = [((A652 x 1000)/(34,5)) x (V/1000 x W)] > (mg. g* MF)

Onde: A — absorbéancia; V — volume final do extrato (5 ml); W — peso em gramas do
tecido vegetal (ARNON, 1949)

2.2.4-Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas em folhas maduras e
completamente expandidas por meio do método do pulso de saturacdo (SCHREIBER et al.,
1994; VAN KOOTEN e SNEL, 1990) com um fluorémetro modulado (Modelo MINI-PAM-
I, fabricante Heinz Walz GmbH). A partir dos dados de fluorescéncia foi calculada a
eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il, pela relacdo [Fv/Fm= ((Fm-Fo))/Fm], e os
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 = (FM — F’'M)/F°’M] e o quenching fotoquimico
(ROHACEK, 2002). Também foi calculada a relagdo ETR/PN para estimar o excesso de
eletrons na CTE cloroplastica que esta sendo direcionado ao uso em outros processos ndo
relacionados com a taxa de assimilacdo de CO, (RIBEIRO et al., 2009, SILVA et al., 2010).
Nessas relacdes, 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 Fm', FO'
e Fs representam a fluorescéncia maxima, minima e no estado de equilibrio dindmico na

presenca de luz, respectivamente.
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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, (Pn) e de condutancia estomatica (gS) com um
Sistema Portatil de Fotossintese (Modelo LI-6400XT, Fabriante LI-COR, EUA) em folhas
completamente expandidas submetidas & irradiancia saturante (1000 pmol m? s?) e

temperatura de 29 °C mantidas pelo IRGA na camara de leitura.

2.2.5-Conteudo de perdxido de hidrogénio (H,0,)

O conteudo de H,0, foi determinado pelo método descrito por Cheeseman et al., (2006).
Neste ensaio, o peréxido de hidrogénio reage com Fe*? a pH baixo, na presenca do corante
alaranjado de xilenol (XO) para a formacdo de Fe*®. A concentracdo de Fe** gerada é
calculada pelo aumento da absorbancia, ocasionado pela formacdo do complexo Fe-XO. Para
isso, 500 mg de tecido fresco de folhas foram macerados na presenca de nitrogénio liquido.
Apos a obtencdo de farinha homogénea, 1,5 ml de tampéo borato-bérax 50 mM pH 8,4, foram
adicionados, seguido de maceragdo por mais 3 minutos. As amostras entdo centrifugadas a
13.000 x g por 20 minutos, a 4 °C. Ao término, o sobrenadante foi coletado (H,O, total) e o
precipitado, descartado. Em seguida, aliquotas de 100 pl das amostras (diluidas, caso
necessario) foram transferidas para tubos de ensaio e adicionado 900 pul de reagente contendo
0,25 mM de FeSO,, 0,25 mM de (NH,;)2SO4, 0,25 mM de H,SO4, 124 uM de alaranjado de
xilenol e 99 mM de sorbitol. A mistura de reacdo foi incubada por 30 minutos, a 25 °C, e
posteriormente, foram realizadas as leituras de absorbancia, no comprimento de onda de 560
nm. As concentracdes de H,O, foram obtidas a partir de curva padrdo e os dados serdo

expressos em pmol g* MS.

2.2.6-Conteudo de TBARS

A peroxidacdo de lipidios foi estimada pelo conteldo de substancia reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) conforme Heath e Packer (1968). 0,1 g de folhas frescas foram
macerados em almofariz na presenca de N, liquido seguido da adicdo de TCA 6% 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 foram adicionados 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 reacéo foi interrompida em banho de

gelo, e foram realizadas leituras a 532 e 660 nm. O conteudo de TBARS foi estimado
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utilizando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM™ cm™ ap6s a subtracéo da absorbancia

obtida a 660 nm daquela a 532 nm.

2.3-Extracéo de proteinas para ensaios enzimaticos

Amostra de 0,1 g de folhas frescas foram maceradas em almofariz na com pistilo na
presenca de N, liquido, seguido da extragdo com tampdo 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 superoxido o pH do tampao foi de pH 7,0 e 0 DTT foi substituido
por 5 mM de ascorbato. Apds a extracdo o extrato foi centrifugado a 14.000 x g em
temperatura de 4°C durante 30 min. O contetdo de proteinas solUveis foi determinado
conforme Bradford (1976), e estimado com base em curva padréo utilizando albumina de soro
bovino P.A.

2.3.1-Atividade da peroxidase de ascorbato (APX)

A atividade da peroxidase de ascorbato foi determinada conforme método descrito por
Nakano & Asada (1981). Aliquotas de 0,1 ml de extrato protéico foram adicionadas ao meio
de reacdo composto de 2,7 ml de tampé&o fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0), contendo 0,5
mM de acido ascorbico P.A. A reacdo foi iniciada pela adicdo de H,O, 30 mM ao meio de
reacdo e acompanhada pelo decaimento da absorbancia em 290 nm em espectrofotbmetro
durante 300 segundos, com leitura sucessivas em intervalos de 30 seg. A atividade da APX
foi estimada utilizando o coeficiente e de extingdo molar de 2,8 mM™ cm™ para o ascorbato,
em 290 nm, e expressa como pmol AsA g MF min™ ou de forma especifica, pmol AsA g™

mg* prot. min™.
2.3.2-Atividade da dismutase do superédxido (SOD)

A atividade da dismutase de superoxido foi determinada conforme metodologia descrita
por Gianopolitis e Ries (1977). Aliquotas de 0,1 ml foram transferidas para tubos ensaio
protegidos da luz, contendo tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, contendo 0,1 mM de
EDTA, 13 mM de L-metionina e 75 uM de NBT. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 2 mM
de riboflavina e rapida transferéncia dos tubos, sem a prote¢do da luz, para camara iluminada
por lampada de 30 wats (30 pmol de fétons m? s™), durante 6 minutos. A reacéo foi
interrompida pelo desligamento da luz, os tubos serdo revestidos por filme escuro para

protecdo da luz e realizadas leituras a 540 nm. A atividade da enzima foi estimada com base
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na inibigdo 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™.

2.3.3-Atividade da peroxidase de fendis (POX)

A atividade da enzima peroxidase de fendis foi determinada conforme Kar et al, (1976). A
mistura de ensaio da atividade total de peroxidase compreende um volume total de 5 mL,
contendo: K;HPO, 125 pmols, pH 6,8, Pirogalol 50 pumols, H,0, 50 umols, e 1 mL de extrato
diluido 20 vezes. Este foi incubado por 5 min a 25°C ap6s o qual a reagdo foi paralizada pela
adicdo de 0,5 mL de H,SO, 5% (v/v). A quantidade de purpurogalina formada foi
determinada pela observacéo da absorbancia a 420 nm. O ensaio do método avalia a oxidacao
do pirogalol para purpurogalina pela peroxidase quando catalizada pela peroxidase a 420 nm e
a 20°C.

2.4-Extracdo e dosagem de antioxidantes ndo enzimaticos

2.4.1-Conteudo de glutationa reduzida (GSH)

Os conteudos de glutationa reduzida foram determinados conforme Griffth (1980).
Amostras de folhas frescas (0,1 g) foram maceradas em almofariz na presenca de N, liquido,
até obtencdo da farinha, seguido da adicdo de 1,0 ml de TCA 5% e maceragdo por mais 3 min.
O extrato foi centrifugado a 14.000 x g por 15min em temperatura de 4°C e aliquotas do
sobrenadante foram utilizadas para reacdo. Para determinacdo da GSH 0,2 ml do sobrenadante
foi adicionado em tubos de ensaio seguido da adicdo de 2,6 ml de tampdo fosfato de sodio
150 mM pH 7,4, 1 ml de tampao fosfato de s6dio 100 mM pH 7,0 e 0,2 ml de DTNB 30 mM,
em tampdo fosfato 100 mM pH 7,0. Apds a reagdo foram realizadas leituras em
espectrofotébmetro a 412 nm. O contetdo de glutationa foi estimado com base em curva
padrdo a partir de GSS P.A.

