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FIGUEREDO, L. C. Bioquimica e fitomassa de gendétipos de porta-enxertos de
citricos sob estresse salino. Pombal: UFCG, 2015. 38f. Monografia (Graduagéo
em Agronomia). Universidade Federal de Campina Grande. Centro de Ciéncias e

Tecnologia Agroalimentar. Pombal, PB.

RESUMO

Objetivou-se estudar alteragdes bioquimicas e o acumulo de fitomassa de gendétipos
de citros sobre estresse salino. Foram estudados, em blocos casualizados, no
esquema fatorial (2 x 5), dois niveis de salinidade (0,3 e 4,0 dS m™) e 5 genétipos de
porta-enxertos de citros (tangerineira ‘Sunki’ [Citrus sunki (Hayata) hort. ex Tanaka]
comum x citrange [C. sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L) Raf.] ‘Argentina’ -
019 (TSKC x CTARG - 019); limoeiro Rugoso da Flérida (LRF) (Citrus jambhiri
Lush.); tangerineira ‘Sunki’ comum x (limoeiro ‘Cravo’ C. limonia Osbeck x P.
trifoliata) - 040 [TSKC x (LCR x TR) - 040]; limoeiro Cravo Santa Cruz (LCRSTC)
(Citrus limonia Osbeck); e limoeiro Volkameriano (LVK) (C. volkameriano V. Ten. &
Pasq.), com trés repeticbes e quatro plantas uteis. Aos 90 dias apds a semeadura
iniciou-se a aplicagao dos tratamentos salinos que prosseguiu até os 120 dias apos
a semeadura momento em que as plantas foram avaliadas quanto as caracteristicas
bioquimicas e o acumulo de fitomassa das plantas. Os gendétipo TSKC x (LCR x TR)
— 040, LCRSTC e LVK foram os menos afetados pelo estresse salino destacando-
se como os materiais mais tolerantes a salinidade. O gendtipo LRF nao sofreu
influéncia da salinidade sob a sintese de pigmentos, porém reduziu drasticamente o
acumulo de fitomassa, destacando-se como sensivel em relagdo aos demais
genotipos estudados. O gendtipo TSKC x CTARG — 019 foi o material que teve os
pigmentos fotossintetizantes e a fitomassa mais afetado pelo estresse salino, sendo
dentre os matérias estudados o mais sensivel a salinidade. Os carotenoides

amenizam os efeitos do estresse salino nas plantas de citros.

Palavras-chave: Citrus spp., Salinidade, Extravasamento de Eletrélitos, Clorofila e

Carotendides, Teor relativo de agua na folha.



FIGUEREDO, L. C. Biochemistry and biomass rootstocks of citrus genotypes
under salt stress. Pombal: UFCG, 2015. 38f. Monograph (Graduation in Agronomy).
Federal University of Campina Grande. Center of Sciences and Technology

Agroalimentar. Pombal, PB.

ABSTRACT

In order to study biochemical changes and biomass accumulation of citrus genotypes
on salt stress. Were studied in a randomized block design, in factorial (2 x 5), two
salinity levels (0.3 and 4.0 dS m™) and five citrus rootstocks genotypes (‘Sunki'
mandarin [Citrus sunki (Hayata) hort ex Tanaka] common x citrange [C. sinensis (L.)
Osbeck x Poncirus trifoliata (L) Raf] '‘Argentina’ - 019 (TSKC x CTARG - 019); Rough
lemon Florida (LRF) (Citrus jambhiri Lush); tangerine 'Sunki' common x (Rangpur
lime C. limonia Osbeck x P. trifoliata) - 040 [TSKC x (LCR x TR) - 040]; Rangpur
Santa Cruz (LCRSTC) (Citrus limonia Osbeck) and lemon Volkameriano (LVK) (C.
Volkamer V. Ten & Pasq), with three replications and four working plants 90 days
after sowing began the application of saline treatments that continued until 120 days
after sowing time the plants were evaluated for ace biochemical characteristics and
biomass accumulation of plants The TSKC x genotype (LCR x TR) -. 040, LCRSTC
and LVK were the least affected by salt stress highlighting how materials more
tolerant to salinity. The LRF genotype did not influence the salinity in the synthesis of
pigments, but dramatically reduced the biomass accumulation, highlighting how
sensitive than the other genotypes. The TSKC genotype CTARG - 019 was the
material that had the photosynthetic pigments and biomass most affected by salt
stress, being among the materials studied the most sensitive to salinity. Carotenoids
alleviate the effects of salt stress in citrus plants.

Key words: Citrus spp., Salinity, Leakage of electrolytes, Chlorophyll and

Carotenoids, relative water content in the leaf.
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1. INTRODUCAO

A citricultura € uma das mais importantes atividades do cenario agricola
brasileiro, devido ao seu grande valor nutritivo, social e econémico. Difundida
principalmente nas regides Sudeste e Nordeste do Pais, a citricultura € de grande
importancia socioecondémica na regiao nordeste, devido a geragdao de emprego e
renda, principalmente nos estados da Bahia, Sergipe e Paraiba. Todavia, a
producao citricola na regido Nordeste do pais é reduzida devido ao déficit hidrico, e
as altas concentragdes de sais presentes nas aguas disponiveis para irrigagao,
afetando negativamente o comportamento fisiolégico repercutindo em baixa
produtividade (FERNANDES et al., 2011; BRITO et al., 2012; SILVA et al., 2012;
BRITO et al., 2014; SILVA et al., 2014; ).

Sabendo-se que a salinidade e principalmente a sodicidade promovem efeitos
negativos no crescimento e na fisiologia das plantas cultivadas (MESQUITA et al.,
2015; SA et al,, 2015), e se tratando de plantas citricas esse problema é ainda
maior, devido ao baixo nivel de sua salinidade limiar, que se situa préximo a 2,0 dS
m” (SINGH et al., 2003; BIRTO et al., 2014). Nesse sentido, estratégias que
viabilizem o manejo da agua salina na irrigacdo dos pomares citricolas da regido
nordeste, surgem como uma alternativa para expansédo da cultura e aumento da
produtividade (SILVA et al., 2012; BRITO et al., 2014).

