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final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas
irrigadas e ap6s 48h de recuperagdo foram colhidas. Os
tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle)
corresponde ao controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo
plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl
e expostas a seca e (NaCl) corresponde as plantas sempre
tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo
experimental. Os valores representam médias de quatro
repetigdes.  (*Letras mintsculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do

teste de Tukey)
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total das folhas de Atriplex nummularia expostas a seca
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final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas
irrigadas e ap6s 48h de recuperagdo foram colhidas. Os
tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle)
corresponde ao controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo
plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl
e expostas a seca e (NaCl) corresponde as plantas sempre
tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo
experimental. Os valores representam médias de quatro
repetigdes. (*Letras mintsculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do

teste de Tukey)
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Figura 26

Transferéncia de Plantulas de Atriplex nummularia com dois
meses de idade para sala de crescimento sob condigdes

controladas.
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RESUMO

Uma das caracteristicas fisioldgicas mais importantes das halofitas pertencentes ao
género Atriplex é a enorme habilidade de acumular solutos organicos e inorganicos com o intuito
de se ajustar osmoticamente em condicdes de elevada salinidade e deficiéncia hidrica. Contudo
estudos compreensivos sobre a contribui¢do relativa desses solutos inorganicos e organicos no
ajustamento osmotico de folhas dessas halofitas ainda s3o poucos explorados na literatura. Esse
trabalho pretende pela primeira vez na literatura fazer um estudo detalhado, da participagao e da
contribuicdo relativa da maioria dos solutos organicos e inorganicos no potencial osmotico de
folhas de Atriplex nummularia, submetidas a concentrag¢des crescentes de NaCl, ciclos sucessivos
de seca e ao polietileno glicol (PEG). Para responder as questdes acima mencionadas foram
conduzidos trés grandes experimentos seqiienciais. No primeiro experimento, mudas de Atriplex
nummularia com quatro meses de idade, foram cultivadas em vasos de argila contendo como
substrato areia, sendo irrigadas a cada dois dias com solu¢dao contendo concentragdes crescentes
de NaCl (0, 100, 200, 300 ¢ 400 mmol L'l) durante 120 dias. O experimento foi realizado em
condig¢des de casa de vegetacdo. No segundo experimento, mudas de A. nummularia, com idade
de 18 meses foram transplantadas para recipientes de polietileno contendo 5.0 kg de vermiculita,
em condi¢des de casa de vegetacdo, onde foram submetidas aos seguintes tratamentos (Controle;
seca; NaCl + seca; NaCl) por trés ciclos sucessivos de seca-re-hidratacao (3 semanas) seguido de
uma recuperagdo no final do ultimo ciclo (apds 48 h). No terceiro experimento, plantulas de
A.nummularia, com idade de dois meses foram transplantadas para cultivo hidroponico em vasos
plasticos com capacidade para 0,8 em sala de crescimento sob condi¢des controladas onde
sofrerdo um pré-condicionamento com ou sem NaCl por duas semanas. Apds foram submetidas
aos seguintes tratamentos (controle; PEG; NaCl; NaCl + PEG). Em conclusdo, os resultados da

presente investigagdo demonstram que as plantas de Atriplex nummularia foram capazes de
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manter o seu crescimento mesmo em condi¢cdes de alta salinidade, principalmente pela
capacidade de manutencao de seu status hidrico. Os resultados também sugerem que a GB ¢ o
maior soluto organico envolvido com o ajustamento osmotico (AO) do citoplasma e que sua
acumulagdo parece ser uma resposta adaptativa ao estresse provocado pelo NaCl. Em adicao, o
jons salinos Na" ¢ CI" contribuiram para a maioria do AO das folhas submetidas ao NaCl. O
impacto relativo do K" sobre o AO das folhas foi reduzido consideravelmente com o aumento da
dose externa de NaCl. Os resultados evidenciam também que o pré-condicionamento com NaCl
influenciou positivamente no crescimento de Atriplex nummularia, em condig¢oes de seca,
evidenciado pelo maior acimulo de massa seca e melhor status hidrico das folhas. Dentre os
solutos inorganicos analisados, o Na" e o CI" foram os que mais contribuiram para a
osmorregulacdo das folhas em condi¢des de deficiéncia hidrica. Enquanto, GB foi o soluto
organico mostrou o maior percentual de contribui¢do para o potencial osmotico. Entretanto os
resultados mostraram que o pré-condicionamento das plantulas de Atriplex nummularia com

NaCl nao foram capazes de atenuar os efeitos induzidos pelo PEG.

Palavras Chave: Atriplex nummularia, NaCl, PEG, Seca, Solutos organicos e solutos inorganicos.
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1.1

1. INTRODUCAO GERAL
JUSTIFICATIVA E IMPORTANCIA DA PESQUISA

As plantas cultivadas nas regides tropicais, semi-aridas, estdo sujeitas as condigdes
ambientais adversas, dentre elas a deficiéncia hidrica, salinizagdo dos solos e temperaturas
extremas (Yancey et al., 1982). Dentre estes, a seca e o estresse salino sdo os agentes abidticos
estressores mais relevantes e mais estudados pela comunidade cientifica, o que se comprova pela
grande producdo literaria em torno dessa tematica. A seca ¢ provavelmente um dos mais
importantes fatores que limita a produtividade agricola nas grandes regides do mundo (Jones &
Corlett, 1992), principalmente nas regides semi-aridas. Nessas condigdes, a habilidade das
plantas em manter o status hidrico das células (ajustamento osmotico) e a integridade celular
pode ser uma vantagem adaptativa. O crescimento e a sobrevivéncia das plantas a condigdes de
alta salinidade dependem da adaptacdo a baixos potenciais hidricos e altas concentragdes de
sodio. Trés aspectos sdo relevantes a tolerancia das plantas ao sal: (1) homeostase i0nica, (2)
detoxificacdo e (3) controle do crescimento (Zhu, 2001a).

Atualmente, verifica-se um aumento no interesse da comunidade cientifica pelas
respostas fisiologicas das plantas a condigdes de estresses ambientais, devido ao fato de muitos
dos mecanismos utilizados ainda ndo serem completamente compreendidos. Uma vez entendidas,
as estratégias fisiologicas de reagdes aos estresses ambientais, estas poderao ser utilizadas como
ferramentas nos programas de melhoramento vegetal, para a producdo de plantas
economicamente viaveis, que sejam tolerantes a esses estresses ambientais (Bor et al., 2003).

Em glicofitas, os estresses ambientais como seca e salinidade, interferem
drasticamente no crescimento ¢ na produtividade vegetal, pois afeta os principais processos
fisiologicos das plantas (Boyer, 1982; Yancey et al., 1982). As halofitas possuem caracteristicas

morfofisioldgicas especificas que permitem realizar suas fungdes vitais na presenca de sais e
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superar baixos potenciais osmoticos no ambiente radicular (Poljakoff-Mayber, 1975). As
Halofitas acumulam altas concentragdes de ions inorganicos dentro das células, com o intuito de
baixar o potencial hidrico e garantir assim a absor¢ao de agua para poder crescer em solos com
problemas de excesso de sais (Glenn & Brown, 1999).

Uma das estratégias encontradas para o problema da salinidade ¢ o aumento da
tolerancia ao sal das espécies agricolas convencionais, apesar do baixo rendimento anual, ou o
desenvolvimento de culturas tolerantes, através do melhoramento convencional e da engenharia
genética (Tester & Davenport, 2003). A maioria das mais de 2500 espécies de haldfitas existentes
no mundo ocorre em ambientes salinos costeiros € no interior de desertos, aumentando assim a
atengdo para a pesquisa com halofitas, utilizando se rejeitos salinos ou a adgua do mar, na
irrigagdo em larga escala (Pasternak & Nerd, 1996; Lieth et al., 1999). Sendo o uso dessas
halofitas domesticadas importantissimo nas regides aridas e semi-aridas afetadas com problemas
de salinidade, pois sdao adaptadas a crescer em substratos com alta salinidade (Pasternack, 1990).

Pela grande quantidade de espécies de haldfitas existentes no mundo, umas das
recentes ferramentas descobertas € o uso de halofitas domesticadas para combater o problema da
salinidade, pois elas representam um importante modelo de estudo das caracteristicas fisiologicas
que conferem tolerancia a salinidade (Lieth et al., 1999) Essas plantas sdo modelos viaveis de
estudo dos mecanismos que elas usam para sobreviver em altas concentragdes de sal, com o
intuito de melhorar a tolerancia de espécies vegetais nao halofitas.

Em respostas a essses estresses ambientais, muitas plantas sintetizam e acumulam
compostos de massa molecular pequena, assim como agucares alcoois, prolina e glicina betaina
(Hellebust, 1976; Yancey et al., 1982), os quais sdo denominados de osmolitos, osmoprotetores
ou solutos compativeis. A funcao exata desses compostos, nas plantas, embora seja desconhecida,

pode estar relacionada a protecdo dos vegetais a estresses abioticos, funcionando como uma
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ferramenta para o ajustamento osmético celular (Hellebust, 1976). Além dessa fungao principal
no ajustamento osmodtico, os solutos compativeis podem ajudar na estabilizagdo de
macromoléculas (osmoprotetores) e protecdo contra danos oxidativos sob condi¢des adversas
(Yeo, 1998).

O ajustamento osmotico € um mecanismo usado para a manutengdo do turgor e
redugdo dos efeitos deletérios do estresse hidrico sobre tecidos vegetais (Flowers et al., 1991),
porém o papel efetivo do ajustamento osmotico no crescimento de espécies agricolas em
condic¢des de seca ¢ bastante discutido (Sinclair & Serraj, 2002). A sintese de solutos compativeis
¢ um dos processos metabodlicos utilizados na engenharia genética da tolerancia ao sal, por causa
da suspeita de seu papel efetivo nos processos de ajustamento osmoético € osmoprotegdo de
tecidos estressados (Bohnert et al., 1995; Hare et al., 1998). Varios trabalhos tém recentemente
discutido a osmoprotecao em plantas e sua potencial aplicacdo na tolerancia a seca e a salinidade
(Holmstrom et al., 1996; Hare & Cress, 1997; Zhang et al., 1999; Rathinasabapathi, 2000).

Algumas espécies de haldfitas pertencentes ao género Atriplex, tais como a Atriplex
nummularia sdo bem adaptadas para sobreviver em condi¢des ambientais adversas, constituindo
um excelente material para identificagdo de mecanismos fisiologicos envolvidos com a
resisténcia a esses estresses abidticos (Shen et al., 2003; Wang & Showalter, 2004). Uma das
caracteristicas fisioldgicas mais importantes das espécies pertencentes ao género Atriplex ¢ a
enorme habilidade de acumular solutos organicos e inorganicos com o intuito de se ajustar
osmoticamente em condi¢des de elevada salinidade (Martinez et al., 2005). A Atriplex
nummularia, comumente conhecida como erva-sal ¢é originaria de regides desérticas da Australia,
essa espécie consegue manter o seu crescimento em concentragdes elevadas de NaCl (Araujo,
2003). Em condi¢des de doses crescentes de NaCl, a Atriplex nummularia conseguiu acumular

em suas folhas altas concentragdes ions salinos e de glicina betaina (Araujo et al., 2006). Contudo
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estudos compreensivos sobre a contribui¢ao relativa de solutos inorganicos importantes como o
Na', Cl' e o K" versus solutos organicos importantes como a prolina e a glicina betaina no
ajustamento osmotico de folhas dessas espécies de halofitas ainda sdo poucos explorados na
literatura.

O atual trabalho apresenta pela primeira vez dentro a literatura, um estudo detalhado
ao nivel de planta inteira, da participacdo e da contribuicdo relativa da maioria dos solutos
organicos ¢ inorganicos no potencial osmoético de folhas, utilizando a extraordinaria Atriplex
nummularia, uma tipica espécie de halofita, como modelo, em resposta ao estresse salino e

hidrico.
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1.2. REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 OS PROBLEMAS CAUSADOS PELA SALINIDADE E SECA NOS SOLOS

A salinidade ¢ definida como o excesso de ions inorganicos no solo ou no meio de
cultivo das plantas, representando um dos principais problemas da agricultura mundial (Lacerda,
1995). A situag@o ¢ mais grave nas regides arida e semi-aridas devido as condi¢des favoraveis de
salinizagdo. Entretanto, com a expansdo da agricultura irrigada e do uso intensivo dos
fertilizantes quimicos, o problema tende a se agravar em diversas regides (Oliveira, 1997). O
processo natural de salinizagdo dos solos envolve a acumulagdo de ions, principalmente Na',
Ca®, Mg+2, CI', SO?; e HCO3, nas camadas agriculturaveis dos solos (Oliveira, 1997). Dessa
forma, a salinidade provoca modificagdes quimicas e fisicas, com conseqiiéncias sobre a
atividade biologica do solo (Santos & Muraoka, 1997).

As principais alteragdes quimicas provocadas pela salinizagdo dos solos sdo na
composic¢ao e balango de cations nos complexos de troca e solugdo do solo, com reflexos no pH,
na capacidade de troca i6nica e disponibilidade de nutrientes (Santos & Muraoka, 1997). No caso
dos solos soédicos, o excesso de Na' provoca alteragdes nas propriedades fisicas do solo,
reduzindo a floculagdo das argilas e a estabilidade dos agregados, provocando como
conseqiiéncia, redugdes na porosidade e capacidade de retencdo de dgua (Lima, 1997). O excesso
de sais provoca diminui¢ao na pressao osmotica e toxicidade para o desenvolvimento da fauna e
flora, diminuindo as taxas de mineraliza¢dao e humifica¢do da matéria organica, com conseqiiente
reducdo da fertilidade dos solos (Santos & Muraoka, 1997).

A seca ¢ provavelmente um dos mais importantes fatores que limita a produtividade
agricola nas grandes regides do mundo (Jones & Corlett, 1992), principalmente nas regides semi-
aridas. A seca ¢ definida como um prolongado periodo sem agua. Para um periodo de seca afetar

uma comunidade de planta, o déficit de chuva deve levar a um déficit hidrico do solo e por
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ultimo, a um déficit hidrico da planta (Levitt, 1980). O grau no qual deficiéncia de chuva provoca
um déficit de dgua no solo depende da taxa de evaporagdo durante o periodo sem chuva e das
caracteristicas fisicas e quimicas do solo. O grau em que a falta de dgua no solo influencia as
plantas, depende também da umidade relativa da atmosfera e de uma série de caracteristicas das
plantas que influenciam a absorgdo de 4gua, como a taxa de transpiragdo. E o grau no qual a
planta pode suportar a falta de chuva que caracteriza sua resisténcia a seca (Paleg & Aspinall,
1981; Hanson & Hitz, 1982; Schulze, 1986).

A salinidade no solo existe muito antes de se tornar um problema econdmico para o
homem. Entretanto, esse problema vem sendo agravado por praticas agricolas deletérias (Zhu,
2001). Para a agricultura, o problema da salinidade existe quando os sais acumulam-se na zona
radicular, em concentragdes elevadas suficientemente capazes de restringir a absor¢do de agua
pela planta. Isso pode provocar estado de deficiéncia hidrica, até causar sintomas muito
semelhantes aos provocados pela estiagem (Ayers & Westcot, 1991).

A salinidade dos solos tem se constituido em um problema para a agricultura de
regides aridas e semi-aridas do mundo, limitando o crescimento e a produtividade das culturas e
ocasionando enormes prejuizos socio-econdomicos (Gheyi, 2000; Munns, 2002). Com o aumento
da freqiiéncia de periodo de seca, a intensificagdo da produgdo de alimentos depende do uso de
agricultura irrigada e da eficiéncia na administracdo de recursos hidricos limitados. A ampliagdo
da agricultura irrigada e o uso intensivo de dguas de qualidade duvidosa, combinada com a alta
taxa evaporativa, t€ém se chamado a aten¢do para o problema da salinidade no solo e na dgua do
solo (Lambers, 2003).

