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Resumo 

Este trabalho teve como objectivos principais, estudar o efeito da salinidade em porta- 

enxertos e cultivares de citrinos, assim como o efeito do silício na redução do stresse 
salino. No estudo do efeito da salinidade sobre diferentes cultivares in vivo, foram 
testados valores de condutividade eléctrica de 1, 3 e 6 dS/m. Os níveis de Na e Cf 
aumentaram significativamente (P < 0,05) nas cultivares 'NovaVCitranjeira Carrizo, 
'Nova7C//ms macrophylla, 'Valencia lateVO/mv mcicrophylla e 'Nova7C7//7/.v 
macrophylla, enquanto que os de K diminuiram. A actividade específica dos enzimas 
SOD, CAT e APX não foi significativamente afectada {P < 0,05). No ensaio in vitro 
com discos de folhas de cultivares, a aplicação de 6 dS/m aumentou significativamente 

{P < 0,05) os níveis de Na na cultivar 'NovaVCitanjeira Troyer B2, mas não na cultivar 

'Valencia late7Citranjeira Troyer B2. As concentrações de K e Cf, e a actividade 
específica da SOD, CAT e APX, não foram afectadas pela salinidade nem pela 

aplicação de 2,5 mM de silício. No estudo in vivo com porta-enxertos, foram aplicadas 
as soluções de 1, 3 e 6 dS/m de NaCI, com ou sem 2,5 mM de silício. A Tangerineira 

Sunki, foi a que melhor respondeu à presença de NaCI e silício. Neste porta-enxerto a 

concentração de Na foi aumentando significativamente {P < 0,05), enquanto que a de 
K diminuiu. Em ambos os porta-enxertos, T. Sunki e C. Troyer, a actividade específica 

da SOD, CAT e APX, aumentou com o tempo de exposição ao NaCI e na presença de 

silício. 

Palavras-chave: Citrinos, stresse salino, silício, enzimas antioxidantes 

Vlll 



Abstract 

The main goal of this work, was to study the efíect of salinity in rootstocks and 
cultivated varieties of Citrus, as well as the effect of silicium, in the reduction of saline 

stress. In the study of salinity effects in different cultivated varieties, the values of 
conductivity tested were 1, 3 e 6 dS/m. The leveis ofNa and Cf significantly increased 
{P < 0,05) in kNovaVCitranjeira Carrizo, 'NovaVOV/v/.v macrophylla, "Valencia 

lateVC/Vrws macrophylla and cNovaVC/7rw.v macrophylla, while K decreased. The 

specific activity of SOD, CAT and APX wasnT significantly affected (P < 0,05). In the 
in vitro study with cultivated varieties leaf discs, the application of 6 dS/m significantly 

increased (P < 0,05) Na concentration of 'NovaVCitranjeira Troyer B2, but not of 
'Valencia lateVCitranjeira Troyer B2. The concentrations of K and Cl", has well has 
SOD, CAT and APX specific activities were not affected by salinity, neither by the 
application of 2,5 mM of silicium. In the in vivo study with rootstocks, the treatment 

solutions applied were 1, 3 and 6 dS/m of NaCl, with or without 2,5 mM of silicium. 
The Tangerineira Sunki, was the one who better respond to NaCl and silicium presence. 

In this rootstock Na concentration significantly increased (P < 0,05), while K 
decreased. In both rootstocks, T. Sunki and C. Troyer, the specific activity of SOD, 
CAT and APX increased with exposure time to NaCl and in the presence of silicium. 

Keywords: Citrus, salt stress, silicium, antioxidant enzymes 
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I. Introdução 



1. hiiroducào 

1. Enquadramento e objectivos do trabalho 

Os citrinos são a cultura agrícola mais produzida em Portugal com cerca de 340 mil 

toneladas no ano de 2002, 75% das quais são produzidas na região do Algarve (INE, 

2002). Geograficamente esta região está situada junto ao mar, pelo que a contaminação 

dos lençóis freáticos é um problema constante. Sendo esta a principal cultura agrícola 

da região, é de extrema importância o estudo dos efeitos da salinidade nestas plantas. 

Neste trabalho, foi efectuado um estudo />/ vivo com porta-enxertos, a Citranjeira Troyer 

B2, por ser dos mais utilizados na região do Algarve, e a Tangerineira Sunki, por ser 

considerada resistente à salinidade. 

Noutro ensaio, realizado na Universidade de Huelva, no âmbito do projecto 

SALC1TRUS, estudou-se o comportamento in vivo de cultivares de citrinos, a 'Valencia 

late' e 'Nova', enxertadas em Citrus macrophylla e Citranjeira Carrizo. 

Em paralelo, realizou-se outro estudo in vi iro, utilizando discos de folhas de cultivares 

de citrinos, a 'Valencia Iate' e a 'Nova', enxertadas em Citanjeira Troyer B2. 

Os objectivos principais deste trabalho, consistiram em estudar o efeito do NaCI ao 

nível do metabolismo celular, nomeadamente na: 

(1) acumulação dos iões tóxicos nas folhas de porta-enxertos e cultivares; 

(2) actividade de enzimas antioxidantes de stresse oxidativo; 

(3) produção de osmólitos (prolina); 

(4) verificação do efeito da salinidade ao nível dos lipidos de membrana (peroxidação 

de lipidos) 

Nos ensaios com plântulas de porta-enxertos e discos de folhas de cultivares de citrinos 

foi ainda testado o efeito do silício (Si) na redução do stresse salino 

2 



1. Introdução 

2. Salinidade 

2.1 Situação actual 

Numa altura em que o Mundo depende da agricultura para alimentar uma população 

sempre crescente, a quantidade de terra cultivável está a diminuir, em grande parte 

devido à salinidade dos solos (Alsup, 1998). De acordo com a FAO/Unesco (2000), 

cerca de 397 milhões de hectares de solo estão afectados pela salinidade, ou seja, 49,5% 

dos países participantes no estudo (cerca de 30 países pertencentes aos continentes 

Africano, Asiático. Americano, Oceania, Europeu). Dos 230 milhões de hectares 

regados, 19,5% estão afectados pela salinidade. 

A salinidade dos solos, é considerada o factor ambiental mais limitante do crescimento 

e produtividade das plantas (Allakhverdiev et ai, 2000) uma vez que, quando sujeitas as 

estas condições, o transporte de nutrientes é deficiente (Nelsen, 1991). Embora o sódio 

(Na ) e o cloro (Cf) sejam os elementos mais abundantes em solos salinos, também 

estão presentes outros sais solúveis como cloreto e sulfato de sódio, cálcio e magnésio 

(Abrol e/<7/., 1998). 

Na região hidrográfica do Algarve, existem vários problemas de salinizaçào que 

poderão, nalguns casos, ser provocados pela água do mar onde a concentração de Na é 

cerca de 460 mM, e a de Cf cerca de 540 mM (Taiz e Zeiger, 2002). Em 1991, o teor 

mínimo de Cf na campina de Faro já era superior ao valor máximo admitido para 

consumo humano, e o teor máximo era de 28,84 mM Cf. 

Os últimos dados disponíveis reportam a Março de 1994, e mostram um recuo inferior a 

14,10 mM de Cf. É importante salientar, que os principais fenómenos modificadores na 

região, deverão ser a intrusão marinha nas captações mais próximas do litoral, como 
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consequência de um aumento do consumo de água doce, e a dissolução de rochas 

evaporiticas em captações mais distantes da linha da costa (Lobo-Ferreira e! a/., 1995). 

2.2 Efeito da salinidade nas plantas 

Sao grandes os desafios que as plantas têm de ultrapassar, devido ao excesso de sal 

(NaCl) no solo e na água de rega. A acumulação dos iões Na e Cf na zona da raiz. 

provoca stresse osmotico, a homeostase iónica celular é interrompida, induzindo à 

inibição do transporte intracelular de elementos essenciais como K , Ca2 , e NOf e à 

acumulação de níveis tóxicos de Na e Cf (Paranychianakis e Charízoulakis, 2005). São 

três os potenciais efeitos da salinidade nas plantas; (1) a redução do potencial hídrico; 

(2) a toxicidade directa de Na e/ou Cf absorvidos e; (3) a interferência na absorção de 

nutrientes essenciais (Flowers e Flowers, 2005). 

Tendo em conta que o stresse salino envolve stresse osmótico e iónico (Hagemann e 

Erdmann, 1997; Hayashi e Murata, 1998), a supressão do crescimento está directamente 

relacionada com a concentração de sais solúveis ou com o potencial osmótico da água 

do solo (Flowers et ai, 1977; Greenway e Munns, 1980). Em plantas sensíveis à 

salinidade, a diminuição do crescimento ocorre poucas horas após contacto com o NaCl, 

e este efeito não está directamente relacionado com a concentração de Na , mas sim 

com a resposta à osmolaridade da solução externa (Munns et ai, 2000, Munns, 2002). 

As plantas desenvolveram uma panóplia de mecanismos moleculares e bioquímicos, 

para ultrapassar os efeitos do stresse salino. De entre os mecanismos bioquímicos, 

destacam-se; 

(1) a acumulação selectiva ou exclusão de iões; 
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(2) o controlo da absorção de iões pelas raízes e transporte para as folhas; 

(3) a compartimentação dos iões ao nível das células e da planta; 

(4) a síntese de osmólitos (solutos compatíveis); 

(5) a alteração das vias fotossintética e respiratória; 

(6) a alteração da estrutura da membrana; 

(7) a indução da síntese de enzimas e compostos antioxidantes, 

(8) a indução da síntese de hormonas (Fig. 1) (Bohnert e Jensen, 1996). 

Espaço Extracelular e Parede Celular 

• Exclusão de iões 
• Transporte de iões 
• Modificação da parede celular 

Citoplasma e Organelos 

• Ajuste osmótico 
• Sequestramento de radicais 

• Osmoprotecçào 
• Canais selectivos de iões 

• Aumento do bombeamento protões • Separação de iões 

Figura 1 - Funções bioquímicas associadas à tolerância das plantas ao stresse salino. A esquematização 
da célula vegetal, inclui os três compartimentos que são dcfcnidos pela membrana plasmática c tonoplasto 
{Adaptado de Bohnerl e Jensen. 1996). 



1. Imroduçào 

O ajuste osmótico que as células necessitam de fazer, envolve gastos de manutenção 

que estão relacionados com a síntese de solutos (como a prolina e betaína), transporte de 

iões e reparação da estrutura celular (Yeo, 1983; Stavarek e Rains, 1985), dai que o re- 

estabelecimento osmótico, seja mais um factor associado à diminuição do crescimento 

das plantas (Van Volkenburgh e Boyer, 1985). Também foi proposto que uma parte da 

diminuição do crescimento, poderia estar associada à supressão da fotossíntese (Prior et 

a/., 1992; Munns, 2002). 

Estudos realizados em várias espécies de plantas, indicaram que uma redução no valor 

da condutância do mesófílo, devido à salinidade, induz alterações anatómicas nas folhas 

e redução da fotossíntese em citrinos (CUrus sp.) (Romero-Aranda et ai, 1998), videiras 

{Vitis vinifera) (Gibberd et c//., 2003; Downton, 1977), e oliveiras {Olea europeu) 

(Bongi e Loreto, 1989; Loteio et a/., 2003). 

De acordo com a capacidade que as plantas têm de crescer em meios salinos, podem ser 

classificadas em dois grupos principais, glicófitas e halófítas. A grande maioria das 

plantas são glicófitas e não conseguem tolerar o stresse causado pela salinidade, 

geralmente, o crescimento diminui quando expostas a um nivel de salinidade superior a 

cerca de 10 mM de NaCl (cerca de IdS/m) (Orcutt e Nilsen, 2000). A elevada 

concentração de sal, diminui o potencial osmótico da solução do solo, criando stresse 

hídrico nas plantas. A elevada salinidade, também conduz à toxicidade iónica, uma vez 

que o Na não é imediatamente sequestrado nos vacúolos, como acontece com a grande 

maioria das halófítas (Sairam e Tyagi, 2004). Finalmente, a interacção entre o sal e os 

nutrientes minerais, pode conduzir a um desequilíbrio ou deficiência nutricional. Como 

consequência destes factores, o crescimento cessa e ocorrem danos moleculares que, em 

último caso, podem conduzir à morte celular (McCue e Hanson, 1990). 
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As plantas halófitas, toleram concentrações de sal superiores às glicófitas 

(sensivelmente acima de 50 mM de NaCl), antes que ocorra uma diminuição do seu 

crescimento (Orcutt e Nilsen, 2000). As halófitas, desenvolveram mecanismos que lhes 

permitem crescer naturalmente em ambientes salinos, sendo um desses mecanismos, a 

presença de glândulas especificas que regulam as concentrações intracelulares de Na e 

CT (Schachtman e Liu, 1999). 

Algumas culturas agricolas sào tolerantes à salinidade, dependendo da capacidade que 

têm para crescer e completar o seu ciclo de vida num substrato que contém elevada 

concentração de sal solúvel (Parida e Das, 2005). A tolerância à salinidade, está 

relacionada com a sua morfologia, capacidade de compartimentar iões e solutos 

compatíveis, regulação da transpiração, controlo do movimento dos iões, características 

de membrana, tolerância a um reduzido valor da razão K /Na no citoplasma, e com a 

presença ou ausência de glândulas salinas (Flowers e Flowers, 2005). A variabilidade 

genética observada, na tolerância a este tipo de stresse ambiental, está geralmente 

associada a capacidade de exclusão do Na e a manutenção do transporte de K (Storey 

e Walker, 1999). 

O stresse salino tem influência em grandes processos, como a fotossintese, síntese 

proteica e metabolismos energético e lipidico (Parida e Das, 2005), uma vez que além 

de causar stresse iónico e osmótico, também conduz a stresse oxidativo. 

O stresse oxidativo, traduz-se num aumento da produção de Espécies Reactivas de 

Oxigénio {ROS-Reac/ive Oxygen Species) nas plantas, que conduzem à alteração de 

moléculas como ácidos nucleícos, proteínas e lipidos (McKersie e Leshem, 1994; 

Alscher et ai, 1997; Imlay, 2003). Como consequência, os mecanismos de defesa 

celular são activados aumentando assim a resposta celular ao stresse salino (Serrano e 

Rodriguez, 2002). De entre os mecanismos de defesa, incluem-se a resposta enzimática 
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e não-enzimática (Arbona et al., 2003). Um dos primeiros ROS a ser formado durante o 

stresse oxidativo, é o aniào superóxido (Oi ) que é dismutado pelo enzima superóxido 

dismutase (SOD), resultando na formação de peróxido de hidrogénio (H2O2) e oxigénio 

molecular (O2). O H2O2 é então dismutado pela acção da catalase (CAT) e outras 

classes de peroxidases. A ascorbato peroxidase (APX) e glutationa peroxidase (GPX), 

estão distribuídas ao longo da célula e catalisam a redução do H2O2 a água, pela 

utilização de co-substractos (Azevedo Neto et ai, 2005), o ascorbato e a glutationa, 

respectivamente. 

3. Os citrinos e a salinidade 

A salinização secundária, proveniente da água de rega é um problema crescente na 

agricultura, a somar à salinidade dos solos. As espécies de citrinos crescem 

preferencialmente, em zonas semi-áridas onde a rega tem de ser constante. Nestas áreas, 

o solo e a água contêm quantidades de NaCl que podem afectar a sua produtividade 

(Ruiz et ai, 1997). Este é um problema estudado a nível agronómico (Zekri, 1993; Ruiz 

et ai, 1997), bioquímico (Cerezo et ai, 1997) e molecular (Gueta-Dahan et ai, 1997; 

Avsian-Kretchmer c/c//., 1999). 

Apesar das espécies de citrinos serem consideradas sensíveis à salinidade (Maas, 1990, 

1993), estudos indicam que dependendo do porta-enxerto (Cerdá et ai, 1977; Walker e 

Douglas, 1983; Zekri e Parsons, 1992) ou cultivar (Lloyd et ai, 1989, 1990; Nieves et 

al, 1991), existe uma variação na tolerância ao NaCl, que está geralmente associada à 

capacidade de excluir Cf e/ou Na . 

Apesar dos porta-enxertos excluírem Na das folhas, fazem-no geralmente em menor 

quantidade quando comparado com os Cf (Storey e Walker, 1999). Maas (1993), 
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considerou o porta-enxerto Tangerineira Sunki como aquele que melhor excluía Cl", 

quando comparado com a Tangerineira Cleópatra, a toranjeira ou a limeira "Rangpur 

O mesmo autor, também verificou que o porta-enxerto laranjeira azeda foi aquele que 

melhor excluiu Na , seguida da Tangerineira Cleópatra, da citranjeira 'Rusk', do 

limoeiro rugoso e da limeira 'Rangpur'. Nos citrinos, pensa-se que a variabilidade 

genética de tolerância à salinidade, está associada à capacidade que muitos porta- 

enxertos tém para excluir Cr(Storey e Walker, 1999). 

De uma maneira geral, a resposta dos citrinos à salinidade está relacionada com a 

absorção de iões no meio, que diminuem o potencial hídrico no tecido foliar e criam um 

potencial negativo na manutenção do fluxo da água ao longo do xilema (Banuls e 

Primo-Millo, 1992; Gómez-Cadenas et a/., 1998), bem com a produção de osmólitos, 

como a prolina (PRO). Este mecanismo para evitar o défice de água, tem efeitos 

adversos na fisiologia das plantas, porque ocorre em simultâneo um aumento da 

concentração de iões tóxicos para o metabolismo das células (Walker et a/., 1982; 

B anu Is et a/., 1997; Romero-Aranda et ai., 1998). 

Na tabela 1, está representa a resposta bioquímica de porta-enxertos e cultivares de 

citrinos submetidos a stresse salino, nomeadamente a acumulação de iões, a actividade 

de enzimas associados ao stresse oxidativo, a produção de osmólitos (prolina, 

prolibetaina) bem como os efeitos da salinidade ao nível dos lipidos de membrana 

(MDA-malonaldeído). 
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Tabela 1 - Resposta bioquimica de porta-enxertos c cultivares de citrinos ao stressc salino 

Porta- 

cnxcrtos/V ariedades 

Material 

biológico 
Resposta à salinidade Referencia 

Citrangeira Carrizo 

(porta-enxerto) 
folhas 

tMDA. tSOD. jAPX. 

