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RESUMO

LIRA, EMANNUELLA HAYANNA ALVES DE. M.Sc., Universidade Estadual da
Paraiba/Embrapa Algoddo, Fevereiro de 2016. Mobilizacdo de reservas durante o
estabelecimento de pléantulas de pinhd manso submetidas ao estresse salino. Campina
Grande, PB, 2015. p.76. Dissertacdo (Programa de POs-Graduacdo em Ciéncias Agrarias).
Orientador: Prof. Dr. Josemir Moura Maia.

No presente trabalho prop6s-se testar a hipdtese de que a salinidade afeta a mobilizacao
de reservas durante o desenvolvimento de plantulas de pinhdo manso com prejuizos ao
crescimento e estabilizacdo das plantulas. A pesquisa constou de 3 experimentos, onde no 1°
padronizou-se , as doses de sal e a melhor fase para a coleta das plantulas a serem utilizadas nos
experimentos subsequentes. Para tanto, utilizou-se dois gendtipos de pinhdo manso (CNPAPM-
X e CNPAPM-III) e 5 concentracbes de NaCl (0; 50; 100; 150; 200 mM) aplicados entre 0 4° e
8° dia apds a semeadura. Nesse experimento verificou-se que a dose de NaCl que proporcionou
maior indice de germinacdo para o genétipo CNPAPM-X foi a de 200 mM e para o genotipo
CNPAPM-III foi a de 50 mM. Ainda, observou-se que o genotipo CNPAPM-X foi mais
tolerante a salinidade durante a fase germinativa do que o genétipo CNPAPM-III. Assim,
definiu-se as doses de 75 e 150 mM de NaCl como tratamentos moderado e severo,
respectivamente, a serem utilizados nos experimentos subsequentes. No experimento 2 para se
definir o efeito da salinidade no crescimento inicial de plantulas de pinhdo manso avaliou-se o
status hidrico atraves do percentual de umidade, conteudo relativo de agua, particdo iénica e 0s
danos fisiolégicos em membrana de plantulas tratadas com 0; 75 e 150 mM de NaCl. Nesse
experimento é possivel sugerir que o status hidrico de plantulas de pinhdo manso € prejudicado
pelo aumento da salinidade, através de uma reducdo na capacidade do acumulo de agua pelas
plantas e que isso pode estar associado ao aumento do contetido de Na* principalmente no caule,
indicando que este 6rgdo funciona como acumulador deste ion. A relacdo entre os efeitos da
salinidade no crescimento de plantulas foram avaliados no experimento 3 através da

quantificacdo de agucares, amido, proteinas, aminoacidos e lipidios em folhas cotiledonares,
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caule e raizes. Nesse experimento observou-se aumento no conteudo de todas as classe de
macromoléculas analisadas em ao menos 1 dos 6rgdo estudados. Este experimento permitiu
concluir que o acumulo dos solutos organicos analisados podem auxiliar no processo de
ajustamento osmotico de plantulas de pinhdo manso sob salinidade, embora esse acumulo nédo
tenha sido capaz de impedir as perdas na biomassa das plantulas. Ainda, verificou-se que a
salinidade provocou inibicdo da mobilizacdo de lipidios e reservas de carbono, fatores que
juntamente com a sintese de proteinas e aminoécidos contribuem para a tolerancia dessas plantas

a salinidade.

Palavras-chave: Jatropha curcas L., salinidade, particdo de macromoléculas.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carl_von_Linn%C3%A9
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ABSTRACT

LIRA, EMANNUELLA HAYANNA ALVES DE. M.Sc., Universidade Estadual da
Paraiba/Embrapa Algodéao, Fevereiro de 2016. Mobilization of reserves for the establishment
of Jatropha seedlings subjected to salt stress. Campina Grande, PB, 2015. p.76. Dissertacdo
(Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Agrarias). Orientador: Prof. Dr. Josemir Moura Maia.

In the present study is proposed test the hypothesis that salinity affects the mobilization
of reserves for the development of Jatropha seedlings with damage to the growth and
stabilization of the seedlings. The study consisted of three experiments, where in the 1st was
standardized the experimental driving time, salt dosages and the best time to collect the seedlings
to be used in subsequent experiments. For this purpose, were used two genotypes of Jatropha
(CNPAPM-X and CNPAPM-I1II) and 5 concentrations of NaCl (0; 50; 100; 150; 200 mM)
applied between the 4th and 8th days after sowing. In this experiment it was found that the NaCl
dose which provided the highest germination rate for the CNPAPM-X genotype was 200 mM
and for CNPAPM-III genotype was 50 mM. Furthermore, it was observed that the genotype
CNPAPM-X was more tolerant to salt stress, during the germination phase, than the CNPAPM-
I11 genotype. Thus, the doses of 75 and 150 mM NaCl were defined such as moderate and
severe, respectively, to be used in subsequent experiments. In experiment 2, to define the effect
of salinity on the initial growth of Jatropha seedlings were evaluated the water status through the
moisture percentage, relative water content, ion partition and physiological damage in membrane
seedlings treated with 0; 75 and 150 mM NacCl. In this experiment it could be suggested that the
water status of Jatropha seedlings is hampered by the increasing salinity, by reducing the
accumulation capacity of water by plants and this may be associated with increased content of
Na" especially on the stem, indicating that this part works like as accumulator of this ion. The
relationship between the effects of salinity on growth of seedlings were evaluated in the third
experiment through quantification of sugars, starch, proteins, amino acids and lipids in
cotyledonary leaves, stem and roots. In this experiment there was an increase in the content of all
classes of macromolecules analyzed in at least one of the organs studied. This experiment
concluded that the accumulation of these macromolecules in the analyzed parts could assist in

osmotic adjustment process Jatropha seedlings under salinity, although this accumulation has not
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been able to prevent losses in the biomass of plants. Further, it was found that salinity caused
inhibition of lipid mobilization and carbon reserves, factors that together with the synthesis of
proteins and amino acids contribute to the salinity tolerance of these plants.

Keywords: Jatropha curcas L., salinity, macromolecules partition.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carl_von_Linn%C3%A9
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1. INTRODUCAO

O excesso de sais no solo é um dos principais problemas enfrentados pela agricultura
mundial (CHEN et al.,, 2012). A situagcdo dos solos no Brasil no tocante a salinidade é
extremamente preocupante para a producdo vegetal, principalmente na regido Nordeste do pais,
onde os fatores climaticos (baixa precipitacao e alta evapotranspiracéo) favorecem a salinizagao
desses solos (COELHO et al., 2014a). Os solos salinos geralmente deixam de ser rentaveis a seus
proprietarios e consequentemente sdo abandonados, pois, esse excesso de sais acaba por
comprometer as fungdes fisiologicas e bioquimicas das plantas, causando estresse osmotico, o
que resulta em distdrbios das relagdes hidricas, alteracdes na absorcédo e utilizacdo de nutrientes
essenciais além do acumulo de ions toxicos (CALVET et al., 2013).

A solucdo para a reutilizacdo desses locais esta na selecdo de espécies rentaveis e que sejam
tolerantes as condicOes preexistentes; uma alternativa seria 0 aproveitamento dessas terras para a
producdo de matéria prima para os biocombustiveis dada a importancia da producdo de energia
de formas alternativas, tendo em vista a crise no mercado energético, onde a maior parte da
energia consumida no planeta deriva de fontes ndo renovaveis, a exemplo do petroleo, carvédo
mineral e gas natural. Neste contexto, as plantas oleaginosas, como o pinhdo manso, ganham
destaque, pois podem ser utilizadas como fontes de energia que além de renovaveis, poluem
muito menos que os derivados do petrdleo contribuindo assim com o meio ambiente (MAIA et
al., 2014). O pinhdo manso é uma planta perene bastante resistente a condi¢Ges climaticas
adversas como seca e salinidade (SINGH et al., 2007), o que lhe torna uma espécie compativel
com as condicdes de clima e solo brasileiro, principalmente quando se observa as caracteristicas
edafoclimaticas da regido nordeste.

Apesar da grande potencialidade observada na cultura do pinhdo manso para a producéo de

biodiesel, ainda s&o poucas as pesquisas voltadas para a domesticacdo dessa espécie que ainda é
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considerada selvagem e pouco se sabe sobre suas respostas fisioldgicas e bioquimicas,
principalmente quando expostas a condicdes de salinidade durante a germinagdo e o
desenvolvimento da plantula, fases que segundo Borges (2003) s&o consideradas chaves para a
estabilizacdo e manutencdo da cultura no campo. Sabe-se que o acumulo de compostos de
reservas (carboidratos, proteinas, lipidios) em sementes € um dos processos mais importantes na
adaptacéo das plantas a condigdes adversas, essas reservas tem a fungdo de servir como fonte de
energia e como fonte de esqueletos de carbono para a formagdo dos tecidos da plantula
(BUCKERIDGE et al., 2004; BERNARDES, 2010). Sabe-se que a salinidade causa alteracdes
significativas no metabolismo inibindo a mobilizagcdo das reservas e alterando o sistema de
membranas do eixo embrionario, porém torna-se imprescindivel esclarecer a que se deve de fato
esse processo (MARQUES et al., 2011; ARAUJO, 2013).

Na literatura existem relatos sobre os prejuizos que a salinidade pode ocasionar a germinacao
e ao estabelecimento de plantulas de pinhdo manso (SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2012;
CUNHA et al., 2013), porém ainda sdo poucas as informagdes sobre 0s mecanismos utilizados
por essa espécie na regulacdo da mobilizacdo das reservas sob este estresse salino. Essa caréncia
de informacdes torna importante o estudo dos danos que a salinidade provoca a mobilizacéo de
reservas na cultura do pinhdo manso visto que, a fase de germinacéo e estabelecimento de planta
é crucial para o sucesso da producdo (via producdo de mudar por semente) e compreender esses
mecanismos possibilitara a domesticacdo da espécie bem como o melhoramento genético da

mesma o que a tornara rentavel e competitiva no campo.

1.1 Objetivo geral

Analisar o efeito da salinidade no metabolismo de mobilizacdo de reservas e particdo de

macromoléculas em plantulas de pinhdo manso.