A progressiva salinizagdo de areas irrigadas ¢ uma limitacdo para o futuro da
agricultura em muitas areas do mundo. A supera¢do dos problemas do estresse salino tem um

impacto positivo na produ¢do agricola mundial. Numerosos estudos tém sido feitos para melhorar
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a tolerancia das culturas agricolas ao sal através de programas de melhoramento tradicional,
porém sucessos comerciais tém sido muito limitados (Cuartero & Fernandez-Munoz, 1999). A
salinidade dos solos € responsaveis pelas maiores redugdes na produtividade agricola no mundo
(Gouia et al., 1994). O problema ¢é mais grave nas regides arida e semi-arida. Entretanto, com o
uso intensivo da irrigagdo, a salinizagdo dos solos tende a aumentar, particularmente nas regides
com condigdes de altas taxas de evaporagdo, aguas de baixa qualidade e técnicas nao apropriadas
de manejo da 4gua e do solo (Medeiros & Gheyi, 1997).

No mundo, estima-se que 19,5% das terras irrigadas (45 milhdes de hectares) e 2,1%
das terras ndo irrigadas (32 milhdes de hectares) estejam afetadas por sais (FAO, 2000). A
salinizag@o dos solos € particularmente evidente nas regides aridas e semi-aridas, atingindo cerca
de 25% das areas irrigadas. Atualmente, estima-se que o mundo perde cerca de 1,5 milhdes de
hectares de terras araveis a cada ano devido ao acumulo de sais (FAO, 2000). Dessa forma, a
salinizagdo tem sido identificada como o principal processo de degradagdo dos solos. No Brasil,
embora a informacao sobre areas salinizadas ndo estejam bem definidas, estima-se que 20 a 25%
das areas irrigadas enfrentam problemas de salinizacdo (FAO, 2000). Este problema ¢ mais
conspicuo na regido Nordeste, a qual possui uma area de 155 milhdes de hectares, sendo que 52%
dessa superficie é semi-arida (Lira et al., 1982).

No nordeste brasileiro, dos 1.600.000 km® de terra, cerca de 1.500.000 km® sdo
caracterizados como insuficientes em agua, constituindo o chamado “poligono das secas” (Dantas
et al., 2002). Nessa regido, a irrigagdo assume papel fundamental no progresso da agricultura. No
entanto, a pratica da irrigacdo aumenta as concentragdes de sais na superficie do solo (Dantas et
al., 2002). Como prova, estima-se atualmente que no mundo, 25% dos solos irrigados estdo
afetados por diferentes niveis de salinidade (Rhoades et al., 2003). A incorporagdo de novas areas

irrigadas tende a aumentar o problema da saliniza¢do dos solos (Pereira et al., 1985). O nordeste
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brasileiro, além de possuir 20 a 25% da area irrigada com solos afetados por sais, principalmente
os do tipo sédico, os tipos de dgua armazenada nos lengdis freaticos, sdo predominantemente
salinas (Holanda & Amorim, 1997).

O potencial de areas irrigaveis na regiao nordeste do Brasil ¢ de 4.177.500 ha, sendo o
total da area irrigada em 1988 de 619.500 ha, o que corresponde somente a 15% do total irrigavel
(Souza, 1990). A regido do semi-arido chega a atingir cerca de 50% da érea irrigada (Goes,
1978). A maioria dessas areas apresenta problemas de salinidade, sendo a ma drenagem dos solos
o principal fator responsavel, enquanto que a qualidade da agua apareceu como a causa menos
importante (Bukovinszky et al., 1992). Os recursos hidricos disponiveis sdo suficientes para
irrigar 36% das areas do semi-arido (Lacerda, 1995). A maioria dos solos salinos dessa regiao ¢
do tipo Aluvial, onde predominam os sais de s6dio (Fernandes, 1993). Um levantamento em 129
acudes da regido mostrou que o NaCl era o sal mais encontrado, com a concentracdo de CI
variando de 0 a 4000 ppm ou 0 a 113 mM (Wright, 1981).

Com o agravamento dos problemas de salinizagdo dos solos no nordeste, em virtude
do crescimento da area utilizada com culturas irrigadas, o sucesso da atividade agricola pode ser
alcangado através de praticas de manejo de solo que sejam capazes de reduzir a salinidade do
solo, ou de selecionar genétipos tolerantes ao estresse salino. Como o primeiro procedimento ¢
dispendioso, demorado e, as vezes, impraticavel, a segunda opgao apresenta-se muito promissora

(Dantas et al., 2002).
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1.2.2. RESPOSTAS DAS PLANTAS AOS EFEITOS PROVOCADOS PELA
SALINIDADE E SECA

A salinidade ¢ um dos maiores problemas encontrados nas areas agricolas (Szabolcs,
1994), pois aproximadamente 7% da superficie terrestre e 5% das terras cultivadas do mundo sdo
afetadas por problemas de excesso de sais no solo (Flowers et al., 1997). Para enfrentar esse
problema, algumas pesquisas, tém sido enfatizadas na investigagcdo dos efeitos da salinidade na
fisiologia das plantas, com o objetivo de detectar caracteres moleculares e celulares para o
melhoramento de plantas tolerantes ao sal (Hasegawa et al., 2000). Apesar dos avangos no
aumento da produtividade e resisténcia a pragas e doencas nas culturas agricolas, entretanto a
tolerancia a salinidade ainda permanece desconhecida, principalmente porque a mesma afeta
simultaneamente varios processos da fisiologia da planta.

As espécies vegetais diferem extensamente na resposta ao crescimento em condigdes
de altas concentragdes de sais, sendo extremamente importante a caracterizacdo de mecanismos
fisiologicos de tolerancia ao sal. Esses mecanismos servem de base na selecdo e melhoramento de
plantas a salinidade (Koryo, 2003). As plantas tém que reagir fisiologicamente ao menos a
quatros principais impedidores do crescimento em ambientes salinos: (a) controle da taxa de
crescimento e morfologia; (2) resisténcia ao déficit hidrico (redu¢ao do potencial hidrico); (3)
regulacdo da entrada de CO, e H,O pelos estomatos e (4) evitar a toxicidade idnica e o
desbalango nutricional (Munns, 1993; Marschner, 1995; Volkmar et al., 1998; Munns, 2002;
Koryo, 2003; Rengasamy et al., 2003).

As plantas quando classificadas de acordo com o tipo de ambiente em que se
desenvolvem podem ser divididas em: Hidrofitas, quando crescem em ambientes que sempre

apresentam ampla disponibilidade de agua; Mesofilas, em ambientes com disponibilidade
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intermediaria de dgua; Xerofitas, em ambientes com escassez de agua; Halofitas, em ambientes
com altas concentracdes de sais e Glicofitas, quando ndo sdo capazes de se desenvolver em
ambientes com alta concentragdo de sais (Prisco, 1989). Nas glicofitas esta a maioria das espécies
de plantas exploradas economicamente, diferentemente das halofitas.

O estresse osmotico gerado pela seca e salinidade representam os mais comuns
estresses ambientais, que limita o crescimento vegetal e a produtividade das culturas (Koryo,
2006). A redugdo do potencial hidrico nos habitats salinos gera na planta dois grandes
componentes, um i6nico e outro osmotico. A absor¢do e a acumulagio de Na' e CI nos diferentes
6rgaos da planta ¢ altamente controlada (Munns, 1995; Hasegawa et al., 2000). As espécies
resistentes ao sal tem processos especiais de remog¢ao do NaCl do citoplasma, como por exemplo
a compartimentalizacdo dos ions salinos nos vactolos (Muhling & Lauchli, 2002). O crescimento
e sobrevivéncia das plantas a condigdes de alta salinidade dependem da adaptagdo a baixos
potenciais hidricos e altas concentragdes de sddio. Trés aspectos sdo relevantes a tolerancia das
plantas ao sal: (1) homeostase i6nica, (2) detoxificacdo e (3) controle do crescimento (Zhu,
2001b).

O sal afeta negativamente o fluxo de agua proximo as raizes das plantas, devido a um
decréscimo na permeabilidade hidrica do solo e na condutividade hidraulica das raizes. Como
resultado, a permeabilidade das membranas celulares ¢ o influxo de dgua para a planta sdo
reduzidos (Waisel, 1972). Muitos dos efeitos deletérios do Na', sdo relacionados & integridade
funcional e estrutural das membranas celulares (Kurth et al.,1986). Uma das respostas
metabdlicas ao estresse salino ¢ a sintese de osmolitos compativeis. Eles mediam o ajustamento
osmotico, protegem estruturas subcelulares e reduz os danos oxidativos em resposta a salinidade
(Hare et al., 1998). Esses compostos osmoticamente ativos sdo agucares poliois, aminoacidos e

compostos quartenarios de amonio (Rhodes & Hason, 1993).
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A tolerancia ao sal ndo requer somente adaptagdo a toxicidade pelo Na®, mas também
a aquisicio de K", um nutriente essencial (Rodriguez-Navarro, 2000). O potassio tem sua
absor¢do afetada pela alta concentragdo externa de sodio devido a similaridade quimica desses
dois ions. Portanto, os sistemas de transporte de potdssio envolvendo uma seletividade maior por
K" do que por Na' pode ser considerada como um fator determinante para a tolerancia ao sal
(Rodriguez-Navarro, 2000).

O excesso de sais no solo também pode diminuir a disponibilidade de dgua para o
vegetal. Em adicdo ao estresses idnicos, provocados pelo excesso de ions salinos como o Na' e o
CI, o estresse salino também causa estresse osmotico, como ocorre em situagdo de seca severa.
Concentragdes elevadas de sais no solo reduzem o potencial hidrico do meio, reduzindo assim a
disponibilidade de agua para a planta (Winicov, 1998; Zhu, 2001b). Esses dois estresses, de
forma muito semelhante ao estresse por deficiéncia hidrica, causam danos fisiologicos ou
provocam estresses secundarios como os danos oxidativos. Cada estresse, primario ou
secundario, originado a partir da exposi¢ao ao sal, ou a deficiéncia hidrica, possui sua propria
cascata de sinalizag@o, via metabolica e estratégia de adaptacao e tolerancia (Zhu, 2001a).

O estresse i0nico e osmotico causado pela salinidade pode resultar na restricdo do
crescimento vegetal. Eventos celulares como a compartimentalizagdo de ions salinos e o
ajustamento osmotico nas plantas tolerantes ao sal, pode permitir a manuten¢do do crescimento
mesmo na presenga de altas concentragdes de sais no solo (Volkmar et al., 1998). Nas plantas
que acumulam grandes quantidades de sais na célula, os ions salinos sdo estocados nos vacuolos,
contribuindo assim para o ajustamento osmotico. Solutos organicos induzidos pelo sal podem ter
um importante papel na protegdo celular e no ajustamento osmdtico do citossol e das organelas.

(Khan et al.,1998). Com isso, a habilidade das plantas se ajustar osmoticamente ao desbalango
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i6nico provocado pelo excesso de Na" e CI” nas células, é muito importante na manutengdo do
crescimento.

A salinidade também afeta as concentragdes de K' encontradas na plantas, um
componente essencial para o ajustamento osmotico celular, principalmente para o fendmeno de
abertura ¢ fechamento estomatico (Maathuis & Amtmann, 1999). De acordo com Serrano &
Rodriguez-Navarro (2001), durante o estresse salino ocorre um decréscimo na absor¢do de
potassio (K') e um aumento no influxo de sédio (Na"). Como o Na' ¢ toxico (Amzallag et al.,
1990) e 0 K' é o soluto que mais contribui para a manutencdo da pressdo osmética e da forga
i0nica, as plantas estressadas com NaCl ativam transportadores de cations no tonoplasto e
plasmalema, para manter a sua homeostase idnica.

O efeito toxico sobre o metabolismo celular e fisiologico, pelo acimulo de Na* e CI
nos tecidos e a redugdo na disponibilidade de 4gua, causada pela diminui¢ao do potencial hidrico
do solo, pode explicar danos fisiologicos como a reducdo do crescimento de plantas, quando
submetidas a salinidade (Zhu, 2001b). Nesse contexto, muitos estudos realizados sobre a
sinalizagdo do estresse hidrico, focalizam o estresse salino, devido as respostas ao sal e a seca
serem intrinsecamente relacionadas e os mecanismos de resposta e sinalizagdo, sobrepostos. Por
um ponto de vista pratico o estresses salino pode ser imposto com mais facilidade e precisao em
experimentos de laboratorio (Zhu, 2002).

A expansao e a divisdo celular podem ser afetadas diretamente pelo estresse salino,
pois reduz a atividade de proteinas kinases dependentes de ciclina que participam do ciclo celular
(Wang et al., 1998). A habilidade das plantas em sobreviver e manter o seu crescimento sob
condigdes salinas ¢ conhecido como tolerancia ao sal, sendo uma caracteristica que depende de
inameros fatores, incluindo a espécie vegetal. Existe uma enorme variacdo na tolerancia das

plantas as condigoes de altas concentragdes de sais no solo, que vai desde a sensibilidade das
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glicofitas a resisténcia das halofitas (Volkmar et al., 1998). Essa habilidade em sobreviver em
ambientes salinos € importante para a distribuicdo ecoldgica das espécies vegetais € na
agricultura de regides aridas e semi-aridas salinizadas.

A seca ¢ provavelmente um dos mais importantes fatores que limita a produtividade
agricola nas grandes regioes do mundo (Jones & Corlett, 1992), principalmente nas regioes semi-
aridas. O crescimento celular parece ser a resposta mais sensivel ao estresse hidrico. O estresse
hidrico ¢ um expressivo problema para a producdo vegetal, pois existe um efeito inibitoério na
acumula¢do de biomassa (Nonami et al., 1997; Mullet & Whitsitt, 1996). Decrescendo o
potencial de agua de somente — 0,1 Mpa (as vezes menos) resulta o decréscimo perceptivel no
crescimento celular (irreversivel alongamento celular) e assim redugdo no crescimento da raiz e
da parte aérea (Sakurai & Kuraishi, 1988). Hsiao (1973) sugere que esta sensibilidade ¢
responsavel pela observagdo de que muitas plantas crescem principalmente a noite, quando o
estresse hidrico ¢ menor. A inibicdo da expansao celular € comumente seguida por uma redugao
na sintese de parede celular (Salisbury & Ross, 1992). Sintese de proteina pode ser quase
igualmente sensivel ao estresse hidrico (Nobel, 1992).

Em condi¢des de deficiéncia hidrica, a habilidade das plantas em manter o status
hidrico das células (ajustamento osmoético) e a integridade celular pode ser uma vantagem
adaptativa. Mudangas nas propriedades de elasticidade do tecido e na concentragdo de solutos
podem promover a manutengdo do turgor e volume celular apesar do baixo potencial hidrico
(Ayoub et al., 1992). A manutengdo do turgor durante mudangas no status hidrico da planta pode
preservar processos metabolicos da planta e contribuir para o crescimento em condi¢des de
escassez de agua. Sob condigdes de seca, a manutengdo do turgor da célula pode ocorrer pelo
ajustamento osmotico por uma acumulagdo liquida de solutos para obter um gradiente favoravel

de potencial hidrico. O ajustamento osmotico, entretanto, tem uns custos energéticos alto, que
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pode afetar negativamente a produtividade da planta e o uso eficiente da dgua (Turner & Jones
1980).

Atualmente sabe-se que os efeitos da seca na producao vegetal provocam alteragdes
no metabolismo e no crescimento. Sua intensidade ¢ diretamente dependente do estadio
fisioldgico em que o organismo se encontra e da sua severidade. O processo de crescimento
celular, através da sintese de proteinas e de parede celular, ¢ o mais sensivel as reducdes na
disponibilidade de agua nos tecidos (Salisburry & Rossi, 1991; Nobel, 1992). A falta de agua
também pode afetar a eficiéncia dos processos fotossintéticos (Keles & Oncell, 2002).