ICAT. TPRO 
Arbona et ai. 2003 

Citrus reshnii 

(porta-enxerto) 
folhas 

tCl, TNa. iK, jCa 

jPRO. tglucose 
Fcniandcz-Ballcslcr ei ai. 1998 

Citrus sinensis 

(porta-enxerto) 
cultura células TSOD Gueta-Dahan et ai. 2003 

Citrus volkameriana 

(porta-enxerto) 

folhas 

raízes 

TSOD. TAPX. 

~ APX 
Gueta-Dahan et ai, 1997 

'Valencia late" 

(cultivar) 
folhas tprolibetaina Lioy d et a/., 1989 

Tangerineira Cleópatra 

(porta-enxerto) 
folhas iCl Moya et ai. 2003 

Citranjeira Carrizo folhas TCl Moya et ai. 2003 

Citrus reshnii 
folhas 

raízes 

fCI, TNa. TK. jCa 

tCl, TNa. iK, |Ca 
Ruiz et ai, 1997 

Citranjeira Carrizo 
folhas 

raízes 

TCl, TNa. jK. iCa 

tCl, TNa. iK. iCa 
Ruiz et o/.. 1997 

Citranjeira Carrizo 
folhas 

raízes 

TCl. TNa. TCa. ~K 

TCl. TNa. iCa . iK 
Zckri c Parsons. 1992 

Legenda: 
[ diminuição intracelular; f aumento intracelular 

MDA - Malonaldeído; PRO - Prolina 

3.1 Toxicidade dos iões cloro e sódio 

A toxicidade de determinados iões depende da capacidade que os porta-enxertos de 

citrinos têm, para limitar o seu transporte para as folhas ou para a cultivar enxertada 

(Al-Yassin, 2004). Foi proposto por Gorham et ai (1985), que um dos efeitos negativos 

do stresse salino é um desequilíbrio nutricional e/ou a toxicidade iónica, o que pode 

corresponder a níveis elevados de Na e Cf tóxicos, e baixos níveis de K e Ca" 
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(Flowers et «/., 1977; Greenway e Munns, 1980). Assim, para que as células consigam 

lidar com os efeitos iónicos adversos, provenientes da salinidade, têm de ter a 

capacidade de excluir ou sequestrar Na e Cf. Simultaneamente, têm de ter a capacidade 

de manter níveis de K e Ca" adequados às actividades metabólicas (Mansour et ai. 

2003). 

Quando existe um excesso de NaCl no meio extracelular, as raízes das plantas tendem a 

manter esses níveis relativamente constantes ao longo do tempo, exportando os iões Na 

e Cf, para o solo ou enviando-os para a parte aérea da planta. O ião Na é rapidamente 

transportado para a parte aérea, através do fluxo de transpiração no xilema, mas também 

pode ser enviado para as raízes através do floema (Tester e Davenport, 2003). 

Nos tecidos da parte aérea da planta, as elevadas concentrações de Na podem provocar 

uma série de problemas osmóticos e metabólicos. As folhas são mais susceptíveis à 

toxicidade pelo Na", comparativamente às raizes, uma vez que este ião é acumualado 

primeiramente em elevada quantidade na parte aérea, e só então nas raízes (por 

recirculação) (Tester e Davenport, 2003). 

A toxicidade metabólica do Na resulta, entre outras causas, da sua capacidade para 

competir com os locais de ligação do K", essenciais às funções celulares. Mais de 50 

enzimas são activados pelo K , e neste aspecto o Na não o pode substituir (Bhandal e 

Malik, 1988). Por esta razão, um factor importante na manutenção da tolerância à 

salinidade, consiste em manter elevados níveis da razão KTNa no citoplasma, sendo 1. 

o valor mínimo (valores intracelulares de K entre 100-200 mM e de Na < 1 mM) 

(Yeo, 1998). A manutenção do valor desta razão, depende essencialmente da actividade 

dos sistemas de transporte, localizados na membrana plasmática ou no tonoplasto 

(membrana que separa o citoplasma do vacúolo), onde estarão incluídas vias selectivas. 
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ao K e ao Na , e nào selectivas ao Na . Entre as etapas principais de manutenção da 

razão K /Na no citoplasma, incluem-se: 

(1) interface solo/raiz-simplasma, onde as membranas das células da epiderme e do 

córtex, determinam qual o ião que entra para o simplasma e em que 

concentração; 

(2) interface raiz xilenia, ao nível das células do parênquima, em que ocorre um 

segundo nível de controlo para ajustar a translocação dos iões para a parte aérea 

da planta; 

(3) compartimentação, que pode ocorrer ao nível celular, no citoplasma e no 

vacúolo (Fig I), ou ao nível dos tecidos, pela recirculação do Na e K entre as 

folhas novas e velhas (Maathuis e Amtmann, 1999). 

Portanto, se as células nào conseguirem manter os níveis de Na baixos no citoplasma, 

OU elevados níveis da razão K.YNa , vários processos enzimáticos podem ser 

interrompidos, uma vez que a síntese de proteínas requer elevada concentração de K 

(Blaha et ai, 2000; Tester e Davenport, 2003). 

Geralmente o transporte do Na é balanceado com o de Cf e o de K .O transporte de 

anioes ao longo da membrana plasmática é normalmente efectudo por transporte activo, 

sendo necessário o co-transporte com protões (Gerson e Poole, 1972; Beilby e Walker, 

1981; McClure et ai, 1990; Ruiz-Cristin e Briskin, 1991; Hawkesford et ai, 1993; 

Miller e Smith, 1996; Felle, 1994). 

A principal fonte de Cf nos citrinos é, normalmente, a solução de solo onde este é 

absorvido pelas raízes sendo depois transportado ao longo do xilema, no fluxo da 

transpiração, para a parte aérea onde é acumulado nas folhas e frutos (Raveh, 2005). 
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Quando a concentração de Cl' e elevada, é possível que o potencial de membrana seja 

menos negativo, que o potencial de equilíbrio do Cl', possibilitando o influxo passivo do 

aniào (Skerrett e Tyerman, 1994). Sob condições normais, a concentração deste aniào 

no citoplasma é de aproximadamente 20 mM (Felle, 1994; Grabov et a/., 1997). Alguns 

estudos indicam que sob condições salinas, pode ocorrer o influxo passivo de Cl" para as 

células e para o xilema, na raiz (Cram, 1973; Kingsbury e Epstein, 1986; Binzel et ai, 

1988). 

Foi sugerido por White (1999), que o influxo de Na é largamente inibido por iões 

divalentes. Sob condições de salinidade, as plantas aumentam a concentração de Ca" no 

citoplasma (Poovaiah e Reddy, 1993). Este catião, é indispensável à estabilidade das 

membranas e em processos de sinalização (Bressan et ai, 1998). O Ca2 é 

particularmente importante na nutrição das plantas expostas a salinidade, porque a sua 

função consiste em reduzir o transporte de Na aumentando o de K , resultando num 

aumento do crescimento das plantas (Rengel, 1992). 

3.2 Homeostase iónica 

Num ambiente hipersalino, o resultado será a perturbação do estado de equilíbrio iónico 

devido não só, à presença de Na e CF, mas também de K e Ca" (Niu et ai, 1995). A 

elevada concentração de NaCl, conduz à acumulação de Ca" no citoplasma, que 

aparentemente, sinaliza a resposta de stresse salino (Flasegawa et ai, 2000). 

Os iões entram para as células, através de proteínas que constituem parte integrante da 

membrana celular. Estas proteínas podem formar canais, ao longo dos quais os iões se 

difundem a favor do gradiente electroquímico, onde a proteína se ligue ao ião de um 

lado da membrana, e o liberte do outro lado (transporte activo primário) (Fig. 2) 
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(Flowers e Flowers, 2005). O processo é conduzido por bombas iónicas com gastos de 

energia, armazenada sob a forma de ATP. O movimento dos protões ao longo da 

membrana, gera diferentes concentrações de iões H (pH) e um potencial 

electroquímico. É a diferença de potencial, que permite a entrada dos catiões ao longo 

dos canais, e a diferença de concentração de iões H', gera um gradiente de protões, 

conduzindo o movimento dos iões pelos transportadores (aos quais os protões e iões se 

ligam) (Flowers e Flowers, 2005). 

Qualquer excesso de Na no citoplasma ([Na ] > I), tem de ser excluído das células, 

sequestrado no vacúolo ou no apoplasma (Fig. 2) (Saíram e Tyagi, 2004). Apesar do 

conhecimento acerca da forma como o K atravessa a membrana celular, pouco se sabe 

acerca da forma como o Na entra para as células (Flowers e Flowers, 2005). São várias 

as hipóteses avançadas, para justificar a entrada de Na relativamente à de K , sob 

condições salinas. Uma das hipóteses avançadas, refere que este ião pode ser 

'confundido' pelo K , por parte do transportador de potássio, outra hipótese, é a de que 

pode existir uma competição pelos locais de transporte, à entrada de K para o 

simplasma (Niu et ai, 1996; Amtmann e Sanders, 1999; Blumwald et ai, 2000). Por 

outro lado, também existe a possibilidade do Na citosólico competir com os locais de 

ligação do K , inibindo processos metabólicos fortemente dependentes do K (Maathuis 

e Amtmann, 1999), nomeadamente na translocação de hidratos de carbono, na abertura 

e fecho dos estornas, no transporte membranar, como co-factor de vários enzimas ou 

ainda funcionar como agente osmótico (Spiegel-Roy e Goldschmidt, 1996). 

A compartimentação do Na no vacúolo, resulta numa estratégia eficiente para evitar os 

seus efeitos tóxicos ao nível do citosol. Este transporte é mediado pelo antiporte Na /H 

(Fig. 2), e conduzido pelo gradiente electroquímico de protões, formado pelos enzimas 

do vacúolo, como a H'-ATPase (Blumwald, 1987). 
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K' (Na*) K* (Na') 

Membran 
Plasmátic pH 5,5 

Figura 2 - Estabelecimento da homeostase celular após adaptação ao sal (NaCl). Com indicação de 
osmólitos sintetizados, compartimentação de iões no citoplasma e vacúolo, e proteínas transportadoras 
responsáveis pela homeostase de Na" e Cl' {Adaptado de Hasegawa et ai, 2000). 

3.3 Produção de osmólitos 

Quando expostas a condições de stresse, muitas plantas tendem a acumular compostos 

osmoticamente activos, conhecidos por osmólitos (também denominados de solutos 

compatíveis) (Hare et al., 1998). É a função osmoregulatória, que tipicamente lhes é 

atribuída uma vez que, geralmente são acumulados nas células como resposta ao stresse 

osmótico (Bohnert e Shen, 1999). Será a partir da síntese destes compostos no 

citoplasma, que muitas espécies de plantas conseguem manter o equilíbrio osmótico, 

uma vez que, a sua acumulação nas células baixa o potencial hídrico, ocorrendo uma 

maior entrada de água para o interior das células (Taylor, 1996). Estes osmólitos 
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produzidos, não alteram o metabolismo, possivelmente até o protegem, por isso 

também são denominados de solutos compatíveis (Pollard e Wyn, 1979; 

Rathinasabapathi, 2000). 

Existem diferentes compostos com esta função, por exemplo, o potássio se disponível, 

pode funcionar como soluto compatível (Serrano, 1996) em organismos unicelulares, e 

uma concentração de potássio suficiente no solo, conduz a uma exclusão mais eficiente 

do sódio, em plantas superiores (Niu et ai, 1995). Também os açúcares, derivados de 

aminoácidos e aminoácidos, como betaína, glicina, manitol e prolina (PRO) 

(Kozlowski, 1997), bem como compostos de amónia quaternária, podem exercer 

funções osmoregulatórias nas plantas (Bohnert e Shen, 1999). Tipicamente, estes são 

compostos polares, com pouca carga e de elevada solubilidade. Estas moléculas, serão 

preferencialmente solubilizadas na célula em locais onde existe maior quantidade de 

água armazenada, a fim de poderem interagir directamente com macromoléculas, como 

as proteínas (Saíram e Tyagi, 2004), uma vez que, outra das funções destes solutos 

consiste na estabilização da estrutura e função de proteínas, complexos proteicos ou 

membranares, quando sujeitas a condições de stresse. Os solutos compatíveis, podem 

inclusive ajudar a ultrapassar os efeitos inibitórios da salinidade ao nível da actividade 

enzimática (Bohnert e Shen, 1999). 

Existe uma forte correlação entre o aumento dos níveis de PRO nas células e a sua 

capacidade de sobrevivência, quer em relação ao défice de água como a elevadas 

concentrações de NaCl (Taylor, 1996). No entanto, como demonstrado por Briens e 

Larher (1982), nem sempre a acumulação de PRO constitui uma resposta especifica à 

salinidade nas plantas halófítas, enquanto que nas glicófitas o metabolismo da PRO é 

constitutivo de plantas superiores. 
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A regulação da PRO em citrinos, é diferente das glicófitas. Sob condições de stresse 

salino, o aumento dos níveis de PRO é inferior a metade (Nieves et ai, 1991; Walker et 

ai, 1993), ou simplesmente não existe resposta (Syvertsen e Yelenosky, 1988; Lloyd et 

ai, 1989) indicando que não é um factor genótipico de diferença de resistência à 

salinidade nestas espécies (Storey e Walker, 1999). 

A PRO além de funcionar como osmólito, pode ainda estar envolvida na protecção da 

estrutura celular contra danos oxidativos, através do aprisionamento de radicais livres, 

ou funcionar como reserva de carbono e azoto, depois de ultrapassadas as condições de 

stresse (Hare et ai, 1998). 

3.4 Stresse oxidativo 

O ajuste osmótico que as células fazem para superar o défice de água, provocado pelo 

stresse salino, tem influência numa série de actividades metabólicas. Como 

consequência, as plantas ficam sujeitas a stresse oxidativo (Parida e Das, 2005), que é 

caracterizado pelo aumento da concentração intracelular de espécies, reactivas e 

oxidáveis, que são frequentemente denominadas de ROS (Betteridge, 2000). Devido à 

elevada solubilidade, o oxigénio molecular difunde-se rapidamente para dentro e para 

fora das células ao longo da membrana celular (McK.ee e McKee, 2003). O oxigénio 

molecular, reage muito lentamente com determinadas moléculas, como o DNA, 

proteínas e membranas. No entanto, se for reduzido, e convertido em moléculas 

altamente reactivas, os ROS (Winyard et a!., 2005), que podem modificar lipidos 

(Girotti e Kriska, 2004), ácidos nucleícos (Martinez et a!., 2003), e proteínas (Davies, 

2004). Estes ROS incluem o oxigénio molecular (O2), oxigénio singleto ('02) , o 
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peróxido de hidrogénio (H2O2) e os radicais superóxido (O2') e hidróxilo ("OH) (Saíram 

e Tyagi, 2004) 

Quando o O2 está envolvido numa reacção, tem de ser activado, ocorrendo a inversão 

do spiu de um electrão de cada vez. Esta via univalente cria intermediários, sendo o 

primeiro o radical O2". A activação do O2, pode ocorrer em diferentes compartimentos 

da célula (Elstner, 1991), onde o O2 está presente, como a mitocôndria, cloroplasto, 

microssomas, glioxissomas, peroxissomas, apoplasto e citosol (Erturk, 1999). 

O stresse oxidativo nos cloroplastos, surge de variadas formas e tem origem em vários 

locais, por exemplo, nas proteínas de ligação da clorofila na membrana dos tilacóides, 

ou na interacção entre a clorofila e o oxigénio molecular (Ledford e Niyogi, 2005), 

Pensa-se que um dos factores que conduz ao stresse oxidativo, seja o fecho dos estornas 

nas folhas, como consequência da salinidade. O transporte de dióxido de carbono (CO2) 

fica limitado e existe menor quantidade de NADPH (forma reduzida da nicotinamina 

adenina dinucleótido fosfato) disponível como aceitador de electrões, nos processos 

respiratório e fotossintético, alternativamente é o O2 que actua como aceitador de 

electrões (resultando na formação do radical superóxido) (Hernandez et ai, 1995), 

Assim, sendo a concentração de O2 elevada durante a fotossíntese, os cloroplastos são 

locais propensos à formação de ROS (Fig. 3) (Asada e Takahashi, 1987). Estudos 

indicam que estes compostos também são produzidos na mitocôndria, e que em ambos 

os organelos existem mecanismos de defesa (Fig. 3) (Mittler, 2002). 

Em condições de crescimento normais, a produção de ROS nas células é baixa (cerca de 

240 pM s"1 de O2" e 0,5 pM de H2O2). No entanto, sob condições de stresse. a 

concentração de 02"pode atingir os 720 pM s"' e a de H2O2 15 pM (Polle, 2001). 

Em muitos casos, a formação de ROS é geneticamente programada, sendo induzida 

durante a fase de desenvolvimento das plantas, por alterações ambientais, e tem efeitos 
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adversos nos metabolismos primário e secundário (Foyer e Noctor, 2005). As células 

das plantas produzem ROS, particularmente O2" e H2O2, como mensageiros secundários 

durante o desenvolvimento e crescimento da planta (Schroeder, et ai, 2001a, 2001b; 

Foreman et ai, 2003). Níveis sub-letais, podem funcionar como moléculas 

sinalizadoras, conduzindo as células a activar os mecanismos de defesa contra o stresse 

oxidativo (Ledford e Niyogi, 2005). Para ultrapassar ou minimizar os efeitos a nível 

celular do stresse oxidativo, as plantas recorrem a moléculas antioxidantes de baixo 

peso molecular, como o ascorbato e a glutationa, e a vários enzimas como a SOD, CAT, 

APX, ou glutationa peroxidase (GPX), que funcionam como sequestradores de ROS 

(Apse e Blumwald, 2002). 

3.5 Mecanismos de defesa celular 

Os ROS são produzidos nas células, em condições de stresse ou não, a diferença reside 

no facto de neste último caso, a relação entre a formação e eliminação de ROS ser 

balanceada (Alscher et ai, 2002). 

