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Introducéo

A familia Annnonaceae compreende aproximadamente 128 géneros e 2300
espécies (Judd, 1999). Esta familia apresenta centros de distribuicdo na regido
Amazbnica e Guianas e a sua origem se deu principalmente na América Central,
Brasil e india.

As Annonaceae tem flores de tamanhos diversos e as cores variam de
esbranquicadas, creme amareladas, esverdeadas até a cor vinho. Vegetativamente a
familia pode ser reconhecida pelo odor forte do tronco ou dos ramos (Rizzini, 1994).
Sao plantas caracterizadas pelo habito arbéreo, ou muitas vezes pela presenca de
arvoretas, raramente na forma de lianas.

Os principais géneros representantes sdo Guatteria, Uvaria , Annona,
Polyalthia,, Artabotrhys e Rollinia. (Judd, 1999). O género Annona compreende mais
de 120 espécies. Algumas delas séo originarias do tropico, de regides equatoriais, do
continente americano e ilhas Caribenhas. (Bridg et al.,1994). Se caracterizam por
produzirem frutos compostos ou sincarpos fecundados conjuntamente sendo a
Annona muricata L.. e a Annona squamosa L. as espécies mais importantes entre as
arvores frutiferas (Pinto e Silva, 1995).

A pinha (Annona squamosa L..) € uma das principais espécies de Annona
cultivada nas regides tropicais (Morton, 1987). E uma planta cuja distribuicdo ocorre
nos trépicos, originaria provavelmente das Antilhas e regides vizinhas (Siméo, 1972;
Silva e Lopes, 1985; Leon, 1987). Se caracteriza como uma arvore média de até 8 m
de altura, com flores opostas as folhas, fruto carnoso composto, globoso até 12 cm
de diametro, polpa branco-amarelada saborosa, o que desperta interesse comercial
da fruta.

A adaptacdo desta espécie as regides semi-aridas tornou-se uma importante
alternativa agroecondmica e alimentar, especialmente para a regidao Nordeste do
Brasil. Em razdo destas vantagens o cultivo da pinha vem se expandindo

particularmente nos estados da Bahia e Alagoas.



A graviola (Annona muricata L.) tem habito de crescimento ereto e alto o que
resulta em plantas de alto porte. Tem uma altura média de cerca de 4 a 8 metros,
flores hermafroditas, de cor verde escuro quando em crescimento e verde-claro
guando préoximas a antese, o fruto € uma baga composta ou sincarpo ovoide ou
elipisoide, polpa branca muito apreciada comercialmente. A crescente demanda e
interesse pela graviola justificam a sua inclusdo entre as frutas tropicais brasileiras
de excelente valor comercial para consumidores e industrias de sucos. (Pinto e Silva,
1995).

A graviola é uma fruteira utilizada tanto para consumo in natura de seu fruto
como para a industrializacdo de sua polpa sob forma de sucos. Seus maiores
produtores no Brasil se encontram nas regides Nordeste e Norte. Problemas de
manejo adequado tem diminuido sua expansao (Calzavara e Mduller, 1987). Ambas
espécies sao tropicais e se desenvolvem em climas variando de 21°C a 30°C.

Plantas crescidas em regides costeiras e semi-aridas podem estar expostas a
condicbes salinas (Maas, 1994). Nos habitats salinos, o vigor das plantas depende
da concentracdo e da composicdo da solucdo quimica do solo. Nas regifes umidas
0s solos salinos contém predominantemente NaCl (Larcher, 1986). Em arroz,
geralmente os efeitos salinos sdo mais severos nas plantas cultivadas nas regifes
aridas do que nas umidas (Asch et al., 1999).

Nas regides secas (arido e semi-arido), como o sertdo da Bahia, os pocos
artesianos propiciam a retirada de agua salobra das camadas mais profundas do
solo, submetendo as plantas que la se desenvolvem a condi¢Bes de estresse salino.

Estresse € uma condi¢cdo adversa ou influéncia que tende a inibir o sistema de
funcionamento normal do organismo vivo. As plantas podem responder ao
estresse de varias maneiras: escapando dos efeitos de estresse para completar
seu crescimento durante periodos mais favoraveis, sofrendo injarias que podem
ser letais ou ndo ou desenvolvendo mecanismos que possibilitem sua
sobrevivéncia em condi¢do estressante como ajustamento osmatico, alteracdes
anatdbmicas, de crescimento e em sistemas antioxidantes. (Azevedo et al., 1998;
Del Cura et al., 1996)



A salinidade afeta varios processos ao longo do ciclo da planta, como a
germinacdo (um dos estadios mais criticos do ciclo), crescimento (intensamente
influenciado pela presenca de sal), florescimento e producdo de sementes (Sibole et
al. , 1998). O efeito da salinidade no crescimento da planta depende em parte de
fatores que afetam a aquisi¢ao do carbono (Yeo, 1983).

No caso de estresse salino ocorre um excesso de ions, particularmente o Na*
e CI podendo haver efeitos especificos de toxicidade de cada elemento. Outra forma
de estresse que pode prejudicar o desenvolvimento da planta em consequéncia da
alta concentracdo de sal & a diminuicdo do potencial hidrico gerado em funcdo da
presenca do NaCl (o que se constitui em uma seca fisiologica) dificultando a
absorcdo de agua e sais minerais.

O excesso de Na' pode causar danos na integridade da membrana, nos
processos de fosforilacdo, inibir enzimas ou causar uma disfuncdo metabdlica. A
reducdo de assimilacado do carbono ocorre em funcdo da combinacdo na reducéo de
fotossintese e do aumento da respiragdo. Na* entra na célula da raiz movendo-se
contra um gradiente de concentracdo. A concentracdo interna € mantida baixa com o
auxilio de uma bomba de sédio que expulsa o sodio ativamente. (Hopkins, 1995).

Varios estudos vém sendo realizados com o intuito de compreender os
mecanismos através dos quais a salinidade afeta o0 metabolismo vegetal, reduzindo o
crescimento e o desenvolvimento. Barbosa e colaboradores (Barbosa et al., 2001)
estudando plantulas de feijdo de corda cv. Pitilba, realizaram as determina¢des de
comprimento, matérias fresca e seca nhas raizes das plantulas nos diferentes
estadios fisiolégicos em condi¢cdes controle e em tratamento salino (NaCl 0,1M).
Observou-se que as plantulas submetidas ao estresse salino levaram 5 dias a mais
para atingir o estadio de desenvolvimento fisiolégico que as plantulas controle,
sugerindo que a salinidade retarda o crescimento e o desenvolvimento desta
leguminosa.

Nas plantas, a salinidade pode induzir altera¢cdes no metabolismo de proteinas
e acidos nucléicos principalmente por interferir na absor¢cdo de N, fotossintese,

respiracdo, etc (Cheeseman, 1988; Corpas et al., 1993). A fotossintese € geralmente



diminuida em plantas expostas a salinidade e pode declinar conforme aumenta o
tempo de exposicdo ao sal (Munns e Termaat, 1986).

A absorcdo de nitrogénio também fica comprometida nas plantas intoxicadas
(Botella et al., 1994). Estes autores verificaram um efeito inibitério do CI" na absorcao
de NOj3 e citam que, em solos salinos, a adicdo de ambas as formas de N (NOs e
NH,") pode ser benéfica para a planta.

Larcher (1986) também cita que no caso do estresse salino, a producédo de
matéria seca e a taxa de crescimento declinam, prejudicando, especialmente, o
crescimento das raizes. Bernstein et al. (1993) verificaram que em sorgo, elevadas
concentracdes de NaCl no meio de cultivo afetavam também a zona de crescimento
da folha, reduzindo assim a expansao foliar.