1.2 Objetivos especificos

e Padronizar o método para o estudo dos efeitos da salinidade sob a mobilizacdo de
reservas em plantulas de pinhdo manso, no tocante a definir as doses de sal a serem
utilizadas, o tempo de experimento e a melhor fase para a coleta do material;

e identificar os efeitos da salinidade na germinacéo e no crescimento inicial de plantulas de

pinhdo manso;
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determinar os efeitos aparentes da salinidade na mobilizacdo da reserva de agucares
(redutores e ndo redutores) e amido, bem como das reservas nitrogenadas (proteinas e
aminoécidos) e lipidios em folhas, caule e raiz de plantulas de pinh&o manso;

avaliar a importancia dos solutos organicos analisados no ajustamento osmotico de
plantulas de pinhdo manso sob salinidade;

Indicar se o efeito da salinidade é genotipodependente observando qual dos dois
gendtipos demonstra maior tolerdncia ao estresse salino durante a germinacdo e o

crescimento inicial do pinhdo manso.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Impactos da Salinidade no semiarido brasileiro

A salinizacdo dos solos é um dos mais graves problemas associados com a producéo
vegetal em todo globo (CHEN et al., 2012). Segundo dados da FAO (2008), cerca de 20% das
terras cultivadas do mundo, o que representa mais de 6% da area total da Terra, esta ameacada
pela salinidade. Estima-se que no Brasil hd& uma ocorréncia de 4,5 milhGes de hectares
comprometidos pela salinizagdo concentrados, sobretudo, no semiarido nordestino (SILVA
NETO et al., 2012).

As regides aridas e semiaridas constituem cerca de 33% da superficie da Terra (FARIAS,
2008). No Brasil essas regides apresentam predominio de solos jovens e pouco profundos em
areas que possuem elevadas taxas de evapotranspiracdo superando os indices de precipitacdo
(COELHO et al., 2014a). Essas condicGes somadas ao uso indiscriminado dos sistemas de
irrigacdo favorecem a formacdo de solos salinos e sodicos, pois, 0s sais ndo lixiviados
acumulam-se em quantidades prejudiciais ao crescimento normal das plantas e favorecem a
degradacdo dos solos (SILVA, 2004; RIBEIRO, 2010). Outros fatores que acarretam a formacéo
deste tipo de solo s@o o intemperismo mineral, a precipitacdo atmosférica, os sais fésseis e a
atividade antropomorfica, incluindo o uso de aguas de irrigacdo, salmouras altamente salinas ou
residuos industriais (BOHN et al., 1985; QUEIROZ et al., 1997).

Segundo Lima Junior e Silva (2010), os solos das regifes aridas e semiaridas comumente
sdo salinizados por natureza, sem terem sofrido nenhuma intervencdo humana para adquirirem
esta caracteristica. Esses solos apresentam como caracteristicas uma baixa permeabilidade e

condutividade hidraulica, além de instabilidade dos agregados. Isto acaba por prejudicar a
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disponibilidade de &gua e de nutrientes para as plantas além de comprometer as suas funcées
fisioldgicas e bioquimicas, causando estresse osmotico (SANTOS, 1995; VASCONCELOS et
al., 2013; CALVET et al., 2013).

Segundo Holanda et al. (2010), um solo é considerado salino quando a quantidade de sais
existentes é capaz de prejudicar o desenvolvimento das plantas, devido a alteragdes na qualidade
fisica e quimica desses solos. Para a maioria das culturas isso ocorre quando a condutividade
elétrica do extrato de saturacdo (CEes) é igual ou superior a 2 dS m™. O acimulo de sais nos
solos da regido nordeste acarreta com o decorrer dos anos a inviabilidade do uso desses solos
para a maioria das espécies agricolas (RABBANI et al., 2013); porém nem todas as culturas
respondem de maneira semelhante a salinidade, algumas, sdo capazes de manter uma
produtividade adequada mesmo em condic¢des consideradas de estresse salino. Assim, a selecdo
de espécies tolerantes aos diferentes niveis de salinidade dos solos podem servir como uma
atividade rentavel para os agricultores aproveitando areas que por nao servirem para o cultivo de

espécies alimenticias seriam abandonadas.
2.2 Potencialidades da cultura do pinhdo manso

Devido a crise do petréleo e a preocupacdo com o meio ambiente, a demanda mundial
por biocombustiveis tem-se expandido rapidamente nos Gltimos anos. Neste contexto destaca-se
a cultura do pinhdo manso (Jatropha curcas L.) por ser uma oleaginosa com alto teor de 6leo em
suas sementes e com grande potencial para producdo de biodiesel (PADILLA, 2007
CARREIRA et al., 2012; SILVA et al., 2014).

O pinhdo-manso é uma espécie pertencente a familia Euphorbiaceae, originaria
provavelmente das Américas Central e do Sul (ALBUQUERQUE et al., 2008; HELLER, 1996).
E um arbusto ou arvore perene que pode atingir até 5 m de altura e viver mais de 50 anos; o
didmetro do tronco mede geralmente 0,20 m, sendo o caule liso, de lenho mole e que produz
latex (GOMES, 2013). Seu fruto é carnoso tipo capsula e contém geralmente trés sementes
escuras e lisas com alto teor de éleo (LUO et al., 2007; SHAO-CHUN et al., 2007).

Esta planta é encontrada de forma espontanea em quase todas as regides intertropicais,
tendo maior ocorréncia nas regides tropicais (PEIXOTO, 1973). E uma planta que possui como
caracteristica principal resisténcia as condic¢des climaticas e de solo extremas, como a resisténcia
a seca; podendo crescer, ou ser plantado, em solos arenosos, salinos e em fissuras de rochas
(SINGH et al., 2007). Os unicos tipos de solos que ndo suporta sdo aqueles que possuam

elevadas concentracbes de agua ou que tenham uma fraca capacidade de drenagem
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(ALBUQUERQUE et al., 2008). Porém apesar desta adaptabilidade a diversas condic6es de solo
e clima a produtividade do pinhdo manso ainda é muito variavel; em condicOes de aridez essa
produtividade pode atingir até 8.000 kg ha™ de sementes (HELLER, 1996) e o teor de 6leo nas
sementes pode variar de 34 a 54% (QUINTILIANO et al., 2006). Essa variabilidade na
produtividade depende da regido, do método de cultivo e dos tratos culturais, da regularidade
pluviométrica e da fertilidade do solo (OLIVEIRA et al., 2012). Esses fatores poderdo ser
objetos de pesquisas, cujo aprimoramento possibilitara que a producéo seja estavel e tenha maior
viabilidade econdmica (GOMES, 2013).

Por outro lado esta facil adaptacdo a caracteristicas marginais é favoravel para o cultivo
desta oleaginosa no Brasil, principalmente na regido nordeste, pois esta regido dispde de solo e
clima adequados a esta cultura, além de possuir uma grande faixa de &reas inadequadas ao
plantio de culturas de género alimenticio que podem ser aproveitadas para esta finalidade sem
comprometer a producdo de alimentos (MIRAGAYA, 2005; OLIVEIRA et al., 2010). Destaca-
se ainda que a producdo do biocombustivel ndo é o Unico beneficio que o pinhdo manso pode
trazer ao meio ambiente, como afirmam Mendonga e Laviola (2009), esta planta também pode
contribuir para a recuperacdo de areas degradas, pois apos a extracdo do Oleo, a torta, que € o
subproduto gerado, pode ser utilizada como adubo orgéanico, principalmente, por conter elevados

teores de nitrogénio, fésforo e potéssio.

Tendo em vista 0 aumento no ndmero de areas degradas que precisam de recuperagdo em
todo o territorio brasileiro, torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas para a obtencao
de maiores informacgdes sobre 0 manejo desta cultura para que o seu cultivo seja difundido em
todo territdrio nacional, pois além das melhorias ambientais com a expansdo das areas de plantio,
0 pinhd manso também tende a contribuir com a fixagdo do homem no campo, uma vez que a
proposta de fornecer matéria-prima para a industria € uma atividade geradora de renda (GOMES,
2013).

2.3 Mobilizacdo de reservas durante o estabelecimento de plantulas

O estabelecimento de uma espécie envolve a rapidez e a uniformidade na germinacéo, ou
a viabilidade das sementes por periodos mais longos até que as condicdes ambientais sejam
propicias ao desenvolvimento das plantulas (BORGES, 2003). A salinidade € o estresse abiotico
tido como maior inibidor da germinacdo e estabilizacdo das plantulas para muitas espécies
(MARQUES et al, 2011). Segundo Bernardes (2010), as plantas apresentam diferentes

estratégias de adaptacdo as alteragdes dos fatores bidticos e abidticos no meio em que habitam,
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portanto, 0 acimulo de compostos de reserva em sementes representa parte importante do
processo. Estas substancias sdo utilizadas durante a germinacao e, posteriormente, metabolizadas

para o crescimento e desenvolvimento das plantulas.

A mobilizagdo de reservas tem a fungdo de contribuir com o crescimento e o
desenvolvimento da plantula através de um sistema sincronizado que envolve a comunicacao
entre tecidos de reserva e o embrido. Esse processo € controlado por sinais quimicos que
envolvem os niveis internos e o transporte de horménios, carboidratos e compostos nitrogenados
(PRITCHARD et al., 2002; BUCKERIDGE et al., 2004). Os principais grupos de reserva
nutritiva em sementes sdo os carboidratos, as proteinas e os lipidios (BEWLEY et al., 2013); as
proporcoes destes compostos sdo definidas geneticamente, e podem ser influenciadas pelas
condicdes ambientais e tratos culturais (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). A reserva dessas
substancias tém como principal funcdo a geracdo de energia para o embrido e substrato para
estruturas celulares (FELIX, 2012). Segundo Bernardes (2010), esses compostos sdo degradados
para as inimeras finalidades por varias vias metabolicas desde a fase da embebicdo da semente
até a formacdo das primeiras folhas da nova plantula, implicando assim, em alteracdes

significativas na concentracdo dessas substancias de reserva.

