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RESUMO

OLIVEIRA, Monica Danielly de Mello. Indicadores de estresse salino em
faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm], espécie
promissora para producdo de biodiesel. 2012. 121p. Tese (Doutorado em
Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro, RN.

O objetivo desse trabalho foi observar algumas respostas fisiologicas e bioquimicas
de faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg) Pax et K. Hoffm] sob salinidade,
avaliando a extensdo com que o0s ions salinos e solutos organicos sdo acumulados e
distribuidos, em diferentes 6rgdos da planta; e avaliar a resposta oxidativa ndo
enzimatica e enziméatica na mesma. Para tanto, plantas de faveleira com 45 dias de
idade foram cultivadas em solucéo nutritiva contendo 0; 50; 100 e 150 mM de
NaCl em casa de vegetacdo. Apos 8 dias de estresse, as plantas foram coletadas e
separadas em raizes, xilopodio, caule; folhas basais, medianas e apicais. Foram
determinados crescimento, conteldo relativo de &gua, percentual de umidade,
osmdlitos inorganicos e organicos, vazamento de eletrélitos (VE), peroxidacdo
lipidica (PL), ascorbato total (ASC), conteldo de pigmentos fotossintéticos,
atividades de superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
peroxidase de fenois (POX). A salinidade reduziu a massa seca de todas as partes
da planta, porém os indicadores de estado hidrico foram mantidos. A imposic¢ao do
estresse salino aumentou o contedo de Na* nas diferentes partes da planta,
especialmente no xilopddio, aumentando cerca de 8 vezes, enquanto o contetdo de
K* diminuiu em aproximadamente 40% em raizes e xilopédio sob NaCl 150 mM.
Em consequéncia, a relagdo K*/Na* foi reduzida em todas as partes da planta. Em
plantas tratadas com sal, o conteldo de agucares sollveis totais aumentou em
raizes, caule e folhas e o contetdo de proteinas sollveis foi incrementado em todos
0s 6rgdos. Em adicdo, o contetdo de aminoéacidos livres totais foi aumentado em
raizes, caule e folhas apicais, enquanto o contetdo de prolina aumentou em todos
0s Orgdos, exceto no xilopddio. O aumento da concentragdo de NaCl causou maior
VE em raizes, folhas medianas e apicais. A salinidade aumentou a PL em todos 0s
orgéos, especialmente sob NaCl 150 mM, exceto em raizes. Os extratos foliares
acumularam cerca de 90% do conteudo total de ascorbato da planta. A salinidade
alterou o contetido dos pigmentos fotossintéticos. A atividade das SODs decresceu
em raizes, xilopddio e caule; e aumentou nos extratos foliares. A atividade das
APXs aumentou em folhas apicais e raizes, decrescendo em Xxilopddio, caule,
folhas basais e medianas. As POXs foram aumentadas em raizes, xilopddio, caule,
folhas medianas e apicais, exceto em folhas basais. De acordo com os resultados,
sugere-se que o xilopddio pode estar envolvido em mecanismos de exclusdo e/ou
compartimentalizacdo em C. phyllacanthus sob salinidade para evitar a toxicidade
ibnica nas folhas. Embora o acumulo de agucares sollveis totais, proteinas,
aminoacidos livres totais e prolina possam estar relacionados ao ajustamento
osmatico de faveleira devido ao déficit hidrico, é possivel que a acumulacéo destes
solutos tenha ocorrido em decorréncia de distlrbios metabdlicos promovidos pela
salinidade. A favela apresentou sensibilidade aos efeitos da salinidade.



Provavelmente, devido a um maior efeito i6nico que osmotico. A faveleira
apresenta um complexo sistema de defesa enzimatico e ndo enzimatico
representado pelas antocianinas, carotendides, ascorbato e atividades de APX e
POX em resposta ao estresse salino.

Palavras-chaves: Ajustamento osmotico. Deficiéncia hidrica. Pigmentos
fotossintéticos. Resposta antioxidante. Salinidade. Toxicidade ibnica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Mbnica Danielly de Mello. Indicators of salt stress in faveleira
[Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm], a promising species
for biodiesel production. 2012. 121p. Thesis (Doctorate in Plant Science) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord, RN.

The aim of this work was to observe some physiological and biochemical
responses of Cnidoscolus phyllacanthus under salt stress, evaluating the extension
in wich ions and organic solutes are accumulated and distributed in different plant
organs; and the oxidative enzymatic and nonenzimatic response. C. phyllacanthus
plants were grown in nutrient solution containing 0; 50; 100 and 150 mM NaCl at a
greenhouse. After 8 days of stress, plants were harvested and separated in roots,
xylopodium, stem; basal, middle and apical leaves. It was determined plant growth,
relative water content, moisture percentage, inorganic and organic osmolytes,
electrolytes leakage (EL), lipid peroxidation (LP), ascorbate (ASC), content of
photosynthetic pigments, activities of superoxide dismutase (SOD), ascorbate
peroxidase (APX) and guaiacol peroxidase (POX). Salinity reduced the dry mass of
all plant parts while the water status indicators were maintained. The imposition of
salt stress increased the Na* content in different plant parts, especially in the
xylopodium, increasing about 8-fold, while the K* content decreased
approximately 40% in roots and xylopodium under NaCl 150 mM. As a
consequence, the K*/Na" ratio was decreased in all plant parts. In the salt-treated
plants the content of total soluble sugar was increased in roots, stem and leaves and
the soluble protein content was enhanced in all organs. In addition, the content of
total free amino acids was increased in roots, stem and apical leaves, while the
content of proline was increased in all organs, except in the xylopodium. The
salinity increased the LP in all organs, especially under 150 NaCl mM, except in
roots. Leaf extracts accumulated about 90% of ASC content of the plant. Salinity
changed the photosynthetic pigments content. The activity of SOD was decreased
in roots, xylopodium and stem; and increased in leaf extracts. The APX activity
increased in apical leaves and roots; decreasing in xylopodium, stem, basal and
middle leaves. The POX activity was increased in roots, xylopodium, stems,
middle and apical leaves, except in basal leaves. According to these results, it is
suggested that the xylopodium could be involved in mechanisms of Na* exclusion
and/or compartmentalization in C. phyllacanthus under salinity to avoid ionic
toxicity in the leaves. Although the accumulation of soluble sugars, total protein,
total free amino acids and proline could be related to osmotic adjustment of
faveleira due to water deficit, it is possible that the accumulation of these solutes
have occurred as a result of metabolic disorders promoted by salinity. The favela



presented sensibility to the salinity effects. C. phyllacanthus presents a complex
system of enzymatic and nonenzymatic defense, represented by anthocyanins,
carotenoids, ascorbato, APX and POX in response to salt stress.

Key words: Osmotic adjustment. Water deficiency. Photosynthetic pigments.
Antioxidant response. Salinity. lon toxicity.
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1 INTRODUGAO GERAL

Durantes séculos, a préatica da agricultura em ambientes aridos e semiaridos é
realizada em solos com alta salinidade. A salinidade é um dos fatores abidticos que
causam estresses as plantas, as limitando em crescimento e produtividade (FLOWERS,
2004). Quase 100 milhdes de hectares de solos cultivados sdo afetados pela alta
salinidade (SZABOLCS, 1994; MONTEIRO, 2010). De acordo com dados da FAO
(2008), no Brasil, embora a informacéo sobre as areas salinizadas ainda nédo esteja bem
definida, estima-se que 20 a 25 % das areas irrigadas prdximas aos rios e riachos
intermitentes, principalmente nos solos aluviais, apresentam problemas de salinidade
e/ou problemas de drenagem. Além dos solos salinos em areas irrigadas, também
existem grandes areas afetadas por causas naturais no pais (2,4% do total da area
terrestre do Brasil).

Durante o efeito da salinidade nas plantas, determinados processos sdo
danificados, tais como: sintese de proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese.
Uma das respostas iniciais € a reducao da expanséao da superficie foliar (WANG e NIL,
2000). Este efeito promove reducéo nas concentracBes de carboidratos, que sdo a base
necessaria para o desenvolvimento celular (ESTEVES e SUZUKI, 2008). Efeitos
especificos do estresse salino no metabolismo de plantas, especialmente o
envelhecimento de folhas, foram relacionados as atividades dos fons Na* e CI" em
concentragdes toxicas (AL-KARAKI, 2000; MONTEIRO, 2010). Além disso, diversos
danos oxidativos estdo relacionados ao desequilibrio ibnico e ao estresse osmatico.

As plantas ampliaram seus mecanismos bioguimicos e moleculares para tolerar
0 estresse salino através de produtos e processos alternativos. Estes mecanismos atuam
unidos (IVENGAR e REDDY, 1996; MELONI et al., 2004; SILVA et al., 2009). As
estratégias bioquimicas utilizadas incluem acumulacdo ou exclusdo seletiva de ions,
controle da entrada de ions nas raizes e transporte para as folhas, compartimentalizacéo

de ions ao nivel celular (vacuolos) e estrutural (folhas), sintese de osmolitos, alteragdes
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nas vias fotossintéticas, modificacGes na estrutura de membrana, indugdo de enzimas
antioxidantes e horménios (ESTEVES e SUZUKI, 2008).

A habilidade das plantas em sobreviver sob condi¢es salinas é importante
para sua distribuicio geografica e para a agricultura nas regides salinizadas. E
necessario que se utilizem espécies que tolerem essa condicdo e, se possivel, que sejam
capazes de melhorar as caracteristicas fisicas e quimicas deste solo, o que pode ser
conseguido através do plantio de espécies arbéreas de crescimento rapido, tolerantes a
salinidade (FARIAS, 2008). Espécies estas, de grande importancia ndo sO para
melhorar as caracteristicas do solo; como também para o homem, na indistria de
alimentos (animal e humana), medicamentos e/ou cosméticos, mas também como
matéria-prima na producéo de biodiesel (BELTRAO e OLIVEIRA, 2007). No entanto,
para que se obtenha sucesso, deve-se conhecer os efeitos da salinidade na espécie a ser
empregada (FARIAS, 2008). O Nordeste brasileiro possui imensa diversidade de
plantas oleaginosas que, na sua maioria, ainda precisam ser melhor estudadas,
conservadas e, em alguns casos, preservadas.

Dentre estas espécies, estd a faveleira, Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.)
Pax et K. Hoffm), dotada de grande resisténcia a seca, planta rastica e de rapido
crescimento, podendo ser usada para composicdo de reflorestamento destinados a
recuperacdo de areas degradadas. A espécie apresenta potencial para exploragdo
comercial, principalmente como planta forrageira, desde que ndo haja espinhos nas
folhas além de utilizacdo medicinal e alimenticia. Tentativas de torna-la uma planta
cultivada em maior escala estio sendo implementadas (BELTRAO e OLIVEIRA,
2007). Com base nos resultados obtidos por Silva et al. (2007) e Conceicdo et al.
(2007), o biodiesel do 6leo da faveleira apresenta bons resultados para sua utilizagdo
como combustivel.

Diante do exposto, o trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes
concentragdes salinas sobre o crescimento, a extensdo com que os ions salinos e

solutos orgénicos sdo acumulados e distribuidos, em diferentes 6rgdos da planta e a
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resposta oxidativa enzimatica e ndo enzimatica em Cnidoscolus phyllacanthus.
Trabalhos nessa area, com a citada espécie, sdo bastante escassos no Brasil e o pais
necessita concretizar estudos com culturas que apresentem potencial para subsidiar o

crescimento socioecondmico, principalmente na regido Nordeste.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.2 ASPECTOS GERAIS DA SALINIDADE

2.2.1 DEFINICAO E CAUSAS

O termo salinidade se refere a existéncia de niveis de sais soltveis no solo que
possam prejudicar significativamente o rendimento das plantas cultivadas (RIBEIRO et
al., 2007; MUNNS e TESTER, 2008). Os ambientes salinos sao definidos pela elevada
concentragio de sais soluveis no solo (> 4 dS.m™ de condutividade elétrica), os quais
podem ter origens tanto naturais como antropogénicas (WILLADINO e CAMARA,
2004).

Dois tipos de salinizagdo tém sido identificados (WILLIAMS, 1987), a
primaria e a secundaria. A salinizacdo primaria é um processo natural onde ocorrem
poucas chuvas, elevada evaporacdo e acumulacdo gradual de ions oriundos do
intemperismo. Em contrapartida, a salinizacdo secundaria resulta de um evento
antropico ligado ao ambiente marinho (ESTEVES e SUZUKI, 2008).

A ocorréncia de solos salinos, salino-sédicos e sddicos € comum nas regides
aridas e semiaridas em razdo da baixa precipitacdo pluvial e alta taxa de evaporagdo
(RUIZ et al., 2006). A evaporacdo e a transpiragdo removem agua pura (sob forma de
vapor) do solo e esta perda de dgua concentra solutos no solo. Outra forma de acimulo
de sais ocorre quando a &gua de irrigacdo contém uma alta concentragdo de solutos e
ndo ha possibilidade de descarregd-los em um sistema de drenagem, o que pode
rapidamente alcangar niveis prejudiciais ao crescimento normal das plantas (TAIZ e
ZEIGER, 2004).

Atualmente, a salinizacdo ndo é somente um problema para areas continentais
agrarias, mas também para areas alagaveis costeiras, devido a entrada de &gua salgada

e excessiva extracdo da agua de rios para irrigacdo e usos urbanos. Estas alteragdes
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provocadas pelo aumento na concentracdo de sais podem desencadear processos de
competicdo e extingdo das espécies ali viventes (ESTEVES e SUZUKI, 2008).

As fontes de dguas subterraneas (pocos) e superficiais (acudes de pequeno e
médio portes e lagoas), utilizadas na regido semiarida do Nordeste Brasileiro,
apresentam elevada concentracdo salina, principalmente dos pequenos e médios
reservatérios e aumenta durante o periodo seco, quando o volume da &gua é
significantemente reduzido (AQUINO et al., 2007). A utilizacdo de fontes de &guas
salinas também pode, dependendo de sua composicdo, alterar de forma negativa as

propriedades fisicas e quimicas do solo (AQUINO et al., 2007).

2.2.2 EXTENSAO DA SALINIDADE NOS SOLOS

A érea total dos solos salinos é de 397 milhdes de hectares e de solos sddicos €
de 434 milhdes de hectares, que ndo sdo necessariamente araveis, mas abrangem toda
area afetada pelo sal em nivel mundial. Entre os 230 milhGes de hectares de terras
irrigadas no mundo, 45 milhfes de hectares sdo afetados por sais (19,56%) (FAO,
2008).

No Brasil, embora a informacéo sobre as areas salinizadas ainda ndo esteja
bem definida, estima-se que 20 a 25 % das areas irrigadas préximas aos rios e riachos
intermitentes, principalmente nos solos aluviais, apresentam problemas de salinidade
e/ou problemas de drenagem. Além dos solos salinos em areas irrigadas, também
existem grandes areas afetadas por causas naturais no pais (2,4 % do total da area
terrestre do Brasil). De acordo com uma pesquisa realizada nos solos dos Estados da
Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceard, cerca de
9,1 milhdes de hectares j& sdo &reas salinizadas, o que corresponde a 9% da regido
analisada (FAO, 2008).
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A crescente perda de terras para uso agricola, por causa dos problemas de
aridez e/ou salinidade torna dificil a tarefa de aumentar a produgdo alimentar, a fim de
atender a demanda da populacdo mundial (KOIWA et al., 2006).

2.2.3 INFLUENCIA DO EXCESSO DE SAIS DO SOLO NA PLANTA

2.2.3.1 ALTERACOES NO CRESCIMENTO

Ao longo dos dltimos anos de estudo, os efeitos da salinizagdo sobre o
crescimento e distribuicdo de recursos nas plantas tem sido melhor compreendidos. A
salinidade afeta o desempenho das plantas através de déficit de agua, toxidez
provocada por ions, desequilibrio nutricional (MUNNS e TERMAAT, 1986) e
indiretamente mediando competicBes interespecificas (PENNINGS e CALLAWAY,
1992). As consequéncias lesivas da elevada salinidade podem ser notadas na planta
inteira, resultando em morte ou diminuicdo da produtividade (ESTEVES e SUZUKI,
2008).

Segundo Munns e Termaat (1986) inicialmente, o crescimento da planta é
afetado pelos sais que estdo no meio exterior e € regulado por sinalizagdo proveniente
da raiz, sobretudo pelo acido abscisico (ABA). A segunda fase caracteriza-se pela
reducdo do crescimento resultante do acimulo de sais no interior da planta. A causa
desta injuria € em fungdo da elevada quantidade de sal absorvida, a qual ultrapassa a
capacidade da planta de compartimentaliz&-los no vacuolo.

Durante o efeito da salinidade, determinados processos séo danificados, tais
como sintese de proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese. Uma das respostas
iniciais é a reducdo da expansdo da superficie foliar (WANG e NIL, 2000; PARIDA e
DAS 2005).

As alteracBes morfofisioldgicas da planta aos estresses em geral variam

enormemente com o genotipo e seu estadio de desenvolvimento, além da intensidade e
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duracio do estresse ao qual a planta é submetida (WILLADINO e CAMARA, 2004).
Desta forma, a analise de crescimento pode ser muito Util no estudo da resposta do
vegetal, servindo também para selecionar cultivares ou espécies que apresentem
caracteristicas funcionais mais apropriadas aos objetivos do estudo (BENINCASA,
2003).