Plantulas de Annona muricata e Annona cherimola submetidas a estresse
salino de 30mM e 60 mM né&o apresentaram diferenca significativa na producao de
matéria seca da parte aérea em A. muricata. Porém, A. cherimola, apresentou
gueda em torno de 40%. (Ebert, 1998)

Em milho, a alta salinidade do solo reduz o numero de folhas (Shannon et al.,
1994) e em plantulas de goiabeira (Psidium guajava L.) a salinidade reduz o nimero
de folhas , o didmetro do caule, peso e a area foliar (Patil et al., 1984).

Também em goiabeira submetida a diferentes concentracfes e tipos de sais,
Desai e Sing (1980) e Ferreira (1998) obtiveram resultados de reducdo de matéria
seca. O efeito do cloreto de sddio na reducdo das varidveis estudadas foi mais
expressivo aos 50 dias apos o inicio do estresse. Durante todo o tempo de
exposicdo todas as variaveis estudadas sofreram uma reducdo progressiva em
funcdo do aumento da salinidade, sendo a variavel menos afetada o namero de
folhas na planta que decresceu a partir de 120 mM de NaCl. Em todas as épocas de
avaliacdo a area foliar/planta foi 0 componente mais severamente atingido.

Além da diminui¢cdo do valor real dos parametros de crescimento, a abertura
estomatica geralmente também € diminuida em plantas estressadas. O controle da
abertura estomatica é um fator importantissimo para possibilitar as plantas sobreviver

em condicdes de estresse hidrico.



Em trabalho recente (Erdei et al., 1998) sugerem uma conexao entre o agente
estressor (sal) e o ritmo biolégico da planta. As observacdes feitas por estes autores
guanto a atividade de enzimas antioxidantes e resisténcia estomatica, indicam que o
estresse salino poderia modificar e dessincronizar as oscilagbes bioquimicas e
fisiologicas. Um exemplo é a regulacdo da abertura estomética que se da, entre
outros fatores, devido a existéncia de ritmos circadianos. Esse ritmo é imposto a
planta pela alternancia regular do dia e da noite e desaparece gradualmente se as
plantas forem mantidas continuamente a luz ou no escuro. Na maioria das plantas os
estbmatos se abrem rapidamente depois do nascer do sol, se fecham
temporariamente por volta do meio dia e se abrem novamente a tarde (Sutcliffe,
1980).

Algumas espécies minimizam a perda de agua mediante maior sensibilidade
estomatica enquanto outras sao capazes de permanecer fotossintetizando , mesmo
quando ocorre uma reducdo no seu conteudo hidrico (Levitt, 1972).

Tavora (Tavora et al., 2001) realizaram um experimento com plantulas de
graviola cultivadas em hidroponia que apos 30 dias receberam os tratamentos de 0,
30, 60, 90, 120 e 150 mM de NaCl, e observaram que a faixa de tolerancia da
graviola ao estresse salino situou-se entre 120 mM e 150 mM de NaCl. Os autores
observaram que o aumento da salinidade determinou uma diminuicdo na producgéo
da matéria seca total. A raiz e a parte aérea se comportaram de forma semelhante
fazendo com que a relacdo entre si ndo se alterasse muito aos 30 dias apds o inicio
do estresse. A altura da planta, nimero de folhas, area foliar/planta e area foliar
unitaria foram reduzidas em funcdo do estresse, sendo as duas Ultimas as variaveis
mais afetadas. Eles verificaram também que a condutancia estomatica e a
transpiracdo decresceram com o aumento da salinidade.

Muitas plantas respondem ao estresse hidrico e salino diminuindo o seu
potencial osmoético em funcdo do acumulo de solutos. Este processo é conhecido
como ajustamento osmotico. Os  solutos incluem ions inorganicos, acucares e
aminoacidos livres. Um aminoacido que parece ter sua producdo alterada com o
estresse € a prolina (Lutts et al.,, 1999), um aminoacido com grupo R néo-polar
(Lehninger, 1995).



O aumento deste aminoacido em organismos submetidos a estresse hidrico e
salino € amplamente divulgado. As alteragdes metabolicas promovidas pela
presenca do sal ou auséncia de 4gua podem causar alteracao na atividade fisiolégica
e metabdlica tanto em calos quanto em plantas (Beer et al., 1975; Kalir et al., 1984;
Piqueras et al., 1996).

Em cultura de calos de limao tolerantes a sal (Citrus limon) a quantidade de
prolina e acUcares totais, principalmente sacarose, aumentaram significativamente
guando em comparagado com o controle (Piqueras et al., 1996).

Viégas e colaboradores (Viégas et al.,, 1999) verificaram que plantas de
cajueiro crescidas em solugdo nutritiva com 100 mM de NaCl exibiram um aumento
significativo e crescente nas concentracbes de prolina e aminoacidos livres nas
folhas apGs 8 dias de tratamento.

Um outro experimento com o género Melaleuca na Autralia, levaram Naidu e
colaboradores (Naidu et al., 2000) a conclusédo de que as espécies que acumularam
prolina sdo plantas adaptadas a solos salinos sugerindo-se que isto ocorra devido ao
efeito osmoprotetor da prolina. A acumulacdo de osmoprotetores € um fendmeno
crucial na adaptacdo de plantas a salinidade (Aspinall e Paleg, 1981; Wyn Jones e
Storey 1981; Hanson et al., 1994).

Além de alteracdes na composicdo de aminoacidos, a salinidade afeta
também a anatomia das plantulas submetidas a este tipo de estresse. Segundo
Morretes (1969) o efeito dos fatores agua, luz e temperatura sobre a estrutura
morfologica e anatdbmica dos 6rgaos vegetais, (especialmente das folhas) vem sendo
estudados isoladamente por varios pesquisadores. Provavelmente a folha seja o
orgdo das angiospermas que mais facilmente apresenta alteracbes anatbmicas
ocasionadas pelo estresse, sem excluir porém, a possibilidade de raizes e caules
também sofrerem os efeitos do ambiente em que se desenvolvem.

Bocher e Lyshede (1968) Apud Metcalf e Chalk (1979) evidenciaram que a
anatomia ecoldgica fornece um retrato parcial de varios caminhos pelos quais as
plantas podem se adaptar em seu respectivo ambiente ou a um novo fator.

Degano, 1999 observando plantas em cultura hidropbnica de Tessaria

absinthioides (Hook. Et Arn.) DC. Por 60 dias de tratamento, obteve como respostas



anatdomicas desta espécie a salinidade (NaCl) um parengyuima palicadico com
scélulas delgadas nos tratamentos com relacdo ao controle, ou seja, ela se mostra
menso desenvolvido em condigdes de salinidade.

Um outro estudo para avaliar os efeitos da salinidade na estrutura anatbmica
do trigo (Triticum aestivum L. cv. Kanchan) revelou a salinidade tornou os elementos
do metaxilema e do protoxilema desorganizados e deformados enquanto em
plantulas ndo tratadas, os mesmos eram esféricos e organizados. Devido a
salinidade houve também uma redugcdo no tamanho das células do cortex e nos
elementos vasculares. (Rashid, et al., 2001)

Mudancas anatdbmicas de epidermes da folha de plantas de tomate
submetidos ao estresse hidrico no estagio de pré-floragdo foi estudado por Sam e
colaboradores (Sam, et al., 2000). Ap6és 20 dias de germinada as plantulas foram
submetidas aos tratamentos e foi observado que o deficit da 4gua teve pouco efeito
no numero dos tricomas, no comprimento e na largura das células epidérmicas e no
comprimento dos estébmatos, mas diminuiu a densidade estomatal na superficie
adaxial.

Além da diversidade de respostas em fungédo do estadio de desenvolvimento
da planta ou do tipo de cultivo, o grau de inibicAo por condi¢cdes salinas varia
grandemente entre as espécies, assim como 0s mecanismos envolvidos na inibigdo
do crescimento (Gale, 1975).