Para isso, a identificacdo de materiais tolerantes ao estresse salino vem
sendo o foco de inuUmeras pesquisas para expansao da citricultura na regiao
nordeste do Brasil, principalmente nas regides semiaridas do Pais. Alguns autores
tém estudado novos porta-enxertos condicionados a irrigagdo com agua salina, a
exemplo de Fernandes et al. (2011), Silva et al. (2012) e Brito et al. (2014) em
parceria com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria- Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Os mesmos verificam grande variagdo de respostas de tolerancia entre
0s materiais, com base em parémetros de crescimento. E destacam a Tangerina
Cleopatra, os limoeiros Cravo e Vulkameriano como materiais com amplo potencial

de tolerancia.

No entanto, a identificacdo de materiais tolerantes a salinidade é dificultada

pelas grandes variagbes ocorrentes entre cada espécie, dentro de uma mesma
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especie, entre diferentes estadios de desenvolvimento da planta; observando-se que
a tolerancia a salinidade € controlada por mais de um gene e influenciada pelos
fatores ambientais (FLOWERS; FLOWERS, 2005; MUNNS, 2005). Sendo
necessarias avaliagbes mais apuradas que expliguem o comportamento fisiolégico e
a expressao de mecanismos de tolerancia dos materiais em estudo (SILVA et al.,
2014). Portanto, o estudo de parametros fisiologicos como na fluorescéncia da
clorofila a, o teor de clorofila, a integridade das membranas entres outras variaveis
podem explicar o comportamento das plantas ao estresse salino, além de esclarecer
os efeitos das condicdes osmoticas e hidricas sob a eficiéncia fisiologica dos
vegetais (HABIBI; AMIRI, 2013; SILVA et al., 2014).

Com isso, objetivou-se estudar os componentes bioquimicos e o acumulo de

fitomassa de gendtipos de citros sob estresse salino.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Citros

Os citros pertencem a familia Rutaceae, e sdo nativos do sudeste da Asia,
mais especificamente das regides da india e do sul da China, sdo arvores pequenas
(SWINGLE; REECE, 1967) que podem atingir de 4,5 a 12,0 m de altura quando
adultas (REUTHER, 1973). Onde se encontram como sendo do grupo das fruteiras
mais importantes para o Brasil, devido ao valor nutritivo dos frutos e o seu papel

socioeconémico na exportagdo (COELHO et al.,2006).

No Brasil, sdo estimados mais de 2,2 milhdes de hectares com citricos,
envolvendo assim mais de 400 mil empregos diretos, 20 mil citricultores e 17
industrias de suco (MORAES et al., 1998). Destacando-se como o maior produtor e
exportador de frutas citricas, onde é responsavel por mais de 28,4% do total de
frutos produzidos no mundo (IBGE, 2012). Onde o Nordeste brasileiro tem se
destacado como sendo a segunda regido maior produtora de citros do Pais,
contribuindo com 27,82% (AGRIANUAL, 2010).

Na citricultura a principal variedade é a laranja Péra, com 37,8%, seguida da
‘Natal’ e da "Valéncia', ambas com 23,9% cada uma. A de limbes ¢é liderada pela
lima acida ‘Tahiti", sendo pequena a producéo de limdes verdadeiros, tipo Siciliano.
A producao de tangerinas perfaz 5,5 % do total (POMPEU JUNIOR, 2001).

Os citros sao plantas que regulam bem a perda de agua, pois apresentam
caracteristicas morfofisiolégicas que as tornam plantas eficientes no uso de agua
possui também caracteristicas de tolerancia a seca, quando comparadas a outras
culturas (PISSINATO et al., 2010; BRITO, 2010).

2.2. Agua na Agricultura

A agua é o recurso natural mais abundante na face da terra, cobrindo cerca
de 75% da agua do planeta, onde a maior parcela deste percentual € de agua
salgada, localizada, principalmente, nos oceanos, sendo a responsavel, através da
intervengao nos ciclos energéticos fisicos, quimicos e bioldgicos, pela manutengao

da vida.
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A agua é de extrema importédncia para a vida humana, pois ela garante a
realizacado de fungdes vitais para o organismo. De onde o homem utiliza os recursos
hidricos para um grande conjunto de atividades, tais como, produgao de energia,
producao de alimentos, desenvolvimento industrial, agricola e econédmico (TUNDISI,
2003). Segundo o mesmo autor, a producdo de alimentos, devido ao uso da
irrigacéo, é responsavel por 68,3% do consumo de agua no Brasil. Para que o uso
seja eficiente e adequado da agua na irrigagdo deve-se considerar tanto a
disponibilidade quanto a quantidade e a qualidade da mesma, pois alguns vegetais
como alface, couve e tomate sdo consumidos in natura, portanto a agua a ser
utilizada deve apresentar caracteristicas adequadas para que dessa forma nao

possa comprometer a qualidade do alimento que ira para a mesa do consumidor.

Reboucgas (2001) enfatiza que, em geral, o mau uso predominante das aguas
no mundo, e do Brasil, em particular, devido a uma ma irrigagdo e desperdicio da
mesma, vem ocasionando a escassez relativa e a degradacéo da qualidade da agua
disponivel, tornando assim a disponibilidade de agua doce um fator econémico

competitivo no mercado.

A disponibilidade de agua para a agricultura é ainda menor no Nordeste
brasileiro, principalmente nas regides aridas e semiaridas, pois estas regides possui
uma baixa precipitacdo meédia anual de 750 mm concentrada em quatro meses do
ano, e uma evapotranspiragdo média anual de 2000 mm, obrigando assim os
agricultores a usar estratégias para armazenar e usar a agua nos periodos secos,
tais estratégias seria a utilizacdo de pogos e barragens subterraneas, sendo que a
maioria das aguas de agudes e pogos da regiao contém sais (AUDRY; SUASSUNA,
1995), tornando viaveis somente cultivos de plantas tolerantes a essas condi¢oes,

ou o cultivo sob manejo de irrigagao que preconize o controle de sais no solo.