Os compostos responsáveis pela defesa celular, contra estas espécies potencialmente 

citotóxicas, denominam-se antioxidantes (McK.ee e McKee, 2003). Os antioxidantes 

intracelulares incluem, moléculas de baixo peso molecular de espécies oxidáveis, e 

enzimas que degradam supéroxido e hidroperóxidos. A função destes sistemas 

antioxidantes, consiste em inibir a reacção de uma determinada molécula com os 

radicais livres, ou inibir a sua reacção com estruturas biológicas (Chaudière e Ferrari- 

Iliou, 1999), e de uma maneira geral são eficientes, uma vez que se oxidam mais 

rapidamente que a molécula ou átomo que estão a proteger (McKee e McKee, 2003). 
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Os principais enzimas antioxidantes, incluem dismutases, como a SOD e a CAT, que 

nào consomem co-factores, e peroxidases dependentes de selénio, como a APX 

(Chaudière e Ferrari-Iliou, 1999). 

A SOD, pertence à família das metaloenzimas e é encontrada em vários compartimentos 

celulares, podendo conter cobre, zinco, ferro ou magnésio, como co-factor (Aliem 

1995). Este enzima, é responsável pela reacção de dismutaçào do anião O2' (Fig. 3), 

dando origem a H2O2 e O2 (Parida e Das, 2005). Destes produtos da reacção formados, 

destaca-se a elevada toxicidade do H2O2. 

A CAT é um enzima de elevado peso molecular, que destrói o H2O2 em elevada 

concentração, catalisando a dismutação dos dois electrões, em O2 e H2O (Schonbaum e 

Chance, 1976). Quando a concentração de H2O2 é baixa, a APX é o primeiro enzima a 

actuar sobre o FI2O2, uma vez que apesar da CAT também actuar sobre este composto, o 

facto se de encontrar nos peroxissomas e de ter baixa afinidade para o substrato, limita a 

sua capacidade de manter a concentração de H2O2 suficientemente baixa, a fim evitar 

danos nos cloroplastos (Allen, 1995). Neste caso, a CAT actua como peroxidase, 

utilizando para isso co-substractos como álcoois, incluindo ascorbato e fenóis 

(Chaudière e Ferrari-Iliou, 1999). Além dos peroxissomas, a CAT pode estar presente 

no citosol e mitocôndria (McKersie e Leshem, 1994). 

A APX, está presente em plantas, cianobactérias e algas (Asada, 1992). Em plantas 

superiores já foram caracterizadas pelo menos três isotormas de APX., as que estão 

ligadas à membrana dos tilacóides, e as situadas no estorna e citosol. Este enzima, na 

ausência de ascorbato é muito lábil, uma vez que este composto funciona como dador 

de electrões (Chen e Asada, 1989; Miyake et al. 1991), sendo este o primeiro passo do 

ciclo de Halliwell-Asada (Fig. 3). As APX, que produzem monodihidroascorbato (Fig, 
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3), estão localizadas exclusivamente no apoplasma e iniciam a via de degradação do 

ascorbato (Pignocchi et al., 2003; Pignocchi e Foyer, 2003; Green e Fry, 2005). 

Na presença de certos iões metálicos (Fe"1 e Fe3 ) ou iões quelantes, o H2O2 formado 

pode converter-se em 'OH, altamente reactivo, através da reacção de Haber-Weiss, 

representada na Fig. 3. 
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Estabilização Lípidos Peroxidação de Lípidos por Radicais Ilidróxilo 

Figura 3 - Formação e scqucstramento do radical supcróxido e da molécula dc peróxido de hidrogénio, c 
indução da peroxidação dc lípidos pelo radical Ilidróxilo com estabilização lipidica através da glutationa 
peroxidasc. APX. Ascorbato peroxidase; ASC. Ascorbato; CAT. Catalase: DHA Dihidroascorbalo; 
DHAR. dihidroascorbalo rcdulasc; Fd. Fcrrodoxina; FS I. Folosistema I; GR. Glutationa redutase; GSH. 
Glutationa; GSSG. Oxi-glutationa: HO., radical Ilidróxilo; LH. Lípido; L., LOO., LOOH. radicais 
instáveis de lípidos c hidroperóxidos; LOH. lipido estável (ácido gordo); MDHA. Monodihidroascorbato; 
NE. reacção Não-Enzimática; PHGPX. Fosfolipido-hidroperóxido glutationa peroxidase: POD. 
Peroxidase; SOD. Supcróxido dismutasc {Adoptado de Saíram e Tvagi. 2004). 
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E muito importante que as células consigam manter o equilíbrio entre a actividade da 

SOD e APX ou CAT, a fim de manter os níveis de radicais O2" e H2O2 abaixo dos níveis 

tóxicos para a célula (Bowler et ai, 1991). Pensa-se que este equilíbrio, associado ao 

sequestramento de iões metálicos é importante para evitar a formação de radicais OH 

altamente tóxicos (Asada e Takahashf 1987). 

Existem compostos antioxidantes de baixo peso molecular, como o a-tocoferol, o 

ascorbato, a glutationa ou compostos fenólicos, que estão envolvidos na resposta não- 

enzimática ao stresse oxidativo. 

O a-tocoferol (vitamina E) é o antioxidante mais eficiente dos radicais peróxilo, nas 

membranas biológicas (Chaudière e Ferrari-Iliou, 1999), estando por isso, localizado 

nas membranas dos tilacóides e plastídeos (Munné-Bosch, 2005). Em cooperação com 

outros antioxidantes, o a-tocoferol desempenha um papel importante na redução dos 

níveis de ROS (especialmente O2 e "OH), tendo sido estimado que, uma molécula de a- 

tocoferol pode desactivar 120 moléculas de O2 (Fahrenholzt et ai, 1974). 

Sob condições de stresse ambiental, as plantas geralmente respondem em duas fases: 

primeiro, com um aumento da síntese de a-tocoferol, segundo, com a diminuição da 

sua concentração (Munné-Bosch, 2005). Este aumento inicial (fase I), contribui para 

protecção, uma vez que reduz os níveis de ROS e inibe a peroxidação de lipidos, 

evitando o stresse oxidativo. Quando o stresse é muito severo, o tocoferol degradado 

excede os níveis sintetizados, e a sua concentração diminui (fase II) (Munné-Bosch, 

2005). 

Este composto tem a capacidade de reparar directamente radicais oxidáveis, evitando a 

fase de propagação durante a auto-oxidação de lipidos (Serbinova e Packer, 1994), 

reagindo com radicais alcoxi (LO ), peróxilo (LOO ) e alquilo (L), derivados da 

oxidação dos lipidos (Buettner, 1993; Kamal-Eldin e Appelqvist, 1996). 
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O ascorbato (ASC) e a glutationa (GSH), são os sequestradores de radicais livres mais 

importantes (Bendich et ai, 1986; Gérard-Monnier e Chaudiére, 1996). O ASC é um 

dos antioxidantes mais fortes e mais bem estudado (Smirnoff, 1996; Noctor e Foyer, 

1998; Arrigoni e De Tullio, 2000; Horemas et ai, 2000; Smirnoff, 2000). Sob 

condições fisiológicas, o ASC existe principalmente na sua forma reduzida, nas folhas e 

nos cloroplastos (Smirnoff, 2000), e a sua concentração é de aproximadamente 20 mM 

no citosol e de 20-300 mM no cloroplasto (Foyer e Lelandais, 1996). A sua capacidade 

de doar electrões em várias reacções enzimáticas e não-enzimáticas, tornam o ASC no 

principal desintoxificador de ROS na fase aquosa. O ASC pode sequestrar directamente 

os radicais O2" e OH, o oxigénio singleto e reduzir o H2O2 a água, pela via de 

Halliwell-Asada (Fig. 3) (Noctor e Foyer, 1998). 

O ASC tem ainda a função de regenerar o a-tocoferol, fornecendo protecção a 

membrana celular (Thomas et al., 1992). A GSH, é um metabolito abundante nas 

plantas e tem muitas funções associadas (Noctor e Foyer, 1998). Este composto actua 

sobre o H2O2, e reage não enzimáticamente com outros ROS, nomeadamente o '02, o 

O2" e o OH (Larson, 1988). A sua função principal na defesa antioxidante, está 

relacionada com a capacidade de regenerar o ASC, também pela via de Halliwell-Asada 

(Fig. 3) (Foyer e Halliwell, 1976; Noctor e Foyer, 1998). 

3.6 Peroxidação de lípidos 

Os lipidos são a reserva de energia mais eficiente, e são constituintes estruturais da 

maioria das membranas celulares (Singh et a!., 2002). Em todas as membranas celulares 

existe um movimento intenso de moléculas de dimensões reduzidas. No entanto, devido 

à natureza hidrofóbica do interior das membranas biológicas, a dupla camada lipídica 
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funciona como barreira extremamente impermeável à maioria das moléculas com carga 

eléctrica (Viegas e Cecílio, 1998). Será através desta selectividade, ao transporte de 

solutos para células, que é possível às proteínas transportadoras integrantes da 

membrana, operarem contra o movimento inverso dos iões (Tyerman e Skerrett, 1999). 

Sob condições de salinidade e devido essencialmente ao stresse oxidativo, a composição 

dos lípidos parece ser alterada em algumas plantas (Muller e Santarius, 1978; Mansour 

et ai., 1994) mas não noutras (Brown e DuPont, 1989). 

São os ácidos gordos poli-insaturados (PUFA), principais componentes da membrana 

lipídica, os mais susceptíveis à peroxidação (Blokhina, 2000), como consequência dos 

radicais livres formados durante o stresse oxidativo. 

A peroxidação de lípidos (PL) é um processo metabólico natural sob condições aeróbias 

normais, sendo um dos processos mais investigados como consequência da acção dos 

ROS na estrutura e função das membranas (Blokhina et ai, 2003). A PL é problemática, 

na medida em que os enzimas não controlam muitas das reacções oxidativas, e alguns 

dos compostos formados são altamente reactivos (p.e. aldeídos), modificando proteínas 

e ADN (Singh et ai, 2002). 

São principalmente os esteróis, que modelam a permeabilidade da dupla camada da 

membrana aos iões (De Grier et ai, 1968; Benz e Cros, 1978), e são conhecidos por 

modular a actividade de transportadores de membrana, como a proteína responsável 

pelo bombeamento de protões (H ), a H'-ATPase, (Cooke e Burden, 1990). 

Douglas e Walker (1984), sugeriram que a modificação da actividade da ATPase em 

raízes de citrinos, poderia estar relacionada com uma alteração na proporção 

esteróis;fosfolípidos, o que consequentemente alterararia a fluidez da membrana e a 

conformação do enzima. Contudo, a modulação da actividade do enzima ATPase, pode 

resultar de alterações na ligação directa dos lípidos ao enzima (Simmonds et ai, 1982). 
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As alterações entre os componentes dos lípidos e as proteínas transportadoras na 

membrana, também foram consideradas em estudos com salinidade. De facto, 

modificações na composição dos lipidos podem ter elevados efeitos nos sistemas de 

transporte activo e passivo, e assim alterar a permeabilidade iónica da membrana 

(Neyses et al., 1985; Yeagle, 1985; Carruthers e Melchior, 1986; Yeagle, 1991; 

Bhushan e McNamee, 1993; Chang et ai, 1995; Kaile, 1997). Quando as raízes de 

citrinos são expostas à salinidade, absorvem rapidamente o Na e Cf presentes (Storey e 

Walker, 1987) no entanto, o transporte de Na e Cl" parece não ser efectuado somente 

por difusão passiva ao longo da matriz da membrana (Carruthers e Melchior, 1986). 

O aumento da concentração de iões pode modular interacções, entre a camada lipidica e 

os péptidos que formam os canais iónicos, uma vez que com o aumento da concentração 

de NaCI (50-200 mM), a estrutura dos péptidos é alterada (Lee et ai, 1993) 

São os átomos de hidrogénio, adjacentes às ligações duplas na cadeia dos PUFA (ácidos 

gordos poli-insaturados), os principais alvos de ataque dos ROS (Singh et ai, 2002). 

Os hidroperóxidos lipidicos, formados como resultado da PL, podem afectar as 

propriedades da membrana, como por exemplo, tomar a camada interna mais hidrofilica 

(Frenkel, 1991). Este fenómeno é muito importante para a terminação da PL, uma vez 

que, aumenta a hidrofilicidade da membrana, favorecendo a regeneração do tocoferol 

pelo ascorbato (Blokhina et ai, 2003). 

Resumidamente, a reacção de PL é iniciada após a extracção do átomo de hidrogénio do 

PUFA (LFI—>L*) (Fig. 3). O radical lipídio (L*) reage com o '02, para formar o radical 

peróxido (L-O-O*). A reacção com a cadeia do radical inicia-se quando o radical 

peróxilo extraí um átomo de hidrogénio de outra molécula de ácido gordo. A presença 

de um ião metálico transiente, como o Fe3 inicia a reacção posterior (Blokhina, 2000). 
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São vários os compostos utilizados como indicadores da decomposição dos RUFA, 

destacam-se os hidroperóxidos e o malonaldeído (MDA) (Draper et a/., 1993; Yeo el 

ai, 1999; Kim et a/., 2000). A determinação dos níveis de malonaldeído ou das especies 

reactivas ao ácido tiobarbiturico (TBARS), são indicadores da peroxidação dos lipidos 

das membranas biológicas. Estudos indicam que os níveis de MDA ou TBARS 

aumentam, quando as plantas são sujeitas a condições de stresse salino (Wu el ai, 1998; 

Kerkeb e! a!., 2001; Bor et ai, 2003; Vaidyanathan eí ai, 2003), incluindo nos citrinos 

(Gueta-Dahan et ai, 1997; Arbona et ai, 2003). 

4. Utilização de silício na redução do stresse salino 

O silicio (Si) está presente nas plantas, em quantidade equivalente à de outros 

macronutrientes como o cálcio, o magnésio ou o fósforo, podendo variar entre 0,1 e 

10% (peso seco) (Epstein, 1999). A bioquímica do silício e a forma como actua ao nivel 

das células e com os seus constituintes ainda é desconhecida, por isso não é considerado 

um elemento essencial em plantas superiores. 

Têm sido efectuados estudos, que visam esclarecer quais os processos bioquímicos em 

que está associado, especialmente na redução a factores de stresse biótico e abiótico. 

De entre as funções atribuídas ao Si destacam-se ; 

(1)o suporte para a parede celular; 

(2) protecção contra patogénicos; 

(3) a redução da perda de água por evapotranspiraçào; 

(4) a redução da toxicidade de determinados iões metálicos e, 

(5) no desenvolvimento de determinadas espécies de plantas (Savant et ai, 1999). 
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Existem indícios, que o transporte de Si difere entre espécies de plantas. Os legumes e 

outras dicotiledónias (ex: citrinos, feijão), possuem maior concentração deste ião, 

comparativamente às plantas monocotiledónias (ex; arroz, cevada) (Savant et ai, 1999), 

O processo de absorção e de transporte de Si nas plantas, está relacionado com a sua 

concentração no meio. Geralmente o silício está presente na forma não carregada de 

acido silicico (H4SÍO4), na gama de pH fisiológico (Savant et ai, 1999). Como esta 

molécula não é muito móvel na planta, após absorção pelas raízes, o transporte para a 

parte aérea é efectuado através do fluxo de transpiração ao longo do xilema, seguindo o 

movimento da água (Jones e Handreck, 1965). Desta forma, pensa-se que a transpiração 

favorece a translocação de Si, que é muitas vezes acumulado na fase terminal do fluxo 

de transpiração (Sangster e Hodson, 1992), geralmente junto aos estornas, na 

extremidade das folhas ou noutros locais onde a transpiração é intensa (Sangster e 

Hodson, 1992). Uma vez depositado, o Si fica imobilizado (Raven, 1983; Hodson e 

Sangster, 1990) no lúmen das células, na parede celular, no espaço intercelular ou nas 

camadas externas (Marschner et ai, 1990) e ainda localizar-se nas raízes ou folhas 

(Epstein, 1994). Gong e colaboradores (2005), observaram que as folhas da planta do 

trigo, tratadas com Si, apresentavam-se mais espessas que as folhas não tratadas. Por 

isso, o Si pode afectar a estabilidade das plantas pela deposição inerte na parede celular 

e, em plantas superiores, modular a biossíntese da leninha (Marschner, 1995). 

Dependendo da capacidade de efectuar o transporte de Si, as plantas podem dividir-se 

em três grupos principais (expresso em % de peso seco): (1) entre 10-15% Si (p.e. 

arroz); (2) entre 1-3% Si (p.e. cana-de-açúcar e a maioria dos cereais); (3) < 0,5% Si 

(maioria das dicotiledóneas) (Marschner, 1995). Num conjunto de 175 plantas que 

cresceram no mesmo solo, Takahashi e Miyake (1977), diferenciaram plantas 
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acumuladoras de Si (o transporte de Si é superior ao da água) e plantas não 

acumuladoras de Si (o transporte de Si é igual ou inferior ao da água). 

Devido ao facto do Si se encontrar preferencialmente na parede celular, existem 

evidências de que possa estar associado aos seus componentes, como polissacarideos 

(Boylston et a/., 1990) e proteínas (Epstein, 1999). Existem proteínas (silicateinas) nas 

diatomácias (algas marinhas), responsáveis pelo transporte do ácido ortosilícico 

(Epstein, 1999), e pensa-se que estas proteínas também podem estar presentes em 

plantas (Kauss et ai, 2003). 

Um estudo efectuado, demonstrou que a absorção de Si pelo xilema, é mediada por 

transportadores na planta do arroz, mas por difusão facilitada nas plantas do pepino e 

tomate (Mitani e Ma, 2005). 

Estudos demostraram que o Si desempenha funções importantes na tolerância das 

plantas a factores de stresse bióticos e abióticos (Epstein, 1999; Savant et «/., 1999). 

Matoh e colaboradores (1986), observaram que uma concentração de 0,89 mM de Si na 

solução de cultura do arroz, reduziu a translocação de Na para o caule e aumentou o 

rendimento em peso seco, nas plantas stressadas com NaCl, quando comparadas com o 

controlo. Foi ainda demonstrado que a adição de Si, diminuiu a permeabilidade da 

membrana plasmática nas células das folhas (Liang, 1999; Liang et al., 1996), e 

melhorou a estrutura dos cloroplastos, bastante danificados pela adição de NaCl (Liang, 

1998). Além disso, está também demonstrado que o Si aumenta a actividade específica 

de enzimas de stress oxidativo, como a SOD, e suprime a peroxidaçào de lípidos 

induzida pelo NaCl, sugerindo que o Si afecta a estrutura, integridade e função da 

membrana plasmática (Liang, 1999; Liang c/£//., 1996). 