No caso das Annonaceae, o estudo destes mecanismos ja foram realizados
sobre alguns aspectos para A. squamosa e A. senegalensis. O estresse salino em A.
squamosa promoveu alteracbes nas trocas gasosas, fluorescéncia de clorofilas,
relacdes hidricas e absorcdo de nutrientes e em Annona senegalensis houveram
respostas negativas de crescimento em fungéo da salinidade (Marler e Zozor, 1996).

De forma geral, muitos estudos ainda sdo necessarios para identificar os
varios mecanismos fisioldgicos afetados pela salinidade e tentar determinar em qual

momento estes mecanismos sao susceptiveis (Sibole et al., 1998).



OBJETIVOS

- Objetivos gerais:

Determinacdo das alteragBes anatdbmicas, metabdlicas, de crescimento e
desenvolvimento de plantulas de Annona muricata L. e Annona squamosa L.

submetidas a estresse salino.

- Objetivos especificos:

1-Definir qual das duas espécies se desenvolve melhor nas condi¢des

salinas;

2-Determinar quais as concentracdes de NaCl sédo toleradas pelas espécies

estudadas ;

3- Analisar as alteragbes que a salinidade promove na abertura estomatica
de plantulas de Annona muricata e Annona squamosa submetidas a

diferentes concentracdes salinas;

4- Analisar por microscopia Optica e eletrdnica de varredura quais as

alteracfes anatdmicas (folha), de plantulas submetidas ao NacCl;

5- Analisar as alteracdes no crescimento (radicular, parte aérea, area foliar,

peso fresco e peso seco) das espécies estudadas;

6- Verificar quais sdo as alteracdes metabdlicas (aminoacidos) das plantulas
submetidas ao estresse salino e relaciona-la as diferentes concentracdes de
NacCl;



7- Determinar as concentragdes de Na* e CI absorvidas e translocadas pela

planta.



Materiais e métodos

1-Material vegetal

O material vegetal foi constituido por sementes e plantulas das espécies
Annona squamosa L. (pinha) e Annona muricata L. (graviola) da familia

Annonaceae e sementes de alface (Lactuca sativa).

2-Locais de experimentacao

Os testes de germinacgao, cultivo das plantulas em hidroponia, processamento
do material vegetal, andlises de crescimento e analises cromatrograficas foram
desenvolvidos na Unidade Experimental Horto Florestal — UEFS. Todas as analises
de microscopia Optica foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal da
Universidade Estadual de Feira de Santana. As analises de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) foram realizados no Nucleo de Apoio a Pesquisa em
Microscopia Eletrénica Aplicada a Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA) na ESALQ-
USP. As dosagens de Na' e CI foram feitas no Laboratério de Solos do

Departamento de Nutricdo Mineral da ESALQ/USP.

3- Teste de germinacao

Foi realizado um teste para determinar a possivel presenca de inibidores de
germinacdo nas sementes de pinha e graviola. As sementes foram homogeneizadas
em agua destilada e peneiradas. O extrato foi utilizado para verificar a presenca de
inibidores de germinacdo. Lotes de 50 sementes de alface (Lactuca sativa) foram
colocados para germinar em placas de Petri com papel de germinacdo na presenca
do extrato de pinha e de graviola separadamente (tratamentos) e de agua destilada

(controle).

4- Condicoes de cultivo




Plantulas de pinha e graviola foram cultivadas em sacos com terra em dois
lotes com idades diferentes (duas semanas e dois meses). ApOs estes periodos as
plantulas foram colocadas em sistema hidroponico com solucdo nutritiva (Hoagland
e Arnon, 1952) aerada com bombas de aquario (Figura 1). As condi¢des de cultivo
foram controladas: umidade relativa (38%), temperatura (20/26°C) e fotoperiodo de
12 horas.

Para o preparo da solucdo de macronutrientes (solucdo estoque dez vezes
concentrada), cada sal foi dissolvido separadamente em agua destilada e
posteriormente misturados nesta ordem: Ca(NO3)4H,O, KNO3; KH,PO, e
MgS0O,7H,0 para que se evitasse a precipitacdo do Ca formando CaSO.. A solucéo

foi colocada em garrafao plastico e acondicionado em lugar escuro para evitar a

formacéao de fungos.

Figura 1- (A) Sistema hidropdnico montado na Unidade Experimental Horto Florestal
da Universidade Estadual de Feira de Santana; (B) Vaso da hidroponia mostrando a
aeracao fornecida pela bomba de aquéario.

Os micronutrientes foram dissolvidos na sequéncia descrita na Tabela 1 e

estocados em garrafa escura na geladeira.



A solucdo de Fe-EDTA foi preparada dissolvendo-se inicialmente o EDTA e o
NaOH em aproximadamente 800ml de &gua destilada e acrescentando-se
lentamente o FeSO,4 7H,0. O volume final foi completado até 1000 ml e a solucao
acondicionada em garrafa escura fora da geladeira (para evitar a precipitacdo do
ferro).

Para cada litro de solucdo estoque (dez vezes concentrada) de macronutriente
foi adicionado 1 ml de solucdo de micronutriente (solucdo estoque). A solucao
utiizada para a hidroponia foi a solugdo estoque de macronutrientes e
micronutrientes dez vezes diluida e acrescida de Ferro na proporgéo de 1 ml por litro
de solucéo diluida (somente na hora do uso). O pH da solucgéo final foi ajustado para
5,5. Foram utilizados 1,5 litros de solugdo nutritiva por vaso. Cada tratamento foi
conduzido em 3 vasos com 1.5 litros de solucdo nutritiva acrescido de diferentes
concentracdes de NaCl.

Tabela 1. Descricdo dos componentes e das proporgdes (micro,

macronutrientes e solucdo de Ferro) utilizados para o preparo da solugdo de
Hoagland e Arnon (1952).

Macronutrientes Peso Molecular Peso utilizado
Ca(NO3)4H,0 236 354 g/30L
KNO; 101 151,5 g/30L
KH,PO,4 136 40,8 g/30L
MgSO,7H,0 246, 48 147,6 g/30L
Micronutrientes

H3BO3 61,83 7,15 g/200ml
MnCl4H,0 197,91 4,52 g/200ml
ZnS045H,0 287,34 0,55 g/200ml
CuS045H,0 249,68 0,20 g/200ml
H,MnO, ou NaMoO, 241,95 0,225 g/200ml
FE+EDTA

FeSO,47H,0 278,03 25 g/1000ml
NaOH 40 3,65 g/1000ml

EDTA 372,24 33,2 g/1000ml




4.1- Tratamentos de estresse salino

Lotes de plantulas das espécies de Annonaceae ainda ndo expostas a NacCl
foram pesadas e o crescimento radicular aferido. As plantulas que apresentaram
uniformidade no comprimento radicular e no peso foram selecionadas para este
experimento. Como parametro para determinacdo das concentracdes toxicas de
NacCl foi utilizada a diminuicdo do peso fresco. As plantulas do lote com 2 semanas
de idade foram submetidas as diferentes concentragfes de NaCl (500 mM, 300 mM,
100 mM, 3 mM e controle) por 1, 2 e 3 dias. O lote com 2 meses de idade foram
submetidas as diferentes concentracdes de NaCl (300 mM, 100 mM e controle) por
1, 2, 3 e 7 dias. Nestes periodos foram feitas afericbes das medidas de crescimento

como segue abaixo.

5- Determinacdo das medidas de crescimento

5.1 Parte aérea
A altura da parte aérea foi determinada com auxilio de régua milimetrada.
Para a determinacdo da altura foi feita a medi¢cdo desde a base até o ponto mais

extremo do caule. Os resultados sao expressos em centimetros/dias.

5.2 Comprimento da raiz
O comprimento da raiz foi medido utilizando-se uma régua milimetrada. A
medida foi feita da ponta mais extrema da raiz até a base do caule (inicio do sistema

radicular). Os resultados sdo expressos em centimetros/dias.