Assim, o conhecimento do manejo adequado dos recursos hidricos na regiao
Nordeste exige conhecimentos sobre o seu efeito no crescimento e no rendimento
das culturas. Para que dessa forma possa atender a demanda hidrica necessaria ao
otimo desenvolvimento de cada cultura, sendo associadas a producédo de culturas
tolerantes a seca. Isto deve ser alcangado da maneira mais eficiente possivel,
adotando-se técnicas que determinam com maior exatiddo o consumo de agua pelas
culturas (RODRIGUES, 2009).
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2.3 Salinidades em plantas citricas

No inicio ou ao longo do periodo de exposigdo das plantas a salinidade
fatores fundamentais a vida da planta como o crescimento, a fotossintese, sintese
de proteinas, metabolismo lipidico, a produtividade (PARIDA; DAS, 2005) e o
equilibrio nutricional sdo afetados (GRATTAN; GRIEVE, 1999).

A salinidade possui dois componentes que s&o responsaveis pelo estresse:
um osmotico e outro ibnico. O componente osmético altera o balango hidrico da
planta, enquanto que o componente idnico € responsavel pelos efeitos sobre o
desbalanceamento nutritivo e pelos efeitos tdxicos dos ions (Lauchli ; Grattan, 2007;
Munns ; Tester, 2008).

Em condicbes salinas, o crescimento, o0 desenvolvimento e
consequentemente a producao de plantas citricas podem ser reduzidos, isto pode
ocorrer devido aos efeitos dos ions toxicos, principalmente pelo cloro, boro e sddio,
e ao estresse osmatico (LEVY; SYVERTSEN, 2004; DIAS; BLANCO, 2010). Dessa
forma, a utilizacdo de porta-enxertos tolerante a salinidade pode viabilizar a

utilizagcao de agua de baixa qualidade e de solos salinos (FERNANDES et al., 2011).

As principais consequéncias observadas a partir do acumulo desses ions
téxicos- nas folhas sdo necrose nos tecidos foliares e a aceleragdo da senecéncia
de folhas maduras, reduzindo assim a area destinada a fotossintese (MUNNS,
2002). Portanto, havera limitacdo da atividade fotossintética ndo sé a partir do
fechamento estomatico ocasionado pelo estresse osmoético, mas também pelo efeito

dos sais sobre as folhas.

Cruz et al. (2003) avaliaram a influéncia da salinidade (0, 20, 40 e 80 mM de
NaCl) sobre alguns indices fisiolégicos e de crescimento do limoeiro 'Cravo’,
principal porta-enxerto da citricultura brasileira, verificando redugcéo na produgao da
matéria seca do caule e das raizes; nos niveis intermediarios de NaCl (20 e 40 mM),
nem a area foliar e a matéria seca das folhas foram afetadas, o que sé ocorreu no
nivel de 80 mM. O aumento dos niveis de salinidade resultou em menores valores
da relacao raiz/parte aérea das plantas, na condutancia estomatica, na transpiracao

e na temperatura foliar, fato observado também por Brito et al (2008) para a maioria

16



dos hibridos estudados; estes autores destacam também que a salinidade afeta

mais significativamente a fitomassa seca total das plantas.

Nascimento et al. 2012 Observou-se que, de maneira geral, os genotipos
oriundos de Trifoliata foram os que apresentaram maiores numeros de folhas, fato
observado também por Brito (2007), cujos hibridos provenientes de Trifoliata em

condi¢des de salinidade tiveram alta capacidade de emisséo de folhas.
2.4 Atividade fisiolégica de plantas citricas sob estresse salino

Em grande maioria as plantas citricas s&o espécies arboreas, possuem seu
metabolismo fotossintético do tipo C3, onde a primeira molécula estavel resultante da
fixagdo do carbono atmosférico apresenta trés atomos de carbono (triose) (TAIZ;
ZAIGER, 2013). E apresentam taxa fotossintética variando ente 3 e 19 (umol m? s™)
(MACHADO et al., 2002; MACHADO et al., 2005; MAGALHAES FILHO et al., 2008;
BRITO et al., 2012; SUASSUNA et al., 2014).

As plantas citricas sao Plantas consideradas sensiveis aos sais (AYERS;
WESTCOT, 1999), tolerando, segundo Singh et al. (2003), uma salinidade limiar de
2,0 dS m™, passando disso podera ocorrer estresse salino e com isso causar
reducdes no crescimento por causar déficit hidrico, pela toxidez de ions especificos,
pelo desbalanco idnico ou por uma combinagao desses fatores. Porém o efeito da
salinidade sob as plantas citricas varia entre espécies e entre gendtipos de mesma
espécie (BRITO et al., 2008; FERNANDES et al., 2011; BRITO et al., 2014; SILVA et
al., 2014),

As plantas para sobreviverem ao estresse salino, utilizam varios mecanismos
bioquimicos e fisiologicos. As rotas bioquimicas que aumentam a tolerancia a
salinidade, provavelmente agem aditivamente e sinergicamente (IYENGAR; REDDY,
1996). Tais estratégias incluem o acumulo seletivo ou a exclusdo de ions, o controle
na absorg¢ao dos ions e seu transporte para as folhas, a compartimentalizagao dos
ions nas células ou na planta como um todo, sintese de solutos compativeis,
mudancas na rota fotossintética, alteracdo na estrutura das membranas, inducao de
enzimas antioxidantes e horménios vegetais (PARIDA ; DAS, 2005).