Segundo Buckeridge et al. (2000), carboidratos e lipidios atuam como fonte de energia e
de carbono, essenciais para a germinacao, crescimento e desenvolvimento da plantula; proteinas
sdo importantes como fontes de enxofre e nitrogénio (N), fundamentais para a sintese de novas
proteinas, cidos nucleicos e compostos secundarios necessarios ao desenvolvimento da plantula.
Nas plantas cultivadas para o consumo humano os carboidratos séo a principal fonte de reservas
(BEWLEY e BLACK, 1994); sendo os principais encontrados a sacarose, 0s oligossacarideos da
série rafinosica (RFOs), o amido e os polissacarideos de reserva de parede celular (PRPC)
(BUCKERIDGE et al., 2004); destes, o amido € o polissacarideo de reserva mais encontrado em
sementes, sendo o principal depdsito de carbono em cereais e algumas leguminosas, mas também

pode ser encontrado em sementes oleaginosas (BLACK et al., 2006).

As proteinas sdo, ap0s a agua, 0S compostos mais importantes do protoplasma, e
funcionam como reserva alimentar para a maioria das espécies vegetais. Esses compostos
quando acumulados nas sementes podem ser divididas em trés categorias, segundo classificacao
mais moderna: (1) proteinas de reserva, cuja funcdo é armazenar nitrogénio, enxofre e carbono;
(2) proteinas estruturais e metabdlicas, essenciais para o crescimento e estrutura da semente e (3)
proteinas de protecdo que podem conferir toleréncia & planta ou a semente contra patdgenos

microbianos, invertebrados ou até mesmo minimizar efeitos inerentes a dessecacdo (FELIX,
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2012). Segundo Savy Filho e Banzatto (1983), as sementes de oleaginosas, a exemplo da
mamona, apresentam um alto valor proteico o que confere a essas sementes um grande potencial

tanto para a alimentacdo animal quanto para utilizacdo na industria.

Os lipidios sdo compostos que estdo presentes em todas as partes da semente, ocorrendo
principalmente no embrido (cotilédones) ou no endosperma. Em algumas espécies sao
predominantes em outras estruturas, como hipocétilo na castanha do Para (Benholletia excelsa
Humb et Bonpl) e megagametofito no pinus japonés (Pinus densiflora Sieb et Zvec.), que sdo
tecidos de reserva nestas sementes (FELIX, 2012). Os lipidios sdo armazenados na forma de
triglicerideos, e sua mobilizacdo envolve interacdes entre os corpos lipidicos, os glioxissomos e
as mitocdndrias. O processo de mobilizacdo (Figura 1) ocorre através da hidrélise dos
triacilglicer6is (TAGs) nos corpos lipidicos (CLs), resultando em glicerol e 11 &cidos graxos
livres; o glicerol é utilizado na sintese de glucose; os acidos graxos livres sdo degradados
gerando acetil, que também serd usado na sintese de glucose ou na respira¢do (TOZZI, 2010;
BEWLEY et al., 2013). Em sementes de oleaginosas, os lipidios sdo a principal fonte de reserva,
sendo os estoques majoritarios de carbono (BLACK et al., 2006). Esses lipidios apresentam
tamanha importancia, pois € a eficiéncia de sua degradacdo que vai determinar o estabelecimento

das plantulas, seu vigor e bom desempenho no campo (EASTMOND et al., 2000).

Na literatura ja existem relatos sobre as alteracdes causadas pelo estresse salino nos
padrdes de degradacio de reserva para diferentes culturas (ARAUJO, 2013); como por exemplo,
cajueiro ando precoce (MARQUES et al., 2013), sorgo (OLIVEIRA et al., 2011), soja
(BERTAGNOLLLI et al., 2004), porém para a cultura do pinhdo manso o que se sabe é sobre a
composicdo de reservas em suas sementes, bem como sobre a mobilizacdo dessas reservas
durante a germinacdo (SOUZA et al., 2009; LOPES et al, 2013); sobre os efeitos da salinidade
na mobilizacdo sabe-se ainda muito pouco, a exemplo temos o estudo de Alencar (2014) que
observou inibicdo do metabolismo lipidico com o aumento da salinidade nessa espécie, sendo
portanto necessarias pesquisas para que o processo de mobilizacdo de reservas sob efeito da
salinidade seja compreendido para esta espécie acarretando assim uma melhor estabilizacdo e

desenvolvimento das plantas no campo .
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Figura 1: Mobilizacdo dos triacilglicerdis (TAGs) envolvendo os corpos lipidicos, o0s

glioxissomos e as mitocondrias (adaptado de ARAUJO, 2013).

2.4 AlteracOes causadas pelo estresse salino em plantas

O estresse salino induz uma série de respostas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas
nas plantas, respostas estas que variam dependendo do gendtipo e do estadio de desenvolvimento
da planta (UNGAR, 1991). Ele é ocasionado pelo excesso de sais no solo e pode levar as plantas
a uma condicdo de seca fisioldgica, onde a agua esta presente no ambiente, mas ndo esta
disponivel, devido a hiperosmolaridade da solucdo do solo (SMITH et al., 2010). Essa condicdo
ocasiona nas plantas reducdes no crescimento e essas reducdes devem ser proporcionais aos
aumentos na concentracdo de sais da solucéo do solo (PRISCO e GOMES FILHO, 2010). Além

disso, a salinidade elevada exerce efeito prejudicial no processo de abertura estomatica, por
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aumentar a resisténcia a difusdo de CO; o que acaba por comprometer a atividade fotossintética
(SILVEIRA et al., 2010).

O estresse salino de forma isolada acarreta atrasos na utilizagdo das reservas de carbono,
mas nao afeta o conteldo de proteinas, porém, o estresse osmoético que também pode ser
consequéncia do estresse salino (seca fisiologica) propicia efeitos mais marcantes, porque retarda
a degradac&o do amido e dos lipidios e acelera a mobilizagio das proteinas (ARAUJO, 2013). As
alteracbes causadas pela salinidade no metabolismo germinativo acarretam uma inibicdo da
mobilizagdo das reservas e alteram o sistema de membranas do eixo embrionério, através de
modifica¢fes na sintese ou ativacdo de enzimas envolvidas no processo de mobilizacdo. Altas
concentragdes de sal e aumento na relagdo K*/Na® também podem ocasionar perda da
seletividade idnica nas membranas das raizes (MAATHUIS e AMATMANN, 1999). A
membrana plasmatica, em condi¢Bes normais, tem alta especificidade pelo ion K, a qual é
reduzida devido ao deslocamento do fon Ca®*, ocasionado pelo fon Na'. Essa perda de
seletividade pode acarretar disturbios no funcionamento enzimatico e na sintese proteica e
reducdo no tugor celular (MAATHUIS e AMATMANN, 1999; TESTER e DAVENPORT,
2003).

Algumas plantas sdo tolerantes a elevadas concentracdes de sal, essas sdo classificadas
como halofitas, as quais apresentam a capacidade de acumular uma grande quantidade de Na* e
CI'(UNGAR, 1991). Plantas tolerantes a salinidade quando expostas a esta condi¢cdo sdo capazes
de acumular ions e solutos e em decorréncia disso, diminuir o potencial hidrico celular sem que
haja decréscimo na turgidez ou no volume da célula. Este mecanismo denominado ajustamento
osmatico acontece a partir da absorcéo e acimulo de ions (principalmente os toxicos) no vacuolo
e de ions ndo toxicos e solutos organicos no citosol, compativeis com a manutencéo da atividade
metabolica das células permitindo que as plantas mantenham a atividade fisiologica, ajudando a
manter o tugor celular, um fator extremamente importante para o crescimento ou sobrevivéncia
do organismo durante o estresse (TAIZ e ZEIGER, 2009; PRISCO e GOMES FILHO, 2010;
MARIJUAN e BOSCH, 2013). Porém, € importante ressaltar que uma exposicao prolongada das
plantas ao excesso de sais pode causar danos por toxicidade, quando esses sais ndo sdo
exportados, secretados ou compartimentados adequadamente.  Alternativamente a
compartimentalizacdo no vacutolo, os sais podem ser transportados para a parede celular, o que,
por sua vez, pode resultar na desidratacdo da célula (MUHLING e LAUCHLLI, 2002).

Segundo Freire et al. (2010), a habilidade das plantas em sobreviver sob condigdes

salinas é um fator extremamente importante para sua distribuicdo geogréfica e para a agricultura
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nas regides salinizadas. Na literatura sdo inimeros os relatos sobre os danos causados pelo
estresse salino em plantas, a exemplo, Oliveira et al. (2010) e Diaz-L6pes et al. (2012),
observaram que plantas de pinhdo manso tem inibi¢do no crescimento e redugéo na producgéo de
fitomassa quando submetidas a salinidade da &gua de irrigacdo. Souza et al. (2010) concluiram
que sementes de pinhdo-manso quando embebidas em solucdo salina sofrem atraso no processo
germinativo. Maia et al. (2012) observaram reducdo de até 56% no comprimento radicular em
plantulas de feijdo caupi quando submetidas a concentracdes de 100 mM de NaCl. Dentro do
exposto, observa-se 0s inlmeros prejuizos que a salinidade acarreta as culturas agricolas; assim,
destaca-se a importancia do desenvolvimento de pesquisas que busquem compreender 0s
mecanismos de defesa fisiolégicos e bioquimicos de plantas quando submetidas a estas
condicdes adversas, pois s6 a partir do conhecimento integral do funcionamento vegetal € que
pode-se concentrar estudos voltados tanto para a selecdo de espécies quanto para o

desenvolvimento de gendtipos tolerantes e adaptados as condi¢des de estresse salino.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacao e localizagdo da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual
da Paraiba- Campus IV no municipio de Catolé do Rocha. Esta foi composta por 3 experimentos
onde utilizou-se 2 gendtipos de pinhdo manso do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) mantido
pela UEPB e Embrapa Algodao/FINEP/CNPg/MCTI no Setor de Fruticultura da UEPB no
mesmo municipio. A area do BAG esta nas coordenadas geograficas 6°20°38 S de latitude e
37°44°48> W de longitude, O Greenwich e altitude de 275 m. O clima do municipio, de acordo

com a classificacdo de Koppen ¢ do tipo BSWh’, ou seja, quente e seco do tipo estepe.