5.3 Peso fresco
O peso fresco total das plantulas controle e dos diferentes tratamentos foram
determinados em balanca MARTE modelo AS 2000. Os resultados sao expressos

em gramas/dias.

5.4 Peso Seco



O peso seco total das plantulas controle e dos diferentes tratamentos foram
determinados em balanca analitica BOSCH modelo S 2000 apds a secagem por 3
dias do material vegetal em estufa a 60°C com ventilacdo forcada. Os resultados

sao expressos em gramas/dias.

5.5 Area foliar

A érea foliar foi determinada pela separacdo de dez discos (com diametro
conhecido) de folhas completamente estendidas. Os dez discos e todas as folhas da
planta foram secos nas mesmas condi¢des do item 5.4. A partir dos valores de peso
seco dos discos (cuja somatéria da area foliar era conhecida) foi determinada a area

foliar total da plantula. Os resultados sé&o expressos em centimetros quadrados/dias.

6- Determinacado da abertura estomatica

Para determinacdo da abertura estomatica, plantulas com dois meses de
idade de ambas as espécies foram cultivadas em terra e transferidas para o sistema
hidrop6nico com solugéo nutritiva como ja descrito na item 4. O tratamento utilizado
foi de 100 mM de NaCl por 3 dias e controle. Na face abaxial de cada tratamento
foram passadas duas camadas de esmalte incolor e as folhas retiradas. Depois de
seca foi retirada a pelicula de esmalte e esta foi levada ao microscopio Optico para
determinacdo da abertura dos estdmatos. O procedimento foi repetido das 9:00 as
17:00 horas com intervalos de 1 hora.

A determinacdo da abertura estomatica foi feita para os tratamentos contando-
se 50 estdmatos por horario de tratamento. Os resultados sdo expressos em

percentagem de estdématos abertos/ hora.

7- Determinacdo da concentracdo de Na* e Cl ~ nos tecidos

Para estas analises foram utilizadas plantulas com 2 meses de idade. Foram
coletadas separadamente raizes e folhas (folhas novas e folhas velhas) de Annona
muricata L. e Annona squamosa L. de tratamentos controle e 100 mM de NaCl. O

tempo de exposicdo ao NaCl em hidroponia foi de 7 dias.



Apés a coleta, folhas e raizes foram lavadas varias vezes em agua destilada
(seis recipientes distintos), para que ndo permanecesse Na' e CI" aderido a parede
externa do tecido. Em seguida, o material foi seco e acondicionado em sacos de
papel pardo e submetidos a secagem (60°C) por 4 dias.

O material seco foi macerado e acondicionado em “eppendorfs”.
Posteriormente o material foi transportado para o laboratério de solos da ESALQ-
USP, onde foram dosados os ions Na® e Cl . O Na" foi medido pelo método de
digestao nitrica perclorica e a determinagdo da dosagem de CI foi feita pelo método
de titulometria de nitrato de prata.

Os resultados foram expressos em quantidade de Na® e CI' (mg/Kg matéria

seca).

8- Anélises qualitativas de aminoacidos

As andlises qualitativas de aminoécidos foram feitas em plantulas de Annona
squamosa L. e Annona muricata L. submetidas ou ndo (controle) as concentracdes
de 3, 100, 300 e 500 mM de NaCl apés 3 dias. As plantulas tiveram suas raizes e
parte aérea separadas e ambos os tecidos congelados em nitrogénio liquido e
mantido em Freezer a -20°C até o momento da analise.

A extracdo de aminoéacidos foi feita com o material vegetal (anteriormente
congelado) colocado em almofariz de porcelana. O material vegetal foi macerado
com agua destilada e o sobrenadante das extracdes (amostras) foram colocados em
“eppendorfs” e mantidos congelados até o momento da cromatografia.

Para a cromatrografia foram utilizadas placas de silica gel sobre poliester de
20 x 20 cm (Sigma Aldrich).

Antes da aplicacdo das amostras as placas foram ativadas a 60°C por 120
minutos em estufa. As amostras foram aplicadas em aliquotas de 60ul nas placas de
cromatrografia com o auxilio de uma pipeta automatica.

Foi feita uma placa padrdo com os seguintes aminoacidos (Sigma): alanina,
serina, prolina, arginina, glicina, leucina, asparagina, treonina, cisteina, glutamina,

histidina, lisina e glutamina.



As placas foram colocadas em cuba cromatrogréafica contendo como solvente
alcool butilico, acetona, hidroxido de amonio e agua destilada (50:50:25:10). A
cromatrografia foi finalizada quando faltavam 3 cm para o solvente chegar ao final da
parte superior da placa e permaneceram secando em capela de exaustdo por 12
horas. Os cromatogramas foram revelados com uma solucao de 0,2% de ninidrina
em acetona(P.A.).

A partir de comparacdo entre as placas das amostras e dos padrbes de

aminoacidos pode-se determinar quais os aminoacidos presentes nos extratos.

9- Andlises anatbmicas

9.1- Microscopia Optica

Plantulas de Annona squamosa L. e Annona muricata L. com duas semanas
de idade foram submetidas a concentracdo de 100 mM de NaCl e controle por um
periodo de 7 dias. Folhas novas e raizes foram coletadas e destinadas as analises
anatdmicas. O material vegetal foi fixado em alcool a 70% e cortado
transversalmente a méao livre com lamina de barbear Para a folha foi utlizada a
regido do limbo incluindo a nervura principal e peciolo.

O material foi descolorido em hipoclorito de sodio a 50% e o corante usado foi
0 metacromatico azul de toluidina (0,5%) onde submeteu-se o corte a trés banhos
rapidos e sucessivos de :

1- agua destilada;

2- azul de toluidina;

3- é&gua destilada.

Em seguida o material foi fixado com glicerina a 50% e lutado com esmalte.

Os testes para deteccdo de amido foram feitos com coloragéo utilizando lugol

e para identificacao de gotas lipidicas foi utilizado o Sudan IV (Kraus e Arduin, 1997).

9.2- Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)



Para a observacdo em MEV foram utilizadas plantulas com duas semanas de
idade de Annona squamosa L. e Annona muricata L. submetidas aos tratamentos
salinos de 100 mM e controle por 7 dias.

Folhas novas foram coletadas as 10:00 h da manha e fixadas em 4&lcool
70%.0 material foi levado ao NAP/NEPA (ESALQ/USP). Para o preparo das
amostras, o material foi submetido a reidratacdo em banhos sucessivos de 10
minutos em concentracdes decrescentes de alcool (60, 50, 40, 30, 20, 10 e 0 %).

Apés a reidratacdo foi feita a fixacdo de folhas em fixador Karnovsky
modificado-Glutaraldeido 2,5%, Formaldeido 2,5 % em Tampao Cacodilato de Sodio
0,05 M, pH 7,2. Este fixador combina a rapidez com que o formol penetra matando
rapidamente a célula com a capacidade do glutaraldeido em preservar a estrutura
da célula. Deste modo, sdo formadas pontes entre as moléculas gragas aos dois
grupamentos aldeidicos nas extremidades do glutaraldeido, criando assim uma
trama tridimensional O material permaneceu neste fixador por 1 dia em geladeira.

A pos-fixacdo foi feita com tetréxido de ésmio (OsO,) lavando-se a amostra
pré-fixada em aldeido com 3 passagens de cerca de 10 minutos em tampao
Cacodilato 0,05 M pH 7,2 e imersdo em uma solucdo de (OsO4) 1% em Tampdao
Cacodilato 0,05 M pH 7,2 por uma hora a temperatura ambiente em uma capela. O
0s0O,4 ou &cido ésmico, funciona como fixador gracas aos oito grupamentos ativos
gue possui, 0S quais ao reagir com proteinas, acidos nucléicos, polissacarideos e
lipidios resultam em uma trama tridimensional estabilizando a estrutura da célula.
Além disso, na MEV, o OsO, funciona com emissor de elétrons secundarios,
melhorando a qualidade da imagem gerada.