2.2.3.2 ALTERACOES IONICAS

A reducdo na atividade fotossintética, também, depende de dois aspectos da
salinizagdo, a concentracdo total de sal e a sua composicdo idnica (PARIDA e DAS,
2005). De acordo com Maathuis e Amatmann (1999), a alta relacdo Na'/K® e
concentragdes altas de sais totais inativam as enzimas e inibem a sintese proteica.
Segundo esses autores, em termos de desordem nutricional, um dos principais efeitos
nocivos do fon Na" é o de deslocar o fon Ca" da membrana plasméatica das células
radiculares, com a consequente perda da seletividade idnica das raizes. A membrana
plasmatica, em condices normais, tem alta especificidade pelo ion K*, a qual ¢
reduzida devido ao deslocamento do ion Ca*, ocasionado pelo ion Na*. E importante
destacar que o ifon potassio é ativador de reagdes enzimaticas vitais, contribui
significativamente para a manutencdo do potencial osmético do vactolo e turgor
celular e é essencial na sintese de proteinas (TESTER e DAVENPORT, 2003).

Em algumas espécies, a acumulagdo de ions sddio e potassio também
favorecem o ajustamento osmético e a reducdo do potencial hidrico da planta
(FRICKE et al., 2006). Porém, a exposi¢do ao excesso de sais por um longo periodo
pode causar na planta danos por toxicidade, quando ndo 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 LAUCHLI, 2002).
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2.2.3.3 ALTERAGOES BIOQUIMICAS

Variagdes na concentracdo de carboidratos solUveis totais (LACERDA et al.,
2001; COSTA et al., 2003; GHEYI et al., 2005), fenois totais, glicina betaina
(LACERDA et al., 2001; ASHRAF e FOOLAD, 2006), prolina (LACERDA et al.,
2001; ASHRAF e FOOLAD, 2006), clorofila (DOWNTON et al., 1985; SANTOS,
2004; NETONO et al., 2004), e proteinas soluveis (COSTA et al.,, 2003;
RODRIGUEZ-PEREZ, 2006; LUNDE et al., 2007) sdo exemplos de alteracdes
bioquimicas observadas nos vegetais cultivados sob salinidade.

O estresse salino pode reduzir a concentragdo de carboidratos das folhas mais
jovens através do acumulo de sais no citoplasma, ap6s exceder a habilidade das folhas
maduras de acumular os sais nos vactolos (MUNNS, 2002). Como o carboidrato, entre
outros compostos, é o substrato necessario para o crescimento do vegetal, todos os
outros 6rgdos da planta também tém seu crescimento afetado pela salinidade (PARIDA
e DAS, 2005). Porém, a elevacéo nos teores de carboidratos solveis totais nas folhas,
esta ligada a finalidade de se manter o nivel de adgua da folha e induzir o ajustamento
osmatico na planta, visando o equilibrio osmético da célula (LACERDA et al., 2001;
KERBAUY, 2004). Apesar de estudos relacionarem o papel dos carboidratos na
osmorregulacdo das plantas submetidas a salinidade (CHEESEMAN, 1988), ainda ¢
muito restrito o conhecimento sobre as alteracdes no metabolismo de carboidratos em
repostas ao aumento da salinidade ou da sua importancia como osmolito
(ROLLETSCHEK e HARTZENDORF, 2000).

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até outras com alto
grau de polimerizagdo (BRAVO, 1998). Estéo presentes nos vegetais na forma livre ou
ligados a agucares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998). Os fenois s&o compostos
reconhecidos como potentes antioxidantes, que podem agir como redutores de oxigénio

singlet, atuando nas reacfes de oxidagdo lipidica, assim como na quelagdo de metais
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(SATUE-GARCIA et al., 1997). Em contrapartida, o excesso de fenois pode atuar de
forma negativa no desenvolvimento das plantas pela oxidagéo de compostos celulares.

A alteracdo na concentracdo de prolina nas plantas é relacionada a varios
estresses abidticos, principalmente aos estresses hidrico e salino. O acimulo de prolina
livre é estudado em condi¢des de estresse osmético ha mais de 45 anos (KAVI
KISHOR et al., 2005) e sabe-se que o teor de prolina varia de espécie para espécie e
pode apresentar valores 100 vezes maiores nas plantas submetidas a estresse quando
comparadas as plantas controles (VERBRUGGEN ¢ HERMANS, 2008). Durante os
estresses osmaticos, a prolina atua como um osmorregulador, além de ser uma fonte de
carbono e nitrogénio (HARE e CRESS, 1997). Além disso, tem sido proposto,
também, que a prolina pode atuar na estabilizacdo das estruturas das proteinas,
favorecer a estabilizacdo do pH citosélico e auxiliar no equilibrio redox das células
estressadas (VERBRUGGEN e HERMANS, 2008). Alguns autores mostraram que a
prolina pode atuar como sequestrador das espécies reativas de oxigénio (EROs)
geradas durante estresses (SMIRNOFF e CUMBES, 1989; BOHNERT e SHEN,
1999). A acumulacédo de prolina também pode influenciar na sinalizacdo de respostas
adaptativas aos estresses osmoticos (MAGGIO et al., 2002). Bellinger et al., (1991)
sugerem que a acumulacdo de prolina ndo é um indicador de resisténcia e sim um
indicador de tolerancia adquirida, visto que diversos experimentos demonstram que
celulas, calos e somaclones selecionados como tolerantes ao estresse apresentam uma
maior acumulacéo de prolina do que os ndo aclimatados.

Variagfes na concentragdo de clorofila podem ocorrer através da diminuicéo
da sua sintese, devido & alteragdo do &cido aminolevulinico (ALA) o qual é o precursor
da protoclorofila (que é convertido em clorofila quando exposta a luz), ou pela propria
degradacdo da clorofila, através da enzima clorofilase (SANTOS, 2004). Esse ultimo
processo tem como primeiro passo a remocéo do fitol pela clorofilase, primeira enzima
gue age na via de degradacéo da clorofila (FANG et al., 1998). No entanto, os dados

sobre essa enzima sugerem que a sua atividade diminui com a senescéncia e anoxia
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(FANG et al., 1998), mas ndo ha informagdes claras sobre o comportamento da enzima
presente nas folhas sob condigdes de estresse salino.

As proteinas sdo encontradas em todas as partes das células, uma vez que sao
fundamentais sob todos os aspectos da estrutura e funcdo celulares, e alteracfes nos
teores de proteinas podem representar um grande dano para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Alguns autores relatam que, sob estresse salino,
normalmente, ha reducdo no conteldo de proteinas das plantas estressadas, ou em
virtude da sintese proteica ser prejudicada, ou pelo aumento da proteélise (SILVEIRA
et al., 2003; PARIDA e DAS, 2005). A sintese proteica é prejudicada devido a
exigéncia do ion potassio na ligagdo do tRNA aos ribossomos, a qual necessita de altas
concentragdes desse ion para ocorrer (BLAHA et al., 2000). Porém, sob salinidade,
geralmente a concentragdo de K* tende a diminuir com o aumento da concentragdo do
fon Na’, isso porque ndo ha transportadores especificos para o fon Na*, o qual compete
com o fon K*. Essa interrupgdo da sintese proteica parece ser um importante fator dos
danos causados pelo excesso de ions Na* (TESTER e DAVENPORT, 2003).

2.2.3.4 DANOS OXIDATIVOS

Uma consequéncia direta dos efeitos primarios do estresse salino € o acumulo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo prejudiciais as células vegetais em
concentragdes elevadas, mas que, em niveis relativamente baixos, podem atuar como
moléculas sinalizadoras de mecanismos que minimizam o estresse abidtico (PANG e
WANG, 2008). Essas EROs produzidas durante o estresse salino podem causar danos
nas membranas celulares, nos pigmentos fotossintéticos, nas proteinas (HERNANDEZ
et al., 2000), nos lipidios e nos &cidos nucleicos (MONK et al., 1989).

Os danos oxidativos se traduzem em diversos processos degenerativos,
incluindo peroxidacdo de lipidios de membrana e morte celular programada

(SILVEIRA et al., 2005). Podem também se expressar como hipo ou hipermetilagéo do
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DNA, delecéo e substituicdo de bases do DNA, alteracdes cromossomicas (aneuploidia
e poliploidia) e rearranjo cromossémico (CASSELLS e CURY, 2001).

As EROs sdo formas reduzidas de oxigénio atmosférico, que normalmente
resultam da excitacdo do O, para formar oxigénio singleto (O,") ou a partir da
transferéncia de um, dois ou trés elétrons do O, para formar, respectivamente, um
radical superoxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,0,) ou um radical hidroxila (HO")
(MITTLER, 2002).

Existem muitas fontes das EROs na planta, algumas delas estdo envolvidas em
reacdes normais do metabolismo, como na fotossintese e na respiragdo (MITTLER,
2002). Nesses processos, 0 oxigénio molecular pode seguir duas rotas, a das oxidases,
a qual consiste na formacdo de agua pela transferéncia de quatro elétrons para o
oxigénio na cadeia respiratéria (reducdo tetravalente), acoplada a fosforilagao
oxidativa que forma ATP; e a rota das oxigenases, culminando na formacgéo das EROs
através da transferéncia de um elétron de cada vez para o oxigénio (reducdo
univalente) (SOARES e MACHADO, 2007). Outras fontes também séo citadas como
produtoras das EROs durante o0s estresses abidticos, como por exemplo, a
fotorrespiracdo nos peroxissomos (MITTLER, 2002).

2.2.4 MECANISMOS DE TOLERANCIA DAS PLANTAS A SALINIDADE

As plantas apresentam diferentes mecanismos de tolerancia frente ao estresse
salino, os quais variam enormemente de acordo com os varios fatores internos e
externos. Segundo Parida e Das (2005), de uma forma geral, as plantas submetidas a
salinidade desenvolvem mecanismos bioquimicos e moleculares para diminuir o0s
efeitos nocivos do sal e esses mecanismos podem ser de alta ou baixa complexidade. A
salinizagdo dos solos acarreta para 0s vegetais estresses osmotico, ibnico e oxidativo
(TESTER e DAVENPORT, 2003).
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2.2.4.1 TOLERANCIA AOS EFEITOS OSMOTICOS

Apenas o efeito osmdtico atua sobre a planta induzindo variacdes
essencialmente instantaneas, num intervalo de tempo de minutos a horas (MUNNS,
2002). As plantas podem acumular compostos osmorreguladores, como a prolina,
glicina betaina (ASHRAF e FOOLAD, 2006) e carboidratos (ROLLETSCHEK e
HARTZENDORF, 2000), para minimizar os efeitos osméticos.

Muitas plantas acumulam prolina como um osmdlito atdxico e protetor sob
condi¢bes salinas (LEE e LIU 1999; MUTHUKUMARASAMY et al., 2000).
Elshintinawy e Elshourbagy (2001) verificaram que os aminoacidos mais abundantes
(cisteina, arginina, metionina) constituem cerca de 55 % dos aminoéacidos livres, sendo
estes reduzidos quando as plantas foram estressadas com NaCl. J& valina, isoleucina,
aspartato e prolina aumentaram em resposta ao estresse provocado por NaCl.

Um aumento na concentragdo dos fons Na" e CI induz a acumulacdo da
prolina, pela diminuicdo da atividade de prolina desidrogenase (uma enzima catabdlica
de prolina) (PARIDA e DAS, 2005). A prolina tende a acumular nos tecidos vegetais
sob estresse hidrico (FERREIRA et al., 2002), mas, como a assimila¢do do nitrogénio
é reduzida sob tais condicOes, pode-se supor que esse composto se origine dos
processos de renovacdo de proteinas. E interessante destacar que entre 0s N-
aminossolUveis que se acumulam em resposta ao estresse osmotico, a prolina é
indiscutivelmente a mais relatada (FERREIRA et al., 2002).

Apesar da forte correlagdo entre tolerancia aos estresses e acimulo de prolina
em plantas superiores, essa relacdo nao é universal (ASHRAF e FOOLAD, 2006), pois
alguns autores sugerem que o acumulo de prolina é apenas uma consequéncia do
estresse e ndo uma resposta adaptativa (COSTA et al., 2003). No entanto, o acimulo
de prolina em plantas sob estresse tem sido relacionado mais a tolerancia do que a
susceptibilidade as condicOes de estresse (ASHRAF e FOOLAD, 2006).
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Segundo Fricke et al. (2006), em algumas espécies, a acumulagdo dos ions Na*
e CI' também favorece o ajustamento osmético e a reducdo do potencial hidrico da
planta. Porém, a exposi¢do ao excesso de sais por um longo periodo pode causar na
planta danos por toxicidade, quando ndo exportados, secretados ou compartimentados
adequadamente. A compartimentalizacdo de sais em nivel radicular pode reduzir a
producéo da biomassa seca da raiz, afetando, principalmente, a relagéo raiz/parte aérea.
Porém, como a acumulagdo dos sais na parte aérea € menor, os efeitos tdxicos da
salinidade no aparato fotossintético da planta, podem ser evitados (MAGGIO et al.,
2007).

2.2.4.2 TOLERANCIA AOS EFEITOS IONICOS

Frente aos efeitos i6nicos do sal, os mecanismos de tolerncia podem se
apresentar em trés niveis de organizacdo: planta inteira, organela e molecular
(MUNNS et al., 2002). No nivel de planta inteira, a tolerancia depende da habilidade
das plantas em controlar o transporte do sal em pontos estratégicos 0s quais evitam que
os sais alcancem niveis toxicos nas folhas, através da retencdo dos sais em outras
partes da planta ou na exclusdo dos mesmos (DAVENPORT et al., 2005). O controle
no nivel de organela é atrelado a manutencdo dos ions fora das células e a
compartimentalizacdo dos ions para o0s vacuolos. Nesse caso, deve ocorrer
paralelamente o acimulo de fons K* e de solutos compativeis, como prolina e glicina
betaina no citoplasma para contra-balancar a pressdo osmética dos ions no vacutolo. No
nivel molecular, o controle ocorre através dos transportadores de ions que o0s carregam
para fora da célula e até mesmo ndo permitem sua entrada no meio intracelular
(MUNNS et al., 2002).

Como ndo ha transportadores especificos para o ion Na*, ele compete com

outros cations, principalmente o fon K*, através de transportadores de alta afinidade
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pelo ion potassio ou daqueles de baixa afinidade, que sdo fortemente influenciados
pelo fon Ca" (OLIVEIRA et al., 2010).

As plantas também podem absorver os ions e manté-los em concentracdo
constante por longos periodos, desde que a absorcdo de agua seja proporcional a
absorcdo deles, resultando em aumento no grau de suculéncia (LARCHER, 2004).
Embora muitos desses mecanismos sejam especialmente eficientes nas haléfitas, eles

também tém sido observados em glicofitas.

2.2.4.3 TOLERANCIA AOS DANOS OXIDATIVOS

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio na relagdo entre
compostos antioxidantes versus compostos pré-oxidantes, levando ao aumento da
concentracdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). A sinalizacdo para o
mecanismo de desintoxicacdo das plantas, provavelmente, ndo ocorre devido as
mudancas ibnicas ou osmoticas, mas ao aumento dessas EROs ou a propria
desnaturacdo das proteinas (ZHU, 2002).

As plantas, em maior ou menor grau, estdo adaptadas a conviverem com certos
niveis de EROs. Quando, porém, as EROs se acumulam nos tecidos, tornam-se tdxicas,
podendo levar as células a morte (RESENDE et al., 2003). Em funcéo disso, as plantas
desenvolveram estratégias para controlar os niveis destes EROS no interior das células
(APEL e HIRT, 2004), utilizando para isso mecanismos de defesa enzimaticos e ndo
enzimaticos, que sdo encontrados em diferentes organelas como cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos (PANG e WANG, 2008). Dentre as enzimas que
participam dos sistemas de defesa das plantas destacam-se a catalase (CAT), a
superoxido dismutase (SOD), a peroxidase (POX) e a peroxidase do ascorbato (APX),
além da peroxidase da glutationa (GPX) e a redutase da glutationa (GR). Dentre os

metabdlitos que podem ser importantes nos sistemas de defesa ndo enziméticos
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destacam-se o ascorbato (AsA), o monodesidroascorbato (MDHA), a glutationa

reduzida (GSH), o a-tocoferol e os carotenoides (MITTLER, 2002).
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mecanismos enzimaticos envolvidos na eliminacdo do poder toxico das EROs
(Adaptado de GECHEV e BREUSEGEM, 2006).

As enzimas SOD e CAT formam um dos mais importantes sistemas de defesa
das plantas contra as EROs, removendo, respectivamente, os radicais superdxido (O,")
e peréxido de hidrogénio (H,O,), evitando, desta forma, a producdo do radical
hidroxila (HO"), gerado pelas reagdes “Haber-Weiss” (ASADA 1992; SCANDALIOS,
1993).

As SOD sdo metaloenzimas responsaveis pela dismutacdo do radical
superoxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular (ASADA et al., 1974).

Em plantas superiores as SOD apresentam-se na forma de trés isoenzimas,

30



classificadas de acordo com o ion metélico presente no grupo prostético: Mn-SOD,
Cu/Zn-SOD e Fe-SOD (ASADA, 1999; ARORA et al., 2002). Essas isoenzimas estdo
distribuidas em diferentes compartimentos celulares: a Fe-SOD é encontrada
principalmente nos cloroplastos, a Mn-SOD nas mitocéndrias e peroxissomos e a
Cu/zZn-SOD nos cloroplastos, citosol e, possivelmente, no espaco extracelular
(ALSCHER et al., 2002).

O H,0, formado espontaneamente pela dismutagdo do radical superdxido (O,
) ou pela reacdo catalisada pelas SODs é eliminado do metabolismo celular por agéo
das enzimas CAT, APX e POX (ARORA et al., 2002). Assim, o balango entre as
atividades das SOD, APX, CAT e POX no metabolismo celular é crucial para a
manutengdo do equilibrio dindmico do radical O,” e H,0, (MITTLER, 2002).