3.2 Experimento 1: Determinacédo de uma dose severa e de uma dose moderada de NaCl e

dos efeitos da salinidade na particdo de biomassa de plantulas de pinhdo manso

Para determinar os efeitos da salinidade na mobilizacdo de reservas utilizou-se plantulas
aos 8 dias ap6s a semeadura (DAS). Segundo Morais (2008) e Pimenta et al. (2014) até o 11°
DAS as plantula encontram-se no estadio de protofilo o que significa que o metabolismo de
reservas de sementes ainda esta ativo, sendo esta a fase ideal para a realizacdo das analises neste

experimento.

Nesse experimento padronizou-se o tempo de conducdo experimental, as doses de sal a e
a melhor fase para a coleta das plantulas. Para tanto o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado (DIC) em fatorial 2 X 5: onde, o primeiro fator corresponde as
cultivares estudadas (CNPAPM-X e CNPAPM-I1II); o segundo fator as concentracbes de sal
utilizadas (0; 50; 100; 150; 200 mM de NaCl); perfazendo assim um total de 10 tratamentos com

5 repeticOes cada, totalizando 50 parcelas.
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Para 0 semeio as sementes foram escarificadas em lixa 0,50 na carlncula até o
aparecimento do endosperma e posteriormente foram embebidas em &gua deionizada durante 12
horas, ap0s este periodo as sementes foram semeadas em substrato de areia lavada (MARTINS
et. al., 2008; PASCUALI et. al., 2012) em bandejas de plastico com medidas 365x 235x 70 mm,
sendo 30 semente por bandeja. A reposicdo hidrica foi realizada diariamente com &gua destilada
em todas as parcelas até o 4° dia apds a semeadura, mantendo-se a umidade do substrato a 60%
da capacidade de campo. O monitoramento do teor de umidade do substrato foi realizado através
de pesagens diérias.

Ao 4° DASfoi iniciada a aplicacdo dos tratamentos de NaCl diariamente até o 8° dia ap6s
a semeadura, fase de protofilo (PFIMENTA et. al, 2014). Ap6s observacdes diarias do percentual
de germinacdo, medicOes de altura, didmetro, massas seca e fresca foi determinada uma dose
severa e uma dose moderada de sal para a cultura do pinhdo manso na fase de protofilo aos
8DAS.

As doses severa e moderada de NaCl foram calculadas através das equacoes:

b
x=—— paraa>0
2a
b%—4
x =89 haaa<o.
4a

Onde: a, b e ¢ sdo valores extraidos da equacdo de segundo grau x? + bx + ¢ = 0

3.3 Experimento 2: Particdo i6nica de plantulas de pinhdo manso submetidas ao estresse

salino

Para 0 experimento 2 adotou-se a mesma conducdo experimental utilizada no
experimento 1, reduzindo apenas as doses de NaCl para 0, 75 e 150 mM, sendo a dose de 150
mM considerada como dose severa para esta cultura na fase de protofilo. Aos 8 DAS(Figura 2)
as plantulas foram coletadas e separadas em folhas, caules e raizes. Apds a separa¢do uma parte
do material foi utilizada para determinacdo do contetdo relativo de 4gua (CRA) e dano de
membrana (DM); o material restante foi levado para secar em estufa por 48 horas e apds a
secagem foi moido e peneirado. O pé resultante deste processo foi utilizado para a determinacéo

de fons inorganicos (Na*, K* e Ca*?).
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CNPAPM-IIT
CNPAPM-111 150mM de NaCl

Figura 2: Plantulas de pinhdo manso aos 8 dias apds a semeadura (Genotipos CNPAPM-X e
CNPAPM-II1) submetidas a 3 diferentes concentragdes salinas.

3.3.1 Contetido Relativo de Agua (CRA)

Para avaliar o conteudo relativo de dgua (CRA.) foi utilizada a metodologia descrita por
Cairo (1995). As partes da plantula (folha, caule e raiz) foram separadas e imediatamente

pesadas em balanca analitica. O valor obtido foi denominado de massa fresca (MFl). ApOs essa
etapa, o material foi transferido para recipientes, contendo 250 mL de HZO deionizada e mantido

em repouso, com iluminacdo e temperatura ambiente (25 °C), durante 6 horas (Figura 3). Ap0s o
tempo decorrido, as partes foram enxutas, em papel toalha, sendo levemente pressionadas (para

eliminar o excesso de agua) e, posteriormente pesadas, para quantificar a massa targida (MFZ).

Para determinar o valor da massa seca, 0s 6rgdos da planta foram transferidos para sacos de

papel e colocados em estufa a 75 °C, com ventilagdo forcada de ar, por um periodo de 48 horas.
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Em seguida, os segmentos foram pesados e o valor obtido denominado de massa seca (MS). O
contetdo relativo de &gua foi calculado através da formula: MF-MS/ MF,-MS x100.

Figura 3: Folhas, caules e raizes de plantulas de pinhdo manso em repouso para determinacédo de
massa turgida (MF»).

3.3.2 Percentual de dano de membranas (DM)

O grau de integridade das membranas foi estimado pelo vazamento de eletrélitos segundo
Lutts et al., (1996), com pequenas modificacdes. A plantula foi separada em folha, caule e raiz e
estes foram colocados em recipientes com 200 mL de agua deionizada e incubados em banho-
maria a 25 °C durante 6 horas. Em seguida foram realizadas leituras em condutivimetro para
determinacdo da condutividade elétrica das solugbes (L;). Posteriormente os tubos foram
colocados novamente em banho-maria por uma hora a 100 °C e foram realizadas novas leituras
de condutividade elétrica das solucdes (L). Os danos de membranas, estimados pelo percentual

de vazamento de eletrdlitos foram calculados pela relacdo: %VE = (L/L,) x 100.
3.3.3 Determinacao dos teores de ions inorganicos

Em tubos de ensaio contendo 100 mg da matéria seca, foram adicionados 10 mL de agua
deionizada, sendo os tubos mantidos a 45°C, em banho-maria, durante 1 h, com agitacGes a cada
15 min. Apoés esse tempo, os tubos foram centrifugados a 3.000 x g, por 15 min, a 20°C. O
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sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e armazenado a -20°C até sua utilizacdo, sendo o
precipitado descartado. Os teores de Na*, K* e Ca*? foram determinados segundo Malavolta et al.
(1989), com o auxilio de um fotémetro de chama.

3.4 Experimento 3: Efeito da salinidade na particdo de macromoléculas de plantulas de

pinh&o manso

O delineamento experimental adotado e a condugcdo do experimento 3 foram as mesmas
utilizadas no experimento 2. Apds a coleta das plantulas e a separacdo dos seus 6rgaos (folhas,
caule e raiz), uma parte do material foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido para
quantificacdo dos teores de proteinas; o restante do material foi desidratado em estufa por 48
horas a 70 °C e ap06s a secagem foi moido e peneirado. O pé resultante deste processo foi
utilizado para a determinacdo dos demais osmocondicionadores. Todos estes procedimentos

realizados na preparacdo do material para as analises bioquimicas estdo descritos na Figura 4.
3.4.1 Extracéo e mensuracao de agucares soluveis totais (AST)

A determinacdo do conteudo de carboidratos foi realizada segundo protocolo de Dubois
et al. (1956), o método de extragdo consistiu em transferir 50 mg de massa seca em estufa para
tubos de ensaio de 15 mL com tampa rosqueavel. Adicionou-se 5 mL de etanol a 80% e foi
incubado em banho maria a 100° C por 1 hora. Passado este tempo, coletou-se o sobrenadante,
filtrou-se através de algoddo e congelou-se o material até a quantificacdo. Para a mensuracao
aliquotou-se 0,5 mL do extrato em tubo de ensaio e adicionou-se 0,5 mL de fenol 5% e 2,5 ml de
acido sulfdrico. A determinacdo de AST foi realizada em espectrofotometro a 490 nm e a

concentracdo foi estimada através da curva padréo de glicose.
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Figura 4: Esquema representativo da preparacdo do material vegetal pos coleta para a realizacédo

das analises bioquimicas. AST: AcuUcares sollveis totais; AR: Acucares redutores; ANR:

Acucares ndo redutores; AALT: Aminocidos livres totais.
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3.4.2 Acucares redutores e ndo redutores (ANR)

Os carboidratos ndo redutores foram determinados de acordo com Passos (1996). O
método de extracdo foi 0 mesmo utilizado na determinacdo dos agucares solUveis totais. Para a
quantificacdo foi necesséria a preparacdo do reagente antrona segundo Morris (1948); Yemm e
Willis (1954), onde 0,1 g de antrona desidratada foi adicionada a 50 mL de &cido sulfurico 90%
(reacdo no escuro); e do reagente KOH 30% onde pesou-se 30 g de KOH e diluiu em 100 mL
com agua destilada. Para a determinagdo foi pipetado para tubos de ensaio 0,9 mL da amostra
(diluida) mais 0,1 mL de KOH 30% e incubadas a 100 °C por 10 minutos. Apdés resfriamento
adicionou-se 2,5 mL do reagente antrona. ApoOs esse procedimento realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro a 620nm. Para a quantificacdo dos agucares redutores realizou-se a subtracao
da quantidade de acucares sollveis totais pela quantidade de agucares ndo redutores.

3.4.3 Quantificacdo de amido (AM)

O amido foi quantificado pelos métodos de Mccready et al. (1970) e Dubois et al. (1956).
Para a extracdo de amido, utilizou-se o precipitado obtido na extracdo dos agucares soluveis
totais, macerou-se com gral e pistilo utilizando 1,5 mL de acido perclérico 30%. Em seguida o
material foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos, coletou-se o sobrenadante em ependorffs
de 5 mL e adicionou-se mais 1mL de acido perclorico (repetindo esse procedimento 3 vezes).
Para a quantificacdo foi preparado a reagente antrona segundo Morris (1948); Yemm e Willis
(1954), onde 0,1 g de antrona desidratada foi adicionada a 50 mL de acido sulfurico 90% (reacao
no escuro). Apds a preparacdo e resfriamento do reagente pipetou-se 1 mL da amostra (diluida) e
mais 2,5 mL do reagente antrona agitou-se em vortex e realizou-se a leitura em

espectrofotbmetro a 620nm.
3.4.4 Extracdo e mensuracao de proteinas solaveis (PS)

Para a extracdo de proteinas amostras de 0,1 g de material vegetal fresco (folhas, caule e
raiz) foram maceradas em almofariz na presenca de N, liquido seguido da adi¢do de tampao
Tris-HCI 100 mM pH 8,0 (Figura 5). Em seguida o extrato foi centrifugado a 14.000 x g em
temperatura de 4°C durante 30 min. O contetdo de proteinas sollveis foi determinado conforme

Bradford (1976), e estimado com base em curva padrao utilizando albumina de suica bovina P.A.