Apés a pos-fixagdo com OsO,4, a mostra fixada foi lavada com agua destilada
rapidamente por 3 vezes e a seguir passada em solucdes de concentragcdo crescente
de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) permanecendo cerca de 10 minutos em cada
uma. Na solucdo a 100% foi feita passagem do material por 3 vezes de 10 minutos.
Feito o processo de desidratacdo, as amostras foram secas em ponto critico com
CO..



O material biologico foi acondicionado em “stubs” (suporte préprio para
observacdo em MEV) e em seguida recebeu uma cobertura de ouro de cerca de 100-
200 A por um processo conhecido com “sputtering”.

Apls este preparo as amostras foram visualizadas em um Microscopio
Eletrénico de Varredura modelo DSM 940 A da Zeiss. As imagens foram digitalizadas

em disquete e impressas em papel Glossy.



Resultados e discussao

Os testes germinativos das sementes de Annona muricata Annona squamosa
nao evidenciaram a presenca de inibidor de germinacdo uma vez que nao houve
diferenca entre a porcentagem de germinacdo de sementes de alface tratadas com

agua e com extrato de sementes.

O peso fresco (g) foi um dos parametros de crescimento mais afetado nas
duas espécies quando submetidas as concentracbes de NaCl (Fig.2). Verificou-se
uma diminuicdo do peso fresco das plantulas principalmente nos tratamentos em

periodos mais prolongados de exposi¢do ao NaCl.

Uma diferenca observada entre os dois lotes de plantulas (com 2 meses e 2
semanas de idade) foi que as plantulas mais jovens apresentaram maior perda de
peso fresco que as plantulas de 2 meses. No experimento utilizando-se plantulas
com 2 semanas de idade (Fig. 2A e 2B) houve uma diminuicdo do peso fresco em
plantulas de pinha muito mais acentuada que em plantulas de graviola. Em
concentracdes maiores que 300 mM de NaCl as plantulas de pinha foram afetadas
com a salinidade reduzindo o seu peso fresco em relacdo ao controle ja no primeiro
dia de tratamento. O peso fresco diminuiu consideravelmente no segundo e terceiro

dia, principalmente em concentragdes maiores de NacCl.

O peso fresco em graviola s6 diminuiu no terceiro dia de tratamento na
concentracdo de sal de 500 mM, néo tendo sido observado a mesma sensibilidade

ao sal que em plantulas de pinha.

As plantulas com 2 meses de ambas as espécies ndao diminuiram o peso

fresco mesmo nas maiores concentracdes de sal (Fig. 2C e 2D).

De acordo com Ebert (Ebert, 1998) que trabalhou com plantulas de graviola com 2
anos de idade submetidas as concentracdes de 30 e 60 mM de NaCl por 8 semanas
em sistema hidropdnico, esta espécie ndo tem o0 seu crescimento vegetativo afetado

pelo tratamento salino, como ocorre em outras espécies de Annona.
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Figura 2- Determinacdo do peso fresco (g) em plantulas de Annona squamosa (A) e Annona muricata (B)
com 2 semanas de idade submetidas a diferentes tratamentos salinos (0, 3,100, 300 e 500 mM) por 1, 2
e 3 dias e Annona squamosa (C) e Annona muricata (D) com 2 meses de idade submetidas a diferentes
tratamentos salinos (0, 100 e 300 mM) por 1, 2, 3 e 7 dias.



A sensibilidade das plantas a altas concentracdes de NaCl pode resultar na
ocorréncia de sintomas nas folhas como necrose, reducdo do crescimento e perda
de peso fresco. Estes efeitos sdo devido ao excessivo aumento e translocacdo dos
fons de Na" e CI no tecido foliar (Munns e Termaat, 1986) que proporcionam

alteracdes no potencial osmotico (Ho e Adams, 1989).

Nas concentracOes de sal e nos periodos de tratamentos testados para as
plantulas com 2 semanas de idade houve uma diminuicdo do peso fresco em pinha
muito mais brusca que em graviola. Desta forma, sugerimos que a pinha seja mais
susceptivel a presenca do NaCl que a graviola. Essa susceptibilidade em pinha pdde
ser observada em funcdo da diminuicdo no seu peso fresco ja no primeiro dia de

tratamento.

Um outro parametro de crescimento analisado em fungcéo da salinidade foi o
crescimento da parte aérea. Novamente as alteracbes encontradas foram nas
plantulas mais jovens. Em plantulas com 2 meses de idade os resultados n&o
demonstraram diferencas nas medidas do comprimento da parte aérea para
nenhuma das espécies submetidas a diferentes concentracdes e periodos de
tratamento (Fig. 3C e 3D). Como mostra a Fig. 3A e 3B, o comprimento da parte
aérea (cm) das plantulas com 2 semanas de idade de pinha apresentou maior
alteracdo do que de graviola. A diminuicdo no comprimento da parte aérea em
plantulas de pinha foi diretamente proporcional ao tempo de tratamento. Nas
plantulas de graviola com 2 semanas de idade ndo foram observadas nenhuma
alteracdo da parte aérea, evidenciando que este parametro de avaliacao de estresse

salino também aponta a graviola como espécie mais tolerante a presenca do NacCl.

Estudando o crescimento e desenvolvimento de sorgo em plantulas com 1
semana de idade sob condi¢des de estresse salino, Lauchli e colaboradores (Lauchli
et al.,, 1993) observaram que a salinidade reduz especialmente o crescimento e
expansao das folhas, atrasando o desenvolvimento de muitas plantas. Durante 20
dias de exposicao, o sal inibiu a expansdo das folhas podendo este efeito estar
associado com a reducédo do turgor foliar causado pelo baixo potencial hidrico nas

raizes.
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Figura 3- Determinag&o do comprimento da parte aérea (cm) em plantulas de Annona squamosa (A)
e Annona muricata (B) com 2 semanas de idade submetidas a diferentes tratamentos salinos (0, 3,
100, 300 e 500 mM) por 1, 2 e 3 dias e Annona squamosa (C) e Annona muricata (D) com 2 meses
de idade submetidas a diferentes tratamentos salinos (0, 100 e 300 mM) por 1, 2,3 e 7 dias.



O comprimento da raiz também foi um parametro de crescimento analisado
em plantulas submetidas a salinidade. Diferentemente dos outros parametros, o

comprimento radicular parece ser afetado inclusive nas plantulas mais velhas.

Para as plantulas (de ambos os lotes 2 semanas e 2 meses de idade) o
comprimento das raizes foi afetado em plantulas de ambas as espécies. Nas
plantulas com 2 semanas, a presenca do NaCl em graviola ndo interferiu o
desenvolvimento do comprimento da raiz no primeiro dia. Porém, nos demais
periodos de tratamento observou-se inibicdo do crescimento em funcdo da presenca
do NaCl.

Plantulas de pinha com 2 meses de idade apresentaram 0 comprimento
radicular (cm) mais afetado com o tempo de tratamento (principalmente na maior

concentracao de sal) que as plantulas de graviola (Fig.4C e 4D).

O crescimento das raizes também ¢é afetado negativamente por condicbes de
estresse (Kaufman, 1981; Parker, 1968; Slatyer, 1967).

Larcher (Larcher, 1986) cita que no caso do estresse salino, a producao de matéria
seca e a taxa de crescimento declinam, prejudicando especialmente o crescimento
das raizes e comprometendo a absorcdo de agua e de nutrientes. Nossos dados
sugerem que este parametro possa ser uma evidéncia rapida em plantulas jovens e

adultas dos sintomas de estresse.