Relativamente às espécies de citrinos, Wutscher (1989) comparou o crescimento de uma 

cultura de laranjeiras, Citrus sinensis, em solução contendo 2,4 mM de Si, com outra 
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cultura onde o elemento não foi adicionado. Os resultados indicaram "uma função 

limitada deste elemento na nutrição dos citrinos". 

Estudos recentes, especialmente em espécies acumuladoras de Si, como as plantas da 

cevada (Liang, 1999; Liang et al., 2003), do arroz (Yeo et a/., 1999), do tomate (Al- 

aghabary et a/., 2004) e do pepino (Zhu et a/., 2004), indicaram que a presença de Si 

estava directamente relacionado com o aumento da tolerância a condições adversas do 

meio, entre elas, a salinidade. 

Iwasaki e colaboradores (2002), sugeriram um "aumento da tolerância ao magnésio", no 

feijoeiro, tratado com Si. Ainda que neste estudo não tenha sido utilizado o NaCl, é de 

salientar que na realidade existem plantas dicotiledóneas capazes de responder à 

presença de Si, na redução a factores de stresse abiótico, como pode ser o caso das 

espécies de citrinos. 
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11. Proccdimcnio Expcrimcinal 

1. Descrição do ensaio in vivo 

O ensaio com as cultivares de citrinos envasadas, foi realizado na Universidade de 

Huelva (Espanha). As árvores com um ano de idade, foram adquiridas num viveiro 

local, tendo sido utilizadas no ensaio a combinação de duas cultivares em dois porta- 

enxerto diferentes: as cultivares 'Valencia Iate' (C. sinensis) e 'Nova" (Tangerineira 

clementina fina x Tangelo orlando) nos porta-enxertos Citranjeira Carrizo (Poncirus 

trifoliata x Cilrus sinensis) e Citrns macrophylla. As árvores foram plantadas numa 

mistura de areia e turfa (4:1), e após o período de adaptação, procedeu-se à aplicação 

dos tratamentos salinos, num total de 120 árvores (10 por cultivar e tratamento). 

Nos tratamentos salinos (NaCl) foram utilizadas as soluções com valores de 

condutividade eléctrica de 1, 3 e 6 dS/m. A rega foi controlada por um contador 

(AGRONOM1C 2000), com quatro injecções reguláveis (para o cálcio, 

azoto:fósforo:potássio e micronutrientes, e duas para o NaCl) (Anexo I). A rega foi 

efectuada a cada 8 a 10 dias, com a duração de 25 minutos (até drenagem da água de 

rega). 

O estudo teve a duração de quatro meses, sendo que, a cada més foram efectuadas 

colheitas para a análise mineral (realizada pelo Laboratório Agriquem-Agroalimentaria 

e Médio Ambiente, Sevilha, Espanha), e para análise enzimática foram efectuadas 

colheitas das folhas da 2a rebentação no tempo 0 e ao fim de 3 meses. 

2. Descrição do ensaio in vitro 

Os discos de folhas de citrinos utilizados neste estudo, foram obtidos a partir de 

cultivares localizadas no CEAT (Fig. 4). As cultivares utilizadas foram a 'Nova" 
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(Tangerineira clementina fina x Tangelo orlando) e a 'Valencia late' (C. sinensis), 

enxertadas no porta-enxerto Citranjeira Troyer B2 (híbrido da Washington Navel 

{Citms sinensis L. Osbeck) x Poncirus trifoliata L. Raf). As folhas seleccionadas 

foram as da última rebentação, sem sintomas de carências nutritivas nem defeitos 

provocados por pragas e doença. 

-- 

A- 

*>■ 
Wè mm 

Figura 4 - Cultivares de citrinos no campo (CEAT): (a) 'Valencia lateVC. Troyer B2. (b) 'NovaVC. 
Troyer B2. 

O método seguido para este ensaio, com discos de folhas, foi o proposto por Larher e 

colaboradores (2003), com algumas modificações. Depois de efectuada a colheita, as 

folhas foram transportadas numa geleira, para o laboratório onde foram imediatamente 

passadas por uma solução esterilizadora de NaOCl (Ridel-De Haèn, Seelze, Germany) a 

1% e várias vezes por água destilada. Por cada modalidade foram utilizados 30 discos 

de folhas (10 mm de diâmetro), que foram cortados com um fúra-rolhas esterilizado, e 

transferidos para um copo contendo 30 ml de solução de referência (1 disco por ml), 

constituída por tampão MES (Sigma, Steinheim, Germany) 50 mM, pH 6,0, KC1 (Ridel- 

De Haèn) 1,5 mM e CaCE (Ridel-De Haèn) 10 mM (Fig. 5a). Procedeu-se da mesma 

forma para os restantes ensaios, colocando os discos na solução de referência contendo 

NaCl 68,12 mM (6 dS/m) e/ou Si 2,5 mM de acordo com a tabela 2. A incubação foi 
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2 
feita durante 24 horas, à temperatura de 26 0C, com agitação e iluminação de 15 W/cm 

(Fig. 5b). Foram efectuadas três réplicas por modalidade. 

r 

t 

Figura 5 - Ensaio com discos de folhas: (a) Corte dos discos de folhas com 10 mm diâmetro; (b) 
incubação dos discos de folhas, com iluminação c agitação. 

Findo o tempo de incubação o discos foram recuperados e macerados em azoto líquido, 

com um almofariz e pilão previamente gelados. O material vegetal macerado foi 

guardado, até posterior análise, à temperatura de -80 0C. 

Tabela 2 - Modalidades aplicadas em discos de folhas de citrinos. 

Cultivares Modalidades 

Controlo (CE = 0,81 dS/m ) 
'NovaVTroyer B2 e 2,5 mM Si 

'ValenciaiateVTroyer B2 
6 dS/m 

6 dS/m + 2,5 mM Si 

3. Descrição do ensaio in vivo com porta-enxertos 

As sementes dos porta-enxertos de Citranjeira Troyer B2 (híbrido da Washington Navel 

(Citrus sinensis L. Osbeck) x Poncirus trifohata L. Raf.) e Tangerineira Sunki (Citrus 

sunki Hort. Ex Tan.), foram obtidas no Campo de Experimentação Agrária de Tavira 

(CEAT). Para a sementeira utilizou-se uma mistura de turfa (Shamorok):vermiculita 
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(50:50). Após 3 meses, as plântulas foram transplantadas para vasos de 40 cm3, 

contendo a mesma mistura de substracto, suplementada com adubo sólido osmocote 

(2,5 g/l). Após 15 dias de adaptação, procedeu-se à aplicação de salinidade e/ou silício, 

ao longo de 28 dias (Fig. 6). Por cada modalidade foram utilizadas 30 plântulas. 

m 

/ 
•í 

Figura 6 - Esquema da sementeira na estufa: (a) Tangerineira Sunki; (b) Citranjeira Troyer B2. 

As plântulas foram regadas duas vezes por semana, com 100 ml de uma solução 

contendo NaCI (J.M.G.Santos, Odivelas, Portugal), nas concentrações de 38,12 mM (3 

dS m'1) e 68,12 mM (6 dS/m), e/ou 2,5 mM de silício (Si) sob a forma de silicato de 

potássio (PQ Corporation, Valley Forge, USA) (Tabela 3). 

A colheita das folhas para análise (totalidade das folhas de 6 plântulas), foi efectuada no 

tempo 0 e após 7, 14 e 28 dias de tratamento. 

Tabela 3 - Modalidades aplicadas em porta-enxertos de citrinos. 

Porta-enxertos Modalidades 
Agua (CE= 0,81 dS/m) 

2,5 mM Si 
Sunki e 3 dS/m 

Troyer B2 3 dS/m + 2,5 mM Si 
6 dS/m 

6 dS/m + 2,5 mM Si 
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Durante o tempo de estudo, as temperaturas máxima e mínima na estufa foram 

registadas, situando-se entre 32 e 41 0C, e entre 13 e 28 0C, respectivamente. 

4. Determinação dos elementos minerais: silício, cloretos, sódio, 

potássio e cálcio 

É importante referir, que o perfil mineral das folhas de cultivares de citrinos envasadas, 

(ensaio realizado na Universidade de Huelva), foi obtido pelo Laboratório Agriquem 

(Agroalimentaria e Médio Ambiente). Os métodos abaixo descritos, são referentes à 

análise mineral efectuada às folhas de plàntulas de porta-enxertos e discos de folhas de 

cultivares de citrinos. 

4.1 Determinação do teor em silício 

A extracção de silício (Si) das amostras foi efectuada utilizando 25 mg de tecido vegetal 

aos quais se adicionou 1500 ul de água desmineralizada. De seguida, procedeu-se á 

incubação a 100 0C durante 30 minutos, com posterior arrefecimento das amostras. Para 

a determinação de silício (Si) seguiu-se o método proposto por Raggi e colaboradores 

(1999), com algumas modificações. A 500 pi de extracto, adicionou-se 500 pl da 

solução de reagente (preparado imediatamente antes), constituída por HCIO4 (Ridel-De 

Haèn) a 35%, molibdato de amónio (Merck, Darmstadt, Germany) a 4,8%, ácido 

ascórbico (Ridel-De Haèn) a 1%, e água ultra-pura (Millipore, Billerica, USA), na 

proporção de 1,6:1:1:6,4 (v/v/v/v). À mistura adicionou-se 250 pl de água ultra-pura. 

As amostras foram termoestatizadas a 70 X, durante 45 minutos, e após arrefecimento a 

absorvéneia foi registada. O comprimento de onda utilizado foi 830 nm, uma vez que a 
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reacção do ácido salicílico com o molibdato de amónio ([SÍM012O40]'4), e subsequente 

redução em meio ácido, forma um complexo azul estável ([SÍM012O40]0) (cujo máximo 

de absorção é a 830 nm). A curva padrão foi construída utilizando silicato de potássio 

(PQ Corporation), nas concentrações de 5, 10, 200 e 300 ng de Si/ml. O resultado foi 

expresso em nmol de Si/g de peso fresco. 

4.2 Determinação do teor em cálcio, cloretos, potássio e sódio 

A preparação das soluções de minerais para análise de cálcio, cloretos, potássio e sódio 

foi efectuada de acordo com o método de Banuls e Primo-Millo (1995), com algumas 

modificações. O material vegetal macerado (50 mg) foi desidratado numa estufa a 60 

0C, durante 72 h. O peso seco foi registado numa balança analítica (Precisa 205 A, 

Suiça), procedendo-se posteriormente à digestão ácida das amostras. Para tal, 

adicionou-se 2 ml de HNO3 (Panreac, Barcelona, Espanha) a 65% e incubou-se durante 

4 horas a 70 0C. Findo o tempo de incubação e após arrefecimento, adicionou-se 4 ml de 

água desmineralizada. De seguida, as soluções de amostra foram filtradas lentamente 

(Schleicher & Schuell, 1507), para balões volumétricos de 100 ml, sendo o volume 

completado com água desmineralizada. 

A determinação de cálcio (Ca2 ) foi efectuada por espectrofotometria de absorção 

atómica (Shimadzu) utilizando-se soluções de Ca" (Merck) de concentração 0, 2, 4, 6, 

8 ppm (partes por milhão), para a construção da curva padrão. 

A determinação de potássio (K ) e sódio (Na ), foi efectuada por espectrofotometria de 

emissão atómica (Shimadzu). A curva padrão para o ião Na (Merck) foi elaborada 

utilizando soluções de concentração 0, 2, 4, 6, 8 e 10 ppm. Na determinação de potássio 

utilizaram-se soluções padrão de concentrações 0, 2, 4, 6 e 8 ppm. 
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A concentração de cloretos (Cl ) nas amostras foi determinada por potenciometria (pH 

Metter GLP 21, Crison, Barcelona, Espanha), utilizando-se um eléctrodo selectivo de 

cloretos (Mettler Toledo, Undorf, Suiça). Na análise de Cl", adicionou-se às várias 

soluções de minerais, na proporção de 2:100 (V/V), solução ISA constituída por NaNO.i 

(Ridel-De Haèn) 5 M, para estabelecimento do equilíbrio electroquimico. A curva 

padrão foi elaborada com soluções de NaCl, de concentração 0,02, 0,1, 0,5, 10 e 50 

mM. 

5. Determinação do teor em prolína 

A preparação do extracto para análise, foi efectuada de acordo com o método proposto 

por Aziz e colaboradores (1999), com algumas alterações. A 25 mg de tecido vegetal, 

adicionou-se 1500 pi de água desmineralizada, e incubou-se durante 30 minutos a 

100oC. Findo o tempo, o extracto foi arrefecido num banho de água e gelo. Procedeu-se 

à centrifugação (Eppedorf 5415 D, Hamburg, Germany) a 10 000 rpm, durante 5 

minutos. A prolina no extracto foi extraída de acordo com o método da ninidrina (Bates 

et a/., 1973). A 100 pl de extracto, adicionou-se 400 pl de reagente de ninidrina, 

constituído por ninidrina (Ridel-De Haèn) a 1% (p/v) em ácido acético glacial (Ridel- 

De Haèn). A mistura foi incubada a 95 0C, durante 1 hora, e os extractos arrefecidos 

num banho de água e gelo. O cromóforo formado foi extraído com 1 ml de tolueno por 

agitação vigorosa, durante 20 s. A absorvência da fase orgânica foi lida num 

espectrofotómetro (Ultrospect 2100 pro, Amarsham Pharmacia, Cambridge, England) 

utilizando um comprimento de onda de 520 nm. A curva padrão foi construída com L- 

prolina (Ridel-De Haèn), utilizando soluções de concentração 5, 10, 25, 50 e 75 nM . O 

resultado foi expresso em pmol de prolina/g de peso fresco. 
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6. Determinação do pH das folhas de citrinos 

O valor de pH das folhas de citrinos foi determinado de acordo com o método referido 

nos Health Canada Official Meíhods (T-310, 1999). Pesou-se e macerou-se 1 g de 

folhas num almofariz, aos quais se adicionou 10 ml de água ultra-pura (Millipore). De 

seguida, procedeu-se à agitação mecânica a uma velocidade de 250 rpm (Echmund 

Búhler KL2, Tiibingen, Germany), durante 30 min. As amostras foram colocadas no 

escuro durante 1 h, o sobrenadante foi decantado e utilizado na leitura do valor de pH 

num potenciómetro (pH Mitter 2002, Crison, Barcelona, Espanha). Depois de 

determinado o valor de pH (Anexo II), procedeu-se a preparação do tampão de 

extracção dos enzimas. 

7. Determinação da actividade específica dos enzimas de stresse 

oxidativo 

Para a extracção dos enzimas do tecido vegetal, pesou-se 25 mg de tecido fresco 

macerado e adicionou-se 500 ul de tampão de extracção, constituído por tampão fosfato 

potássio, 50 mM, pH 6,3, Triton X-100 (Sigma) a 0.2%, EDTA (Ridel-De Haèn) 0,1 

mM e PVP (Sigma) 1% (w/v). Os extractos foram centrifugados (Beckman J2-MC, 

USA) a 15 000 rpm durante 15 minutos a 4 0C. O sobrenadante foi utilizado para 

verificar a actividade enzimática da superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 

ascorbato peroxidase (APX). A proteína solúvel no extracto foi determinada pelo 

método de Bradford (1976) modificado, através de um kit de determinação de proteínas 

da Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, USA), utilizando Albumina Sérica Bovina (Merck) 

como padrão. 
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7.1 Superóxido dismutase 

A actividade específica da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada de acordo com o método 

proposto por Beyer e Fridovich (1987), com algumas modificações. O meio reactivo foi 

constituído por 918 ul tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 7,8 (contendo EDTA 0,1 

mM e Triton X-100 a 1% (v/v)), 50 pi L-metionina (Merck) 13 mM, 100 pl NBT 

(Sigma) 1,5 mM e 500 pl riboflavina (Sigma) 0,12 mM. A reacção foi iniciada pela 

adição de 20 pl de extracto enzimático e pela fotoiluminação da mistura reactiva, 

utilizando uma lâmpada de fluorescência de 15 W/cm". A reacção decorreu a uma 

temperatura de 25 0C, durante 7 minutos. Uma unidade enzimática (1 U) foi definida 

como a quantidade de SOD necessária para inibir a fotoreduçào do NBT em 50%, 

através da leitura da absorvência, de minuto a minuto, a um comprimento de onda de 

560 nm (Ultrospect 2100 pro). 

7.2 Catalase 

A determinação da actividade especifica da CAT (EC 1.11.1.6), foi baseada no método 

proposto por Chance e Maehly (1955). O meio reactivo foi constituído por 870 pl de 

tampão fosfato potássio 50 mM, pH 6,8, 60 pl de H2O2 (Merck) 60 mM a 30%. A 

reacção foi iniciada pela adição de 30 pl de extracto enzimático. A leitura da 

absorvência foi efectuada de 10 em 10 s, durante 180 s, a um comprimento de onda de 

240 nm (Ultrospect 2100 pro). A actividade foi determinada por medição da velocidade 

inicial de desaparecimento de H2O2. O resultado foi expresso em U/mg de proteina, 

considerando o coeficiente de extição molar (r;) do H2O2 como sendo 39,4 mM"1 cm"1. 
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7.3 Ascorbato peroxidase 

Para determinar a actividade especifica da APX (EC 1.11.1.11), seguiu-se o método 

proposto por Nakano e Asada (1981), com algumas modificações. A mistura reactiva 

foi constituída por 875 pl de tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 7,0 (contendo 

EDTA 0.1 mM), 25 pl de H2O2 2 mM a 30%, 50 pl de L-ascorbato (Sigma) 0,5 mM. A 

reacção foi iniciada pela adição de 25 pl de extracto enzimático. A oxidação do 

ascorbato, dependente de H2O2, foi seguida de 10 em 10 s, durante 180 s, a um 

comprimento de onda de 290 nm (Ultrospect 2100 pro). A actividade foi determinada 

por medição da velocidade inicial de consumo do ascorbato, considerando o coeficiente 

de extinção molar (e) do L-ascorbato de 2,8 mM"1 cm'1. O resultado foi expresso em 

U/mg de proteína. 