Entretanto, os mecanismos moleculares que respondem as redugdes no potencial de
agua e que desencadeiam os processos responsaveis pela paralisacdo do alongamento celular,
ainda nao sdo bem entendidos. Acredita-se que, tais processos, sao mediados pelo acido abscisico
(ABA), o qual ¢ encontrado em grande quantidade, durante o estresse hidrico (Bray, 1993;
Ingram & Bartels, 1996). Adicionalmente, varias espécies vegetais exibem aumento nas
concentracdes de substincias nitrogenadas como prolina, betainas, citrulinas (Rabe, 1993), além
de sacarose e agucares-alcoois, como o pinitol (Ingram & Bartels, 1996), utilizando—os como
estratégia para o ajustamento osmotico e prevencgdo da perda de agua e subseqiiente desidratagao
celular (Handa et al., 1986). Apesar dos anos de pesquisas sobre o estudo do déficit hidrico em
plantas superiores, os processos moleculares que sao mais rapidamente afetados, como também
0s mecanismos iniciais da resposta molecular, ainda nao estdo bem compreendidos (Bray, 1993).

Sabe-se atualmente, que as inumeras espécies vegetais apresentam enorme
diversidade de mecanismos fisiologicos para adaptagdo a seca, apesar desses mecanismos ainda
ndo serem completamente compreendidos (Ingram & Bartels, 1996). De certa forma, ¢ sabido
que a primeira etapa no disparo das respostas moleculares ocorre através da percepcao do estresse

e o subseqiiente repasse da informagdo por uma via de transdugdo de sinais. Estas vias,
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eventualmente, promovem mudangas fisioldgicas, como o fechamento estomadtico, expressao
génica e modificagdes em processos celulares e moleculares. As vias que conduzem os estimulos
da seca e do estresse salino sdo interconectadas pelos estresses primdrios e pelas respostas
conferidas (homeostase, desintoxicacao e controle do crescimento). Dentre as vias de sinalizagao,
destaca-se a via SOS como mediadora da homeostase idnica e tolerancia ao Na'; a cascata de
proteinas quinases (MAPK) mediadora da homeostase osmotica; e a cascata de proteinas do tipo
LEA (late embriogenesis activated), responsaveis pelas vias que promovem a desintoxicagdo ou
alivio dos danos oxidativos (Zhu, 2001b).

O conhecimento sobre estas vias de sinalizagdo aumenta a cada ano (Knight &
Knight, 2001). Ao contrario do era veiculado anteriormente, as vias de sinalizagdo ndo sdo
isoladas uma das outras, participando de uma maior e complexa rede de vias, com diversas
sobreposicoes entre as cadeias. Esse fato permite especular, que muitos genes podem ser

induzidos por mais de um estimulo em particular (Knight & Knight, 2001).

1.2.3. MECANISMOS DE TOLERANCIA DAS HALOFITAS

A maioria do estresse salino sob as plantas é provocado pelos sais de sddio,
particularmente o NaCl. Plantas que podem crescer na presenca de altas concentragdes de sais de
sodio sdo chamadas de halofitas (Flowers & Yeo, 1987). As halofitas sdo tolerantes a salinidade,
porque sdo abeis para absorver agua nessas condi¢des adversas, através da diminui¢ao do
potencial osmotico pela acumulagdo ions salinos (Bradley & Morris, 1991). As halofitas sdo
conhecidas pela habilidade de se adaptar e viver em habitat salino, alterando o seu metabolismo
energético (Winicov & Bastola, 1997).

Essas plantas sdo modelos vidveis de estudo dos mecanismos que elas usam para

sobreviver em altas concentragdes de sal, com o intuito de melhorar a tolerancia de espécies
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vegetais ndo halofitas. Uma variedade de mecanismos contribui para a tolerdncia ao sal de
haléfitas (Gorham, 1995). Os mecanismos encontrados nas halofitas que favorecem a
sobrevivéncia em ambientes salinos incluem a regulacdo da concentragdo dos ions tdxicos,
adaptagdo osmdtica, adaptacdo de enzimas, producao de osmoprotetores, adaptagdo estomatica,
compartimentalizagdo de ions salinos e outras formas de controle genético.

A suculéncia foliar, ou seja, a diluigdo do sal acumulado pelo aumento do conteudo
hidrico por area, ¢ uma adaptacdo morfologica tipica ao estresse osmotico (Popp, 1995). Tem se
observado existir nas halofitas uma correlagdo entre a absor¢do de ions salinos e a suculéncia da
planta inteira (Waisel, 1972). O papel da suculéncia para o balanco do sal absorvido em espécies
de halofitas nao-secretoras ja tem sido amplamente descrito (Popp, 1995), existindo uma
correlagdo positiva entre o aumento da concentragao de sodio no tecido e a suculéncia das folhas
(Murakeozy et al., 2003).

Com o objetivo de balancear a toxicidade ionica gerada em condicdes salinas, a
planta aumenta sua suculéncia através do aumento do contetido hidrico total da planta. Porém
ainda ¢ discutido se esse aumento da suculéncia em hal6fitas em condigdes de salinidade é uma
resposta adaptativa (Waisel, 1972). A suculéncia ¢ vista como um aumento no tamanho de
célula, na diminuicdo em extensdo do crescimento, na diminui¢do na superficie de area por
volume de tecido, e no elevado conteudo de 4dgua por unidade de superficie de area (Siew &
Klein, 1969; Drennan & Pammenter, 1982). As plantas suculentas tém folhas densas,
principalmente devido ao aumento no tamanho das células do mesofilo foliar e pequenos espagos
intracelulares.

Folhas suculentas de plantas de feijao afetadas por sal tem tido mais mitocondrias que
folhas de plantas ndo estressadas, evidenciando talvez uma energia extra, necessdria nessas

plantas estressadas, para a compartimentalizagdo e excre¢do de sal (Siew & Klein, 1969). A alta
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suculéncia foliar e um alto conteudo relativo de agua € uma estratégia adaptativa que contribui
para a regulacdo da concentracdo iOnica interna em muitas halofitas diante de condigdes
ambientais adversas (Short & Colmer, 1999). A suculéncia foliar diminuiu em Atriplex amnicola
(Aslam et al., 1986) e Sarcocornia natalensis (Naidoo & Rughuuanan, 1990) quando estas foram
tratadas com altas concentragdes de NaCl.

Muita das hal6fitas altamente tolerantes ao sal € “incluidoras” de sal e sdo abeis para
resistir altas concentragdes de sais no tecido (Flowers et al., 1986). Isto sugere que a
compartimentalizacdo de ions nos vacuolos e a acumulagdo de solutos compativeis no
citoplasma, bem como a presenca de genes que confiram tolerancia ao sal, sdo mecanismos
importantes para a resisténcia dessas espécies a ambientes salinos (Gorham, 1995). Halofitas
acumulam altas concentra¢des de ions inorganicos dentro das células, com o intuito de baixar o
potencial hidrico e garantir assim a absor¢ao de 4gua para poder crescer em solos com problemas
de excesso de sais (Glenn & Brown, 1999; Zhao et al., 2003). Em condigdes de alta transpiragéo,
o xilema de todas as espécies de haléfitas contém concentragdes muito mais baixas de Na’ e CI’
do que o ambiente salino externo. A regulacio do contetido de Na" e CI no tecido e a absorgdo
de K" ¢é considerado vital na adaptagdo das plantas a salinidade (Munns et al., 1993).

As haléfitas podem crescer e sobreviver em ambientes salinos pela facilidade em
selecionar Na” e CI e seqiiestrar para os vactolos (Muhling & Lauchli, 2002). Esse sistema de
compartimentalizacdo conseqiientemente funciona como um ciclo metabolico regulatério para
evitar concentracdes criticas na célula. Esse mecanismo de adaptacdo tem tido uma fungao
homeostatica, no suprimento metabolico de elementos essenciais, bem como desintoxicagao

(Koryo, 2000; Smekens & Tiederen, 2001; Koryo, 2003).
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Em condig¢des salinas, a concentracdo de sal pode alcangar niveis trés vezes maiores
que o meio externo (Munns, 1983). A habilidade das células vegetais em manter baixas
concentragdes de sodio no citossol ¢ um processo essencial para as halofitas (Borsani et al.,2003).
As células vegetais respondem ao estresse salino pelo aumento do efluxo de Na' para a
membrana celular ou compartimentalizagdo nos vacuolos (Borsani et al., 2003), e genes
envolvidos nesses processos sdao considerados determinantes na tolerancia ao sal. Estudos
recentes tém identificado vias para a entrada de Na" nas células (Zhu, 2000) e a clonagem de
Antiporter Na'/H" tem demonstrado o papel da compartimentalizagio intracelular do Na' na
tolerancia das plantas ao estresse salino (Ohta et al., 2002).

A tolerancia ao sal niio requer somente adaptagdo a toxicidade pelo Na', mas também
a aquisicio de K", um nutriente essencial (Rodriguez-Navarro, 2000). O potassio tem sua
absor¢do afetada pela alta concentragdo externa de sodio devido a similaridade quimica desses
dois ions. Portanto, os sistemas de transporte de potassio envolvendo uma seletividade maior por
K" do que por Na' pode ser considerada como um fator determinante para a tolerincia ao sal
(Rodriguez-Navarro, 2000). A introdugio de um gene antiporter Na'/H" de Atriplex gmelum para
arroz conferiu resisténcia a 300mM de NaCl (Ohta et al., 2002), sendo isso uma importante
ferramenta para promover a tolerancia a salinidade nas culturas agricolas num futuro préoximo,
onde a transferéncia genética possa ocorrer em larga escala.

Recente descoberta de uma classe de proteinas de membrana, chamadas de
aquaporinas, sugeriu a existéncia de muitas possibilidades para a intercompartimentalizacdo do
movimento de agua (Maurel, 1997). Em termos de tolerancia ao sal, a existéncia dessas
aquaporinas, pode ser um mecanismo para a manutengdo da homeostase osmética e o turgor das

células de plantas sob estresse salino.
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Algumas plantas tolerantes ao sal conseguem sobreviver em ambientes salinos, essas
espécies de halofitas, conseguem evitar a toxicidade idnica e manter a absor¢ao de dgua em altas
concentragdes de sal (Flowers et al., 1977). Dois mecanismos gerais de adaptagdo celular a
salinidade observada nas halofitas ¢ a acumulagdo de osmoprotetores, como glicina betaina e/ou
prolina, e o controle do movimento de ions toxicos (Bohnert et al., 1995). Sendo esses fatores
importantes para o crescimento das plantas em regides aridas e semi-aridas com problemas de
excesso de sais no solo (Glenn et al., 1996). A compartimentalizacio de Na™ nos vacuolos e a
sintese de solutos osmoticamente compativeis, como prolina e glicina betaina, para o ajustamento
osmotico € uma das principais estratégias de algumas halofitas para manutengdo do crescimento
em condi¢des de alta salinidade (Moghaieb et al., 2004).

Ja é bastante conhecido, que o estresse salino induz inimeras mudanga na expressao
génica de diferentes espécies de plantas. Os niveis de betaina e outros osmoprotetores
tipicamente aumentam durante a exposi¢dao a diferentes estresses abidticos como a salinidade,
déficit hidrico e baixa temperatura, pela indu¢cdo de enzimas relacionadas com a biossintese
desses osmoprotetores (Rhodes & Hanson, 1993). Esses osmoprotetores sdo largamente
confinados no citossol, organelas e sdo quase ausentes nos vacuolos (Weretilnyk & Hanson,
1989). Prolina e glicina betaina sd3o solutos compativeis que sd3o acumulados em resposta ao
estresse osmotico, sendo considerado essa acumulagdo uma importante estratégia adaptativa ao
estresse salino e hidrico (Rhodes & Hanson, 1993).

As halofitas sdo caracterizadas pela alta capacidade de ajustar o potencial hidrico do
tecido a um nivel que € mais negativo que o potencial hidrico do solo do habitat em que ela esta
crescendo (Ungar, 1991). O crescimento e a sobrevivéncia de halofitas sdo dependentes dos altos
niveis de acumulag@o de ions nos tecidos, para a manutencao do turgor e ajustamento osmotico

(Flowers et al., 1977). Nas plantas que acumulam grandes quantidades ions salinos em suas
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células, tais como as haldfitas em geral, os vactiolos t€m um papel central no ajustamento
osmotico. A sintese de solutos organicos induzidos pelo sal, que sdo compativeis com proteinas e
outras funcdes dos biomoleculares, desempenha um importante papel na prote¢do celular e no
ajustamento osmotico do citossol e de organelas (Khan et al., 1998).

Apesar do esfor¢o das pesquisas em compreender melhor, os mecanismos de absor¢ao
e compartimentalizagdo do Na' nas plantas, a informacao geral e precisa sobre como o Na' entra
nas células e em tecidos de halofitas, ainda ndo esta disponivel na literatura (Kurkova &
Balnokin, 1994). Em algumas espécies de halofitas os antiportes vacuolares parecem ser
constitutivos (Glenn et al., 1999), conseqiientemente ativado constantemente mesmo nas plantas
crescidas na auséncia do NaCl. Isto ajuda a compreender porque plantas de Atriplex
nummularia, possuem uma alta concentragdo de sodio nas folhas mesmo em condi¢des de
auséncia de NaCl. Resultados similares foram relatados em Atriplex halimus, crescida em
condi¢des hidropdnicas sem nenhuma adi¢do de NaCl no meio (-0,025 MPa), onde o potencial
osmotico da folhas foi maior que -1,5 MPa, o que evidencia uma alta atividade dessas plantas
para ions inorgénicos em geral (Galé & Poljakoff-Mayber, 1970).
1.2.4. O GENERO ATRIPLEX

As espécies pertencentes ao género Atriplex sdo plantas arbustivas, de ambientes
aridos e semi-aridos, que se desenvolve bem em solos com alto teor de sal. E conhecido em
muitos lugares pelo nome de “erva sal". O género Atriplex conta com mais de 400 espécies
distribuidas nas diversas regides aridas e semi-aridas do mundo. Pelo seu alto valor protéico, as
plantas de Atriplex sdo usadas como forragem para caprinos, ovinos e bovinos. S3o usadas
também, nos processos de dessalinizagdo de solos, na produ¢do de lenha, como plantas

medicinais € na culinaria.
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As plantas de Atriplex retiram do solo grande quantidade de sal para utilizar nos seus
processos vitais. O processo de dessalinizacdo se inicia quando os arbustos sdo podados duas ou
trés vezes ao ano, a uma altura de meio metro do solo. A produgdo de cinco toneladas de matéria
seca/ano de Atriplex significa uma extragdo de 1.000kg de sal por hectare/ano. Em regides de
solos profundos e precipita¢cdes anuais variando entre 200-400mm, a Atriplex nummularia e a
Atriplex halimus podem produzir de cinco a dez toneladas de matéria seca por hectare. Os
rendimentos variam conforme a espécie de planta usada, tipo de solo, contetdo de sal no solo,
chuvas anuais e tipo de manejo dispensado a cultura. Geralmente a produgdo de matéria seca de
Atriplex em diversas partes do mundo tem variado entre trés e 15 toneladas por hectare.

Os arbustos de Atriplex preferem os climas aridos e semi-aridos. Manifestam 6timo
crescimento em regides com chuvas anuais entre 100 e S00mm. Sao altamente resistentes ao
estresse hidrico, requerem muita luz e temperaturas diurnas entre 25 e 40°C, atingindo seu melhor
crescimento entre as latitudes de 20° e 50° norte e sul, respectivamente, e em altitudes que variam
desde o nivel do mar até £ 1.500m. As plantas adaptam-se bem em solos secos e pobres em
nutrientes, desde os argilosos até os arenosos, salinos, altamente alcalinos e calcarios, com pH
entre 6 ¢ 9, ndo sobrevivendo por muito tempo em solos encharcados. Toleram solos pouco
profundos, de textura média e com altos niveis de salinidade (condutividade elétrica no solo,
superior a 50dS. cm™)

Para o aproveitamento do subproduto dos dessalinizadores, uma das alternativas
propostas tem sido a irrigacdo de espécies halofitas, entre as quais se destacam as do género
Atriplex, incluindo a Atriplex nummularia (Porto et al., 1997; Porto & Aragjo, 2000). Além de
bem adaptadas a solos aridos e salinos, estas plantas sdo capazes de tolerar condigdes climaticas
adversas, sendo utilizadas em programas de reabilitagdo de solos em varias regides aridas e semi-

aridas em processo de degradagdo ou sujeitas a desertificacdo (Glenn et al., 1998). O cultivo de
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espécies do género Atriplex pode ser uma alternativa viavel para a regido Nordeste,
principalmente quando sua produgao estiver atrelada a utilizacao dos rejeitos dos dessalinizadores
de 4gua salobra.