Portanto com avango no conhecimento dos processos bioquimicos envolvidos

na tolerancia das plantas a salinidade possibilitam a inser¢cdo de novos genes ao
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cédigo genético desses organismos, dando origem as variedades transgénico
tolerante a salinidade. Pela introdugdo do gene AtNHX1 tem-se obtido aumento

consideravel na tolerancia a salinidade do milho(YAN et al., 2004)

18



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagao

O experimento foi desenvolvido em ambiente protegido (casa de vegetacgéo),
do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar - CCTA da Universidade Federal
de Campina Grande - UFCG, localizado no municipio de Pombal, Paraiba, PB, nas
coordenadas geograficas 6°47°20” de latitude S e 37°48°01” de longitude W, a uma
altitude de 194 m.

3.2. Tratamentos e delineamento estatistico

Dois niveis de salinidade da agua de irrigacdo (CE,) foram testados em 5
gendtipos de citros: Sp=0,3 e S1=4,0 dS m™', sendo um nivel abaixo e outro acima da
salinidade limiar (2,0 dS m™) de variedades de citros, descrita por Singh et al.
(2003).

Os respectivos niveis de salinidade foram aplicados em 5 gendtipos de
porta-enxertos de citros, a saber: tangerineira ‘Sunki’ [Citrus sunki (Hayata) hort. ex
Tanaka] comum x citrange [C. sinensis (L.) Osbeck x Poncirus ftrifoliata (L) Raf.]
‘Argentina’ - 019 (TSKC x CTARG - 019); limoeiro Rugoso da Flérida (LRF) (Citrus
Jambhiri Lush.); tangerineira ‘Sunki’ comum x (limoeiro ‘Cravo’ C. limonia Osbeck x
P. trifoliata) - 040 [TSKC x (LCR x TR) - 040]; limoeiro Cravo Santa Cruz (LCRSTC)
(Citrus limonia Osbeck); e limoeiro Volkameriano (LVK) (C. volkameriana V. Ten. ;

Pasq.).

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 2
x 5, perfazendo 10 tratamentos com 3 repeti¢des, totalizando 30 parcela, sendo 4

plantas uteis por parcela em um total de 120 plantas.
3.3 Conducgao Dos Porta-Enxertos

O crescimento das mudas dos hibridos ocorreu no periodo de abril a julho de
2013 em recipientes com capacidade de 1.500 mL, tendo como substrato fibra de
coco lavada, de modo a garantir que ndo houvesse interferéncia de sais presentes
no material, assim como disponibilidade de nutrientes, por se tratar de um substrato
inerte. Ressalta-se que as solug¢des nutritivas usadas seguiram as recomendacoes

de Hoagland e Arnon (1950), sendo, porém, acrescentado 25% de ferro EDTA, a fim
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de suprir as necessidades nutricionais dos gendtipos (Tabela 1), observado em

ensaio preliminar.

Tabela 1. Concentracdo dos nutrientes na solugao nutritiva para cultivo hidropénico
de citros (adaptado de HOAGLAND ; ARNON, 1950). UFCG, Pombal - PB, 2015.

Nutrientes N P K Ca Mg S Fe Mn B Cu Zn Mo
................................................ (MMOL L)
Concentragao 15 1 6 5 2 2 0,0625 0,01 0,05 0,003 0,0008 0,001

As sementes, devidamente selecionadas e tratadas com fungicida de sulfato
de thiram (4g kg'1 de sementes), foram semeadas na razao de trés por recipiente,

sendo cobertas com o substrato.

O sistema hidropbnico alternativo para produ¢cdo de mudas citricas foi
confeccionado a partir de garrafas tipo pet, com capacidade de 2 litros, adotando-se
0s principios basicos do sistema de vasos de Leonard propostos por Santos et al.
(2009), interligados em um sistemas de vasos comunicantes, por meio de
tubulacdées. Cada parcela foi composta por 72 vasos, interligado a um recipiente de

armazenamento e distribuicdo da solugéo nutritiva(Figura 1).

§

Wasos de Leonard Substrato

Solugdo nutritiva

Tubulagdo de
dlstrlbmgao
Figura 1: llustragdo do sistema hidropénico montado a partir de vasos de Leonard.
UFCG, Pombal, PB, 2015.

A assepsia das garrafas foi feita utilizando hipoclorito de so6dio a 10%, as
garrafas foram colocadas em caixa d’agua com capacidade para 1000 litros onde
passaram por um periodo de repouso de 24 horas, apds isso as mesmas foram

lavadas em agua corrente e colocadas para secar a sombra.
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Cada vaso de Leonard foi composto por duas garrafas pets de 2 litros, sendo
uma para passagem e armazenamento da solu¢cdo e a segunda para acomodar o
substrato e permitir o crescimento das plantas. Para confeccionar o primeiro
recipiente, fez-se o corte a uma altura de 0,15 m da base, com uso de uma tesoura;
de maneira semelhante, no segundo recipiente, fez-se um corte a uma altura de 0,05
m da base na garrafa pet. Para finalizar a formagéo do vaso de Leonard, inverteu-se
0 segundo recipiente, introduzindo-o no primeiro, de modo a garantir que o sistema

estivesse fixo e que ocorra contato da solugdo com o segundo recipiente.

Os vasos de Leonard foram interligados por meio de microtubos de polietileno
0,006 m de didametro inseridos no fundo do primeiro recipiente, por sua vez, os
microtubos foram ligados a uma mangueira, também de polietileno, com didmetro de
0,018 m a qual era responsavel por conduzir a solucdo nutritiva do recipiente de
armazenamento e distribuicao, sendo este um vaso com capacidade para 40 litros
de solugao nutritiva, elevado a 0,1 m a fim de garantir a distribuicdo gravitacional nos
vasos interligados, ressaltando-se que o volume do recipiente de armazenamento
sera calculado com base no volume necessario para preenchimento de todos os

vasos, e garantir manter o nivel de solugéao.

A solugdo, ap6s contato com o substrato, chegava até a superficie do
segundo recipiente por meio da capilaridade, umedecendo o substrato e garantindo

o aporte de nutrientes as plantas.

