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RESPOSTAS FISIOLOGIAS E BIOQUIMICAS DO NONI (Morinda citrifolia L.) AO
ESTRESSE SALINO.

RESUMO: O trabalho avaliou os efeitos do estresse salino sobre aspectos
fisiolégicos e bioquimicos de plantas de noni, com vistas a uma melhor
compreensao dos mecanismos de tolerancia a salinidade nesta espécie. Para tanto,
foram instalados dois experimentos em delineamento inteiramente casualizado, com
diferentes doses de salinidade na solugdo nutritiva. As plantas de noni foram
cultivadas em casa de vegetacdo sob sistema hidropbnico floating. O primeiro
experimento foi conduzido com cinco niveis de salinidade (0, 25, 50, 75 ou 100 mM
de NaCl) e quatro repeticdes. Apds 40 dias, foram analisadas a altura das plantas, o
numero de folhas, o didmetro do caule, as massas secas das folhas, caule e raizes,
area foliar, suculéncia, indice de esclerofiia e os teores de Na’, K' e CI" nas
diferentes partes das plantas. O segundo experimento foi realizado na auséncia e
presenca de 100 mM de NaCl e cinco periodos de coletas, com quatro repeti¢des.
As condicdes de crescimento foram idénticas as do primeiro experimento. As coletas
foram realizadas apés 1, 10, 20, 30 e 40 dias da aplicagao do estresse. Foram
analisadas as mesmas variaveis de crescimento do primeiro experimento, bem como
as variaveis das trocas gasosas e as da eficiéncia fotoquimica (Fo, Fm, Fv/Fm, Yi,
Yno € Ynea). Além destas, também foram determinados o teor relativo de agua, os
danos membranares e os teores de clorofilas, carotendides, carboidratos soluveis,
aminoacidos livres, proteinas soltveis, prolina, Na*, CI, K*, N e P. A salinidade
reduziu o crescimento de todos os 6rgéaos da planta. Em contraste, a suculéncia e o
indice de esclerofilia aumentaram em 32% no nivel mais salino em comparacao as
plantas controle. Os teores de Na* e CI nas folhas, caule e raizes aumentaram e os
de K* diminuiram com o incremento da salinidade. Os maiores teores de K* foram
observados nas raizes, e os de Na* e CI nas folhas. A salinidade também reduziu os
teores de N e P nas folhas. Os teores de carboidratos soluveis e aminoacidos livres
diminuiram no tratamento de estresse. A salinidade aumentou os teores de prolina
mais nas raizes do que nas folhas. A salinidade nao afetou a eficiéncia no uso da
agua, mas reduziu a assimilacdo liquida de CO,, a condutancia estomatica, a
transpiragao, a eficiéncia de carboxilacdo e os teores de clorofila a, b, total e
carotendides. A salinidade ndo acarretou maiores alteragbes na emissdo da
fluorescéncia da clorofila a, entretanto as plantas estressadas apresentaram uma
diminui¢ao da capacidade de fotoprotecao pelo ciclo das xantofilas. A salinidade nao
afetou o estado hidrico das folhas, mas foram observados danos na integridade das
membranas com o tempo de exposicédo ao sal. Os dados deste trabalho indicam que
a salinidade altera a homeostase idnica das plantas de noni, 0 que pode, ao menos
em parte, explicar a redugao do crescimento induzida pelo sal. Quantitativamente, a
prolina ndo contribui substancialmente para o potencial osmético do noni, entretanto
0 seu aumento sugere que, ou este soluto desempenha um papel na aclimatagao ao
estresse salino ou é€ um indicador dos disturbios metabdlicos induzidos pela
salinidade. O noni apresenta como mecanismo de tolerdncia a salinidade o
fechamento estomatico, diminuindo a perda de agua pela transpiragédo e mantendo o
status hidrico da planta.

Palavras Chaves: Trocas gasosas; Eficiéncia fotoquimica; Solutos organicos e
inorgénicos



PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL RESPONSES OF NONI
(MORINDA CITRIFOLIA L.) TO SALT STRESS.

ABSTRACT: The study evaluated the effects of salt stress on physiological and
biochemical aspects of noni plant, with a view to a better understanding of the
mechanisms of salt tolerance in this species. Therefore, two experiments design was
completely randomized with different salinity levels in the nutrient solution. The noni
plants were grown in greenhouse under floating hydroponic system. The first
experiment was carried out with five levels of NaCl (0, 25, 50, 75 or 100 mM NaCl)
and four replications. After 40 days of stress, plant height, number of leaves, stem
diameter, leaf, stem and root dry masses, leaf area, leaf succulence, sclerophylly
index and the Na*, K" and CI" contents in the different plant organs were evaluated.
The second experiment was conducted in the absence and presence of 100 mM
NaCl and five periods of collections, with four replications. The growth conditions
were identical to those of the first experiment. Samples were collected at 1, 10, 20,
30 and 40 days of salt stress. The same growth variables of the first experiment, as
well as the variables of gas exchange and the photochemical efficiency (Fo, Fm,
Fu/Fm, Yi, Yno and Yneq) were determined. Besides those, we also determined the
water relative content, the damage membrane and chlorophyll content, carotenoid,
soluble carbohydrates, free amino acids, soluble proteins, proline, Na*, CI', K*, N and
P. Salinity reduced growth of all plant organs. In contrast, juiciness and sclerophylly
rate increased by 32% in the saline level compared to control plants. The contents of
Na* and CI" in the leaves, stems and roots increased and K' decreased with
increasing salinity. The highest K+ levels were observed in the roots, and the Na®
and CI" in the leaves. Salinity also reduced N and P in the leaves. The levels of
soluble carbohydrates and free amino acids decreased in the treatment of stress.
The salinity increased proline levels more in roots than in leaves. Salinity did not
affect the efficiency of water use, but reduced net CO, assimilation, stomatal
conductance, transpiration, carboxylation efficiency and the contents of chlorophyll a,
b, total and carotenoid. Salinity caused no major changes in the emission of
chlorophyll a fluorescence, however the stressed plants showed a decrease in
photoprotection capacity by the cycle of xanthophylls. Salinity did not affect the water
status of the leaves, but damage to the integrity of the membranes were observed
with the time of exposure to salt. Data from this study indicate that salinity changes
the ionic homeostasis of noni plant, which can at least partly explain the reduction in
growth induced by salt. Quantitatively, proline does not contribute substantially to
osmotic potential of noni, however its increase suggests that either it plays a role in
the acclimation of salt stress or it is an indicator of metabolic disorders induced by
salinity. The noni presents as a mechanism of salt tolerance stomatal closure,
reducing water loss by transpiration and maintaining the water status of the plant.

Key words: Gas exchange; Photochemical efficiency; Organic and inorganic solutes
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CAPITULO 1

1. INTRODUGAO

Em varias regides do planeta a qualidade da agua € considerada impropria
para o consumo humano e criacdo de animais por apresentar elevadas
concentragdes de sais, principalmente no periodo de seca, mesmo assim, € utilizada
para uso agricola e doméstico, na auséncia de agua potavel. Na busca de
alternativas para o seu melhor aproveitamento, tem-se avaliado a utilizagdo dessas
aguas de qualidade inferior na irrigagéo de plantas tolerantes a salinidade.

Entretanto, a salinizacdo do solo sera uma questdo de tempo, como
consequéncia da utilizagdo dos sistemas de irrigagcdo mal planejados, principalmente
quando associados ao uso de agua de qualidade inferior. A salinidade consiste no
aumento das concentracbes de sais na solugcdo do solo ou agua acima da
capacidade do desenvolvimento das plantas. Essa € considerada um dos principais
estresses abidticos que afeta a producdo agricola. Assim, o cultivo de plantas
tolerantes a salinidade pode ser uma alternativa de economia agricola, com boas
perspectivas de producdo e renda aos produtores, permitindo a manutencédo do
homem no campo.

No mundo as areas afetadas por sais sdo crescentes, principalmente nas
regides aridas e semiaridas. Nessas areas, o sistema de producdo economicamente
viavel é dependente da irrigagao devido a insuficiéncia hidrica e a irregularidade de
distribuicdo das chuvas (CAVALCANTE et al., 2011). A irrigacdo inadequada,
associada a baixa qualidade da agua sédo as principais responsaveis pela
salinizagdo dos solos cultivados. No mundo, estima-se que 20% das terras irrigadas
possuem problema de salinizagdo causado pelo acumulo de sais da agua de
irrigagéo (ARAGUES et al., 2011). No Brasil, estima-se que de 20 a 25% das areas
irrigadas apresentam problemas de salinidade e/ou drenagem, principalmente nos
solos aluviais (MOTA et al., 2012).

Os solos salinos, sédicos e solddicos no Brasil ocupam mais de 160.000
km?, sendo grande parte localizada na regiao Nordeste (RIBEIRO et al., 2003). Essa
regiao possui uma area total de aproximadamente 1.558.196 km?, dos quais mais de
90.000 km? de solos sao propensos a salinizagdo (PEREIRA et al., 1986). Nessa

regido, a salinidade do solo é agravada e tende a se tornar um problema de dificil
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solugdo em virtude do clima, geologia, qualidade e quantidade da agua e manejo da
irrigacdo e solo (ARAUJO et al, 2011). Como a evaporacdo & maior que a
percolagao, a agua, geralmente rica em sais, desloca-se dos lengdis freaticos para
as camadas superficiais do solo, onde fica retido o sal e a agua evapora.

Neste contexto, sdo necessarios estudos que viabilizem economicamente a
producdo agricola e reduzam os impactos ambientais aproveitando os recursos
presentes nessas regides. Segundo Bezerra et al. (2010) a 4gua com elevado teores
de sais tem sido empregada com sucesso em diversas localidades em razédo da
utilizagado de espécies e/ou cultivares tolerantes a salinidade, associada a praticas
adequadas de manejo da cultura, do solo e da agua de irrigagao.

O acumulo de sais na agua e no solo tem efeitos negativos sobre o
rendimento das culturas e resulta em perdas substanciais de solos agricolas,
constituindo sérios obstaculos aos sistemas de producdo (CAVALCANTE et al.,
2010; SAADAT e HOMAEE, 2015). Dessa forma, conhecer os niveis e o0s
mecanismos de tolerdncia das plantas a salinidade sao fundamentais na
implantacdo de novas espécies nas regides com disponibilidade de agua ou solos
que possam apresentar riscos de salinizagao.

Os principais ions encontrados nos solos salinos sdo o Na* e CI" (VIANA et
al., 2001). Esses, quando absorvidos em excesso pelas plantas, podem ser
fitotoxicos e reduzir a absorgdo de alguns nutrientes devido a competicdo catibnica
nos sitios de absorcdo (APSE e BLUMWALD, 2007; ZANADREA et al., 2014).
Também podem ocorrer modificagdes induzidas pela salinidade no metabolismo das
plantas, as quais sdo consequéncias de varias respostas fisioldgicas e bioquimicas,
destacando-se as alteracdes no balanco hidrico, na nutricdo mineral, na eficiéncia
fotossintética, no estresse oxidativo e na homeostase celular (MUNNS e TESTER,
2008; IQBAL et al., 2014).

A interacdo entre salinidade e nutricdo mineral € muito complexa porque é
influenciada por espécies, gendtipos, idade da planta, composigcédo dos sais, nivel de
salinidade, concentragdo de nutrientes no substrato e as condigdes climaticas
(FAGERIA et al., 2011). No entanto, a planta também pode desenvolver
mecanismos para tolerar e sobreviver a esse fator, mas consequentemente a
produtividade sera afetada.

Entre os mecanismos de tolerancia a salinidade a planta pode excluir ou

compartimentalizar ions toxicos (Na* e CI) no vacuolo e solutos organicos
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compativeis no citoplasma (carboidratos, aminoacidos, proteinas soluveis e prolina)
reduzir a area foliar e aumentar a espessura foliar e entre outros (SILVEIRA et al.,
2009; SHARMA et al., 2014). Entretanto, esses mecanismos dependem das
caracteristicas adaptativas e genéticas das plantas (IQBAL et al., 2014).

Diversos estudos tém avaliado a utilizagcdo de agua salina em espécies
frutiferas com o objetivo de avaliar o seu efeito no crescimento das plantas (ZUAZO
et al., 2004; COSTA et al., 2013b; TERCEIRO NETO et al., 2013). O noni (Morinda
citrifolia L.) é uma fruta medicinal que se aclimata as mais diversas situagdes
edafoclimaticas, incluindo altos niveis de sais no solo (NELSON e ELEVITCH, 2006).
Essa planta pode ser uma das alternativas para o cultivo e a producao comercial nas
regides semiaridas. Assim, a utilizacdo das areas afetadas pelos sais e/ou das
aguas de baixa qualidade pode ser viabilizada com o cultivo de plantas mais
tolerantes.

O noni é uma fruteira pertencente a familia Rubiaceae, no qual, as cascas,
folhas, flores e frutos sdo utilizados como remédios fitoterapéuticos pelos povos
polinesianos ha mais de 2000 anos (MIAN-YING et al., 2002; CHAN-BLANCO et al.,
2006). Atualmente foram identificados, na planta do noni, cerca de 200 compostos
fitoquimicos, variando a composi¢do quimica de acordo com a parte da planta
analisada (YANG et al., 2010).

O consumo do noni apresenta potencial de mercado promissor, em virtude
de estudos cientificos terem revelado e confirmado algumas das atividades
biolégicas descritas pelos povos polinésios como: antioxidante, anti-inflamatéria,
analgésica, imunomoduladora, antibacteriana e antitumoral (MIAN-YING et al., 2002;
CHAN-BLANCO et al., 2006; SERAFINI et al., 2011).

No Brasil o noni é uma planta exdtica, havendo pouca informacao referente
as caracteristicas agronOmicas para o0 seu cultivo em escala comercial,
principalmente em areas afetadas por sais. Alguns estudos com salinidade tém
mostrado que a irrigagdo com agua de condutividade elétrica de até 6 dS m™ reduz o
crescimento da planta (SOUZA et al., 2014; SOUTO et al., 2015).

A planta apresenta producdo de frutos durante quase todo ano com
potencial de aumento de renda aos produtores, principalmente aos pequenos
agricultores familiares em areas afetadas por sais, se constituindo como uma
alternativa de geracédo de renda. No entanto, sdo necessarios mais estudos para

compreender os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos do noni a salinidade.
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Diante do exposto, o presente estudo parte da hipétese que a salinidade
afeta o desenvolvimento, as trocas gasosas e a nutricdo mineral do noni, contudo a
planta apresenta mecanismos fisiolégicos e bioquimicos de tolerancia ao estresse
salino. Assim, conhecer os efeitos da salinidade nas plantas de noni é essencial
para o seu cultivo de noni em solo afetados por sais ou 0 aproveitamento de agua
salobra.

Tendo em vista a importdncia dessa cultura como uma alternativa de
produgao para os agricultores e, também a falta de informagdes disponiveis acerca
das respostas da planta sob condigdes salinas, o objetivo deste trabalho buscou
avaliar os efeitos do estresse salino sobre o crescimento, relacdes hidricas, trocas
gasosas, pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia da clorofila a e acimulo de solutos
inorganicos e organicos em plantas de noni (Morinda citrifolia L.), com vistas a uma

melhor compreensio dos mecanismos de tolerancia a salinidade.

1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Caracteristicas botanicas do noni

O noni é uma planta pertencente ao género Morinda, apresenta
aproximadamente 80 espécies (CHAN-BLANCO et al., 2006).

A classificacao botanica esta descrita conforme Muller (2007):

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: magnoliopsida

Ordem: Gentianales

Familia: Rubiacaeae

Género: Morinda

Espécie: Morinda citrifolia

Nome Cientifico: Morinda citrifolia Linn

O noni (Morinda citrifolia Linn) pertencente a familia Rubiaceae, ¢ uma
fruteira que possui caracteristicas medicinais (CHAN-BLANCO et al., 2006). O noni &
nativo do sudeste da Asia para a Australia sendo cultivado na Polinésia, india,
Caribe, América Central e norte da América do Sul (DIXON et al., 1999; ROSS,
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2001). No Brasil, ha relatos de cultivo nos Estados do Acre, Sdo Paulo, Para,
Sergipe e Ceara (CORREIA, 2010).

A Morinda citrifolia € uma arvore que varia de 3-10 m de altura, com
abundantes folhas largas elipticas, com flores perfeitas que se unem na base do
capitulo formando a inflorescéncia do noni e os frutos sdo chamados de
infrutescéncias (SILVA, 2010). Em condi¢des favoraveis, a planta inicia a produgao
entre nove a doze meses apos o plantio, entretanto, possui baixa producao por
planta e sem valor comercial CHAN-BLANCO et al., 2006). Ao iniciar a produgao, a
planta da frutos o ano inteiro aumentando a produgdo com 0s anos, mas com
algumas sazonalidades (NELSON, 2003). No Havai, plantas com cinco anos de
idade, em boas condi¢des de fertilidade do solo, disponibilidade de agua e controle
fitossanitario podem produzir até 69.600 frutos por ano com duas a trés colheitas por
més (NELSON, 2003; CHAN-BLANCO et al., 2006).