8. Determinação da peroxídação dos lípidos 

A extracção de lipidos foi baseada no método proposto por Hodges e colaboradores 

(1999). As amostras de tecido vegetal (25 mg) foram homogeneizadas num almofariz, 

em 1500 pl de etanol a 80%. O extracto foi centrifugado (Eppendorf, 5415 D) a 10 000 

rpm, durante 5 minutos à temperatura ambiente. A uma aliquota de 500 pl de extracto 

foi adicionada a uma solução contendo 20% TCA (Ridel-De Haèn), 0,65% TBA 

(Sigma) e 0,01% de BHT (Merck). A mistura foi homogeneizada e incubada a 95 0C, 

durante 25 minutos. Posteriormente os microtubos foram transferidos para um banho de 

água e gelo, para arrefecimento rápido da mistura, e centrifugados (Eppendorf, 5415 D) 

a 5 000 rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi utilizado para determinar a 

concentração de malonaldeído (MDA). A leitura da absorvéneia foi efectuada a dois 

comprimentos de onda, a 600 nm (para subtracção de pigmentos fenilpropanóides como 
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as antocianinas) e a 532 nm (comprimento de onda de máxima absorção do cromóforo 

avermelhado-rosa formado). A peroxidação de lipidos foi expressa em nmol de MDA/g 

peso fresco, utilizando o coeficiente de extinção molar do MDA, 155 mM'1 cm"1, 

através da seguinte equação; 

Equivalentes MDA (nmol/g peso fresco) = [(A532-A6ooV155 000] . 10" 
Massa (g peso fresco) 

9. Tratamento estatístico dos resultados 

O tratamento estatístico dos resultados foi efectuado utilizando uma análise de variância 

(ANOVA) (EXCEL 2003), considerando um nivel de confiança de 95%. 
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1. Ensaio in vivo 

O ensaio in vivo, foi efectuado com cultivares de plantas de citrinos envasadas e 

realizado na Universidade de Huelva. As árvores de 'Valencia lateVCitranjeira Carrizo 

(V/CC), 'NovaVCitranjeira Carrizo (N/CC), 'Valencia Iate7C/7r//.v macrophylla (V/CM) 

e 'NovaVC/V/v/.v macrophylla (N/CM), com aproximadamente um ano, foram adquiridas 

em viveiro. Estas cultivares foram submetidas a stresse salino durante quatro meses, 

utilizando diferentes modalidades de I, 3 e 6 dS/m. 

1.1 Elementos minerais: cloretos, sódio, potássio e cálcio 

A análise mineral foi efectuada após 1, 2, 3 e 4 meses de aplicação de rega com 

diferentes concentrações de sal. 

Pela análise da Fig. 7, verificou-se um aumento significativo {P < 0,05) da 

concentração de Na intracelular, à medida que a concentração de NaCl foi aumentando 

na água de rega para as cultivares testadas, em diferentes porta-enxertos e ao longo do 

tempo. 

Verificou-se que até aos 3 meses de rega com as soluções de 3 e 6 dS/m, a concentração 

de Na aumentou, contudo a partir dos três meses e até ao final do ensaio, observou-se 

uma tendência de manutenção da concentração de Na , especialmente nas cultivares 

enxertadas em CC (Fig. 7a). 

Após os 4 meses de aplicação de stresse salino, o aumento percentual de Na para N/CC 

e V/CC, foi de aproximadamente 83 e 69%, respectivamente, quando aplicado 6 dS/m e 

quando comparado com o controlo. Relativamente às combinações N/CM e V/CM (Fig. 

7b), o aumento percentual de Na foi de cerca de 63 e 91%. 
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Para as quatro combinações testadas verificou-se que, a concentração de Na 

intracelular foi superior quando aplicada a solução de 6 dS/m, relativamente a 1 e 3 

dS/m. 
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Fijçura 7 - Acumulação dc sódio intracelular cm folhas dc cultivares dc citrinos submetidos a NaCl e ao 
longo do tempo; (a) N/CC, NovaVCitranjeira Carrizo; V/CC. 'Valencia lateVCitranjeira Carrizo; (b) 
N/CM. 'NovaVC. macrophylla: V/CM. "Valencia lateVC. macrophylla. 

Na Fig. 8 está representada a evolução da concentração de Cl" ao longo do tempo, para 

as diferentes modalidades e cultivares testadas. Quando aplicada a solução de 3 dS/m às 

cultivares, verifteou-se que a concentração de Cf intracelular, foi muito inferior 

comparativamente à concentração obtida quando aplicada a solução de 6 dS/m. 

Os níveis deste ião foram igualmente aumentando (P < 0,05), à medida que a 

concentração de NaCl nas soluções de rega foi aumentado e ao longo do tempo. 

Contudo, a partir dos três meses de aplicação de sal, verifteou-se uma tendência para 

manter os níveis de Cf intracelular, relativamente constantes. 

Após os 4 meses de aplicação de stresse salino, e para 6 dS/m o aumento percentual de 

Cl" para as combinações N/CM e V/CM (Fig. 8b), foi de aproximadamente 67 e 71%, 

respectivamente. Para as combinações N/CC e V/CC (Fig. 8a) o aumento percentual de 

Cf foi de aproximadamente 78 e 59%, respectivamente. 
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Figura 8 - Acumulação de cloro intracelular em folhas de cultivares de citrinos submetidos a NaCl e ao 
longo do tempo: (a) N/CC, "NovaVCitranjcira Carri/.o: V/CC, 'Valencia latcVCilranjcira Carrizo; (b) 
N/CM. NovaVC macrophylla: V/CM. "Valencia latcVC macrophylla. 

Relativamente ao ião K , verificou-se que ocorreu um decréscimo geral da sua 

concentração (N/CC e V/CC, 52 e 24%, respectivamente, para 6 dS/m) nas folhas das 

cultivares enxertadas em CC, à medida que a concentração de NaCl aplicada foi 

aumentando e ao longo do tempo (Fig. 9a). Para o porta-enxerto CM (Fig. 9b), a 

diminuição da concentração de K durante o tempo de não foi tão acentuada, 

especialmente na cultivar 'Valencia Iate'. No entanto, para N/CM, verificou-se uma 

diminuição acentuada da concentração de K em cerca de 43%, para um valor de CE de 

6 dS/m. Aparentemente, a diminuição da concentração de K com a salinidade foi mais 

notória em CC, comparativamente a CM. 
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Figura 9 - Acumulação dc potássio intracelular cm folhas dc cultivares dc citrinos submetidos a NaCl c 
ao longo do tempo; (a) N/CC. 'NovaVCitranjcira Carrizo: V/CC. 'Valencia lateVCitranjeira Carri/.o; (b) 
N/CM. "NovaVC. macrophylla: V/CM. 'Valencia latcVC. macrophylla. 
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Relativamente ao ião cálcio (Ca2 ), verifícou-se que para as cultivares testadas, ocorreu 

uma diminuição do valor da concentração, nos primeiros dois meses de tratamento, mas 

após este período, os níveis do ião aumentaram, para voltarem a baixar no último mês, 

quando aplicada a solução de rega de 6 dS/m. No entanto, apenas em N/CC e V/CC 

(Fig. 10a), foram encontradas diferenças significativas (P < 0,05) entre modalidades e 

tempo de tratamento, respectivamente. Em V/CM (Fig. 10b), verificou-se que a 

concentração de Ca2 intracelular, foi superior comparativamente às restantes 

combinações de citrinos testadas. 
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Figura 10 - Acumulação de cálcio intracelular em folhas de cultivares de citrinos submetidos a NaCl e ao 
longo do tempo: (a) N/CC. "NovaVCilranjeira Carrizo. V/CC. 'Vidência laleVCilranjeira Carrizo: (b) 
N/CM. 'NovaVC macrophylla: V/CM, "Valencia latcVC macrophylla. 

Na Fig. 11 estão representados os valores da razão K /Na ao longo do tempo, para as 

diferentes modalidades. Para as quatro combinações de citrinos testadas, verificou-se 

que o valor desta razão foi diminuindo com o tempo de tratamento e com a 

concentração de NaCl aplicada. Na combinação N/CC, a partir dos três meses de rega 

com 3 e 6 dS/m os valores da razão K /Na foram inferiores a 1, sendo que após os 

quatro meses de estudo os valores foram de 0,6 e 0,3, para 3 e 6 dS/m, respectivamente. 

Na combinação N/CM, só após os quatro meses de rega com a solução de 6 dS/m, o 

valor foi inferior a 1 (0,5). Para as combinações V/CC e V/CM, os valores da razão 

K /Na mantiveram-se relativamente acima de 1. 
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Com o porta-enxerto CC (Fig. 1 la e 1 Ib), obtiveram-se valores da razão K /Na mais 

baixos, comparativamente ao porta-enxerto CM (Fig. 1 1c e 1 Id). 

Relativamente às cultivares verifteou-se que para a 'Valencia late', os valores da razão 

K /Na foram ligeiramente superiores em relação à cultivar 'Nova", 

1.2 Actividade específica dos enzimas de stresse oxidativo 

A actividade específica dos enzimas de stresse oxidativo, foi determinada no tempo 0 e 

após 3 meses de aplicação de sal nas diferentes modalidades testadas (I, 3 e 6 dS/m). Os 

enzimas analisados foram a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato 
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peroxidase (APX), com o objectivo de verificar uma eventual resposta ao stresse 

oxidativo, provocado pela salinidade. 

1.2.1 Superóxido dismutase 

Na Fig. 12, está representada a actividade especifica da SOD ao longo do tempo. 

Verificou-se que após três meses de tratamento com as diferentes soluções de rega (CE 

de 1, 3 e 6 dS/m), a actividade do enzima não aumentou, nas cultivares estudadas. 

Verificou-se um decréscimo da actividade específica da SOD, após 3 meses de 

aplicação de stresse salino, especialmente em N/CC (Fig. 12a), V/CC (Fig. 12b) e 

V/CM (Fig. 12d). 
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Figura 12 - Actividade específica da SOD cm folhas de cultivares de citrinos submetidos a NaCl e ao 
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De acordo com os resultados obtidos, aparentemente o enzima não foi induzido pelo 

stresse salino, e pelo facto da actividade específica ser superior no tempo 1, poderá 

indicar que este é um enzima constitutivo, nestas cultivares. 

1.2.2 Catalase 

A determinação da actividade especifica do enzima CAT nas combinações N/CM (Fig. 

13c) e V/CM (Fig. 13d), submetidas a stresse salino, permitiu constatar que após 3 

meses de tratamento, foram as que apresentaram os valores relativamente mais elevados 

de actividade, quando aplicada a solução de 6 dS/m de CE (aumento de 98 e 86%, 

respectivamente). 
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Figura 13 - Actividade específica da CAT cm folhas de cultivares de citrinos submetidos a NaCI c ao 
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49 



 III. Resultados 

Relativamente às cultivares enxertadas em CC, apenas com a 'Nova', observou-se um 

ligero aumento da actividade específica da CAT, quando submetida a um valor de 6 

dS/m. 

i.2.3 Ascorbato peroxidase 

Na Fig. 14, está representada a actividade especifica da APX ao longo do tempo. 

Verificou-se que ocorreu um aumento da actividade específica do enzima (cerca de 3 

vezes), quando aplicada a solução de 6 dS/m e após três meses de tratamento, para as 

duas cultivares enxertadas em CC e CM. Para a combinação N/CM (Fig. 14c) também 

se registou um ligeiro aumento da actividade específica do enzima, para o valor de 3 

dS/m de CE. 
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2. Ensaio in vitro 

No ensaio com as cultivares de citrinos, 'Nova" e 'Valencia late" testadas no porta- 

enxerto Citranjeira Troyer B2, os discos de folhas com 10 mm de diâmetro foram 

incubados numa solução de referência (ver II, 2), de 6 dS/m (68,12 mM de NaCI) e/ou 

2,5 mM de silicio, durante 24 horas a 26 0C. 

2.1 Elementos minerais: silício, cloretos, sódio, potássio e cálcio 

Neste ensaio, foi determinada a concentração de Si apôs o período de incubação por 

forma a verificar se tinha ocorrido a acumulação deste elemento nas células. 

Não foram encontradas diferenças significativas {P > 0,05) na concentração de Si, para 

os diferentes tratamentos aplicados (Fig. 15). 

No entanto, entre as cultivares testadas existem diferenças significativas {P < 0,05), 

Desta forma, verificou-se que os níveis de Si intracelular, determinados em N/T foram 

cerca de 2 vezes superiores aos obtidos para V/T, como é possível observar através da 

Fig. 15. 
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Figura 15 - Acumulação dc silício em discos dc folhas dc cultivares dc citrinos, submetidos a NaCI. N/T. 
'Nova'/Troyer B2; V/T. 'Valencia latc'/Troycr B2. CT-conlrolo sem Si: Si-com silicio As barras verticais 
correspondem ao erro padrão. 
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Na Fig. 16, está representada a concentração de CF intracelular determinada após o 

tempo de incubação dos discos, em diferentes soluções. Para ambas as cultivares 

estudadas, não foram encontradas diferenças significativas {P > 0,05) entre tratamentos 

aplicados e entre as cultivares estudadas. No entanto, pela análise da Fig. 16, verificou- 

se um ligeiro aumento da concentração de Cf na presença de 6 dS/m, para ambas as 

combinações testadas. 
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Figura 16 - Acumulação de cloretos cm discos de folhas de cultivar de citrinos, submetidos a NaCl e 
silício. N/T, "Nova /Troyer B2; V/T. "Valencia latc"/Troycr B2. CT-controlo sem Si; Si-com silício. As 
barras verticais correspondem ao erro padrão. 

Relativamente ao ião Na , verifteou-se um aumento significativo {P < 0,05) da sua 

concentração nos discos de folhas, para ambas as cultivares testadas (Fig. 17), e um 

valor de CE de 6 dS/m e após 24 horas de incubação. 

Em V/T, a presença de Si na concentração de 2,5 mM diminuiu o transporte de Na para 

o interior das células, resultando numa diminuição da concentração intracelular deste 

ião, nos discos de folhas, sendo esse efeito mais notório quando o Si foi aplicado sem 

NaCl (diminuição de cerca de 26%, em relação à solução controlo sem Si). 
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Figura 17 - Acumulação dc sódio cm discos dc folhas dc cultivares dc citrinos, submetidos a NaCl c 
silício. N/T. 'Nova'/Troyer B2: V/T, Valencia latc"/Troycr B2. CT-conlrolo sem Si: Si-com silício. As 
barras verticais correspondem ao erro padrão. 

A determinação do teor de K', nos discos de folhas das cultivares 'Nova" e 'Valencia 

late? no porta-enxerto Troyer, visou verificar se a presença de Na afectaria o seu 

transporte e consequente acumulação. Desta forma, em ambas as cultivares, 'Valencia 

late' e 'Nova', os níveis de K intracelular nos discos de folhas mantiveram-se 

relativamente constantes, quando aplicada a solução de 6 dS/m em relação ao controlo 

(1 dS/m) (Fig. 18). Na presença de Si, observou-se apenas uma tendência deste 

elemento, em aumentar ligeiramente a concentração de K , nos discos de folhas de 

ambas as cultivares. 
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Figura 18 - Acumulação de potássio cm discos de folhas dc cultivares dc citrinos, submetidos a NaCl c 
silício. N/T. 'Nova'Troyer B2: VT, 'Valencia late'Troyer B2. CT-conlrolo sem Si: Si-com silício. As 
barras verticais correspondem ao erro padrão. 
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Relativamente à variação da razão K /Na , os valores obtidos estão representados na 

Fig. 19. Verificou-se que na combinação N/T ocorreu uma diminuição do valor da razão 

K /Na em cerca de 49%, quando os discos foram submetidos a 6 dS/m sem Si. No 

entanto, a presença deste elemento na solução de incubação com sal, parece ter 

favorecido o transporte de K para o interior das células na medida em que, o valor da 

razão aumentou ligeiramente (8%). Relativamente à combinação V/T, verificou-se que a 

perda de K em detrimento de Na sob salinidade foi ligeiramente superior, 

comparativamente à N/T. Quando os discos foram incubados na solução de 6 dS/m 

verificou-se que, comparativamente ao controlo (sem sal), a diminuição foi de 

aproximadamente 54%. A presença de Si na solução de incubação sem sal, aumentou o 

valor da razão K /Na em cerca de 12%, quando associado ao sal, o aumento foi de 

aproximadamente 23%. 
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Figura 19 - Variação da razão K /Na" em discos dc folhas dc cultivares de citrinos, submetidos a NaCl e 
Si. N/T. "Nov^/Troyer B2: V/T. 'Valencia latc^/Troycr B2. CT-conlrolo sem Si; Si-com silício. As barras 
verticais correspondem ao erro padrão 

Relativamente à concentração do ião Ca2', determinada em ambas as cultivares e para 

os diferentes tratamentos aplicados, apenas foram encontradas diferenças significativas 

{P < 0,05), entre cultivares testadas. 
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Na cultivar 'Nova' verificou-se que, na presença de 6 dS/m, a concentração de Ca" 

diminuiu em cerca de 11%, relativamente ao controlo (IdS/m). Aparentemente, o Si 

contribuiu para a diminuição da concentração de Ca" intracelular (Fig. 20). 

Em V/T, a aplicação de Si parece ter influenciado a acumulação de Ca2 nos discos de 

folhas, uma vez que de acordo com a Fig. 20, ocorreu um ligeiro aumento da 

concentração deste ião, na presença de Si, com ou sem NaCl. Ainda nesta cultivar, 

verificou-se que a aplicação de 6 dS/m diminuiu a concentração de Ca2 em cerca de 

44%, comparativamente ao controlo (1 dS/m). 

É de salientar que os niveis de Ca2 intracelular nos discos de folhas da cultivar N/T, 

foram aproximadamente duas vezes superiores aos obtidos para V/T, como se verifica 

na Fig. 20. 
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Figura 20 - Acumulação dc cálcio em discos de folhas de cultivares de citrinos, submetidos a NaCl e 
silício. N/T. 'Nova'/Trpyer B2: V/T, -Valencia laUf/Troyer B2. CT-conlrolo sem Si; Si-com silício. As 
barras verticais correspondem ao erro padrão. 