Apos completar o preparo dos vasos de Leonard, estes foram envolvidos com
uma lona dupla face, visando reduzir o processo de evaporag¢ao da solugao; ainda, a
solucdo nutritiva foi verificada diariamente e, sempre que necessario, completada,
visando garantir que o substrato permaneceram com umidade sempre proxima a

maxima capacidade de retengao.

Apds a germinagao das sementes, quando os seedlings (pés-francos ou
plantas oriundas de sementes) apresentaram trés ou mais pares de folhas
verdadeiras, deixaram-se desenvolver-se apenas um individuo por recipiente,
tomando-se o cuidado de manter somente aqueles que representaram o padrdo de
planta de cada gendtipo, no sentido de selecionar seedlings de origem nucelar,

representantes, portanto, de suas respectivas plantas-mé&e. Adotaram-se todos os
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tratos culturais necessarios, seguindo a recomendacao de Matos Junior et al. (2005)

para a producédo de mudas citricas.

As plantas foram conduzidas até os cento e vinte dias apos a semeadura,
referentes aos 90 dias para total emergéncia das plantulas quando as mesmas
atingiram didmetro do caule proximo a 4,0 mm, sendo o inicio da aplicagdo das
aguas salinizadas dado aos 90 DAS, prosseguindo-se até os 120 DAS, para que

ocorresse o total estabelecimento do estresse nos porta-enxertos.
3.4 Preparacgao das aguas de irrigagao

As aguas de irrigacdo foram preparadas de modo a se ter uma proporgao
equivalente de 7 : 2 : 1, entre Na : Ca : Mg, respectivamente, a partir dos sais NaCl,
CaCl,.2H,0 e MgCl,.6H,0, relacédo esta predominante aos ions em fontes de agua
utilizada para irrigagdo, em pequenas propriedades do Nordeste brasileiro
(MEDEIROS, 1992; AUDRY; SUASSUNA, 1995).

Para tanto, no preparo da agua de irrigagdo com dois niveis de salinidade,
foi considerada a relagdo entre CE, e concentragao de sais (10*meq L"'=1dS m”
de CE,), extraida de Rhoades et al. (1992), valida para CE,de 0,1 a 5,0 dS m™ em
que se enquadram os niveis testados, tendo como base a agua de abastecimento,
existente no local. Apds preparacao, as aguas serado armazenadas em recipientes
plasticos de 60 L, um para cada nivel de CE, estudado, devidamente protegidos,
evitando-se a evaporagao, a entrada de agua de chuva e a contaminagdo com
materiais que pudessem comprometer sua qualidade. Para preparo das aguas, com
as devidas condutividades elétricas (CE), os sais foram pesados conforme
tratamento, adicionando-se aguas, até ser atingido o nivel desejado de CE,
conferindo-se os valores com um condutivimetro portatil que possui condutividade

ajustada para 25°C automaticamente.

A solucao nutritiva foi preparada com agua destilada que possui uma
condutividade elétrica de 2,3 dS m™, esta, entdo, foi misturada as aguas com 0,3 dS
m™ (S0) (Tabela 2) e 4,3 dS m™ (S1), sendo assim, as solugdes disponiveis as

plantas possuiam 2,6 e 6,3 dS m™, respectivamente.
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Tabela 2. Analise quimica da agua utilizada no preparo das solugbes. UFCG,
Pombal, PB, 2015.

CE, pH K Ca Mg Na SO,° CO;°7 HCO; CI RAS'

Agua dSm™ (MMOIL™).cooeececeee e (mmol L7)*°

0,3 70 03 0,2 0,6 1,4 0,2 0,0 0,8 1,3 2,21

1. RAS= Razao de absorcao de sddio.

3.5. Variaveis analisadas
3.5.1 Teor relativo de agua na folha (TRA)

O Teor Relativo de Agua sera determinado aos 120 DAS, de acordo com o
conceito desenvolvido por WEATHERLEY (1951) vem a ser uma medida da
deficiéncia de agua das folhas, e consiste essencialmente em comparar o teor de
agua do tecido de uma folha recém-colhida (Peso Verde = PV), com o teor de agua
do mesmo tecido quando turgido (Peso Turgido = PT), expressando-se o resultado
numa base percentual, fazendo-se necessario a obtengcdo do Peso Seco (PS), de

modo que:
TRA = (PV -PS)/(PT - PS) Eq.1
3.5.2 Extravasamento de eletrdlitos

Junto a analises de TRA também foram realizadas andlises do
extravasamento de eletrdlitos nos genotipos de citros utilizando-se um perfurador de
cobre a fim de se obter, por unidade experimental, cinco discos foliares de area
113mm? cada, os quais foram lavados e acondicionados em placas de Petri
contendo 20 mL de &gua deionizada. Depois de fechadas, as placas foram
acondicionadas a temperatura de 25° C, por 90 minutos sendo, em seguida, aferida
a condutividade inicial do meio (Xi) usando condutivimetro de bancada (MB11, MS
Techonopon®). Posteriormente as placas foram submetidas a temperatura de 80°C,
por 90 minutos, em estufa de secagem (SL100/336, SOLAB®) e, apos resfriamento
do conteudo das mesmas, aferiu-se a condutividade final (Xf). O extravasamento de
eletrélitos foram expresso como a porcentagem de condutividade em relagdo a
condutividade total apds o tratamento por 90 minutos a 80° C de acordo com a
metodologia de Scotti Campos ; Thu Pham Thi (1997):

23



EE= (Xi/Xf) x 100 (Eq.2)
3.5.3 Pigmentos fotossintetizantes

Aos 120 dias também foi coletado discos foliares para determinagdo dos
teores de clorofila a e b, clorofila total e carotenoides totais. Os teores de clorofila a,
b e carotenoides (mg L'1) foram determinados no Laboratério de Fisiologia Vegetal
da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Pombal. A extracdo da
clorofila foi feita em acetona 80% e a quantificagdo por espectrofotometria. Os
calculos de mg de clorofila e carotenoides por litro de acetona de acordo com a
metodologia proposta por Lichtenthaler (1987), baseando-se nas Eq. 3, 4, 5 e 6 a

sequir:

Clorofila total (mg L") = 17,3 A646 + 7,18 A663 (Eq. 3)

Clorofila a (mg L™) = 12,21 A663 — 2,81 A646 (Eq. 4)

Clorofila b (mg L™") = 20,13 A646 — 5,03 A663 (Eq. 5)

Carotenoides totais (mg L™") = (1000 A470 nm — 1,82 Ca — 85,02 Cb) /198 (Eq. 6)

De posse dos dados foi determinadas as variaveis clorofila a, clorofila b,
relacdo clorofila a/b, clorofila total, carotenoides totais, relacdo clorofila

total/carotenoides totais.