O fruto do noni é de formato ovoéide, suculento e apresenta varias sementes
triangulares de cor vermelha. Quando verde apresenta coloragao da casca verde e a
medida que o fruto amadurece apresenta amarela esbranqui¢cada, no qual, a casca
do fruto apresenta uma pelicula, facilmente retirada. A polpa ocorre mudancga de
coloragao a medida que o fruto amadurece, passando da cor verde para amarela
esbranquicada (SILVA, 2010). Os frutos séo climatérios, podendo ser colhidos antes

do amadurecimento (fruto duro), favorecendo o transporte (NELSON, 2003).

1.2.2. Exigéncias edafoclimaticas do noni

A planta do noni adapta-se as mais diversas condi¢des climaticas, solos e
sob estresses ambientais. No Havai desenvolve-se em quase todas as condi¢cbes de
solo, baixas altitudes, entre rochas e areas influenciadas por agua salobra de maré
(NELSON, 2003).

O noni cresce, desenvolve e produz em areas com precipitagdo média anual
entre 250 e 4000 mm e altitude de até 800 m, cuja amplitude alcanga as regides
aridas e as extremamente umidas, no entanto, quando a precipitagdo ocorre com
frequéncia para o indice mais baixo ha necessidade de irrigacdo (NELSON, 2006).

O cultivo do noni, devido as suas caracteristicas adaptativas as condi¢des
ambientais, constitui uma alternativa para estudos em regides aridas e semiaridas

onde a incidéncia de salinizacdo do solo devido aos baixos indices pluviométricos e
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alta evaporacao limitam a producao agricola (SILVA, 2010). Esta planta tolera altos
niveis de sais de fertilizacdo na zona da raiz, sem danos ou queima para a planta
(NELSON, 2003).

A adubacgao utilizada no Havai é a semelhante para o café. Em plantas
novas onde nao ha frutificagcdo a adubagdo recomendada de nitrogénio (N), fésforo
(P) e potassio (K) sao 14-14-14 ou 16-16-16, enquanto plantas em estagio de
floragao e frutificagdo demanda grandes quantidades de fésforo para produzir frutos
grandes com alta produgéo por planta, como 10-20-20 e 1-45-10 (NELSON, 2003).
Em estudo realizado com a cultura do noni no estado do Maranhdo a adubacéao
utilizada foi esterco bovino no plantio e quinzenalmente a adubagao quimica 14-14-
14 de N-P-K (NASCIMENTO, 2012).

Em relagdo as condi¢gdes ambientais Souto et al. (2014), observaram que na
producdo de mudas de noni com irrigacdo localizada com agua salobra o mais
indicado é o ambiente com 50% de sombreamento na parte superior e lateral em
relacdo ao céu aberto. Nestas condigdes, as plantas foram mais tolerantes a

salinidade.

1.2.3. Importancia fitoterapéuticas do noni

O noni é uma planta medicinal utilizada a mais de 2000 anos pelos povos
polinésios, que possui uma ampla variedade de efeitos fitoterapéuticos é também
utilizada para cosméticos (CHAN-BLANCO et al., 2006; SERAFINI et al., 2011). O
consumo do noni tem aumentado devido a estudos cientificos terem revelado e
confirmado algumas das atividades bioldgicas do noni descritas pelos povos
polinésios como:  atividade  antioxidante, anti-inflamatéria,  analgésica,
imunomoduladora, antibacteriana e antitumoral, mas ha relatos que possui uma
vasta gama de efeitos terapéuticos, incluindo os antivirais como o virus da AIDS,
antifungicos, antihelmintos, hipotensor, entre outros (MIAN-YING et al., 2002; CHAN-
BLANCO et al., 2006; SERAFINI et al., 2011).

Varias publicagbes tém demonstrado que o noni pode ser utilizado para
aliviar doengas de diferentes causas tais como artrites e diabetes (CHAN-BLANCO
et al., 2006). As raizes, caules, cascas, folhas, flores e frutos da planta tém sido
utilizados como remédios fitoterapéuticos, podendo ser utilizada como alimento,
bebida e para tingir tecidos (MIAN-YING et al., 2002).
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Atualmente foram identificados na planta do noni cerca de 200 compostos
fitoquimicos, variando a composi¢ao quimica de acordo com a parte da planta
analisado (YANG et al., 2010). Segundo os mesmos autores a composicao fisico-
quimica do fruto do noni ainda ndo é conhecida, apenas informagdes parciais do
suco do noni estao disponiveis.

Portanto, os beneficios medicinais ja comprovados e que ainda sao
estudados, valores nutricionais e 6tima adaptabilidade as mais diversas condicoes
edafoclimaticas do noni pode desempenhar um papel importante na economia dos

paises produtores.

1.2.4. Efeitos dos sais na planta

A salinidade no solo provoca efeitos diretos e indiretos no crescimento e
desenvolvimento das plantas. Os principais efeitos diretos sao causados pelo
acumulo de sais na rizosfera que limita a absorgao de agua pelas plantas (MUNNS e
TESTER, 2008). Os efeitos indiretos sdo provocados pelo acumulo de ions téxicos
que causam desequilibrios ibnicos e nutricionais (IQBAL et al., 2014).

Os dois componentes que sao responsaveis pelo estresse salino sdo o
osmético e o idnico (Figura 1.1), que podem alterar a absorgéo de agua e nutrientes
e a integridade da membrana, ocasionando mudancgas na homeostase osmética e
ibnica, nas trocas gasosas, mudangas no metabolismo, produgcédo de espécies
reativas de oxigénio, alteragdes hormonais, redugdo na expansao e divisdo celular
(AZEVEDO NETO e SILVA, 2015).

As plantas apresentam diversos mecanismos de defesas para sobreviver em
condicdes de estresse salino. Entre elas, pode-se destacar: a exclusao ou retengao
de ions téxicos evitando seu acumulo, a seletividade do transporte de K™ sobre o
Na® e o ajustamento osmatico que consiste no actimulo liquido de solutos organicos
e inorganicos, resultando na diminuicdo do potencial osmoético da célula e na
manutencdo do potencial da agua (MUNNS e TESTER, 2008; BAIl et al., 2008;
ADOLF et al., 2012).

Segundo Rocha (2010), ainda é obscuro a separagao dos fatores que
afetam o desenvolvimento da planta sob condigdes de estresse salino. Portanto,

compreender os mecanismos de tolerdncia das plantas, em ambientes com altas
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concentragcdes de sais no solo, pode ajudar a melhorar a produtividade em solos
salinos (TAVAKKOLI et al., 2010).

Figure 1.1. Mudancas fisiolégicas e bioquimicas em plantas quando submetidas ao

estresse salino (Adaptado de Azevedo Neto e Silva et al., 2015).
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1.2.4.1. Efeito osmético dos sais nas plantas

A absorcao de agua pelos tecidos das raizes das plantas ocorre quando as
forcas de embebicdo sdo superiores as forcas com que a agua é retida no solo
(DIAS e BLANCO, 2010). A elevada concentragao de sais diminui a disponibilidade
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de agua por diminuir o potencial osmoético do solo (MUNNS e TESTER, 2008). O
aumento da tensdo osmética causada pelo excesso de sais soluveis na solugédo do
solo podera atingir um nivel que impedird as plantas de absorverem agua e
nutrientes, sendo este processo também denominado de seca fisioldgica (DIAS e
BLANCO, 2010).

O nivel de salinidade do solo é indicado pela condutividade elétrica no
extrato de saturagéo (CEcs) e a partir dessa pode-se estimar o potencial osmético do
solo. Em solos salinos e de textura média, a CE na capacidade de campo é cerca de
duas vezes a CEs € no ponto de murcha permanente cerca de quatro vezes a CEqg
(DIAS e BLANCO, 2010). A agua de drenagem ou de lixiviagdo em solos de textura
média na capacidade de campo € superior em duas vezes a CE.s (AYERS e
WESTCOT, 1999). Assim, a mensuragdo da CEes no solo é essencial para a
implantacéo de uma cultura.

O movimento de agua do solo para a planta é devido a diferenga de
potencial. A concentragdo de sais na solugdo do solo pode ser tdo elevada que a
planta pode perder agua para o solo, podendo levar a plasmolise (DIAS e BLANCO,
2010). No entanto, nem todas as plantas sao afetadas pela mesma concentragao de
sais no solo.

As plantas sao classificadas quanto ao nivel de tolerancia a salinidade em:
glicéfitas e haldfitas. As glicofitas sao plantas sensiveis aos sais e tendem a excluir
0s sais no processo de absor¢ao da agua do solo (WILLADINO e CAMARA, 2010).
As plantas haldfitas sdo plantas capazes de realizar o ajustamento osmético, para
tanto, elas acumulam os ions absorvidos no vacuolo das células foliares, mantendo
a concentragdo salina no citoplasma e nas organelas em baixos niveis e, desta
forma, o excesso de sais nao interfere na hidratacdo das proteinas e nos
mecanismos enzimaticos e metabdlicos da planta (SILVA et al., 2000). Além disso,
essas plantas sdo capazes de manter a exclusao de sais na rizosfera, em teores de
sais mais elevadas no solo, que as plantas glicofitas (MUNNS e TESTER, 2008).
Segundo os mesmos autores, na maioria das culturas o nivel limitante de salinidade
do solo é de aproximadamente 40 mM de NaCl ou menos para culturas sensiveis.

As plantas apresentam respostas fisiolégicas ao estresse osmotico, que
podem variar conforme a espécie e até mesmo a cultivar (DEINLEIN et al., 2014).
Essas diferencas podem ser usadas para selecionar plantas mais tolerantes ao

estresse salino (ARAUJO et al., 2010), no entanto, € uma area de pesquisa com
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muitas incégnitas, sendo necessarios mais estudos para uma melhor compreensao
da tolerancia osmoética das plantas (DEINLEIN et al., 2014; ROY et al., 2014).

1.2.4.2. Efeitos téxicos do Na* e CI” nas plantas

A salinidade pode causar disturbios nutricionais (defici€ncia/toxicidade) que
limitam a produtividade das culturas em todos os tipos de solos no mundo
(FAGERIA et al., 2011; FEIJAO et al., 2013). Durante o efeito da salinidade na
planta, determinados processos sado danificados, tais como: sintese de proteinas,
metabolismo de lipidios e fotossintese (ESTEVES e SUZUKI, 2008; SOUSA et al.,
2011).

Os ions que provocam toxicidades nas plantas, normalmente s&o os
cloretos, sédio e boro e a absorcdo acelera a acumulagcdo destes sais na planta
(DIAS e BLANCO, 2010). Em solos salinos, a planta necessita de mais energia para
absorver nutrientes ao seu desenvolvimento, devido as concentracdes de sais néo
essenciais estarem mais concentrada que os elementos essenciais (FAGERIA et al.,
2011).

Os ions Na* e CI" podem ser absorvidos via sistema radicular como também
ser absorvidos pelas folhas quando a irrigagéo é por aspersao e, sobretudo, durante
temperatura alta e baixa umidade relativa do ar (DIAS e BLANCO, 2010). No
entanto, estes sais sdo excluidos pelas raizes, na maioria das plantas, enquanto a
agua é absorvida a partir do solo (MUNNS e TESTER, 2008).

O acumulo de Na* nas folhas pode desestabilizar membranas e proteinas e
afeta negativamente os processos celulares e fisiologicos fundamentais como a
divisdo e expansdo, o metabolismo primario e secundario e homeostase de
nutrientes minerais (MUNNS e TESTER, 2008). O Na' parece atingir uma
concentracao téxica antes que o Cl para a maioria das culturas, por isso, a maioria
dos estudos se concentram na exclusdo do Na* e no controle do transporte do Na*
dentro da planta (MUNNS e TESTER, 2008). O principal local de toxicidade do Na*
para a maioria das plantas é o limbo (folha), onde o Na* acumula-se depois de ter
sido depositado através do fluxo de transpiragao, mais do que nas raizes (MUNNS,
2002). Os sintomas tipicos de toxicidade do Na* em plantas aparecem em forma de

gueimaduras ou necroses ao longo das bordas da folhas. A depender da espécie as



23

folnas podem apresentar coloracdo verde azulada e encurvamento das mesmas
(DIAS e BLANCO, 2010).

O CI' é o anion predominante na maior parte dos solos salinos (TAVAKKOLI
et al., 2010). Esse anion nado é adsorvido pelas micelas das argilas, desloca-se
facilmente com a agua do solo, porém é absorvido pelas raizes e translocados as
folhnas, onde se acumula pela transpiracdo (DIAS e BLANCO, 2010). Altas
concentragdes de CI reduz a capacidade fotossintética e rendimento devido a
degradacédo da clorofila, que pode resultar em um impacto estrutural de alta
concentracdo de CI" no fotossistema Il (FSII) (TAVAKKOLI et al., 2010). O sintoma
de toxidez do CI" aparece no apice das folhas novas, que em estagios avangados,
atinge as bordas e provoca a queda prematura das folhas.

O mesmo nivel de salinidade em determinado tipo de solo pode apresentar
diferentes graus de toxidez para diferentes espécies de plantas. Portanto, dentro de
muitas espécies, existe variagdo genética documentada da taxa de acumulagéo de
Na® e CI' nas folhas, bem como o grau em que estes ions podem ser tolerados
(MUNNS e TESTER, 2008). Segundo Sousa et al. (2011), a intensidade dos danos
depende da concentragcdo em que se encontra no substrato, do tempo de exposicao,
tolerancia da cultura e o volume de agua transpirado. Assim, estudos que
compreendam como os ions toxicos afetam o desenvolvimento da planta sao

fundamentais na obtencao de espécies tolerantes a salinidade e no manejo do solo.

1.2.5. Acumulo de solutos nas plantas sob estresse salino

As plantas podem acumular solutos organicos e inorganicos para manter a
homeostase celular quando submetidas as condicoes de estresses salinos. A
acumulacao desses solutos diminui o potencial hidrico da planta, facilita a absorcao
de agua e protege as estruturas celulares (MUNNS et al., 2006). Esse mecanismo
de tolerancia € essencial para a manutengdo do crescimento das plantas cultivadas
em ambiente salino (SILVEIRA et al., 2009).

Os ions normalmente acumulados sob estresse salino sdo o Na*, K" e CI". A
acumulacdo do Na® normalmente interfere nos processos fisioldgicos e bioquimicos
dependentes do K*, resultando em alteracdes metabodlicas desfavoraveis ao
desenvolvimento da planta (ALVES et al., 2012; MEKAWY et al., 2015). Em alguns

estudos, os teores de K nas plantas tém reduzido com o incremento da salinidade
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(SILVA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009; GENGMAO et al., 2015). Em cajueiro, a
reducdo nos teores de Na* foi decorrente da restricdo da absorcédo pelas raizes
(ALVES et al., 2012).

O acumulo dos ions Na® e CI nas folhas pode ser toxico em algumas
plantas, mas também pode contribuir para o ajuste osmético. Em pinhdo-manso
esses ions contribuiram cerca de 52 e 20%, respectivamente para o ajustamento
osmotico das folhas de plantas tratadas com NaCl (SILVA et al., 2009).

As plantas podem acumular solutos nos diferentes 6rgaos para tolerar os
estresses ambientais. No entanto, a acumulagao de solutos inorganicos nas folhas é
dependente da capacidade de exclusdo e/ou compartimentalizagdo em 6rgaos como
o caule e as raizes (SPERLING et al., 2014). Segundo MUNNS e TESTER (2008),
sao consideradas as adaptacdes mais importantes na tolerancia a salinidade as
plantas que possuem a capacidade de restringir o transporte e acumulacdo de ions
toxicos nas folhas.

Os solutos compativeis mais estudados em plantas sob estresse salino séo
os carboidratos soluveis, aminoacidos livres, proteinas soluveis e prolina livre (LEE
et al., 2008; AZEVEDO NETO et al., 2004; 2009; ROSA et al., 2009; SACRAMENTO
et al., 2014). Entre esses, os carboidratos e aminoacidos séo os solutos com maior
contribuicdo para o potencial osmético (SILVA et al., 2009). Portanto, a acumulagao
de solutos organicos reflete a capacidade de algumas espécies ajustarem
osmoticamente as condi¢des de estresses (SILVA et al., 2010).