As POX sdo enzimas capazes de oxidar varios substratos na presenca de H,0,
ou de hidroperoxidos organicos (ASADA, 1992). As peroxidases estdo amplamente
distribuidas nas células, sendo encontradas ndo apenas associadas as paredes celulares,
mas, também, as membranas celulares, vacuolos e citoplasma (SIEGEL, 1993). A
atividade das POXs, como parte do sistema antioxidativo das plantas, depende do tipo
do causador do estresse, da espécie analisada, do 6rgdo envolvido e do estadio de
desenvolvimento das plantas (HEGEDUS et al., 2001). Além de uma distribuicdo mais
ampla nas células do que as CAT, as POX apresentam menor massa molecular (35
kDa), permitindo mobilidade mais rdpida dentro dos diversos compartimentos
celulares onde a sua agdo e requerida (SIEGEL, 1993).

Um importante composto no processo antioxidativo, o ascorbato é requerido
como doador de elétrons para que alguns sistemas de defesa enzimaticos possam atuar
eliminando as EROs do interior das células. A sintese de ascorbato ocorre em
mitocondrias (NOCTOR e FOYER, 1998). Este metabolito encontra-se em alta
concentragdo no interior das células, estando distribuido no citosol, mitocéndria,
peroxissomos, apoplasto e, principalmente, no interior dos cloroplastos (MITTLER,

2002). Enzimas do sistema antioxidativo das plantas, ao interagirem com as formas

31



reduzidas deste composto, proporcionam excelente mecanismo de eliminacdo das
EROs (CREISSEN et al., 1999). Segundo Smirnoff et al. (2001) e Dipierro et al.
(2005), o ascorbato tem sido classificado como componente chave do sistema
antioxidativo das plantas, estando relacionado aos estresses abidticos e bidticos. A
manutencdo da concentracdo de ascorbato, em plantas submetidas a determinada
condicéo de estresse, envolve complexa interacdo entre sintese, degradagéo, transporte
e armazenamento no interior das células (FOYER e NOCTOR, 2000).

As APX utilizam especificamente o ascorbato como doador de elétrons na
reacdo de eliminagdo de H,0O,, protegendo as células contra os danos oxidativos e
fotoxidativos deste tipo de EROS (ASADA, 1992). Estas enzimas sdo encontradas,
principalmente, nos cloroplastos e no citosol (ARORA et al., 2002), podendo, também,

estar associadas as mitocondrias, peroxissomos e ao apoplasto (MITTLER, 2002).

2.2.5 FAVELEIRA [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm]

Cnidoscollus phyllacanthus, conhecida popularmente como faveleira ou favela,
é uma Euphorbiaceae das caatingas hiperxerdéfilas, medindo de trés a cinco metros de
altura, vegeta na caatinga e no sertdo, de solo seco, pedregoso e sem humo, e em areas
que apresentam precipitacdo pluviométrica abaixo dos 600-700 mm anuais, sem
cobertura protetora, exposta a forte irradiacio (DUQUE, 2004; BELTRAO e
OLIVEIRA, 2007).

Dotada de grande resisténcia a seca, a faveleira é uma planta ristica e de
rapido crescimento, podendo ser usada para composi¢do de reflorestamentos destinado
a recuperacio de areas degradadas (BELTRAO e OLIVEIRA, 2007). E uma espécie
exclusivamente do Brasil, ocorrendo em todos os estados do Nordeste, com excecéo de
Alagoas e Maranhdo (MELO, 2000).
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Figura 2: Porte arbustivo da faveleira com espinho.
2.2.5.1 DESCRICAO DA PLANTA

A planta é lactescente e armada de espinhos, sendo uma das primeiras a perder
as folhas no final do periodo chuvoso, permanecendo a maior parte do ano sem folhas.
Em geral, a frequéncia desta espécie, € baixa. Contudo, pode formar concentracdes em
pontos determinados quando as condicdes locais sdo adequadas. Floresce durante um
longo periodo do ano, produzindo de maneira continua, pequena quantidade de
sementes. As suas folhas sdo longas, grossas, lanceoladas, recortadas, com pequenos
aculeos no limbo e espinhos urticantes nas nervuras. As flores sdo diclinas, alvas e em
pequenos cachos axilares e terminais (DRUMOND et al., 2007). Os frutos séo capsulas
arredondadas, deiscentes, de 1,5 a 2,0 cm de didmetro, recobertos de pelos urticantes
(MAIA, 2004).

A faveleira pode ser encontrada com duas caracteristicas, sem espinhos -
considerada mutante - e com espinhos, sendo a forma mais comum na regido
semidrida. Todas as suas partes podem ser aproveitadas, desde a raiz até suas folhas
(VIANA e CARNEIRO, 1991; BELTRAO e OLIVEIRA, 2007).
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Figura 3. Folhas de faveleira com espinho, apresentando exsudacao de latex.

A faveleira tem espinhos localizados nas vizinhancas dos pontos de insercéo
das folhas; nestas, distribuem-se desde o peciolo até a nervura principal e nas faces
dorsal e ventral do limbo; nos frutos, os espinhos sdo localizados em faixas
compreendidas entre as linhas de deiscéncia, mantidas inermes, juntamente com as
areas basais (MOREIRA et al., 1974; BELTRAO e OLIVEIRA, 2007).

A arvore, se cortada em qualquer parte, exsuda seiva branca, semelhante a um
latex, pegajosa, e que, uma vez seca, se torna quebradica. As folhas sdo de forma
ovada, eliptico-ovalada, sinuosa a sublobada, membranacea, de bordos profundamente
lobados, terminadas em pequenos espinhos (BELTRAO e OLIVEIRA, 2007;
RIBEIRO FILHO et al., 2011). Apresenta numero variavel de pelos urticantes, as
vezes simples, ou unidos na base (DRUMOND et al., 2007).

As sementes, de aparéncia semelhante as da mamona, sdo ricas em Oleo

comestivel; ainda assim, pouco aproveitadas, podendo ainda ser utilizadas no
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tratamento de dermatites. A viabilidade das sementes armazenadas € inferior a 90 dias
(MAIA, 2004; DRUMOND et al., 2007).

A faveleira possui raizes tuberculadas, xilopddios, com reservas alimentares
elaboradas durante as chuvas, mediante a fotossintese nas folhas e minerais absorvidos
pelas raizes, que se acumulam nos érgdos subterraneos para manutencdo do vegetal na
seca e permite o aparecimento de novas folhas, flores e frutos (DUQUE, 2004).

Esta espécie inicia a sua floragdo em janeiro e a frutificacdo prolonga-se até
maio, embora possa permanecer todo o tempo com folhas e em constante floragdo em
condicdes favoraveis (LIMA, 1996; NOBREGA, 2001; DRUMOND et al., 2007).

2.2.5.2 POTENCIALIDADES DE USO

O grande destaque da faveleira entre as plantas da caatinga é a sua
extraordinaria resisténcia a seca e ao aproveitamento de todas as suas partes, na
alimentacdo humana e animal, desde a raiz até as folhas, todas com grande potencial
nutricional (CALDEIRA, 2006).

A utilizacdo da faveleira como planta medicinal € uma prética bastante comum
na regido semiarida. A casca e a entrecasca do caule podem ser usadas como agente
anti-inflamatdrio, desinfetante, cicatrizante e na cura de bicheiras. O latex pode ser
usado na cauterizacdo de verrugas e como coagulante do sangue (GALVAO, 1960;
BELTRAO e OLIVEIRA, 2007).

O grande potencial forrageiro da faveleira estid nas folhas maduras e cascas
novas, que servem para alimentacdo de caprinos, ovinos, muares e bovinos (LIMA
1996; MAIA, 2004). Segundo Beltrdo e Oliveira (2007) os galhos e folhas da faveleira
tem um potencial nutritivo semelhante ao do farelo do caroco de algoddo (Gossypium
hirsutum L.). Com a reducdo dos seus espinhos, a mesma podera ser mais facilmente

explorada para fins forrageiros e de producéo de 6leo, gerando, assim, a torta de suas
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sementes, que sdo fontes de alimento humano e de animais domésticos e silvestres
(LIMA, 1996; CANDEIA et al., 2010).

Por se tratar de uma espécie com significativos teores de Oleo em suas
sementes, entre 50 a 70% (RIBEIRO FILHO et al.,, 2007), pode tornar-se uma
alternativa sustentavel para producdo racional de biodiesel. Com base em resultados
preliminares (SILVA et al., 2007; CONCEIQAO et al., 2007), o biodiesel do 6leo da

faveleira apresenta-se com bons resultados para sua utilizagdo como combustivel.
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RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE FAVELEIRA [Cnidoscolus
phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm] AO ESTRESSE SALINO

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar algumas respostas fisiologicas e
bioguimicas de Cnidoscolus phyllacanthus sob salinidade. Plantas de faveleira foram
cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0, 50, 100 e 150 mM de NaCl em casa de
vegetacdo. Apos 8 dias de estresse, as plantas foram colhidas e separadas em raizes,
xilopddio, caule; folhas basais, medianas e apicais. Foram determinados crescimento,
conteudo relativo de agua, percentual de umidade, e osmolitos inorganicos e organicos.
A salinidade reduziu a massa seca de todas as partes da planta, apesar de que o0s
indicadores de status hidrico foram mantidos. A imposi¢ao do estresse salino aumentou
o conteido de Na* nas diferentes partes da planta, especialmente no xilopddio,
aumentando cerca de 8 vezes, a0 mesmo tempo que o conteido de K* decresceu em
aproximadamente 40% em raizes e xilopédio sob 150 mM de NaCl. Como
consequéncia, a relacdo K*/Na" diminuiu em todos os drgdos da planta. Nas plantas
submetidas ao tratamento salino, o contetdo de agucares solGveis totais foi aumentado
em raizes, caule e estratos foliares e o conteldo de proteinas sollveis aumentou em
todos os érgdos. Em adicdo, o conteudo de aminoacidos livres totais aumentou em
raizes, caule e folhas apicais, enquanto o conteiido de prolina aumentou em todos 0s
Orgaos, exceto em xilopddio. De acordo com os resultados, sugere-se que o xilopddio
pode estar envolvido em mecanismos eficientes de exclusdo elou
compartimentalizagcdo em faveleira sob salinidade para evitar a toxicidade iénica nas
folhas.

Palavras-chave: Ajustamento osmético. Deficiéncia hidrica. Salinidade. Toxicidade

ionica.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL RESPONSES OF FAVELEIRA
[Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm] TO SALT STRESS

ABSTRACT - The aim of this work was to evaluate some physiological and
biochemical responses of Cnidoscolus phyllacanthus under salinity. C. phyllacanthus
plants were grown in nutrient solution containing 0; 50; 100 and 150 mM NacCl at a
greenhouse. After 8 days of stress, plants were harvested and separated in roots,
xylopodium, stem; basal, middle and apical leaves and growth, relative water content,
moisture percentage, and inorganic and organic osmolytes were determined. Salinity
reduced the dry mass of all plant parts while the water status indicators were
maintained. The imposition of salt stress increased the Na* content in different plant
parts, especially in the xylopodium, increasing about 8-fold. The K* content decreased
approximately 40% in roots and xylopodium under 150 mM NacCl. As a consequence,
the K'/Na" ratio was decreased in all plant parts. In the salt-treated plants, the total
soluble sugar content was increased in roots, stem and leaves and the soluble protein
content was enhanced in all organs. In addition, the content of total free amino acids
was increased in roots, stem and apical leaves while the content of proline was
increased in all organs, except in xylopodium. According to these results, it is
suggested that the xylopodium could be involved in efficient mechanisms of Na*
exclusion and/or compartmentalization in C. phyllacanthus under salinity to avoid
ionic toxicity in the leaves.

Key words: Osmotic adjustment. Water deficiency. Salinity. lon toxicity.
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INTRODUCAO

A salinidade causada por NaCl, no solo e/ou na &gua de irrigacdo € um dos
principais fatores limitantes da producdo agricola no mundo (ACOSTA et al., 2011).
Nas regifes semiaridas, onde o problema é mais agudo, a baixa pluviosidade e a
elevada taxa de evapotranspiragdo contribuem decisivamente para 0 agravamento da
salinizagdo dos solos, propiciando o aumento do processo de desertificacdo (IMADA
et al., 2009; ANDRADE et al., 2012). Nestes ambientes, o estresse salino desencadeia
danos celulares que afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas (CHANG et
al., 2011).

A inibicdo da taxa de crescimento radicular € um dos primeiros efeitos
causados pelos componentes osmético e i6nico do estresse salino (LIN e KAO, 2002;
LOPES et al., 2008; D’SOUZA ¢ DEVARAJ, 2010). Como consequéncia, a planta
sofre prejuizos nos processos de absor¢do, acimulo e manutencgdo do contetdo de agua
e de ions nos tecidos (IMADA et al., 2009), desencadeando modificagfes no potencial
hidrico, na nutri¢do mineral, no balanco de ions e na eficiéncia fotossintética.

O componente osmotico leva a desidratacdo e a perda de turgor nas células
induzida por solutos externos (VICENTE et al., 2004; D’SOUZA ¢ DEVARAJ, 2010).
Uma estratégia para garantir a manutencdo da homeostase hidrica € o ajustamento
osmatico. A hiperosmolaridade no vacuolo pode ser contrabalancada pela sintese e
acumulacdo de solutos compativeis no citosol (ASHRAF e HARRIS, 2004;
BUCHANAN et al., 2009). Desta forma, a homeostase hidrica depende da contribuicdo
relativa de diferentes solutos inorganicos e organicos (OUESLATI et al., 2010).

Em espécies como Schinopsis quebracho colorado (MELONI et al., 2008),
Zea mays L. (KHOLOVA et al., 2010) e Anacardium occidentale L. (FERREIRA-
SILVA et al., 2008) o K* e o CI" foram apontados como sendo os solutos que mais
contribuem para o equilibrio hidrico celular (FORD e WILSON, 1981). Outras
espécies, como Plantago crassifolia (VICENTE et al.,, 2004); e Zea mays L.,
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(KOSKEROSGLU e TUNA, 2010) a osmorregulacdo ocorre através do acimulo de
aminoécidos como a prolina. Além disso, em Excoecaria agallocha L., sdo os agucares
ndo-redutores (JENCI e NATARAJAN, 2009), em Lablab purpureus os redutores
(D’SOUZA e DEVARAJ, 2010). Em Zea mays L. compostos quaternarios de amonio
como a glicina betaina (KHOLOVA et al., 2010), que sdo sintetizados em resposta a
salinidade (YOUSIFI et al., 2010).

O componente idnico envolve a interferéncia dos ions salinos na absorcéo,
distribuigdo e utilizacdo dos nutrientes minerais, acarretando distirbios na homeostase
ibnica celular (MAATHIUS et al., 1996; ZHU, 2003; SHABALA e CUIN, 2008;
SHABALA, 2009). Estas alteracdes afetam a atividade de enzimas que atuam em
processos metabodlicos fundamentais como a sintese de proteinas, a respiracdo e a
fotossintese (ELLOUZI et al., 2011; SHABALA et al., 2012).

Na planta, alguns mecanismos podem ser utilizados para minimizar os danos
causados pela toxidez i6nica, dentre eles: (1) minimizar a entrada inicial de Na* nas
celulas e maximizar o seu efluxo; (2) minimizar a condugdo destes ions para parte
aérea; (3) elevar ao maximo a recirculacdo de Na* via floema; (4) compartimentalizar o
Na“ e o CI" ou direcioné-los para partes velhas da planta (folhas velhas) e; (5) secretar
0s sais em alta concentracdo (TESTER e DAVENPORT, 2003). Quantidades de Na*
podem ser acumuladas em vaclolos pela acdo de carreadores Na'/H" no tonoplasto
(ASHRAF e FOOLAD, 2007), os quais, sob estresse salino, tém sua atividade
rapidamente aumentada em plantas resistentes (ANDREEV, 2001).

A participagdo dos solutos envolvidos na osmorregulacdo em resposta a
salinidade e os mecanismos utilizados para minimizar os danos causados pela toxidez
ibnica variam com a espécie (VICENTE et al., 2004; CHAVES et al., 2009). Neste
contexto, 0 acimulo e a distribui¢do de ions, bem como a contribui¢do ao ajustamento
osmatico, no estabelecimento e na produtividade de plantas cultivadas em resposta aos
estresses salino e hidrico vem sendo largamente estudados (BOYER, 1982; SERRAJ e
SINCLAIR, 2002: VIEGAS et al., 2004; SOUZA et al., 2011). Entretanto, a literatura
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para plantas nativas é ainda incipiente, especialmente na regido semiarida, onde
espécies arboreas podem ser utilizadas na fitorremediacdo de terras degradadas pela
salinidade.

A faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm] é uma
Euphorbiaceae arbdrea, nativa da regido semiarida, com caracteristicas tipicamente
xerofilas (RIBEIRO FILHO et al., 2011). Esta espécie cresce em ambientes com
condigOes restritas, como precipitagdo reduzida, altas temperaturas, condi¢es de solo
pobre, onde a maioria das espécies agronomicamente importantes ndo sdo capazes de
crescer satisfatoriamente (BELTRAO e OLIVEIRA, 2007; SILVA et al., 2010). A
faveleira detém grande potencial para o desenvolvimento socioecondmico da regido
(BELTRAO e OLIVEIRA, 2007), podendo tornar-se uma alternativa sustentavel para a
producdo de biodiesel, pois a mesma apresenta significativos teores de 6leo em suas
sementes, entre 50 a 70% (RIBEIRO FILHO et al., 2007).