Uma das caracteristicas fisiologicas mais importantes das espécies pertencentes ao
género Atriplex é a enorme habilidade de acumular solutos organicos e inorganicos com o intuito
de se ajustar osmoticamente em condi¢des de elevada salinidade (Martinez et al., 2005). Muitas
espécies do género Atriplex sdo enormemente adaptadas a condi¢des ambientais extremas como
seca e salinidade, possuindo inumeras caracteristicas fisiologicas adaptativas (Martinez et al.,
2003), servindo de modelo para a identificagdio de mecanismos fisiolégicos e genéticos
envolvidos com a resisténcia a esses estresses abioticos (Wang & Showalter, 2004).

O género Atriplex estd entre o possuidor de espécies de plantas superiores mais
tolerantes ao sal, possuindo uma adaptagdo a salinidade, por tolerar altas concentragdes internas
de sais e/ou pela excregdo de sais (Khan et al., 2000). Contudo, a presenga de altos niveis de sal
ndo tem sido requerida para um crescimento 6timo. Diferentes estudos t€ém demonstrado que
baixos niveis de salinidade ndo tém um efeito deletério sobre o crescimento de espécies do
género Atriplex (Zid & Boukharis, 1977; Matoh et al., 1986). Essa idéia tem sido confirmada em
estudos mais recentes com Atriplex griffthii (Khan et al., 2000) e Atriplex nummularia (Ramos et
al., 2004).

Halofitas pertencentes ao género Atriplex, mostraram uma estimula¢do do crescimento
em concentragdes de NaCl que inibem o crescimento em plantas ndo halofitas (Osmond et al.,
1980). Ashby & Beadle (1957) mostraram que o crescimento de ambas, Atriplex inflata F. Muell.
e Atriplex nummularia Lindl., Foi maior em 600mM de NaCl do em condigdes controles. O

crescimento de Atriplex nummularia foi 6timo em concentragdes entre 100-200 mM de NaCl (
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Greenway, 1968). A presenca de altos niveis de K no meio foi mais toxico para o crescimento de

Atriplex nummularia que a presenga de altos niveis de Na” (Ramos et al., 2004).

1.2.5. A ERVA SAL (Atriplex nummularia Lindl.) E SUA IMPORTANCIA

A erva sal (Atriplex nummularia Lindl.) é uma das espécies forrageiras da familia
Chenopodiaceae, originaria da Australia, que tem se adaptado muito bem nas regides aridas e
semi-aridas da América do sul, em particular da Argentina, Chile, Brasil (Nordeste). O nome de
erva sal ¢ devido a particularidade de que essa planta possui de absorver sal através de seu
sistema fisioldgico, tendo, portanto, o sabor salgado. E sabido que a erva sal foi introduzida no
semi-arido brasileiro na década de quarenta, através dos trabalhos de pesquisa do pesquisador
Guimaraes Duque (Obras, 1938), mas somente nestas Ultimas décadas ¢ que ela tem recebido
mais a atencdo da comunidade cientifica. A planta pertencente ao género Atriplex ¢ do tipo
arbusto, considerada perene, que dependendo do favorecimento do ambiente de cultivo, pode
atingir altura de até¢ 3,00 m, apresentando uma média de 1,50 m. No caso da experiéncia de
cultivo no semi-arido brasileiro, plantas com um ano de idade atingiram uma média de 2,20 m, ¢
o sistema radicular pode atingir uma profundidade de 3,50 m (Porto & Araujo, 2000).

CLASSIFICACAO BOTANICA:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Superdivisdo: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Caryophyllidae

Ordem: Caryophyllales
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Familia: Chenopodiaceae

Género: Atriplex spp.

Espécie: Atriplex nummularia Lindl.

A erva sal ¢ uma planta de matabolismo Cs4, 0 que lhe confere uma alta eficiéncia no
uso da 4gua. O aumento da salinidade resulta em maior suculéncia, conservando a 4gua no
interior do tecido vegetal, reduzindo a taxa de transpiragdo. A Atriplex nummularia é uma das
halofitas que apresentam maior toleradncia ao sal, conforme Glenn et al., (1998), varios
experimentos tem sido conduzidos com esta espécie, sendo irrigada com agua do mar vermelho e
do mar do golfo pérsico, que apresentam elevados teores de sais na ordem de 40 gramas de sla
por litro, superiores aos teores de sais encontrados na maioria dos oceanos, que ¢ de 35 a 36
gramas por litro, demonstrando assim, grande avidez por sais principalmente Na" e CI

Segundo Porto & Araujo (2000), a tolerancia desta espécie de haldfita ¢ devida ao
desenvolvimento de mecanismos especializados de acumulagdo no interior da planta, ou de
eliminacdo de sais por meio de vesiculas especiais existentes na superficie das folhas. Quando
cheias essas vesiculas ou pustulas se rompem liberando o sal, através de finas camadas de
cristais, que se aderem a superficie da folha. Esses cristais de sal ajudam na economia de agua
pela planta, por meio da reflexdo da radiagdo solar, reduzindo, conseqlientemente, a temperatura
da folha e mantendo assim a turgidez das células. Assim sendo, a planta age desta forma, ndo
com o objetivo de se tornar especialista em absor¢ao de sais, mas, como forma de ajustar-se ao
ambiente adverso (Glenn et al., 1998).

Segundo os dados da FAO (1996), as caracteristicas que lhe ddo importancia sdo: alta
resisténcia a condi¢des de aridez, bom rendimento forrageiro, com valor nutritivo entre 14 ¢ 17%
de proteina bruta, alta poder calorifico e pouca susceptibilidade a pragas e doengas. Uma

peculiaridade desta planta ¢ que ela requer sddio como elemento essencial em sua nutrigdo.
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Entretanto, Campbell & Matthewson (1992) observaram que a produ¢do de mudas por meio de
sementes apresenta limitagdes em fun¢do das dificuldades de germinagdo. Devido a esse motivo,
as mudas sdo obtidas por meio de propagacdo vegetativa, o que garante um padrdo genético
uniforme.

Segundo Mckell (1994), varias espécies de atriplex sdo excelentes forragens para
consumo animal, devido ao seu favoravel conteudo de proteina bruta. Nesse contexto se insere a
erva sal (A. nummularia Lind.) no semi-arido como um grande potencial par ao fornecimento de
alimentacdo animal, principalmente no periodo da seca em que ¢ escassa a pastagem nativa. A
planta tem sido utilizada, em varias regides aridas e semi-aridas do mundo, como um recurso
forrageiro importante na complementagdo de dietas para ruminantes e ndo-ruminantes. Furtado
(2002), em teste de palatibilade, constatou que houve uma maior aceitagdo da erva sal por parte
de suinos.

Por ser uma planta de regides aridas, a sua produtividade reflete muito nas condigdes
ambientais. A producdo de matéria seca conseguida em diversas partes do mundo tem variado de
2,8 a 15,3 toneladas por hectare por ano, englobando condigdes ambientais onde chovem 200mm
por ano até areas irrigadas com agua do mar ou rejeito proveniente da dessalinizacdo de agua
salobra (Porto & Araujo, 1999). Vale ressaltar que quanto maior a sua performance produtiva,
melhor serd a mobilizacao dos sais do solo e a producao de lenha e de material forrageiro.

De acordo com O’Leary (1986), a Atriplex nummularia esta entre as mais nutritivas
espécies da familia Chenopodiaceae. Devido ao seu valor protéico satisfatorio, compara-se com
forrageiras consideradas nobres, como a alfafa. Outra peculiaridade desta espécie € que suas
sementes produzem substancias antifungicas, principalmente contra Fusarium spp. (Last &

Llewellyn, 1997). A Atriplex nummularia pode ser usada, também, no combate a erosdo e para
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fixacdo de dunas (Herrera, 2001) Atualmente, esta planta tem se destacado na perspectiva do
desenvolvimento de espécies apropriadas para a irrigagdo com agua do mar (Glenn et al., 1995).

Nos tltimos anos tem sido crescente o uso da dessalinizagdo de dgua salobra, com
elevados niveis de sais, provenientes de pogos perfurados no cristalino, com o objetivo de
garantir agua potavel para as populagdes da zona rural que sd3o acometidas pelos efeitos da seca,
originando o rejeito produto do processo de osmose reversa, sendo que esse rejeito nao sofre
nenhum tratamento, e ¢ depositado no solo gerando a degrada¢do do mesmo. Segundo Porto et
al., (1997), a deposi¢ao deste rejeito podera trazer, em um curto intervalo de tempo, sérios
problemas para as comunidades que estdo se beneficiando desta tecnologia, principalmente em
termos pedoldgicos. Em muitos paises, o cultivo de plantas halofitas forrageiras, em especial a
erva sal, tem sido usada ndo apenas para recuperar solos salinizados, mas também, como
estratégia para o uso do rejeito da dessalinizagdo de agua salobra, reduzindo o impacto da
degradacdao ambiental e, a0 mesmo tempo, possibilitando a produ¢do de forragem em areas com
baixo potencial produtivo (Boegli & Thullen, 1996).

Segundo Porto & Araujo (2000), a maior acumulagdo de sais ocorre nas folhas, em
experimento conduzido na Embrapa Semi-Arido, em plantagdo irrigada com rejeito de
dessalinizagdo, o teor de cinzas das diferentes partes da planta em relacdo a matéria seca foi o
seguinte: folha 25,23%, caule fino 8,62%, caule grosso 4,04% e lenha 3,18%. A partir destes
dados, a estimativa ¢ que a acumulacdo de sais na planta foi correspondente a 1.145 Kg/ha/ano,
para as condi¢des de semi-arido brasileiro.

De acordo com varios autores, baixos niveis de salinidade ndo apresentam efeitos
deletérios sobre o crescimento de espécies do género Atriplex pelo contrario estimulam o
crescimento (Ashby & beadle, 1957; Chatterton & Mckell, 1969). Porém, altos niveis de

salinidade podem causar reducdo no crescimento da parte aérea (Greenway, 1968; Mozafar et al.,
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1970; Richardson & Mckell, 1980). Estudos recentes tém evidenciado também um papel
importante do género Atriplex na fitorremediagdo de solos afetados por metais pesados (Lutts et

al., 2004).

1.2.6. AJUSTAMENTO OSMOTICO DE PLANTAS SOB ESTRESSE SALINO E
HIDRICO

O estresse hidrico ¢ um expressivo problema para a produgdo vegetal, pois existe um
efeito inibitorio na acumulagdo de biomassa (Nonami et al., 1997; Mullet & Whitsitt, 1996). Em
condigdes de deficiéncia hidrica, a habilidade das plantas em manter o status hidrico das células
(ajustamento osmotico) e a integridade celular pode ser uma vantagem adaptativa. Mudangas nas
propriedades de elasticidade do tecido e na concentracdo de solutos podem promover a
manutengdo do turgor e volume celular apesar do baixo potencial hidrico (Ayoub et al., 1992). A
manutencdo do turgor durante mudangas no status hidrico da planta pode preservar processos
metabolicos da planta e contribuir para o crescimento em condi¢des de escassez de dgua.

O ajustamento osmotico € um mecanismo usado para a manutengdo do turgor e
reducgdo dos efeitos deletérios do estresse hidrico sobre tecidos vegetais (Flowers et al., 1991). O
ajustamento osmotico ¢ considerado um componente importante na tolerdncia a seca e a
salinidade em plantas. E bem conhecido que o ajustamento osmotico envolve a acumulagio
liquida de solutos nas células em resposta a salinidade e conseqiientemente, o decréscimo no
potencial hidrico, ocasiona a entrada de 4dgua para a célula e com isso mantém o turgor. Nas
haléfitas Salicornia europaea e Suaeda maritima, o potencial osmotico decresceu de -1,5MPa até
cerca de -6,0MPa em 510mM de NaCl, evidenciando o ajustamento osmotico dessas espécies

(Moghaieb et al., 2004).
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O ajustamento osmdtico (AO) ¢ definido como a diminui¢ao do potencial hidrico da
planta devido a acumulagao liquida de solutos em resposta ao estresse hidrico, pode servir como
um mecanismo de tolerancia a seca em varias espécies vegetais (Blum, 1989; Zhang et al., 1999;
Chimenti et al., 2002; Wang et al., 2003). Tem sido freqiientemente sugerido que o objetivo do
ajustamento osmotico (AQO) ¢ a manutencao do crescimento pela capacidade de manter o turgor
em baixos potenciais osmoticos externos. Porém nao houve uma correlagao entre o ajustamento
osmoético e a produgdo de biomassa em Atriplex halimus sob condi¢des de estresse hidrico
(Martinez et al., 2004).

O ajustamento osmoético envolve a ativa acumulagdo de solutos orgénicos e
inorgénicos nas células, em resposta a uma queda no potencial hidrico do ambiente celular. Como
conseqiiéncia, o potencial osmoético da célula é diminuido, o que atrai agua para a célula,
tendendo manter a pressao de turgescéncia. Geralmente, o ajustamento osmatico contribui para a
manutencao do turgor em ambos, folhas e raizes, sob estresse hidrico. Essa manuten¢ao de turgor
depende de processos como o crescimento e atividade estomatica para continuar em um baixo
potencial hidrico (Babu et al., 1999). Outros fatores afetam a manutengdo do turgor em condigdes
de estresse hidrico, como uma grande elasticidade do tecido e um menor volume celular. O
relacionamento entre a manuteng¢do do turgor e o crescimento ¢ bem complexo.

De acordo com idéias mais recentes sobre o mecanismo de extensibilidade da parede
celular, a ampliacdo da célula comeca com uma redug¢do, ou um relaxamento da parede.
Conseqiientemente, a pressdao do turgor e o potencial da agua sdo reduzidos (o turgor ¢ o
componente principal do potencial hidrico) e a 4gua ¢ extraida da célula. O resultado ¢ que a
expansao da célula pela absorcdo de agua (processo reversivel), iniciado por uma produgdo de
parede celular (processo irreversivel). A sintese e a deposi¢do de novos materiais na parede

celular sdo necessarias durante ou apds a extensao da célula, para prevenir a ruptura da parede em
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um crescimento subseqiiente. Anote que a sintese da parede por si mesmo ¢ insuficiente para
causar a extensdo da célula e que ndo induz a absor¢ao de d4gua. Um afrouxamento da rede load-
bearing na parede celular € necessario para reduzir o turgor e causar desse modo a absor¢ao de
agua (Cosgrove, 1993). Assim, ¢ possivel que agentes envolvidos com o afrouxamento da parede
celular possam ser inibidos nas células com um baixo potencial de turgor o bastante para impedir
o crescimento. Neste caso, nenhuma correlagdo ¢ encontrada entre o turgor e o crescimento,
como ¢ observado freqiientemente (Munns, 1988), mas a falta de uma correlagdo nao ¢ suficiente
para desprover o papel do turgor no crescimento (Feng et al., 1994).

Sob condigdes de seca, a manutencdo do turgor da célula pode ocorrer pelo
ajustamento osmotico por uma acumulagdo liquida de solutos para obter um gradiente favoravel
de potencial hidrico. O ajustamento osmotico, entretanto, tem um custo energético alto que pode
afetar negativamente a produtividade da planta e o uso eficiente da agua (Turner & Jones 1980).
O acumulo massivo de carboidratos soltiveis para o ajustamento osmotico (Bohnert et al., 1995;
Tattini et al., 2002) desvia mais a energia avaliada para o crescimento e por sua vez pode afetar
negativamente a taxa liquida assimilatoria por um mecanismo de feed-back (Munns & Termaat,
1986; Herbers & Sonnewold, 1998; Sonnewold, 2001). O uso de solutos organicos em vez de
ions toxicos para o ajustamento osmoético de tecidos vegetais estressados € um processo
consumidor de energia ao nivel celular (Flowers et al., 1977; Greenway & Munns, 1980; Hare et
al., 1998). Porém o custo metabdlico ao nivel de planta inteira ¢ menor que a conversdo de
solutos organicos em nova biomassa (Munns & Termaat, 1986).