A prolina é um aminoacido importante para as plantas sob condicdes de
estresse (LEE et al., 2008). Na literatura, ha relatos de que a prolina possui diversas
funcbes tais como: estabilizacdo de membranas e proteinas, remocao de radicais
livres, manutengao da homeostase redox celular, aumento da atividade de diferentes
enzimas, reserva de carbono e nitrogénio, controle do pH citosdlico e desintoxicagao
do excesso de NH;" (AZEVEDO NETO; SILVA, 2015). Portanto, o acumulo de
prolina livre € um dos mecanismos adaptativos utilizados pelas plantas para
minimizar os efeitos adversos da salinidade (IQBAL et al., 2014). Em plantas de noni
a prolina tem-se mostrado como um sinalizador de danos causado pelo estresse
(SOUZA et al., 2014).

O acumulo de solutos organicos e inorganicos nas células é importante para
manter a integridade celular e o seu desequilibrio causado pela salinidade, pode

afeta a produtividade da cultura. Deste modo, o estudo desses solutos sob
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condicbes de estresse é fundamental para compreender a tolerancia das plantas a

salinidade.

1.2.6. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As variaveis de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a tém sido
utilizadas para avaliar as respostas das plantas a salinidade e na selecdo de
gendtipos tolerantes (SILVA et al., 2011; AZEVEDO NETO et al., 2011; SILVA et al.,
2014). Além disso, sao variaveis de rapida determinagao, permite acompanhar o
desenvolvimento da planta por ser uma metodologia nao-invasiva proporcionando
informagdes qualitativas e quantitativas sobre as condigdes fisiolégicas dos
processos fotossintéticos (SIVA et al., 2011; KALAJI et al., 2014).

As avaliagbes das trocas gasosas permitem elucidar os efeitos da salinidade
na fotossintese, condutancia estomatica, transpiragao, eficiéncia do uso da agua e
na eficiéncia de carboxilagdo. A salinidade, em algumas culturas, tem reduzido a
fotossintese, condutancia estomatica e transpiragéo pelo acimulo dos ions Na* e CI
e limitagcao estomatica (PRAXEDES et al., 2010; SILVA et al., 2011; RODRIGUES et
al., 2014). No entanto, em P. karpa a reduc¢ao na disponibilidade de agua e CO5 nas
folhas foram os principais responsaveis na redugao da fotossintese (ABIDEEN et al.,
2014).

A fluorescéncia da clorofila a tem sido utilizada como método rapido de
determinagdo para avaliar a eficiéncia fotossintética nas plantas (ZRIBI et al., 2009;
SGHAIER et al., 2015). A clorofila quando excitada pela luz é extremamente
instavel. Para retornar ao estado inicial a energia deve ser dissipada pelos
processos: fluorescéncia; a molécula pode converter a energia na forma de calor,
sem nenhuma emissao de fotons; transferéncia de energia e dissipagao fotoquimica
(TAIZ e ZEIGER, 2013). Entre os processos de dissipacdo de energia por essas
moléculas, a determinacdo da fluorescéncia da clorofila a tem sido utilizada em
diversas culturas para analisar o comportamento da planta quando submetida a
diversas condi¢gdes edafoclimaticas (AZEVEDO NETO et al., 2011; ABIDEEN et al.,
2014; SGHAIER et al., 2015).

O método de determinacao da fluorescéncia da clorofila a parte do principio
de que, quando a folha adaptada ao escuro, os centros de reagcdo do FSII ficam

abertos e, ao receber luz, a fluorescéncia da clorofila diminui devido a indugéo da
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atividade das enzimas envolvidas na assimilagdo de CO; e da abertura estomatica
determinada pela transferéncia de elétrons para o FSIlI (GUIDI e DEGL'INNOCENTI,
2011).

As variaveis de adaptacdo ambiental normalmente utilizadas s&o a
fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fn), rendimento quéntico potencial
do FSII em estado oxidado (F./Fn), eficiéncia quantica efetiva do FSII (Y)) e
coeficientes de extincdo fotoquimica e nao-fotoquimica. Os rendimentos de
fluorescéncia inicial (Fo) e maximos (Fn) sado importantes devido a estas variaveis
servirem como referéncia para a avaliagao dos coeficientes de extingdo fotoquimica
e nao-fotoquimica que ocorrem nas membranas dos tilacéides das plantas (BAKER,
2008; GUIDI e DEGL’INNOCENTI, 2011).

As plantas quando estao sob condigdes de estresse ocorre um aumento no
valor de Fy, devido aos danos causados no centro de reagado do FSIl ou a redugao
na capacidade de transferéncia de energia de excitagdo da antena do centro de
reacao (BAKER e ROSENQVIST, 2004). Portanto, os valores de Fj, assim como os
de Fn, indicam qualquer alteragcdes na estrutura das membranas dos tilacoides e
organizagao em respostas aos estresses abioticos (BAKER, 2008).

A relacao (F-Fo)/Fm tem sido utilizada para detectar alteragdes no sistema
fotossintético causado pelo estresse salino (AZEVEDO NETO et al.,, 2011). Esta
relacdo representa a eficiéncia relativa de captacdo de energia de luz pelo FSII
(BAKER, 2008). Segundo Bolhar-Nordenkampf et al. (1989), quando as plantas
estdo com seu aparelho fotossintético intacto, a razao F./F, deve variar entre 0,75 e
0,85, enquanto uma queda nesta razao reflete a presenga de dano fotoinibitério nos
centros de reacao do FSIl. O Y, é uma importante variavel, pois reflete a capacidade
efetiva da planta em converter energia de fétons em energia quimica
(KLUGHAMMER e SCHREIBER, 2008). Assim, a utilizagdo das varidveis de
fluorescéncia da clorofila a permitem avaliar a redugao na perturbagao de transporte
de elétrons avaliada pela emissao de calor sob a forma de radiagao infravermelha ou
por fluorescéncia (LUCENA et al., 2012).

1.2.7. O noni e a salinidade

A M. citrifolia é uma planta que possui diversas propriedades

fitoterapéuticas. As sementes, casca e polpa do noni possuem quantidades
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significativas de carboidratos, proteinas, vitamina C, carotendides totais e compostos
fendlicos totais que apresentam atividade antioxidante in vitro (COSTA et al., 2013a).
Portanto, o noni apresenta quantidades de compostos bioativos essenciais na
alimentacdo humana.

O cultivo e a comercializagao do noni tém despertado o interesse em varios
mercados consumidores, incluindo o Brasil, pelas diversas propriedades medicinais
da fruta (SOUTO et al., 2013). Associado a essas caracteristicas, a planta de noni
pode ser cultivada em diversas condicdes ambientais, incluindo altos niveis de
salinidade do solo e agua.

Avaliando os niveis de salinidade na agua de irrigagdo no crescimento inicial
de noni SOUZA et al. (2014) constaram que a salinidade reduziu a massa seca da
parte aérea, raiz, total e area foliar das plantas, sendo que o efeito adverso da
salinidade foi mais pronunciada na massa radicular quando comparada com a
massa da parte aérea. Em relagao a concentragao de prolina os autores observaram
um aumento em sua concentracdo nas plantas submetidas no nivel mais elevado de
sal (6 dS m™ na agua de irrigagdo), entretanto a salinidade ndo afetou os teores de
carboidratos soluveis, aminoacidos livres e proteinas. Assim, a prolina pode ser um
sinalizador de dano causado pelo estresse decorrente aos maiores acumulos de sais
ocorrerem nas plantas com maiores redugdes no crescimento.

Souto et al. (2015) também reportaram inibicdo na producdo de frutos e
particio de biomassa seca das plantas de noni quando irrigada com doses
crescente de até 6 dS m™' em solo sem e com biofertilizante bovino. Para SOUTO et
al. (2016) utilizando as mesmas doses na agua de irrigagéo observaram aumento do
carater salino do solo que comprometeu o crescimento e a producdo de biomassa
total das plantas.

A irrigacdo com agua salina acumula quantidade de sais no solo que pode
impossibilitar o desenvolvimento da planta. Portanto, o manejo do solo e da agua é
necessario para manter a producdo das culturas, principalmente sob condi¢cdes

salinas.
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RESUMO: O noni € uma espécie frutifera, que apresenta boa adaptacao a diversas
condi¢cbes edafoclimaticas, podendo ser uma opg¢ao para os produtores das regides
aridas e semiaridas. Visando avaliar a tolerdncia de mudas de noni a salinidade e o
acumulo de solutos inorganicos nos diferentes 6rgaos da planta foi conduzido um
exprimento em casa de vegetacdo sob sistema hidroponico. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casaualizado com cinco doses de NaCl na solugéo
nutritiva (0, 25, 50, 75 ou 100 mM), com quatro repeticées. Avaliaram-se a altura,
didmetro do caule, numero de folhas, massa seca das folhas, caules e raizes, area
foliar, suculéncia foliar, indice de esclerofilia e os teores de Na’, CI e K nos
diferentes orgdos da planta apdés 40 dias de estresse. A salinidade reduziu o
crescimento de todos os érgaos da planta. Em contraste, a suculéncia e o indice de
esclerofilia aumentaram em 32% no nivel mais salino em comparagdo as plantas
controle. Os teores de Na* e CI” nas folhas, caule e raizes aumentaram e os de K*
diminuiram com o incremento da salinidade. Os maiores teores de K' foram
observados nas raizes, e os de Na* e CI" nas folhas. A salinidade causou alteracdes
na homeostase ibnica das plantas de noni, 0 que pode, ao menos em parte, explicar

a reducao do crescimento induzida pelo sal.

Palavras-chave: Salinidade; cloreto de sédio; ions toxicos.
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Growth and inorganic solute accumulation in noni (Morinda citrifolia)

under salt stress

ABSTRACT: Noni is a fruit species which is well adapted to different soil and climate
conditions, and may be a good option for farmers in arid and semi-arid regions. To
evaluate the tolerance of noni plant in the initial phase to salinity and the
accumulation of inorganic solutes in its organs, an experiment was carried out in a
greenhouse under hydroponic system. The experimental design was completely
randomized, with five levels of NaCl (0, 25, 50, 75 or 100 mM) in the nutrient solution,
and four replicates. Plant height, stem diameter, number of leaves, dry matter of
leaves, stems and roots, leaf area, leaf succulence, sclerophylly index and the
contents of Na*, CI" and K" in different plant organs were evaluated after 40 days of
stress. Salinity reduced the growth of all plant organs in the initial phase, in contrast,
leaf succulence and sclerophylly index increased by 32% at the highest saline level,
compared with control plants. The contents of Na* and CI' in leaves, stems and roots
increased, while K" contents decreased with the increment in salinity. The highest K*
contents were observed in the roots and the highest Na* and CI' contents were
observed in the leaves. Salinity induced disturbances in the ionic homeostasis of noni

plants, which can explain, at least in part, the saltinduced growth reduction.
2.1. INTRODUGAO

O cultivo de espécies tolerantes a salinidade tem despertado a atencao de
pesquisadores e produtores com o intuito de garantir uma produgao
economicamente viavel nas areas afetadas pelos sais. Os solos salinos estédo
localizados principalmente nas regides aridas e semiaridas. Nessas areas, as
condi¢des edafoclimaticas e o manejo da irrigagcao inadequado favorecem o acumulo
de sais no solo e na agua. No Brasil, a regido semiarida ocupa uma area de
980.133.079 km?, localizada principalmente no Nordeste do pais com
aproximadamente 53 milhdes de habitantes (IBGE 2011; Santos et al., 2014). Assim,
a insercdo de plantas tolerantes a salinidade é impresindivel para manter a
produtividade nestas areas. A planta do noni aclimata-se as mais diversas condi¢des
ambientais, incluindo altos niveis de sais no solo (Nelson e Elevitch, 2006). Além

disso, em condi¢bes favoraveis, a planta produz frutos com cerca de nove meses a
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um ano apos o plantio mantendo a produgao quase o ano inteiro (Chan-Blanco et al.,
2006). Assim, torna-se interessante aos pequenos produtores por nao interromper a
producao durante alguns meses. Neste aspecto, o noni (Morinda citrifolia) surge
como uma opgao interessante de cultivo a ser introduzida nessas areas pela suas
peculiaridades.

O noni é uma planta exética no Brasil, pertencente a familia das Rubiaceae,
€ uma frutifera com valor medicinal e nutricional que esta sendo cultivada no Brasil
nos Estados do Acre, Sdo Paulo, Para, Sergipe e Ceara (Correia, 2010). A planta
vem sendo utilizada a milhares de anos pelos povos Polinésios no combate a
diversas efermidades. As sementes, casca e polpa possuem quantidades
significativas de carboidratos, proteinas, vitamina C, carotendides totais e compostos
fendlicos totais que apresentam atividade antioxidante in vitro (Costa et al., 2013).

A salinidade afeta o desenvolvimento da planta por induzir estresse osmaotico
e ibnico (Munns e Tester 2008). No entanto, as plantas podem desenvolver
mecanismos para sobreviver a essas condicdes. O Na* e o Cl"s&o os principais ions
encontrados em solos salinos. Esses sais quando absorvidos e acumulados pelas
plantas podem contribuir no ajuste osmodtico ou serem toxicos, entretanto as
quantidades de sais e a capacidade da planta de desenvolver mecanismos de
tolerancia a salinidade determinam a produtividade da cultura. Assim, conhecer o
limite e os mecanismos de tolerancia das plantas a salinidade é fundamental para a
introducéo da cultura em areas afetadas por sais. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da salinidade no crescimento e acumulo de solutos
inorganicos (Na*, CI, K" e K'/Na*) nos diferentes 6rgéos da planta de noni, visando

conhecer o nivel de tolerancia ao estresse salino.
2.2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido do Nucleo de
Engenharia Agua e Solo da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Cruz das
Almas - BA (12°40'19"S, 39° 6'23"W). Os valores médios de temperatura, umidade
relativa do ar e radiacdo fotossinteticamente ativa (ao meio dia) foram,
respectivamente, 25 °C, 81% e 1200 pmol m?s™.

Para a retirada de sementes, frutos de noni maduros foram selecionados de

plantas priorizando as caracteristicas de sanidade e porte das plantas. Apos a
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retirada das sementes, a quebra de dorméncia foi realizada imergindo as sementes
por 48 horas em agua (Leite et al., 2012). Apds 50 dias da semeadura, as plantulas
com duas folhas cotiledonares foram transferidas para copos descartaveis de 500
mL preenchido com uma mistura de Latossolo Vermelho Amarelo e humus (1:1)
sendo irrigado diariamente com agua de pogo e semanalmente com 50 mL de
solucao nutritiva (Furlani,1998).

Foram utilizadas mudas de noni com trés meses de idade e quatro pares de
folhas. As mudas foram transferidas para recipientes contendo 12 L de solucao
nutritiva de Furlani (1998), em sistema hidropdnico floating, onde permaneceram por
quatro dias para efeito de aclimatacdo. Apds este periodo as mudas foram
submetidas a cinco tratamentos, constituidos pela adicao de 0, 25, 50, 75 ou 100
mM de NaCl na solugao nutritiva. O NaCl foi adicionado gradualmente (25 mM de
NaCl dia™), a fim evitar o choque osmético. O volume das solucdes foi completado
com agua diariamente e a renovagao foi realizada a cada sete dias. O pH foi
mantido em 6,0 + 0,2 com o uso de NaOH ou HCI. O sistema foi mantido sob
aeracao intermitente de 15 minutos a cada hora, por meio de compressor de ar
acoplado a um temporizador.

No final do periodo experimental (40 dias), as plantas de todos os
tratamentos foram cuidadosamente retiradas da solucao nutritiva, as raizes foram
lavadas com agua destilada e as plantas foram divididas em diferentes 6rgaos para
determinagdo das massas fresca (MF) e seca (MS), bem como da area foliar (AF). A
AF foi mensurada com um sistema de analise de imagem WinDIAS modelo W-C110-
PC (Delta-T Devices Ltd, Cambridge, UK). As massas secas da folha (MSF), caule
(MSC) e raizes (MSR) foram determinadas apds a secagem das partes das plantas
em estufa com circulacao forgada de ar a 65 °C, por 72 h. De posse dos dados foi
calculada a razdo massa seca da parte aérea/massa seca das raizes (PA/R). Com
os valores de massa fresca das folhas (MFF), MSF e AF, foi calculada a suculéncia
foliar e o indice de esclerofilia (IE), de acordo com as equacbes propostas por
Benincasa (2003):

Suculéncia = (MFF-MSF)/AF

|E = MSF (mg)/AF (cm?).