Embora as sementes de C. phyllacanthus representem uma promissora fonte de
bioenergia, 0 conhecimento a cerca das respostas fisiologicas desta espécie a salinidade
é escasso. Sabe-se que a faveleira, assim como outras espécies das Euphorbiaceae,
apresenta o xilopoddio como 6rgdo de reserva (BRAGA et al., 2006). Entretanto as
informacdes sdo limitadas quanto ao papel deste 6rgdo na manutencao hidrica seja por
acumulacdo e/ou compartimentalizacéo de ions salinos, ou ainda sintese e acumulagao
de osmolitos como estratégia de sobrevivéncia em regides com escassez de agua e
excesso de sais no solo. Neste sentido, a melhor compreensdo é essencial a fim de se
adotar estratégias competitivas para melhorar a producdo vegetal e a exploracéo
racional desta espécie nas regifes aridas e semiaridas. Assim, 0 objetivo deste trabalho
foi avaliar as alteragbes fisioldgicas significativas nos indicadores de estresse
associados ao crescimento, estado hidrico, e a distribuicdo dos solutos inorganicos e

organicos em diferentes 6rgaos vegetativos de faveleira.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condicdes experimentais

Sementes de faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm]
foram desinfetadas com hipoclorito de Na® 0,2% (m/v), seguido de 3 lavagens
consecutivas em agua destilada. As sementes foram semeadas em papel de germinacéo
(dimensBes 28 x 38 cm) umedecido com &gua destilada (1,5 x a massa do papel) e
mantidas em cdmara de crescimento a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas (VIEIRA e
CARVALHO, 1994).

Aos trinta dias de idade, as mudas foram padronizadas de acordo com o
namero de folhas, altura e peso, onde foram determinados: comprimento inicial da
parte aérea (PA,) e das raizes (RA); massa fresca total inicial (MFo); nimero de folhas
inicial (NFp); e mantidas em cultura hidropénica (HOAGLAND e ARNON, 1950)
complementada com NaCl (0, 50, 100 e 150 mM). As culturas hidropdnicas foram
mantidas em casa de vegetacdo, sob fotoperiodo de 12 h, a temperatura ambiente de
3045 °C e umidade relativa de 50 %. As culturas foram aeradas continuamente com
um borbulhador de ar. A solugdo nutriente foi substituida por solucdo recentemente
preparada com 7 dias de intervalo.

Oito dias apdés o inicio da imposicdo do estresse, foram avaliados o
comprimento final da parte aérea (PA,) e raizes (RA,); as plantas foram pesadas e,
obtida a massa fresca total final (MF,) e niumero de folhas final (NF;). Em seguida, as
plantas foram coletadas e suas partes separadas em raizes (RA); xilopddio (XIL); caule
+ peciolo (CA); folhas com idades mais avancadas (folhas basais — FB, as mais
préximas a base do caule); folhas medianas (FM) e folhas recém-expandidas e em
expansdo (folhas apicais - FA, folhas que se localizavam mais proximas do &pice
caulinar). Ao final do experimento, foi avaliado o efeito da salinidade sob o

crescimento das plantas através dos indicadores de crescimento (comprimento de parte
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aérea e raizes, nimeros de folhas e taxa de crescimento relativo) e de estresse hidrico
(conteudo relativo de &gua e percentual de umidade) e determinado o acimulo e
distribuicdo dos solutos inorganicos (Na* e K*) e organicos (aglcares sollveis totais,

proteinas sollveis, aminoacidos livres totais e prolina).

Efeito da salinidade no crescimento das plantas e os indicadores de estresse hidrico

Os sintomas de toxidez foram avaliados pela presenca de folhas cloréticas e/ou
necroticas.

A taxa de comprimento da parte aérea e raizes, bem como o nimero de folhas,
ao final dos tratamentos com NaCl, foram determinadas segundo Macédo et al. (2009),
como segue: PA % = (PA/PAy) x 100, onde PA % é a taxa de comprimento da parte
aérea em relacdo ao controle, PA, é o comprimento inicial e PA;, o comprimento final
ap6s a exposicdo ao estresse. Da mesma forma, foram calculadas a taxa de
comprimento das raizes (RA;) e o nimero de folhas (NF;). A massa fresca total inicial e
final foi ainda utilizada para determinacdo da taxa de crescimento relativo de acordo
com a formula, T.C.R. = (MFgna/ MFiniciar) X 100. Todas as taxas (PA;, RAt, NF; e
TCR) das plantas tratadas com sal foram expressas como porcentagem das taxas das
plantas que ndo foram expostas ao sal (controle).

Para determinacdo do conteudo relativo de 4gua (CRA), porc¢des das partes de
cada planta foram pesadas para obtencdo da massa fresca (MF). As amostras foram
transferidas e mergulhadas em beckers contendo 50 mL de agua deionizada sob
temperatura ambiente de 25+5 °C, durante 6 horas. Decorrido o tempo, as amostras
foram secas com papel toalha e aferidas suas massas para obtencdo da massa tdrgida
(MT). Para obtencdo da massa seca (MS), as porcdes das plantas, foram transferidas
para sacos de papel e secas em estufa a 75° C durante 72 horas. O célculo do C.R.A.

foi feito com base na expressdo matematica de Irigoyen et al. (1992), CRA = (MF-
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MS/MT-MS) x 100. O percentual de umidade foi determinado segundo Slavick (1974)
utilizando a seguinte relagéo: %U = [(MF-MS)/MF] x 100.

Determinac&o do contetido de Na*, K™ e relagdo K*/Na*

Apbs a coleta, foi feita pesagem da matéria fresca das raizes, xilopddio, caule e
estratos foliares que foram, posteriormente, transferidas para secagem em estufa com
circulagéo de ar a 75 °C, por 48 horas. Apos esse periodo, foi determinada a massa da
mateéria seca.

As determinaces das concentracdes de sodio e potéssio foram realizadas
segundo Silva et at. (2009). A extracdo em farinha do tecido vegetal foi feita utilizando
50 mg do tecido para 20 mL de agua deionizada em banho-maria a 100 °C por 1 hora.
O extrato obtido foi centrifugado e seu sobrenadante foi analisado em fotémetro de
chama (Micronal B462) para determinagdo dos conteidos de Na* e K*. A relagdo

K*/Na* também foi determinada.

Determinacéo dos solutos organicos

Para determinacdo dos solutos orgénicos, as amostras foram obtidas a partir
das porcdes das plantas. 200 mg de raizes, xilopodio, caule e estratos foliares foram
pesados e distribuidas em frascos contendo 100 mL de &gua deionizada. Os frascos
foram hermeticamente fechados e aquecidos em banho-maria a 100 °C por 1 (uma)
hora. Posteriormente o material vegetal foi transferido para sacos de papel e
desidratado em estufa a 75 °C durante 72 horas para obtencdo de massa seca. A
solucdo liquida restante no frasco foi filtrada e armazenada a -18 °C em freezer para
posterior dosagem de AST, AALT e PRO.

Os agucares soluveis totais (AST) foram determinados pelo método de “fenol-

sulfurico” descrito por Dubois et al. (1956). Aliquotas de 100 uL da amostra foram
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adicionadas a 400 pL de agua deionizada, 500 pL de fenol a 5 % (m/v) e agitados
vigorosamente. Para iniciar a reacdo, foram adicionados 2500 pL de H,SO,
concentrado. A homogeneizacdo foi realizada em agitador vértex, permanecendo por
20 min em temperatura ambiente. A absorcdo foi determinada em espectrofotémetro a
490 nm. Os resultados foram expressos em pmol glicose g™ de massa seca.

O contetdo de proteinas solGveis totais (PST) foi determinado de acordo com
0 método de Bradford (1976). A concentracdo de aminoacidos livres totais (AALT) foi
determinada segundo o método descrito por Peoples et al. (1989). Aliquotas de 100 pL
do extrato foram acrescidas a 400 pL de &gua deionizada, 250 pL de solugdo de
tampdo citrato 200 mM (pH = 5,0) e 250 uL de reagente de ninhidrina (0,1 mMol de
KCN e 5 % (m/v) de ninhidrina em metoxi-etanol). Os tubos foram agitados em vértex
e incubados em banho-maria a 100 °C por 15 min. A reagdo da solucdo foi
interrompida com banho de gelo, sendo adicionados a solucdo 1,5 mL de etanol 50 %
(v/v). Apbs nova agitacdo, a solucdo permaneceu por 20 minutos em temperatura
ambiente para posterior leitura em espectrofotdmetro a 570 nm de absorbéncia. Os
resultados foram expressos em pmol glutamina g™* de massa seca.

A concentracdo de prolina foi determinada seguindo o método de Bates (1973).
Aliquotas de 1 mL do extrato foi misturado a 1 mL do reagente de ninhidrina acida [1
g de ninhidrina + 24 mL de &cido acético glacial (98 %) + 16 mL &cido fosforico (6
M)], e 1 mL de &cido acético glacial (98 %), e incubados em banho-maria a 100 °C por
1 hora. A reagdo foi interrompida por resfriamento sobre o gelo e em seguida,
adicionados a solugdo 2 mL de tolueno (97%) e agitados vigorosamente por 20
segundos. Apoés estabilizacdo, duas fases foram estabelecidas, sendo a fase aquosa
superior formada pelo tolueno e o cromdéforo de coloragdo avermelhada. A absorbancia

da fase orgénica foi determinada a 520 nm, usando tolueno como branco.
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Delineamento experimental

Um delineamento inteiramente casualizado foi utilizado com quatro
tratamentos - 0; 50; 100 e 150 mM de NaCl - e cinco repeti¢cGes. Todos os pardmetros
foram analisados por andlise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas

pelo teste de Tukey a um nivel de confianga 0,05.

RESULTADOS

Efeito da salinidade no crescimento das plantas e indicadores de estresse hidrico

Sintomas visuais de toxicidade foram observados nas folhas mais velhaa
(basais e medianas) de faveleira submetidas as doses mais elevadas de NaCl (100 e 150
mM). Tais sintomas, quando comparados ao limbo das folhas controle (Figura 1A),
foram caracterizados pela presenca de clorose e necrose, inicialmente em areas
localizadas das folhas (Figura 1B) com progressiva expansdo (Figura 1C e D). Nao
foram observados sintomas visuais de toxicidade nas folhas mais jovens (folhas
apicais) e nos tratamentos 0 (controle) e 50 mM.
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Figura 1. Sintomas de toxicidade em folhas de faveleira expostas a diferentes
concentracdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM) durante 8 dias. A — Folha basal,
tratamento controle, sem sintomas de toxicidade; B — Folha basal submetida a
concentracdo 100 mM, apresentando areas localizadas de necrose; C — Folha basal
submetida a concentracdo 150 mM, apresentando clorose; D — Folha mediana
submetida a concentra¢do 150 mM, apresentando necrose avancada.

A salinidade afetou o crescimento das plantas de Cnidoscolus phyllacanthus,
independentemente da dose de sal utilizada. Comparando-se ao controle, houve
reducdo das taxas de crescimento das partes aéreas e raizes, das folhas e da taxa de
crescimento relativo indicada pela massa fresca total das plantas (Figura 2A, B, C e D).

O comprimento da parte aérea das plantas cultivadas por oito dias na presenca
de 150 mM de NaCl foi cerca de 20 % menor em comparacao ao controle, enguanto
que nas doses de 50 e 100 mM, a reducdo foi de 14 e 13 %, respectivamente (Figura
2A). A reducdo do comprimento das raizes foi entre 14 e 22 % quando comparado ao
controle, ndo existindo diferencas significativas entre as trés doses de NaCl (Figura
2B). O numero de folhas também foi afetado pela salinidade. Em relagdo ao controle,
houve diminuicéo nas doses 50 (7 %) e 100 (5 %) mM de NaCl. Contudo, na dose 150
mM a reducdo foi de 13 % (Figura 2C). A taxa de crescimento relativo (TCR), obtida
através da massa fresca total da planta antes e apds a exposicao ao estresse, que reflete
todos os parametros de crescimento acima descritos, foi afetada pelas concentracfes de
NaCl (Figura 2D). Houve reducdo na TCR de todos os tratamentos salinos em
comparagdo a TCR do controle, porém tal efeito foi mais pronunciado na dose de 150
mM de NaCl. As plantas submetidas as concentra¢fes de 50; 100 e 150 mM tiveram
reducdo no crescimento de 17; 23 e 32 %, respectivamente, em relacdo as plantas

cultivadas na auséncia de NaCl (Figura 2D).
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Figura 2. Parametros de crescimento avaliados em plantas de faveleira
submetidas a diferentes concentracgdes salinas (controle, 50, 100 e 150 mM de
NaCl) durante oito dias. A - Taxa de comprimento da parte aérea; B — Taxa de
comprimento das raizes (%); C — Numeros de Folhas; D — Taxa de Crescimento
Relativo em relacdo ao controle. Os resultados foram analisados por ANOVA e as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A massa seca dos diferentes 6rgdos de faveleira diminuiu com o aumento da
concentracdo externa de NaCl, especialmente em raizes, folhas basais e apicais (Tabela
1). Nas raizes, foi observada reducdo de 60 % da massa seca na dose de 50 mM em
relacdo ao controle, enquanto que nas doses de 100 e 150 mM, essa reducéo foi de 46 e
47 %, respectivamente. Em xilopddio e caule, a reducdo da massa seca atingiu
percentual maior na dose de 150 mM de NaCl de aproximadamente 37 e 48%,
respectivamente, quando comparados aos seus controles. Nos estratos foliares, foi
observada reducéo significativa da massa seca, principalmente na presenca da maior
dose de sal (150 mM). Em folhas basais, essa reducdo foi mais expressiva,
especialmente nas doses de 50 e 150 mM de NacCl, atingindo 69 e 60 % de reducéo,
respectivamente. Nas folhas medianas e apicais, a reducdo cai para 38 e 51%

respectivamente, na dose de 150 mM de NaCl.

Tabela 1. Massa seca em raizes; xilopddio; caule; folhas basal, mediana e apical
de faveleira submetida a diferentes concentragdes de NaCl (controle, 50, 100 e 150
mM) durante oito dias. Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

MS (g7'.MS)
Tratamentos Partes da Planta

de NaCl Raiz Xilopddio Caule Folha Folha  Folha
Basal Média  Apical

Controle
0,11a 0,30 a 0,22 a 0,08 a 0,21a 0,24a

50 mM
0,04 b 0,29 a 0,15b 0,02¢ 0,15b 0,1c

100 mM
0,06 b 0,27 a 0,16 b 0,05b 0,17b 0,14b

150 mM

0,06 b 0,19b 0,12c 0,03c 0,13c¢  0,12c
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A presenga de NaCl na solugéo nutritiva ndo afetou os indicadores de estado
hidrico expressos pelo contetdo relativo de agua (CRA) e percentual de umidade
(%U). Em todas as partes das plantas e quando comparados ao controle, 0 CRA e 0

%U ndo diminuiram significativamente na presenca do sal (Tabela 2).

Tabela 2. Indicadores de estresse hidrico em raizes; xilopddio; caule; folhas basal,
mediana e apical de faveleira submetida a diferentes concentragbes de NacCl
(controle, 50, 100 e 150 mM) durante oito dias. A - Conteldo relativo de agua
(C.R.A); B — Percentual de umidade (%U). Os resultados foram analisados por
ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Contelido Relativo de Agua (C.R.A.)

Tratamentos Partes da Planta
de NaCl Raiz Xilopédio Caule Folha Folha Folha
Basal Média  Apical
Controle 88 a 80 a 83a 84 a Na 86 a
50 mM 94 a 88 a 9N0a 90a 91a 88 a
100 mM 93 a 88 a 88 a 85a 93a 87a
150 mM 89a 86 a 85a 88 a 93a 84 a
Percentual de Umidade (%U)
Controle 91a 88 a 89a 85a 84 a 85a
50 mM 94 a 89a 86 a 87a 82a 85a
100 mM 93 a 87a 84 a 84 a 84 a 86 a
150 mM 93a 88 a 87a 87a 84 a 86 a

Contetdo de Na*, K" e relagdo K*/Na*

O aumento da concentracdo externa de NaCl ocasionou aumento progressivo
do conteido de Na’ nas diferentes partes da faveleira, especialmente em raizes,
xilopodio e caule (Tabela 3). Nas raizes e na dose de 150 mM, foi observado um
aumento no teor de Na* superior a 7 vezes em relagcdo ao controle. Em xilopédio e
caule, os teores de Na* na dose 150 mM de NaCl atingiram aumento superior a 9 vezes
guando comparados aos valores encontrados nos seus respectivos controles. Nas partes

aéreas (estratos foliares) os teores de Na* também aumentaram em relacdo aos seus
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controles e este aumento foi diretamente proporcional ao aumento da concentragéo de
NaCl na solucédo nutritiva. Dentre os trés estratos foliares analisados, e em presenga da
maior dose de sal (150 mM), o aumento mais expressivo ocorreu nas folhas apicais
(folhas mais jovens) 3,5 vezes seguido de 2,5 e 2 vezes, em folhas basais e medianas,
respectivamente em relacdo aos valores encontrados nos seus respectivos controles
(Tabela 3).

O teor de K* foi maior na parte aérea das plantas tratadas e néo tratadas com
NaCl. Tal acamulo foi maior nas folhas mais jovens (apicais), seguido das folhas
medianas, basais e caule (Tabela 3). O NaCl reduziu o teor de K* nas diferentes partes
das plantas expostas ao sal, exceto no caule e nas folhas medianas, onde observou-se
aumento no conteldo desse ion, quando comparados aos teores nos respectivos
controles. A reducéo no teor de K* foi mais severa nas doses mais elevadas de NaCl.
Contudo, tal reducdo foi mais marcante em raizes e xilopddio. Na dose mais elevada de
NaCl (150 mM), a reducdo nas raizes foi cerca de 40 % e em xilopodio de 45 %,
enguanto que nos estratos foliares, as folhas apicais apresentaram reducéo de 15 % e as
folhas basais de 3 %, quando comparadas aos seus controles. No caule, houve aumento
de aproximadamente 45 % e nas folhas medianas o incremento foi de 11 %, quando
comparado aos respectivos controles (Tabela 3).