O peso seco (g) foi analisado em plantulas com 2 semanas com 7 dias de
exposicdo ao NaCl e demonstrou que a diminuicdo do crescimento € devido a

reducdo da absorcdo de agua e ndo a queda na taxa fotossintética (Fig 5A e 5B).

Para ambas as espécies 0 peso seco nao diferiu significativamente mesmo
nos tratamentos de 300 mM em relacdo ao controle, demonstrando que a reducédo do
crescimento constatado nas plantulas ocorreu em funcéo da redugéo na absorcéo de
agua. A salinidade acarreta uma reducdo no gradiente de potencial hidrico no
sistema solo-planta, dificultando a absorcdo de agua e favorecendo o aparecimento

do déficit hidrico responsavel pela reducéo no crescimento (Soares et al ., 2001).
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A érea foliar foi outro pardmetro analisado. Para a obtencdo destes dados
foram utilizadas plantulas com 2 meses de idade submetidas a 7 dias de exposicao
ao NaCl. Para pinha a area foliar diminuiu em plantulas submetidas a maior
concentracdo de NaCl (300 mM) e em graviola a area foliar diminuiu em relagéo ao

controle para todos os tratamentos. (Fig 6A e 6B).

Observou-se que no periodo de 7 dias de tratamento as folhas de graviola ndo
sofreram abscisdo como as folhas de pinha. Porém as folhas de ambas as espécies

comecaram a apresentar sintomas de toxicidade e secaram.

Bernstein e colaboradores (Bernstein et al., 1993) verificaram que em sorgo,
elevadas concentracdes de NaCl no meio de cultivo afetavam também a zona de

crescimento da folha, reduzindo assim a expanséo foliar.

Os dados obtidos para a determinagcdo da abertura estomatica mostraram que

o periodo de maior abertura dos estdmatos € no inicio da manha (Fig. 7A e7B).

Observou-se que as plantulas de pinha apresentaram em geral um maior
percentual de estdbmatos abertos que as plantulas de graviola. Nos cultivos
hidropdnicos (controle e tratamento) a porcentagem maxima de abertura estomética
para graviola foi de 50% (controle as 9 horas). Para pinha foi observado abertura de

100% dos estdbmatos (controle as 9 horas).

Apesar desta diferenca em valores absolutos ambas as espécies apresentam
similaridade no comportamento de abertura estomética permanecendo mais abertos

no inicio da manha e promovendo o fechamento nos horarios mais quentes do dia.

Este fato se da devido a existéncia de ciclos regulares de aproximadamente
24 horas (ritmos circadianos). Os organismos sdo geralmente submetidos a ciclos
diarios de luz e escuro, e animais e plantas as vezes exibem comportamentos

ritmicos em associacdo com estas mudancas (Homblé, 1996;Taiz e Zeiger, 1998)).
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Exemplos destes ritmos incluem movimentos das folhas e pétalas (posi¢céao dia
e noite), abertura e fechamento dos estbmatos e processos metabdlicos como a
fotossintese. Quando plantas sao transferidas de ciclos diarios de luz e escuro para
um ambiente com condi¢bes controladas de luz, muitos desses ritmos continuam a

ser expressos, ao menos por alguns dias (Taiz & Zeiger, 1998).

No intervalo entre as 14 e 17 horas houve uma tendéncia ao aumento no
percentual de estdmatos abertos nos controles e no tratamento, mais evidente nas
plantulas de pinha. Os resultados mostraram que durante todo o periodo de
observacéo (9:00 as 17:00 horas) houve um menor percentual de estdmatos abertos
nas plantas submetidas ao sal (100mM) quando comparado com o0s controles,
sugerindo assim uma interferéncia do sal na abertura estomatica para ambas as

espécies.

Em graviola observou-se que o0s estbmatos permaneceram mais tempo
fechado que os estdmatos de pinha. Provavelmente esta observagéo justifique o fato

de que a graviola tem mostrado ser mais tolerante ao NaCl que a pinha.

A maior tolerdncia da graviola pode ser verificada pela figura 8, na qual

podemos observar mais facilmente o efeito da salinidade em pinha.

Segundo alguns autores, o fechamento dos estdbmatos e a inibicdo dos
processos bioquimicos acontece em funcéo de varios tipos de estresse, como por
exemplo o hidrico e o salino (Hasegawa et al, 1986; leperen , 1996; Gosset et al,
1994; George e Nissen, 1992). Uma vez que a planta consegue minimizar os efeitos
desses estresses com o fechamento dos estbmatos ela consegue manter-se
hidratada e absorve menor quantidade de sal como aconteceu com a graviola, ja

pinha apresentou sintomas de toxidade mais rapidamente.



Fig 8- Cultivo hidropbnico de Annona (A) Annona squamosa — esquerda
(controle) e direita (tratamento de 100 mM por 7 dias) (B) Annona muricata esquerda

(controle) direita (tratamento de 100 mM por 7 dias)

O potencial hidrico dentro da folha tem um efeito potente na abertura e
fechamento dos estdmatos. Como o potencial hidrico decresce (aumento de estresse
hidrico) os estdmatos se fecham. Experimentos realizados por De Villiers e
colaboradores (De Vielliers et al., 1996) demonstraram que o estresse salino induz

mudancas no fechamento dos estdmatos.



Séao diversos os fatores que podem interferir no fenbmeno de abertura e
fechamento dos estbmatos como: a presenca da luz, o teor de gas carbonico, a
temperatura e a disponibilidade de agua. O fechamento estomatico € um resposta
fisioldégica potente a falta de agua. Em condicfes de estresse hidrico o nivel de ABA
nas folhas pode aumentar 50 vezes de 4 a 8 horas, isto leva a uma reducéo na perda
de &gua por transpiracdo devido ao fechamento dos estbmatos (Turner, 1991). A
concentracdo de ABA no mesofilo das folhas aumenta consideravelmente quando as
plantas estdo submetidas a algum tipo de estresse. A presenca do ABA nos
estdbmatos promove, entre outras alteracbes, a saida de potassio das células

guardas e consequentemente os estdmatos se fecham.

Os dados obtidos com a Microscopia Eletrénica de Varredura demonstraram
que as plantulas controle de ambas as espécies apresentaram seus estbmatos
abertos e células turgidas (Fig 8A e Fig 9A). As plantulas submetidas ao NaCl (100
mM) possuiam estdomatos fechados e células murchas (Fig 8C e 9D). A presenca do
NaCl interferiu na turgescéncia celular e consequentemente o0s estbmatos se
fecharam. Esta observacdo foi corroborada com a realizacdo da determinacdo da
abertura estomética através de molde da epiderme. Em ambas as técnicas, MEV e
molde da epiderme, os estdmatos de graviola permaneceram fechados por mais
tempo. Acreditamos que esta possa ser uma estratégia da planta para tolerar o
estresse promovendo menor perda de agua em plantulas de graviola do que em

pinha.

Os dados revelaram também maior quantidade de tricomas (Fig. 8A e Fig 9A)
nas plantulas de Annona muricata L. em relacdo a Annona squamosa L.. Este
poderia ser outro mecanismo de adaptacdo a falta de agua que possibilitaria a

graviola maior resisténcia quando em comparacao a pinha.



Figura 9- Microscopia Eletrénica de Varredura em Annona squamosa (A) Controle
sem tricomas (aumento 50 X); (B) Epiderme do controle com células targidas e
estbmatos abertos (aumento 200X); (C) Epiderme do tratamento com 100 mM de
NaCl mostrando células murchas e estdmatos fechados (aumento 200X).



Figura 10- Microscopia Eletronica de Varredura em Annona muricata (A) Epiderme
do controle evidenciando tricomas (aumento 50 X); (B) Epiderme do controle com
células turgidas e estbmatos fechados (aumento 500X); (C) Detalhe do estdmato
fechado (aumento 2000X); (D)

Epiderme do tratamento com 100 mM de NaCl mostrando células murchas (aumento
200X); (E) Epiderme do tratamento com 100 mM de NaCl mostrando estomatos
fechados (aumento 1000X).