Para a determinacdo dos teores de Na®, K e CI, os extratos foram
preparados como descrito por Jones (2001), com pequenas modificagdes. Em tubos

de ensaio, foram adicionados 100 mg do material triturado de folhas, caule ou raizes
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e 10 mL de agua deionizada. Os tubos foram mantidos a temperatura de 80 °C, em
banho-maria, durante 1 hora, com agitagdo a cada 15 min. Apos este periodo, os
tubos foram centrifugados a 5.000 x g por 15 minutos, a temperatura ambiente. Os
teores de Na* e o K* foram determinados por fotometria de chama (Faithfull, 2002) e
os teores de CI" por espectrofotometria (Jones. 2001).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
cinco niveis de salinidade (0, 25, 50 75 ou 100 mM de NaCl) e quatro repeti¢cdes. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e de regressao, utilizando o software
estatistico SISVAR 4.6 (Ferreira, 2011). Os modelos foram escolhidos em funcéo de

sua significancia pelo teste F e pelo coeficiente de determinagéo (R?).
2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento das doses de NaCl na solugdo nutritiva proporcionou um
decréscimo linear na altura, didmetro do caule e numero de folhas com reducgao de
0,225 cm, 0,041 mm e 0,255 por incrento unitario de mM de NaCl, respectivamente
(Figura 2.1). Essa reducao representa uma perda na altura, diametro do caule e
namero de folhas de 62, 35 e 62%, respectivamente. Dessa forma, entre as
variaveis biométricas, o didmetro do caule foi a variavel menos afetada pela
salinidade. Resultados semelhantes também foram reportados por Souto et al.
(2013), em plantas de noni cultivada em solo quando irrigado com agua salina. A
reducdo na altura, didmetro do caule e numero de folhas afetou diretamente a
producdo de biomassa. Pesquisa com noni tem mostrado que alteracdes nas
variaveis de crescimento causada pela salinidade afetam diretamente a
produtividade da cultura (Souto et al., 2015; 2016).

Na Figura 2.2 sdo mostrados os resultados obtidos para a massa seca dos
diferentes 6rgéos da planta de noni, raz&o parte aérea e raiz, area foliar, suculéncia
foliar e indice de esclerofilia em fungdo do aumento da salinidade na solugao
nutritiva. Nas variaveis MSF, MSC e MST observou-se resposta linear decrescente
com reducao de 0,146, 0,074 e 0,329 g, por incremento de mM de NaCl, portanto
reducao de 72, 49 e 68% na dose mais elevada, respectivamente. No entanto, para
a relagao parte aérea e raiz, suculéncia e IE, foi observada aumento de 0,0319 g g'1,

0,0823 mg H,O cm? e 0,0202 mg de MS cm? para cada incremento de salinidade,
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ou seja, incemento de 117, 32 e 32% na dose de 100 mM de NaCl em relagao as

plantas controle.
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Figura 2.1. Altura da planta (a), didametro do caule (b) e numero de folhas (c) de
plantas de noni aos 40 dias ap6s tratamentos em sistema hidropénico em fungao de

doses de NaCl na solugéo nutritiva.

A MSR e AF seguiram um modelo de resposta polinomial quadratica, com
reducdes mais acentuadas (35 e 31%) na dose de 25 mM de NaCl e a partir desta
dose houve tendéncia de estabilizacdo da curva (Figura 2.2). Comparando-se as
plantas controle com a dose maxima estimada de NaCl foram observadas reducgdes
de 77 e 74% na MSR e AF, respectivamente. A redug¢ao na AF do noni pode reduzir
a fotossintese, absor¢do de agua e nutrientes e, consequentemente, afetar o

crescimento e a produgao de biomassa (Souto et al., 2013).



45

50 1 10 7
y =20,72 -0,1461%*x (a) Yy =2,72 +0,0319%*x (e)
R2 = 0,92** R2 = 0,99**
40 8
—~ 30 4 6
i E:
& Py
= 20 - 4 -
10 1 2 A
[ ]
0 T T T T T 0 T T T T T
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
25 1 5000 -
¥ =15,07 - 0,0742**x (b) §= 3509 88 48,765**x + 0,2292**x? (f)
iz e = 0,96
R®=0,82 4000 -
20
~ o 3000 -
> .
8 15 \S,
= < 2000 -
-
10 -
1000 -
5 T T T T r 0 T T r T r
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
25 - 50 -
§ = 13,55 - 0,2147**x + 0,0011**x? (c) § = 26,12 + 0,0823**x (9)
R2 = 0,95* R2=0,91*
20 A O
5§
o, 407
~ 15 4 T
2 o
x E
[}
= 10 g
@ 30 A
3
>
5 7]
0 r r r r , 20 T r r . ,
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
60 20 -
y = 48,04 - 0,329**x (d) = 6,36 + 0,020**x (h)
R2=0,92** R2 = 0,90**
15 -
40 &
5 :
=}
= % 10 A
Q jo)]
= £
20 1 w }/‘/i/‘i/i
5 -
0 r r r r r 0 r r r r r
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
NaCl (mM) NaCl (mM)

Figura 2.2. Massa seca da folha - MSF (a), caule - MFC (b), raiz - MSR (c) e total -
MST (d), razdo massa seca da parte aérealraiz - PA/R (e), area foliar - AF (f),
suculéncia foliar (g) e indice de esclerofilia — IE (h) em plantas de noni aos 40 dias
apos tratamentos em sistema hidropdnico em fungao de doses de NaCl na solugao

nutritiva.



46

Comparando-se os diferentes 6rgaos da planta, a raiz foi o 6rgao que
apresentou a maior redugdo de massa seca induzida pelo estresse salino. Assim,
pode-se inferir que a raiz € 6rgdo mais sensivel aos efeitos deletérios da salinidade
em plantas de noni. Rodrigues et al. (2014), observaram redugao de 52% nas raizes
de R. communis sendo o 6rgado mais afetado na dose de 150 mM de NaCl na
solugdo nutritiva quando comparada as plantas controle. Embora Abreu et al. (2008),
tenham sugerido que as raizes apresentam maior capacidade de ajuste osmatico e
melhor protegdo ao estresse oxidativo sob condigcbes de estresse salino, esta
redugcdo no crescimento pode ser consequéncia da raiz ser o primeiro 6rgao
diretamente exposto ao estresse salino (Azevedo Neto et al., 2006).

A maior sensibilidade das raizes ao estresse salino, em comparacao a parte
aérea, levou a um aumento linear da razao PA/R, a qual variou de 2,72 g g'1 no
controle a 5,91 g g”' no tratamento de 100 mM de NaCl. Segundo Marana et al.
(2008), em mudas de café, planta da mesma familia do noni, valores entre 4,7 e 7
sao considerados satisfatérios para manutencéo do desenvolvimento da planta em
cultivo em solo.

As plantas quando submetidas a estresses abidticos, inclusive salinidade,
podem desenvolver mecanismos para sobreviver as condi¢des do ambiente, entre
eles o aumento da suculéncia foliar, que representa a quantidade de agua por
unidade de AF. O aumento da suculéncia observado neste trabalho sugere um
aumento na espessura das folhas do noni, tanto para armazenamento de agua como
para diluicdo dos ions téxicos Na* e CI. Essa cararcteristica também pode ser
importante para a economia de agua pela transpiragdo. Segundo Oliveira et al.
(2012), sob condigdes salinas as folhas podem apresentar-se mais espessas, com
mais estratos de tecido fotossintetizante ou de armazenamento de agua.

Redugdes nas variaveis de crescimento do noni cultivado em solo, com
diferentes niveis de salinidade na agua de irrigagdo foram recentemente reportados
na literatura (Souto et al., 2013; Souza et al., 2014; Souto et al., 2015). Estes autores
atribuiram os resultados ao aumento da salinidade no solo, que afeta a absorgéo de
agua, o acumulo de ions toxicos e diminui a concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos. O acumulo dos ions toxicos Na* e CI” nos diferentes 6rgdos da

planta, o desequilibrio nutricional e/ou o déficit hidrico induzido pela salinidade
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podem afetar o crescimento da planta (Munns et al., 2006; Munns e Tester, 2008;
Bosco et al., 2009).

Na Figura 2.3 s&o apresentados os teores de Na* e CI nas folhas, caules e
raizes das plantas de noni, em fungdo das doses de NaCl aplicadas na solugao
nutritiva. Pode-se observar que os teores de Na* e CI" aumentaram quadraticamente
nos diferentes 6rgaos da planta com o incremento do NaCl na solugédo nutritiva,
exceto para os teores de CI nas raizes que apresentaram um modelo linear
crescente. Os teores estimados na 100 mM de NaCl de Na* e CI nas folhas foram
1,81 e 1,17 mmol g' ms, no caule 0,80 e 0,75 mmol g ms e nas raizes 0,59 e 0,75
mmol g’ ms, respectivamente. Comparando-se o actimulo dos teores de Na* e CI
nas folhas com os demais 6rgéos observa-se que os teores de Na* nas folhas foram
2,3 e 3,1 vezes maiores que no caule e raizes, respectivamente. Para o CI” os teores
nas folhas foram 1,6 vezes maiores que os do caule e raizes.

O elevado teor de Na™ no tecido foliar pode afetar processos fisiolégicos e
bioquimicos como abertura estomatica, respiracdo e sintese de proteinas,
consequentemente afetando a fotossintese, o crescimento e a produtividade das
culturas (Apse e Blumwald, 2007; Tavakkoli et al., 2010; Furtado et al., 2013). Dessa
forma, dentre as caracteristicas das plantas tolerantes aos sais, a considerada mais
importante € a capacidade de restringir o transporte e acumulo de ions toxicos nas
folhas (Munns e Tester, 2008).

O cloreto em altas concentracées pode reduzir a capacidade fotossintética e
o rendimento quantico devido a degradacao da clorofila (Tavakkoli et al., 2010). Em
contrapartida, Rodrigues et al. (2014), relataram que o acumulo de Na* e CI" nas
folhas de Ricinus communis desempenhou um papel importante no ajuste osmético.

Considerando que o maior acumulo de Na* e CI foi observado nas folhas, os
resultados obtidos neste trabalho indicam que as plantas de noni ndo apresentam
mecanismos de exclusdo desses ions nos 6rgaos metabolicamente menos ativos

como caule e raizes.
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Figura 2.3. Teores de Na* (a, b, ¢) e CI' (d, e, f) nas folhas, caule e raizes de noni
aos 40 dias ap6s tratamentos em sistema hidropdnico em funcédo de doses de NaCl

na solugcao nutritiva.

Segundo Taiz e Zeiger (2013), valores acima de 100 mM de Na* e CI
tornam-se citotoxicos, causando desnaturagéo das proteinas e desestabilizacdo das
membranas. A partir dos dados de MFF e MSF do noni, as concentragdes estimadas
de Na* e CI na agua da folha foram, respectivamente, 188 e 134 mM no nivel mais
baixo de salinidade (25 mM de NaCl). Estes valores sdo semelhantes aos
reportados por Azevedo Neto e Tabosa (2000) nas folhas de plantas milho

cultivadas em solugao nutritiva com 100 mM de NaCl. Esses autores atribuiram a



49

necessidade de compartimentalizacdo iénica e acumulacido citoplasmatica de
solutos compativeis para reducdo da toxidade ibnica. Dessa forma, a redugao no
crescimento observada no noni pode, pelo menos em parte, estar relacionada aos
efeitos toxicos do acumulo de Na* e CI'. Entretanto, como as doses utilizadas ndo
foram letais nem causaram senescéncia precoce das folhas, os dados deste
trabalho também sugerem que 0 noni apresentou mecanismo de
compartimentalizagédo de Na* e CI” a partir do nivel mais baixo de salinidade.

Os teores de K* e a relagdo K'/Na® nas folhas, caules e raizes das plantas
de noni em funcao de doses de NaCl aplicada na solucao nutritiva sdo apresentados
na Figura 2.4 Os teores de K nos 6rgéos da planta decresceram com o incremento
de NaCl na solugdo nutritiva, apresentando ajuste de modelo de regressao
exponencial nas folhas, quadratico no caule e linear nas raizes, representando
reducdes de 65, 59 e 41%, respectivamente, no tratamento de 100 mM de NaCl.

Segundo Bosco et al. (2009), altas concentragdes de Na* podem reduzir a
absorcdo de K* nas plantas. Diversos fatores podem afetar a absorcdo deste ion sob
condicdes salinas. Dentre eles destacam-se o antagonismo entre K e Na',
competicdo entre esses ions pelos sitios de absor¢do no plasmalema e disturbios na
integridade da membrana (Apse e Blumwald, 2007). Estes resultados corroboram
com Rodrigues et al. (2014), que verificaram aumento do teor de Na* e diminuigéo
do teor de K* nos diferentes 6rgdos de mamona submetidas a niveis crescentes de
salinidade na solugcdo nutritiva, com consequente redugao da fotossintese e da
massa seca nos diferentes 6rgdos da planta e aumento da razdo PA/R.

A razdo K'/Na® tem-se mostrado como importante varidvel no estudo
nutricional das plantas sob condigdes salinas (Bosco et al., 2009). No presente
estudo, razdo K'/Na® dimuinuiu exponencialmente em todos os 6rgdos da planta
com o aumento da salinidade (Figura 2.4). Assim, a razdo K*/Na" nas folhas, caule e
raizes diminuiu 96, 97 e 93%, respectivamente, na dose de 100 mM de NaCl. A
reducdo abrupta da razdo K'/Na’ nas plantas de noni foi decorrente do aumento da

absorcéo de Na* associada a diminuicdo da absorcdo de K.
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Figura 2.4. Teor de potassio (a, b, c) e razdo K'/Na” (d, e, f) nas folhas caule e raizes
de noni aos 40 dias apoés tratamentos em sistema hidropénico em fungao de doses

de NaCl na solugao nutritiva.

Diversos trabalhos tém mostrado que, sob condicdes salinas, diversas
culturas tem alterado a relagdo K'/Na® provocando desequilibrio nutricional nas
plantas decorrente do antagonismo entre esses elementos (SILVA et al., 2008;
BOSCO et al., 2009). Segundo Greenway e Munns (1989), a relacdo K'/Na* em
glicéfitas deve ser superior a 1,0 para a manutengdo da homeostase ibnica e uma

6tima eficiéncia metabdlica. Dessa forma, com base na equacéo da relacdo K'/Na*
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nas folhas do noni, a dose maxima seria de 15 mM de NaCl para manutencao de

uma relacdo adequada ao metabolismo das plantas de noni.

2.4. CONCLUSOES

1. A salinidade afeta negativamente a producéo de biomassa do noni, sendo a raiz o
principal 6rgao afetado pelo estresse em mudas;

2. A salinidade reduz a area foliar e aumenta o indice de esclerofiia como
mecanismo de tolerancia a salinidade;

3. O noni ndo apresenta mecanismos de restricdo ao transporte de Na* e CI” para as
folhas, as quais apresentam as maiores concentragdes destes ions, entretanto
apresenta compartimentalizacdo de Na* e CI, como mecanismo de tolerancia a
salinidade;

4. O aumento da salinidade até a dose de 100 mM causa alteracées na homeostase
ibnica das plantas de noni 0 que pode, ao menos em parte, explicar a redugao do

crescimento induzida pelo sal.
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O estresse salino afeta o crescimento e o equilibrio entre compostos

organicos e inorganicos em noni (Morinda citrifolia L.)

Salt stress affects the growth and the balance between organic and

inorganic compounds in noni (Morinda citrifolia L.)

Alide Mitsue Watanabe Cova'; André Dias de Azevedo Neto? Rogério Ferreira

Ribas'; Hans Raj Gheyi' e Renata Velasques Menezes'

' Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas, Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas, 44380, Bahia, Brasil.
2Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Universidade Federal do Recéncavo da
Bahia (UFRB), Cruz das Almas, 44380 Bahia, Brasil.

Resumo

A salinidade é um dos estresses abidticos que mais afeta a producdo agricola,
principalmente nas regidbes aridas e semiaridas, no entanto, entre as espécies
existem grandes diferengas na tolerancia ao estresse salino. No presente estudo, os
efeitos da salinidade sobre o crescimento da planta e a acumulagdo de solutos
organicos e inorganicos foram avaliados em mudas de noni aos 1, 10, 20, 30 e 40
dias de estresse salino em delineamento experimental 5 x 2, com quatro repeticdes.
As mudas foram cultivadas na auséncia e presenca de NaCl (0 ou 100 mM). Foram
determinados os pardmetros biométricos e as massas secas das folhas, dos caules
e das raizes, a particdo de biomassa e os teores de solutos organicos e inorganicos
nos diferentes o6rgdos da planta. A salinidade reduziu todas as variaveis de
crescimento, sendo o efeito menos expressivo no didmetro do caule. A particao de
biomassa nas folhas foi maior que nas raizes, independentemente do tratamento ou
do tempo de exposi¢cdo. Os teores de solutos organicos e inorganicos variaram
conforme o 6rgéao analisado e o tempo de exposi¢cao a salinidade. De um modo
geral, a salinidade aumentou os teores de Na®*, CI" e reduziram os de K, N e P. A
salinidade também diminuiu os teores de carboidratos soluveis e aminoacidos livres
nas raizes e aumentou os teores de prolina nas folhas e raizes. Os teores de prolina

nas folhas foram, em média, 17 e 6 vezes mais elevados que nas raizes das plantas
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controle e estressadas, respectivamente. Quantitativamente, a prolina ndo contribui
substancialmente para o potencial osmaético do noni, entretanto o seu aumento
sugere que este soluto desempenha um papel na aclimatacdo ao estresse salino

e/ou é um indicador dos disturbios metabdlicos induzidos pela salinidade.