A manutengao de um alto conteudo relativo de agua em condi¢des de déficit hidrico é
usualmente bem correlacionada com a produgdo de biomassa (Teulat et al., 1997). Muitas
halofitas regulam o turgor pela acumulagdo de NaCl, para alcangar concentragdes mais elevadas

do que aquela no meio salino. Em plantas do género Atriplex, a acumulagdo de ions durante o
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ajustamento osmotico das folhas, parece ocorrer principalmente nos vactiolos e estruturas da
superficie das folhas, onde os ions salinos sdo impedidos de entrar em contato com enzimas
citosolicas e de organelas. Dessa maneira, a compartimentalizagdo de ions salinos (Na' e o CI")
nos vacuolos somente pode ser realizada se o Na' e o CI” forem transportados ativamente para
dentro dos vactiolos e se a permeabilidade do tonoplasto para esses ions ¢ suficiente para
sustentar o gradiente de concentragdo idnica e o extenso gasto de energia (Maathius et al., 1992).
Os ions Na" e CI" podem assim contribuir para o ajustamento osmético de células de folhas de
plantas de Atriplex nummularia (Flowers et al., 1977; Glenn & Brown, 1999; Ramos et al., 2004;

Aratijo et al., 20006).

1.2.7 ACUMULO DE SOLUTOS ORGANICOS E INORGANICOS EM PLANTAS SOB
ESTRESSE SALINO E HIDRICO

Em resposta a diversas condi¢des de estresse, muitas plantas acumulam metabolitos
compativeis no citoplasma de suas células, na tentativa de combater o estresse hidrico e salino
(Bohnert et al., 1995; Munns, 2002). Esses solutos compativeis sdo importantes para o balango
osmoético e a0 mesmo tempo, compativeis com o metabolismo celular. Além dessa fungdo
principal no ajustamento osmotico, os solutos compativeis podem ajudar na estabilizacdo de
macromoléculas (osmoprotetores) e protecdo contra danos oxidativos sob condi¢des adversas
(Yeo, 1998).

A acumulagdo de solutos compativeis em plantas tem chamado a aten¢do durante os
ultimos anos (Ingram & Bartels, 1996; Bohnert & Jensen, 1996; Hare et al., 1998). Varios
trabalhos t€ém recentemente discutido a osmoprotecdo em plantas e sua potencial aplicagdo na

tolerancia a seca e a salinidade (Holmstrom et al., 1996; Hare & Cress, 1997; Zhang et al., 1999;
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Rathinasabapathi, 2000). Tem sido hipotetizado que esses compostos beneficiam células
estressadas de duas formas: (1) pela agdo com osmolitos citoplasmaticos, desse modo facilitando
a absorcdo e retencdo de agua (Hare et al., 1998) e (2) protecdo e estabilizagdo de estruturas e
amcromoléculas (proteinas, membranas, cloroplastos e lipossomos) dos danos induzidos por
condigdes adversas (Bohnert & Jensen, 1996).

Uma das respostas metabolicas ao estresse salino ¢ a sintese de osmolitos
compativeis. Eles mediam o ajustamento osmotico, protegem estruturas subcelulares e reduz os
danos oxidativos em resposta a salinidade (Hare et al., 1998). Esses compostos osmoticamente
ativos sao agucares poliois, aminoacidos e compostos quartenarios de amonio (Rhodes & Hason,
1993).

Sob estresse salino, um fator chave na acumulagdo de solutos em células vacuoladas é
a sua compartimentalizagdo subcelular. A medida que quantidades excessivas de fons salinos
entram no citoplasma, eles inibem as atividades de muitas enzimas. Um mecanismo de protecao
importante ¢ a compartimentalizagao desses ions salinos no vactiolo, onde contribuirdo para o
ajustamento osmotico sem afetar os sistemas enzimaticos do citoplasma. Nestas células, o
balango hidrico entre o vacuolo e o citoplasma ¢ mantido pela sintese e acimulo de compostos
organicos. Em adicdo, o acimulo destes compostos no citoplasma pode proteger as membranas
celulares, as proteinas e a maquinaria metabdlica, o que pode preservar a estrutura subcelular dos
danos resultantes da desidrata¢do (Serraj & Sinclair, 2002). Como o volume do citoplasma nas
células do mesofilo e do cortex radicular representa, em média, 10% do volume celular, a
quantidade de carbono necessaria a sintese de solutos organicos para o ajustamento osmotico €,
em geral, relativamente pequena.

A restrigdo da absorc¢do de Na" e CI pelas raizes, caules e folhas, durante o estresse

salino é um mecanismo importante de tolerancia em glicofitas (Wahome et al., 2001), as quais
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sdo sensiveis as altas concentragdes de ions salinos, principalmente devido a baixa atividade
antiporte Na'/H" (Gruwel et al., 2001). Interessantemente, ao contrario das glicéfitas, que sio
injuriadas com o decréscimo do potencial hidrico e acimulo de ions salinos (Na“ e CI) no
citosol, as halofitas ndo sofrem tanto os efeitos deletérios causados pela alta concentracdo de
NaCl, devido a um avancado sistema transportador de ions. As halofitas utilizam a absor¢ao de
controlada de Na', para o interior dos vacuolos, como estratégia fisiologica para manter a
absor¢do de agua, em um ambiente externo com potencial hidrico reduzido (Gruwel et al., 2001).
Acredita-se, portanto, que o ajustamento osmoético permite as plantas manterem a turgescéncia
celular compativel ao crescimento. Dessa forma, os solutos organicos contribuem para o balango
osmotico intracelular e protecdo de enzimas citoplasmaticas, quando as concentragdes de ions nos
vacuolos sdo elevadas.

Dependendo da acumulagdo do osmolito, as haldfitas sdo classificadas em trés
fisiotipos (Stewart et al., 1979; Briens & Larher., 1982): (1) espécies que produzem altos niveis
de carboidratos soluveis e/ou poliois, enquanto os compostos nitrogenados soluveis estdo
presentes em muito baixa concentracdao; (2) plantas que acumulam compostos nitrogenados
soluveis em maior concentragdo que carboidratos ndo-estruturais e (3) espécies que acumulam
ambos carboidratos e solutos nitrogenados, permanecendo o primeiro quantitativamente
predominante.

Em adicdo ao aumento da concentracdo de agucares, a seca ¢ a salinidade estimulam
também um aumento na concentracdo de alguns aminoacidos, dentre eles a prolina, que ¢ um
soluto osmoticamente compativel citoplasmatico muito comumente acumulado nas plantas sob
estresses hidrico e salino. A prolina possui varias fungdes tais como: estabilizacdo de membranas
e proteinas, protecdo contra temperaturas extremas, sal e danos oxidativos (Samaras et al., 1995).

A sintese de prolina e sua degradacdo tém sido mostradas ser altamente correlacionada com o
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ambiente osmdtico e a habilidade de sua acumulagiao tem sido usada como base para selegao a
tolerdncia 4 seca em varias espécies. Contudo em algumas espécies vegetais a acumulacdo de
prolina ndo esta relacionada diretamente com a toleradncia ao estresse salino, sendo apenas
resultado de disturbios generalizados no metabolismo de aminoacidos associado com o aumento
do catabolismo de proteinas, a senescéncia induzida pela salinidade ou outros distirbios
metabolicos provocados pelo sal (Lutts et al., 1996; Lutts et al., 1999; Viégas & Silveira, 1999;
Silveira et al., 2003; Rocha, 2003).

O actimulo de prolina, ndo esteve envolvido com o ajustamento osmotico de plantas
de Atriplex halimus sob estresse hidrico, pois seu contetido em folhas foi relativamente baixo e
ndo foi modificado em reposta ao déficit hidrico, enquanto o conteudo relativo de agua e o
potencial osmético foram significativamente decrescidos (Martinez et al., 2004), apesar de
estudos terem mostrado que a prolina tem um importante papel na tolerancia a seca de xerofitas
(Wang et al., 2004). Porém em condigdes de estresse salino, Bajji et al. (1998) observou um
aumento nos niveis de prolina nas folhas de Atriplex halimus. Isto poderia sugerir que as
alteragdes devido ao estresse hidrico sdo menos importantes que os danos causados pelo sal ou
talvez que os fons Na™ e Cl pode ter um efeito toxico adicional provocando diretamente a over-
producao de prolina independente do componente osmotico do estresse salino. O impacto de ions
especificos sobre a sintese de prolina ja foi registrado em outros experimentos (Girija et al.,
2002). Prolina ndo teve um papel importante na osmorregulagdo de algumas espécies de haldfitas
sob estresse salino (Song et al., 2006).

Em contraste, houve um aumento na concentragdo de glicina betaina nas folhas de
Atriplex halimus em resposta ao estresse hidrico (Martinez et al., 2004). A acumulagdo de glicina
betaina tem sido frequentemente registrada sob condi¢des de estresse hidrico e salino, tendo sido

usualmente considerado ter um efetivo papel fisioldgico na osmorregulagdo de compartimentos
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citoplasmaticos celulares, na prote¢do de proteinas e na estabilizacdo de membranas (Sakamoto
& Murata, 2000). Sob condi¢des de estresse salino, os niveis de compostos quaternarios de
amonio foram aumentados em folhas de Atriplex halimus, porém a contribui¢do de glicina
betaina para o ajustamento osmotico foi muito pequena (< 0,3%) (Bajji et al., 1998). Entretanto,
por glicina betaina, o maior composto quartenario de amoénio em Chenopodiaceae, ser
predominantemente localizada nos cloroplastos (Rhodes & Hanson,, 1993), a sua concentragdo
inferida pode ser subestimada extremamente em relagao aos niveis de organelas intactas.

Glicina betaina ¢ um composto quaterndrio de amoénio, que age como estabilizador
osmotico e ajuda na protecdo de macromoléculas sob desidratagdo, sendo considerado um
excelente osmoprotetor (Yeo, 1998). Em plantas superiores, a via biossintetica de glicina betaina
¢ curta e direta: choline monoxigenase (CMO) converte choline para betaina aldeido, que ¢ por
sua vez ¢ convertido em betaina pela betaina aldeido desidrogenase (BADH) (Burnet et al.,
1995). O aumento da expressdo de transcritos de BADH em resposta ao estresse osmotico tem
sido amplamente observado (Ishitani et al., 1995; Moghaieb et al., 2004).

Glicina betaina ¢ ausente em muitas espécies agricolas importantes como tomate e
arroz, mas ¢ acumulada em grandes quantidades sob condi¢des de estresse hidrico e salino em
plantas pertencentes a familia Chenopodiaceae (McCue & Hanson, 1990), especialmente no caso
do género Atriplex. Em muitas espécies de plantas, a acumula¢do de prolina e glicina betaina
pode ocorrer concomitante (Girija et al., 2002), porém permanece desconhecido como a
acumulag@o de glicina betaina pode reduzir a extensao da acumulac¢do de prolina (Gibon et al.,
1997). Nas xero-halofitas arbustivas do mediterraneo, como a Atriplex halumus, ocorre a
acumulagdo de prolina, compostos quaternarios de amonio, agucares soluveis em suas células

quando expostas a salinidade, tanto ao nivel de tecido como de planta inteira (Bajji et al., 1998).
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Espécies de familia Chenopodiaceae produzem glicina betaina em resposta ao estresse
hidrico e salino (Marcum & Murdoch, 1992). Evidéncias circunstanciais indicam que a
acumulagdo de glicina betaina induzida pelo estresse ¢ adaptativa, desde que pode funcionar
como um osmotico compativel ou um osmoprotetor. Uma correlacdo positiva entre a
concentracao de sal e a acumulacdo de glicina betaina foi registrada em varias hal6fitas como em
Atriplex semibaccata e Atriplex halimus (Koheil et al., 1992), Spartina alterniflora (Cavalieri,
1983), Atriplex griffithii, Suaeda fruticosa, Haloxylon recurvum, Halopyrum mucronatum (Khan
et al., 1998) e em um grande numero de espécies de grama (Marcum, 1995). A concentragdo de
glicina betaina em folhas de Atriplex barclayana aumentou enormemente quando cultivadas em
100mM de NaCl e permanecendo constante até o nivel de 400mM de NaCl (Nerd & Pasternak,
1992).

A acumulacdo de agucares soluveis em plantas em resposta ao estresse hidrico € bem
documentada e tendo sido considerado ter um importante papel no ajustamento osmético (Kameli
& Losel, 1995; Hare et al., 1998; Bajji et al., 2001). Em espécie pertencente ao Género Atriplex
ambos, 0 K" e 0 Na' estdo envolvidos no ajustamento osmoético de tecidos foliares submetidos a
um baixo potencial hidrico externo que pode ser causado, por baixa umidade do solo ou
problemas de excesso de sais no solo (Osmond et al., 1980). Em geral, o K ¢ acumulado em
resposta 4 baixa umidade do solo, enquanto o Na' ¢ acumulado sob condi¢des salinas (Glen et al.,
1996). Estudos tém evidenciado o papel do Na' na osmorregulagio em plantas sob condigdes de
estresse salino, enquanto os solutos organicos sdo importantes em condi¢des de déficit hidrico
(Song et al., 20006).

Nos ultimos anos, uma consideravel atencao tem sido dada sobre o envolvimento do
Na' no ajustamento osmoético de espécies de haldfitas. A implicagdo do Na’ no processo de

ajustamento osmotico pode ser considerada, assumindo que este € principalmente presente nos
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vacuolos e que estes compartimentos ocupam mais ou menos 90% do volume total da célula.
(Martinez et al., 2005).

Hé4 muitos estudos que tratam da nutricdo de so6dio no género Atriplex, mas
geralmente consideram somente circunstancias salinas (Mozafar ¢ Goodin 1970; Matoh et al.
1989; Glenn et al. 1994,), supondo que a acumulagdo do sddio pode explicar inteiramente o
ajustamento osmotico, somente se este elemento estd disponivel em quantidades elevadas no
meio externo. A contribuicao do s6dio no ajustamento osmdtico ndo ¢ sempre direta, mas pode
também ocorrer indiretamente: Subbarao et al. (2001) demonstrou que ele pode provocar a
sintese de glicina betaina independentemente de algum estresse osmotico.

Investigando a ocorréncia simultdnea do estresse hidrico e salino em Atriplex
canescens, Glenn & Brown (1998) concluiram que os efeitos de ambos os estresses, nao sdo
estritamente aditivos na redugdo da performance da planta e que a tolerancia ambos os estresses
esta ligada a um mecanismo comum de absorcio de Na’ para o ajustamento osmético. Uma
planta em solo seco ¢ exposta a niveis crescentes de déficit de dgua e de estresse osmotico,
porque o potencial matricial do solo diminui simultaneamente com a diminui¢do da umidade do
solo. Mesmo se o ajustamento osmotico ocorrer, um decréscimo na condutividade hidraulica das
membranas da raiz é observada e isso tem sido claramente demonstrado que o impacto do Na"
sobre o funcionamento dos canais de agua, ndo é devido ao seu efeito osmotico (Carvajal et al.,

2000).
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1.2.8 TOLERANCIA CRUZADA
Para sobreviver, as plantas utilizam vias e componentes comuns durante a resposta a
varios tipos de estresses diferentes (Pastori & Foyer, 2002). Este fenomeno, conhecido por

tolerancia cruzada, permite a planta se adaptar/aclimatar a uma gama de estresses, apos a

exposicdo a um unico estresse especifico (Pastori & Foyer, 2002). Vale ressaltar que, aos
mecanismos utilizados para responder os estresses ambientais, sob estas circunstancias, ¢ dado o

nome de resposta cruzada (Knight & Knight, 2001). As respostas cruzadas ocorrem quando duas

ou mais vias de sinalizacdo, de estressores diferentes, convergem para um mesmo ponto, ou em
vias de sinalizacdo que interagem, interferindo nas respostas, uma das outras, para atingir
objetivos diferentes (Singh et al., 2002).