2.4.2-Conteudo de ascorbato reduzido (ASA)

Os contetdos de ascorbato total e das formas reduzida e oxidada foram determinados
conforme Kampfenkel et al, (1995). Amostras de folhas frescas (0,1 g) foram maceradas em
almofariz na presenca de N, liquido, até obtencdo da farinha, seguido da adicdo de 1,0 ml de

TCA 6% e maceragédo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a 14.000 x g por 15 min em
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temperatura de 4 °C e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para reacdo. Para o
conteldo de ascorbato reduzido aliquotas de 0,1 ml do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reacdo contendo 0,3 ml de tampéo fosfato de potassio 200 mM pH 7,4, 0,1 ml de
agua destilada, 0,5 ml de TCA 10%, 0,4 ml de H,PO, 45%, 0,4 ml de bipiridil 4% e 0,2 ml
de FeCls.

2.5-Delineamento estatistico e analise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualisado (DIC) com
tratamentos dispostos em esquema fatorial 3 x 4, trés doses de NaCl (0, 50 e 100 mM) e
quatro tipos de mudas enxertadas (CCP 76/CCP 76, CCP 76/CCP 09, CCP 09/CCP 09 e CCP
09/CCP 76), com trés repeti¢cdes por tratamento, totalizando 36 parcelas com cada uma delas
representada por um vaso contendo uma muda. Os dados referentes as variaveis mensuradas
foram submetidos ao teste F a 5% de significancia, por meio de analise de variancia, e as

médias das variaveis foram submetidas ao teste de Tukey em mesmo nivel de probabilidade.

3-RESULTADOS

3.1-Caracterizacao fisiologica das plantas de cajueiro em respostas ao estresse salino

As combinacdes de enxertos e porta-enxertos de cajueiro ando precoce, reduziram o
crescimento e apresentaram folhas mais clor6ticas e necréticas aos 30 dias, sintomas tipicos
de toxicidade por sal (Figura 2). As mudas CCP 76/CCP 76 apresentaram sintomas de
clorose, ndo evoluindo para necrose, associado a intensa reducdo de crescimento quando
expostas a 50 e 100 mM de NaCl, comparado as plantas controle (Figura 2A). Por outro lado,
as mudas obtidas pela enxertia do CCP 76 sobre o CCP 09 (CCP 76/CCP 09) apresentaram
clorose foliar apenas quando foram cultivadas na presenca de 100 mM de NaCl, indicando
menor sensibilidade ao sal em relagdo as mudas CCP76/CCP 76 (Figura 2A e B).

As mudas auto-enxertadas CCP 09/CCP 09 apresentaram reducéo de crescimento em
reposta a 50 mM de NaCl sem expressar clorose foliar, enquanto naquelas expostas a 100 mM
a reducdo ocorreu associada a intensa necrose (Figura 3C). De forma similar, as mudas com
enxertos do CCP 09 sobre o porta-enxerto CCP 76 apresentaram fortes sintomas de necrose
foliar em repostas a salinidade (50 e 100 mM), se comparadas as plantas controle (Figura 2D).
Em conjunto, os resultados mostram que o porta-enxerto CCP 09 nas mudas CCP 76/CCP 09

promoveu uma menor sensibilidade das mudas sob elevada salinidade (100 mM). Por outro
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lado, as mudas com enxertos (parte aérea) do CCP 09 apresentaram maior sensibilidade ao sal
em relacdo aquelas obtidas com enxertos do CCP 76, sugerindo que nessas combinacdes esse

carater esta mais condicionado ao gendtipo enxerto do que ao genotipo do porta-enxerto.

CCP 76/CCP 76 | CCP 76/CCP 09

CCP 09/CCP 09 ©) ~ CCP 09/CCP 76

A
0

R .
.
<A

d

NaCl — mM NaCl - mM

Figura 2. Sintomas visuais de toxicidade (injurias foliares e restricdo de crescimento) em
mudas enxertadas de cajueiro ando precoce obtidas por enxertias reciprocas dos clones CCP
76 e CCP 09 cultivadas na auséncia (controle) e presenga de salinidade com NaCl (50 e 100
mM) durante 30 dias em condi¢Ges de casa de vegetagdo. Os sintomas foram registrados em
plantas selecionadas entre trés repeti¢fes representativas dentro de cada tratamento, quanto ao
numero de folhas, tamanho da parte aérea e injurias foliares.

As mudas com enxertos do CCP 76 (CCP 76/CCP 76 e CCP 76/CCP 09) apresentaram

maior conteldo de massa fresca foliar em relacdo aquelas enxertadas com enxertos do CCP
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09 (CCP 09/CCP 09 e CCP 09/CCP 76), quando cultivadas na auséncia do sal (Figura 3A).
Por outro lado, nas mudas com enxertos do CCP 76 sob 50 mM de NaCl ocorreu reducdo de
20% da massa fresca foliar, enquanto as mudas com enxertos do CCP 09 ndo apresentaram
reducdo do teor de massa nessa concentracdo (50 mM) do sal. Esses dados indicam que apesar
da parte aérea das mudas com enxertos do CCP 09 ser menor, estas foram menos afetadas
pela dose moderada do NaCl (50 mM). Nas mudas CCP 76/CCP 76 e CCP 76/CCP 09
expostas a 100 mM ocorreu reducdes de 60% e 88%, respectivamente, do conteldo da massa
foliar, enquanto que nas mudas CCP 09/CCP 09 e CCP 09/CCP 76 essas redugdes foram de
80% e 90%, respectivamente, em relagcdo aos controles.

As diferentes combinacOes de enxerto e porta-enxertos avaliadas ndo apresentaram
diferencas significativas do contelldo de massa fresca de caules quando cultivadas na auséncia
do sal (Figuras 3B). Quando expostas a concentracdo moderada do sal as mudas CCP 76/CCP
76 e CCP 76/CCP 09 apresentaram reducdo similar de 11% do contetdo de massa dos caules,
enquanto nas combina¢Ges CCP 09/CCP 09 e CCP 09/CCP 76 essa reducdo foi em média de
22%, ambos comparadas aos respectivos controles (Figura 3B). Apesar da sensivel diferenca
da massa de caules entre as mudas expostas a dose moderada do sal, naquelas submetidas a
dose elevada ocorreu uma reducdo similar de cerca de 57% da massa de caules em todas a
combinages avaliadas, comparadas aos respectivos controles.

As mudas auto enxertadas CCP 76/CCP 76 apresentaram massa fresca radicular 12%
maior em relacdo as demais mudas, quando crescidas na auséncia da salinidade (Figura 3C).
Na presenca de salinidade moderada a reducédo da massa radicular foi de 21% nas mudas CCP
76/CCP 76, enquanto naquelas CCP 76/CCP 09 o crescimento radicular n&o foi afetado pelo
sal, em relacdo aos controles (Figura 3C). Nas mudas CCP 09/CCP 09 e CCP 09/ CCP 76
essa reducdo foi cerca de 25% comparado aos controles. Apresar dessas diferencas entre
mudas dentro de 50 mM, todas as combinacOes apresentaram reducdo similar de 57% do
contetdo de massa da raiz em relacdo aos respectivos controles.

Os sintomas de toxicidade foliar (necrose) associado aos dados de crescimento (menor
massa fresca de folhas, caules e raizes) sob salinidade moderada, indicam que as mudas com
enxertos (parte aérea) do CCP 09 apresentam maior sensibilidade ao sal em relacdo aquelas
com enxertos do CCP 76. No entanto, quando cultivadas sob salinidade elevada os resultados
mostram que as diferentes combinacdes sdo severamente e igualmente afetadas com relacdo

ao crescimento de raizes e caules, porém o crescimento foliar é intensamente mais afetado nas
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mudas produzidas com o CCP 09 utilizado tanto como enxertos como porta-enxerto (CCP
76/CCP 09; CCP 09/CCP 09 e CCP 76/CCP 09).
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Figura 3. Massa fresca da folha (A), caule (B) e da raiz (C) em plantas enxertadas de cajueiro
obtidas por enxertias reciprocas dos genttipos CCP 76 e CCP 09, submetidas a salinidade
pelo aumento da concentracdo de NaCl (0, 50 e 100 mM) na solucéo nutritiva durante 30 dias.
Os valores representam medias de trés repeticdes *+ desvio padrdo. Médias apresentando a
mesma letra minuscula dentro dos niveis de sal e maiuscula entre os niveis de sal ndo diferem
pelo teste de Tukey (p<0,05).