3.5.4 Fitomassa

Ao final das analises bioquimicas as plantas foram avaliadas quanto ao
acumulo de massa seca das folhas (MSF) (g), caule (MSC) (g) e raiz (MSR) (g)
determinada por meio da coleta e fracionamento das plantas, onde separou-se as
folhas, caule e raiz e posteriormente acondicionando-as em sacos de papel e
colocado-as para secar em estufa de circulacdo de ar a 65°C por 72 horas, e

posteriormente pesadas em balanga analitica com preciséo de 0,0001 g.

3.6. Analise estatistica
Os dados obtidos foram avaliados mediante analise de variancia pelo teste
‘F’. Nos casos de significancia, foi realizado teste de médias (Tukey até 5% de

probabilidade) para o fator niveis de salinidade da agua de irrigacdo e teste de
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agrupamento de médias (Scott e Knott até 5% de probabilidade) para o fator porta-
enxerto durante o estabelecimento do estresse salino com auxilio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se influéncia significativa da interacao entre os niveis de salinidade
e 0s genotipos de citros para as variaveis: clorofila b e total e para a clorofila a,
relagao clorofila a /clorofila b, massa seca da folha, massa seca do caule e massa
seca da raiz ao nivel de 1 e 5% de probabilidade (p < 0,01 e p < 0,05),
respectivamente. Para as variaveis: carotenoides e relagcdo clorofila
total/Carotenoides, foi verificado apenas efeito significativo do fator genoétipo nivel de
1% de probabilidade (p < 0,01). Verificou-se para o teor relativo de agua efeito
significativo dos niveis de salinidade ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05). E
para variavel extravasamento de eletrdlitos nao foi verificado efeito significativo dos
fatores estudados (Tabela 3). Respostas diferenciadas de hibridos de citros em
relacdo a exposicdo a salinidade, foram observadas por Brito et al. (2008),
Fernandes et al. (2011), por Silva et al. (2014) e por Brito et al. (2014), ao estudarem
niveis crescentes de salinidade da agua de irrigagdo sob o crescimento de plantas

citricas durante a fase de porta-enxerto.

Para os teores de clorofila a, b e total observou-se que o genétipo LVK obteve
os maiores teores de clorofila independente dos niveis de salinidade aplicados,
verificando-se ainda, que esses teores aumentaram em fungdo da aplicacdo do
estresse (Tabela 4). Fato que indica que o aumento da salinidade n&o estimulou o
aumento da enzima clorofilase responsavel pela degradagdo da clorofila, ou
possivelmente, devido a maior eficiéncia dos carotenoides desse gendtipo, em
proteger as moléculas de clorofila da agcdo dessa enzima (TAIZ; ZAIGER, 2013),
haja vista, que o mesmo obteve também os maiores indices de carotenoides entre
0s gendtipos estudados. Esse comportamento pode ser explicado, tolerancia do
gendtipo, expressando um mecanismo que estimula o aumento da taxa
fotossintética visando fugir dos efeitos do estresse salino (SILVA et al., 2014). Dessa
forma, para que ocorra o aumento da fotossintese, € necessario que haja aumento
do numero de aceptores de elétrons (clorofila), assim como também, o aumento da
atividade destes (TAIZ; ZAIGER, 2013).
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia para as variaveis: Clorofila a (Cl a), b (Cl
b), total (Cl total), carotenoides (Corot), relagao clorofila a / clorofila b (Cl a/ Cl b) e
relagao clorofila total / carotenoides (Cl total / Carot), massa seca da folha (MSF), do
caule (MSC), das raizes (MSR), teor relativo de agua (TRA) e extravasamento de
eletrolitos (EE) de gendtipos de citros sob estresse salino em cultivo hidropénico.
UFCG, Pombal - PB, 2015.

Fontes de Quadrado médio
Variagdo GL Cla Clb Cl total Carot Cla/Clb Cl total/
Carot
Sal 1 0,8741™ 0,4186* 2,4994 "™ 0,0298 ™ 0,0367 ™ 0,1395"
Gen 4 16,5770** 2,9848** 33,2341** 1,2403** 0,2388** 2,2219**
SalxGen 4 2,2874* 0,9443** 6,1169** 0,1298 ™ 0,1191* 0,3701"™
Bloco 2 0,7877" 0,0532 " 1,2268 ™ 0,0430"™ 0,0093 ™ 0,3123"™
Erro 18 0,5553 0,0762 0,9456 0,0779 0,0322 0,2790
CV (%) 13,82 12,99 12,94 18,00 6,98 10,80
Média geral 5,39 2,12 7,51 1,55 2,57 4,89
Fontes de GL Quadrado médio
Variagao MSF MSC MSR TRA EE
Sal 1 0,8716* 13,6896* 6,5878* 0,0078* 10,5570 ™
Gen 4 9,3392** 10,5944** 4,1165** 0,0023 "™ 10,3864 "
Sal x Gen 4 0,4644* 2,1664* 0,8031* 0,0036 ™ 11,9222 "
Bloco 2 0,0619"™ 1,5209 "™ 0,0614 "™ 0,0001"™ 9,5524 ™
Erro 18 0,0466 0,6701 0,0480 0,0014 8,2841
CV (%) 12,49 45,73 19,36 4.47 19,97
Média geral 1,72 1,78 1,13 0,85 14,41