37

Figura 5: Extracdo de material vegetal de plantulas de pinhdo manso para quantificacdo de

proteinas.

3.4.5 Extracdo e mensuracdo de aminoacidos livres totais (AALT)

Para a extracdo de aminoacidos utilizou-se 0 mesmo procedimento realizado na
determinacdo dos agucares soluveis totais. Para a mensuracao foi adicionado 100 puL da amostra
ao tubo de ensaio contendo 250 pL de tampdo citrato 0,2 M e PH: 5,0 + 250 pL de reagente
Ninhidrina. A reacdo foi misturada em vortex e depois conduzida a banho maria de 10 a 15
minutos. Quando a amostra atingiu a temperatura ambiente, foi realizada a leitura em
espectofotdbmetro a 570 nm (PEOPLE et al., 1989; YEMM e COCKING, 1955; HERRIDGE,
1984).

3.4.6 Quantificacdo de lipidios neutros (LN)

Os lipidios neutros foram quantificados pelo método gravimétrico utilizando n-hexano
como solvente. Para extracdo macerou-se 200 mg de massa seca em gral e pistilo e transferiu-se
a farinha obtida para tubos de ensaio de 15 mL com tampa rosqueavel. Adicionou-se 8 mL de n-
hexano e levou-se os tubos a banho maria a 60 °C durante 5 horas agitando em vortex a cada 1
hora. Enquanto isso pesou-se tubos Falcon ja identificados e ap6s o banho maria transferiu-se o
n-hexano para estes tubos. Colocaram-se os tubos dentro de uma capela e deixou-se 0 n-hexano
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evaporar por completo. Apds a evaporacdo pesou-se novamente os tubos e subtrairam-se as

massas para a obtencdo da massa de lipidios.
3.5 Anélises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente através do Teste F, a 5% de probabilidade, as
variaveis quantitativas foram submetidas a analise de variancia com desdobramento dos graus de
liberdade em componentes de regresséo polinomial (BANZATTO e KRONKA, 1992); e para 0s
fatores de natureza qualitativa foi aplicado o teste de comparagdo de médias (Tukey) p <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1: Determinagdo de uma dose severa e de uma dose moderada de NaCl e
dos efeitos da salinidade na particdo de biomassa de plantulas de pinhdo manso

Sementes de pinhdo manso foram germinadas sob quatro diferentes concentracdes de
NaCl e o controle (Figura 6). Percebeu-se um efeito significativo de todos os tratamentos salinos
na germinacdo em ambos os gendtipos, exceto na concentragdo de 200 mM para 0 gendtipo
CNPAPM-III. O controle e as concentragfes de 50 e 100 mM de NaCl causaram efeitos
semelhantes em ambos 0s gendtipos, ajustando-se na analise de regressdo a uma curva com
tendéncia quadréatica, onde o ponto maximo da germinagdo ocorreu entre 0 5° e 0 6° DAS. Para o
gendtipo CNPAPM-X a curva de regressdo para a concentracdo de 150 mM teve um ajuste
quadratico e linear crescente para o0 gendtipo CNPAPM-I11. Ja para a concentracdo de 200 mM o
efeito foi significativo apenas no genotipo CNPAPM-X, com tendéncia de curva linear

crescente.

Ao final da contagem de germinacdo a dose de NaCl que proporcionou 0 maior numero
de plantas germinadas para o gendtipo CNPAPM-X foi a de 200 mM e para 0 gendtipo
CNPAPM-III foi a de 50 mM conferindo um incremento em germinacgdo de 25,39% e 25,08%,
respectivamente, quando comparadas ao controle, revelando certo nivel de tolerancia da cultura
do pinhdo manso a salinidade, uma vez que outras euforbiaceas como por exemplo a mamona,
podem ter seu processo germinativo comprometido por niveis de salinidade muito menores (0,3
dS m™) como foi observado por Lima et al. (2014). Comparando-se os dois genétipos observou-
se uma maior tolerancia do gendtipo CNPAPM-X a salinidade durante o processo germinativo,
pois as sementes germinaram mesmo sob o tratamento com 200 mM, o que corresponde a 19,98

dSm™. De acordo com Silva et al. (2012) a capacidade das sementes absorverem &gua suficiente
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para a germinacdo e posterior emergéncia mesmo sob altas concentragdes salinas representa um
processo alternativo para perpetuacdo da espécie. Uma hipéteses relevante para a germinacao de
sementes em maior nimero na concentragdo mais elevada de NaCl é o efeito de “priming”, onde
existiu a ocorréncia dos processos preparatdrios da germinacao, impedindo a emissdo da raiz
primaria, mesmo ap0s o contato entre a semente e a solucéo salina, assim o tratamento com 200

mM de NaCl reduziu a velocidade de absorcdo de agua e melhorou o processo de germinacao
(HEYDECKER et al., 1975).
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Figura 6: Germinacdo de plantulas de pinhdo manso dos genotipos CNPAPM-X (A) e
CNPAPM-III (B) submetidas a 5 concentracGes de NaCl (0; 50; 100; 150 e 200 mM) de NaCl
aos 7 DAS. NS: Nao significativo.

O efeito da salinidade foi visivelmente perceptivel mesmo apds a germinacdo (Figura 7).

Observou-se que apesar do gendtipo CNPAPM-X apresentar um maior nimero de sementes
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germinadas, a concentracdo de 200 mM inibiu o crescimento das plantulas quando comparada
aos demais tratamentos. Esta inibicdo no crescimento pode ter ocorrido devido a uma mudanca
no fluxo de massa ou por uma toxicidade causada pela alta concentragdo de sal. Resultados
semelhantes foram observados por Souza et al. (2010) para esta mesma espécie na mesma fase
fenolégica quando os autores utilizaram em seu experimento solugdes de NaCl com
condutividade elétrica acima de 6 dS.m™. No experimento apresentado a dose de 200 mM de
NaCl corresponde a 19,98 dSm™.



42

CNPAMLITT e S

=

ANPAPAE N et Nk h 1
B SN OV 0] FTe W S 2

CNPAFMEZL  TovmadS Nt 2
e .

USFARLIL oM Neld

Figura 7: Plantulas de pinhdo manso dos geno6tipos CNPAPM-X e CNPAPM-III aos 8 DAS
submetidas aos tratamentos 0, 50, 100, 150 e 200 mM de NaCl (A: gendtipo CNPAPM-X no
controle; B: gen6tipo CNPAPM-I111 no controle; C: gen6tipo CNPAPM-X na concentragdo de 50
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mM; D: gen6tipo CNPAPM-III na concentracdo de 50 mM; E: gendtipo CNPAPM-X na
concentracdo de 100; F: gendtipo CNPAPM-III na concentragdo de 100 mM; G: genotipo
CNPAPM-X na concentragdo de 150; H: genotipo CNPAPM-III na concentracdo de 150 mM; I:
gendtipo CNPAPM-X na concentragdo de 200; J: gen6tipo CNPAPM-I11 na concentragdo de 200
mM).

A altura das pléantulas (Figura 8A) e o diametro caulinar (Figura 8B) foram afetados
significativamente pelas concentracfes de NaCl utilizadas. Observou-se reducdo proporcional na
altura das pléantulas de pinhdo com o aumento da salinidade, chegando a um ponto critico na
concentracdo de 200 mM, onde constatou-se uma inibigdo no crescimento, com um reducao na
altura das plantulas de 81,70% para o genétipo CNPAPM-X e de 78,12% para o genotipo
CNPAPM-I111 em relagdo aos seus respectivos controles. Para o didmetro do caule o decréscimo,
na concentracdo mais elevada de sal foi de 40,85% para o gendtipo CNPAPM-X e de 65,73%
para 0 CNPAPM-III, em relacdo aos respectivos controles. Esses resultados sugerem que o
excesso de sais provocou um desequilibrio na concentracdo intracelular de ions, o que ocasionou
um acumulo de ions tdxicos nas plantulas e posteriormente desencadeou perda de turgescéncia,
desidratacdo, reducdo no crescimento, atrofiamento e morte das células (ASHRAF e HARRIS
2004). Diferentemente do que foi observado neste estudo, Veras et al. (2011) ndo observou efeito
significativo entre a salinidade, altura e didmetro de plantas de pinhdo manso no periodo de 210
aos 360 dias apos transplante das mudas. Este fato pode sugerir que a espécie apresenta

diferentes niveis de tolerancia a salinidade dependendo, da fase fenologica a qual se encontra.
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Figura 8: Altura (A) e Diametro do caule (B) de plantulas de pinhd manso dos gendtipos
CNPAPM-X e CNPAPM-I11I aos 8 DAS, submetidas aos tratamentos 0; 50; 100; 150; 200 mM
de NacCl.

Os prejuizos decorrentes da salinidade também foram observados a massa fresca (MF) e
seca (MS) de folhas, caule e raiz de pinhdo manso. Para massa fresca de folhas (Figura 9A)
verificou-se um ajuste de regressdo linear com reducdo gradativa conforme o aumento das
concentracdes de NaCl para os dois genétipos chegando a uma perda de 60,84% no genotipo
CNPAPM-X que foi o mais afetado para esta variavel na concentracdo de 200 mM. O
comportamento observado entre os genotipos diferiu para a variavel massa fresca em caule
(Figura 9C) e Raiz (Figura 9E), onde o gendtipo CNPAPM-X ajustou-se linearmente a regressao
e 0 gendtipo CNPAPM-I111 teve um ajuste quadratico. Porém em ambos observou-se reducao nos
niveis de MF nas concentracdes mais elevadas de sal. Biologicamente as equacdes quadraticas
ou lineares representam um tipo de relacdo especial entre dois acontecimentos, como se fosse
uma relacdo de causa e efeito. Neste caso as variaveis de crescimento relacionam-se com a
salinidade e podem ser aumentadas ou reduzidas em fungdo do aumento ou reducdo da mesma.
As raizes do gendtipo CNPAPM-I11 foram as mais afetadas e sofreram reducdo de até 70,75% no
estresse mais severo, enquanto a reducdo no gendtipo CNPAPM-X foi de 47,54%. Esta reducgéo
de MF pode ser resultante de uma queda na disponibilidade de &gua nos tecidos vivos, em
consequéncia da elevacdo dos niveis de NaCl (SILVA et. al., 2012), e pode ainda indicar que ndo

houve ajustamento osmotico das plantulas com o aumento das concentracdes de sal.
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Figura 9: Massa Fresca e Seca de folhas (A; B), caule (C; D) e raiz (E; F) de plantulas de pinh&o
manso aos 8 DAS submetidas aos tratamentos 0; 50; 100; 150; 200 mM de NacCl.