A relagdo K/Na* das plantas tratadas com NaCl apresentou decréscimo em
relacdo as plantas do tratamento controle a partir de 50 mM de NaCl (Tabela 3),
principalmente em raizes, xilopddio e caule, cuja relacdo foi inferior a 1. Tal
decréscimo foi diretamente proporcional ao aumento da concentragdo externa de NaCl.
Na dose de 150 mM de NaCl, as raizes e o xilopddio apresentaram decréscimo na
relacdo K*/Na" superior a 90 %, enquanto que no caule este decréscimo foi de 84 %
guando comparados aos respectivos controles. O mesmo efeito, embora menos severos,
mantendo-se uma relagdo superior a 1, foi observado nos estratos foliares analisados,

com excec¢édo da dose 50 mM de NaCl em folhas basais e medianas. Na presenca de
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150 mM de NaCl, as folhas basais, medianas e apicais tiveram reducdo na relagdo
K*/Na" de 61; 45 e 76 % respectivamente em relacdo aos seus controles (Tabela 3).

Tabela 3. Contetdo de Na® e K" e relacdo K*/Na" em raizes, xilopddio, caule,
folhas basal, mediana e apical de faveleira submetida a diferentes concentracées
de NaCl (controle, 50, 100 e 150 mM) durante oito dias. Os resultados foram
analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Na’ (uMol.g™' MS)
Tratamentos Partes da Planta
de NaCl Raiz  Xilopodio  Caule Folha Folha Folha
Basal Média Apical
Controle 37,3b 49,0b 54,9b 82,4b 58,8 b 56,5 b
50 mM 196,1a 3749a 3451a 162,1a 64,7b 75,3 b
100 mM 198,7a 3953a 355,6a 219,6a 152,2a 185,6a
150 mM 2941a 4725a 501,9a 206,5a 1176a 196,1la
K" (uMol.g™' MS)
Controle 181,7a 1644a 257,7b  3723a 3779b 4885a
50 mM 186,2a 1244a 323,1ab 299,0ab 4141a 477,7a
100 mM 146,2a 1295a 2615b 2815ab 420,8a 4254a
150 mM 107,7b 89,7b 3744a 3635a 4169a 4123ab

K*/Na"
Controle 4,88 3,35 4,69 452 6,42 8,65
50 mM 0,95 0,33 0,94 5,45 6,40 6,34
100 mM 0,74 0,33 0,74 1,28 2,76 2,29
150 mM 0,37 0,19 0,75 1,76 3,54 2,10

O contelldo de Na' por parte da planta aumentou progressivamente nos
diferentes 6rgédos de faveleira, especialmente em raizes, xilopddio e caule (Tabela 4). O
contetido de Na* por raizes aumentou cerca de 4 vezes na dose de 150 mM, em relagéo
ao controle. Os contetidos de Na* por xilopédio nas doses de 100 e 150 mM de NaCl
atingiram aumento de aproximadamente 7 e 6 vezes, quando comparados aos valores
encontrados nos seus respectivos controles, enquanto que no caule, o conteido de Na*
atingiu aumento méaximo de 4,7 vezes em relacdo ao controle. Nos estratos foliares os

contetdos também aumentaram em relacdo aos seus controles e este aumento foi
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diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de NaCl na solugdo nutritiva,
com excecdo da dose 150 mM em folhas basais. O aumento mais expressivo ocorreu
na dose 100 mM em folhas medianas e apicais, de aproximadamente 2 vezes quando
comparados aos seus respectivos controles (Tabela 4).

A concentracéo externa de NaCl ocasionou diminuicdo do contetido de K* por
parte, considerando os diferentes 6rgdos de faveleira (Tabela 4). Nas raizes e no
xilopddio, foi observada reducdo de cerca de 3 vezes do contetido de K* na dose de
150 mM, em relacéo ao controle. No caule, a reducdo maxima foi de apenas 1,4 vezes
guando comparado ao controle. Nos estratos foliares os teores também diminuiram em
relacdo aos seus controles e esta diminuigdo foi mais expressiva em folhas basais e
apicais, atingindo valores de cerca de 4 e 2 vezes respectivamente. Nas folhas
medianas esta diminuicdo foi de cerca de 1,6 vezes quando comparado ao controle
(Tabela 4).

Tabela 4. Contetido de Na* e K" multiplicados pela massa seca total de raizes;
xilopédio; caule; folhas basal, mediana e apical de faveleira submetida a
diferentes concentracdes de NaCl (controle, 50, 100 e 150 mM) durante oito dias.
Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Na" (uMol.MS™)
Tratamentos Partes da Planta
de NaCl Raiz  Xilopddio Caule Folha Folha Folha
Basal Média Apical
Controle 4,1d 147 ¢ 125b 6,5b 125b 13,4 Db
50 mM 8,6c 107,2 a 51,0a 40b 99b 85b
100 mM 119b 108,7 a 55,8 a 109a 26,4 a 26,3a
150 mM 17,0 a 88,8 b 59,2 a 6,6b 155hb 22,7a
K" (uMol.MS™)
Controle 20,0 a 49,3 a 58,0 a 29,8 a 80,9 a 116,3 a
50 mM 8.2b 356b 47,8 a 75b 63,8 ¢ 54,5c¢
100 mM 8,8b 356b 411b 14,1b 73,2b 60,4 b
150 mM 6,2b 16,9¢c 442 Db 116 b 55,0d 47.8d
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Conteudo de solutos organicos

O contetdo de aglcares sollveis totais (AST) apresentou acréscimo
significativo nas raizes, caule, folhas basais e apicais com a imposi¢do do tratamento
salino, porém houve um decréscimo de 55 % em xilopodio (Tabela 5). Nas raizes e no
caule, o aumento dos AST se situou entre 1 e 1,8 vezes. Nos estratos foliares, com
excecdo das folhas medianas, cujo contetdo de AST permaneceu inalterado quando
comparado ao controle, o aumento foi mais pronunciado, situando-se entre 2,5 e 3,1

vezes para folhas basais e 1,5 e 3,2 vezes para as folhas apicais (Tabela 5).

Tabela 5. Conteudo de AcuUcares SolUveis Totais em raizes; xilopodio; caule;
folhas basal, mediana e apical de faveleira submetida a diferentes concentragoes
de NaCl (controle, 50, 100 e 150 mM) durante oito dias. Os resultados foram
analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

AST (umol\g'tMS)
Tratamentos Partes da Planta
de NaCl Raiz  Xilopédio  Caule Folha Folha Folha

Basal Média  Apical
Controle 0,48 b 0,36 a 0,29b 0,33b 0,31la 0,22 b
50 mM 0,60 ab 0,25 ab 0,52 a 1,03 a 0,35a 0,71a
100 mM 0,89 a 0,16 b 0,29b 0,82a 0,34 a 0,34 b
150 mM 0,67 ab 0,31 ab 0,38 ab 0,98 a 0,33 a 0,73 a

O contetdo de proteinas sollveis totais (PST) aumentou nas raizes
aproximadamente 4,5 vezes em relagcdo ao do controle na presenga de 50 mM de NacCl,
enquanto que, no xilopodio, houve incremento de 1,6 vezes na dose 150 mM de NaCl.
No caule, 0 aumento no contetdo de PST foi de 3,2 vezes na presenca da dose mais
elevada (150 mM) quando comparado ao das plantas controle. Nos estratos foliares,
também foi observado aumento no conteido de PST, principalmente nas folhas apicais

(5,1 vezes) das plantas tratadas com 150 mM de NaCl. Nos demais estratos foliares
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(folhas basais e medianas), o contetdo foi aumentado em 3,5 e 15 vezes,
respectivamente, em relacdo aos respectivos controles (Tabela 6).

O contedo de aminoacidos livres totais (AALT) diminuiu nas raizes
aproximadamente de 41 % em relacdo ao do controle na presenca de 150 mM de NaCl,
enguanto que no xilopddio houve incremento de 18,5 % na mesma dose. No caule das
plantas submetidas ao estresse salino, houve aumento no contetido de AALT entre 16,5
e 126 % quando comparado ao das plantas controle. O aumento mais pronunciado
(235,6 %) foi observado nas folhas apicais das plantas tratadas com 150 mM de NaCl.
Nos demais estratos foliares (folhas basais e medianas), o conteldo permaneceu
inalterado, em relag&o aos respectivos controles (Tabela 6).

O aumento no contetdo de prolina (PRO) foi observado em todos os 6rgaos de
faveleira, com exce¢do do xilopddio que apresentou uma diminuicao entre 36 a 57 %
em comparacao as plantas ndo tratadas com NaCl (Tabela 6). Nas raizes, 0 aumento do
conteudo PRO foi de 2,7 a 3,9 vezes e no caule o aumento deste soluto foi de 1,7 a 2,7
vezes em relacdo ao das plantas controle. Contudo, 0 aumento mais pronunciado do
conteudo de prolina foi observado nos estratos foliares, principalmente nas folhas
basais (2,9 a 5 vezes) seguida das apicais (2,8 a 4,1 vezes) e as medianas (1,1 a 1,3

Vezes).
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Tabela 6. Conteudo de solutos organicos em raizes; xilopodio; caule; folhas basal,
mediana e apical de faveleira submetida a diferentes concentragdes de NaCl
(controle, 50, 100 e 150 mM) durante oito dias. Os resultados foram analisados por
ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

PST (mg* PROT\gMS)
Tratamentos Partes da Planta
de NaCl Raiz Xilopédio Caule Folha Folha Folha
Basal Média  Apical
Controle 156 ¢ 6,9b 6,6b 23,2¢ 13,1b 79c
50 mM 70,1a 57b 19a 82a 20 a 19,3 b
100 mM 12,7¢ 75b 142 b 58,9 b 17,6 a 15,3 b

150 mM 247 Db 115a 21,2 a 81,3 a 17,6 a 40,7 a
AALT (umol GLU\ g1MS)
Tratamentos Partes da Planta

de NaCl Raiz Xilopédio Caule Folha Folha Folha

Basal Média  Apical
Controle 691,5a 232,3a 2044 b 288,1a 189,1a 68,7c
50 mM 684,0 a 189,6 a 462,0 a 220,8a 2146a 1385hb
100 mM 4915b 164,0a 238,2b 303,7a 1729a 88,1c
150 mM 406,4 b 2755 a 279,3b 2232a 1414a 2306a

PRO (umol\ gtMS)

Controle 6,86 b 743 a 281b 4,64 b 299a 2,24d
50 mM 26,78 a 321b 7,70 a 23,49 a 297a 538b
100 mM 18,53 a 4,77 b 507b 13,63 a 414a 4,05c
150 mM 21,36 a 4,70b 497b 22,39 a 340a 924a

A contribuicdo de prolina (PRO) com relagdo aos AALT aumentou nas plantas
tratadas com NaCl. Nas raizes, observou-se aumento de aproximadamente 3,9; 3,8 e
5,3 % em relagdo ao controle na presenca das doses salinas, enquanto que no xilopddio
houve diminuicdo de até 1,7 % nas doses 50 e 150 mM de NaCl. No caule esse
aumento foi mais discreto de aproximadamente 2,1 % na dose 100 mM em relacdo ao
seu respectivo controle. Nos estratos foliares esse incremento foi mais pronunciado,
especialmente nas folhas basais e apicais; e menor nas folhas medianas. Nas folhas
basais das plantas submetidas ao estresse salino, houve um aumento no percentual de

PRO de aproximadamente 10 % nas doses 50 e 150 mM de NaCl. O aumento mais
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pronunciado observado nas folhas apicais ocorreu nas plantas tratadas com 100 mM de
NaCl, cerca de 4,6 % (Tabela 7).

Tabela 7. Contribuicdo de solutos organicos em raizes; xilopddio; caule; folhas
basal, mediana e apical de faveleira submetida a diferentes concentragdes de NaCl
(controle, 50, 100 e 150 mM) durante oito dias. Os resultados foram analisados por
ANOVA.

Relacdo PRO/AALT
Tratamentos Partes da Planta

de NaCl Raiz  Xilopddio  Caule Folha Folha Folha

Basal Media  Apical
Controle 1,0 3,2 1,4 1,6 1,6 3,3
50 mM 3,9 1,7 1,7 10,6 1,4 3,9
100 mM 3,8 2,9 2,1 4,5 2,4 4,6
150 mM 5,3 1,7 1,8 10,0 2,4 4,0

DISCUSSAO

Os resultados desse estudo indicam que os tratamentos com NaCl foram
capazes de induzir alteracGes fisioldgicas significativas nos indicadores de estresse
associados aos crescimento, e a distribuicdo dos solutos inorganicos e organicos.
Contudo, os tratamentos salinos ndo alteraram o estado hidrico nos diferentes érgaos
vegetativos das plantas de faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K.

Hoffm)] apds 8 dias de tratamento.
Efeito da salinidade no crescimento das plantas

Sintomas visuais caracterizados por clorose seguida de necrose (Figura 1)
foram observados em folhas basais e medianas de faveleira em consequéncia da

toxicidade causada pelo estresse salino. Manchas avermelhadas ao longo das nervuras

foliares, amarelecimento/avermelhamento do limbo foliar, queima das bordas e &pice
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do limbo, necrose nas folhas basais a partir do 6° dia do estresse salino, além de
senescéncia precoce ja foram descritos na literatura em espécies como a aroeira
(SILVA et al., 2000) e o cajueiro (VIEGAS et al., 2004; MORAIS et al., 2007). Sabe-
se que um dos primeiros efeitos da salinidade € o estresse osmatico seguido do ibnico
(MUNNS, 2002). Como as plantas de faveleira permaneceram 8 dias nos diferentes
tratamentos com NaCl, tempo de exposi¢cdo longo ao estresse, € provavel que os
sintomas observados nesta espécie seja devido a ocorréncia do estresse ibnico
ocasionado por niveis toxicos de ions salinos no tecido vegetal foliar o que, segundo
Nabil e Coudert (1995) pode levar a necrose e a morte precoce de folhas basais.

Os processos de crescimento sdo particularmente sensiveis ao efeito dos sais,
tornando analises de crescimento como altura média, nimeros de folhas, e outros bons
critérios para a avaliacdo da severidade do estresse e da capacidade da planta de
superd-lo (ESTEVES e SUZUKI, 2008). Em faveleira, a reducdo na taxa de
crescimento relativo (TCR), expressa através da massa fresca total da planta antes e
apos a exposicao ao estresse e que reflete os parametros de crescimento como: altura
da planta, comprimento de raiz e namero de folhas, foi afetada pelas concentragdes de
NaCl. Verificou-se que a diminuicdo na taxa de crescimento foi proporcional ao
aumento da concentragdo do sal na solugdo nutritiva (Figura 2 A-D). Em trabalhos
anteriores, Silva et al. (2005) observaram significativa reducéo na altura das plantas de
faveleira com aumento da salinidade, corroborando com os resultados do presente
trabalho.

A reducéo e/ou inibicdo do crescimento e a producdo de fitomassa causadas
pela salinidade tem sido amplamente notificado em outras espécies como Ricinus
communis L. (PINHEIRO et al., 2008), Anacardium occidentale L. (FERREIRA-
SILVA et al., 2008), Schinopsis quebracho colorado (MELONI et al., 2008), Populus
alba L. (IMADA et al., 2009), Mentha pulegium (OUSLATI et al., 2010) e Jatropha
curcas (SILVA et al., 2009; DIAZ-LOPEZ et al., 2012). Tal fendmeno tem sido

atribuido a: i) mudancas dréasticas no estado hidrico da planta devido a disrupgdo na
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homeostase do potencial de agua causada pelo efeito osmético; ii) toxicidade idnica
devido ao desbalango ibnico, gerando danos metabdlicos, fisioldgicos e estresse
oxidativo e iii) desbalanco nutricional causado pela interferéncia na absorcdo de
nutrientes essenciais (MUNNS, 2006; MUNNS e TESTER, 2008). Neste trabalho, é
provavel que a reducdo no crescimento das plantas de faveleira foi devido a ocorréncia
de niveis toxicos de ions e/ou a um desbalanc¢o nutricional visto que o NaCl ndo afetou
os indicadores de estresse hidrico expressos pelo conteddo relativo de agua e
percentual de umidade nas diferentes partes da planta. Contudo a razdo K*/Na* superior
a 1 nos estratos foliares das plantas tratadas com NaCl ndo explica completamente a
toxicidade pelo Na* e/ou o deshalango nutricional causado pelo K*. Embora néo se
saiba:

i) efetivamente do teor total de Na* o quanto se encontra compartimentalizado
nos vacuolos, e o0 quanto se encontra disponivel no citosol e que possa gerar
toxicidade nos tecidos foliares;

ii) se outros fons como o Ca™*, Mg"", entre outros possam estar envolvidos no
desbalanco nutricional (VICENTE et al., 2004; MANDHANIA et al., 2006).

Homeostase 16nica

O aumento da concentracdo externa de NaCl ocasionou 0 aumento do contetido
de Na' nos diferentes 6rgéos da faveleira, especialmente no xilopodio, no caule e nas
raizes. Considerando o teor de Na® por drgdo analisado, o xilopddio das plantas
tratadas com NaCl acumulou mais de Na* em relagdo ao controle, seguido do caule e
raizes (Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos com outras espécies arbdreas
tais como Anacardium occidentale L. (MORAIS et al., 2007), Schinopsis quebracho
(MELONI et., al 2008) e Populus alba L. (IMADA et al., 2009).