Palavras-chave: Aminoacidos, carboidratos, ions toxicos, prolina, proteinas

Abstract

Salinity is one of the abiotic stresses which most affect agricultural production,
especially in arid and semi-arid regions, however, among species there are large
differences in salt tolerance. In this study, the effects of salinity on the growth and
accumulation of organic and inorganic solutes were evaluated in ‘noni’ seedlings at 1,
10, 20, 30 and 40 days of salt stress in a 5 x 2 completely randomized experimental
design. Seedlings of ‘noni’ were grown in two salinity levels in the nutrient solution (0
or 100 mM NaCl). Plant height, leaf number, stem diameter and dry mass of leaves,
stems and roots, the allocation of biomass and the contents of organic and inorganic
solutes were determined in the different plant organs. Salinity reduced all growth
variables, being less expressive in stem diameter. The biomass allocation in leaves
was higher than in roots, regardless of treatment or time considered. Organic and
inorganic solutes content varied according to the analyzed part of the plant and the
time of exposure to salinity. In general, the salinity increased content of Na*, CI" and
reduced K*, N and P. The salinity also decreased soluble carbohydrates and free
amino acids in roots and increased proline content in leaves and roots. The proline
content in leaves were, on average, 17 and 6 times higher than in roots of plants
under control and stressed conditions, respectively. Quantitatively, proline does not
contribute substantially to the osmotic potential of noni to osmotic adjustment of noni,
however its increase suggests that the solute plays a role in the salt stress

acclimation or is an indicator of salt-induced metabolic disorders.

Key words: Amino acids, carbohydrates, toxic ions, proline, proteins
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3.1. INTRODUGAO

As plantas medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade pela populagdo no
combate a diversas enfermidades. Entre as diferentes espécies, o noni (Morinda
citrifolia L.) pertencente a familia das Rubiaceae tem-se destacado pelas suas
propriedades fitoterapéuticas. A planta € uma frutifera com valor medicinal e
nutricional, sendo utilizada ha mais de 2000 anos pelos povos polinésios (CHAN-
BLANCO et al.,, 2006). Nas sementes, casca e polpa do noni foram encontradas
quantidades significativas de carboidratos, proteinas, vitamina C, carotendides totais
e compostos fendlicos totais (COSTA et al., 2013). Além disso, a planta aclimata-se
as mais diversas situacgdes climaticas, solos e sob estresses ambientais, incluindo
altos niveis de sais no solo (MIAN-YING et al., 2002).

A salinidade é um dos estresses abidtico que mais afeta a produgao
agricola, principalmente nas regides aridas e semiaridas. Nestas regides, as
condicbes edafoclimaticas e o manejo inadequado do solo e agua favorecem o
processo de salinizagcdo. Entretanto, essas areas podem ser viabilizadas com o
cultivo de plantas mais tolerantes aos sais € 0 noni pode ser uma alternativa de
renda para os produtores.

O cloreto de sdédio € um dos principais sais nas areas afetadas pela
salinidade. Os ions Na® e CI" quando absorvido em excesso sdo tdxicos & maioria
das glicdfitas, no entanto a planta pode apresentar mecanismos para sobreviver a
determinadas concentracbes de sais no solo (MUNNS; TESTER, 2008). Assim,
entre as espécies existem grandes diferengcas na tolerancia ao estresse salino
(SEVERIANO et al., 2014).

As plantas quando cultivadas em ambiente salino podem compartimentalizar
jons K, CI" e Na" no vactolo e acumular solutos organicos compativeis no
citoplasma para manter a homeostase osmética celular (QUERO et al., 2013).

Os solutos compativeis mais estudados em plantas sob estresse salino séo
os carboidratos soluveis, aminoacidos livres, proteinas soluveis e prolina livre
(AZEVEDO NETO et al., 2004; 2009; SACRAMENTO et al., 2014; SILVA et al,,
2008), pois constituem os de maior contribuigdo para o potencial osmético. Entre os
solutos compativeis, a acumulagcido de prolina tem sido considerada como um dos

mecanismos adaptativos para minimizar os efeitos adversos da salinidade (IQBAL et
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al., 2014). Em noni, o acumulo de prolina tem-se mostrado como um sinalizador de
danos causado pelo estresse salino (SOUZA et al., 2014).

O acumulo de solutos organicos tem sido observado como um dos
mecanismos de tolerancia das plantas ao estresse salino. Assim, na selecdo de
plantas tolerantes a salinidade, o acumulo desses compostos vem sendo proposto
como marcador fisiolégico (AZEVEDO NETO et al., 2004, 2009).

O conhecimento sobre o acumulo e a compartimentalizacdo dos solutos
organicos e inorganicos, nos diferentes 6rgaos, em plantas de noni sob estresse
salino pode ajudar na compreensao dos mecanismos fisiobioquimicos da tolerancia
a salinidade. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o crescimento e o
acumulo dos solutos organicos e inorganicos nas mudas de noni sob estresse

salino.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Condig¢des experimentais e tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado usando o esquema fatorial 5 tempos (1, 10, 20, 30 e 40
dias apds o transplantio) x 2 niveis de salinidade na solugao nutritiva (0 e 100 mM
NaCl), com quatro repeticbes. Foram selecionadas mudas de noni com trés meses
de idade e quatro pares de folhas. As mudas foram transferidas para recipientes
contendo 12 L de solugdo nutritiva de Furlani (1998), em sistema hidropdnico
Floating com aeragdo. As mudas de noni permaneceram em solugao nutritiva por
quatro dias para efeito de aclimatacdo. Apds este periodo, as mudas passaram a
receber os respectivos tratamentos (solugédo nutritiva sem NaCl - controle ou solugao
nutritiva contendo 100 mM de NaCl - estresse salino). O NaCl foi adicionado
gradualmente (25 mM de NaCl dia™”), a fim de diminuir as mudancas bruscas no
potencial osmético. O volume da solucédo nutritiva foi completado diariamente com
agua ao final da tarde e a solugéao foi trocada a cada sete dias. O pH foi avaliado a
cada dois dias e ajustado para 6,0 quando necessario com o uso de NaOH ou HCI.
O sistema foi mantido sob aeragao intermitente, de 15 minutos a cada hora, por

meio de compressor de ar acoplado a um temporizador.
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3.2.2. Crescimento

No final de cada periodo, as plantas de todos os tratamentos foram
cuidadosamente retiradas da solugao nutritiva, as raizes foram lavadas com agua
destilada e as plantas foram divididas em folhas e caules. Apdés secagem a 65 °C em
estufa por 72 h, as massas secas do caule (MSC), folha (MSF) e raiz (MSR) foram
determinadas. A partir destes dados, foi calculada a massa seca total das plantas
(MST). Esses dados foram utilizados para calcular a particgdo de biomassa para as
folhas (PBF), caule (PBC) e raizes (PBR), segundo a férmula:

Particdo de biomassa 6rgao (%) = (MSo6rgao/MStotal) x 100

3.2.3. Analise de solutos inorganicos

As plantas foram separadas em folhas, caules e raizes que apds a secagem
foram ftrituradas para a determinacdo dos teores de solutos inorganicos. Para a
determinacédo dos teores de Na®, K e CI, os extratos foram preparados como
descrito por Jones (2001), com pequenas modificacbes. Em tubos de ensaio, foram
adicionados 100 mg do material triturado de folhas, caule ou raizes e 10 mL de agua
deionizada. Os tubos foram mantidos a temperatura de 80 °C, em banho-maria,
durante 01h00, com agitagdo a cada 00h15. Apds este periodo, os tubos foram
centrifugados a 5.000 x g durante 00h15, a temperatura ambiente. No extrato foram
determinados os teores de Na* e K™ por fotometria de chama (FAITHFULL, 2002) e
os de CI" por espectrofotometria (Jones, 2001).

Para a determinagao dos teores de N e P, foram elaborados extratos a partir
de 0,5 g de material vegetal seco e triturado em moinho pela digestdo acida das
amostras utilizando uma mistura de H,SO4 (conc) e H,0, a 30%, conforme descrito
por Jones (2001). O material apdés a digestdo foi diluido em 50 mL com &gua
desionizada. O N e o P foram determinados pelos métodos espectrofotométricos do

fenol-hipoclorito e do molibdo-vanadato, respectivamente (FAITHFULL, 2002).

3.2.4. Analise de solutos organicos

Foram realizadas analises dos solutos organicos no primeiro par de folhas

totalmente expandidas e nas amostras do terco inferior das raizes. As folhas foram
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coletadas, imediatamente congeladas, liofilizadas, trituradas e armazenadas em
ultrafreezer (-80 °C). Para as determinagbes de solutos organicos, o extrato foi
obtido macerando-se, em almofariz, 200 mg de tecidos liofilizados de folhas e raizes,
com 6 mL de tampéao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA 0,1 mM. O
extrato foi filtrado em tecido de nailon de malha fina e centrifugado a 12000 x g por
15 min. O sobrenadante foi armazenado em ultrafreezer e utilizado para as
determinacgdes de carboidratos soluveis, prolina livre, aminoacidos livres e proteinas
soluveis.

O teor de carboidratos soluveis foi determinado por espectrofotometria a 490
nm pelo método do fenol-acido sulfurico, utilizando-se a D-(+)-glucose como padrao
(DUBOIS et al., 1956). A prolina livre foi determinada por espectrofotometria a 520
nm, utilizando-se a ninhidrina como reagente especifico e a prolina pura como
padrao (BATES et al.,, 1973). Os aminoacidos livres totais foram determinados por
espectrofotometria a 570 nm pelo método da ninhidrina, utilizando-se a L-leucina
pura como padrdao (YEMM; COCKING, 1955). As proteinas soluveis foram
determinadas por espectrofotometria a 595 nm pelo método de ligacdo ao corante,

utilizando-se como padrao a albumina de soro bovino (BRADFORD, 1976).

3.2.5. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as
médias comparadas através de seus respectivos desvios padroes conforme
Snedecor (1956).

3.3. RESULTADOS

A altura das plantas (Figura 3.1A), o didmetro do caule (Figura 3.1B) e o
nuamero de folhas (Figura 3.1C) aumentaram nas plantas de ambos os tratamentos,
durante todo o periodo experimental. No entanto, pode-se verificar que, em todas as
variaveis, este aumento foi mais evidente nas plantas controle (sem NaCl) do que
nas de estresse salino. Comparando os tratamentos observa-se que a salinidade
reduziu a altura e o didmetro do caule a partir dos 10 dias e o numero de folhas a

partir dos 30 dias. Também pode ser observado nessa figura que essas reducgdes
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foram mais pronunciadas aos 40 dias de estresse, da ordem de 31% para o
didmetro do caule e 38% para a altura e o numero de folhas.

A massa seca das folhas (Figura 3.2A), caule (Figura 3.2B) e raizes (Figura
3.2C) das plantas de noni aumentou durante o periodo experimental em ambos os
tratamentos de salinidade. Entretanto, quando se compara a producdao de massa
seca de ambos os tratamentos no final do periodo experimental, observa-se que a
salinidade diminuiu a MSF, MSC e MSR em 26, 62 e 71%, respectivamente.
Também pode ser observado que o estresse salino diminuiu a MSR e a MSC apés
10 dias.
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Figura 3.1. Altura (A), didmetro do caule (B) e numero de folhas (C) de plantas de
noni cultivadas durante 40 dias em sistema hidroponico em condigdes controle (O)
ou presenca de 100 mM de NaCl (@) na solugao nutritiva. Os valores indicam a

média de quatro repeticoes e respectivos desvios padrdes

Os dados de partigdo de biomassa nos diferentes érgaos da planta também

sdo mostrados na Figura 3.2. Nas plantas estressadas, a PBF aumentou a partir dos
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10 dias em relagdo ao respectivo controle (Figura 3.2D). No caule, a particao de
biomassa diminuiu nas plantas estressadas apenas aos 40 dias (Figura 3.2E). Em
contraste com a PBF, a PBR diminuiu a partir dos 10 dias quando comparada com
as plantas controle (Figura 3.2F). Também pode ser observado nessa figura que, a
particdo de biomassa nas folhas foi maior que no caule e raizes, independentemente

do tratamento ou do tempo considerado.
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Figura 3.2. Massas secas das folhas (A), caule (B), raizes (C) e particdo de
biomassa nas folhas (D), caule (E) e raizes (F) de plantas de noni cultivadas durante
40 dias em sistema hidropénico em condig¢des controle (O) ou presenga de 100 mM
de NaCl (@) na solugao nutritiva. Os valores indicam a média de quatro repeticoes e

respectivos desvios padrdes

Os teores de Na' e CI' em todas as partes das plantas sob estresse

aumentaram abruptamente aos 10 dias, permanecendo relativamente estaveis até o
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final do periodo experimental (Figuras 3.3A, 3.3B, 3.3C, 3.3D, 3.3E e 3.3F). Os
teores de Na* nas folhas das plantas estressadas foram cerca de 1,4 e 1,7 vezes,
respectivamente, mais elevadas do que no caule e raizes. Entretanto, ndo foram
observadas diferengas substanciais entre os teores de CI” dos diferentes 6rgaos das
plantas.

Em contraste ao observado para os teores de Na* e CI', a partir dos 10 dias,
a salinidade diminuiu os teores de K* em aproximadamente 31% nas folhas, 45% no
caule e 25% nas raizes (Figuras 3.3G, 3.3H e 3.3l). Os teores nas raizes das plantas
estressadas foram aproximadamente 1,5 e 2,0 vezes maiores que os das folhas e do
caule, respectivamente.

A relagéo K'/Na" foi reduzida pela salinidade em todos os 6rgdos analisados
(Figuras 3.3J, 3.3K e 3.3L). E importante ressaltar que a partir dos 10 dias de
estresse salino os valores desta relagao foram menores que 0,5 nas folhas e caules.
Em contraste, nas raizes das plantas estressadas os valores de K’/Na* em todas as
coletas variaram entre 1,0 e 2,5.

Nas folhas das plantas estressadas, os teores de N diminuiram durante o
periodo experimental e no caule até os 20 dias em relacdo as plantas controle
(Figuras 3.4A e 3.4B). Para os teores de P diminuiram nas folhas até os 20 dias e no
caule até 10 dias (Figuras 3.4D e 3.4E). Nas raizes a salinidade nao afetou os teores
de N e P durante o periodo estudado (Figuras 3.4C e 3.4F).

As variagdes nos teores de carboidratos soluveis, aminoacidos livres,
proteinas soluveis e prolina livre nas folhas e raizes sdo apresentadas na Figura 3.5.
Comparando os tratamentos, a presenca do NaCl na solugao nutritiva diminuiu em
14% os teores de carboidratos soluveis foliares aos 40 dias de estresse (Figura
3.5A). Nas raizes, foram observadas redugbdes de 30 e 36% nos teores desses

solutos aos 30 e 40 dias de estresse, respectivamente (Figura 3.5B).
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sistema hidrop6nico em condi¢des controle (O) ou presenga de 100 mM de NaCl
(®) na solugdo nutritiva. Os valores indicam a média de quatro repeticbes e

respectivos desvios padrdes
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Figura 3.4. Teores de N (A, B, C) e P (D, E, F) nos diferentes 6rgaos das plantas de
noni cultivadas durante 40 dias em sistema hidroponico em condigdes controle (O)
ou presenca de 100 mM de NaCl (@) na solugao nutritiva. Os valores indicam a

meédia de quatro repeticdes e respectivos desvios padrdes

A salinidade diminuiu os teores de aminoacidos livres foliares no primeiro dia
(50%) e aos 10 dias (28%) (Figura 3.5C). Nas raizes, os aminoacidos diminuiram
cerca de 30% apos 20 dias de estresse (Figura 3.5D). As proteinas soluveis nas
folhas e raizes aumentaram ao longo do periodo experimental em ambos os
tratamentos. Entretanto, ndo foram observadas diferengcas entre os teores de
proteinas nas plantas controle e de estresse salino (Figura 3.5E e 3.5F).