Através da Microscopia Optica constatamos que as plantulas de Annona
squamosa L. submetidas a coloracdo com SUDAM Il (fotos ndo mostradas)
revelaram presenca muito maior de gotas lipidicas do que a Annona muricata L.. A
quantidade de gotas lipidicas foi menor em plantulas submetidas a concentracdes de
100mM de NaCl em relacdo ao controle, sugerindo-se que a planta tenha utilizado

este composto de reserva energética quando submetida a condi¢do de estresse.

Anatomicamente a folha da Annona squamosa L. (Fig. 10) apresenta lamina
dorsiventral tipica com 1 camada de palicadico e varias de lacunoso composto de

grandes espacos intercelulares.

De acordo com a Microscopia Optica, as plantulas de pinha do controle (Fig 10A)
apresentaram um parénquima palicadico com células targidas e cloroplastos
pequenos ( seta) . Ja as plantulas que foram submetidas ao NaCl (Fig 10B e 10C)
apresentaram o parénquima palicadico com células murchas e cloroplastos grandes.
Pode-se atribuir estas alteracdes a presenca do sal. Diferencas anatdbmicas em
laminas foliares foram observadas por De Villiers e colaboradores (De Vielliers et al.
, 1996) que verificaram mudancas anatdomicas nas folhas e raizes de Atriplex
semibaccata R. Br. submetidas ao estresse salino. Estes autores constataram que a

salinidade influenciou 0 nimero e tamanho dos cloroplastos e o tamanho das folhas.



Figura 11- Corte transversal de folhas de Annona squamosa coradas com azul de
toluidina a 0,5% (A) Controle — aumento de 40 X ; (B e C) tratamento de 100 mM de

Nacl — aumento de 40 X (setas indicam cloroplastos).



A Microscopia Optica realizada com plantulas de graviola também demonstrou
parénquima palicadico com células turgidas e cloroplastos pequenos no controle (Fig
11A e Fig 11B - seta) e parénquima palicadico com células murchas e cloroplastos

grandes em plantulas tratadas com NaCl (Fig 11C- seta).

Krupta et al. (1993), trabalhando com metal pesado, verificaram que a
ultraestrutura dos cloroplastos em plantas tratadas com cadmio estava alterada.
Sugere-se que esta modificacdo provocada por um metal pesado esteja presente
também neste experimento realizado com estresse salino. Varios distarbios
anatdmicos podem ser evidenciados com a presenca da salinidade (Romero-Aranda
etal., 1998).

As alteracdes anatdmicas verificadas na folha sugerem que tenha havido uma
mobilizac&o dos ions Na* e CI” da raiz para a parte aérea. Com o objetivo de verificar
se a translocagdo ocorreu, foram determinadas as concentracdes de Na* e CI' em
raizes e parte aérea de ambas as espécies (Fig.12) .

Foi observado que ambos os ions estavam presentes nas folhas jovens e
adultas de Annona muricata L. e Annona squamosa L. indicando que ocorre
translocacdo de Na* e CI nas espécies vegetais em quest&o.

Em Annona muricata L. houve um maior acimulo de Na* nas raizes quando
em comparacdo com Annona squamosa L.. A quantidade de Na* nas folhas jovens e
adultas de ambas as espécies foi muito proxima. Isto sugere que deve haver dois
mecanismos distintos de se evitar que o Na" seja translocado para a parte aérea,
onde pode promover maiores danos a planta (Jeschke et al.,, 1991). A Annona
muricata L. parece dispor de um mecanismo de sequestro dos ions nas células
radiculares e em Annona squamosa L. talvez haja um evitamento na absor¢do do

mesmo.



Figura 12- Corte transversal de folhas de Annona muricata coradas com azul de
toluidina a 0,5% (A e B) Controle — aumento de 40 X ; (C) tratamento de 100 mM de

Nacl — aumento de 40 X (setas indicam cloroplastos).
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A translocac&o dos ions Na* e CI" em Annona muricata L. e Annona cherimola
foi observada por Ebert e colaboradores (Ebert, et al., 1998). Neste experimento, a
concentracdo de Na® em Annona muricata L. foi maior nas raizes, o que foi
compativel com os nossos resultados e em Annona cherimola a taxa de Na® foi
maior em caules e raizes que em Annona muricata L..

Em algumas plantulas o Na® pode promover uma série de sintomas. Lorenzo
e colaboradores (Lorenzo et al., 2000) verificaram os efeitos da presenca do ion
sédio na nutricdo mineral de uma rosa hibrida e os resultados demonstraram que a
elongacdo do caule da planta foi negativamente correlacionada com a presenca do
sédio. Também foram verificados disturbios no teor de nitrato na planta, embora
nenhum sintoma externo de toxidade tenha sido observado.

O excesso de um elemento pode injuriar as plantas de varias formas. A
toxidez pode resultar de um potencial hidrico baixo, como ocorre em solos salinos e,
além disso podem haver efeitos especificos de cada elemento. O crescimento da
planta ocorre somente dentro de um certo limite de concentracdo de sal no meio, e
fora desse limite a planta ndo pode sobreviver (Sutcliffe, 1989).

A presenca de CI' nos diferentes tecidos vegetais de ambas as espécies
mostrou que este ion se distribui quase que igualmente pela planta, ndo tendo sido
observado seu acumulo nas raizes.

Uma distincéo a ser feita quanto a translocacéo de CI' em Annona muricata L.
e Annona squamosa L. foi o maior acimulo do ion nas folhas adultas da primeira
espécie.

Ebert e colaboradores (Ebert et al., 1998) encontraram uma maior quantidade
de CI' em todas as partes de Annona muricata L. com excecdo das raizes e em
Annona cherimola foi encontrada menor quantidade de CI nas folhas jovens da

plantula.

Romero-Aranda et al., (Romero-Aranda et al ., 1998) observaram os efeitos
fisiologicos e anatdmicos o cloreto de sodio (15 M) em espécies tolerantes de
sensiveis de Citrus verificaram que o acumulo de cloro na folha causa distarbios na

fotossintese e no crescimento da planta.



Um outro trabalho realizado por Sorey e Walker (1999) também com Citrus
demonstram que os danos causados pelo sal manifesta-se geralmente com a
gueimadura e queda das folhas o que esta diretamente relacionado com o acumulo

de Na' e CI' nas folhas.

As andlises cromatrograficas de aminoacidos livres indicaram alteracdo na
composicdo destes compostos em funcdo da presenca de NaCl. Nas folhas de
ambas as espécies (Fig. 13A e 14A) observa-se uma relacao direta entre 0 aumento
na concentragdo de prolina e o aumento na concentracdo de NaCl. Nas raizes de
Annona muricata L. (Fig. 14B) a prolina e uma banda na posicao inferior a prolina,
provavelmente, arginina, parecem diminuir de concentracdo conforme se da o
aumento da concentracdo de sal. Em Annona squamosa L. (Fig. 14 A) nenhuma

alteracdo na composicao de aminoacidos nas raizes foi observada.

O aumento da concentracdo de prolina é um indicativo de estresse hidrico e
salino. Em plantas de algodao submetidas ao estresse hidrico verificou-se que houve
um acumulo de alguns aminoacidos (principalmente arginina, prolina e asparagina)
muito maior nas células das plantas submetidas ao estresse quando em relacdo ao
controle (Kuznetsov, et al., 1999). Outro experimento realizado com feijao
demonstrou que a concentracdo de prolina nas folhas de plantas sumetidas ao
escassez de agua foi um indicativo de estresse nesta espécie. (Lazcano-Ferrat et al.,
1999).