** * "= significativo a 1%, 5% e nao significativo respectivamente.

Os gendtipos LRF, LCRSTC e TSKC x (LCR x TR) - 040 ndo sofreram
alteragdes nos pigmentos dos cloroplastidios como também em suas relagdes,
denotando que os efeitos deletérios da salinidade nesses gendtipos nao estao
relacionados a degradacédo dos teores de clorofila e carotenoides (Tabela 4). No
entanto para o gendétipo TSKC x CTARG — 019 averiguaram-se redugdes nos teores
de clorofila a, b e total com aumento da salinidade (Tabela 4). De acordo com Garcia
et al. (1997), as altas concentragdes de sddio ou cloreto acumuladas nos tecidos das
folhas, aceleram o processo de senescéncia foliar e aumentam a sintese de
endoproteinases responsaveis pela degradacdo de ribulose- 1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), além de estimularem a sintese de enzimas
responsaveis pela degradacao e perda de clorofila a exemplo da clorofilase (TAIZ;
ZAIGER, 2013).
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Dessa forma, a redugéo dos teores de clorofila no genétipo TSKC x CTARG —
019, aponta o aumento da atividade de endoproteinases e enzimas repoisaveis pela
degradagao dos pigmentos fotossintetizantes no gendtipo TSKC x CTARG - 019.
Indicando a reducéo da atividade dos carotenoides sob a protegao das moléculas de
clorofila nesse gendtipo, possivelmente em fungdo das baixas concentragdes
observadas, quando comparadas ao do LVK (Tabela 4). Tendo em vista, que os
carotenoides podem atuar como agentes antioxidantes (HERNANDEZ et al., 2000)
protegendo as membranas lipidicas do estresse oxidativo gerados nas plantas
expostas a salinidade (FALK; MUNNE-BOSCH, 2010). Denotando que plantas que
apresentam altos teores de carotenoides sob condicbes de elevada salinidade é

caracteristicos de gendtipos tolerantes a salinidade.

Tabela 4. Teste de agrupamento de médias para as para as variaveis: Clorofila a (Cl
a), b (Cl b), total (ClI total), carotenoides (Corot), relagao clorofila a / clorofila b (Cl a/
CI b) e relagao clorofila total / carotenoides (Cl total / Carot) de gendétipos de citros

sob estresse salino em cultivo hidropénico. UFCG, Pombal - PB, 2015.

Clorofila a Clorofila b Clordfila total
Genotipo Salinidade (dS m™)
0,3 4,0 0,3 4,0 0,3 4,0
TSKC x CTARG-019 5,56 bA 4,24bB  2,30aA 1,64 bB 7,86bA 5,88Bb
LRF 5,63 bA 5,64 bA 2,09 aA 1,94 bA 7,72bA 7,58bA
TSKC x (LCRx TR)-040 3,54cA 4,10bA 1,51 bA 1,79 bA 5,05cA 5,88bA
LCRSTC 4,33cA 465bA 1,52 bA 1,75 bA 5,84cA 6,40bA
LVK 7,06aB 9,19aA 2,60aB 4,09 aA 9,66 aB 13,27aA
Carotenoides Clorofila a / Clorofila b  Clorofila total / Carotenoides
Gendtipo Salinidade (dS m™)
----------- 0,3 4,0 e —
TSKC x CTARG - 019 1,24 ¢ 2,44bA 2,59aA 5,56a
LRF 1,81b 2,67aA 2,91aA 4,22b
TSKC x (LCR x TR) - 040 1,07 ¢c 2,36bA 2,28bA 5,11a
LCRSTC 1,44 c 2,87aA 2,66aA 4,27b
LVK 2,20 a 2,71aA 2,25bB 5,29 a

Letras minusculas iguais na coluna nao diferem pelo teste de Scott e Knott ao nivel de 5% de probabilidade, e
letras maiusculas iguais na linha n&do diferem pelo teste ‘t' de Student ao nivel de 5% de probabilidade.
(Tangerineira ‘Sunki Comum’(TSKC) x Citrange Argentino (CTARG) - 019, Limoeiro Rugoso da Flérida (LRF);
Tangerineira ‘Sunki Comum’ (TSKC) x (limoeiro ‘Cravo’ (LCR) x Poncirus trifoliata (TR)) - 040; limoeiro ‘Cravo
Santa Cruz’ (LCRSTC) e limoeiro ‘Volkameriano’ (LVK).
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Para a relagcdo clorofila a/clorofila b observou-se baixos indices para os
genotipos LVK e TSKC x (LCR x TR) — 040 quando submetidos ao maior nivel de
salinidade (4,0 dS m™), denotando redugdes nos teores de clorofila a (Tabela 4).
Segundo Silveira et al. (2010), a redug¢ao na biossintese de clorofilas também pode
ser uma resposta para se adaptar a uma nova condicdo de estresse, no sentido de
economia de energia e menor captacdo de energia luminosa para evitar estresse
foto-oxidativo, principalmente ocorrestes na moléculas de clorofila a que apresentam
maior atividade em relagao a clorofila b, que atuam por sua vez como acessorio da
clorofila a, captando energia luminosa em condi¢gdes atipicas ao funcionamento
desta. Desse modo a reducao atividade da clorofila a. O aumento da clorofila b pode
ser uma estratégia de manter atividade fotossintética, e mandar energia para os
sitios bioquimicos da planta.

Para a variavel clorofila total/carotenoides ndo houve efeito significativo dos
niveis de salinidade, entretanto os gendtipos LRF e LCRSTC obtiveram os menores
indices de relagao clorofila total/ carotenoides, implicando que nesses gendtipos a
uma maior propor¢cdo de carotenoides em relagdo aos teores de clorofila quando
comparado aos demais estudados, isso pode ter contribuido para auséncia dos
efeitos deletérios da salinidade sob a degradacdo da clorofila nesses gendtipos
(Tabela 4).