Para a massa seca de folhas (Figura 9B), caules (Figura 9D) e raizes (Figura 9E)
observou-se ajustes de regressdo quadraticos das equacbes para os dois gendtipos. A maior
diferenca no percentual de massa seca entre os genotipos foi observada nas folhas, onde o
genodtipo CNPAPM-X teve uma reducdo de 66,61% e o gendtipo CNPAPM-II1 teve uma reducéo
de 3,50% na concentracdo mais elevada de NaCl em relacdo ao controle. Os efeitos do NaCl
sobre a massa seca de todos os 6rgdo das plantulas foram semelhantes, atingindo o ponto
méaximo da curva nas concentracdes de 50 mM (CNPAPM-X) e 100 mM (CNPAPM-III) em

folhas; 100 mM em caule e raiz; e ponto minimo na concentracdo de 200 mM para todos 0s
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6rgdos. Essa reducdo na producdo de biomassa seca em concentra¢cdes mais elevadas de NaCl
para a cultura do pinhdo manso também foi observada por Matsumoto et al. (2014). A
diminuicdo no percentual de massa seca pode ocorrer devido a reducdo do ganho de carbono e ao
gasto energético para adaptacdo a salinidade, envolvendo processos de regulacéo do transporte e
distribuicdo i6nica em varios 6rgdos e dentro das células, a sintese de solutos organicos para

osmorregulacio e a manutengdo da integridade das membranas celulares (LARRE et al., 2011).

A partir dos resultados observados e através das equacBes obtidas nas analises de
regressdes foi calculada a dose severa de sal para as plantulas de pinhdo manso. Esta foi
calculada a partir das concentracfes de NaCl obtidas pela determinacdo dos pontos maximos
(para parabolas onde a < 0) e dos pontos minimos (para parabolas onde a > 0) utilizando as

equacoes:
b
x=—— paraa>0
2a
b%2-4
x = —% paraa<0.

Onde: a, b e ¢ séo valores extraidos da equacéo de segundo grau x? + bx + ¢ = 0

A dose severa para este estudo foi definida como a dose utilizada mais préxima do valor
obtido (166,25) apds o calculo das médias de todos os resultados obtidos nas analises realizadas
(altura, didmetro, massa fresca e seca) para os dois genotipos. Assim, definiu-se a dose de 150
mM de Nacl como a dose severa e metade desta concentracdo (75 mM) como dose moderada
para 0s dois gendtipos. Estas concentracdes foram utilizadas para a realizacdo dos experimentos
2e3.

4.2 Experimento 2: Particdo i6nica de plantulas de pinhdo manso submetidas ao estresse

salino

Para se definir o efeito da salinidade no crescimento inicial de plantulas de pinhdo manso
avaliou-se o status hidrico através do percentual de umidade (% U), contetdo relativo de dgua
(CRA), particdo idnica e os danos fisiolégicos em membranas. O CRA decresceu em ambos 0
gendtipos conforme o aumento da salinidade (Figura 10 B; D; F), isto sugere que os dois
genotipos apresentam a mesma capacidade de retencdo de agua nas células sob condicdo de
disponibilidade hidrica. Nas folhas, o decréscimo do CRA no estresse mais severo quando
comparado ao controle foi de 16,81% para o gendtipo CNPAPM-X e de 20,22% para o
CNPAPM-III. A reducédo no caule foi de 5,54% (CNPAPM-X) e de 6,97% (CNPAPM-I111). Essa
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reducdo na capacidade de acumulo de &gua pelas plantas afeta principalmente o sistema
nutricional através de prejuizos nas relacbes de transporte de moléculas (carboidratos,
aminoécidos e proteinas) entre os 6rgdo das plantas. Uma reducdo significativa no CRA das
folhas com o aumento dos niveis de salinidade da agua de irrigacdo também foi observada por
Ferraz et al. (2015) na cultura da mamoneira. Matos et al. (2013) afirma que esta deficiéncia
hidrica induzida pelo efeito osmotico caracteriza uma situacdo de seca fisiolgica e provoca
alterac6es morfoldgicas e anatdmicas nas plantas gerando um desequilibrio na absorcdo de agua

e na taxa transpiratoria.
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Figura 10: Percentual de Umidade e Contetido Relativo de agua em folhas (A; B), caules (C; D)
e raizes (E; F) de plantulas de pinhdo manso aos 8 DAS submetidas aos tratamentos 0; 75 e 150
mM de NaCl. As letras maiusculas sobre as barras indicam as diferencas entre as doses de NaCl

e as minusculas indicam as diferencas entre 0s genotipos testados por Tukey (p < 0,05).
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O Percentual de umidade nas raizes diferiu estatisticamente entre os gendtipos, mas ndo
apresentou efeito significativo entre as concentraces de NaCl (Figura 10E), ao mesmo tempo
que 0 CRA decaiu em 21% para as raizes do gen6tipo CNPAPM-X e em 24,36% para o0 gendtipo
CNPAPM-I1I1 (Figura 10F) na concentracdo de 150 mM. Esse efeito € um indicativo de que o
aumento da concentracdo de sais no solo restringiu a capacidade de absorcdo das plantulas. Em
folhas (Figura 10A) e caule (Figura 10C) houve uma diminuigdo no percentual de umidade
quando as plantulas foram submetidas aos tratamentos salinos. Nas folhas essa diminuicéo foi de
aproximadamente 4% para ambos 0s genétipos; em caule o decréscimo foi de 10,03% no
gendtipo CNPAPM-X e de 7,96% no gendtipo CNPAPM-I111. Essa diminuigdo no percentual de
umidade pode ser indicativo da ineficiéncia dos mecanismos de ajustamento osmético, o que
causou aumento da transpiracdo. Resultados diferentes aos observados neste estudo foram
obtidos por Coelho et al. (2014b), que ndo observaram influencia da salinidade do solo na

umidade foliar em feijéo caupi.

Quanto ao contetido de fons (Figura 11. A; D e G), houve decréscimo nos niveis de K*
(20,12% para CNPAPM-X; 14,48% para CNPAPM-III) e um aumento na concentracdo de Na*
(32,83% para CNPAPM-X; 39,47 para CNPAPM-III) e Ca 2 (17,71% para CNPAPM-X;
36,86% para CNPAPM-I111) em folhas do tratamento mais severo quando comparado ao controle;
essa queda na concentragdo de K* pode estar relacionada com o aumento na concentracio de Na*
no meio externo, pois 0 aumento da salinidade compromete a absor¢do de K* gerando uma
deficiéncia deste ion 0 que acarreta em disturbios metabolicos resultantes da competicao entre o
Na® com o K* pelos sitios ativos das enzimas (RODRIGUES et al., 2012; MAATHIUS e
AMTMANN, 1999). A reducdo na concentracdo de K* com o aumento das concentragdes salinas
em pinhdo manso também foi observada por Silva et al. (2009) e Cunha et al. (2013); em
maracujazeiro amarelo (CRUZ et al., 2006); em jatoba (NASCIMENTO et al., 2015) e faveleira
(OLIVEIRA, 2012).
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Figura 11: Contetdo de Na*, K" e Ca®" em folhas (A; D; G), Caule (B; E; H) e Raiz (C; F; I) de
plantulas de pinhdo manso aos 8 DAS submetidas aos tratamentos 0; 75 e 150 mM de NaCl. As
letras mailsculas sobre as barras indicam as diferencas entre as doses de NaCl e as mindsculas

indicam as diferengas entre os gendtipos testadas por Tukey (p < 0,05).

O actmulo de ions em caule foi relativamente maior do que o acimulo em folhas.
Observou-se uma tendéncia de incremento nas concentracdes de K (8,38% CNPAPM-X;
32,87% CNPAPM-III), Na* (35,13% CNPAPM-X; 85,71% CNPAPM-II1) e Ca ** (31,03%
CNPAPM-X; 52,17% CNPAPM-III) (Figura 11B; E e H) com o aumento da salinidade, sendo a
maior concentracdo de jons encontrada no genétipo CNPAPM-I111. E possivel que esse actimulo
de ions no caule seja um mecanismo de protecdo utilizado nesta espécie para preservar a parte

aerea, que ¢ a responsavel pela realizacdo de trocas gasosas nas plantas. Como ja foi observado
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em Euforbiéceas, o caule (LIMA et al., 2015; NOBRE et al., 2013; SILVA JUNIOR et al., 2012)
provavelmente atua como acumulador de Na® compartimentalizando-o em seus vaclolos e
controlando seu fluxo para as partes superiores da planta, reduzindo provaveis danos no aparato
fotossintético das folhas.

Nas raizes (Figura 11C; F e 1) o comportamento observado entre 0s gendtipos com
relacdo aos tratamentos salinos diferiu, pois 0 gen6tipo CNPAPM-X reduziu as concentragdes de
K* (40,17%), Na* (20,47%) e Ca®* (11,89%) na concentracdo mais elevada de sal em relag&o ao
controle; ja o genétipo CNPAPM-I11 teve aumento nas concentracdes de Na* (24,85%) e Ca '
(32,48%) e estabilidade do ion K'. Essa reducdo na absorcdo de ions Na® pelas raizes do
CNPAPM-X quando comparada a elevada concentracdo de sodio nas folhas indica que o
gendtipo ndo apresentou retengdo dos ions toxicos nas células radiculares como mecanismo de
defesa (CUNHA et al. 2013), o que reforca a hipdtese do caule em Jatropha curcas ser a
principal barreira de mobilizagdo no Na* para as folhas, funcionando como 6rgdo acumulador de

fons toxicos para esta espécie.