Prolina parece se acumular em funcdo de estresse salino e hidrico ndo s6 em
plantulas intactas. Em cultura de calos de limao tolerantes a sal (Citrus limon) a
quantidade de prolina e acucares totais, principalmente sacarose, aumentaram

significativamente quando em comparagdo com o controle (Piqueras et al., 1996).



Munns e colaboradores (Munns et al., 1983) citam que a manutencdo do
turgor da célula pelo ajustamento osmotico é uma importante adaptacao fisiologica
para minimizar os efeitos do estresse salino. Este alto potencial de ajustamento
osmotico é possivel devido ao acumulo de solutos organicos (como alguns acucares

e aminoacidos) e inorganicos nestas células.



Figura 14A — Cromatrografia em silica gel de folhas de Annona squamosa
submetidas a 3 dias de tratamento salino (1- Controle; 2-3 mM; 3- 100 mM; 4- 300
mM: 5- 500 mM de NaCl (Setas indicam arginina e prolina).

Annona squamosa
alino (1- Controle; 2- 3 mM; 3- 100 mM; 4- 300

Figura 14B — Cromatrografia em silica gel de raizes de
submetidas a 3 dias de tratamento s
mM: 5- 500 mM de NaCl).



Figura 15A — Cromatrografia em silica gel de folhas de Annona muricata
2- 3 mM; 3- 100 mM; 4- 300

submetidas a 3 dias de tratamento salino (1- Controle;
mM: 5- 500 mM de NaCl) - (Seta indica prolina).
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Figura 15B — Cromatrografia em silica gel de raizes de Annona muricata
submetidas a 3 dias de tratamento salino (1- Controle; 2- 3 mM; 3- 100 mM; 4- 300
mM: 5- 500 mM de NaCl ). (Setas indicam arginina e prolina) .




Conclusoes

Plantulas de pinha sdo mais sensiveis a salinidade que plantulas de graviola em

relacido aos parametros de crescimento analisados;

A Annona muricata L. apresenta um melhor controle da abertura estomatica em

condicdes de estresse salino;

A maior presenga de tricomas em Annona muricata L. poderia ser uma das
caracteristicas responsaveis pela melhor adaptacdo desta espécie a salinidade;
Na presenca de NaCl ocorre um aumento no volume dos cloroplastos de ambas

as espécies;

A prolina aumenta em folhas de ambas as espécies submetidas a salinidade.



RESUMO

A familia Annnonaceae compreende aproximadamente 128 géneros e 2300
espécies. (Judd, 1999), sendo a Annona muricata L. e a Annona squamosa L. as
espécies mais importantes entre as arvores frutiferas. (Pinto e Silva, 1995). A
salinidade afeta véarios processos ao longo do ciclo de vida da planta. A resposta da
planta ao excesso de sal é complexa e envolve alteracdes na sua morfologia,
fisiologia, anatomia e metabolismos primario e secundério. Portanto, os efeitos do
estresse salino podem ser verificados nas alteracdes anatdbmicas, metabdlicas e no
crescimento. O objetivo deste trabalho foi analisar as alterac6es anatdomicas (através
da microscopia Optica e Eletronica de Varredura), metabodlicas (composicdo de
aminoacidos), de crescimento ( radicular, parte aérea, peso fresco, peso seco e area
foliar) e desenvolvimento de plantulas de Annona muricata L. e Annona squamosa L.
submetidas a estresse salino. Os tratamentos salinos foram conduzidos em
hidroponia na the Unidade Experimental Horto Florestal, Universidade Estadual de
Feira de Santana sob temperatura controlada de 20° C (escuro )/26°C (luz) e
fotoperiodo de 12 horas nas concentracfes de 0, 3, 100 300 e 500 mM de NaCl por 1
periodos de 1, 2 e 3 dias para as plantulas com 2 semanas de idade e de forma
similar para plantulas com 2 meses de idade por periodos de 1, 2, 3 e 7 dias em 0,
100, 300 mM de NaCl. Os resultados mostraram que as plantulas de pinha tem seu
desenvolvimento mais afetado pelo NaCl do que as plantulas de graviola. Em ambas
as espécies as maiores concentracdes de NacCl inibiram o crescimento da raiz e da
area foliar. Porém, graviola manteve o peso fresco e o comprimento da parte aérea
em relacdo ao controle. As andlises de peso fresco e seco demonstraram que a
diminuicdo do crescimento € devido a reducdo da absorcdo de agua e ndo a queda
na taxa fotossintética. A Annona muricata L. apresenta um melhor controle da
abertura estomatica em condicbes de estresse salino. Dentre as alteracfes
anatdmicas, foi constatado que na presenca de NaCl ocorre um aumento no volume

dos cloroplastos de ambas as espécies e a maior presenca de tricomas em Annona



muricata L. inclusive no controle,poderia ser uma das caracteristicas responsaveis
pela melhor adaptagcédo desta espécie a salinidade. A presenca de CI' nos diferentes
tecidos vegetais de ambas as espécies mostrou que este ion se distribui quase que
igualmente pela planta, ndo tendo sido observado seu acimulo nas raizes. O Na* foi
acumulado nas raizes de graviola apesar de ter sido encontrado também nas folhas
desta espécie. A analise de aminoacidos demonstrou a presenca de prolina somente
nas folhas de ambas as espécies nas concentracdes mais elevadas de Nacl ,

indicativo do estabelecimento do estresse nestas plantulas.



Abstract

(Physiological and anatomical alterations in  Annona muricata L. and

Annona squamosa L. seedlings submit by salt stress).

Annnonaceae family approximately 128 genus and 2300 species. (Judd,
1999), being the Annona muricata L.. andAnnona squamosa L. the most important
species of this genus (Pinto e Silva, 1995). Salinity can affect some processes in the
plant life cycle. Plant responses to salt exposure are complex and involve alterations
in morphology, physiology, anatomy and primary and secondary metabolism.
Therefore, salt stress effects can be studied by analyzing aspects related to
anatomical, metabolic and growth alterations. The main objective of this work was to
analyze the anatomical (through the light microscopy and scanning electron
microscopy), metabolic (amino acid composition), growth and development
alterations (roots length, shoots length, fresh weight, dry weight and leave surface) in
A. muricata L. and A. squamosa L. seedling esposed to salinity (NaCl) in the Unidade
Experimental Horto Florestal, Universidade Estadual de Feira de Santana. The
experiments were performed in a 12:12 h light/dark cycle at 26° C/ 20° Cin a
hydroponic system and the salt trataments were carrid out five different
concentrations of NacCl (0, 3, 100, 300 and 500 mM ) for periods of 1, 2 and 3 days for
2 weeks old seedlings. Similar experiment was carrid ourt two months old seedlings
which were exposed to 0, 100 and300 mM NaCl for periods 1, 2, 3 and 7 days. The
growth of A. squamosa seedlings was more affected by NaCl than A, muricata
seedlings. Root length and leaf area for both species were inhibited by the hightest
NaCl concentrations test. However, for A. muricata the fresh weight and shoots length
remained at the levels of the control plants. Te analyses of fresh and dry wight

suggested that the reduction in growth observed was due to water uptake reduction,



but not a decrease in the rate of photosynthesis. The Annona muricata L. exhibited a
better control of stomata opening under salt stress. Anatomic alterations such as
chloroplast size (increased volume) were cleary observed under NaCl treatment in
both species whereas the leaves of A. muricata exiibited an increased number of
trichomes, including in control plants which suggest to salinity. The presence of Cl -
in the different tissues of both the species showed that this ion was almost equally
distribuited within the plant system since it was not observed any accumulation in the
roots. It was also present in the leaves. The amino acid analysis allowed to
demonstrated the presence of prolina in leaves of both the species when exposed to
the highest concentrations oh NaCl indicating the salt stress has been established in

the seedlings.
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