Avaliando-se a massa seca das folhas verificou-se redug¢des no acumulo de
fitomassa dos gendtipos TSKC x CTARG — 019 e LVK, em fungcdo do aumento da
salinidade de 0,3 para 4,0 dS m™ (Tabela 5). Essa reducdo possivelmente esta
relacionada a diminuicdo da area foliar e do numero de folhas sob estresse salino,
esse mecanismo busca diminuir o a taxa transpiratoria, absor¢cao de agua e de sais
pelas plantas, evitando desse modo toxicidade por ions especificos (Syvertsen;
Garcia-Sanchez, 2014). Redugdes no acumulo de matéria seca de porta enxertos de
citros sob condigdes de salinidade também foram observadas por Fernandes et al.
(2011).

Para a variavel massa seca do caule o aumento da salinidade reduziu o
acumulo de massa seca do gendtipo LRF em 93% quando comparada as plantas
cultivadas sob o maior (4,0 dS m™) e menor nivel de salinidade (0,3 dS m™) (Tabela

5). Fato que pode estar relacionado a redugcdo na formacdo de compostos
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organicos, devido a inibicdo da fotossintese ou pela redistribuicdo desse
fotoassimilado para outra partes da plantas, assim como observado por Garcia-
Sanchez e Syvertsen (2006) estudando o crescimento do citrange Carrizo e da
tangerina Cledpatra, sob salinidade. Essa dependéncia também foi confirmada por
Cruz et. al. (2003), ao observarem redugdo do acumulo de fitomassa do caule de

plantas de limoeiro Cravo.

Tabela 5. Teste de agrupamento de médias para as para as variaveis: massa seca
da folha (MSF), do caule (MSC), das raizes (MSR), teor relativo de agua (TRA) de
gendtipos de citros sob estresse salino em cultivo hidropdnico. UFCG, Pombal - PB,
2015.

Massa seca da folha (g) Massa seca do caule (g)
Gendtipo Salinidade (dS m™)
0,3 4,0 0,3 4,0
TSKC x CTARG - 019 1,30 cA 0,90 cB 1,70 bA 0,52 bA
LRF 1,07 cA 1,14 cA 3,52 aA 0,24 bB
TSKC x (LCR x TR) — 040 0,48 dA 0,59 dA 0,17 cA 0,21 bA
LCRSTC 2,34 bA 2,13 bA 2,55 aA 1,42 bA
LVK 4,30 aA 3,03 aB 4,39 aA 3,19 aA
Massa seca da raiz (g) Teor relativo de agua
Genctipo Salinidade (dS m™)
0,3 4,0 0,3 4,0
TSKC x CTARG - 019 0,79 dA 0,32 bB
LRF 1,24 cA 0,40 bB
TSKC x (LCR x TR) — 040 0,30 eA 0,26 bA 0,87 A 0,84B
LCRSTC 2,60 bA 1,02 aB
LVK 3,08 aA 1,31 aB

Letras mindsculas iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Scott e Knott ao nivel de 5% de probabilidade, e
letras maiusculas iguais na linha ndo diferem pelo teste ‘t' de Student ao nivel de 5% de probabilidade.
(Tangerineira ‘Sunki Comum’(TSKC) x Citrange Argentino (CTARG) - 019, Limoeiro Rugoso da Flérida (LRF);
Tangerineira ‘Sunki Comum’ (TSKC) x (limoeiro ‘Cravo’ (LCR) x Poncirus trifoliata (TR)) - 040; limoeiro ‘Cravo
Santa Cruz’ (LCRSTC) e limoeiro ‘Volkameriano’ (LVK).

A massa seca da raiz dos genétipos de citros foram drasticamente reduzida
com o aumento da salinidade da agua de irrigagdo de 0,3 para 4,0 dS m™', com
excegao do gendtipo TSKC x (LCR x TR) — 040 (Tabela 5). Para Sa et. al. (2013) a
reducado do sistema radicular com o aumento da salinidade pode estar relacionada
aos mecanismos de defesa da planta, como a redug¢ao da absorcao de ions toxicos,
permitindo que a planta resista mais tempo ao estresse salino. Tendo em vista, que

o0 aumento da absor¢cdo de sais pode causar além da toxicidade por ions
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especificos, esta pode provocar desordens nutricionais a planta (EPSTEIN &
BLOOM, 2006). No entanto, alguns materiais apresentam a capacidade de excluir
ions toxicos pelas raizes, desse modo nao necessitando de reduzir o seu sistema
radicular sob condi¢des de salinidade, assim como observado no gendétipo TSKC x
(LCR x TR) — 040 (RODRIGUEZ-GAMIR et al. 2012; GONZALEZ et al. 2012).

Com relagao ao teor relativo de agua, observaram-se redugdes de 3,5% em
funcdo do aumento da salinidade, isso evidéncia diminuigdo da turgescéncia celular
ocasionada pela reducdo no potencial osmético do substrato. Para Brito et. al.
(2008), tal comportamento se deve alteracdo na diminuindo da transpiragéo, e com
isso, na formacao de novos tecidos, exercendo efeitos sob o potencial hidrico das

células e sua turgescéncia, afetando a formacéao de fitomassa nas plantas.
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5. CONCLUSOES

Os gendtipo TSKC x (LCR x TR) — 040, LCRSTC e LVK foram os menos
afetados pelo estresse salino, destacando-se como os materiais mais tolerante a

salinidade.

O gendtipo LRF ndo sofreu influéncia da salinidade sob a sintese de
pigmentos, porém reduziu drasticamente o seu acumulo de fitomassa sob estresse

salino, destacando-se como sensivel em relagao aos demais gendtipos estudados.

O gendtipo TSKC x CTARG — 019 foi o material que teve os pigmentos
fotossintetizantes e a fitomassa mais afetado pelo estresse salino, sendo dentre os

matérias estudados o mais sensivel a salinidade.

Os carotenoides amenizam os efeitos do estresse salino nas plantas de citros.
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