Em faveleira, é provavel que o maior acimulo do Na* observado nas partes

baixas da planta esteja associado a um mecanismo de controle da translocacdo deste
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fon para a parte aérea. E possivel ainda inferir que o xilopodio possa atuar como 6rgio
acumulador de Na’, compartimentalizando-o provavelmente em seus vaclolos e
controlando o fluxo deste ion para as partes superiores da planta. Adicionalmente, é
ainda provavel que nos estratos foliares, o0 Na* possa ser direcionado para as folhas
mais velhas, cujo acimulo foi maior quando comparada as folhas medianas, que sdo
folhas completamente expandidas com intensa atividade fotossintética. Sabe-se que as
plantas podem minimizar os danos causados pela salinidade compartimentalizando o
Na® em vaclolos pela acdo de carreadores Na'/H* no tonoplasto ou ainda o
redirecionando para partes mais velhas da planta (folhas velhas) (TESTER e
DAVENPORT, 2003, ANDREEV, 2001; ASHRAF, 2002).

O K" é um dos macronutrientes mais requeridos pelas plantas sendo também o
cation mais abundante nas células vegetais (GIERTH e MASER, 2007). A elevada
salinidade no solo compromete a absorgdo do K* pelas plantas induzindo a deficiéncia
deste ion e gerando na célula distdrbios metaboélicos resultantes da competicédo entre o
Na* com o K" pelos sitios ativos das enzimas (MAATHIUS e AMTMANN, 1999).

Em faveleira, a reducdo de K* pode ser atribuida & maior competicdo entre o
Na“ e o K" pelos sitios de absor¢do e/ou a um maior carregamento de K* no xilema e
alocacgdo deste ion nas partes aéreas.

Algumas espécies de plantas sensiveis a toxicidade idnica também exibem
incremento na acumulagdo de K* nas folhas em condicBes de estresse salino
(CHEESEMAN, 1995). Contudo, o acimulo deste ion ndo favoreceu o crescimento da
parte aérea da espécie em questdo (Figura 2A). Contrariamente, na presenca das doses
mais elevadas de sal (100 e 150 mM), as folhas de faveleira exibiram sintomas
caracteristicos de senescéncia precoce, como clorose e necrose bastante acentuadas
(Figura 1 C-D). Tal fato reforca que provavelmente a reducdo no crescimento das
plantas de faveleira foi devido a ocorréncia de niveis toxicos de ions salinos e/ou a um
desbalanco nutricional (VICENTE et al.,, 2004, SAIRAM e TYAGI, 2004;
MANDHANIA et al., 2006). Adicionalmente, sabe-se que pelo menos em parte a
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reducdo na taxa de crescimento das plantas é devido a alocacdo de energia para manter
um eficiente ajustamento osmotico celular (SILVEIRA et al., 2003), obtido pelo
acimulo de solutos orgéanicos e inorganicos a exemplo de K*. Assim, a manutencdo
e/ou acimulo de K" observado nos estratos foliares de faveleira pode indicar efeitos
benéficos no estado hidrico, induzido ao menos em parte, por reducdes no potencial
osmotico celular, visto que o NaCl ndo afetou nem o conteldo relativo de 4&gua nem o
percentual de umidade da planta. Resultados reforcando a importancia do K* no
ajustamento osmatico foram observados em Vitis vinifera (PATAKAS et al., 2002) e
em Anacardium occidentale L. (MORAIS et al., 2007).

De forma geral, a salinidade pode causar dois tipos de estresse nos tecidos e
orgdos das plantas superiores: déficit hidrico, como resultado de uma alta concentracao
de solutos no ambiente radicular, e estresse i6nico, em que este Gltimo decorre, em
grande parte, de alteracGes nas relagdes K'/Na* e de concentragdo excessiva de ions
salinos (Na*, ClI"), em especial nas folhas, que sdo prejudiciais ao metabolismo celular
(HORIE e SCHROEDER, 2004). Desta forma, em condicGes de estresse salino a
manutengdo do equilibrio i6nico celular (“homeostase” idnica) se torna ainda mais
relevante (ZHU, 2003).

Informacdes quanto a dindmica da acumulacdo de fons de K" e Na*, em
condigdes de salinidade, podem ser obtidas mediante anélise da relagdo K*/Na* (Tabela
2). De acordo com Maathuis e Amtmann (1999) a razdo K*/Na" é um indicador de
toxicidade i6nica, onde valores inferiores a 1 indicam um actimulo preferencial de Na*
no tecido em detrimento ao K*. Em faveleira, a razdo K*/Na" inferior a 1,0 observada
nas raizes, xilopddio e caule e superiores a 1 nos estratos foliares sugerem uma
possivel toxicidade idnica e que provavelmente as raizes e principalmente o xilopddio
tenham sido eficientes tanto em prevenir um acimulo excessivo de Na* na parte aérea
até a dose de 100 mM de NaCl como em garantir a manutencdo de uma relagéo
K*/Na" compativel com os requerimentos metabélicos da planta. Como discutido

anteriormente, é provavel que o xilopodio, 6rgdo de reserva de faveleira possa reter o
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Na® nas suas células, compartimentalizando-o dentro de vactolos e simultaneamente,

pode ocorrer um maior carregamento de K* no xilema.

Conteudo de solutos organicos em faveleira

O ajustamento osmético é um dos mecanismos de tolerancia a salinidade
associado a sintese e acumulacdo de solutos orgéanicos tais como agucares,
aminodcidos, prolina, proteinas entre outros (HRIDARI-SHARIFABAD e MIRZAIE-
NODOUSHAN, 2006).

Os acgUcares contribuem em cerca de 50% ou mais para o potencial osmotico
total sob estresses abidticos (ASHRAF e HARRIS, 2004), além de prevenir contra a
desidratacdo e serem fonte de energia para células ativas sob condi¢Ges de estresse
(ELAVUMOOTTIL et al., 2003). Em faveleira, e na presenca de NaCl, o contetdo de
acucares sollveis totais aumentou cerca de 1,8; 3,2 e 3,3 vezes em raizes, folhas basais
e apicais, respectivamente, em relagcdo aos seus controles (Tabela 3A).

Em espécies como Zea mays L. (KHOLOVA et al., 2010), Ricinus communis
L. (BABITA et al., 2010), Triticum aestivum L. (NIO et al., 2011), o aumento dos
acucares foi considerado um indicativo da ocorréncia da osmorregulacao.

Em faveleira, é possivel que o aumento dos AST observado nas folhas possa
estar relacionado a osmorregulacdo, visto que o estado hidrico das folhas foi mantido
(Tabela 2), contudo ndo se pode excluir que tal aumento seja devido a uma maior
degradacdo de amido e/ou um menor consumo desses agucares pelos tecidos foliares.
De acordo com Munns e Weir (1981) a acumulacdo de agucares tais como frutose e
sacarose, que fazem parte do pool de AST, pode estar relacionada a uma menor
utilizagdo desses carboidratos quando o crescimento € inibido ou reduzido ou ainda a
uma inibicdo da atividade enzimética da sacarose sintase ou invertase (STURM e
TAN, 1999). Néo se exclui a possibilidade de estar ocorrendo provavelmente, um

aumento na exportacdo de carboidratos da parte aérea ate as raizes, privilegiando assim
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o crescimento radicular a despeito das condigdes restritivas e adversas as quais as
plantas de faveleira foram cultivadas (SILVEIRA et al., 2003).

O acumulo de compostos nitrogenados em plantas é comumente relacionado a
tolerancia a salinidade (MANSOUR, 2000). A maioria das plantas, frequentemente,
acumula na forma de aminoacidos, amidas, proteinas sollveis e poliaminas, sendo este
conteudo variavel entre as espécies (MELONI et al. 2008; ESTEVES e SUZUKI,
2008). Estes compostos atuam no ajuste osmotico, protecdo de macromoléculas
celulares, estocagem de nutrientes, manutencdo do pH celular, desintoxicacdo de
células e minimizacdo dos efeitos das espécies reativas de oxigénio (ASHRAF e
HARRIS, 2004).

Contudo, em condi¢des de estresse salino, as respostas bioquimicas
relacionadas as vias metabdlicas desses compostos nitrogenados sdo bastante
complexas. Sabe-se que um aumento da sintese de proteinas pode estar relacionado a
proteinas que atuam, principalmente na estabilizacdo das membranas celulares e na
sinalizacdo de respostas ao estresse salino (TESTER e DAVENPORT, 2003). Por
outro lado, o acimulo de AALT e PRO pode ser causado tanto por um aumento da
atividade hidrolitica de proteinas motivado por danos metabdlicos causados pelo sal,
quanto por sintese de novo relacionada a mecanismos que induzam o aumento de
solutos compativeis no meio intracelular (CHANDRASHEKAR e SANDHYARANI,
1996; ALVES e SETTER, 2004; DA SILVA et al., 2006; BRITO et al., 2008)

Em faveleira, o aumento ou diminuicdo observado no conteddo desses
compostos nitrogenados em resposta & salinidade variou conforme a parte da planta
estudada, embora no xilopodio e nas folhas medianas a resposta ndo teve maiores
efeitos significativos tanto do ponto de vista bioldgico quanto estatistico.

Os resultados relacionados aos contetudos de proteinas sollveis totais (PST),
aminoacidos livres totais (AALT) e prolina (PRO) mostram que houve sintese de

proteinas em ambas as partes da planta. Comparando este fato com os dados de AALT

75



e de PRO e com os do CRA e da %U, duas hipdteses podem ser inferidas em funcéo
do 6rgdo em questao:

i) como o estresse salino ndo alterou 0 CRA e 0 %U no caule nem nas folhas
apicais, é possivel que o aumento do conteddo de AALT nestes 6rgdos seja uma
resposta fisiologica da planta como tentativa de ajustamento osmético, ocorrida atraves
da ativacédo de vias de sintese de aminoacidos (anabolismo). Pode-se ainda sugerir que
a PRO é um dos aminoéacidos responsavel por este ajustamento. Adicionalmente, é
possivel que o aumento da concentracdo de PST possa também estar relacionado a
sintese de proteinas especificas a estas condigdes adversas, ja que certas proteinas de
estresse podem contribuir na tolerancia ao sal (MOHAMMADKANI e HEIDARI,
2008).

ii) nas folhas basais e nas raizes, é provavel que a sintese de proteinas, esteja
relacionada a diminuicdo do contetdo de AALT devido a uma maior incorporagdo
destes as proteinas, embora os dados da prolina ndo reforcem esta afirmacdo. Neste
caso, 0 aumento da prolina parece ser devido a um desequilibrio no metabolismo,
como ja observado no cajueiro (SILVEIRA et al., 2003; MORAIS et al., 2007).
Embora nédo se possa excluir a possibilidade de um ajustamento osmético por parte da
prolina, considerando que o NaCl néo alterou 0 CRA e 0 %U nesses 6rgaos. Estudos
tém demonstrado que a acumulagdo de prolina esta relacionada a resisténcia a estresses
abidticos, o que indica que esse soluto tem papel na osmoprotecdo (ASHRAF e
HARRIS, 2004).

Resultados com aumento significativo da concentracdo de AALT foram
relatados em outras espécies como o Carthamus mareoticus L. (ABDEL-NASSER e
ABDEL-ASAL, 2002) e o Helianthus annuus L. (RADY et al., 2011), sob estresse
salino.

O que pode ser interpretado como um mecanismo para a manutencdo da
homeostase metabdlica em um processo de aclimatacdo, alterando a alocagdo de
carbono de forma a aumentar o teor de aminoacidos (LAWLOR e FOCK, 1977).
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Contudo, em faveleira, o acimulo de AALT no caule e nas folhas apicais ndo pode ter
relacdo direta com a redugdo do conteido de agucares sollveis totais (AST), visto que
observou-se aumento no conteido desses agucares.

O acumulo de AST, PST, ASLT e PRO em 6rgdos de faveleira evidencia uma
possivel alteracdo metabdlica. Porém, o aumento no contetdo desses solutos organicos
ndo descarta a ocorréncia do ajustamento osmético, ja& que o estado hidrico das

diferentes partes da planta ndo foi alterado.

CONCLUSAO

Os resultados desse estudo indicam que os tratamentos com NaCl foram
capazes de induzir alteragdes fisiologicas e bioquimicas significativas nos indicadores
de estresse associados ao crescimento, e a distribuicdo dos solutos inorgénicos e
organicos nos diferentes 6rgdos vegetativos das plantas de C. phyllacanthus. Os ions
provocaram sintomas de clorose e necrose em folhas basais e medianas, frequéncia em
funcdo da dose. A salinidade afetou o crescimento das plantas, observados pela
determinagdo da taxa de crescimento relativo, crescimento de raizes e parte aérea, bem
como o nimero de folhas. Provavelmente tenha ocorrido um maior efeito iénico nos
Orgdos estudados, ja que os tratamentos salinos ndo alteraram o estado hidrico das
plantas, determinado através do conteudo relativo de agua e umidade. As condigdes de
estresse salino provocaram aumento no contetido de Na* em todos os 6rgdos da planta,
especialmente no xilopddio, o que sugere o envolvimento deste 6rgdo na acumulagéo
e/ou compartimentalizacdo de Na® e controle do fluxo deste fon para as partes
superiores da planta como forma de evitar a toxicidade nas folhas. A manutencéo e/ou
acimulo de K* nos estratos foliares de faveleira pode indicar efeitos benéficos no
estado hidrico. Observou-se resposta diferenciada nos diferentes 6rgéos de faveleira

em relacdo aos solutos organicos (AST, PST, AALT e PRO). O acumulo desses
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solutos orgénicos evidencia uma possivel alteragdo metabdlica e provavel ocorréncia

do ajustamento osmético.
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DEFESA ANTIOXIDATIVA EM FAVELEIRA [Cnidoscolus phyllacanthus (M.
Arg.) Pax et K. Hoffm] SOB SALINIDADE

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta oxidativa enzimética e ndo
enzimética de Cnidoscolus phyllacanthus submetida a diferentes niveis de salinidade.
Plantas de faveleira foram cultivadas em solugdo nutritiva contendo 0, 50, 100 e 150
mM de NaCl em condigdes de casa de vegetacdo. Apos 8 dias de estresse, as plantas
foram coletadas e separadas em raizes, xilopddio, caule, folhas basais, medianas e
apicais. Foram determinados vazamento de eletrélitos (VE), peroxidagdo lipidica (PL),
conteudo de ascorbato (ASC), conteldo de pigmentos fotossintéticos, atividades de
superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e ascorbato peroxidase
(POX). O aumento na concentracdo de NaCl causou maior VE em raizes, folhas
medianas e apicais. A salinidade aumentou o PL em todos os 6rgédos, especialmente em
150 mM de NaCl, exceto nas raizes. Os estratos foliares acumularam cerca de 90% do
contetdo de ASC da planta. O contetido de clorofila manteve-se constante em folhas
basais e medianas. O contelido de antocianinas apresentou comportamento similar ao
das clorofilas. O conteudo de carotendides reduziu de acordo com o incremento das
concentracdes de NaCl em caule e estratos foliares. A atividade de SOD foi diminuida
em raizes, xilopédio e caule, e aumentada nos estratos foliares. A atividade de APX
aumentou em folhas apicais e raizes; decaindo em xilopddio, caule, folhas basais e
medianas. A atividade de POX foi aumentada em raizes, xilopodio, caule, folhas
medianas e apicais, exceto em folhas basais. De acordo com os resultados, C.
phyllacanthus apresenta um complexo sistema de defesa ndo enzimatico e enzimatico
representado pelas antocianinas, carotenoides, ascorbato, APX e POX em resposta ao
estresse salino.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Peroxidacdo lipidica. Pigmentos fotossintéticos.

Salinidade.
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ANTIOXIDATIVE DEFENSE IN FAVELEIRA [Cnidoscolus phyllacanthus (M.
Arg.) Pax et Hoffm k.] UNDER SALINITY

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the antioxidative enzymatic and
nonenzymatic response of Cnidoscolus phyllacanthus subjected to different levels of
salinity. C. phyllacanthus plants were grown in nutrient solution containing 0, 50, 100
and 150 mM NaC at a greenhouse. After 8 days of stress, plants were harvested and
separated in roots, xylopodium, stem, basal, middle and apical leaves. It was
determined electrolytes leakage (EL), lipid peroxidation (LP), ascorbate (ASC),
content of photosynthetic pigments, activities of superoxide dismutase (SOD),
ascorbate peroxidase (APX) and guaiacol peroxidase (POX). The increase in the
concentration of NaCl caused a greater EL in roots, middle and apical leaves. Salinity
increased the LP in all organs, especially under 150 mM NacCl, except in roots. Leaf
extracts accumulated about 90% of the ASC content plant. The chlorophyll content
remained constant in basal and middle leaves. The anthocyanins content showed
similar trend to that of chlorophylls. The carotenoid content reduced according to the
increasing NaCl concentrations in stem and leaf extracts. The activity of SOD was
decreased in roots, xylopodium and stem; and increased in leaf extracts. The APX
activity increased in apical leaves and roots; decreasing in the xylopodium, stem, basal
and middle leaves. The POX activity was increased in roots, xylopodium, stems,
middle and apical leaves, except in basal leaves. According to these results, C.
phyllacanthus presents a complex system of nonenzymatic and enzymatic defense,
mainly represented by anthocyanins, carotenoids, ascorbato, APX and POX in
response to salt stress.

Key words: Oxidative stress. Lipid peroxidation. Photosynthetic pigments. Salinity.
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INTRODUCAO

A salinizacdo dos solos é um dos grandes problemas enfrentados ndo sé nas
regides aridas e semidridas do Nordeste brasileiro, mas também em muitas outras
regides do mundo, principalmente em razdo da intensa evapotranspiracdo, baixas
precipitacOes e irrigagdo (SILVEIRA et al., 2001). O sal afeta as plantas em nivel
fisioldgico, bioquimico e molecular diminuindo o crescimento e a produtividade,
sobretudo devido aos efeitos osmoticos e de toxicidade idnica (BUCHANAN et al.,
2009; MUNNS, 2002; BRILHANTE et al., 2007).