A relacio K'/Na® das plantulas tratadas com NaCl decresceu em relagdo as
plantulas do tratamento controle (Figura 12), principalmente no caule (Figura 12B). O
decréscimo na relagdo K*/ Na* foi diretamente proporcional ao aumento da concentracio externa
de NaCl em todos os tecidos das plantulas. Na concentracdo de 150 mM, o caule do gendtipo
CNPAPM-X apresentou reducdo na relagio K*/Na" igual a 29,31% e o gendtipo CNPAPM-III
igual a 26,81%. Nas raizes (Figura 12C) o decréscimo ficou em 18,85% no genotipo CNPAPM-
X e 20,61% no genotipo CNPAPM-III. O decréscimo na razdo K'/Na" também foi observado em

folhas (Figura 12A), porém neste tecido a relacdo foi superior a 1 em todos os tratamentos.

Na relagdo K*/Na" valores inferiores a 1 indicam um acumulo de Na* em detrimento ao
K*, 0 que ¢ indicio de toxicidade idnica (MAATHUIS e AMTMANN, 1999). Em plantulas de
pinhdo manso, a razdo K*/Na" inferior a 1 observada nas raizes e no caule; e superior a 1 nas
folhas sugerem uma possivel toxicidade idnica, onde provavelmente as raizes e principalmente o
caule tenham sido eficientes em prevenir um acimulo excessivo de Na* na parte aérea e em
garantir a manutengio de uma relagdo K*/Na* compativel com os requerimentos metabdlicos da

planta até no estresse mais severo (OLIVEIRA, 2012).
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Figura 12: Razdo K'/ Na" em folhas (A), Caule (B) e raiz (C) de plantulas de pinhdo manso aos
8 DAS submetidas aos tratamentos 0; 75 e 150 mM de NaCl. As letras maiusculas sobre as

barras indicam as diferencas entre as doses de NaCl e as mindsculas indicam as diferencas entre
os gendtipos testadas por Tukey (p < 0,05).

O vazamento de eletrélitos é uma variavel amplamente utilizada para mensurar danos em
membranas de diversos tecidos vegetais sob estresses ambientais (OLIVEIRA, 2012; MAIA et
al., 2012; LOBO, 2012; BRILHANTE et al., 2013). Observando a Figura 13 pode-se constatar a
partir do vazamento de eletrélitos (VE) que ndo ocorreram danos aparentes as membranas
Foliares (A) e Caulinares (B), onde constatou-se reducdo no VE para o genotipo CNPAPM-X e
estabilidade para gendtipo CNPAPM-I11I nos dois tecidos. A integridade dessas membranas pode

ter sido preservada por uma forte protecdo oxidativa, enzimatica e ndo enzimatica caracteristicas
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desta espécie. Porém, esta hipdtese s6 pode ser confirmada com estudos posteriores, visto que o
mecanismo antioxidante ndo foi objeto deste estudo.
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Figura 13: Vazamento de eletrélitos em folhas (A), Caule (B) e raiz (C) de plantulas de pinh&o
manso aos 8 DAS submetidas aos tratamentos 0; 75 e 150 mM de NaCl. As letras maiusculas
sobre as barras indicam as diferencas entre as doses de NaCl e as minudsculas indicam as

diferencas entre os genotipos testados por Tukey (p < 0,05).

Os danos em membranas foram aparentes somente nas raizes (Figura 13C) do genotipo
CNPAPM-III no qual houve um aumento de 7,79% na dose de 150 mM em relacdo ao controle.
Este fato pode indicar que as raizes do genotipo CNPAPM-III sdo mais sensiveis a salinidade

que as do gendtipo CNPAPM-X. Esse vazamento de eletr6litos nas raizes no genoétipo
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CNPAPM:-I11 pode estar relacionado ao estresse idnico, pois 0 excesso tanto de Na quanto de
CI' no protoplasma causam toxicidade e geram disturbios no balango ibnico, provocando
alteracdes na estrutura das membranas (SHABALA et al., 2012).

4.3 Experimento 3: Efeito da salinidade na particdo de macromoléculas de plantulas de

pinh&o manso

O efeito da salinidade na mobilizacdo de reservas em plantulas de pinhdo manso foi
definido por meio da avaliagdo de macromoléculas através da quantificacdo de agucares, amido,
proteinas, aminoécidos e lipidios. Nas folhas o contetdo de aclcares sollveis totais (AST)
apresentou acréscimo significativo no genotipo CNPAPM-III (39,21%) e se manteve estavel
para 0 gendtipo CNPAPM-X na concentracdo mais elevada de sal em relagdo ao controle (Figura
14A). E comum este acumulo de AST em plantas submetidas a condicdes de estresse salino
como foi observado em pinhdo manso por Sousa et al. (2012), feijoeiro caupi por Souza et al.
(2011) e milho por Gomes et al. (2011). Este aumento na concentragdo de AST nas folhas pode
estar relacionado a inducdo de um ajustamento osmotico visando o equilibrio osmético celular
(LACERDA et al., 2001), fato que s6 pode ser confirmado atraves de analises de quantificacéo

de outros solutos como por exemplo a prolina.

Os niveis de acucares ndo redutores (ANR) em folhas (Figura 14D) aumentam para 0S
dois genotipos, 22,95% (CNPAPM-X) e 17,14% (CNPAPM-I111); ja para os agucares redutores
(AR), também em folhas, observou-se uma tendéncia a aumento de 86,22% no genotipo
CNPAPM-IIl e um decréscimo de 19,91% no gendtipo CNPAPM-X (Figura 14G) na
concentracdo de 150 mM de NaCl em relacdo ao controle. O acumulo de ANR (ex: sacarose) e
AR (ex: glicose e frutose) em folhas pode estar relacionado a uma menor utilizacdo desses
carboidratos quando o crescimento € inibido ou reduzido, ou ainda a uma inibicdo da atividade
enzimatica da sacarose sintase ou invertase (MUNNS e WEIR 1981; STURM e TANG, 1999). O
aumento na producdo de ANR e AR proporcionalmente ao aumento das concentracdes de NaCl
na fase de estabelecimento das plantulas também foi observado em trigo (LIN, 2012) e em
copaiba (AMARO, 2012).
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Figura 14: Conteudo de acucares sollveis totais (AST), acucares nao redutores (ANR) e
acucares redutores (AR) em folha (A, D, G); caule (B, E, H) e raiz (C, F, 1) de plantulas de

pinhdo manso aos 8 DAS submetidas aos tratamentos 0; 75 e 150 mM de NaCl. As letras

mailsculas sobre as barras indicam as diferencas entre as doses de NaCl e as minusculas indicam

as diferencas entre os genoétipos testadas por Tukey (p < 0,05).

No caule houve uma estabilidade na concentracdo de AST (Figura 14B); um decréscimo
no conteudo de ANR de 51,33% para o genotipo CNPAPM-X e de 47,21% para 0 CNPAPM-III
(Figura 14E); e uma estabilidade nos AR para genétipo CNPAPM-I11l e aumento de 9,16% no

gendtipo CNPAPM-X (Figura 13H) na concentracdo mais elevada de NaCl, em relacdo aos

respectivos controles. Essa estabilidade no conteido de AST pode ser indicativa de que as

concentragdes salinas ndo exercem influéncia sob o conteido de AST nesse tecido.
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O conteudo de amido em folha (Figura 15A) teve um aumento de 24,39%
(CNPAPM-X) e 34,94% (CNPAPM-I11I), sendo a maior quantidade de amido encontrada em
folhas de CNPAPM-I111. No caule houve um aumento significativo na concentracdo de amido de
47,17% para CNPAPM-X e 22,50% para o gendtipo CNPAPM-I11I (Figura 15B). Observando o
quadro geral dos carboidratos notou-se que existe uma grande producdo de agucares nao
redutores em folhas, porém de acordo com o observado em caule esses aglcares ndo estdo sendo
transcolados. Notou-se ainda um aumento na concentracdo de AR e um acimulo de amido até
4,5 vezes maior em caule que em folhas, a0 mesmo tempo em que se observou uma queda na
concentracdo de ANR no caule. Este conjunto de fatores pode ser um indicativo de que os ANR
estdo sendo mobilizados para a producdo de amido e este amido ndo esta sendo convertido em
acucares soliveis por um desajuste provocado pelo estresse salino na degradacdo desta molécula,
visto que a salinidade causa a inibicdo da atividade das amilases que sdo enzimas chave neste
processo (AMARO, 2012). Outra hipotese relevante seria que poderia estar havendo uma menor

exigéncia dessa substancia pelos tecidos do caule ocorrendo assim o acumulo.

Nas raizes (Figura 14C) houve decréscimo de AST em 28,77% (CNPAPM-X) e 21,01%
(CNPAPM-I1I). Para a concentracdo de ANR (Figura 14E) o comportamento observado no
genotipo CNPAPM-X ¢é de estabilidade e no gendtipo CNPAPM-III é de acréscimo em relacéo
ao controle. Na Figura 141 observou-se diminuicdo na concentragdo de AR para ambos 0s
genotipos. O contetdo de amido nas raizes apresentou valores significativos apenas para o
genodtipo CNPAPM-I111 com decréscimo em relacdo ao controle (Figura 15C). Essa queda nos
niveis de AR e amido nas raizes indica que esses carboidratos, quando transcolados das folhas,
se acumularam no caule o que ressalta a hipotese de que o caule funcione como 06rgéo
acumulador ndo, so de ions tdxicos, como também de outros solutos organicos. Essa funcdo do
caule como provavel acumulador de substancias também foi observada em plantas de girassol
por Rocha et al. (2014). A reducdo progressiva na concentracdo de amido em raizes
provavelmente ocorreu devido a um atraso na mobilizacdo desta reserva acarretado pela
salinidade, este atraso pode ter sido a responsavel pela inibi¢cdo no crescimento das plantulas

observada neste estudo, segundo Araujo (2013).
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Figura 15: Contetdo de amido em folhas (A), caule (B) e raiz (C) de plantulas de pinhdo manso
aos 8 DAS submetidas aos tratamentos 0; 75 e 150 mM de NaCl. As letras maiusculas sobre as
barras indicam as diferencas entre as doses de NaCl e as mindsculas indicam as diferencas entre

os gendtipos testadas por Tukey (p < 0,05).