O conteldo de clorofilas totais nas mudas auto-enxertadas CCP 76/CCP 76 é cerca de
15% maior em relacdo as mudas CCP 76/CCP 09 e em média 25% se comparado as mudas
CCP 09/CCP 09 e CCP 09/CCP 76, na sequéncia, quando cultivada na auséncia do sal (Figura
4A). Por outro lado, quando expostas a 50 mM e 100 mM de NaCl por 30 dias o teor de
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clorofilas totais nas mudas CCP 76/CCP 76 foi 43% e 58% menor, respectivamente, enquanto
nas demais combinacdes nao foi afetado pela salinidade (Figuras 4A).

Resultados similares foram observado para o conteudo de clorofilas a e b nas mudas
auto-enxertadas do CCP 76, reducOes de 30% e 55% nas mudas expostas a 50 mM e 100 mM,
respectivamente, em relacdo ao controle, enquanto nos demais tipos de mudas o teor desse
pigmento ndo foi afetado pela salinidade (Figuras 4B e 4C). Entretanto, a relagéo entre as
clorofilas a e b (razdo a/b) ndo foi alterada pelo estresse salino, indicando um aparente

mecanismo de ajuste no contetido desses pigmentos nos fotossistemas (Figura 4D).
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Figura 4. Mudancas nos contetdos de clorofilas totais (A), clorofilas a (B) e b (C) e relacao
clorofilas a/b (D) em folhas de plantas enxertadas de cajueiro obtidas por enxertias reciprocas
dos gendtipos CCP 76 e CCP 09, submetidas a salinidade pelo aumento da concentracdo de
NaCl (0, 50 e 100 mM) na solucéo nutritiva durante 30 dias. Os valores representam médias
de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias apresentando a mesma letra mindscula dentro dos
niveis de sal e maiuscula entre os niveis de sal ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.2-Alocagcdo idnica (Na* e K*) em plantas de cajueiro submetidas ao estresse salino

As mudas das diferentes combinacGes de enxerto e porta-enxerto apresentaram intensa
acumulacio de Na* em folhas, caules e raizes apds 30 dias de exposicdo a salinidade, resposta
pouco influenciada pelos tipos de enxerto/porta-enxertos (Tabela 1). Nas mudas com enxertos
do CCP 76 (CCP 76/CCP 76 e CCP 76/CCP 09) o acimulo de sodio foi proporcional com o
incremento do NaCl na solugéo, sendo que o contetido de Na* foi maior nas plantas expostas a
100 mM em relagdo aquelas cultivadas sob 50 mM. Por outro lado, o teor de Na* foliar nas
com enxertos do CCP 09 (CCP 09/CCP 09 e CCP 09/CCP 76) foi similar nas plantas expostas
a 50 mM e 100 mM de NaCl, com valores iguais aos observados nas mudas com enxerto CCP
76 quando submetidas a 100 mM do sal. Esse resultado sugere que a alocagio do Na* na folha
foi mais dependente do genétipo do enxerto que do porta-enxerto, visto que as mudas com
enxertos do CCP 09 apresentaram teor maximo de Na* foliar ja no tratamento com 50 mM.

O contetdo de Na* nos segmentos superiores e inferiores de caules das diferentes
mudas foi similarmente aumentado em resposta as concentracbes moderada e elevada do sal.
O aumento do teor de Na" em raizes das mudas com enxertos do CCP 76 foi proporcional as
doses, em que nas plantas submetidas a concentracdo mais elevada do NaCl (100 mM) o teor
de Na* foi superior em relagdo as mudas expostas a 50 mM. Por outro lado, as mudas com
enxertos do CCP 09 apresentaram incrementos similares do teor de Na* em resposta as doses
moderada e elevada, atingindo valores similares aos observado nas mudas com enxertos do
CCP 76 tratadas com 100 mM de NaCl. Em conjunto, os dados indicam que o CCP 76
quando usado como enxerto (parte aérea) parece modular a acumulacéo de Na* sob condigbes
moderada de sal, resultando em um menor contetido de Na* tanto em folhas quanto em raizes.

As mudas com enxerto do CCP 76 ndo apresentaram mudancgas do contetido de K*
foliar sob salinidade (Tabela 2). Por outro lado, as mudas com enxertos CCP 09 apresentaram
intensa reducdo do contetdo de K* nas folhas, atingido reduces médias de 45% nas mudas
CCP 09/CCP 09 e de 18% naquelas CCP 09/CCP 76, em relagdo aos respectivos controles
(Tabelas 2). O conteudo de K* foi similar em tecidos de caules entre as diferentes
combinacdes de enxertias aqui avaliadas e nio foi afetado pelo sal. No entanto, o teor de K*
foi severamente reduzido (~30%) em raizes de todas as mudas testadas em relacdo ao
controle. A relagdo K*/Na* foi igualmente reduzida (60-70%) em folhas, caules e raizes de
todas as mudas sob salinidade, com reducdes similares sob 50 mM e 100 mM (Figura 3), isso
demonstra que uma dose moderada de sal é suficiente para causa desequilibrio nutricional

(pelo menos em relacio ao K*) no cajueiro.
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Tabela 1. Contetdo de Sodio em tecidos de folhas, caules superior e inferior e raizes de
plantas enxertadas de cajueiro obtidas por enxertias reciprocas dos gendétipos CCP 76 e CCP
09, submetidas a salinidade pelo aumento da concentragdo de NaCl (0, 50 e 100 mM) na
solucdo nutritiva durante 30 dias.

Partes da planta

Combinacoes NaCl (mM) Folhas Caule superior Caule inferior Raiz

0 166,949,3abC  117,1+3,5aB 124,6+9,3aB  98,1+10,0aC
CCP 76/76 50 343,9+16,1aB  309,0+19,6aA  281,6+14,0bA 170,549,5bcB
100 411,2430,5aA 343,9+26,6abA 321,4+24,4aA  280,3t7,6aA

0 124,6+9,3bC 107,1+9,3aB 122,1+9,3aB  109,1+5,8aB
CCP 76/09 50 281,6+12,7aB  304,0+23,1abA  338,9+31,3aA 132,3+15,4cB
100 403,7+12,2aA  301,5+19,6bA  328,9+21,1aA 198,5+24,8bA

0 114,6+18,6bB  112,1+16,1aC  127,1+12,2aC  93,4+3,8aB
CCP 09/09 50 343,9+16,1aA  249,2+17,6bB  244,2+12,7bB  236,7+31,0aA
100 361,3+41,5aA 368,8+23,1aA  363,8+30,7aA 275,7+25,0aA
0 204,3+15,3aB  119,6+16,1aB = 112,1+16,1aC  113,7+11,6aB
CCP 09/76 50 346,4+43,3aA  323,9+35,7aA  184,449,3cB  211,8+7,9abA
100 388,7+26,6aA  294,0+19,6bA  314,0+18,3aA 177,5+23,2bA

Os valores representam médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias dentro da mesma
coluna, para enxertia, com mesma letra minascula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias dentro da mesma coluna, para salinidade, iguais seguidas da mesma letra
mailscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2. Contetdo de Potassio em tecidos de folhas, caules superior e inferior e raizes de
plantas enxertadas de cajueiro obtidas por enxertias reciprocas dos genotipos CCP 76 e CCP
09, submetidas a salinidade pelo aumento da concentracdo de NaCl (0, 50 e 100 mM) na
solucéo nutritiva durante 30 dias.