Uma consequéncia direta dos efeitos primarios do estresse salino é a produgdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Em condigdes normais, as EROs podem atuar
como moléculas intermediarias de sinalizacdo, participando normalmente do
metabolismo celular (PANG e WANG, 2008). Contudo, em condicGes de estresse, 0
aumento dos niveis de EROs pode causar estresse oxidativo, que culmina em diversos
processos degenerativos (HERNANDEZ et al., 2000), incluindo a peroxidagdo dos
lipidios de membrana e a morte celular programada (SILVEIRA et al., 2005). As
EROs podem causar hipo ou hipermetilacdo do DNA, delecdo e substituicdo de bases
do DNA, alteragbes cromossdmicas (aneuploidia e poliploidia) e rearranjo
cromossdmico (CASSELLS e CURY, 2001).

O estresse oxidativo afeta uma série de vias metabélicas que sdo protegidas por
antioxidantes enziméticos e ndo enziméaticos que removem as EROs. O peroxido de
hidrogénio (H,O,) é considerado um dos mais importantes compostos formados
durante o estresse oxidativo. Este é decomposto por meio da oxidagdo enzimatica de
co-substratos ndo enzimaticos, tais como compostos fendlicos (DIONISIO-SESE e
TOBITA, 1998).

Em plantas superiores, dentre os sistemas antioxidantes ndo enzimaticos,

atuam o acido ascorbico (AsA), a glutationa e compostos fendlicos (PANG e WANG,
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2008). Pigmentos fotossintéticos como as clorofilas (a e b), carotendides e
antocianinas também podem atuar como antioxidantes ndo enzimaticos (AMARANTE
et al., 2007). Esses pigmentos normalmente sdo fitocromo. No entanto, sob estresse
oxidativo estes pigmentos podem evitar danos oxidativos nos fotossistemas
(MITTLER, 2002). Em especial, os carotendides, pigmentos também presentes nos
cloroplastos, ao absorverem o excedente de fétons das clorofilas, favorecem a néo
formag&o de oxigénio singleto, prevenindo, assim, a fotoinibicio (SIMAO, 2010).

As EROs produzidas em qualquer compartimento celular também séo
controladas por um sistema antioxidante enzimatico que atua de forma coordenada
com 0s ndo enzimaticos e sdo encontrados principalmente no citosol e em organelas
como cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (PANG e WANG, 2008). Entre as
enzimas antioxidantes, as mais importantes sdo as superoxido dismutase (EC 1.15.1.1),
ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11), peroxidase de fendis (EC 1.11.17) e calatase
(E.C. 1.11.1.6) (MILLER et al., 2008; 2010).

Como o estresse oxidativo é considerado um fendmeno secundario chave em
plantas sob condi¢cBes de estresse abiotico, os antioxidantes ndo enzimaticos e
enzimaticos constituem componentes importantes do sistema de defesa de plantas
(PARIDA e JHA, 2010). Embora varios estudos tenham relatado mecanismos de
defesa antioxidante para combater estresses ambientais em diversas culturas, existem
poucos estudos sobre sistemas de defesa antioxidante em espécies arboreas,
principalmente no tocante a regido semiarida.

Segundo Batista et al. (2007) poucas espécies vegetais tém aptiddo agricola
para as condi¢cBes adversas do semiarido brasileiro, incluindo a salinidade. Uma
alternativa pouco explorada para ampliar o ndmero de espécies economicamente
aproveitaveis € o aumento do grau de domesticacdo de espécies nativas com boa
resisténcia a condices adversas. Dentre estas, uma das espécies mais promissoras € a
faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax & K.Hoffm.] (VIANA e
CARNEIRO, 1991; BATISTA et al., 2007), uma Euphorbiaceae, endémica das
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caatingas (RIBEIRO FILHO et al., 2011) e muito adaptada as condi¢Ges adversas
existentes em seu ambiente natural. Por se tratar de uma espécie oleaginosa, apresenta
grande potencial na producéo de biocombustiveis (CONCEICAO et al., 2007).

Assim, devido a escassez de estudos relacionados ao efeito da salinidade nesta
espécie, principalmente relacionados as respostas oxidativas, o presente estudo propGe
testar a hipotese de que as partes da planta respondem ao estresse oxidativo de forma
diferenciada. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo examinar o possivel
envolvimento do estresse oxidativo e a alteracdo no status dos componentes nao
enzimaticos e enzimaticos do mecanismo de defesa antioxidante em diversos 6rgdos de

C. phyllachantus submetida a diferentes niveis de salinidade.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des experimentais

Sementes de faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm]
foram desinfestadas com hipoclorito de Na* 0,2% (m/v), seguido de 3 lavagens
consecutivas em agua destilada. As sementes foram semeadas em papel de germinagédo
(dimensdes 28 x 38 cm) umedecido com &agua destilada (na propor¢do 1,5 vezes a
massa do papel) e mantidas em camara de crescimento a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12
horas (VIEIRA e CARVALHO, 1994).

Aos trinta dias de idade, mudas sadias de tamanho uniforme foram
selecionadas para a cultura hidropbnica em meio de Hoagland e Arnon (1950)
complementada com NaCl 0, 50, 100 e 150 mM. As culturas hidropdnicas foram
mantidas em casa de vegetagdo sob fotoperiodo de 12 h uma temperatura ambiente de
30+5 °C e umidade relativa de 50 %. As culturas foram aeradas continuamente com
um borbulhador de ar. A solucdo nutritiva foi substituida por solucdo recentemente

preparada com 7 dias de intervalo.
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Oito dias apds o inicio da imposicdo do estresse, as plantas foram separadas
em: raizes (RA); xilopddio (XIL); caule + peciolo (CA); folhas com idades mais
avancadas (folhas basais — FB, as mais proximas a base do caule); folhas medianas
(FM) e folhas recém-expandidas e em expansdo (folhas apicais - FA, folhas que se
localizavam mais proximas do apice caulinar). Ao final do experimento, foram
determinados dano de membranas, peroxidacdo lipidica, conteido de ascorbato e
pigmentos fotossintéticos, bem como as atividades das enzimas superoxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX) e peroxidase de fendis (POX).

Dano de membranas

O dano as membranas foi estimado pelo vazamento de eletrélitos (VE) como
previamente descrita por Cavalcanti et al. (2004). Segmentos das partes da planta
foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de &gua deionizada, incubados
a 25 ° C por 6 h e a condutividade elétrica do lixiviado foi medida (L,). Depois disso,
os segmentos foram fervidos por 60 min, resfriado a 25 ° C e a condutividade elétrica
foi medida novamente (L,). A porcentagem de vazamento de eletrélitos foi estimada
pela relagdo DM (%)=(L,/L,) x 100.

Peroxidag&o de lipideos

A extensdo da peroxidacdo lipidica foi estimada pela determinacdo da
concentragdo de malondialdeido (MDA) produzido pelo &cido tiobarbitdrico (TBA)
seguindo o método de Heath e Packer (1968), Popinigis (1987) e Osawa et al. (2005).
O material vegetal (200 mg) foi homogeneizado em 2 mL de &cido tricloroacético
(TCA) 0,1 % (m/v). O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min e 500 pL
do sobrenadante obtido foi adicionado em 2 mL de 0,5 % de TBA (m/v) em 20 % de

TCA (m/v). A mistura foi incubada a 95 °C por 1 h e a reacéo foi interrompida em
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banho de gelo. As absorbancias foram lidas a 532 e 660 nm. A concentragéo de MDA
foi calculada a partir do coeficiente de extincdo molar de 155 mM™ cm™ (HEATH e
PACKER, 1968) e expressa como nmol MDA-TBA g* MS.

Contelido de ascorbato

O conteldo de ascorbato total (AsA + DHA) foi determinado de acordo com o
método de Kampfenkel et al. (1995). O tecido vegetal (0,2 g) foi homogeneizado em
2,0 mL de 6 % de TCA (m/v). O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g, por 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi usado no ensaio. A mistura de reagdo continha 0,2
mL de ditiotreitol (DTT) 10 mM, dissolvido em tampao fosfato de potassio 0,2 M (pH
7.4), 0,2 mL de TCA 6 % (m/v) e 0,4 mL de tampéo fosfato de potassio 0,2 M (pH
7.4). As misturas foram incubadas por 15 min a 42 °C. Em seguida foi acrescentado
0,2 mL de N-etilmaleimida 0,5 % e a mistura foi incubada por 1 min a temperatura
ambiente. Aos meios de reagdo foram adicionados: 1 mL de TCA 10 % (m/v), 0,8 mL
de H,PO, 42 % (v/v), 0,8 mL de 2,2’-bipiridil 4 % (m/v) dissolvido em etanol 70 %
(v/v), 0,4 mL de FeCl; 3 % (m/v) e imediatamente agitados vigorosamente. A solugédo
foi incubada a 42 °C por 40 min e entdo procedida leitura a 525 nm. A concentracdo
foi determinada por meio de uma curva de calibracdo. Os resultados foram expressos

em pmol g™ MF.

Contetdo dos pigmentos fotossintéticos

Os conteudos de clorofilas, carotenodides e antocianinas foram obtido pelos
métodos de Lichtenthaler (1987) e Sims e Gamon (2002). Amostras de 200 mg de
tecido foram homogeneizadas em acetona 85 % (v/v) e 15 % (v/v) de Tris 1 % (pH 8).
As amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi

coletado e, em seguida, ajustado para o volume inicial de 5 mL. A absorbancia foi
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realizada em 663 nm, 647 nm, 470 nm e 537 nm. O resultado de clorofila total foi
expresso em pg g™ MS, enquanto que os demais foram expressos em pmol g™ MS.

Atividades enzimaticas

Para o preparo do extrato enzimatico, tampéo fosfato de potéassio 100 mM (pH
7), adicionado de EDTA 1 mM e acido ascorbico 1 mM, foi homogeneizado com 200
mg de massa fresca dos estratos previamente macerados com N, liquido, em almofariz
e pistilo. Ap6s centrifugacdo a 14.000x g por 25 min a 4 °C, o sobrenadante foi
recolhido e utilizado na determinagdo da atividade das enzimas superoxido dismutase
(EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) e peroxidase de fenois (EC
1.11.17).

Atividade de superdxido dismutase (SOD) foi medida por sua capacidade de
inibir a foto-reducdo do nitroazul de tetraz6lio (NBT) (BEAUCHAMP e FRIDOVICH,
1971). A mistura de reacdo continha KPO, 50 mM (pH 7,8), 0,1 mM de EDTA, 13
mM de L-metionina e 75 uM de riboflavina e 100 pL do extrato enzimatico. A
riboflavina foi adicionada por dltimo e os tubos de ensaio contendo mistura de reagdo
foram incubados por 10 min em irradidncia de 30 W a 25 °C. O aumento da
absorbancia devido a formacdo de formazan foi lida a 560 nm. A mistura de reacao
sem enzima desenvolveu cor maxima por causa da taxa maxima de reducdo de NBT. A
reacdo ndo irradiada da mistura foi usada como controle, por ndo desenvolver cor. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima que inibe a foto-reducdo do
NBT em 50 %.

A atividade de ascorbato peroxidase (APX) foi feita como descrito por Nakano
e Asada (1981). A mistura de reacdo continha 50 mM de fosfato de potéssio (pH 6,0),
0,8 mM de &cido ascorbico e 2 mM H,0,. A reacdo foi iniciada a 25 °C pela adicdo de

H,O, apos a adicdo do extrato enziméatico contendo 100 pL do extrato. A diminuigdo
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da absorbéancia a 290 nm para 1 min foi observado e a quantidade de ascorbato oxidado
foi calculado a partir do coeficiente de extingio 2.8 mM™ cm™.

Atividade da peroxidase de fendis (POX) foi medida seguindo o método de
Kar e Mishra (1976). A mistura de reacdo (2 ml) consistia em fosfato de potassio 25
mM de (pH 6,8), acido pirogalico 20 mM e H,0,20 mM. A reacédo foi iniciada pela
adicdo de 20 pL de extrato protéico. A formagéo de tetraguaiacol foi medida em 420

nm (e = 26,6 mM™ cm™).

Delineamento experimental

Um delineamento inteiramente casualizado foi utilizado com quatro
tratamentos - 0; 50; 100 e 150 mM de NaCl - e cinco repeti¢bes, com trés triplicatas
em cada repeticdo. Todos os parametros foram analisados por analise de variancia
(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de confianca
0,05.

RESULTADOS

Efeito da salinidade sobre as membranas celulares

O estresse salino causou maior vazamento de eletrélitos (VE) em RA, FM e
FA. Em raizes e folhas apicais, 0 VE aumentou proporcionalmente a dose de sal. Em
plantas tratadas com 150 mM o VE aumentou cerca de 2,7 e 2,2 vezes em RA e FA,
respectivamente. Em folhas medianas, os danos em membranas dos tratamentos salinos
ndo diferiram significativamente embora tenha sido, em média, 1,7x maior que o
controle (0 mM de NaCl). Ndo houve vazamento de eletrélitos significativos em XIL,
CA e FB (Figura 1A).
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Com excecdo das raizes, em todas as partes observou-se aumento expressivo
na peroxidacdo de lipideos (TBARS), principalmente em plantas tratadas com 150 mM
de NaCl. Neste 6rgdo as TBARS diminuiram em até 2,5 vezes quando tratadas com
150 mM de NaCl. No xilop6dio e caule tratados com 150 mM de NaCl, a peroxidagdo
de lipideos aumentou 3,4 e 1,9 vezes, respectivamente. Nas folhas basais foi observado
aumento de 1,4 vezes da TBARS em plantas tratadas com 100 mM de NaCl. Porém
houve uma diminuicdo de 3,3 e 1,6 vezes, nas doses 50 e 150 mM, respectivamente.
Observou-se ainda um aumento desta variavel em folhas medianas, nas doses 50 e 150
mM. Em folhas apicais a peroxidagdo de lipideos aumentou proporcionalmente a dose

de sal atingindo um valor méximo de 8,4 nmol g*MS (Figura 1B).
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Figura 1. Vazamento de eletrdlitos (A) e Peroxidacéo lipidica (B) em plantas de
faveleira, exposta a diferentes concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM)
durante 8 dias. RA - raizes, XIL - xilopddio, CA - caule; FB - folha basal, FM - folha
mediana e FA - folha apical. Os resultados foram analisados por ANOVA e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Efeito da salinidade sobre o sistema de defesa ndo enzimatico

A concentracdo de ascorbato total foi extremamente baixa em raizes, xilopddio
e caule, ndo apresentando diferencas significativas entre os tratamentos. As folhas
detiveram cerca de 90% do contetdo de ascorbato total da planta. Em FB e FM, os
controles apresentaram em média 6000 umol g*MS de ascorbato. O tratamento com 50
mM de NaCl causou uma diminuicéo dréstica no teor de ascorbato. Contudo, houve
aumento progressivo da concentragdo de ascorbato até a dose de 150 mM, atingindo o
nivel do controle. Em folhas apicais o tratamento controle apresentou o nivel mais
elevado (10855 pmol g*MS). Nestes 6rgdos o aumento da dose de NaCl diminuiu

progressivamente o teor de ascorbato total (Figura 2).
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Figura 2. Ascorbato total em plantas de faveleira, exposta a diferentes
concentracdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM) durante 8 dias. RA - raizes, XIL -
xilopddio, CA - caule, FB - folha basal, FM - folha mediana e FA - folha apical. Os
resultados foram analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
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Os teores de clorofila total mantiveram-se constantes, nas folhas basais e
medianas (Figura 3A). N&o diferindo estatisticamente (P<0,05) entre seus controles e
as doses salinas. Houve queda no teor de clorofila total nas folhas apicais a partir da
dose 50 mM de NacCl, diferindo estatisticamente (P<0,05), em rela¢do ao seu controle.
Em caule, os teores de clorofila aumentaram nos tratamentos salinos, diferindo

estatisticamente entre seu controle e as doses salinas.
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Figura 3. Conteudo de Clorotila total (A), Clorotila a (B) e Clorofila b (C) em
faveleira, exposta a diferentes concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM)
durante 8 dias. RA = raizes, XIL = xilopddio, CA = caule; FB = folha basal, FM =
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folha mediana e FA = folha apical. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Tendéncia semelhante foi observada para os teores de clorofila a e b (Figuras
3B e 3C). Mantendo-se constantes nas folhas basais e medianas. Apresentando queda
nas folhas apicais e aumento em caule.

A Figura 4A mostra que o teor de antocianinas apresentou comportamento
similar ao de clorofilas. Ndo houve alteracdo nos teores de antocianinas nas raizes
quando expostas ao tratamento salino. Ndo havendo diferencga significativa entre as
doses de NaCl e o seu respectivo controle. Em xilopddio, os teores mantiveram-se
constantes (Figura 4A). Houve uma ligeira alta no tratamento 100 mM de NaCl, em
caule. Comportamento semelhante foi observado em folhas basais e medianas nas
doses 50 e 100 mM, e 50 e 150 mM de NaCl, respectivamente. E uma tendéncia de
gueda em folhas apicais. Diferindo estatisticamente dos seus respectivos controles
(P<0,05). O teor de antocianinas ndo apresentou alteracdo significativa em tecidos ndo

clorofilados.

102



m50
m100
m150

0,1

Anto (pmol.g™"MS)

0,05

0,045

0,03

Carot (pumol.g'MS)

0,015

RA XIL CA FB FM FA

Orgio vegetativo

Figura 4. Conteudo de Antocianinas (A) e Carotendides (B) em plantas de
faveleira, exposta a diferentes concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM)
durante 8 dias. RA = raizes, XIL = xilopddio, CA = caule; FB = folha basal, FM =
folha mediana e FA = folha apical. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Teores de carotendides semelhantes foram observados em raizes e xilopddio,
em vista da concentracdo de NaCl, ndo havendo diferenca significativa a 5% pelo teste
de Tukey (Figura 4B). Em caule, houve um moderado aumento, assim como, nas

folhas basais, medianas e apicais, em fun¢do do incremento na concentracéo salina.