2.2 Teor em prolina 

Os níveis de prolina nos discos de folhas, foram avaliados após 24 horas de incubação 

em soluções de valor de CE de 1 e 6 dS/m e/ou 2,5 mM de Si, a fim de verificar a sua 

função como osmólito, nesta cultivares de citrinos. 
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Na Fig. 21 está representada a concentração de prolina nos discos de folhas, de ambas 

as cultivares, após o período de incubação. Pela análise dos resultados, não foram 

encontradas diferenças significativas {P > 0,05) na concentração deste aminoácido, 

quando os discos foram incubados em soluções contendo Si e/ou NaCl. No entanto, com 

a cultivar ^Valencia Iate" parece ter ocorrido um ligeiro aumento do teor em prolina 

intracelular, para 6 dS/m. 
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Fifiura 21 - Teor cm prolina em discos de folhas de cultivares de citrinos, submetidos a NaCl e silício. 
N/T. Nova /Troycr B2; V/T, "Valencia latc"/Troyer B2. CT-controlo sem Si; Si-com silício. As barras 
verticais correspondem ao erro padrão. 

2.3 Actividade específica dos enzimas de stresse oxidativo 

A actividade específica dos enzimas de stresse oxidativo, nomeadamente da superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), foi avaliada após 24 

horas de incubação à temperatura de 26 0C, a fim de verificar se a aplicação de NaCl, 

estaria ou não a provocar stresse oxidativo nos discos de folhas das cultivares. 
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2.3.1 Superóxido dismutase 

Na Fig. 22 está representada a actividade específica da SOD nos discos de folhas, após 

24 horas de incubação, em diferentes soluções de 1 e 6 dS/m e/ou 2,5 mM de Si. 

Veriflcou-se que em ambas as cultivares, a actividade específica da SOD manteve-se 

relativamente constante com a aplicação de stresse salino. 

A presença de Si, na solução de incubação dos discos de folhas da cultivar 'Nova', teve 

influência na actividade do enzima, aumentando-a ligeiramente (em cerca de 15%). 

Relativamente à cultivar 'Valencia late', verificou-se que a aplicação de Si sem NaCl ou 

associado a este elemento (6 dS/m), aumentou ligeiramente a actividade específica do 

enzima em 13 e 26%, respectivamente. 
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Figura 22 - Actividade específica da SOD cm discos de folhas de cultivares de citrinos, submetidos a 
NaCl c silício. N/T, 'Nova'/Troyer B2; V/T, •Valencia latc"/Trover B2. CT-conlrolo sem Si: Si-com 
silício. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

2.3.2 Catalase 

Pela análise da Fig. 23, verifteou-se um aumento não significativo {P > 0,05), da 

actividade especifica da CAT em N/T, na presença de 6 dS/m (NaCl), contrariamente ao 
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observado para V/T, onde se observou que a actividade manteve-se relativamente 

constante. 

A aplicação de Si, nas soluções de incubação, parece ter contribuído para aumentar a 

actividade do enzima. Este efeito é notório em N/T quando o Si foi aplicado sem NaCl 

(aumento de aproximadamente 60%, em relação à solução sem Si), enquanto que na 

cultivar 'Valencia late" o mesmo se verificou quando o Si foi aplicado sem NaCl ou 

combinado a 6 dS/m de NaCl (aumento de 46 e 69%, respectivamente, em ralação às 

soluções sem Si). 
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Figura 23 - Actividade especifica da CAT cm discos de folhas de cultivares de citrinos, submetidos a 
NaCl c silício. N/T. 'Nova'/Troycr B2; V/T. "Valencia lalc'/Troycr B2. CT-conlrolo sem Si: Si-com 
silício. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

2.3.3 Ascorbato peroxidase 

Os dados obtidos para o enzima APX, foram similares aos dados obtidos para a CAT, 

ou seja pela análise da Fig. 24, verificou-se uma tendência do Si, para aumentar a 

actividade especifica do enzima especialmente em N/T, quando aplicado sem NaCl 

(aumento de 84%, relativamente à solução sem Si). Também nesta cultivar, para 6 

dS/m, ocorreu um aumento são significativo {P > 0,05), da actividade do enzima. Na 

cultivar 'Valencia late', verificou-se que o Si contribuiu para o aumento da actividade 
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do enzima, quando aplicado sem NaCl ou associado a este composto (aumento de 57 e 

51%, relativamente às soluções em Si). 
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Figura 24 - Actividade específica da APX em discos de folhas de cultivares de citrinos, submetidos a 
NaCl c silício. N/T. 'Nova"/Troycr B2; V/T, -Valencia latc^/Troycr B2. CT-controlo sem Si; Si-com 
silício. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

2.4 Peroxidação de lípídos 

Na Fig. 25 está representada a concentração de MDA (malonaldeido) nos discos de 

folhas, submetidos a diferentes tratamentos, com NaCl e/ou Si, após 24 horas de 

incubação. Quando aplicadas as soluções de 6 dS/m e/ou 2,5 mM de Si, em ambas as 

cultivares, não foram encontradas diferenças significativas {P > 0,05) no teor em MDA, 

entre tratamentos aplicados e entre cultivares. 

Contudo, pode observar-se que em N/T, ocorreu um ligeiro aumento dos níveis de 

MDA na presença de NaCl (em cerca de 25%), comparativamente ao controlo (1 dS/m). 

Em V/T, o nível de peroxidação é ligeiramente superior em relação a N/T. 
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Figura 25 - Concentração de malonaldeído cm discos de folhas de cultivares de citrinos, submetidos a 
NaCI e silício. N/T, 'Nova"/Troyer B2; V/T. "Valencia late"/Troyer B2. CT-controlo sem Si; Si-com 
silício. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

3. Ensaio in vivo com porta-enxertos 

Neste ensaio, utilizaram-se os porta-enxertos Citranjeira Troyer B2 (TR) e Tangerineira 

Sunki (SK). O tratamento salino foi aplicado durante 28 dias, em plântulas com 4 meses 

de idade, com concentrações de 1, 3 e 6 dS/m (8,12, 38,12 e 68.12 mM de NaCI, 

respectivamente). O silício foi aplicado na concentração de 2,5 mM, às plântulas com e 

sem NaCI. 

3.1 Elementos minerais: silício, cloretos, sódio, potássio e cálcio 

A determinação de Si foi efectuada, para verificar se este elemento, quando presente, 

seria utilizado pelas plântulas na redução do stresse salino. 

Pela análise da Fig. 26, verifteou-se que após 28 dias a concentração de Si aumentou 

significativamente (P < 0,05) no porta-enxerto Sunki, mesmo na presença de NaCI. O 

aumento percentual em relação ao tempo 0, foi de 53,2, 39,3 e 58,5%, quando o Si foi 

aplicado sem NaCI ou associado a 3 e 6 dS/m de NaCI, respectivamente. 
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Relativamente ao porta-enxerto Troyer, verificou-se igualmente uma tendência para o 

aumento da concentração de Si, após os 28 dias de tratamento, especialmente quando 

aplicado sem NaCl (cerca de 37,7%) ou associado a 6 dS/m de NaCl (cerca de 35,9%). 

No entanto, estes aumentos não foram significativos {P > 0,05). 
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Figura 26 - Acumulação dc silício em folhas dc plântulas dc porta-enxertos submetidos a NaCl. ao longo 
do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

i Fig. 27, está representada a concentração de Cf intracelular nas folhas dos porta- 

xertos submetidos a stresse salino e Si, ao longo de 28 dias. 

írificou-se que a concentração de Cf intracelular nas folhas da Sunki e Troyer, 

mteve-se relativamente constante ao longo do tempo e para os diferentes tratamentos. 
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Figura 27 - Acumulação dc cloretos em folhas dc plântulas dc porta-enxertos submetidos NaCl c silício, 
ao longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 
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A presença de Si na solução de rega, não teve influência na acumulação deste ião ao 

nivel das folhas dos porta-enxertos. 

A acumulação de Na intracelular nas folhas das plântulas de porta-enxertos ao longo do 

tempo, para as diferentes modalidades, também foi verificada, e os dados obtidos estão 

representados na Fig. 28. 

Verificou-se um aumento significativo {P < 0,05) da concentração deste ião em 

aproximadamente 32% para o porta-enxerto Sunki, após os 28 dias de aplicação de 

NaCI na concentração de 6 dS/m. Para o porta-enxerto Troyer, não foram detectadas 

diferenças significativas {P > 0,05), na concentração de Na durante o tempo de estudo, 

para ambas as concentrações de NaCI testadas. A presença de Si na água de rega 

contendo 3 dS/m de NaCI, parece ter diminuído a concentração de Na intracelular, no 

porta-enxerto Sunki. 
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Figura 28 - Acumulação dc sódio em folhas de plântulas dc porta-enxertos submetidos NaCI e silício, ao 
longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

O efeito da aplicação de NaCI, nos níveis de K intracelular nas folhas das plântulas dos 

porta-enxertos também foi avaliada. Pela análise da Fig. 29, verificou-se que no porta- 

enxerto Sunki, a concentração de K diminuiu de forma significativa {P < 0,05) ao 
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longo do tempo, sendo especialmente notório quando aplicado o valor de 6 dS/m (68,12 

mM de NaCl) (redução 31 e 44%, para 38,12 mM e 68,12 mM de NaCl, 

respectivamente). 

No porta-enxerto Troyer, não foram encontradas diferenças significativas {P > 0,05) nos 

níveis de K , para as duas concentrações de NaCl testadas. E de referir o facto da 

concentração de K ser superior na Sunki, sendo essa diferença sensivelmente o dobro, 

em relação à Troyer. 

Observou-se um efeito favorável do Si ao transporte de K para o interior das células, 

uma vez que quando combinado com 3 dS/m de NaCl a redução de K toi de apenas 

14% e quando combinado com 6 dS/m a redução foi de apenas 7%, após os 28 dias de 

estudo e comparativamente ao controlo. 
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Figura 29 - Acumulação dc potássio cm folhas dc plântulas dc porta-enxertos submetidos NaCl c silício, 
ao longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

Pela análise da Fig. 30, é possível observar que a razão K VNa foi superior 

(sensivelmente o dobro) no porta-enxerto Sunki, quando comparado com a Troyer. Na 

presença de NaCl e após os 28 dias de estudo, verificou-se uma diminuição da razão 

K VNa', no porta-enxerto Sunki em cerca de 43 e 55% quando aplicados os valores de 3 

e 6 dS/m, respectivamente, sendo essas diferenças significativas {P > 0,05). No entanto. 
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na presença de 2,5 mM de Si é notório o aumento significativo {P < 0,05) do valor desta 

razão em aproximadamente 4 e 11%, quando associado a 3 e 6 dS/m, respectivamente. 

No porta-enxerto Troyer, ocorreu uma diminuição percentual do valor da razão K /Na , 

em cerca de 38 e 35% para 3 e 6 dS/m, respectivamente. Quando aplicado Si, 

juntamente com 3 e 6 dS/m, verificou-se um aumento do valor desta razão em 

aproximadamente 15 e 18%, respectivamente. 
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Figura 30 - Variação da razão K /Na" cm folhas de plântulas dc porla-eaxcrtos submetidos NaCl e 
silício, ao longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

Na Fig. 31, onde se observa a evolução da concentração de Ca2 ao longo do tempo de 

estudo, verificou-se que para o porta-enxerto Troyer não existem diferenças 

significativas {P > 0,05), na concentração de Ca" durante o tempo de exposição ao 

NaCl e/ou Si. 

No entanto, para a Sunki o mesmo não se verificou, uma vez que foram detectadas 

diferenças significativas {P < 0,05) na concentração deste ião, ao longo do tempo. Essas 

diferenças traduzem-se num aumento da concentração de Ca2r, ao longo do periodo de 

estudo, em cerca de 12 e 17%, para o controlo e 6 dS/m. 
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Fij»ura 31 - Acumulação dc cálcio em folhas dc plântulas dc porla-cnxcrtos submetidos NaCl c silício, ao 
longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

Por outro lado, a aplicação de Si conduziu ao aumento da concentração de Ca2 em 

aproximadamente 20 e 27%, quando aplicado sozinho ou juntamente com 6 dS/m. 

3.2 Teor em prolina 

Os niveis de prolina nas folhas das plântulas de porta-enxertos, foram avaliados a fim de 

verificar se este aminoácido funcionaria como osmólito na Sunki e Troyer. 

No entanto, pela análise dos resultados obtidos, representados na Fig. 32, não foram 

encontradas diferenças significativas {P > 0,05) no teor em prolina, para os vários 

tratamentos salinos aplicados no porta-enxerto Sunki (Fig. 32). Contudo, veriticou-se 

que os níveis de prolina aumentaram significativamente {P < 0,05) ao longo do tempo. 

Após os 28 dias de estudo, o aumento foi de cerca de 56% quando aplicada a solução de 

6 dS/m. O mesmo se observou na presença de Si associado a 6 dS/m, sendo que a 

concentração de prolina neste caso aumentou em cerca de 67%. 

Relativamente ao porta-enxerto Troyer, foram encontradas diferenças significativas {P 

< 0,05) na concentração de prolina, entre os tratamento salinos aplicados e ao longo dos 

28 dias de estudo. Registou-se um aumento de aproximadamente 44 e 35%, quando 
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aplicadas as concentrações de 3 e 6 dS/m, respectivamente, após os 28 dias. Neste 

porta-enxerto, a presença de 2,5 mM de Si, sem NaCl ou associado ao NaCl, nào alterou 

os níveis de prolina, como se pode observar na Fig. 32. 

□ I dSm □ 1 dS'm 
E3 3 dSTti 
E3 6 dSta 

□ 1 dS'm+Si 
S 3 dS/m+Si 
■ 6 dSto+Si 

Sun ki Frover □ 3 dSm S 3 d.Sm+Si 
E3 6 dS/m 6 d S m ' Si 

81 4 81 -4 

= • = 3 

c : c - 
; ■ ■■ i =- 

7 14 
Tempo (dias) Tempo (dias) 

Figura 32 - Acumulação dc prolina em folhas dc plântulas de porta-enxertos submetidos NaCl c silício, 
ao longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

3.3 Actividade específica dos enzimas de stresse oxidativo 

A actividade especifica dos enzimas de stress oxidativo, superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), foi avaliada no tempo 0 e após 7, 14 e 28 

dias de rega com diferentes soluções salinas de 1, 3 e 6 dS/m. O efeito de 2,5 mM de 

silício na actividade dos enzimas também foi avaliado. 

3.3.1 Superóxido dismutase 

Pela a análise da Fig. 33, verificou-se um aumento significativo {F < 0,05) da actividade 

especifica da SOD em ambos os porta-enxertos, à medida que o tempo de aplicação de 

NaCl aumentou, sendo mais notório após os 28 dias de tratamento. Na Sunki o aumento 

percentual foi de aproximadamente 68 e 48%, na presença de 3 e 6 dS/m, 
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respectivamente. Quando aplicada a solução contendo 2,5 mM de Si e 6 dS/m, a 

actividade específica deste enzima aumentou em cerca de 58%. 

Para o porta-enxerto Troyer, também se observaram diferenças significativas {P < 0,05) 

na actividade especifica da SOD, ao longo dos 28 dias de tratamento. Quando 

comparado com o controlo, o aumento foi de aproximadamente 39 e 79% para 3 e 6 

dS/m, respectivamente. Nas plàntulas regadas com a solução de 6 dS/m contendo Si, foi 

onde se registou o maior aumento da actividade específica do enzima, cerca de 76%. 
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Figura 33 - Actividade específica da superóxido dismutase em folhas dc plàntulas dc porta-cnxcrios 
submetidos NaCl c silício, ao longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

3.3.2 Catalase 

Não foi possível tirar conclusões concretas sobre o efeito da salinidade e/ou Si, na 

actividade especifica da CAT, determinada ao longo do período de estudo para ambos 

os porta-enxertos. Uma vez que, os valores obtidos não permitiram obter um padrão 

coerente de evolução da actividade deste enzima com os tratamentos aplicados (Fig. 

34). No entanto, considerando apenas os dados obtidos ao fim dos 28 dias e 

comparando com os dados obtidos para o controlo, é possível observar algumas 

diferenças na actividade da CAT, especialmente na presença de Si. No entanto, é 

importante referir que a actividade da CAT, no porta-enxerto Troyer toi cerca de 8 
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vezes mais elevada, quando comparada com a Sunki, para as modalidades testadas, 

como se pode observar na Fig. 34. A aplicação de Si, contribuiu para aumentar a 

actividade da CAT, nas folhas de porta-enxerto, especialmente na Sunki. No entanto, 

após 28 dias de tratamento, é notório o efeito do Si no aumento da actividade específica 

da CAT em ambos os porta-enxertos. 
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Figura 34 - Actividade específica da catalasc em folhas de plântulas de porta-cnxcrios submetidos NaCl e 
silício, ao longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

3.3.3 Ascorbato peroxidase 

Foi notório o aumento significativo {P < 0,05) da actividade especifica da APX, após 28 

dias de estudo especialmente no porta-enxerto Troyer (Fig. 35), quando aplicado NaCl. 

Esse aumento foi de aproximadamente 60 e 93%, para os valores de 3 e 6 dS/m de CE, 

respectivamente. Também foi possivel observar uma tendência do Si, em contribuir para 

o aumento da actividade deste enzima, em ambos os porta-enxertos, especialmente a 

partir dos 14 dias de tratamento, quer aplicado sem NaCl (aumento de 57%, após os 28 

dias), ou combinado com 3 e 6 dS/m (aumento de 73 e 84%, respectivamente, ao fim 

de 28 dias). 