A salinidade aumentou o teor de prolina livre nas folhas (Figura 3.5H) e nas
raizes (Figura 3.5G), a partir dos 10 dias de estresse. Entretanto, comparando-se os
teores de prolina em ambas as partes da planta, observa-se que nas folhas eles
foram, em média, 17 e 6 vezes mais elevados que nas raizes das plantas controle e

estressadas, respectivamente.
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Figura 3.5. Teores de carboidratos soluveis (A e B), aminoacidos livres (C e D),
proteina soluveis (E e F) e prolina livre (G e H), nas folhas e raizes de plantas de
noni cultivadas durante 40 dias em sistema hidropénico em condi¢des controle (O)
ou presenga de 100 mM de NaCl (@) na solugdo nutritiva. Os valores indicam a

meédia de quatro repeticdes e respectivos desvios padrdes
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3.4. DISCUSSAO

O acumulo de sais na rizosfera pode limitar a absorcdo de agua, causar
desequilibrio ibnico e afetar o crescimento das plantas (IQBAL et al., 2014). Um dos
efeitos mais prejudiciais do estresse salino sdo as desordens metabdlicas causadas
pelo acimulo de Na® e CI nas células das plantas (GEILFUS et al., 2015).
Consequentemente, a reducao da altura, do diametro do caule, do niumero de folhas
e da producdo de massa seca sao os principais efeitos dos sais observados em
plantas (SILVA et al., 2008).

A salinidade reduziu todas as variaveis de crescimento analisadas, sendo o
didmetro do caule e a MSF as menos afetadas. Souto et al. (2013) trabalhando com
cultura do noni, também constataram redug¢des na altura da planta, didmetro do
caule, numero de folhas, area foliar e massa seca da parte aérea com o aumento da
salinidade na agua de irrigacdo de até 6 dS m™. Segundo Tatagiba et al. (2010) a
taxa de sobrevivéncia apos o transplantio € maior em mudas de Coffea arabica que
apresentam didmetro do caule maior. Para Margal (2011) a avaliagao do didmetro do
caule é importante, pois quanto maior o didmetro, mais vigorosa e robusta podera
ser a planta. Em estudo realizado com café que pertence a mesma familia do noni
(Rubiaceae), o diametro do caule e a altura da planta apresentaram correlagao
positiva com a produtividade inicial (CARVALHO et al., 2010). Também é importante
ressaltar que as plantas de noni podem produzir até 70.000 kg ha' ano™ de frutos
(CHAN-BLANCO et al., 2006), necessitando de caules resistentes a quebra e ao
tombamento da planta. Considerando que o didmetro do caule foi uma variavel
pouco sensivel ao estresse salino, esses dados sugerem que as plantas de noni
serdo menos sujeitas aos danos resultantes da quebra dos caules decorrentes do
peso dos frutos.

A altura e o numero de folhas das plantas de noni também diminuiram na
presenca de sais, como também reportado por outros autores (SILVA et al., 2008;
SOUZA et al., 2014). Segundo (MAZHER et al., 2007), a redugao na altura pode ser
devido aos efeitos negativos dos sais na taxa fotossintética, na atividade enzimatica
e nos teores de carboidratos e horménios de crescimento. Adicionalmente, os
acumulos de sais na parede celular causam desidratacdo das células pelo efeito
osmotico do apoplasto, e isso pode reduzir tanto a taxa de divisdo celular nas

regides meristematicas, como a taxa de elongacdo pela reducdo na absor¢do de
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agua. Em contrapartida, a diminuicdo do numero de folhas e da area foliar, exerce
um efeito negativo na fotossintese, absorcdo de agua e nutrientes e,
consequentemente, no crescimento e producao (SOUZA et al., 2014).

Com relagao a produgdo de massa seca, as raizes e o caule foram os
orgaos mais sensiveis ao efeito da salinidade quando comparados com as folhas.
Abreu et al. (2008) relataram que as raizes apresentam maior capacidade de ajuste
osmotico e melhor protecao ao estresse oxidativo sob condicdes de estresse salino.
Entretanto, a maior reducdo na MSR observada no noni pode ser consequéncia das
raizes serem diretamente exposto ao estresse salino. Souza et al. (2014) também
observaram em noni, que a MSR foi mais reduzida pela salinidade que a MSPA. Em
plantas de Ricinus communis, as raizes foram mais afetadas pela salinidade que o
caule e as folhas quando submetidas a 150 mM de NaCl (RODRIGUES et al., 2014).

Analisando o efeito do tempo de estresse sobre as variaveis de crescimento
estudadas neste trabalho, pode-se inferir que a altura, o didmetro do caule, a MSC e
a MSR foram os primeiros indicadores do efeito da salinidade sobre o noni.

O aumento da PBF ocorreu concomitantemente com a reducdo na PBR.
Estes resultados corroboram com os de producdo de massa seca quanto a maior
sensibilidade das raizes do noni ao estresse salino e sdo semelhantes aos
encontrados em mudas de Ricinus communis (RODRIGUES et al., 2014). Esta
resposta tem sido observada em plantas expostas a salinidade (MUNNS; TESTER,
2008) e sugere uma sensibilidade do noni ao estresse salino, devido ao maior
crescimento das partes com maior capacidade transpirativa em relacdo as raizes
(RODRIGUES et al., 2014). Esta hipétese é suportada pela significativa redugao do
crescimento, bem como a presenga de sintomas de toxidez como encurvamento das
folhas mais velhas, textura coriacea e coloracao azul esverdeada observada aos 40
dias (dados ndo mostrados), os quais sado considerados sintomas de sensibilidade a
salinidade (MUNNS; TESTER, 2008).

No presente estudo, 0 aumento da salinidade na solugéo nutritiva causou um
rapido incremento nos teores de Na* e CI" em todos os 6rgédos das plantas. No
entanto, estes aumentos foram mais pronunciados nas folhas que nas raizes.
Resultados semelhantes também foram observados em Spondias tuberosa (SILVA
et al., 2008). Em Vicia faba, os niveis de Na* e CI" nas raizes aumentaram em 7,5
min e nas folhas em 30-40 min apdés a adicdo do NaCl na solugao nutritiva

(GEILFUS et al., 2015). O acumulo de Na* nas folhas pode ser decorrente da taxa
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do fluxo de transpiragdo e/ou da reducdo do volume celular induzida pela menor
absorcao de agua causada pela salinidade (MUNNS; TESTER, 2008).

O Na® e CI sdo os ions mais abundantes nos solos salinos e a absor¢éo em
excesso desses sais pode afetar a estabilidade eletroquimica e o crescimento das
plantas. O acumulo de Na' nas folhas pode desestabilizar as membranas e
proteinas, afeta negativamente processos fisiolégicos fundamentais como a divisdo
e expansao celulares, altera o metabolismo primario e secundario e a homeostase
de nutrientes minerais (MUNNS; TESTER, 2008). O CI" em altas concentracdes
induz a degradacado da clorofila, o que pode resultar em impacto estrutural no
fotossistema Il, reduzindo a capacidade fotossintética e o rendimento
(MARSCHNER, 2012). Por isso, os ions ao atingir as folhas devem ser
compartimentalizados no vacuolo das células, um processo que envolve o seu
transporte através da plasmalema e tonoplasto (FLOWERS et al., 2010). Dessa
forma, a inibicdo do crescimento induzida pela salinidade nas plantas de noni pode,
ao menos em parte, estar relacionada aos efeitos toxicos do acumulo de ions Na* e
Cr.

Em contraste com o Na*, a salinidade reduziu os teores de K" nos diferentes
orgdos da planta. Ja esta bem estabelecido que a absorcdo de K* pode ser afetada
pelo antagonismo estabelecido entre este ion e o Na' nos sitios de absorgéo,
resultante das semelhangas fisico-quimicas entre eles (ABREU et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2013). Esse antagonismo frequentemente resulta na diminui¢ao
dos teores de K', levando a desordens metabdlicas nas plantas (MEKAWY et al.,
2015).

A salinidade diminuiu os teores de K* e aumentou os de Na* em todos os
orgéos da planta, alterando suas relagbes K'/Na®. Resultados semelhantes foram
reportados por Azevedo Neto et al. (2004), Rodrigues et al. (2014) e Sacramento et
al. (2014). Segundo Greenway e Munns (1980), a relagdo K*/Na* em glicofitas deve
ser superior a 1,0 para a manutengao da homeostase i6nica e uma 6tima eficiéncia
metabdlica. Recentemente, Rodrigues et al. (2013) reportaram que relagdes K'/Na*
entre 1,0 a 2,0 foram as que proporcionaram a maxima fotossintese e crescimento
em plantas de Jatropha curcas sob estresse salino. No presente estudo, a partir dos
10 dias, os valores da relacdo K'/Na* nas plantas estressadas estavam abaixo de
1,0, sugerindo que o metabolismo das plantas foi afetado pela salinidade o que

pode, em parte, explicar a redugéo do crescimento induzida pela salinidade.
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Os teores de N e P também diminuiram com a salinidade, principalmente
nas folhas. Esse comportamento corrobora a redugao no crescimento encontrada no
presente trabalho, pois a producido de biomassa esta diretamente relacionada ao
equilibrio nutricional das plantas (MARSCHNER, 2012). De acordo com Lucena et
al. (2012), as reducbes de massa seca observadas, respectivamente, em Gliricidia
sepium e Mangifera indica sob estresse salino provavelmente foram ocasionadas
pela diminuicdo dos teores de N e P.

Algumas razdes fisioldégicas e bioquimicas tém sido apresentadas para a
reducdo da absorcado de N e P em plantas submetidas ao estresse salino. O NOs e o
H,PO4s sdo as principais fontes de N e P nos solos agricolas e elevadas
concentracoes de sais podem afetar a sua absorcdo, decorrente do mecanismo
competitivo estabelecido com o CI (FEIJAO et al., 2013). Lucena et al. (2012)
avaliando o efeito da salinidade na absorcdo de nutrientes em mangueira,
observaram que o CI inibiu a absorcédo de N e P devido a mecanismos competitivos.

No presente trabalho, as redugdes nos teores de N e P em conjungcdo com a
reducdo do crescimento induzidos pela salinidade também indicam um antagonismo
(IMO, 2012) entre estes nutrientes e os ions e CI” presentes no meio de cultivo. Em
adicdo, a observacédo que a salinidade diminuiu os teores de N e P nos érgaos da
parte aérea, mas nao afetou os das raizes, sugere a ocorréncia de disturbios na
translocacao desses nutrientes das raizes para a parte aérea (MARSCHNER, 2012).

As plantas de noni mesmo apresentando altos teores de Na* e CI, baixos
teores de K*, N e P e reducéo na produgdo de massa seca conseguiram manter a
emissdao de folhas novas e manutengcdo das folhas mais velhas mesmo
apresentando alguns sintomas de toxidez, conforme evidenciado na Figura 3.1.
Segundo Munns e Tester (2008) a evidéncia de tolerancia osmaética de uma planta é
observada pela capacidade de manter a produgdo de folhas novas e tolerancia
ibnica pela sobrevivéncia de folhas mais velhas. Assim, pode-se sugerir que as
plantas de noni apresentam determinada tolerancia osmaética e ibnica, sob condi¢des
de 100 mM de NaCl.

No presente estudo, a salinidade reduziu os teores de carboidratos soluveis
nas folhas e raizes. Esta redugdo provavelmente ocorreu pela redugcdo na
fotossintese liquida observada aos 30 e 40 dias de estresse (Capitulo 4).
Consequentemente, também foi reduzido o transporte de carboidratos das folhas

para raizes (SILVA et al., 2008). A reducao dos teores de carboidratos nas folhas é
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frequentemente associada a disturbios na sua biossintese ou na translocagéo para
as demais partes da planta (AZEVEDO NETO et al., 2004, 2009). Diversos estudos
tém relatado variagdes nos teores de carboidratos soluveis em diferentes espécies e
orgaos da planta sob condi¢cbes de estresse salino. Em Zea mays e Anacardium
occidentale, os teores de carboidratos ndo foram afetados nos diferentes 6rgéos
(ABREU et al., 2008; AZEVEDO NETO et al., 2004), mas em Spondias tuberosa foi
observado acréscimo nas folhas e redugéo nas raizes (SILVA et al., 2008) e em
Spartina alterniflora um incremento na parte aérea (LI et al., 2010). Assim, o
conteudo de carboidratos pode variar com a espécie, o 6rgao da planta e o tempo de
€Xposicao aos sais.

A adigao do NaCl na solugdo nutritiva reduziu os teores de aminoacidos
livres, tanto nas folhas como nas raizes (Figuras 3.5C e 3.5D), mas nao afetou os de
proteinas soluveis (Figuras 3.5E e 3.5F). A diminui¢do do teor de aminoacidos é
frequentemente associada ao aumento da degradacdo ou inibicdo da sua
biossintese, juntamente com a reducdo na degradacdo ou aumento na sintese
protéica (SILVA et al., 2008). A disponibilidade de N é outro fator que pode limitar a
sintese de aminoacidos. A aplicacdo de doses crescentes de NO3 em plantas de
milho sob estresse salino aumentou os teores de aminoacidos e a suplementacéo
com adubag&o nitrogenada minimizou os efeitos deletérios da salinidade (FEIJAO et
al., 2013). Dessa forma, os dados desse trabalho sugerem que a redugao dos teores
de aminoacidos nas plantas estressadas foi o resultado da inibicdo da sua
biossintese. A observagao que a salinidade nao afetou os teores de proteinas
soluveis (Figuras 3.5E e 3.5F) e diminuiu os de N (Figuras 3.4A e 3.4B), suporta esta
hipotese.

Ao contrario dos carboidratos soluveis, aminoacidos livres e proteinas
soluveis, os teores de prolina aumentaram significativamente nas plantas de noni
sob estresse salino, em todo o periodo experimental. Resultados semelhantes foram
obtidos por Souza et al. (2014) em noni e indicam que o acumulo de prolina foi
devido, primariamente, a sintese “de novo” associada com a redugao da degradagao
e utilizacao (CARILLO et al., 2011).

A prolina é um osmdlito que acumula em diversas espécies vegetais em
resposta aos estresses bidticos e abidticos, entretanto seu papel na osmotolerancia
ainda permanece controverso. Dessa forma, enquanto alguns autores consideram a

prolina um aminoacido importante para o ajustamento osmaético nas plantas sob
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estresse salino (IQBAL et al., 2014; LI et al., 2010), outros consideram que os teores
de prolina ndo sao suficientes para uma contribuicdo significativa no ajustamento
osmoético (OLIVEIRA et al., 2013). Neste trabalho, a salinidade elevou os teores de
prolina nas folhas e raizes do noni, entretanto os teores de carboidratos soluveis e
de aminoacidos livres foram, quantitativamente, muito mais elevados que os de
prolina indicando que, em noni, os carboidratos soluveis e os aminoacidos livres
foram os principais solutos organicos que contribuiram no potencial osmético.

Por outro lado, como a prolina foi o Unico soluto organico cuja concentragao
aumentou com o estresse salino, a despeito da sua importancia na osmorregulagao,
este resultado sugere que o acumulo deste aminoacido desempenha um papel
importante na aclimatagdo do noni a salinidade. Neste cenario, outras fungdes
importantes tém sido atribuidas ao acumulo de prolina, como estabilizacdo de
membranas e proteinas, remocido de radicais livres, manutencdo da homeostase
redox celular, aumento da atividade de diferentes enzimas, reserva de carbono e
nitrogénio, controle do pH citosdlico e desintoxicacdo do excesso de NH;"
(AZEVEDO NETO; SILVA, 2015). Alternativamente, o aumento na concentragao de
prolina associado a redugcdo do crescimento sugere que a sensibilidade ao estresse
esta condicionada aos disturbios metabdlicos induzidos pelo sal, conforme proposto
por Oliveira et al. (2013).

3.5. CONCLUSOES

Os resultados mostram que o aumento dos teores de ions toxicos (Na* e CI)
induzido pela salinidade leva ao desequilibrio nutricional de N, P e K. Este acumulo
de ions tdxicos associado ao desequilibrio nutricional pode, ao menos em parte,
explicar a reducao do crescimento e a mudanca no padrao de particao de biomassa
das mudas de noni sob estresse salino. Entre as varidveis de crescimento avaliadas,
a altura, o diametro do caule e a massa seca de raizes sdo os indicadores mais
precoces do efeito da salinidade em mudas de noni. Os resultados também mostram
que, quantitativamente, os carboidratos sollveis e os aminoacidos livres sdo os
principais solutos organicos que contribuem para o potencial osmaético e a prolina,
embora ndo contribua substancialmente para o potencial osmético, deve
desempenhar outro papel na aclimatacdo do noni ao estresse salino e/ou uma

indicadora dos disturbios metabdlicos induzidos pela salinidade.
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Trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila e pigmentos de noni (Morinda

citrifolia L.) sob estresse salino

Alide Mitsue Watanabe Cova', André Dias de Azevedo Neto?, Rogério

Ferreira Ribas’, Hans Raj Gheyi', Leandra Brito de Oliveira.

'Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas, Universidade Federal
do Recbncavo da Bahia, Cruz das Almas, 44380, BA, Brasil
2Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Universidade Federal do
Recéncavo da Bahia, Cruz das Almas, 44380, BA, Brasil

Resumo: O noni é uma fruteira que apresenta boa adaptacao a diversas condi¢des
de solo e clima. Para avaliar as respostas fisiologicas a salinidade, mudas de noni
foram cultivadas em dois niveis de NaCl na solugdo nutritiva (0 ou 100 mM). Os
efeitos do estresse salino sobre as trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a,
pigmentos fotossintéticos, teor relativo de agua e danos membranares foram
avaliados apos 1, 10, 20, 30 e 40 dias de estresse salino. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 5 x 2, com quatro
repeticbes. A salinidade ndo afetou a eficiéncia no uso da agua, mas reduziu a
assimilacao liquida de CO,, a condutancia estomatica, a transpiragao, a eficiéncia de
carboxilagdo e os teores de clorofila a, b, total e carotendides. A salinidade nao
acarretou maiores alteracdes na emissao de fluorescéncia da clorofila a, entretanto
as plantas estressadas apresentaram uma diminuicdo da capacidade de
fotoprotegao pelo ciclo das xantofilas. A salinidade ndo afetou o estado hidrico das
folhas, mas foram observados danos na integridade das membranas com o tempo
de exposig¢ao ao sal. Os dados indicam que o0 noni apresenta como mecanismo de
tolerancia a salinidade o fechamento estomatico, diminuindo a perda de agua pela
transpiracdo e mantendo o status hidrico.

Palavras-chave: Fotossintese, conduténcia estomatica, dissipacdo energética,

integridade da membrana.
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Gas exchange, chlorophyll fluorescence and pigments of noni (Morinda

citrifolia L.) under salt stress

Abstract: Noni is a fruit crop that is well adapted to different soil and climate
conditions. To evaluate the physiological responses to salinity, noni seedlings were
grown in a hydroponic system under two NaCl levels (0 or 100 mM). The effects of
salinity on the gas exchange, chlorophyll a fluorescence, photosynthetic pigments,
relative water content and membrane damage were evaluated after 1, 10, 20, 30 and
40 days of salt stress. The experimental design was a completely randomized in a
five x two factorial arrangement, with four replications. Salinity did not affect the
efficiency of water use, but reduced net CO, assimilation, stomatal conductance,
transpiration and the contents of chlorophyll a, b, and total carotenoid. Salinity
caused no major changes in the emission of chlorophyll a of fluorescence, however
the stressed plants showed a decrease in photoprotection capacity by the cycle of
xanthophylls. Salinity did not affect the leaf water status, but damage in the
membrane integrity were observed with the time of exposure to salt stress. The data
indicate that the mechanism of salt tolerance in noni includes stomatal closure,
reducing water loss by transpiration and keeping the water status.

Keywords: Photosynthesis, stomatal conductance, energy dissipation, membrane

integrity.

4.1. INTRODUGAO

O aumento da salinidade da solu¢dao do solo acima da capacidade para o
pleno desenvolvimento das plantas € um entrave a produgdo agricola,
principalmente nos solos irrigados das regides aridas e semiaridas. No Brasil, a
regiao semiarida ocupa uma area de 969.589,4 km?, localizada principalmente no
Nordeste do pais (Brasil, 2007). Nestas areas, a baixa disponibilidade hidrica
associada a irrigagdo com agua salobra e as condi¢des edafoclimaticas diminuem a
producdo agricola, constituindo-se os principais obstaculos ao desenvolvimento
agricola da regiao.

As plantas cultivadas nas regioes aridas e semiaridas sao frequentemente
irrigadas com agua de baixa qualidade, em algumas épocas do ano, uma vez que na

maioria das areas € a unica fonte disponivel. Entretanto, em quase todo o mundo
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tem-se utilizado com sucesso praticas adequadas de manejo da irrigacéo, do solo e
da cultura e utilizagao de plantas tolerantes a salinidade (Bezerra et al., 2010).

A salinidade pode diminuir a absorcdo de agua pelas plantas, provocar
desequilibrios nutricionais, alterar os processos metabdlicos e diminuir a eficiéncia
fotossintética (Munns e Tester, 2008; Igbal et al., 2014). Assim, as plantas precisam
utilizar mecanismos fisioldgicos e bioquimicos para enfrentar os efeitos osmoéticos e
ibnicos dos sais, sendo necessario compreender os mecanismos de tolerancia das
plantas a salinidade para uma produgao agricola econémica.

O estudo das varidveis fisiologicas como condutancia estomatica e
fluorescéncia da clorofila a sdo importantes no esclarecimento dos efeitos das
condicdbes osmoticas e hidricas imposta pela salinidade sobre a eficiéncia
fotossintética das plantas. Neste contexto, alguns estudos com trocas gasosas e de
fluorescéncia da clorofila a tém sido utilizado como método nao destrutivo para
avaliar a tolerancia das plantas a salinidade (Silva et al., 2011; Azevedo Neto et al.,
2011; Silva et al., 2014). Além disso, sao variaveis de rapida determinagao, que
permitem acompanhar o desenvolvimento da planta por ser uma metodologia nao-
invasiva proporcionando informagdes qualitativas e quantitativas sobre as condicdes
fisiolégicas dos processos fotossintéticos (Silva et al., 2011; Kalaji et al., 2014).

A fluorescéncia da clorofila a determina o estado de distribuicdo de energia
na membrana do tilacéide, a eficiéncia quantica do fotossistema Il (FSIl) e a
extensdo da fotoinibicdo (Wang et al., 2007). Dessa forma, as informacdes
qualitativas e quantitativas sobre os processos fotossintéticos no cloroplasto,
mostram o funcionamento do maquinario fotossintético sob diferentes condicdes
internas e externas (Rohacek e Bartak, 1999).

Silva et al. (2011) relataram que a salinidade reduziu fortemente as trocas
gasosas e a atividade fotoquimica em plantas de Jatropha curcas causada pelo
estresse idnico. Portanto, as avaliacbes de trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila a podem ser utilizadas como ferramentas para diagnosticar a integridade do
maquinario fotossintético perante as condi¢cdes adversas do ambiente (Gongalves et
al., 2010).

A Morinda citrifolia Linn conhecida popularmente como noni, pertencente a
familia Rubiaceae, € uma planta medicinal utilizada a mais de 2000 anos pelos
povos polinésios (Chan-Blanco et al., 2006). As folhas e principalmente os frutos sao

consumidos sob diferentes formas por varias comunidades em todo o mundo devido
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aos efeitos relacionados com atividades antioxidante, anti-inflamatoria, analgésica,
imunomoduladora, antibacteriana, antitumoral, fontes de vitaminas, entre outros
(Chan-Blanco et al., 2006; Costa et al., 2013).

O cultivo do noni constitui uma alternativa para estudos em regides aridas e
semiaridas. A planta aclimata-se a diversas condigdes ambientais (Nelson e
Elevitch, 2006), mas alguns estudos tém mostrado que a irrigagdo com agua salina
reduz o seu crescimento (Souto et al., 2015; 2016).

Tendo em vista a importancia medicinal do noni, sua capacidade adaptativa
€ a escassez de informacdes sobre o seu desenvolvimento em ambiente salino, este
trabalho teve como objetivo avaliar as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a
e os teores de pigmentos em plantas de noni sob estresse salino, com vistas a um
melhor entendimento dos mecanismos de tolerancia ao estresse salino nesta

espécie.
4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Condicdes de crescimento e tratamento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado usando o esquema fatorial 5 tempos (1, 10, 20, 30 e 40
dias apos o transplantio) x 2 niveis de salinidade na solugao nutritiva (0 e 100 mM
NaCl), com quatro repeticdes. Os valores médios de temperatura, umidade relativa
do ar e radiagao fotossinteticamente ativa (ao meio dia) foram, respectivamente, 25
°C, 81% e 1200 ymol m?s™.

Foram selecionadas mudas de noni com trés meses de idade e dois pares
de folhas. As mudas foram transferidas para recipientes contendo 12 L de solugao
nutritiva de Furlani (1998), em sistema hidropdnico Floating. As mudas de noni
permaneceram em solucao nutritiva por quatro dias para efeito de aclimatagao. Apds
este periodo, as mudas passaram a receber os respectivos tratamentos (solugao
nutritiva sem NaCl - controle ou solugdo nutritiva contendo 100 mM de NaCl -
estresse salino). O NaCl foi adicionado gradualmente (25 mM de NaCl dia™), a fim
de evitar o choque osmdtico. O volume das solugdes foi completado com agua

diariamente e a renovacao foi realizada a cada sete dias. O pH foi mantido em 6,0 +
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0,2 com o uso de NaOH ou HCI. O sistema foi mantido sob aeragao intermitente, de

15 minutos a cada hora, por meio de compressor de ar acoplado a um temporizador.
4.2.2. Trocas gasosas

As taxas de assimilacdo de CO, (A), condutancia estomatica (gs),
transpiragao (E), eficiéncia no uso da agua (EUA), eficiéncia de carboxilagao (A/Ci) e
temperatura da folha (Tf) foram obtidas por meio de um sistema de medigao de
trocas gasosas portatil LI-6400XT (LI-COR Biosciences INc., Lincoln, Nebraska,
USA) equipado com uma fonte de luz azul/vermelho modelo LI-6400-02B (LI-COR).
As medi¢bes foram realizadas 24 horas apoés atingir a dose de 100 mM de NaCl e as
demais avaliacbes a cada 10 dias, das 8 as 10 h, sob luz saturante artificial de 1000

umol fétons m? s

e concentragdo de CO,, temperatura e vapor de H,O do
ambiente. Foram realizados 10 registros por folha (um a cada 12 segundos), sendo

a média considerada como uma medida.
4.2.3. Eficiéncia fotoquimica

As medidas de fluorescéncia de clorofila a foram realizadas no mesmo
horario e nas mesmas folhas utilizadas para avaliagdo das trocas gasosas, através
de um fluorémetro portatil modulado OS5p (Opti-Sciences, Hudson, New Hampshire,
USA). O rendimento quantico potencial do fotossistema Il (FSII) foi calculado apos
60 minutos de adaptagdo ao escuro como (F./Fn) = (Fn-Fo)/Fm, em que Fy é a
fluorescéncia minima, excitada por uma luz vermelha modulada de baixa intensidade
(0,03 pmol m 8'1) e Fn é a fluorescéncia maxima obtida pela aplicacido de um pulso
de 0,8 segundos de luz actinica saturante (> 6000 pmol m? s™). Os rendimentos das
vias competitivas de desexitagao da energia absorvida no FSII: rendimento quantico
efetivo (Yy), rendimento quantico de dissipacado regulada (Yneq) € 0 rendimento
quantico de dissipacdo nao-regulada (Yno) foram determinados de acordo com
Kramer et al. (2004) e Klughammer e Schreiber (2008).

4.2.4. Teores de clorofilas
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Os teores de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e carotendides (Car) foram
determinados por espectrofotometria a 664,1, 648,6 e 470 nm, em extrato etandlico
a 95%, conforme metodologia descrita por Lichtenthaler e Buschmann (2001),
utilizando as férmulas:

Cla (ug/mL) = 13,36xAs64,1 — 5,19%Asas 6

Clb(ug/mL) = 27,43%Acas s — 8,12%Aspa 1

Car (ug/mL) = (1000%A470 — 2,13%xCl a — 97,64 xCl b)/209

A partir dos dados de Cla e Clb, foram calculados os teores de clorofila total
(Clt), e as razdes Cla/Clb e Clt/Car.

4.2.5. Integridade das membranas celulares e teor relativo de agua

As avaliacbes da percentagem de integridade absoluta (PIA) das
membranas celulares e do teor relativo de agua (TRA) foram realizadas no mesmo
par de folhas onde foram determinados os teores de pigmentos. Para ambas as
andlises foram retirados 10 discos foliares de 7 mm de didmetro. A PIA foi
determinada conforme metodologia descrita por Pimentel et al. (2002) e o TRA de
acordo com Barr e Watherley (1962). Em seguida, foi obtida a massa seca da parte

aérea (MSPA) apds secagem em estufa com circulagéo de ar a 65 °C por 72 h.

4.2.6. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial cinco (tempo) x dois (niveis de sal), com quatro repeticées. Os dados
foram comparados através de suas médias e respectivos desvios padrdes conforme
Snedecor (1956).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Efeito do NaCl na producédo de massa seca da parte aérea

A massa seca da parte aérea das plantas de noni aumentou durante o
periodo experimental em ambos os tratamentos de salinidade (Figura 4.1).
Entretanto, a salinidade diminuiu 30% a producdo de massa seca da parte aérea

guando se comparam ambos os tratamentos no final do periodo experimental.
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Figura 4.1. Massa seca da parte aérea (MSPA) de plantas de noni cultivadas
durante 40 dias em sistema hidropdnico em condigdes controle (O) ou presenga de
100 mM de NaCl (@) na solugdo nutritiva. Os valores indicam a média de quatro

repeticoes e respectivos desvios padrdes.

4.3.2. Efeito do NaCl nas trocas gasosas

A imposicao da salinidade diminuiu A, gs, € E € aumentou a T;. Nao foram
observadas alteragdes consistentes na EUA e na A/Ci como resultado do estresse
salino (Figura 4.2). Assim, ap6s 30 e 40 dias foram observadas reducdes de 34 e
29%, respectivamente na A das plantas sob estresse em relagao as controle (Figura
4.2A). Para a gs, as redugdes foram de 29, 37, 46 e 53% aos 10, 20, 30 e 40 dias,
respectivamente (Figura 4.2B). Para a E as redugdes foram de 41, 59 e 30% aos 20,
30 e 40 dias, respectivamente (Figura 4.2C). Durante todo o periodo experimental, a
T¢ no tratamento de estresse foi, em média, 1,61 °C mais elevada que no controle
(Figura 4.1F). Também foi observado que, em ambos os tratamentos, os maiores

valores de T foram registrados no 1° e 30° dia.
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Figura 4.2. Fotossintese (A), condutancia estomatica (B), transpiragéo (C), eficiéncia
no uso da agua (D), eficiéncia de carboxilacdo (E) e temperatura da folha (F) de
plantas de noni cultivadas durante 40 dias em sistema hidropénico em condi¢des
controle (O) ou presenga de 100 mM de NaCl (®) na solugédo nutritiva. Os valores

indicam a média de quatro repeticdes e respectivos desvios padroes
4.3.3. Efeito do NaCl na fluorescéncia da clorofila a
A fluorescéncia da clorofila a em funcdo dos dias de estresse salino é

apresentada na Figura 4.3. A salinidade n&o alterou significativamente o rendimento

quantico potencial do FSIlI (F./Fn), a fluorescéncia inicial (Fo) e a fluorescéncia
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maxima (Fn,) no periodo avaliado (Figura 4.3A, B e C). Também pode ser observado
nessa figura que no 1° e 30° dia os valores de F,/F, nas plantas de ambos os

tratamentos foram 0,71 e 0,70, respectivamente.
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Figura 4.3. Rendimento quantico potencial do FSIlI (A); fluorescéncia inicial (B),
fluorescéncia maxima (C), eficiéncia quantica efetiva do FSII (D), rendimento
quantico de dissipacdo ndo regulada (E), rendimento quantico de dissipagao
regulada (F) em plantas de noni cultivadas durante 40 dias em sistema hidropdnico
em auséncia (O) ou presenca (®) de 100 mM de NaCl na solugdo nutritiva. Os

valores indicam a média de quatro repeticdes e respectivos desvios padrées

A salinidade aumentou a eficiéncia quantica efetiva do FSII (Y)) em 21% aos
30 dias (Figura 4.3D) e o rendimento quantico de dissipagdo néo regulada Yno em

35 e 15% aos 30 e 40 dias, respectivamente (Figura 4.3E). Em contraste, o
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rendimento quantico de dissipacao regulada Ynpq foi reduzido pela salinidade em 16

e 14% aos 30 e 40 dias, respectivamente (Figura 4.3F).
4.3.4. Efeito do NaCl nos pigmentos fotossintéticos

A salinidade reduziu os teores de todos os pigmentos nas folhas de noni
(Figura 4.4). Os teores Cla, Clb e Clt diminuiram apds 10 dias de estresse em
relacdo as plantas controle e os de Car apés 20 dias (Figuras 4.4A, 4.4B, 4.4C e
4.4D). Assim, aos 40 dias de estresse, observam-se reducdes de 24, 27, 25 e 17%

para os teores de Cla, Clb, Clt e Car, respectivamente.
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Figura 4.4. Teores de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C), carotendides
(D) e razdes clorofila a/clorofila b (E) e clorofilas/carotendides (F) em plantas de noni
cultivadas durante 40 dias em sistema hidropdnico em auséncia (O) ou presenga
(®) de 100 mM de NaCl na solugdo nutritiva. Os valores indicam a média de quatro
repeticoes e respectivos desvios padrdes.