Partes da planta

Combinagdes NaCl Folhas Caule Caule inferior Raiz
(mM) superior

0 235,5+154aA  270,7424,5aA  182,9+24,8bB  197,3+15,3bA

CCP 76/76 50 197,9+12,7aA  275,6+27,6aA  165,446,1bB  145,6+11,5bB
100  220,5+24,8aA  300,7+28,1aA  192,9+12,7bA  151,945,8abB

0 200,5+12,7aA  305,7+19,7aA  165,4+16,2bB  238,1+25,5aA

CCP 76/09 50 208,1+18,7aA  290,7+14,1aA  190,4+154bB  115,945,8bB
100  205,5+18,7aA  275,6+49,6aA  180,4+10,6bA  136,2+19,9abB
0 233,1+12,2aA  320,8+19,7aA  187,9+6,1aB  213,0+13,4abA

CCP 09/09 50 130,3+12,7bB  323,3+10,6aA  197,9+15,4aB  184,8+9,6aAB

100 135,3+6,1bB  325,8+23,2aA  255,6+28,1aA  173,8+7,6aB
0 240,6+16,2aA  345,8+26,7aA  160,4+19,7bB  205,2+11,0abA

CCP 09/76 50 185,4+12,7aB  273,1+255aA  162,9+9,3bB 144,1+5,8bB
100  197,9+15/4aB  258,1+30,2aA  220,5+24,8bA  126,8+20,3bB

Os valores representam médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias dentro da mesma
coluna, para enxertia, com mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias dentro da mesma coluna, para salinidade, iguais seguidas da mesma letra
mailscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 3. Relacdo K*/Na" em tecidos de folhas, caules superior e inferior e raizes de plantas
enxertadas de cajueiro obtidas por enxertias reciprocas dos genétipos CCP 76 e CCP 09,
submetidas a salinidade pelo aumento da concentracdo de NaCl (0, 50 e 100 mM) na solucgéo

nutritiva durante 30 dias.

Combinagdes NaCl Partes da planta
(mM) Folhas Caule superior  Caule inferior Raiz

0 1,41+0,06aA 2,31+0,15aA 1,47+0,21abA  2,04+0,28aA

CCP 76/76 50 0,58+0,04aB  0,89+0,04aB 0,59+0,03abB  0,86+0,10aB
100  0,54+0,08aB  0,88+0,12aB 0,60+0,05abB  0,59+0,06aB

0 1,61+0,11aA 2,86+0,18aA 1,35+0,03bA  2,18+0,11aA

CCP 76/09 50 0,74+0,08aB  0,96+0,05aB  0,57+0,08bB  0,88+0,07aB
100  0,51+0,03aB  0,92+0,21aB  0,55+0,03bB  0,69+0,05aB

0 2,10£0,39aA  2,90+0,32aA  1,49+0,09aA  2,29+0,23aA

CCP 09/09 50 0,38+0,04aB  1,30+0,08aB  0,82+0,10aB  0,79+0,10aB
100  0,38+0,05aB  0,89+0,10aB  0,71+0,11aB  0,64+0,08aB

0 1,19+0,15aA 2,97+0,58aA 1,45+0,19aA  1,82+0,14aA

CCP 09/76 50 0,54+0,06aB  0,86+0,14aB  0,88+0,03aB  0,68+0,03aB
100  0,51+0,01aB  0,89+0,15aB  0,70+0,04aB  0,71+0,02aB

Os valores representam médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias dentro da mesma
coluna, para enxertia, com mesma letra minascula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias dentro da mesma coluna, para salinidade, iguais seguidas da mesma letra
mailscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3- Mudancas fotossintéticas influenciadas pelos genotipos do enxerto e porta-enxerto
associadas ao estresse salino

As diferentes combinacgdes de enxerto/porta-enxerto de cajueiro apresentaram intensa
reducdo da fotossintese liquida (Pn) com 0 aumento da salinidade no meio de crescimento. As
mudas cultivadas na auséncia da salinidade ndo apresentaram diferencas significativas na
fixacdo de carbono, independente da combinacdo entre enxertos e porta-enxertos (Figura 5A).
Por outro lado, as mudas das combinagfes CCP 76/CCP 76, CCP 76/CCP 09 e CCP 09/CCP
76 apresentaram reducdo média de 64% da Py se comparadas aos controles, enquanto que na
combinacdo CCP 09/CCP 09 essa reducdo foi de apenas 42%. Nas mudas expostas a
concentracdo mais elevada do NaCl a reducdo da Py nas combinagées CCP 76/CCP 76, CCP
09/CCP 09 e CCP 09/CCP 76 foi cerca de 80% em relacdo aos controles, enquanto nas mudas
CCP 76/CCP 09 a reducdo foi de 64% (Figura 5A).

Os dados mostram que as mudas auto-enxertadas do gendtipo CCP 09 apresentam
maior fixacdo de CO, comparadas as demais combinacdes quando expostas a concentracdo

moderada do sal (50 mM), resposta que ndo foi mantida na presenca do nivel mais elevado do
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NaCl (100 mM). Os resultados mostram ainda, que as mudas CCP 76/CCP 09 apresentaram a
mesma intensidade de reducdo da Py quando tratadas com 50 e 100 mM do NacCl, resultando
numa Py cerca de 100% maior nas mudas sob 100 mM de NaCl comparado as demais
combinagdes (Figura 5A). Esse padrdo apresentado pelas diferentes combinagdes de enxerto e
porta-enxerto foi mantidos para as medidas de condutancia estomatica (gs) e eficiéncia de
carboxilagdo instantanea (relagdo Pn/Ci) (Figura 5A e B).

As diferentes mudas ndo apresentaram diferencas da gs quando cultivadas na auséncia
da salinidade, indicando uma baixa variabilidade genotipica para essa caracteristica (Figura
5B). Por outro lado, as mudas CCP 76/CCP 76 e CCP 76/CCP 09 apresentaram reducdes de
80% da gs e nas mudas CCP 09/CCP 09 e CCP 09/CCP 76 essa reducdo foi de apenas 41% e
65%, respectivamente, quando submetidas a 50 mM de NaCl em relagdo aos respectivos
controles. De forma similar, nas combinacGes de enxerto/porta-enxerto expostas a
concentracdo mais elevada do sal a reducgéo da gs foi cerca de 80% nas combinagfes CCP 76/
CCP 76, CCP 76/CCP 09 e CCP 09/CCP 76, porém foi de apenas 60% para a combinagao
CCP 09/CCP 09 (Figura 5B). Esse padréo de alteracdes para Py e gs, mais influenciado pela
salinidade e aparentemente menos depende dos gendtipos de cajueiro, foi bem relacionado
com a Py/Ci das mudas nas diferentes condiges.

Nas mudas mantidas na auséncia da salinidade ndo foi observada diferencas marcantes
para a relacdo Pn/Ci (Figura 5C). No entanto, nas mudas submetidas a 50 mM de NacCl
ocorreram reducdes de médias de 85% para as combinacdes CCP 76/CCP 76, CCP 76/CCP
09 e CCP 09/CCP 76 e de cerca de 55% para a combinacdo CCP 09/CCP 09. Esse efeito na
relacdo P\/Ci foi intensificado pelo aumento da concentracdo de NaCl, resultando em
reducbes médias de 83% para as mudas CCP 76/CCP 76, CCP 76/CCP 09 e CCP 09/CCP 76
e de 67% para as mudas CCP 09/CCP 09. Em conjunto, os dados mostram que a eficiéncia da
assimilacdo de CO, nas mudas sob salinidade moderada (50 mM) foi favorecida pelo genétipo
do porta-enxerto CCP 09 apenas na auto enxertia (CCP 09/CCP 09), indicado pela maior Py
(80%), gs (150%) e relagéo Pn/Ci (100%), se comparado as demais combinagdes. Por outro
lado, sob salinidade elevada (100 mM) a eficiéncia de assimilacdo de carbono parece ser mais
dependente da combinacdo do enxerto e porta-enxerto do que de gendtipos do enxerto e/ou
porta-enxertos isolados, como demonstrado pela maior Py (100%), gs (60%) e relagdo Pn/Ci
(110%) observada para as mudas de CCP 76 enxertado sobre o CCP 09, em relagéo as demais

combinagdes.
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Figura 5. Mudancas na assimilacdo de CO, (A), condutancia estomatica (B) e eficiéncia
instantdnea de carboxilacdo (C) em plantas enxertadas de cajueiro obtidas por enxertias
reciprocas dos gendtipos CCP 76 e CCP 09, submetidas a salinidade pelo aumento da
concentracdo de NaCl (0, 50 e 100 mM) na solucdo nutritiva durante 30 dias. Os valores
representam médias de trés repeticdes = desvio padrdo. Médias apresentando a mesma letra
mindscula dentro dos niveis de sal e mailscula entre 0s niveis de sal ndo diferem pelo teste de

Tukey (p<0,05).