No porta-enxerto Sunki, não foram observadas diferenças significativas (P > 0,05) entre 

tratamentos e tempo de aplicação de NaCl e/ou Si. Contudo, pela análise da Fig. 35, foi 
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possível verificar que a presença de Si aumentou a actividade da APX, também a partir 

dos 14 dias de estudo, sendo esse efeito mais notório na presença de 6 dS/m associado a 

2,5 mM de Si (aumento de aproximadamete 77%). De salientar que a actividade da 

APX no porta-enxerto Troyer, foi muito superior (cerca de 10 vezes), quando 

comparado com a registada para a Sunki. 
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Figura 35 - Actividade específica da ascorbalo peroxidase cm folhas de plântulas de porta-enxertos 
submetidos NaCl c silício, ao longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 

3.4 Peroxidação de lípídos 

Por forma a verificar possíveis danos ao nivel dos lipidos de membrana das células, 

submetidas a stresse salino, procedeu-se à determinação da concentração em MDA, os 

resultados obtidos estão representados na Fig. 36. 

Pela análise dos resultados, verificou-se que a rega das plântulas com NaCl nas 

concentrações de 1, 3 e 6 dS/m, não afectou os niveis de MDA, uma vez que não foram 

encontradas diferenças significativas {P > 0,05), entre os tratamentos salinos aplicados e 

o tempo de estudo, para ambos os porta-enxertos. 

No entanto, pela análise da figura, verificou-se uma tendência de aumento dos niveis de 

MDA, quando aplicada a solução de 6 dS/m em ambos os porta-enxertos. 
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A aplicação de Si, juntamente com 68,12 mM de NaCi, parece ter diminuído os níveis 

de MDA, em ambos os porta-enxertos, especialmente após os 28 dias de tratamento, 

sendo este efeito mais acentuado na Sunki. De referir, que os níveis de MDA 

determinados para o porta-enxerto Troyer, foram cerca de 2 vezes superiores, 

comparativamente à sunki. 
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Figura 36 - Acumulação dc malonaldeído em folhas dc plântulas dc poria-cnxcnos submetidos NaCl c 
silício, ao longo do tempo. As barras verticais correspondem ao erro padrão. 
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No ensaio realizado com as plantas envasadas, 'Nova1 e "Valencia late', as modalidades 

testadas foram de 1, 3 e 6 dS/m de condutividade eléctrica (CE), durante 

aproximadamente 4 meses. A análise mineral, revelou que nas cultivares estudadas a 

concentração de Na foi aumentando ao longo do tempo e com o aumento da 

concentração de sal. No entanto, a partir dos três meses de aplicação de stresse salino, 

verificou-se que os níveis deste elemento mantiveram-se relativamente constantes, nas 

cultivares estudadas. Os niveis de Cf foram aumentando até aos 3 meses de aplicação 

de sal na água de rega, para valores de CE de 3 e 6 dS/m. Posterioremente, verificou-se 

uma tendência de manutenção dos níveis deste elemento ('Valencia lateVCM e 

'NovaVCM) ou mesmo de diminuição ('Valencia lateVCC e "NovaVCC). 

Nas cultivares enxertadas em CC, aparentemente o transporte de Na foi superior, o que 

contraria resultados obtidos anteriormente, onde se constatou que sob condições de 

salinidade, o transporte de Cf é geralmente superior ao de Na (Zekri e Parsons, 1992; 

Moya eí ai, 1999). Desta forma, podem ter sido as cultivares a regular o transporte dos 

iões e a sua acumulação. No entanto, estudos demonstraram a influência da cultivar 

enxertada na acumulação dos iões nas folhas (Banuls e Primo-Millo, 1995; Nieves et 

ai, 1992). 

Relativamente às cultivares enxertadas em CM, verificou-se que a concentração de Na 

intracelular foi aumentando ao longo do tempo para as diferentes modalidades, sendo 

mais notório para os valores de CE de 3 e 6 dS/m nas cultivares testadas. Os níveis de 

Cf foram igualmente aumentando até aos 3 meses de aplicação de sal na água de rega, 

tempo a partir do qual, os niveis deste elemento estabilizaram. Estes dados estão de 

acordo com dados descritos em estudos anteriores com o porta-enxerto C. macrophylla, 

onde foi verificado que a concentração de Na aumentou com o tempo de exposição ao 

NaCl (Ruiz et ai, 1997 e 1999). Portanto, aparentemente nas combinações "Valencia 
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lateVCM e "NovaVCM, parece ter sido o porta-enxerto a regular o transporte dos iões 

para as folhas. 

Relativamente ao iào potássio (K ), verificou-se que nas cultivares enxertadas em CC, o 

decréscimo na concentração deste iào (em relação ao controlo, I dS/m), foi superior 

comparativamente às cultivares enxertadas em CM (ver Fig. 9), para as modalidades 3 e 

6 dS/m. Nas duas cultivares enxertadas em CC e na combinação N/CM. verificou-se um 

decréscimo da concentração de Kr, enquanto que na combinação V/CM os níveis de K 

mantiveram-se relativamente constantes, com o aumento da concentração de sal e 

tempo de aplicação. A redução do transporte de K para o interior das células, 

provocada pelo Na , é um processo competitivo conhecido (Ball et ai, 1987, Cerdá et 

ai, 1995; Cramer et ai, 1985), e a deficiência em K provocada pelo Na tem sido a 

causa da reduzida taxa de assimilação de CO2 (Ball et ai, 1987), conduzindo a uma 

diminuição da taxa fotossintética, e consequente diminuição do crescimento da planta. 

A diminuição do transporte de K , também pode ser induzido por alterações da 

integridade da membrana, causado pela substituição de Ca: pelo Na (Cramer et ai, 

1985). 

Experiências realizadas sob condições controladas, indicam que a elevada concentração 

de Na no solo ou soluções, reduz o transporte de K e Ca' pelas plantas e/ou afecta a 

distribuição interna destes elementos (Grattan e Grieve, 1992). 

Os níveis de Ca' intracelular foram oscilando ao longo do tempo, nas cultivares 

submetidas a stresse salino, podendo indicar que as células estariam a proceder ao ajuste 

osmótico, com a finalidade de manterem os níveis de Ca"" intracelular relativamente 

constantes. 

A manutenção de valores elevados da razão K /Na intracelular, é um indicativo da 

tolerância das plantas à salinidade (Yeo, 1998). A razão K /Na também fornece alguma 
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informação acerca do funcionamento dos sistemas de transporte, uma vez que valores 

inferiores a 1, indicam que a célula não teve a capacidade de manter os níveis de K 

intracelular (aproximadamente 100 mM), prevalecendo o Na intracelular. Esta perda de 

K citosólico em detrimento do Na , ocorre devido à similaridade fisico-quimica entre 

os dois iões, o que conduz à competição pelos locais de ligação do K à entrada para o 

simplasma, e consequentemente à diminuição da concentração de K (Maathuis e 

Amtmann, 1999). 

Verificou-se que em todas as combinações testadas a razão K /Na foi diminuindo com 

o tempo de aplicação e com a concentração de NaCI aplicada. Na cultivar 'Nova' 

(N/CC e N/CM), a partir dos trés meses de aplicação de água de rega de 6 dS/m, o valor 

da razão K /Na foi inferior a 1, sugerindo que nestas combinações, a capacidade de 

manter os niveis de K intracelular necessário às actividades metabólicas, foi dificultada 

devido à elevada concentração de Na da água de rega. 

De uma maneira geral, na cultivar 'Nova" os niveis da razão K /Na foram inferiores 

aos obtidos para a 'Valencia Iate'. O mesmo foi verificado, utilizando a Citranjeira 

Carrizo, ou seja, neste porta-enxerto os níveis da razão K /Na foram inferiores 

comparativamente ao porta-enxerto C. macrophylla. 

Um dos efeitos adversos do stresse salino nas plantas, está relacionado com a produção 

de ROS (Especies Reactivas de Oxigénio), como resultado do stresse oxidativo. Estas 

espécies (oxigénio molecular; O2; oxigénio singleto, 'O?; radical superóxido, O2 ; 

peróxido de hidrogénio, H2O2; e radical hidróxilo, "OH) são produzidas, essencialmente 

no cloroplasto e na mitocòndria, onde a concentração de oxigénio é elevada devido aos 

processos metabólicos (fotossíntese e respiração, respectivamente). De entre os 

mecanismos de defesa de ROS, estão incluídas as respostas enzimática e não- 
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enzimática. Os enzimas de stresse oxidativo, como a SOD, CAT e APX, são 

responsáveis pela eliminação parcial ou total de ROS. 

Relativamente à análise dos enzimas de stresse oxidativo, verificou-se que o enzima 

SOD não foi actividade, mesmo com o aumento do valor de CE aplicada (ver Fig. 9), 

uma vez que a actividade específica determinada para as cultivares estudadas após os 

três meses de aplicação de sal, foi inferior à determinada no tempo 1. Portanto, estes 

dados sugerem a existência de actividade constitutiva nas quatro combinações de 

citrinos testadas. Resultados semelhantes foram obtidos por Ferreira (2005). O facto da 

actividade especifica não ter aumentado com a aplicação de stresse salino, poderá 

também indicar que actuaram outros mecanismos de defesa não-enzimática contra os 

ROS eventualmente formados durante o stresse oxidativo, especialmente o aniào 

superóxido (ver I, 3.5), possivelmente pela acção de moléculas antioxidantes, como ê o 

caso do ácido ascórbico (ASC) ou glutationa (GSFI), que também actuam sobre este 

radical. Arbona e colaboradores (2003), verificaram que a sensibilidade do porta- 

enxerto Citranjeira Carrizo à salinidade, devia-se essencialmente à intoxicação celular 

do ião Cf e não pelos danos provocados pelo stresse oxidativo, uma vez que ocorreu 

uma resposta celular a este tipo de stresse, nomeadamente pela utilização de moléculas 

antioxidantes. No entanto, no presente trabalho, não foram efectuadas análises que 

permitissem clarificar esta questão. 

Pela análise dos resultados obtidos para os enzimas CAT (ver Fig. 13) e APX (ver Fig. 

14), onde se verificou um ligeiro aumento da actividade específica com os tratamentos 

salinos e ao longo do tempo, permitiu constatar que o radical H2O2 estaria a ser formado 

por dismutação enzimática (SOD) ou de moléculas antioxidantes. 
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No ensaio com discos de folhas, onde foram utilizadas as cultivares 'Nova" (N/T) e 

'Valencia Iate" (V/T) no porta-enxerto Citranjeira Troyer B2, foi determinada a 

concentração de Si após 24 h de incubação em soluções de 6 dS/m e/ou 2,5 mM de Si, 

com o objectivo de verificar se tinha ocorrido o transporte deste elemento pelas células. 

Verificou-se que em ambas as cultivares testadas no porta-enxerto Troyer, não ocorreu 

o transporte de Si, uma vez que as diferenças encontradas entre tratamentos não foram 

significativas {P > 0,05). Em termos globais, não foram detectadas diferenças 

significativas {P > 0,05) para os vários parâmetros analisados, ao longo do tempo e em 

ambas as cultivares, na presença de NaCl e/ou Si. A excepção foi registada na 

concentração de Na , na combinação N/T (ver Fig. 17), onde se verificou que a 

aplicação da solução de 6 dS/m, aumentou significativamente (/-'< 0,05) a concentração 

do ião. Este aumento parece ter sido relativamente suficiente para activar os enzima 

CAT e APX, uma vez que os valores da actividade especifica dos enzimas aumentou 

ligeiramente na presença de sal, nas duas cultivares testadas (ver III, 2.3). A actividade 

específica da SOD, manteve-se relativamente constante em ambas as cultivares. 

Contudo a presença de Si, nas soluções de incubação parece ter favorecido o aumento 

da actividade específica dos enzimas em ambas as cultivares. Para a cultivar 'Nova", 

este facto ocorreu quando o Si foi aplicado sem NaCl, e em relaçao à cultivar 'Valencia 

late', quando aplicado com e sem o sal. 

Relativamente à razão K /Na , verificou-se que em ambas as cultivares, ocorreu uma 

diminuição do valor da razão K /Na , sendo ligeiramente inferior na cultivar 'Valencia 

late', quando os discos foram submetidos a 6 dS/m sem Si. Quando adicionado às 

soluções de incubação com e sem sal, verificou-se que este elemento aparentemente 

favoreceu o transporte de K para o interior das células. Na combinação N/T, este facto 

foi observado na presença de NaCl, enquanto que na combinação V/T, quando o Si foi 
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adicionado com e sem o sal. Estes resultados estão de acordo com estudos anteriores 

(Liang, 1999), onde se verificou que concentração de Na diminuiu (cerca de 12%) nas 

folhas quando a planta da cevada foi submetida a 120 mM de NaCl e 1 mM de Si, 

comparativamente ao controlo onde o Si não foi adicionado. O mesmo autor, também 

verificou, nas mesmas condições de ensaio, que a concentração de K aumentou na 

presença de Si (cerca de 25%). 

Quando a concentração de Na é elevada, no apoplasma ou vacúolo das folhas, as 

células têm dificuldade em manter os níveis de Na citosólico baixos, e 

consequentemente da razão K /Na (Gorham et ai, 1990; Dubcovsky et a!., 1996; 

Maathuis e Amtmann, 1999). No entanto, nestas combinações de citrinos verificou-se 

que apesar da concentração de Na (68,12 mM, equivalente a 6 dS/m) ser relativamente 

elevada para citrinos, as células aparentemente tiveram a capacidade de manter o valor 

da razão K /Na acima de 1, indicando uma boa manutenção dos níveis de K 

intracelular. 

Os níveis de malonaldeído (MDA) e prolina determinados, mantiveram-se 

relativamente constantes entre os tratamentos aplicados. Pela análise dos resultados 

obtidos neste ensaio, nas condições referidas (ver II, 2), possivelmente a prolina não 

funcionou como osmólito nestas cultivares de citrinos. A concentração inicial de prolina 

nos discos de folhas nas soluções controlo (sem NaCl), foi elevada sugerindo que este 

aminoácido poderá ser constitutivo nestas cultivares, como já havia sido indicado por 

Briens e Larher (1982). 

Estudos realizados com discos de folhas de outras espécies de plantas, nomeadamente 

tomateiro, em que foram utilizadas concentrações de NaCl mais elevadas (até 300 mM), 

verificou-se que a concentração em prolina foi aumentando (Aziz et ai, 1999). No 

entanto, noutros estudos também realizados em discos de folhas de espinafre {Spinacia 
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oleracea L.) e canola (Brassica napus L.), foi referido que apesar da importância da 

prolina no restabelecimento da turgescência nos discos de folha sujeitos a stress salino, 

o facto da sua concentração aumentar tardiamente seria indicativo que este aminoácido 

não desempenhava uma função primária no ajuste osmótico, o que não excluiria a sua 

contribuição na recuperação da homeostase interna que pode ter lugar em fases mais 

tardias (Larher et ai, 2003). 

O facto de não terem sido detectadas diferenças significativas (P > 0,05) para os vários 

parâmetros analisados, e em especial na actividade específica dos enzimas SOD, CAT e 

APX, poderá estar relacionado com mecanismos de defesa celular utilizados pela célula, 

nomeadamente na exclusão de iões tóxicos (Na e Cf), na sua compartimentação nos 

vacúolos (caso ocorra o transporte desses iões) e mecanismos de defesa não-enzimática, 

utilizados pelas células, para ultrapassar um eventual stresse oxidativo a que foram 

submetidas. Desta forma, e admitindo que possa ter ocorrido a formação de ROS com a 

aplicação de 6 dS/m, estes poderão ter sido eliminados (não pelos enzimas de stresse 

oxidativo), mas por outras moléculas com função antioxidante, como polifenóis e outros 

compostos nào-polares (Arbona et ai, 2003), referidos anteriormente. 

Pela análise global dos resultados obtidos nos ensaios com discos de folhas, a 

concentração de NaCl aplicada (6 dS/m ou 68,12 mM) durante 24 h, apenas afectou os 

níveis de Na . Os resultados indicaram que a presença de Na na concentração de 6 

dS/m, poderá não ter tido efeito no transporte de K pelas células. 

Possivelmente a concentração de NaCl testada pode não ter sido suficiente para 

provocar um desequilíbrio na concentração de K", e provocar stresse osmótico e 

oxidativo nas células. Por outro lado, o Na poderia estar a ser acumulado nos vacúolos 

sem que causa-se stresse oxidativo, uma vez que a actividade específica dos enzimas 
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nào foi alterada. No entanto, verificou-se que a presença de Si, contribuiu para aumentar 

a actividade especifica dos enzimas em ambas as cultivares. 

Nos dois ensaios realizados, in vivo e in vitro, utilizando as cultivares 'Nova" e 

'Valencia late', verificou-se que o ião Na foi aumentando ao longo do tempo, para 6 

dS/m. Tendo em conta que de acordo com Walker (1986), o porta-enxerto Citranjeira 

Troyer B2 tem a capacidade de excluir Na , acumulando mais Cf, então parece ter sido, 

também nestes ensaios in vitro, a cultivar "Nova" a influenciar a acumulação do ião Na 

nas folhas (à semelhança do observado para as combinações N/CC e N/CM). 

O estudo in vivo com plàntulas de porta-enxertos, foi efectuado durante 28 dias, 

utilizando além do controlo, soluções de 3 e 6 dS/m e/ou 2,5 mM de silício (Si). De 

acordo com os dados obtidos pela análise mineral aos iões Na e Cf, verificou-se que no 

porta-enxerto Sunki, a concentração do ião Na foi aumentando significativamente {P < 

0,05), ao longo dos 28 dias de estudo quando aplicado o NaCl (aumento de 0,6 para 0,9 

mmol/g peso seco, para 6 dS/m), enquanto que a concentração de Cf manteve-se 

sensivelmente constante (-10 mmol/g peso seco). Estes dados estão de acordo com 

dados bibliográficos, onde é referido que este porta-enxerto tem elevada capacidade 

para excluir Cf (Maas, 1993) e resistir ao stresse salino (Paranychianakis e 

Chartzoulakis, 2005). 

No porta-enxerto Troyer, as concentrações de Na e Cf mantiveram-se relativamente 

constantes, ao longo do tempo e para os diferentes tratamentos aplicados, embora os 

valores de Cf obtidos tivessem sido relativamente elevados (-10 mmol/g peso seco), 

quando comparados com os niveis de Na (-1 mmol/g peso seco, após os 28 dias). Num 

estudo efectuado por Walker (1986), foi verificado que a Citranjeira Troyer tinha um 
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comportamento semelhante ao de Poticirus trifoliatci, ou seja, possuía a capacidade de 

excluir parcialmente o Na das folhas, acumulando-o no caule e raízes. Noutro estudo 

efectuado por Raveh e Levy (2005) em citrinos, foi observado que as árvores enxertadas 

na C. Troyer, apresentavam índices elevados de Cf no xilema, quando comparado com 

a Cleópatra mandarim. Com o presente trabalho, verificou-se que no porta-enxerto C. 