A razéo entre as clorofilas a e b aumentou 16% aos 10 dias de estresse em

relagédo as plantas controle (Figura 4.4E). Em contraste, a Clt/Car diminuiu 34% para
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o mesmo periodo avaliado (Figura 4.4F). Nas demais coletas nao foram observadas

diferencas entre tratamentos para as razbes desses pigmentos.

4.3.5. Efeito do NaCl no teor relativo de agua e percentagem de integridade absoluta

das membranas

A Figura 4.5 mostra os efeitos do estresse salino no teor relativo de agua
(TRA) e na percentagem de integridade absoluta das membranas (PIA) de plantas
de noni. Verifica-se nesta figura que a salinidade ndo afetou o TRA durante o
periodo experimental (Figura 4.5A). Por outro lado, a integridade das membranas no
tratamento de estresse diminuiu 40, 27, 20 e 17% aos 10, 20, 30 e 40 dias,

respectivamente (Figura 4.5B).
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Figura 4.5. Teor relativo de agua (A) e percentagem de integridade absoluta (B) em
plantas de noni cultivadas durante 40 dias em sistema hidropdnico em auséncia (O)
ou presenca (@) de 100 mM de NaCl na solugao nutritiva. Os valores indicam a

media de quatro repeticdes e respectivos desvios padrdes.

4.4. DISCUSSAO

A imposicao do estresse salino nas plantas de noni reduziu o crescimento da
parte aérea, a assimilagao liquida de CO,, condutancia estomatica, a transpiracao e
a eficiéncia de carboxilagdo com o aumento dos dias de estresse. Entretanto,
manteve a eficiéncia no uso da agua para suprir as restricbes hidricas causada pela

salinidade. Esses dados corroboram com o de Souza et al. (2014), que também
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observaram inibicdo na produgdo de massa seca da parte aérea das plantas de noni
cultivada em substrato quando irrigado com concentragdes crescentes de salinidade
de até 6,0 dS m™'. Da mesma forma, a MSPA, a A, a E, a gs e a A/Ci em Ricinus
communis também foram reduzidas com o aumento da concentragcéo de NaCl (0, 50,
100 e 150 mM) na solugao nutritiva (Rodrigues et al., 2014). Esses autores
atribuiram essas reducdes a limitacdo estomatica e ao acimulo de ions Na* e CI".

As redugdes nas taxas fotossintéticas induzidas pela salinidade tém sido
atribuidas a limitagdes estomaticas e nao estomaticas (Bezerra et al., 2005;
Praxedes et al., 2010). Neste trabalho, a redugcdo na A causada pelo aumento da
salinidade parece estar mais associada a limitacdo estomatica que a demais fatores.
A observagao que a gs foi a variavel das trocas gasosas mais sensivel aos efeitos
do estresse salino e que a A/Ci nao foi afetada pela salinidade corrobora esta
hipétese.

A menor disponibilidade de agua na folha induzida pela salinidade reduziu a
abertura estomatica das plantas de noni, a perda de agua por transpiracdo e
aumentou a temperatura foliar. No entanto, a EUA que expressa a razao entre a
fotossintese e a quantidade de agua transpirada, nao diferiu entre os tratamentos,
indicando que o efeito do estresse salino sobre a A e a E foram semelhantes.
Segundo Taiz e Zeiger (2013), o calor emitido pela radiagao solar € dissipado nas
folhnas mediante esfriamento evaporativo durante a transpiracdo. Assim, a reducao
na E devido ao fechamento estomatico eleva a Tf, como reportado em outras
culturas (alface - Viana et al., 2004; cana de agucar - Silva et al., 2013). A elevagao
da Tf pode, em contrapartida, diminuir a taxa fotossintética, por efeitos térmicos na
eficiéncia de carboxilagdo (Machado et al., 2005). No entanto, € importante ressaltar
que as redugdes na gs e na E tém sido relatadas como mecanismos de tolerancia a
salinidade por diminuir o consumo de agua e retardar o acumulo de sais na parte
aérea das plantas (Silva et al., 2014; Rodrigues et al., 2014).

Para as variaveis de fluorescéncia de clorofila a ndo foram observadas
alteragdes significativas. No entanto, os valores de F,/F,, no 1° e 30° dias foram
menores que 0,725 o que, segundo Critchley (1998), pode ser um indicativo de
fotoinibicdo. Essas alteragdes provavelmente ocorreram pelo aumento da T;, que
pode afetar os mecanismos fotossintéticos (Pefa-Olmos e Casierra-Posada, 2013).
A observagao que os menores valores de F,/F, ocorreram concomitantemente aos

maiores valores de T; corrobora esta hipotese.
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Contraditério ao observado para florescéncia da clorofila, a dissipacao
fotoquimica foi alterada pela salinidade. A salinidade elevou o Y), aos 30 dias.
Resultados contrarios foram observados por Azevedo Neto et al. (2011) em
diferentes genoétipos de milho sob estresse salino. O Y, € uma importante variavel,
pois reflete a capacidade da planta em converter energia de fétons em energia
quimica (Klughammer e Schreiber, 2008), ou seja, a propor¢cédo de energia usada na
producdo de NADPH e ATP. No entanto, quando ocorre alta irradiacdo pode
aumentar a temperatura da folha e saturar os centros de reagdes (Pefa-Olmos e
Casierra-Posada, 2013). Nesse caso, quando a quantidade de energia absorvida ser
maior que a capacidade de utilizacdo para a fotossintese, ocorre a saturacao do
processo fotoquimico, resultando em baixa utilizagdo quéntica e rendimento
fotoassimilatério (Taiz e Zeiger, 2013). Assim, os resultados mostram que as plantas
de noni do tratamento de estresse salino, apresentaram uma maior conversio da
energia de fétons em energia quimica em relagao as plantas controle. Porém, este
aumento do Y ndo se refletiu na taxa fotossintética.

O Yno € a proporgcao da energia luminosa perdida de forma nao constitutiva
(calor perdido durante a transferéncia de excitacdo e fluorescéncia) pelas antenas
do FSIlI e pode estar associado a fotoinibicdo e a outros processos do centro de
reacao do FSIl (Dos Anjos et al., 2012), sobretudo quando os centros de reagao do
FSII estdo fechados (Klughammer e Schreiber, 2008). Para a variavel Yyo,
observou-se que as plantas do tratamento de estresse apresentaram maiores
valores em relagédo as plantas controle aos 30 e 40 dias, indicando uma maior
dissipacdo na forma de energia térmica durante a transferéncia de excitagdo e
fluorescéncia.

O rendimento quéantico de dissipacéo regulado Ynpq representa a proporgéo
do excesso de radiacdo luminosa absorvida que é dissipada na forma de calor pelo
ciclo das xantofilas (Klughammer e Schreiber, 2008; Baraldi et al., 2008). As folhas
do noni estressadas apresentaram menor Ynpq €m relacdo ao controle aos 30 e 40
dias. Entre as diferentes vias de dissipagdo da energia de excitagao avaliadas, a
observagdo que o aumento de Yno ocorreu concomitantemente a reducédo de Ynpq
indica que a salinidade diminuiu a capacidade de fotoprotecdo do noni contra o
excesso de radiacdo. A reducao dos teores de carotendides nas plantas estressadas

a partir dos 30 dias suporta esta hipotese.
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Os teores dos pigmentos fotossintéticos foram reduzidos com a salinidade.
Resultados semelhantes foram reportados por Souto et al. (2015) que observaram
reducdes nos teores dos pigmentos fotossintéticos de noni com o aumento da
salinidade da agua de irrigacdao. A redugdao no teor de clorofila em plantas
estressadas por sais pode estar relacionada ao efeito inibidor do acumulo de ions na
biossintese das diferentes fracdbes de clorofila, na sintese do acido 5-
aminolevulinico, molécula precursora da clorofila (Taiz e Zeiger, 2013), no aumento
da atividade da clorofilase, enzima que degrada a clorofila e na redugédo no numero
de cloroplastos (Oliveira et al., 2013). No presente estudo, a redug¢ao nos teores de
clorofila pode esta associado aos menores teores de nitrogénio observados nas
folhas de noni (dados apresentados no capitulo 3).

A reducao nos teores de clorofila nas plantas cultivadas sob condicbes
salinas reduz a atividade fotossintética em plantas de noni (Souto et al., 2015). No
entanto, a concentracado de clorofila nem sempre é diretamente proporcional a taxa
de fotossintese (Pefa-Olmos e Casierra-Posada 2013). Entre os pigmentos, os
carotendides também s&o constituintes integrais das membranas dos tilacoides e
normalmente estdo associados as proteinas que formam o maquinario fotossintético
protegendo as plantas de danos causados pelo excesso de luz (Taiz e Zeiger, 2013).
Nas plantas sob estresse, os carotendides também podem atuar como agentes
antioxidantes protegendo os lipidios das membranas dos tilacoides contra o estresse
oxidativo (Li et al., 2010).

A presenga dos sais na rizosfera das plantas induz o estresse osmético e
diminui a absor¢ao de agua pelas plantas (Munns e Tester, 2008). Em estudos com
estresse salino € importante determinar o teor relativo de agua (TRA) e a
percentagem de integridade absoluta (PIA) das membranas, por estarem
relacionados com o grau de hidratacdo das plantas (Pimentel et al., 2002). No
presente estudo, observou-se que a salinidade nao afetou o TRA, mas a PIA reduziu
com o tempo de exposi¢cao a salinidade. Suarez (2011) relata que em curto prazo o
acumulo de ions proporcionou uma forga motriz osmaética para a absorgao de agua
em plantas de Ipomoea pescaprae sob estresse salino. O acumulo de solutos
(organicos e inorganicos) € o mecanismo responsavel pela diminuicao do potencial
osmoético da célula mantendo o gradiente de potencial hidrico (Munns e Tester,
2008). Por outro lado, os ions Na* e CI sdo toxicos e seu acumulo pode causar

sérios danos nas plantas (Munns e Tester, 2008). Neste estudo, os dados
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evidenciam que sob condi¢des de estresse salino, as plantas de noni ajustaram-se
osmoticamente, visto que nenhum efeito de déficit hidrico foi determinado pelo TRA.
A reducdo da gs e da E indica que o fechamento estomatico favoreceu a
manutencao da hidratagdo das plantas do tratamento de estresse salino, o que foi
evidenciado pea manutencédo da EUA.

A reducdo na integridade absoluta das membranas avaliada pelo
extravasamento de eletrélitos também foi observada em Brassica napus e Ananas
porteanus em fungdo do aumento das concentragbes de sais na agua de irrigagéao
(Ashraf e Ali, 2008; Mendes et al., 2011). Segundo Mendes et al. (2011), a redugéo
na PIA reflete a extensao da peroxidacao de lipidios causados por espécies reativas
de oxigénio. Ashraf e Ali (2008) observaram que o aumento da integridade das
membranas em plantas tolerantes a salinidade de Brassica napus esta relacionada

ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes.

4.5. CONCLUSOES

A salinidade afeta a producdo de massa seca na parte aérea, as trocas
gasosas, os teores de pigmentos e os danos membranares em plantas de noni, mas
nao acarreta alteragdes substanciais na emissao de fluorescéncia da clorofila a e no
teor relativo de agua. O estresse salino também diminuiu a capacidade de
fotoprotegdo do noni pelo ciclo das xantofilas. A andlise dos dados sugere que o
noni apresenta como mecanismo de tolerancia a salinidade o fechamento
estomatico, diminuindo a perda de agua pela transpiragdo e mantendo o status
hidrico da planta.
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CAPITULO 5

CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizacdo de solos afetados pela salinidade e/ou o aproveitamento de
agua de qualidade inferior na agricultura, pode ser mais uma alternativa para manter
a produgdo agricola e renda aos produtores, minimizando a migragdo das
populacdes rurais para areas urbanas. O problema de salinidade ocorre
principalmente em regides aridas e semiaridas onde pesquisadores e agricultores
tém utilizado como estratégia de manejo a introducéo de espécies ou cultivares
resistente a salinidade.

A resposta das plantas ao estresse salino é muito complexa, em virtude da
grande diversidade de mecanismos de aclimatacdo e adaptacdo. Na literatura ha
relatos de mudangas fisioldgicas e bioquimicas como mecanismos de tolerancia das
plantas a salinidade. Entre esses, pode-se destacar a redugcdo da area foliar,
condutancia estomatica e transpiracdo, bem como o acumulo de solutos organicos
(carboidratos, aminoacidos, prolina e proteinas) e inorganicos (Na* e CI).

O noni por ser uma fruta com importancia fitoterapéutica e boa adaptagcao as
diversas condigdes ambientais surge como uma opgao de estudos em condigbes
salinas. Nesta pesquisa, a salinidade afetou o crescimento, as trocas gasosas, 0
status hidrico, a fluorescéncia da clorofila a e os teores de pigmentos fotossintéticos
e de solutos organicos e inorganicos.

Nas variaveis de crescimento a salinidade diminuiu o didametro do caule, a
altura, o numero de folhas e a producdo de massa seca das folhas, caules e raizes.
Em contraste, a salinidade aumentou o indice de esclerofilia e a suculéncia, mas néao
alterou o teor relativo de agua.

Das variaveis de trocas gasosas, a fotossintese, a condutancia estomatica e
a transpiracdo diminuiram com a salinidade, mas manteve a eficiéncia do uso da
agua. Portanto, os dados sugerem que o noni apresenta como mecanismo de
tolerancia a salinidade o fechamento estomatico, diminuindo a perda de agua pela
transpiragao e mantendo o status hidrico o que foi confirmado pela manutencao do
TRA.

A salinidade ndo acarretou alteracbes substanciais nas variaveis

relacionadas com a eficiéncia quantica potencial (F./Fn, Fo € Fn,). Para as variaveis
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da eficiéncia quantica efetiva (Y), Yno € Ynpo), @ salinidade aumentou a dissipagdo
de energia térmica e de fluorescéncia durante a transferéncia de excitacdo. Por
outro lado, a fragdo da radiacdo que € dissipada na forma de calor pelo ciclo das
xantofilas diminuiu com o estresse salino. Entre as diferentes vias de dissipacao da
energia de excitacdo avaliadas, a observagdo que o aumento de Yyno oOcorreu
concomitantemente a reducdo de Ynpq indica que a salinidade diminuiu a
capacidade de fotoprotecao do noni contra o excesso de radiacdo. Esta hipotese
pode ser suportada pela observagao que a salinidade também reduziu os teores de
carotendides.

Para os teores de solutos inorganicos o noni ndo apresentou mecanismos de
restricdo ao transporte de Na* e CI para as folhas, as quais apresentaram as
maiores concentracbes destes ions. Entretanto, os dados obtidos foram
extremamente altos, sugerindo a ocorréncia de compartimentalizacdo de Na* e CI
no vacuolo. Além disso, o aumento dos teores Na* e CI induziu o desequilibrio
nutricional nos teores de N, P e K* nas plantas de noni, principalmente na relacdo
K*/Na®. Assim, o aumento da salinidade causou alteracdes na homeostase iénica
das plantas de noni o que pode, ao menos em parte, explicar a reducdo do
crescimento induzida pelo sal.

Os resultados também mostraram que, quantitativamente, os carboidratos
soluveis e os aminoacidos livres sdo os principais solutos organicos que contribuem
para o potencial osmoético da célula em plantas de noni e a prolina, embora nao
contribua substancialmente para o potencial osmdtico, deve desempenhar outro
papel na aclimatacdo das plantas de noni ao estresse salino e/ou € uma indicadora
dos disturbios metabdlicos induzidos pela salinidade.

O grau de tolerancia a salinidade e a intensidade do estresse salino séo
fatores chave no cultivo das espécies tanto em condi¢gdes controladas como nas
areas afetadas pelos sais. Dessa forma, o estudo em solugao nutritiva e em casa de
vegetacdo tem uma importancia fundamental nas pesquisas que objetivam o
conhecimento dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos nas espécies vegetais.
Essas condi¢gdes permitem um maior controle, tanto do ambiente radicular como
uma maior uniformidade das variaveis climaticas, as quais podem interferir
significativamente nos resultados e conclusées deste tipo de pesquisa. Assim, o
isolamento do efeito da salinidade dos demais fatores € essencial para a precisdo da

pesquisa.
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Todavia, torna-se necessario a elaboracdo de novos trabalhos com o cultivo
do noni em condi¢des de campo, visando definir o nivel de tolerancia da cultura a
salinidade no solo e na agua de irrigacdo, bem como as possiveis técnicas de
manejo do solo e da agua que possibilitem uma producgao viavel. Outra sugestao de
pesquisa é a avaliacdo da influéncia da salinidade na qualidade e quantidade dos

compostos fitoterapéuticos.