No caso da tolerancia a seca e a salinidade, elas também podem ser obtidas através da
manutencao, ativagdo ou promocdo de sistemas fisioldgicos comuns. Zhu (2002) propde que,
para sobreviver sob condi¢cdes de estresse salino ou seca, o organismo vegetal utiliza trés
processos: (a) homeostase idnica e osmotica; (b) controle dos danos e reparo, ou desintoxicagao;
e (c) controle do crescimento. Assim, a sinalizagdo durante os estresses hidrico e salino pode ser
subdividida em trés categorias funcionais: (a) sinalizagdo do estresse idnico e osmotico para o
restabelecimento da homeostase celular, sob condigdes de estresse; (b) sinalizagdo da
desintoxicagdo para o controle e reparo dos danos causados pelos estresses; e (c) sinalizagdo para
coordenar a expansao e divisao celular (Zhu, 2002).

O pré-condicionamento de plantas a determinados fatores de estresses constitui assim
uma excelente ferramenta para a obtencao da tolerancia a outros estresses abioticos como a seca e

a salinidade em plantas (Maia, 2004).
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS
2.1 HIPOTESE GERAL

O potencial osmdtico de plantas de Atriplex nummularia sob estresse hidrico e salino
¢ afetado pela influéncia significativa de determinados solutos organicos e inorganicos.
2.2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral a investigacdo de qual ou quais solutos
organicos e inorganicos sao mais acumulados em condi¢des de estresse hidrico e salino em folhas
de Atriplex nummularia, bem como a contribui¢do relativa de cada um desses solutos para
possiveis mudangas no potencial osmotico.
2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.3.1 Verificar o comportamento fisiologico dessas plantas sob doses crescentes de NaCl,
2.3.2 Verificar o comportamento fisiologico dessas plantas em condi¢des de deficiéncia hidrica;
2.3.3 Quantificar os principais solutos organicos e inorganicos acumulados em condigdes de
estresse hidrico e salino;
2.3.4 Analisar a participagdo relativa diferenciada de cada um dos solutos na osmalidade total e
no potencial osmoético em condigdes de estresse hidrico e salino;
2.3.5 Verificar a influéncia do estresse hidrico e salino na osmolalidade total e no potencial
osmotico dessas plantas;
2.3.6 Avaliar se o pré-condicionamento dessas plantas com NaCl induz uma possivel tolerancia
ao estresse hidrico;
2.3.7 Avaliar se o pré-condicionamento dessas plantas com NacCl, influencia em uma acumulagao
diferenciada de solutos organicos e inorganicos em condi¢des de estresse hidrico;
2.3.8 Analisar a influéncia do pré-condicionamento com NaCl nas possiveis mudangas na

osmolalidade total e no potencial osmdtico dessas plantas sob estresse hidrico.
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2.4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para responder as questdes acima mencionadas foram conduzidos trés grandes
experimentos seqiienciais. O primeiro experimento foi realizado com a imposi¢ao do estresse
salino por doses crescentes de NaCl (0, 100, 200 ,300 ,400mM) em condi¢des de casa de
vegetacdo. O segundo experimento foi realizado pela imposi¢ao do estresse hidrico através de
trés ciclos consecutivos de seca/reiidratagdo em condi¢des de casa de vegetacdo. O terceiro
experimento foi realizado pela imposi¢cdo do estresse hidrico induzido por um agente osmotico
(PEG 6000) em condi¢cdes controladas de sala de crescimento (temperatura, umidade,

luminosidade, fotoperiodo, etc).
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3. CAPITULO 1- “Contribuicio Relativa de Solutos Organicos e Inorgéinicos no

Potencial Osmético de Plantas de Atriplex nummularia expostas a niveis crescentes de
NaCl”
3.1 INTRODUCAO

A salinidade dos solos tem se constituido em um problema para a agricultura de
regides aridas e semi-aridas do mundo, limitando o crescimento e a produtividade das culturas e
ocasionando enormes prejuizos sdcio-economicos (Gheyi, 2000; Munns, 2002). A ampliagdo da
agricultura irrigada e o uso intensivo de 4guas de qualidade duvidosa, combinada com a alta taxa
evaporativa, tém se chamado a atencdo para o problema da salinidade no solo e na agua do solo
(Lambers, 2003). Numerosos estudos tém sido feitos para melhorar a tolerancia das culturas
agricolas ao sal através de programas de melhoramento tradicional, porém sucessos comerciais
tém sido muito limitados (Cuartero & Fernandez-Munoz, 1999).

Os efeitos da salinidade sobre as plantas tem sido foco de pesquisas nos ultimos 100
anos, devido o estresse salino ser um dos principais fatores que limitam o crescimento e a
produtividade das culturas. A tolerancia 4 salinidade ¢ um fendmeno complexo, que pode
envolver alteragcdes morfologicas, bem como processos fisiologicos e bioquimicos (Delauney &
Verma, 1993; Hare & Cress, 1997).

As espécies vegetais diferem extensamente na resposta ao crescimento em condigdes
de altas concentragdes de sais, sendo extremamente importante a caracterizagdo de mecanismos
fisiologicos de tolerancia ao sal. Esses mecanismos servem de base na selegdo e melhoramento de
plantas a salinidade (Koryo, 2003). O estresse id6nico e osmotico causado pela salinidade pode
resultar na restri¢do do crescimento vegetal. Eventos celulares como a compartimentalizagdo de
ions salinos e o ajustamento osmotico nas plantas tolerantes ao sal, pode permitir a manutengao

do crescimento mesmo na presenga de altas concentragdes de sais no solo (Volkmar et al., 1998).
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Embora os mecanismos de tolerancia a salinidade ainda ndo estejam bem conhecidos
(Hasegawa et al., 2000), o acimulo de ions inorganicos e a sintese e acimulo de solutos
organicos compativeis, tem sido considerados mecanismos ubiquos para o ajustamento osmotico
celular de plantas sob condicdes de estresse salino (Strange, 2004). O relacionamento entre a
osmorregulacdo e a tolerancia ao sal nao esta esclarecido, existindo somente algumas evidéncias
que o ajustamento osmotico, pode esta envolvido com a tolerancia ao estresse salino em algumas
espécies vegetais (Richardson & McCree, 1985).

O ajustamento osmoético ou osmorregulagdo ¢ um processo pelo qual o potencial
hidrico pode ser diminuido sem que haja decréscimo da turgescéncia ou do volume celular e
resulta do aumento liquido no conteudo de solutos na célula (Taiz & Zeiger, 2004). Esse
fendomeno ¢ mantido pela acumulag¢do de ions inorganicos e de solutos organicos de baixa massa
molecular (Strange, 2004), tornando possivel a manutenc¢do da absorcdo de agua e da pressdo de
turgescéncia da célula o que pode contribuir para a manuten¢do de processos fisiologicos, tais
como: abertura estomadtica, fotossintese, alongamento e divisdo celulares (Serraj & Sinclair,
2002). O ajustamento osmotico representa, assim, um importante mecanismo de aclimatagao das
plantas as condigdes de seca ou de salinidade (Taiz & Zeiger, 2004).

Uma das caracteristicas de muitas plantas cultivadas em ambientes salinos ¢ a
manutencdo da turgescéncia pela acumulagdo de solutos inorganicos em suas células, essas
espécies de plantas sao conhecidas como halofitas (Flowers et al., 1977). Assim, os ions salinos
desempenham um importante papel na preservagdo do potencial hidrico vegetal. O
armazenamento de ions salinos no vacuolo permite que a planta mantenha a turgescéncia sem
desprendimento de energia para a sintese de solutos organicos (Martinoia et al., 1986).

Nas plantas que acumulam grandes quantidades de sais na célula, os ions salinos sao

estocados nos vactiolos, contribuindo assim para o ajustamento osmotico. Solutos orgénicos
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induzidos pelo sal podem ter um importante papel na protecao celular e no ajustamento osmotico
do citossol e das organelas. (Khan et al.,1998). Com isso, a habilidade das plantas se ajustar
osmoticamente ao desbalango idnico provocado pelo excesso de Na” e Cl nas células, é muito
importante na manuten¢ao do crescimento.

Contudo, essa acumulagdo de ions salinos pode causar problemas de toxicidade
i0nica, deficiéncias nutricionais ou ambos (Greenway & Munns, 1980; Munns & Termat, 1986).
Diversos trabalhos na literatura demonstram que a salinidade promove um aumento nos teores de
sodio e cloreto, tanto em glicofitas (Greenway & Munns, 1980) como em haldfitas (Flowers et
al., 1977). O aumento nas concentracdes de Na' com concomitante reducio nas concentragdes de
K', Ca*, Mg+2, aumenta excessivamente as relagdes Na'/K', Na'/Ca*' e Naf/Mg2+ no tecido
vegetal em condig¢des de estresse salino (Rogers & Noble, 1992; Ullah et al., 1993).

Além de seu papel estritamente osmoético, a acumulagdo de solutos organicos pode
auxiliar na estabilizacdo das proteinas, complexos protéicos € membranas, bem como na
manutencao das homeostase i6nica e osmotica ou servirem como reserva de carbono e nitrogénio
em condigdes adversas (Bohnert & Shen, 1999; Bray et al., 2000). Adicionalmente, podem
contribuir no controle do pH citosolico e na desintoxicagdo do excesso de NHy (Gilbert et al.,
1998; Mansour, 2000). Modelos atuais sugerem que pequenas quantidades de solutos
compativeis também podem proteger as plantas removendo radicais livres de oxigénio gerados
pelo estresse oxidativo secundario (Smirnoff & Cumbes, 1989; Zhu, 2002).

Entre os compostos organicos, os nitrogenados (aminoacidos, incluindo a prolina e
compostos quaternarios de amoénio, dentre eles a glicina betaina) e os poliidroxilicos
(carboidratos e polidlcoois) sdo os solutos compativeis mais comumente acumulados em plantas
sob condigdes de estresse (Rabe, 1990; Ashraf & Harris, 2004). Nesse contexto, o acumulo de

aminoacidos e carboidratos soluveis tem sido estudado tanto em plantas sob condigdes de
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estresse hidrico (Thakur & Rai, 1982; Tan et al., 1992; Bussis & Heineke, 1998) como de
estresse salino (Rodriguez et al., 1997; Lacerda et al., 2003; Azevedo Neto et al., 2004), visto que
sao os solutos organicos de maior contribui¢@o para o potencial osmotico.

A maioria do estresse salino sob as plantas ¢ provocado pelos sais de sddio,
particularmente o NaCl. Plantas que podem crescer na presenca de altas concentragdes de sais de
sodio sdo chamadas de halofitas (Flowers & Yeo, 1987). As halofitas sdo tolerantes a salinidade,
porque sdo abeis para absorver agua nessas condi¢des adversas, através da diminui¢ao do
potencial osmotico pela acumulagdo ions salinos (Bradley & Morris, 1991). Essas plantas sdao
modelos viaveis de estudo dos mecanismos que elas usam para sobreviver em altas concentragdes
de sal, com o intuito de melhorar a tolerancia de espécies vegetais nao halofitas.

Muitas espécies do género Atriplex sdo enormemente adaptadas a ambientes de
extrema salinidade, possuindo inumeras caracteristicas fisiologicas adaptativas (Martinez et al.,
2003), servindo de modelo para a identificagdo de mecanismos fisioldgicos e genéticos
envolvidos com a resisténcia a esses estresses abioticos (Wang & Showalter, 2004). Uma das
caracteristicas fisioldogicas mais importantes de espécies de halofitas pertencentes ao género
Atriplex é a enorme habilidade de acumular solutos organicos e inorganicos com o intuito de se
ajustar osmoticamente em condi¢des de elevada salinidade (Martinez et al., 2005).

Esse ajustamento osmotico das halofitas pode ser conseguido através da acumulagao
de ions salinos, como o s6dio e o cloreto dentro do vactiolo ou também pela acumulagdo intensa
de solutos orgénicos no citoplasma e organelas, dentre eles a glicina betaina e a prolina (Glenn &
Brown, 1999). Dessa forma, verifica-se uma diminui¢do do potencial osmoético da planta,
favorecendo a entrada e a manuten¢@o de agua nas células (Niu et al., 1995). Ja foi verificado que
os fons Na' e Cl” podem contribuir para o ajustamento osmoético de células de folhas de plantas de

Atriplex nummularia (Flowers et al., 1977; Glenn & Brown, 1999; Ramos et al., 2004; Aratjo et
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al., 2006). Nos ultimos anos, uma consideravel atengdo tem sido dada sobre o envolvimento do
Na' no ajustamento osmotico de espécies de haléfitas. A implicagio do Na' no processo de
ajustamento osmotico pode ser considerada, assumindo que este € principalmente presente nos
vacuolos e que estes compartimentos ocupam mais ou menos 90% do volume total da célula.
(Martinez et al., 2005).

Embora os solutos inorganicos e organicos desempenhem um importante papel no
crescimento de plantas superiores sob condi¢des de salinidade, sua contribuigdo relativa varia
entre espécies, entre cultivares de uma mesma espécie, entre 6rgdos e tecidos de uma mesma
planta e até entre os diferentes compartimentos de uma mesma célula (Ashraf & Harris, 2004).
Dessa forma, a capacidade para acumular e compartimentalizar solutos inorgéanicos, bem como
sintetizar e acumular solutos organicos pode ser um fator adicional favorecendo o crescimento
das plantas em ambientes salinos.

Apesar das inumeras pesquisas demonstrarem a importancia da acumulagao de solutos
organicos € inorganicos para o ajustamento osmotico de espécies de halofitas sob condigdes de
extrema salinidade (Glenn & Brown, 1999; Ramos et al., 2004; Martinez et al., 2005), poucos
estudo existem na literatura sobre a contribuicdo relativa desses solutos no potencial osmotico e
na osmolalidade total do tecido de plantas pertencentes ao género Atriplex sob estresse salino.
Com isso, 0 objetivo principal deste trabalho foi tentar esclarecer, quais os solutos orgénicos e
inorganicos sdo mais acumulados em condigdes de estresse salino, usando como modelo de
estudo a halofita Atriplex nummularia, investigando também a contribui¢do relativa desses
solutos no potencial osmoético e na osmolalidade total das folhas dessas plantas em doses

crescentes de NaCl.
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Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar qual ou quais solutos
inorganicos e organicos sdo mais acumulados em condi¢des de estresse salino, em folhas de
Atriplex nummularia, bem como a contribui¢ao relativa de cada um desses solutos para eventuais

mudancas no potencial osmético.
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3.2 - MATERIAIS E METODOS

3.2.1 - Material vegetal

Em toda fase experimental, foram utilizadas mudas de erva-sal (Atriplex nummularia
Lindl.) que foram propagadas vegetativamente por estaquia, obtidas a partir de matrizes oriundas
do campo. Na época do experimento as mudas tinham quatro meses de idade, sendo cultivadas
em vasos de argila com capacidade de 3 L, contendo como substrato areia lavada de rio. O
experimento foi realizado em condigdes de casa de vegetacdo do Laboratorio de Nutricdo de
Plantas e Estresse Ambiental — (LABPLANT) do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFC.

3.2.2 -- Local e condicoes do experimento

O experimento foi desenvolvido em condig¢des de casa de vegetagdo, do Laboratorio
de Nutricao de Plantas e Estresse Ambiental — (LABPLANT) do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard, em Fortaleza-CE cuja localizacdo ¢ de
latitude 3° 44’ sul e longitude 38° 33° W e clima local do tipo AW na classificacdo de Koeppen.
O periodo experimental foi compreendido entre os meses de Abril e Agosto de 2005. Durante o
experimento as condi¢des ambientais da época, no interior da casa de vegetagdo, foram:
fotoperiodo de 12 horas de luz, temperaturas minima 24°C, maxima 36°C, temperaturas médias
diarias de 28°C, umidade relativa do ar minima de 45%, maxima de 85%, médias diarias de 65%

e radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 500 pmol m™s™.
3.2.3 Solucao nutritiva

Durante o experimento, foi utilizada a solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)

modificada conforme a composi¢ao descrita na tabela O1.
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Tabela 01: Composi¢ao da solugdo nutritiva utilizada na irrigagdo das plantas de A. nummularia.