A reducdo da atividade fotossintética em resposta a salinidade aparentemente nédo

ocorreu associada a danos fotoxidativos nos fotossistemas, como indicado pela manutencéo
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da eficiéncia quantica potencial (Fv/Fm) em todas as combinacdes enxerto/porta-enxertos
(Figura 6A). No entanto, os dados mostram que a eficiéncia quantica efetiva do PSII (AF/Fm’")
foi reduzida pela salinidade (Figura 6B), associada com reducBes na taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR) e no quenching fotoquimico (qP) em todas as combinacdes de
enxerto/porta-enxerto (Figuras 6C e D). Essa resposta indica ocorréncia de reducgdo da
atividade fotoquimica, o que pode ter contribuido para a protecdo oxidativa.

Associado a essa protecdo, foi observado aumento da dissipacdo do excesso de energia
na forma de calor, indicado pelo aumento do quenching ndo fotoquimico (NPQ) em resposta
ao aumento da salinidade (Figura 6E). Por outro lado, foi observado um aumento do excesso
de elétrons para redugdo do CO,, indicado pelo aumento da relacdo ETR/Py em resposta ao
sal para todas as combinacdes de enxerto/porta-enxerto avaliadas (Figura 6F). O que pode
indicar uma perda na eficiéncia fotossintética pelo aumento da ETR/Py e reducdo na P\/Ci
(Figura 5C) em mudas enxertadas de cajueiro ando precoce quando submetidas ao estresse

salino, um padréo de respostas pouco influenciado pelos tipos de enxerto e/ou porta-enxerto.
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Figura 6. Eficiéncia quantica maxima (A) e efetiva do PSII (B) taxa aparente de transporte de
elétrons (C), quenching fotoquimico (D), quenching ndo fotoquimico (E) e razdo da taxa
aparente de transporte de elétrons pela assimilacdo de CO, (F) em plantas enxertadas de
cajueiro obtidas por enxertias reciprocas dos genétipos CCP 76 e CCP 09, submetidas a
salinidade pelo aumento da concentragcdo de NaCl (0, 50 e 100 mM) na solugédo nutritiva
durante 30 dias. Os valores representam médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias
apresentando a mesma letra mindscula dentro dos niveis de sal e maidscula entre os niveis de
sal ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.4-Danos e protecdo oxidativas em respostas ao estresse salino em plantas de cajueiro

Os resultados mostraram que as mudas com enxertos do CCP 76 e auto enxertadas do
CCP 09 (CCP Q9/CCP 09) nao apresentaram mudancas no conteudo de H,O, quando
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cultivadas na auséncia e presenca da salinidade (Figura 7A). Por outro lado, as mudas obtidas
pela combinacdo CCP 09/CCP 76 apesar de possuirem um contetudo de H,O, endégeno cerca
de 50% menor em relacdo as demais, apresentaram um incremento médio de 20% do teor de
H,O, foliar em repostas a salinidade (Figura 7A). O conteido de TBARS em folhas das
mudas CCP 76/CCP 09 foi menor na auséncia do tratamento salino quando comparado com
as demais combinagbes (Figura 7B). As mudas da combinacdo CCP 76/CCP 76 ndo
apresentaram mudancas do conteldo de TBRAS em resposta a salinidade, enquanto as demais
combinacBes de enxerto/porta-enxerto apresentaram sensiveis reducdes do teor de TBARS

quando expostas a salinidade (Figuras 7B).
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Figura 7. Contetdo do peroxido de hidrogénio (A) e peroxidacao de lipidios (B) em plantas
enxertadas de cajueiro obtidas por enxertias reciprocas dos genétipos CCP 76 e CCP 09,
submetidas a salinidade pelo aumento da concentracdo de NaCl (0, 50 e 100 mM) na solugéo
nutritiva durante 30 dias. Os valores representam médias de trés repeticdes + desvio padréo.
Médias apresentando a mesma letra mindscula dentro dos niveis de sal e maiuscula entre o0s
niveis de sal ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

A atividade da enzima dismutase do superdxido (SOD) foliar das mudas CCP 76/CCP

09 foi menor (~20%) se comparada as demais mudas, quando cultivadas na auséncia do sal
(Figura 8A). A salinidade moderada (50 mM) néo afetou a atividade da SOD nas diferentes
combinacg6es, porém foi relativamente menor nas mudas CCP 76/CCP 76 (20%) e naquelas
CCP 09/CCP 76 (43%) quando submetidas a salinidade elevada (100 mM), se comparadas
aos respectivos controles (Figura 8A). A atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX)
foi similar nas mudas CCP 76/CCP 76 e CCP 09/CCPQ9, porém a atividade da APX nessas
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mudas foi cerca de 20% menor e 58% maior se comparadas as mudas CCP 76/CCP 09 e CCP
09/CCP 76, respectivamente, quando crescidas na auséncia do sal (Figura 8B). Nas mudas
expostas a salinidade a atividade da APX foi 18% maior na combinacdo CCP 76/CCP 76,
porém nao foi alterada nas demais combinac¢Ges se comparado aos respectivos controles.

Na auséncia do sal, a atividade da peroxidase de fendis (POX) em folhas das mudas
CCP 09/CCP 09 foi 40% maior em relagdo aquelas CCP 09/CCP 76 e cerca de 180% maior se
comparado as mudas com enxertos do CCP 76 (Figura 8C). Sob da salinidade elevada, a
atividade da POX nas Mudas CCP 76/CCP 09 foi cerca de 27% maior comparado ao controle,
enquanto que nas mudas com CCP 09/CCP 09 a atividade dessa enzima foi reduzida em 32%
sob salinidade. O contetido enddgeno de ascorbato reduzido (ASC) em folhas das mudas com
enxertos CCP 76 foi 50% menor se comparado as mudas com enxertos CCP 09, um carater
aparentemente genético (Figura 9A). Nas mudas com enxertos do CCP 76 e CCP 09 (parte
aerea) expostas a salinidade elevada o conteudo de ASC foliar foi sensivelmente maior (18%)
comparado aos respectivos controles (Figura 9A).