Para o conteldo de proteinas observou-se respostas diferentes das plantulas de pinhao
manso quando expostas as concentracdes de 75 e 150 mM de NaCl. Na concentracdo de 75 mM,
notou-se um decréscimo no conteudo de proteinas para folhas (Figura 16A), caule (Figura 16C) e
raiz (Figura 16E) em relacdo ao controle. O decréscimo mais expressivo foi observado nos
caules, sendo de 22,77% para o gendtipo CNPAPM-X e 39,90% para 0 genotipo CNPAPM-III.
CondicGes de estresse salino podem acarretar em plantas uma redugdo no conteudo de proteinas,

através de prejuizos na sintese proteica, ou pelo aumento da protedlise devido ao aumento nas



57

concentragdes de Na* em detrimento de K* (SILVEIRA et al., 2003). Essa reducéo no contetido

de proteinas com 0 aumento da salinidade também foi observada em plantas de sorgo (LOBO et

al., 2011) e feijéo de corda (CALVET et al., 2013).
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Figura 16: Contetdo de proteinas solveis (PS) e aminoacidos livres (AALT) em folhas (A, B),

caule (C; D) e raiz (E; F) de plantulas de pinhdo manso aos 8 DAS submetidas aos tratamentos 0;

75 e 150 mM de NaCl. As letras mailsculas sobre as barras indicam as diferencas entre as doses

de NaCl e as mintsculas indicam as diferencas entre os gendtipos testadas por Tukey (p < 0,05).

Para a concentragdo de 150 mM,

também em relacdo ao controle, percebeu-se

estabilidade do contetdo de proteinas em folhas; aumento em raizes de 20,55% para 0 gendtipo
CNPAPM-X e 28,60% para 0 CNPAPM-II1; e aumento significativo de 54,79% no caule para o
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gendtipo CNPAPM-X. A sintese de proteinas observada na concentracdo de 150 mM em raizes e
caules juntamente com a inexisténcia de danos em membranas indicam uma tolerancia dessas
plantas a condicdo de salinidade, j& que certas proteinas responsivas ao estresse podem contribuir
na tolerancia ao sal, como por exemplo as chaperonas que possuem um papel importante na
protecdo de proteinas contra estresses; e as proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) que
sdo geralmente acumuladas em sementes durante a fase de maturacdo, porém elas também
acumulam-se em tecidos vegetativos durante periodos de seca, 0 que é indicio de protecdo contra
a dessecagdo (MOHAMMADKHANI e HEIDARI, 2008; BENKO-ISEPPON et al., 2011). O
acumulo de proteinas em condicGes de estresses severo em plantas também foi relatada por
Oliveira (2012) e Nascimento et al. (2015). As diferencas observadas no comportamento das
plantas em relacdo as concentracfes salinas inferem que o conteldo de proteinas sollveis no
pinhdo manso ndo respondem proporcionalmente ao aumento da salinidade, sendo cada resposta

especifica para determinada dose de sal, fato que tambeém foi observado por Cunha et al. (2013).

O contetdo de aminoacidos livres totais (AALT) aumentou nas raizes para os dois
genotipos estudados, sendo um aumento de 26,17% para 0 CNPAPM-X e de 20,19% para o
CNPAPM-III em relagdo ao controle na presenca de 150 mM de NaCl (Figura 16F). No caule
das plantas submetidas ao estresse salino houve aumento no conteudo de AALT entre 16,5% e
126% quando comparado a plantas controle (Figura 16D). Nas folhas, o conteudo de AALT
permaneceu inalterado, em relacdo aos respectivos controles (Figura 16B). Esse estimulo a
fixacdo de nitrogénio observado em caule e raiz pode estar relacionado a uma tolerancia a
salinidade (MANSOUR, 2000). Além disso, pode-se dizer que o incremento verificado no teor
de aminoacidos € resultante da biossintese deste composto, pois ndo houve indicios de

degradacéo proteica.

Um dos papéis dos aminoacidos seria atuar como fonte de nitrogénio e carbono
prontamente utilizaveis na tentativa de reverter os efeitos causados pelo estresse salino (HANDA
et al., 1983). O acumulo de aminoacidos em plantas submetidas a diversos estresse ja foi relatado
por varios autores (MELO, 2012; OLIVEIRA, 2012; SOUSA et al., 2012; NASCIMENTO et al.,
2015). Esse aumento nos niveis de aminoacidos pode ter efeito benéfico durante a germinacéo e
0 desenvolvimento inicial de plantulas, propiciando, em algumas espécies, aclimatacdo ao
estresse (KRASENSKY e JONAK, 2012).

O conteudo de lipidios neutros em folhas (Figura 17A) teve acréscimo significativo de
34,81% no genotipo CNPAPM-III na dose de 150 mM em relagdo ao controle. No caule nédo

houve diferenca quanto a quantificacdo de lipidios em nenhum dos tratamentos para os dois
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genotipos (Figura 17B). Em raiz houve decréscimo significativo de 8,30% para 0 CNPAPM-X e
de 20,50% para 0 CNPAPM-I1II (Figura 17C). O aumento do contetudo de lipidios em folhas
pode ser uma consequéncia no atraso da mobilizagdo desta molécula com o aumento da
salinidade. Esse aumento na concentragdo de lipidios em plantas tratadas com NaCl também foi
observado em girassol por Aradjo (2013).
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Figura 17: Contetdo de Lipidios Neutros em folhas (A), caule (B) e raiz (C) de plantulas de
pinhdo manso aos 8 DAS submetidas aos tratamentos 0; 75 e 150 mM de NaCl. As letras
mailsculas sobre as barras indicam as diferencas entre as doses de NaCl e as minasculas indicam

as diferengas entre os genoétipos testadas por Tukey (p < 0,05).



60

Durante a germinacdo sementes oleaginosas metabolizam os triacilgliceréis convertendo-
os em uma forma mais movel de carbono no ciclo do glioxalato, onde a principal enzima
envolvida ¢ a lipase (TAIZ e ZEIGER, 2009; KRASENSKY e JONAK, 2012), assim o fato do
metabolismo das oleaginosas funcionar em torno dos carboidratos pode justificar a baixa
concentracdo lipidica encontrada nos diversos tecidos das plantulas quando comparadas a outras
macromoléculas. Porém, os processos de degradacdo de lipidios sdo altamente sensiveis a
estresses, inclusive o salino. A desordem desencadeada pela salinidade pode gerar atraso no
metabolismo lipidico comprometendo o crescimento das plantas, como foi observado por Amaro
(2012) em plantas de Copaifera langsdorffii, por Aghaleh et al (2011) em plantas de Salirconia
pérsica e Salirconia europaea e por Alencar (2014) em jatropha curcas L..

O acumulo de carboidratos e lipidios em condi¢cdes de estresse salino tem relacdo direta
com a reducdo na taxa de crescimento das plantulas (COELHO et al., 2014a; AMARO, 2012).
No entanto apesar da reducdo no crescimento houve aumento nos teores de proteinas e
aminodacidos. Essa sintese de amino&cidos e proteinas tem sido relatada como uma estratégia de
protecdo osmotica das plantas (CUNHA et al., 2013; GOMES et al., 2012).

Embora na literatura pouco seja encontrado sobre a relacdo entre o acumulo de
carboidratos e lipidios e a sintese de proteinas e aminoacidos, suspeita-se que devido aos
prejuizos nas rotas de producdo de energia, haja um desvio na rota de mobilizacdo dedicando
esqueletos de carbono para a sintese de aminoacidos e proteinas, sendo as principais proteinas
sintetizadas aquelas envolvidas com o ajustamento osmotico (TESTER e DAVENPORT, 2003),
aumentando assim a tolerancia das plantulas ao estresse salino. Contudo séo necessarios mais

estudos para a confirmacéo destas hipoteses, principalmente para a cultura do pinhdo manso.
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5. CONCLUSAO

A mobilizagéo de reservas em plantulas de pinh&o manso é melhor analisada nas doses de
0; 75 e 150 mM de NaCl, aos 8 dias ap0s a semeadura. A salinidade afetou a germinacao e o
crescimento inicial das plantulas, dados a reducao na altura, diametro caulinar e biomassa fresca
e seca. A dose de sal definida como severa para as plantulas de pinhdo manso foi a de 150 mM
de NaCl. O acumulo dos organulos auxiliam no processo de ajustamento osmatico, porém esse
acumulo ndo foi capaz de impedir a reducdo de biomassa. A salinidade provoca a inibicdo da
mobilizacéo de lipidios e reservas de carbono, fatores que juntamente com a sintese de proteinas
e aminoacidos contribuem para a tolerancia dessas plantas a salinidade. O genotipo CNPAPM-X
foi menos afetado pelo estresse salino durante a germinacao e o estabelecimento de plantulas de

pinhdo manso.
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RECOMENDACOES

O pinhdo manso possui mecanismos de tolerancia as condi¢cbes impostas por estresses
salinos e hidricos severos, porém, ainda existe a necessidade de realizacdo de novos estudos para
uma melhor compreensdo dos mecanismos de defesa utilizados por essa espécie. Recomenda-se,
portanto a realizacdo de estudos com uma maior variabilidade genética, visto que entre os dois
genotipos estudados ja foram observadas diferengas relevantes no tocante as respostas ao
estresse salino, sendo o gendtipo CNPAPM-X menos afetado pela salinidade durante o
estabelecimento das plantulas. Recomenda-se também que sejam analisados os conteddos de
prolina e glicina betaina visto que esses aminoacidos tem a funcdo de auxiliar no ajustamento
osmotico atenuando os efeitos do estresse salino, assim esses resultados trariam respostas
conclusivas sobre o ajustamento osmotico e a tolerancia a salinidade durante a estabilizacdo das
plantulas nesta espécie. Por fim seria interessante a repeticdo deste trabalho em outras fases
fenoldgicas da planta, com o intuito de compreender se a salinidade afeta da mesma maneira a

mobilizacdo de solutos organicos em todos os estagios de vida da planta.
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