Sais [M] (mL/L)
Ca(NOs3) ,,4H,0 1 2,5
NH,CI 1 1,0
K,HPO, 1 0,5
MgSO, 1 0,5
KNO; 1 2,0
Fe - EDTA FeSO,x7H,0 0,1 1,0
Na, (EDTA) 0,08

H;BO; 0,04 1
MnCl,x4H,0 0,009 1
CuSO,x5H,0 0,003 1
ZnSO.x7H,0 0,007 1
Na,MoO,x2H20 0,0001 |

3.2.4 - Conducio e tratamento das plantas

As mudas de Atriplex nummularia, com idade de quatro meses foram transplantadas
diretamente para os vasos contendo areia (uma planta/vaso). Todos os vasos foram lavados
exaustivamente com agua destilada visando lixiviar o excesso de sais do substrato arenoso.
Inicialmente as plantas foram submetidas a um periodo de aclimatacdo durante 30 dias, onde
nesta fase as mesmas foram irrigadas, com agua destilada e solucdo nutritiva a cada dois dias
intercalados, até proximo da capacidade de saturagdo do substrato (Aratijo, 2003).

Ap6s o periodo de aclimatacdo, foram selecionadas 20 plantas homogéneas quanto ao
tamanho, quando assim se iniciaram os tratamentos salinos. As plantas foram irrigadas a cada
dois dias com aproximadamente 250 mL de solugdo de NaCl (100, 200, 300 ¢ 400 mmol.L™). O
tratamento controle consistiu na substituicdo do NaCl por igual volume de agua destilada.
Semanalmente era monitorada a condutividade elétrica e pH do lixiviado dos vasos, quando as
plantas atingiam concentragcdes proximas as nominais era realizada uma intensa lixivia¢@o
visando manter as plantas dentro das concentra¢cdes nominais, e assim evitar o acimulo de sais. A
cada semana as plantas eram irrigadas com solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)

modificada.
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3.2.5 — Colheita das plantas e determinacdo da massa fresca e massa seca

Foi realizada uma unica coleta aos 120 dias de tratamento salino. As plantas foram
regularmente fotografadas com o objetivo de registrar os sintomas visuais do estresse e/ou
quaisquer outras modificacdes morfologicas na parte aérea das plantas. Foi feita pesagem da
massa fresca das folhas, e posteriormente transferidas para secagem em estufa com circulacao de

ar quente a 70 °C durante 48 horas, sendo pesados novamente para determinacao da massa seca.

3.2.6 — Determinacées analiticas
3.2.6.1 - Contetdo relativo de agua (CRA), Umidade e Suculéncia foliar
O conteudo relativo de agua foi determinado segundo Slavick (1974). Na coleta foram

retirados 30 discos foliares de 10 mm de didmetro, onde posteriormente foi determinada a massa
fresca dos mesmos (MF;), em balanga analitica. Ap6s os discos foliares foram transferidos para
placa de petri, contendo agua destilada e deixados sobre uma bancada por periodo de 6 horas.
Depois os discos foram removidos e colocados entre folhas de papel de filtro e submetidos a uma
pressdo, visando eliminar o excesso de dgua, em seguida foram pesados novamente (MF;). Em
seguida, foram colocados em sacos de papel, para secar em estufa (75°C) por um periodo de 48
horas, para depois ser determinada a massa seca do material (MS). O conteudo relativo de agua
das folhas foi calculado, usando a relagao descrita por Irigoyen et al., (1992):

CRA= (MF-MS/MF,-MS) x 100 (%)

A umidade das folhas foi determinada segundo Slavik (1974), utilizando-se a seguinte
relagdo:

UMIDADE = (MF; — MS)/(MF;) X 100 (%)

A suculéncia foliar foi calculada usando a equagao:

SUCULENCIA= (MF;) / (A). Onde (A) representa a area de 30 discos cujo didmetro &

de10 mm. Sendo expressa em mg MF cm™.

3.2.6.2 - Integridade das membranas (vazamento de eletrolitos)
O grau de integridade das membranas foi estimado pelo vazamento de eletrdlitos
segundo Lutts et al (1996), com pequenas modificagdes. Foram coletados dez discos foliares com

diametro de 10mm de cada repeti¢do sendo estes colocados em tubos de ensaio com 10mL de
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agua deionizada e incubados em banho maria a temperatura de 25°C durante 6 horas. Em
seguida, o extrato de incubagdo foi analisado em fotdometro de chama (Micronal B462) para
determinacio da leitura de K' (L;) a 25°C. O vazamento de eletrolitos (%DM) foi estimado pelo
quociente entre a quantidade de potassio vazada e a massa dos discos foliares incubados, sendo

expressa em pmol K™ g 'MF .

3.2.6.3 — Determinacao do teor de cinzas
0,5 g de massa seca de folhas foram colocados em cadinhos de porcelana de peso
conhecido ¢ incinerados em mufla a temperatura de 550°C durante 5 horas, fazendo-se em

seguida uma nova pesagem para determinagao do peso total de cinzas.

3.2.6.4 — Determinacio da concentracio de sédio e potassio

A concentracdo de sodio e potassio foi realizada segundo Sarruge & Haag (1974) com
algumas modificac¢des. A extracao de sddio e potassio em farinha de folhas foi feita utilizando 50
mg de tecido vegetal para 20 mL de H,O deionizada em banho-maria a 100 °C por 1 hora
(Amzallag et al., 1990). O extrato obtido foi centrifugado e seu sobrenadante foi analisado em

fotdmetro de chama (Micronal B462) para determinacio dos contetidos de Na' e K.

3.2.6.5 — Determinacio da concentracio de cloreto

A concentragdo de cloreto foi determinada segundo Malavolta et al., (1997). Tecidos
de folhas (100 mg) foram submetidos a extragdo com 25 mL de agua deionizada com agitagao
ocasional durante 30 minutos. Em seguida aliquotas de 20 mL do extrato foram filtradas em
papel de filtro e adicionadas 1 mL da solu¢do indicadora de cromato de potassio KoCrOs 5%
(p/V). Cada amostra foi titulada lentamente com nitrato de prata AgNO; 28 mM em bureta
automatica até¢ a viragem do indicador através da formagdo do precipitado de Ag,CrOq4
(coloragdo marrom palido persistente). Cada 1 mL de nitrato de prata gasto na titulagdao
correspondeu a 2,5 mg de cloreto em 100 mg de matéria seca. Foi utilizado um branco com 20
mL de agua deonizada + indicador + algumas gotas de Ag,NO; até obtencdo da coloragdo

marrom palido. O volume do branco foi subtraido de cada amostra.
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3.2.6.6 — Determinacido da concentracio de calcio e magnésio

Para a determinacdo do teor de calcio e magnésio foi realizada uma digestdo branda
preconizada por Miyazawa et al, (1984). Foram pesados 500 mg de massa seca de folhas,
previamente seca em estufa, e foram transferidas para erlenmayer de 50 mL e adicionado 25 mL
de uma solucdo 1N de HCI e colocadas em agitagdo por 1 hora, e depois foram filtradas e
completadas o volume para 50 mL.

Procedida a extragdo branda, seguiu-se a marcha analitica da quelatometria do EDTA
desenvolvida por Malavolta et al, (1997). As amostras passaram por um processo de eliminagao
do anion fosfato, logo em seguida foram tituladas com uma solugdo 0,01 M de acido etileno
diamino tetracético dissédico (EDTA) até a obtencdo de cor azul estdvel. Sendo que para
determinacdo do célcio foi utilizado como indicador o eriocromo azul negro R (Calcon) a
1%(m/v). E para determinacdo do calcio+tmagnésio foi utilizado como indicador negro de
eriocromo T, a partir da subtragdo do calcio obtem-se o teor de magnésio. Foi utilizado um
branco que foi subtraido de cada amostra.
3.2.6.7 — Determinaciao do teor de nitrato

Amostras de 50 mg de folhas previamente liofilizadas, foram adicionadas em tubos de
ensaio contendo 5,0 mL de agua destilada, e estes incubados em banho-maria por 30 minutos a
100 °C. Em seguida foi feita uma filtragem para obten¢io do extrato. O método utilizado foi o de
Cataldo et al., (1975), a reacdo foi preparada em tubo de ensaio contendo 100 pL do extrato +
200 puL de solugdo de acido salicilico 5 % (p/v), em acido sulfrico concentrado. Apos vigorosa
agitagdo em agitador do tipo vortex, os tubos foram adicionados lentamente 4700 pL. de NaOH 2
N. Em seguida os tubos foram deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente por
cerca de 20 minutos. Apos foram feitas leituras em espectrofotometro na absorbancia de 410 nm.
O branco foi feito usando no ensaio dgua deionizada em substituicdo ao extrato. A concentragao
de nitrato foi obtida a partir de uma curva padrdo com concentragdes crescentes de NOs™ (0, 0,5,
1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 pmol mL'l). Os resultados foram expressos em mmol de NO;3 kg'1 MS de
tecido.
3.2.6.8 — Determinacao da concentracio de fosfato e sulfato

O teor de fosfato e sulfato foi obtido segundo Malavolta et al., (1997). A extragdo foi
feita com a pesagem de 200mg de material liofilizado de folhas colocados em tubos de ensaio,

onde foi adicionado 25mL de acido acético 2% (v/v). Apds foi feita trés agitagdes com
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aproximadamente 30s cada agitagdo em cada tubo, para em seguida ser realizada uma filtragao
em papel de filtro.

A determinagdo da concentracdo de fosfato foi feita pelo método da calorimetria do
azul de molibdénio (fosforo solivel em acido acético) segundo Malavolta et al., (1997). No
ensaio, aliquotas de 2mL do filtrado foram adicionadas em erlenmayer de 125mL, contendo 95
mL de dgua deionizada. Apds foi adicionado em cada erlenmayer 4,0mL da solugdo de molibdato
de amonio 2,5% e 4 gotas da solu¢do redutora de estanho ( 1g estanho metdlico: 20mL HCI
concentrado: 4 gotas de CuSO4.5H,0 4% m/v). Apoés a homogeneizagdo as amostras serao
deixadas em repouso por 8 minutos ¢ em seguida lidas em espectrofotometro na absorbancia de
580nm. Para o célculo do teor de fosfato nas amostras foi utilizada uma curva padrdo a partir de
concentracdes crescentes de fosfato (0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 mg PO4 mL'l).

A determinagdo da concentragdo de sulfato foi feita pelo método turbidimetria do
sulfato de bario segundo Malavolta et al., (1997). No ensaio, aliquotas de 10mL do filtrado foram
colocadas em tubos de ensaio, onde foi adicionado 1mL de HCl 6N (contendo 20ppm de S).
Ap6s foi adicionado 500mg de cristais de cloreto de Bario (BaCl,.H,0), deixando um minuto
sem agitagdo para dissolugdo. Em seguida, foi feita uma agitagdo em cada tubo de ensaio de 30
segundos, deixando posteriormente em repouso por cerca de 3 minutos. E recomendado fazer o
ensaio de até 11 amostras simultaneamente, atingindo um tempo total de cerca de 8 minutos
desde a adi¢do dos cristais de bario no branco. Apds o repouso foram feitas leituras em
espectrofotdometro na absorbancia de 420 nm. Para o calculo do teor de sulfato nas amostras foi
utilizada uma curva padrao a partir de concentragdes crescentes de sulfato (0, 10, 15, 20, 25, 30,

35,40 ¢ 50 pg SOy mL™).

3.2.6.9 - Acucares soluveis totais

Amostras de 50mg de folhas liofilizadas foram colocadas em tubos de ensaio com
SmL de agua deionizada, fechados hermeticamente e incubados em banho-maria a 100°C,
durante 30 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.000 x g, por 10 minutos. Apds
a extracdo o sobrenadante foi coletado e desenvolvido a reagdo para dosagem dos agucares
soltiveis totais. A dosagem foi feita espectofotometricamente pelo método “fenol-sulfurico”,

descrito por Dubois et al., 1956.
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3.2.6.10 - Determinacido de aminoacidos livres totais (N-a-amino livre)

A concentracao de aminodacidos livres totais (AALT) foi determinada segundo método
descrito por Peoples et al. (1989) com algumas modifica¢des feitas por Brilhante (2003).
Farinhas de tecido vegetal liofilizado de folhas e raizes (50mg) foram colocadas em tubos de
ensaio com SmL de agua deionizada, fechados hermeticamente e incubados em banho-maria a
100°C, durante 30 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.000 x g, por 10
minutos.

Apos a extragdo o sobrenadante foi coletado e desenvolvido a reacdo para dosagem
dos aminoacidos. Aliquotas de 0,1 mL do extrato foram colocadas em tubos de ensaio e
acrescidas de 0,4 mL de dgua mille-Q. Em seguida 0,250mL de uma solugao tamponada, pH 5,0,
contendo 0.2 mol.L™" de citrato; 0,250mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,1 mmol.L! e
ninhidrina 5% em methoxy etanol) foi adicionado. Ap6s misturar bem em vortex os tubos foram
hermeticamente fechados e colocados em banho-maria, onde permaneceram pelo tempo de 15
minutos a temperatura de 100° C.

Em seguida, a reagdo foi interrompida em banho de gelo, momento em que foi
adicionado 1,5 mL de uma solugdo de etanol 50% (V/V). Apos os tubos permanecerem por 20
minutos em temperatura ambiente e em seguida, feita leituras em espectrofotometro, a 570nm,
sendo os teores de aminodcidos livres totais, determinado com base em uma curva padrdo

ajustada a partir de concentragdes crescentes de uma mistura padronizada de L — glutamina.

3.2.6.11 - Concentracao de proteinas soliveis

Amostras de 50mg de folhas liofilizadas foram incubadas com 1,5mL de uma solugdo
tampdo (Tris-HCI 25mol m™ pH 7,6) e submetidas & extragdo em agitador horizontal durante 2
horas. Em seguida, foram centrifugados a 15000 x g por 15 minutos, a 4°C, em centrifuga
refrigerada de mesa. Apos, foi coletado o sobrenadante e determinada a concentragao de
proteinas soluveis segundo o método descrito por Bradford (1976). Aliquotas de 0.1mL foram
coletadas do extrato e 2.5mL do reagente de Bradford adicionados. Apds 15 minutos em
temperatura ambiente foram feitas leituras em espectrofotdmetro, a 595nm. A concentragdo de
proteinas soluveis foi calculada com base em uma curva padrio ajustada a partir de

concentragdes crescentes de albumina soro bovino (BSA) p.a. (SIGMA).
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3.2.6.12 - Determinacio do teor de prolina livre

Foi determinado segundo método descrito por (Bates, 1973). Amostras de 50mg de
folhas liofilizadas foram incubados em tubos de ensaio com 5 mL de 4agua destilada, fechados
hermeticamente e levados ao banho maria por 30 minutos a 90°C. Em seguida foram
centrifugados por 15 minutos a 8.000 x g, coletado o sobrenadante e completado o volume para
SmL, com agua destilada. Apds essa etapa, aliquotas de 1mL do extrato foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 1mL de ninhidrina acida (1g do reagente de ninhidrina em 24 mL de
acido acético glacial p.a. e 16mL de acido fosforico 6 mol.L™") e 1mL 4cido acético glacial
concentrado.