O contetdo de glutationa reduzida (GSH) em folhas das mudas CCP 76/CCP 76 foi
50% menor em relagcdo as demais combinacdes de enxertia na auséncia do sal (Figura 9B).
Apesar da diferenga endogena do teor de GSH foliar das combinagdes, as mudas submetidas a
salinidade apresentaram acréscimos similares de 30% quando submetidas a 100 mM de NacCl,
se comparadas aos respectivos controles. Em conjunto, os dados mostram que as alteragdes do
estado redox celular em folhas das mudas foi pouco afetado pela salinidade. Os indicadores de
danos oxidativos (H,O, e TBRAS) sugerem que estresse salino ndo induziu danos oxidativos
aparente nas mudas avaliadas. De forma similar, a protecdo oxidativa, enzimética avaliada
com base nas enzimas SOD e APX, corroboram a baixa alteragéo redox observada. Por outro
lado, a manutencdo da atividade da POX associado ao expressivo aumento dos antioxidantes
ASC e GSH em resposta a salinidade, indicam que esses componentes enzimaticos e nao

enzimaticos estdo associados com relativa protecdo oxidativa na espécie sob condicdes salina.
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Figura 8. Atividade da superoxido dismutase (A), peroxidase do ascorbato (B) e Peroxidase
de Fendis (C) em plantas enxertadas de cajueiro obtidas por enxertias reciprocas dos
gendtipos CCP 76 e CCP 09, submetidas a salinidade pelo aumento da concentracdo de NaCl
(0, 50 e 100 mM) na solucdo nutritiva durante 30 dias. Os valores representam médias de trés
repeticbes + desvio padrdo. Médias apresentando a mesma letra minascula dentro dos niveis
de sal e mailscula entre os niveis de sal ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 9. Contetdos de ascorbato (A) e glutationa (B) reduzido em plantas enxertadas de
cajueiro obtidas por enxertias reciprocas dos genétipos CCP 76 e CCP 09, submetidas a
salinidade pelo aumento da concentracdo de NaCl (0, 50 e 100 mM) na solucdo nutritiva
durante 30 dias. Os valores representam médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias
apresentando a mesma letra mindscula dentro dos niveis de sal e maitscula entre os niveis de
sal ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4-DISCUSSAO

4.1-Caracterizacao fisioldgica das plantas de cajueiro em respostas ao estresse salino

A salinidade é um dos inimeros fatores que afeta o crescimento das plantas, reduzindo
a capacidade de absorver agua, afetando diretamente a taxa de crescimento (KARIMI e
HASANPOUR, 2014). No presente estudo, mudas enxertadas de cajueiro submetidas a doses
crescentes de NaCl apresentaram sintomas visuais de toxicidade (necrose e clorose) seguido
queda de folhas (Figura 2), esses sintomas foram mais intensificados na combinacdo de
enxerto CCP 09, mostrando maior sensibilidade ao estresse. As diferentes combinacdes de
enxerto e porta-enxerto apresentaram também decréscimo significativo na massa fresca das
folhas, caule e raiz (Figura 3). Resultados ainda mostram que a combina¢cdo CCP 09/CCP 09
apresentou menor massa fresca de folhas e massa fresca do caule quando exposta a
concentragdo moderada do sal (50 mM).

Com relagéo ao padréo de aparecimento e desenvolvimento dos sintomas foliares, 0s
dois genotipos apresentaram um claro contraste genético. Nas mudas com folhas do CCP 76
os sintomas iniciaram com uma clorose, indicando reducdo do teor de clorofilas, e resultou
em forte reducgdo de crescimento associado, em parte, a queda de folhas. No caso das mudas
com a parte aérea (enxertos) do genotipo CCP 09, os sintomas foram evidenciados por um
ressecamento direto das folhas sem a ocorréncia inicial de areas cloréticas, sugerindo um forte
efeito osmatico causado pela salinidade no tecido foliar.

Vale ressaltar que a clorose progressiva nas mudas com folhas do CCP 76 ocorreu
associada a reducdo do teor de clorofilas, principalmente naquelas mudas CCP 76/CCP76,
enquanto a necrose em folhas do CCP 09 nédo afetou o teor de clorofilas. Esses resultados
mostram uma clara diferenca para essa caracteristica a qual é determinada pelo tipo de
genotipo, indicando que as mudas com enxertos do CCP 76 parecem ser mais resistentes aos
danos foliares induzidos pelo estresse salino, se comparadas aquelas com o CCP 09 na parte
aérea. A reducdo do teor de pigmento fotossintéticos em plantas sob salinidade ocorre, em
parte, devido aos danos oxidativos nos fotossistemas, como resultados de efeitos osmoticos
e/ou ibnicos do estresse (SILVEIRA e CARVALHO, 2016).

A reducdo de crescimento é um evento frequentemente relatado na maioria das
espécies expostas a salinidade, podendo ser atribuido principalmente a toxicidade,
desequilibrio nutricional e/ou distirbio na homeostase de ions (ZHAO et al., 2007; JIANG

etal., 2011, 2012, 2014). A reducdo da area foliar diminui a area disponivel para fotossintese,
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que esta diretamente com o menor crescimento do vegetal sob salinidade (PARIDA et al.,
2004). A morfologia, fisiologia e bioquimica das plantas pode variar em funcdo do genétipo,
idade da planta e duracdo do estresse (WILLADINO; CAMARA, 2010; GURGEL et al.,
2008).

A reducdo de crescimento das plantas em virtude da salinidade ocorre em duas fases.
A primeira esta relacionada respeito ao efeito osmatico, resultando de elevadas concentracBes
de sais na solucdo do solo, reduzindo o potencial osmético da solucdo, diminuindo assim a
disponibilidade de &gua para as plantas. A segunda refere-se aos ions absorvidos pelas
plantas, que acaba se concentrando em quantidades excedentes aquelas que as plantas séo
capazes de compartimentalizar em seus vacuolos, concentrando no citosol e em outras
organelas, interferindo nas inimeras reacGes enzimaticas (MUNNS, 2005; MUNNS e
TESTER, 2008).

Esse padrdo de respostas é observado em diferentes espécies quando submetidas a
salinidade, como algoddo (FREITAS et al., 2011), feijdo-de-corda (LIMA et al., 2011),
girassol (HEIDARI et al., 2011), milho (GOMES et al., 2011) e sorgo (FEIJAO et al., 2011),
caracterizando uma resposta tipica das plantas quando estressadas com sal. As plantas
sensiveis a salinidade apresentam diversos distarbios fisiologicos, incluindo a reducgédo de
crescimento e alteragdes da morfologia (MUNNS, 2005). Logo, a biomassa € um importante
pardmetro confiavel para avaliar a tolerancia ao estresse salino (HUANG et al., 2012). Essa
reducdo de crescimento € atribuida em parte a distirbios fotossintético, envolvendo
restricdo da assimilacdo de carbono associado a efeitos no aparato fotoquimico (JAMIL M.
et al., 2013), como degradagdo de componentes dos fotossistemas (SILVEIRA e
CARVALHO, 2016).

A reducdo no conteudo de clorofilas em plantas sob salinidade estd associada a
toxidade i6nica nos cloroplastos, resultando no fechamento estomatico e menor absorcéo de
CO, (SEVENGOR et al., 2011), degradacdo da clorofila pelas espécies reativas de oxigénio
(YASAR et al., 2008), ativagdo de clorofilases bem como instabilidade dos complexos
pigmento-proteina nos PS Il (SAHA et al., 2010). Em nosso experimento o contetdo de
clorofilas das plantas enxertadas foi reduzido apenas na combinacdo CCP 76/CCP 76, com
diminuicdo dos contetdos de clorofilas totais, a e b em resposta ao estresse (Figura 4). A
diminuicdo do teor de clorofilas em resposta a salinidade é um fendBmeno comum (PARIDA
e DAS, 2005; KARIMI et al., 2014), uma resposta que pode variar tanto em funcdo da
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duracdo como da severidade do estresse (PANDA e KHAN 2009, LI et al. 2010, SADDER et
al. 2013).

Apesar da reducdo do conteudo de clorofilas nas mudas auto enxertadas com CCP
76/CCP 76, as diferentes combinagdes ndo apresentaram mudancas significativas na relacdo
entre os contetdos de clorofilas a/b em respostas ao estresse salino (Figura 4E). Esses
resultados podem indicar um aparente mecanismo de ajuste no contetdo desses pigmentos o
gue pode auxiliar na estabilidade de funcionamento de fotossistemas. Por outro lado, alguns
relatos mostram um aumento nos teores de clorofilas em fungdo da salinidade, resposta que
pode ser atribuida ao maior desenvolvimento dos cloroplastos, 0 que esta associado a ativagdo
de um mecanismo de protecéo ao aparato fotossintético (GARCIA-VALENZUELA, 2005).