Troyer, a concentração de Cf foi de facto superior à de Na . 

As espécies de citrinos, (assim como outras dicotiledóneas) podem manter elevados 

níveis de Na e da razão K /Na', porque conseguem armazenar a maior parte do Na no 

vacúolo (Flowers e Yeo, 1988; Glenn et a/., 1999). Estas espécies de plantas variam 

entre si, no que diz respeito à tolerância associada a baixos níveis de Na na parte aérea 

da planta. Por exemplo, uma espécie selvagem de tomateiro, Licopersicon peruvicmum, 

tolerante à salinidade, acumulou maior quantidade de Na que a espécie doméstica, L. 

esculentum, sensível à salinidade (Tall, 1971; Santa-Cruz et ai, 1999). 

O efeito do porta-enxerto na concentação de Cf nas folhas, poderá estar relacionado 

com a selectividade no transporte de iões pelas raízes, e/ou efeitos ao nível da 

condutividade hidráulica nas folhas, que limita a taxa de transpiração e 

consequentemente limita a acumulação de iões nas folhas (Raveh e Levy, 2005). Face 

aos dados experimentais obtidos, pode-se inferir que o porta-enxerto Sunki, sendo mais 

resistente à salinidade, procedeu ao armazenamento de Na tóxico no vacúolo das 

células nas folhas, e possivelmente à exclusão de Cf ao nível da raiz. Enquanto que a 

Troyer, poderá ter direccionado o Na e também o Cf para o caule e raízes, dai não ter 

ocorrido o aumento da concentração destes iões, neste porta-enxerto. 

A determinação de silício (Si) teve como principais objectivos, verificar se as plantas 

efectuariam o transporte deste elemento ao nível das células, bem como o seu efeito na 

redução de stresse salino. Existem poucos estudos sobre os efeitos deste elemento em 
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Citrus, a única fonte de comparação reporta a um estudo efectuado por Wutscher 

(1989), em que foram utilizadas plântulas de Citrus sinemis no porta-enxerto Cilms 

Union. As folhas das plantas que cresceram numa solução contendo 2,4 mM de Si, 

foram comparadas com as plantas controlo, onde este elemento não foi aplicado. Foi 

verificado que o Si, tinha "uma função limitada na nutrição dos citrinos". Contudo, sob 

condições de stresse salino existe a possibilidade das plantas acumularem este elemento 

nas células se ele estiver disponível, e que esse facto ajude a ultrapassar os danos 

provocados pela salinidade. A Sunki foi o porta-enxerto que acumulou mais Si (ver Fig. 

26), quando comparado com a Troyer. Neste porta-enxerto. ocorreu uma alteração dos 

níveis de Na e K , com a aplicação de 3 e 6 dS/m. No entanto, a presença de 2,5 mM 

de Si, não parece ter afectado o transporte de Na', Cf, e K ou mesmo do cálcio (Ca2 ) 

(ver III, 3.1). Pela análise da razão K /Na nas folhas das plântulas, verificou-se que 

este valor foi diminuindo ao longo do tempo, com a aplicação de NaCI, nas 

concentrações testadas. A presença de 2,5 mM de Si nas soluções, pareceu ter tido 

influência no valor da razão K /Na , uma vez que na presença deste elemento, ocorreu 

um ligeiro aumento do valor desta razão, especialmente no porta-enxerto Sunki. Assim, 

parece ocorrer uma resposta celular à presença de Si, na medida em que este elemento 

possivelmente favorece a entrada de Kr, em detrimento do Na , para o interior das 

células. 

A prolina é considerada um osmólito sob condições de stresse, e no presente estudo, 

verificou-se que os seus niveis aumentaram significativamente {P < 0,05), 

particularmente no porta-enxerto Sunki, após os 28 dias de tratamento com a aplicação 

de 6 dS/m (ver Fig. 32). Também após este período de tempo, foi possível observar que 

a aplicação de Si, parece ter favorecido a produção deste osmólito, uma vez que foi 

notório o aumento da sua concentração quando aplicado sem NaCI, ou associado a 3 ou 
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6 dS/m. No porta-enxerto Troyer, o mesmo não se verificou, inclusivamente não foram 

detectadas diferenças significativas {P > 0,05) entre modalidades e ao longo do tempo. 

Geralmente nas espécies de citrinos, a prolina tem uma função mínima na regulação do 

equilíbrio osmótico. De facto, estudos realizados demostraram uma produção inferior a 

metade (Nieves et ai, 1991; Walker et ai, 1993), ou simplesmente não existiu resposta 

(Syvertsen e Yelenosky, 1988; Lloyd et ai, 1989). Neste trabalho, verificou-se que no 

porta-enxerto Troyer não ocorreu resposta, enquanto que na Sunki, essa resposta 

ocorreu apenas ao fim de 28 dias, sendo a sua produção de sensivelmente metade, para 

6 dS/m (cerca de 56%), e na presença de Si, ligeiramente acima (67%). 

Relativamente aos enzimas de stresse oxidativo estudados, verificou-se um aumento 

significativo {P < 0,05) da actividade especifica da SOD, em ambos os porta-enxertos, 

especialmente após os 28 dias de estudo e com o aumento da concentração de NaCl. 

Relativamente aos enzimas CAT e APX, apenas na Troyer, registou-se um aumento 

mais acentuado após os 28 dias de tratamento, sendo que em relação à APX essas 

diferenças foram significativas {P < 0,05). A presença de Si, aplicado sem NaCI ou 

juntamente com o sal (3 e 6 dS/m) (ver III, 3.3), pareceu ter influenciado o aumento 

significativo {P < 0,05) da actividade especifica dos enzimas, para ambos os porta- 

enxertos. Estes resultados poderão indicar a tendência do Si em reduzir os efeitos 

adversos da salinidade nas plântulas, já que nestes porta-enxertos a presença de Si 

parece ter desencadeado mecanismos de defesa enzimática. Este tipo de resultados já 

haviam sido observado noutros estudos utilizando a planta do feijoeiro (Vigtta 

imguiculatá), onde foi observado o aumento da actividade especifica de um enzima de 

stresse oxidativo, aguaiacol peroxidase (Iwasaki et ai, 2002). 

É importante referir que a actividade específica dos enzimas SOD, CAT e APX, 

determinadas para o porta-enxerto Troyer foram cerca de 2, 8 e 10 vezes superiores 
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quando comparadas com as da Sunki. Este facto poderá indicar que o porta-enxerto 

Troyer terá o sistema antioxidante mais activo, desencadeando uma maior defesa 

enzimática. Por outro lado, o facto da actividade especifica da CAT e APX não ter 

aumentado com a salinidade na Sunki, poderá significar que este porta-enxerto teve a 

capacidade de desencadear mecanismos de defesa celular que visassem proteger as 

células contra o stresse oxidativo. De entre os mecanismos de defesa poderão incluir-se 

a acumulação selectiva ou exclusão celular de iões tóxicos, o controlo do transporte de 

iões ao nível da raiz e transporte para as folhas, ou na compartimentação dos iões nos 

vacúolos ou na planta. Por outro lado, também poderia estar a ser utilizados 

mecanismos de defesa nào-enzimática, contra ROS formados, não sendo por isso 

necassário desencadear o sistema enzimático antioxidante. Estes compostos 

antioxidantes poderiam ser, o a-tocoferol, oascorbato ou flavonóides, na defesa contra o 

H2O2 formado. Foi proposto que os flavonoídes podem ser compostos importantes na 

desintoxicação de H2O2 (Yamasaki, et ai, 1997), uma vez que apesar de estarem 

localizados nos vacúolos, o H2O2 difúnde-se rapidamente ao longo das membranas. 

Conclusões semelhantes, foram obtidas por Arbona e colaboradores (2003), onde foi 

observado que os flavonóides e outros compostos não-polares, contribuíram para evitar 

danos celulares devido ao stresse oxidativo, sugerindo que o porta-enxerto Citanjeira 

Carrizo, teve a capacidade de regular mecanismos de defesa enzimática, mas também de 

regular a síntese de outros compostos. 

Os efeitos da salinidade ao nível dos lípidos de membrana, foi verificado pela 

determinação da concentração de malonaldeído. Foi notório o ligeiro aumento da 

concentração de MDA em ambos os porta-enxertos, com a aplicação de 6 dS/m, 

indicando que para o nível de salinidade mais severo, ocorreram danos ao nível dos 

lípidos da membrana. É de salientar que, na presença de Si, e para a mesma 
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concentração de NaCI, ocorreu um decréscimo nos niveis de MDA, especialmente na 

Sunki, indicando uma boa resposta celular, a fim de evitar danos nos lípidos de 

membrana. Contudo, é de referir que apesar destes resultados, a concentração de MDA 

foi superior na Troyer (2 vezes) (ver III, 3.4), o que indica que este porta-enxerto 

quando comparado com a Sunki, apresentou maior quantidade de lípidos danificados 

pelos ROS, embora a actividade específica dos enzimas de stresse oxidativo tenha sido 

superior. 

Os efeitos do Si na actividade enzimática, sob condições de stresse salino, estão 

documentados. Num estudo realizado por Liang (1999) utilizando a planta da cevada, 

foi demonstrado que a presença de Si na solução salina aumentou a actividade 

específica da SOD e da CAT, diminuindo a concentração de MDA, indicador de 

peroxidação de lípidos. Noutro estudo utilizando a planta do tomateiro, Al-aghabary e 

colaboradores (2004) verificaram um aumento da actividade especifica da SOD, CAT e 

APX e uma diminuição dos níveis de MDA, na presença de Si. 

De uma maneira geral, a resposta ao stresse salino foi mais favorável no porta-enxerto 

Sunki, comparativamente ao porta-enxerto Troyer. Os níveis de Na nas folhas de Sunki 

foram aumentando ao longo do tempo e para as diferentes modalidades. No entanto, a 

concentração de K após os 28 dias foi superior, assim como o valor da razão Na VK , 

sendo indicativo que este porta-enxerto poderia estar a compartimentar o Nar, e por isso 

a tolerar o stresse salino a que foi submetido. O valor da razão Na /K no porta-enxerto 

Troyer no tempo 0, foi de aproximadamente 0,5, por outro lado, no porta-enxerto Sunki 

só após os 14 dias de aplicação de stresse salino o valor da razão Na VK foi inferior a 1 

Também neste porta-enxerto, os níveis de prolina foram relativamente superiores e OS 

níveis de MDA inferiores, após os 28 dias de estudo, para a concentração mais elevada 

de NaCI. 
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A resposta ao Si também foi mais favorável na Sunki, uma vez que neste porta-enxerto 

a concentração deste elemento foi superior. Também verifícou-se que este elemento 

aumentou a actividade específica dos enzimas de stresse oxidativo e diminuiu os níveis 

de MDA. 

Foi possível observar diferenças ao nível da acumulação de Si por parte das plàntulas de 

porta-enxertos e discos de folhas de cultivares. Verificou-se que aplicando Si como 

suplemento às plàntulas, no caso concreto da Sunki, ocorreu o transporte do ião e parece 

que em alguns aspectos ajudou a ultrapassar o stresse oxidativo, pelo aumento da 

actividade específica dos enzimas SOD, CAT e APX. 

O valor da concentração de NaCl testada (6 dS/m), pareceu ter sido suficientemente 

tóxica para as plàntulas, mas não ao nível dos discos de folha. Quando aplicada esta 

concentração de NaCl às plàntulas, verificou-se que os níveis de K diminuíram 

relativamente ao longo do tempo, e a actividade especifica dos enzimas de stresse 

oxidativo aumentou, demonstrando que as células estariam sob stresse e que os 

mecanismos de defesa enzimática foram desencadeados. Contudo, nos ensaios com 

discos de folhas, esta situação não se verificou e embora a concentração de Na tenha 

aumentado, a de K manteve-se relativamente constante, assim como a de todos os 

outros parâmetros analisados (prolina, enzimas de stresse oxidatico e MDA). indicando 

que este poderia estar a ser acumulado nos vacúolos, a fim de evitar danos celulares, ou 

que as células poderiam estar a excluir os iões tóxicos. 

Por outro lado, a aplicação de Si, quer na água de rega das plàntulas de porta-enxertos, 

quer nas soluções de incubação dos discos de folhas pareceu ter influenciado a 

actividade especifica dos enzimas antioxidantes, uma vez que a actividade específica 

aumentou. 
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Estudos recentes indicaram a existência de proteinas, responsáveis pelo transporte de 

silício para o interior das células, nomeadamente na planta do arroz e ao nível da raiz 

(Ma, et ai. 2004), o que ajudou a compreender o tipo de transportador associado ao Si. 

Mitani e Ma (2005) verificaram que, na planta do arroz o transporte de silício e 

efectuado por um transportador específico, e no tomateiro e pepino por difusão passiva. 

No entanto, os mecanismos bioquímicos do silício associados à redução do transporte 

de Na nas células, são ainda desconhecidas. 
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Os porta-enxertos diferem entre si na capacidade de restringir a absorção e/ou transporte 

de Cf e Nar, quando submetidos a stresse salino. O solo com elevada concentração de 

sal é aparentemente seco, uma vez que a água disponível fica retida entre os iões. Lina 

das respostas primárias utilizadas pelos citrinos, consiste na produção de um osmólito 

compatível, como a prolina, e pela absorção de iões que diminuem ao potencial hídrico 

no tecido foliar e possibilitam a manutenção do fluxo de água ao longo do xilema. 

Relativamente aos porta-enxertos estudados, conclui-se que em termos gerais de 

resposta à salinidade, aparentemente a T. Sunki terá melhor resistência, 

comparativamente com a C. Troyer, possivelmente devido a uma maior acumulação da 

prolina, como estratégia celular primária de resposta à salinidade. O menor nível de 

peroxidação de lípidos observado na T. Sunki, vem evidenciar a sua maior capacidade 

de resistência à salinidade. Também neste porta-enxerto parece ter ocorrido uma 

resposta favorável à presença de silício, para ultrapassar as condições de stresse salino. 

Aparentemente, este elemento favorece o transporte de K para o interior das células, a 

actividade dos enzimas de stresse oxidativo, os níveis de prolina, e a diminuição dos 

níveis de peroxidação de lipidos de membrana. Portanto, torna-se evidente o contributo 

do silício, para fazer face às condições adversas de salinidade nas plantas. 

No ensaio in vivo, utilizando as cultivares Valencia late e "Nova enxertadas na 

Citranjeira Carrizo e Ciírus macrophylla, verificou-se que a concentração de sal mais 

elevada, testada na água de rega (6 dS/m), conduziu a um aumento da concentração dos 

iões Na e Cf intracelulares, e a uma subsequente diminuição dos níveis de K 

intracelular. Apesar da diminuição dos níveis de K. a cultivar 'Valencia late' manteve o 

índice K /Na acima dos da cultivar 'Nova', independentemente do porta-enxerto, 

sugerindo uma estratégia celular de exclusão do Naf. 
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O sistema enzimático avaliado, não sugeriu uma resposta bioquimica, quer no ensaio in 

vivo quer no ensaio w vitro. Contudo, no ensaio in vitro o índice K VNa foi 

ligeiramente inferior na 'Valencia late' em relação à 'Nova', o que pode ser atribuído ao 

diferente comportamento do porta-enxerto, que foi diferente em ambos os ensaios. 

Na cultivar 'Valencia late' verificou-se actividade oxidativa, através do aumento da 

peroxidação dos lípidos de membrana, tendo esta cultivar sido mais afectada 

comparativamente à cultivar 'Nova'. 
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VI. Pcrspccliva Futuras 

As estratégias utilizadas pelas plantas para superar o stresse osmótico e oxidativo, 

provocados pela salinidade, variam de espécie para espécie e dentro da mesma espécie. 

Compreender os mecanismos bioquímicos associados à tolerância/resistência a 

salinidade é importante para que se possa seleccionar as plantas mais adequadas a 

desenvolverem-se num determinado tipo de solo. Também é importante compreender a 

função de alguns compostos, como o silício, na redução do stresse salino para que de 

futuro estes possam ser utilizados na água de rega das plantas. 

Por forma a completar este trabalho, seria interessante avaliar nas cultivares e porta- 

enxertos estudados, qual o ião tóxico (Na ou Cf) e as estratégias celulares e/ou 

fisiológicas de resposta à salinidade, em concentrações moderadas e elevadas (a 

exclusão dos iões ao nível da raiz, o controlo do movimento dos iões, a capacidade de 

compartimentar iões). 

Completar o estudo do sistema antioxidante, enzimático e nào-enzimático e comparar a 

resposta a este nivel para níveis moderados de sal. O ciclo da glutationa. mas também a 

determinação de compostos antioxidantes como polifenóis, P-caroteno, ácido ascórbico 

ou glutationa. 

Uma análise mais profunda ao nível molecular, deveria ser contemplada como sendo a 

identificação de marcadores moleculares, nomeadamente de um gene ou proteína 

(osmótina ou dehidrina), que sejam expressos sob condições de salinidade nas plantas. 
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Anexo I 

Constituição do fertilizante aplicado 
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Constituição do fertilizante, aplicado nos ensaios in vivo com cultivares de citrinos. 

Macro- e micronutrientcs meq/l 

NO3 +NH4 8,0 

P04H2 1,0 

K 1,5 

Ca^ 4,0 

Mg2+ 1,0 

CE final 0,775 

Sendo a condutividade eléctrica (CE) da solução de 0,775 dS m 1 e da água de rega 

0,225 dS m"1, então a CE final da solução controlo utilizada foi de 1 dS m 



Anexo II 

Determinação do pH das folhas 
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Valores de pH obtidos 

Amostras 
pH 

(potenciómetro Crison 2002) 

T 

to 

1 6.29 

2 6.32 
19.5 

3 6.25 

4 6.38 

Média 6,31 

O valor de pH utilizado foi de 6,30. 