Efeito da salinidade sobre o sistema de defesa enzimatico

Na Figura 5A observou-se que a atividade da superdxido dismutase (SOD) nas
raizes sofreu decréscimo durante a exposicéo as diferentes concentragbes de NaCl. O
mesmo foi observado em xilopddio nas doses 50 e 150 mM e em caule a partir da dose
100 mM de NaCl. A SOD tendeu a um aumento na dose 100 mM em folhas basais, 50
mM em folhas medianas e 50 e 100 mM em folhas apicais.
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Figura 5. Atividade de Superodxido dismutase (A), Ascorbato peroxidase (B) e
peroxidase de fendis (C) em plantas de faveleira, exposta a diferentes
concentrac6es de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM) durante 8 dias. RA = raizes, XIL =
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xilopddio, CA = caule; FB = folha basal, FM = folha mediana e FA = folha apical.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) aumentou em raizes e diminuiu em
xilopodio e drasticamente em caule (Figura 5B). Nas folhas basais e medianas houve
uma tendéncia de redugdo, no entanto, esta diminuicdo foi relacionada ao aumento da
concentracdo salina. Nas folhas apicais, houve um aumento da atividade de APX nas
doses 50 e 100 mM de NaCl (Figura 10).

A atividade da peroxidase de fendis (POX) aumentou em raizes, xilopddio e
caule (Figura 5C). Nas folhas basais, a atividade mostrou-se constante entre o controle
e as doses de NaCl, ndo diferindo estatisticamente, apresentando um leve decréscimo
na dose 100 mM. A atividade de POX aumentou nas doses 50 e 150 mM em folhas
medianas. Nas folhas apicais, houve aumento na atividade enzimatica nas doses 100 e

150 mM, havendo diferenca significativa entre as doses e seus respectivos controles.

DISCUSSAO

De acordo com os resultados, os tratamentos com NaCl foram capazes de
ativar o sistema de defesa antioxidante através de respostas ndo enzimaticas e
enzimaticas em faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg.) Pax et K. Hoffm)]. Os
dados sugerem, principalmente, a indugdo de defesas antioxidantes ndo enzimaticas,
que incluem ascorbato, antocianinas e carotenoides e o aumento da atividade de

enzimas antioxidantes como APX e POX.

Efeito da salinidade sobre membranas celulares

As membranas celulares sdo uma das primeiras estruturas afetadas pelo

estresse salino em condigdes tipicas de ambiente semiarido. O grau de danos as
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membranas pode ser estimado indiretamente através da condutividade elétrica, que
mede o vazamento de eletrolitos (VE) das células para a solugdo aquosa (MUNNS e
TESTER, 2008). Nesse contexto, o0 VE ocorrido em faveleira ocorreu principalmente
em raizes e folhas apicais, especialmente na dose 150 mM de NaCl (Figura 1A). O VE
em faveleira pode estar relacionado mais ao estresse idnico que ao estresse osmotico,
pois 0 excesso de Na® e principalmente o excesso de ClI" no protoplasma causam
toxicidade e ocasionam disturbios em relagdo ao balanco iénico, provocando alteracoes
na estrutura das membranas (SHABALA et al., 2012).

fons salinos como o Na* sdo rapidamente detectados pelas membranas das
células vegetais, mas tal mecanismo sensorial de resposta a adicdo do Na* ao ambiente
celular e a mudanca na pressdo osmotica, ainda ndo é bem compreendido (TRACY et
al., 2008). De fato, sob salinidade, ha uma menor absorcdo de Ca*? pelas células,
permitindo que o Na' seja incorporado a estrutura da membrana plasmatica, o que
reduz a seletividade, aumenta a sua fluidez e permite o efluxo de ions, principalmente
K* (ABOGADALLAH, 2010). O estresse idnico, em xilopodio e caule, pode ter levado
ao dano oxidativo, estando relacionado ao dano de membrana.

O aumento na peroxidacao lipidica (TBARS) tem sido considerado como um
sintoma da ocorréncia de danos oxidativos nas células e pode ser considerado como um
indicador dos mesmos (AZEVEDO NETO et al., 2006). O aumento na peroxidagéo de
lipideos em plantas estressadas pode indicar extensos danos em membranas celulares,
causada por estresse oxidativo (SAIRAM et al., 2002). Em faveleira, com excecédo das
raizes, observou-se aumento expressivo nas TBARS em todas as partes vegetativas,
principalmente em plantas tratadas com 150 mM de NaCl. O aumento mais expressivo
observado ocorreu em xilopddio e caule (Figura 1B).

Em raizes, houve diminui¢do da TBARS seguida pela diminui¢do da atividade
de SOD e aumentos nas atividades de POX e APX e carotendides totais. Em xilopddio
observou-se maior TBARS que nos estratos foliares e o seu aumento foi proporcional

ao aumento da dose de sal, corroborado pela reducgéo da atividade dos antioxidantes
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enzimaticos e diminuicdo da concentracdo dos ndo enzimaticos. Em caule, os
resultados corroboram com os vistos em Xxilopddio. Parida e Jah (2010) avaliando o
dano oxidativo devido a saliniza¢do de Salicornia brachiata, sugerem que este é em
grande parte controlado pelas enzimas antioxidantes. Resultados semelhantes que se
correlacionam a peroxidacao lipidica também foram relatados por outros pesquisadores
(HERNANDEZ e ALMANSA, 2002; BOR et al., 2003; AZEVEDO NETO et al.,
2006; SEKMEN et al., 2007). Em folhas basais ndo foram observadas peroxidagédo
lipidica nem atividade de POX, ocorrendo diminuic¢do da atividade de APX e aumento
na atividade de SOD.

Ao avaliar o nivel de peroxidacédo de lipidios de membrana nos tecidos foliares
de arroz, Benitez et al. (2010), constataram aumento significativo no contetdo de
malondialdeido (MDA) entre os tratamentos controle e 300 mM de NaCl. Embora
tenha ocorrido aumento das TBARS nas partes da faveleira esse aumento nao foi
significativo nos danos de membranas. Provavelmente, o0s pontos necréticos
visualizados nas plantas tratadas com NaCl podem estar relacionados com a
acumulacdo de ions. A diminuicdo da atividade enzimatica e a concentracdo dos
antioxidantes ndo enzimaticos ndo foram suficientes para evitar a peroxidacdo nos

estratos foliares.

Efeito da salinidade sobre o sistema de defesa ndo enzimatico

O ascorbato é um importante antioxidante ndo enzimatico em plantas, através
do seu envolvimento no ciclo glutationa-ascorbato, uma importante via de
desintoxicagdo do H,0, (FOYER e NOCTOR, 2003). A via de sintese e degradacéao
estd distribuida nas mitocondrias, citosol (GREEN e FRY, 2005) e apoplasto
(PASSARDI et al., 2004), indicando que o0s processos regulatérios que o ascorbato
participa envolvem mecanismos localizados em diversos compartimentos subcelulares,

sendo consumido naturalmente ou pela producdo da enzima ascorbato peroxidase. Os
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resultados deste estudo mostram que o contetdo de ascorbato em faveleira diminuiu
nos estratos foliares com o aumento da salinidade (Figura 2). Tal perda de ascorbato,
gue € inversamente proporcional a atividade de APX, sugere que 0 mesmo
provavelmente supre a prote¢do oxidativa de todos os 6rgaos em faveleira submetida a
diferentes concentracGes de NaCl, bem como esta relacionado com a menor taxa de
crescimento observada nas plantas tratadas com sal. Corroborando com dados de
Parida e Jah (2010). Em xilopddio e caule, o consumo de ascorbato provavelmente ndo
esta relacionado a protecdo de APX, o que pode ser considerado em parte nas raizes.
Um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética de plantas e,
consequentemente, ao crescimento e a adaptabilidade a diversos ambientes é o
contetido de clorofila e carotendides. Além da concentragdo total desses pigmentos, a
proporcdo entre eles e entre as clorofilas a e b muda em fungdo da intensidade
luminosa (REGO e POSSAMAI, 2004). A salinidade pode afetar vérios processos
fisiologicos, dentre os quais a fotossintese, reduzindo assim a producdo e alocagédo de
biomassa. Isto ocorre porque o estresse salino, mais propriamente associado ao
acumulo de ions nos tecidos, promove reducdo nos processos de sintese de ATP,
acoplada a fase fotoquimica da fotossintese, além de promover alteragdes no processo
respiratério, assimilacdo de nitrogénio e metabolismo de proteinas (MUNNS, 2002).
Em faveleira, foi observado comprometimento na parte apical das plantas
expostas ao NaCl, com relacdo aos teores de clorofilas (total, a e b) sendo compensado
pelas folhas basais (figura 3A, B e C). Isto sugere que a presenca do sal ndo afetou a
formacdo de clorofila nesses estratos foliares consideradas mais tolerantes ao estresse
salino. No entanto, as folhas apicais apresentaram uma queda significativa (P<0,05) no
teor de clorofila, com relagdo ao controle, mostrando que a salinidade afetou a
formacdo de clorofila em concentracBes salinas a partir de 50 mM. A formacdo de
clorofila em folhas basais e medianas ndo foi afetada pelo NaCl Resultados
semelhantes foram obtidos por Sultana et al. (1999), quando avaliaram o efeito da

salinidade em plantas de arroz.
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Os carotendides sdo pigmentos acessorios na absorcdo e transferéncia de
energia radiante, e protetores da clorofila no tocante & fotoxidagdo. Em plantas
submetidas a salinidade, decréscimos na concentracdo de clorofila podem ser
atribuidos ao aumento da atividade da enzima clorofilase que degrada a clorofila
(LIMA et al., 2004). O estresse salino induz a degradacgéo de 3-caroteno e a reducdo na
formagdo de zeaxantina, produzindo diminui¢do no teor de carotenoides, pigmentos
aparentemente envolvidos na protegdo contra a fotoinibicdo (SHARMA e HALL,
1991). No presente estudo ndo foi observada relacdo direta entre as doses de sal e 0
teor de carotendides nos oOrgdos ndo clorofilados (Figura 4B). Com relacdo aos
antioxidantes ndo enzimaticos observa-se que 0s teores dos mesmos aumentam nas
folhas medianas e caem nas folhas apicais. Em faveleira, a imposigao do estresse salino
causou algumas alteragdes no contetido destes antioxidantes, como Clo b, antocianinas

e carotendides, principalmente com relacdo a maior dose de NaCl.

Efeito da salinidade sobre o sistema de defesa enzimatico

Uma importante consequéncia do estresse salino em plantas é a geragdo
excessiva de radicais superéxido (O,”) altamente tdxicos, particularmente nos
cloroplastos e mitocéndrias (MITTLER, 2002). Radicais superdxido gerados por
metabolismo oxidativo sdo dismutadas em H,O, e O, pela superdxido dismutase
(SOD). A atividade de SOD ¢, portanto, fundamental para a manutencdo da
concentragdo do radical O,” em niveis que ndo causem danos ao metabolismo celular.
Huang e Guo (2005), trabalhando com cultivares de arroz apresentando tolerancia
diferencial ao estresse salino, observaram decréscimo na atividade da SOD nas folhas
dos cultivares sensiveis. Eles concluiram que a redugdo na atividade dessa enzima teve
como consequéncia o aumento da peroxidacdo de lipideos, provocando sérios danos a

integridade das membranas.

110



A peroxidase de fendis (POX) tem sido usada como um indicador de estresses
(LEE et al., 2001) como altas temperaturas (DASH e MOHANTY, 2002), salinidade
(PARIDA et al., 2004) e seca (SHARMA e DUBEY, 2005). A POX protege as células
contra as concentracfes prejudiciais de hidroperdxidos. Por outro lado, a enzima
ascorbato peroxidase (APX) impede o acumulo excessivo de H,O, nas células através
da via ascorbato-glutationa (ASADA, 2006), sendo, provavelmente responsavel pela
modulagdo fina nos niveis dos EROs (MITTLER, 2002). Em faveleira, ha protecdo
peroxidativa em raizes, relacionada as POX e APX e, em contrapartida, a peroxidacao
de lipideos se mantém constante ou cai em NaCl 150 mM. Comportamento similar
pode ser observado nos estratos foliares. A atividade das peroxidases apresentou-se
compensatoria em raizes, xilopddio e caule, onde provavelmente possa ter ocorrido
uma resposta induzida. A atividade de POX mostrou-se maior que a atividade de APX,
0 que pode estar relacionada a taxa de crescimento da parte aérea. Na espécie faveleira,
a atividade de POX aumentou com a concentragdo salina em cada tratamento a medida
gue houve uma diminuigdo do crescimento das plantas.

Os resultados mostram que em faveleira, provavelmente, exista protecao
oxidativa radicular, pois as atividades de APX e POX aumentam neste 6rgdo e em
contrapartida hd uma diminuicdo de TBARS. O aumento da atividade de POX ocorre
principalmente no sistema radicular-xilopodio-caule; e este, pode estar relacionado a
diminuicdo do comprimento das raizes, observado nas variaveis de crescimento
também avaliadas, ou ainda, com a remocéo de radicais livres por esta enzima.

Em C. phyllacanthus, é importante observar que a atividade das POXs avaliada
ndo foi especifica para a regido do apoplasto, mas é possivel generalizar o
comportamento das suas isoformas. Trabalhos relataram a diminuicdo na atividade
enzimatica ap0s longos periodos de exposicdo ao estresse. LEE et al. (2001) ao
quantificar a atividade das enzimas SOD, CAT, APX e GR (glutationa redutase) em

plantas de arroz cultivadas com NaCl 150 mM, observaram aumento nas atividades
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enzimaticas de SOD e APX até 3 dias de exposi¢do ao sal e diminuigcdo ap0s este
periodo.

A diminuicdo no conteddo de ascorbato, o0 conteldo de pigmentos
fotossintéticos e as atividades enzimaticas de APX e POX possivelmente suprem a
protecdo oxidativa nos 6rgaos de faveleira submetida ao estresse salino, bem como as
atividades de APX e POX, que podem relacionar-se a um menor crescimento em
plantas submetidas ao estresse. Pelo menos as atividades de SOD e APX sofreram
efeito diferente ou exclusivo na dose NaCl 150 mM, principalmente em folhas apicais.
Esta espécie apresenta respostas dose-dependente com relagdo ao estresse oxidativo,

apresentando um complexo sistema de defesa ndo enzimatico e enzimatico.

CONCLUSAO

A faveleira investe na protecdo ndo enzimatica incluindo antocianinas,
carotenoides e ascorbato total que é responsivel a dose de sal, especifico de cada 6rgao.

Esta espécie apresentou diferencas na resposta oxidativa que podem ser
agrupadas em dois conjuntos: raizes, xilopodio e caule; e estratos foliares. Essas
diferengas envolveram principalmente a acdo de antioxidantes ndo enzimaticos como
ascorbato total, antocianinas, carotendides e as atividades enziméticas de APX e POX.
Mais estudos devem ser realizados para compreender melhor o papel das enzimas
antioxidantes e dos antioxidantes ndo enzimaticos nos estratos foliares de C.

phyllacanthus.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O uso do biodiesel em substituicdo ao 6leo diesel mineral, além da possivel
mitigacdo das emissbes de didxido de carbono, proporciona reducdo de gases e
particulas pelos veiculos que sdo diretamente prejudiciais a saide humana e ao meio
ambiente, como o monodxido de carbono, enxofre e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (cancerigenos). Poucas espécies vegetais tém aptiddo para as condigdes
adversas do semiarido brasileiro, incluindo a salinidade. Uma alternativa pouco
explorada para ampliar 0 nUmero de espécies oleaginosas economicamente
aproveitaveis como matéria-prima para produgdo de biocombustiveis é o aumento do
grau de domesticacdo de espécies nativas com boa tolerancia e/ou resisténcia a
salinidade. Neste trabalho, observou-se que a faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (M.
Arg.) Pax & K. Hoffm.] manteve o estado hidrico nos 6rgdos vegetativos avaliados,
mesmo apresentando sintomas visuais de toxicidade, como clorose e necrose, ao NaCl
nas doses utilizadas. Apesar do conteido de Na* ter aumentado nas partes da planta, o
contetido de K* néo foi prejudicado com as doses salinas, possivelmente atuando como
um osmoprotetor. Provavelmente a quantidade de K* presente nas células de faveleira,
pode ndo estar presente no citosol, o que ndo tenha sido suficiente para evitar a
toxicidade causada pelo Na*. O xilopddio, 6rgdo de reserva da planta, pode estar
atuando como 6rgdo captador de Na®, suportando o impacto da acumulagéo desse ion e
controlando o seu fluxo para as outras partes da planta. Embora, a acumulacéo de
acucares soluveis totais, proteinas, aminodcidos livres totais e prolina possam estar
relacionados ao ajustamento osmotico de faveleira devido ao déficit hidrico, é possivel
que a acumulacdo destes solutos tenha ocorrido em decorréncia de distdrbios
metabdlicos promovidos pela salinidade. Em relacdo a resposta oxidativa, dois grupos
diferentes podem ser destacados: raizes, Xilopddio e caule; e estratos foliares,

envolvendo principalmente a acdo de antioxidantes ndo enzimaticos e as atividades
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enzimaticas de APX e POX. O ascorbato total participa efetivamente da protecéo
oxidativa de todos os 6rgéos em faveleira, sendo responsivel a dose de sal, bem como
as atividades de APX e POX, que podem estar relacionadas a um menor crescimento

em plantas submetidas ao estresse salino.
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