4.2-Alocacdo ibnica (Na* e K*) em plantas de cajueiro submetidas ao estresse salino

O estudo mostrou expressivo expressivo aumento no teor de Na* em folhas, caules e
raizes em todas as combina¢Ges de enxerto/porta-enxerto em resposta ao incremento da
salinidade, mostrando maior sensibilidade pela aparente auséncia de restricdo e alocacdo de
Na’ nas plantas de cajueiro ando precoce (Tabela 1). A compartimentacdo de fons toxicos
(Na* e CI") nos vactolos, evitando maior concentragio no citoplasma, é uma importante
caracteristica de tolerdncia das plantas a salinidade (ZHANG et al., 2011), contribuindo para
reduzir os efeitos toxicos em tecidos fotossinteticamente ativos (WAHOME et al., 2001;
ESTAN et al., 2005; COLLA et al., 2010). A zona radicular exposta a salinidade influencia
negativamente a integridade da membrana, alterando a absor¢do de K™ e relagdo Na*/K* com
posterior reducdo do crescimento da planta (SILVA, 2010).

Outro importante mecanismo para evitar tais efeitos € a capacidade que as plantas
possuem em regular a absorcdo e transporte de ions da zona radicular para a parte aérea
(MUNNS, 2005; MUNNS; TESTER, 2008). Em porta-enxerto de citrus sob salinidade foi
observado que a tolerancia esta associada com a capacidade de retencdo dos ions nas raizes
impedindo que seja transportado para parte aérea da planta (ARBONA, et al., 2006;
MOYA, et al., 2003). Além disso, elevado contetido de Na* nos tecidos vegetais, interferem
na homeostase K* como também afeta a disponibilidade, transporte e mobilizacio de Ca?*,
causando prejuizos do crescimento e desenvolvimento do vegetal (KADDOUR et al., 2012).

No presente estudo, o contetido de K* foliar foi reduzido apenas nas combinacdes com
enxerto CCP 09, indicando maior sensibilidade (sintomas de toxicidade) e menor capacidade
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de manter o teor K foliar sob salinidade. Esse menor teor de K* foliar ocorreu associado ao
intenso ressecamento foliar dessas mudas (com enxertos CCP 09) em reposta salinidade,
reforcando a hipdtese do efeito osmético nessas condi¢Oes (Figura 1 e Tabela 2). O potéssio é
um macronutriente que possui funcdo de osmorregulador, por estar presente em elevada
concentragéo no citosol celular. Assim plantas bem nutridas com K* séo relativamente mais
resistentes ao efeito osmético do sal (APSE e BLUMWALD, 2007).

Quanto ao contetido de K* radicular foi reduzida em todas as combinacdes em resposta
a salinidade (Tabela 2). Reducéo do K" foliar sob estresse salino pode ser devido ao efeito
direto do Na* movendo o K, ou até mesmo o K* pode ser perdido pelos tecidos das raizes
(CAMARA et al., 2003). Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Ferreira-
Silva et al. 2008, que também observaram reducéo significativa nos teores de K* em raizes
de plantas de cajueiro ando precoce tratadas com salinidade. Essas alteracbes acontecem
devido a competicio pelo mesmo sitio de absorgdo da célula entre os cations Na* e K
(DEINLEIN et al., 2014; SHABALA; POTTOSIN, 2014), e a deficiéncia de K" esta ligada
diretamente a produtividade por fazer parte dos processos biofisicos e bioquimicos (BENITO
etal., 2014).

A salinidade também pode reduzir a concentragdo de K*, Ca** e N em diferentes
culturas como trigo (RAZA et al., 2006), Girassol (AKRAM et al., 2007), rabanete, repolho
(JAMIL et al., 2007) e canola (ULFAT et al., 2007). Como o potassio é ativador enzimatico
e ndo pode ser substituido pelo Na* nessa funcéo, vai provocar uma elevada relagio Na'/K",
inibindo diversos processos metabolicos essenciais. (WILLADINO; CAMARA, 2010). A
relagio K'/Na’ nas folhas, caules e raizes do cajueiro foram reduzidas em todas as
combinagGes de enxerto/portas-enxertos na mudas de cajueiro em resposta ao aumento da
concentracdo NaCl, ao qual ndo diferiram entre as salinidades aplicadas (50 e 100 mM)
(Tabela 3).

A razédo equilibrada K*/Na" nas plantas ¢ de fundamental importancia por estar
envolvido em varios processos metabdlicos, mantendo a pressdo de turgescéncia na célula,
além de ativar enzimas metabdlicas (HOSSAIN et al., 2002). Uma relacdo K*/Na* acima de
1 ¢é ideal para que ocorra normalmente os processos metabdlicos dependentes do K*, como
também sintese de proteinas, abertura de estébmatos, quando os valores dessa relagdo séo
inferiores a 1 esta ocorrendo toxidade i6nica pelo acumulo de Na* (APSE et al., 2007). Desse
modo, elevada razdo K'/Na® pode aumentar a tolerancia das plantas quando expostas a
salinidade (SHABALA e CUIN, 2008; MUNNS e TESTER, 2008).
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4.3- Mudancas fotossintéticas influenciadas pelos gendétipos do enxerto e porta-enxerto
associadas ao estresse salino

Os resultados obtidos mostram que o estresse salino levou a reducéo significativa da
fixagdo de carbono (Py) nas diferentes combinagbes de enxerto/porta-enxerto, embora as
mudas ndo apresentaram diferencas significativas quando cultivadas na auséncia do sal. As
combinag¢bes CCP 76/CCP 76, CCP 76/CCP 09 e CCP 09/CCP 76 apresentaram maiores
reducdes (64%) da Py se comparadas aos controles. Quando as mudas expostas a
concentracdo mais elevada do NaCl as combinagfes CCP 76/CCP 76, CCP 09/CCP 09 e CCP
09/CCP 76 apresentaram reducdo de 80% (Figura 5A). Esse padrdo de resposta apresentado
pelas diferentes combinacdes de enxerto e porta-enxerto foi mantidos para as medidas de
condutancia estomatica (gs) (Figura 5B) e eficiéncia de carboxilacdo instantanea (relagdo
Pn/Ci) (Figura 5C).

Os resultados indicam que as trocas gasosas parecem ser mais influenciadas pela
combinacdo do enxerto e porta-enxerto do que de gendtipos do enxerto e/ou porta-enxertos
isolados, como observados nos parametros avaliados. O excesso de ions salinos afeta os
processos fisiologicos (CHA-UM e KIRDMANEE, 2009), reduzindo a taxa de assimilagdo de
CO; nas folhas (NAVARRO et al., 2007). Essa reducdo da fotossintese pode estar associada
aos danos no aparato fotossintético e pela reducdo da Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase ou
diminuicdo de sua capacidade de regeneracdo (KAO et al., 2006).

A diminuicdo da fotossintese e condutancia estomética observada nas folhas de
cajueiro também foi relatado por Meloni at al., (2003) que trabalhou com cultivares de
algoddo sob salinidade e observou-se também reducdo da eficiéncia fotossintética. O mesmo
foi observado por Mesquita (2007), que verificou restricdo da fotossintese em plantulas de
cajueiro irrigadas com solucdo contendo sais. Essa reducdo da atividade fotossintética pode
ser devido aos efeitos de fons toxico (Na*) como relatado por Netondo (2004) que trabalhou
com plantas de sorgo e Ldopez-Climent (2008) com laranja, ja esses sintomas de toxicidade
sdo claramente observados nas folhas de cajueiro quando expostos a salinidade (Figura 2).
Estando diretamente envolvido na reducdo dos pigmentos fotossintéticos, prejudicando o
transporte de elétrons, funcionamento da atividade do PSII e homeostase de ions nas células
(CHAVES et al., 2009, 2011).

Apesar da reducdo fotossintética causada pelo estresse salino, teoricamente nédo foi
associado a danos fotoxidativos nos fotossistemas, como pode ser observado pela manutencao

da eficiéncia quantica potencial (Fv/Fm) em todas as combinag@es (Figura 6A). Apesar disso,
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a eficiéncia quantica efetiva do PSII (AF/Fm"), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) e
quenching fotoquimico (qP) foram reduzidas pela salinidade em todas as combinagfes de
enxerto/porta-enxerto (Figuras 6B, C e D), essa resposta indica reducdo da atividade
fotoquimica, contribuindo para protecdo oxidativa. Resultados diferentes foram encontrados
por Lu et al. (2002), que trabalhando com plantas de Suaeda salsa sob estresse salino ndo
observou efeitos nas reagdes fotoquimicas.

De acordo com Foyer e Noctor (2000) plantas expostas a estresse salino podem ter
impedimentos na fotoquimica por causar danos em receptores de elétrons primarios, como o
pool de plastoquinona. Esses efeitos nas reagdes fotoquimicas podem estar relacionada com o
excesso de ions tdxicos, o que pode ser confirmado pelos achados de Tezara et al., (2005). De
fato, a toxicidade idnica, alteracdo na atividade estomatica com menor disponibilidade de
K" so alguns dos fatores que podem estar envolvidos na reducio do aparato fotossintético
nas mudas enxertadas de cajueiro. Mas segundo Chagas (2008) a completa inibicao
fotoquimica no PSII corre apenas se a planta estiver sob elevado dano oxidativo.

Por outro lado foi observado um aumento do quenching ndo fotoquimico (NPQ) e da
relacdo ETR/Py em resposta ao estresse salino em todas as combinacfes de enxerto/porta-
enxerto avaliadas (Figura 6E e F). O aumento da relacdo ETR/Py e reducdo na Pn/Ci (Figura
7C) pode indicar uma perda da eficiéncia fotossintética. Esse aumento da relacdo ETR/Py
significa que estd ocorrendo alteracéo entre o fluxo de elétrons e a fixacdo de CO, durante a
fotossintese, que esta relacionada com aumento da atividade oxigenase de Rubisco, o que
representa a perda de elétrons para outros processos fisiologicos em vez de serem usados para
a fixagdo de CO, (BAKER et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009).

4.4-Danos e protecao oxidativas em respostas ao estresse salino em plantas de cajueiro

As plantas quando submetidas ao estresse salino ocorre elevada producdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs), causando estresse oxidativo (GILL e TUTEJA, 2010). Dentre
as EROs o peroxido de hidrogénio (H,0;) é considerada como uma das indicadoras de
estresse (MILLER et al., 2008, WANG e SONG, 2008). E em altas concentracdes pode
inibir a fixacdo de CO,, diminuindo assim a capacidade fotossintética (YAMAZAKI et al.,
2003). No presente estudo, apenas a combinacdo CCP 09/CCP 76 aumentou o contetdo de
(H202) quando foram submetidos aos tratamentos salinos (Figura 7A). Contudo, a
combinacdo CCP 76/CCP 09 aumentou o contedo de substancias reativas ao &cido
tiobarbitarico (TBARS) (Figuras 7B).
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Resultados diferentes foram encontrados por Umar (2011) que trabalhou com Bactris
campestres sob salinidade e observou que o conteudo de TBARS aumentou de acordo com o
estresse. O excesso de sal no solo leva formacdo de EROs provocando a perda da
permeabilidade da membrana, causando mau funcionamento das proteinas e canais de ions
(NEDJIMI, 2014; TURAN e TRIPATHY, 2013; MUNNS e TESTER, 2008). A salinidade
mesmo em baixos niveis causa a peroxidacao lipidica em cereais (DE AZEVEDO NETO et
al., 2006; ASHRAF et al., 2010) e legumes (SERGIO L. et al., 2012; TAYEBIMEIGOONI
etal., 2012).

Em ambientes salinos a sobrevivéncia das plantas esta relacionada com a producao
de osmoprotetores e ativacdo de enzimas antioxidantes (WILLADINO; CAMARA, 2004,
PRAXEDES et al., 2009). A SOD como sendo considerada a primeira linha de defesa atua
na conversdo do radical superéxido (O,") em H,O,. Logo apds, as enzimas CAT e APX
atuam removendo o H,O, (SHARMA et al.,, 2012; YOU; CHAN, 2015). Sendo que a
capacidade de tolerancia ao sal esta diretamente ligada com proporcdes elevadas de enzimas
antioxidantes (BOR et al., 2003; SHALID et al., 2011; BALAL et al., 2012). Nesse
experimento, a atividade das enzimas superdxido dismutases (SOD) foi influenciada
negativamente com a salinidade (Figura 8A). Apenas a combinacdo CCP 76/CCP 09
aumentou a atividade da SOD em resposta ao estresse salino.

A atividade da APX apresentou aumento apenas na combinagédo CCP 76/CCP 76 em
decorréncia do estresse salino (Figura 8 B). Os dados mostram ainda que a atividade da POX
apresentou aumento nas combinacfes de enxertos CCP 76/CCP 09 e CCP 09/CCP 76 em
decorréncia da salinidade aplicada (Figura 8C). Importante papel das peroxidases esta na
adaptacdo de plantas sob condicdes de estresse salino, por fazer parte da regulacdo dos niveis
de H,0,, evitando seu acimulo a niveis téxicos (HARIR; MITLLER, 2009).

Os dois antioxidantes ndo enzimaticos ascorbato e glutationa estdo diretamente
relacionados com varias atividades bioldgicas, crescimento, desenvolvimento e tolerancia das
plantas aos estresses (GILL e TUTEJA, 2010; FOYER e NOCTOR, 2011). Atuando
diretamente na remocdo das espécies reativas de oxigénio eliminando o excesso de H,O,
(FOYER e NOCTOR, 2011). Nesse estudo, as combinacGes CCP 76/CCP 76, CCP 76/CCP
09 e CCP 09/CCP 76 apresentaram aumento do contetdo de ascorbato (ASC) em resposta a
salinidade (Figura 9A). Ja o contetdo da glutationa (GSH) apenas a combina¢do CCP 09/CCP
76 apresentou reducdo quando tratada com concentracdo moderada do sal (50 mM) (Figura

9B). E bem relatado que a GSH possui papel significativo nos mecanismos de defesa e
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protecéo das plantas quando estdo submetidos aos estresses (MITTOVA et al., 2003; ANJUM
etal., 2014; NAZAR et al., 2014).

5-CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostram uma série de respostas apresentadas pelas
mudas de cajueiro enxertadas, expostas a salinidade, que revelam um pouco da complexidade
da interacdo fisiologica entre enxertos e porta-enxertos no processo de enxertia, mecanismos
ainda pouco conhecidos. Os principais dados mostram caracteristicas que estdo associadas
com a sensibilidade e/ou resisténcia a salinidade, na qual algumas foram mais dependentes do
enxerto, aquelas que foram influenciadas mais pelo porta-enxerto e pela interagcdo enxerto e
porta-enxerto, além de caracteristicas ndo depende dos gendtipos.

Dentre as principais conclusdes, podemos citar caracteristicas que foram dependentes
do enxerto: (1) A maior sensibilidade foliar ao sal foi determinada pelo genotipo do enxerto,
como mostrado no CCP 09 pelo forte ressecamento associado ao menor teor de K*; do porta-
enxerto: (2) o menor teor de K* foliar nas mudas com enxertos CCP 09 sob sal foi associado
ao reduzido teor de K* nas raizes dos porta-enxertos, sugerindo limitagio desses genotipos
aqui testados para uso como porta-enxertos; da interacdo: (3) a Py foi mais dependente da
combinacdo do enxerto/porta-enxerto que do tipo de gendtipos, mostrado pela maior Py, gs €
relacdo Pn/Ci apenas nas mudas de CCP 76/CCP 09; e ndo dependente dos genotipos: (4) a
menor atividade fotoquimica associada a prote¢do foto-oxidativa ocorreu de forma similar em
todas as mudas, indicando uma resposta comum da espécie e ndo influencia pelo gendtipos

avaliados.
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