Apds homogeneizagdo, os tubos, hermeticamente fechados, foram levados ao banho
maria a 100°C, por 1 hora. Em seguida, a reacdo foi interrompida por reducdo da temperatura
com banho de gelo para 2°C, momento em que foi adicionado 2mL de tolueno p.a., a0 meio de
reacdo. Apés agitagdo por aproximadamente 15 segundos duas fases foram formadas. A fase
aquosa superior e de coloracdo avermelhada (corméforo + tolueno) foi recuperada e submetida a
leitura em espectrofotometro, a 520nm. Os teores de prolina livre foram estimados com base em

uma curva padrao ajustada a partir de concentragdes crescentes de L-prolina p.a. (Sigma)

3.2.6.13 — Determinacio de glicina betaina

Os compostos quaternarios de amonio (QACs) foram extraidos e mensurados como
equivalentes a GB de acordo com Grieve & Grattan (1983). Amostras de farinha liofilizada de
folhas foram adicionadas a 20mL de 4gua deionizada e colocadas em shaker sob agita¢do por 24h
a 25°C. O extrato foi filtrado e depois de diluido (1:1) com H,SO4 2N Aliquotas de 0,5mL foram
colocadas em tubos de centrifuga e colocados em banho de gelo por 1h. Foi adicionado 0,20 mL
do reagente frio ( KI-I,) . Os tubos foram guardados a 4°C por 16h e apos centrifugados a 10000
rpm por 15 min a 0 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e os cristais periddicos
foram dissolvidos em 9,0 mL de 1,2 dicloroetano e misturado vigorosamente. Apos 2h a
absorbancia foi mensurada a 365 nm. Uma curva padrao de GB (50-200 pg/ml) foi preparada em

H,SOy4 IN. Os resultados forma expressos em mmol GB kg'lMS.
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3.2.6.14 - Osmolalidade total, Potencial osmético e Ajustamento osmotico

A determina¢do da osmolalidade total do tecido foliar foi baseada na metodologia
descrita por Martinez et al., 2005. Dez folhas forma destacadas do ter¢o médio da parte aérea da
planta e maceradas em almofariz com pistilo. Apos a maceragdo, a seiva obtida do tecido foi
filtrada e centrifugada a 10000 x g durante 10 minutos a 4°C para obtencdo do extrato. Uma
aliquota de10 pL do sobrenadante foi utilizada para determinacao da osmolalidade total do tecido
usando um osmometro de pressdao de vapor (modelo Wescor 5520). Os valores obtidos em (mmol
kg™) foram convertidos em potencial osmético usando a relagdo (Immol kg’ = 2.408 k Pa)
segundo Santa Cruz et al., 2002. O ajustamento osmoético (OA) foi calculado pela diferenca entre
o potencial osmotico das plantas estressadas e das plantas controle, segundo Moghaieb et al.,

2004.

3.2.6.15 - Contribuicao relativa de solutos inorganicos e orginicos para o potencial osmético

das folhas

A contribuicdo relativa de cada um dos solutos inorganicos e organicos para o
potencial osmotico foi obtida através da divisao entre a quantidade acumulada de cada um dos
solutos (com base na umidade do tecido) pela osmolalidade total do tecido (mmol Kg™' H,O do

tecido), sendo depois multiplicado por cem (%).

3.2.7 - Delineamento experimental e analises dos resultados

Os tratamentos foram distribuidos de acordo com um delineamento inteiramente
casualizado, obedecendo a um esquema (5 x 4), correspondendo respectivamente a cinco niveis
de NaCl (0, 100, 200, 300 e 400 mmol.L™") e quatro repeticdes, sendo cada parcela experimental
representada por um vaso contendo uma planta, perfazendo um total de 20 parcelas
experimentais. Os resultados foram analisados estatisticamente com base na anélise de tendéncia

das médias através de curvas ajustadas por regressao linear e polinomial.
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3.3 RESULTADOS

As plantas de Atriplex nummularia atingiram ao final do experimento com doses
crescentes de NaCl, exatamente nove meses de idade (quatro meses de idade, um més de
aclimatac¢ao nos recipientes de argila dentro de casa de vegetacao e quatro meses de aplicacao dos
tratamentos salinos). O estande de plantas apresentou certa homogeneidade, isso aos 60 dias de
aplicagdo dos tratamentos, conforme mostra a (Figura 1). Entretanto, na época da colheita das
plantas, a parte aérea das plantas apresentou diferengas morfologicas nas folhas, por efeito dos
tratamentos com NaCl. (Figura 2).

As plantas de Atriplex nummularia apresentaram uma tendéncia de aumento na massa
seca das folhas com o tratamento salino, quando comparado com as plantas crescidas na auséncia
de NaCl. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre as doses de NaCl testadas,
sendo essas apenas diferentes das plantas tratadas na auséncia de sal. A massa seca das folhas, na
dose mais elevada de sal (400 mM), foi cerca de duas vezes maior que o controle, revelando
assim o carater acumulador de sais desta espécie de halofita (Figura 3A). Quanto aos teores de
cinzas, como era de se esperar, houve um incremento substancial destes teores com o aumento
das doses de sal, sendo uma variagdo na ordem de quase trés vezes, os valores encontrados nas
plantas controle (1,26) contra (3,44) das plantas tratadas com 400 Mm de NaCl (Figura 3B). Com
relagdo a massa organica seca (MOS) das folhas, que seria a massa seca livre de cinzas, foi
observado um incremento desta com aumento das doses de NaCl (Figura 3C), demonstrando
assim que o sal estimulou o acimulo de massa seca organica nas folhas das plantas de Atriplex
nummularia.

Com relagdo ao status hidrico das folhas das plantas de A. nummularia, observou-se
uma tendéncia de aumento no conteudo relativo de 4gua (CRA), quando se compara as plantas
tratadas com NaCl e as plantas controle (Figura 4A). A mesma tendéncia de aumento foi
observada também pela umidade foliar das folhas das plantas crescidas com sal em relagdo as
plantas crescidas na auséncia de sal (Figura 4B). A suculéncia foliar teve incrementos
consideraveis, variando de 43,17 para as plantas controle, para 58,87 nas plantas tratadas com a
dose mais elevada de NaCl (400 mM), apresentando um aumento linear com as doses crescentes
de sal (Figura 4C). Isso mostra assim, a capacidade das folhas em se manterem tenras com um

bom status hidrico, favorecendo assim o crescimento desta planta mesmo em condigdes de
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salinidade elevada, como no caso da dose de 400 mM de NaCl. Essa tendéncia de aumento na
suculéncia das folhas observado neste experimento, foi corroborado com os aspectos
morfoldgicos apresentados pelas folhas com a elevagao das doses de NaCl (Figura 2).

As plantas de A. nummularia tratadas com NaCl, apresentaram uma intensa
acumulagio de Na™ e CI” nas folhas, mostrando diferengas significativas quando comparado com
as plantas controle (Figura SA e 5B). O teor de K" nas folhas teve uma tendéncia de decréscimo
significativo com o aumento das doses de NaCl (Figura 5C). Os teores de Ca>" ¢ Mg®" também
diminuiram com o aumento da salinidade, sendo que o teor de Mg*" a redugéo foi cerca de 60% o
valor do controle, enquanto o teor de Ca>" a redugio foi bem maior, cerca de 80% o valor do
controle (Figura 6A e 6B). Os teores de NO3, PO, ¢ SO47 das folhas das plantas tratadas com
concentracdes crescentes de NaCl, tiveram uma tendéncia de decréscimo semelhante a observada
para os teores de Mg”>" e Ca’" comparando com as plantas controle (Figura 7A, 7B e 7C). No caso
dos teores de PO, ¢ SO47 das folhas das plantas crescidas com sal, houve uma redugdo de 50%
dos valores observados nas plantas controle (Figura 7B e 7C), enquanto que o teor de NO;™ foi
reduzido de maneira mais marcante, sendo aproximadamente 75% o valor observado no controle
(Figura 7A).

Em relagdo aos conteudos de solutos organicos encontrados nas folhas das plantas de
A. nummularia apos os quatro meses de tratamento com doses crescentes de NaCl , foi observado
uma tendéncia significativa de decréscimo no conteudo das proteinas soliveis e aminoacidos
livres (Figura 8B e 8C). Sendo que nas proteinas soliveis esse decréscimo observado nas plantas
tratadas com NacCl, foi bem mais acentuada, chegando a ser linear, onde o contetido de proteinas
soluveis variou de 11,87 nas plantas controle para 4,97 nas plantas tratadas com a dose mais
elevada de NaCl (400 mM), ou seja, em torno de 2,3 vezes menos proteinas soluveis (Figura 8B).
Porém, o mesmo nao foi visto com o conteudo de agucares soluveis nas folhas, que

permaneceram inalterados com o tratamento salino (Figura 8A).

Houve uma redugao no conteudo de prolina livre nas folhas das plantas crescidas na
presenca de sal, cerca de 50% do valor observado nas plantas controle ap6s quatro meses de
tratamento (Figura 9A). O percentual de prolina em relagdo ao pool de aminoacido livre totais foi
extremamente baixo, chegando a no méaximo 1,2 % nas plantas controle e reduzindo a 0,75 % nas

plantas tratadas com 400 mM de NaCl (Figura 9B). Entretanto, o conteudo de glicina betaina das
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folhas ndo foi reduzido nas doses mais baixas de sal (100 e 200 mM de NaCl), sendo somente
reduzidos significavelmente nas plantas tratadas com 300 e 400 mM de NaCl (Figura 9C).

O tratamento com NaCl, provocou um aumento significativo na osmolalidade das
folhas de Atriplex nummularia apos quatro meses de tratamento, chegando a valores 2 vezes
maiores que os das plantas ndo tratadas com NaCl (Figura 10A). O aumento da osmolalidade
total das folhas com o tratamento salino foi acompanhado por um decréscimo no potencial
osmotico desse orgdo, chegando a um valor aproximado de -5,20 MPa na dose mais elevada de
NaCl (400 mM) (Figura 10B). Nao houve diferenga estatistica significativa nos valores do
potencial osmotico das folhas entres as doses de NaCl analisadas neste experimento (Figura
10B). O ajustamento osmotico das folhas (AO), estimado através da diferenca entre o potencial
osmoético das plantas tratadas com NaCl e o das plantas ndo tratadas com NaCl, foi
significavelmente aumentado com a salinidade (Figura 10C).

A contribuigdo relativa dos solutos inorganicos para o ajustamento osmoético das
folhas de Atriplex nummularia em condigdes de alta salinidade ¢ mostrada na tabela 1. Foi
verificado que os fons salinos, Na" e o CI’, mostraram uma tendéncia de aumento na sua
contribui¢ao relativa com tratamento salino (Figura 11A e Tabela 2). Entretanto os demais
solutos inorganicos analisados (K, Mg2+, Ca2+, NOs/, PO,> , SO4'2), tiveram um decréscimo
significativo no percentual de contribuicdo para a osmolalidade total das folhas com o tratamento
salino (Figura 11A e Tabela 2).

A maior parte da acumulacdo de Na“ e CI” observada nas folhas das plantas nio
tratadas com NaCl, se deve a alta afinidade dessas cé€lulas para ions salinos, especialmente para
Na' (32%) contra 20% do (CI’), em termos da contribui¢io relativa para a osmolalidade total da
folha. Em termos quantitativos, 0 Na' e o CI” foram os ions que mais contribuiram para o
ajustamento osmotico das folhas de Atriplex nummularia com a salinidade, chegando a
aproximadamente 40% e 38% da osmolalidade total das folhas, respectivamente, na dose de 400
mM de NaCl (Tabela 2).

Seguido dos ions salinos, o K" foi o soluto inorginico que mais contribuiu
relativamente para osmolalidade total das folhas, porém mostrou um decréscimo significativo
com a salinidade, variando de 16% nas plantas ndo tratadas com NaCl, para aproximadamente
6% na plantas tratadas com NaCl (Tabela 2). Os cations Ca®” e Mg®" foram os que mais

contribuiram relativamente para o ajustamento osmotico das folhas, variando de 6% e 5%,
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respectivamente, nas plantas controle para 0,78% e 1,30% nas plantas tratadas com sal (Tabela
2). A contribuigdo relativa de NOs’, PO,? , S0,42 para o ajustamento osmotico das folhas das
plantas tratadas com NaCl foi muito baixa, menor que 1% da osmolalidade total (Tabela 2).

Com relacdo a contribuicao relativa de solutos organicos para o ajustamento osmotico
das folhas de Atriplex nummularia sob doses crescentes de NaCl, foi visto que a contribui¢do da
glicina betaina (GB) foi maior que as dos demais solutos organicos analisados, cerca de 6% da
osmolalidade total, nas plantas tratadas com sal (Tabela 3). Assumindo que a GB esta confinada
no citosol da célula, que representa cerca de 10% do volume total da célula, essa contribuigdo
efetiva para o ajustamento osmotico citosolico pode ser 10 vezes maior. A contribui¢do relativa
dos agucares soluveis (3,5%), aminoéacidos livres (0,7%) e de prolina (0,006%) para o
ajustamento das folhas tratadas com NaCl, foi menos importante (Tabela 3). Interessantemente, a
contribuicdo relativa de todos os solutos organicos analisados para o ajustamento osmotico das

folhas na presen¢a de NaCl, decresceu significavelmente (Figura 11B e Tabela 3).
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Figura 1 — Aspecto visual do stand de plantas de Atriplex nummularia apds 60 dias de tratamento
com doses crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300 ¢ 400mM)
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Figura 2 — Stand de plantas e aspecto morfologico das folhas de Atriplex nummularia submetidas a doses
crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300 e 400mM) apds o periodo de 120 dias de tratamento.
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FIGURA 03 — Massa seca (A),
nummularia submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300 e 400mM) por um periodo de 120
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FIGURA 04 — Variacdo na umidade (A), Contetido relativo de agua (B) e suculéncia (C) das folhas de
plantas de Atriplex nummularia submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300 ¢ 400mM) por
um periodo de 120 dias.
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FIGURA 05 — Variacao no contetudo de sddio (A), cloreto (B) e potassio (C) total das folhas de plantas de

Atriplex nummularia submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300 ¢ 400mM) por um periodo
de 120 dias.

88



600 — CALCIO
(A)
450 @
[72]
=
‘Tcn
X
3 300 -
E y =0,0043x? - 2,4666x + 421,43
R? =0,8855
150 +
(]
(] : : : |
0 100 200 300 400
[NaCl] mmol.L™
MAGNESIO
500 T (B)
400 ®
)
=
< 300 -
(2]
X
2
£ 200 -
100 -
0 : : : |
0 100 200 300 400
[NaCI] mmol.L"
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FIGURA 07 — Variacdo no contetido de nitrato (A), fosfato (B) e sulfato das folhas de plantas de Atriplex
nummularia submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300 e 400mM) por um periodo de 120

dias.
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FIGURA 08 — Variagdo na concentracao de agucares soliveis (A), proteinas soliveis (B) e aminoacidos

livres (C) das folhas de plantas de Atriplex nummularia submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 100,
200, 300 e 400mM) por um periodo de 120 dias.
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FIGURA 10 — Varia¢ao na osmolalidade total (A), no potencial osmético (B) e no ajustamento osmotico
(C) das folhas de plantas de Atriplex nummularia submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300
e 400mM) por um periodo de 120 dias.
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FIGURA 11 - Contribuicao relativa de solutos inorganicos (A) e solutos organicos (B) na
osmolalidade total das folhas de plantas de Atriplex nummularia submetidas a doses crescentes
de NaCl (0, 100, 200, 300 e 400mM) por um periodo de 120 dias.
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Tabela 2 - Contribuicado relativa (%) de solutos inorganicos na osmolalidade total das folhas de plantas de
Atriplex nummularia submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300 e 400mM) por um periodo
de 120 dias.

Tratamentos Na' Cr K" Ca™ Mg+2 NO3” PO4'3 SO4'2
[NaCl] mM %

0 32,89 20,91 16,39 6,09 5,16 1,44 1,55 0,94

100 39,94 34,58 7,83 1,14 1,09 0,41 0,62 0,32

200 39,18 35,92 6,98 1,11 0,98 0,32 0,54 0,32

300 42,20 34,80 6,94 0,83 1,34 0,34 0,54 0,34

400 40,77 38,88 5,73 0,78 1,30 0,31 0,49 0,27

Tabela 3 - Contribuigao relativa (%) de solutos orgéanicos na osmolalidade total das folhas de plantas de
Atriplex nummularia submetidas a doses crescentes de NaCl (0, 100, 200, 300 ¢ 400mM) por um periodo
de 120 dias.

Tratamentos Glicina Acgucares Aminoécidos prolina
betaina soluveis livres
[NaCl] mM %
0 9,65 5,80 1,73 0,018
100 6,30 3,40 0,88 0,009
200 6,12 3,40 0,72 0,006
300 5,33 3,63 0,78 0,006
400 5,12 3,49 0,68 0,005

95



3.4 DISCUSSAO

O estresse i0nico e osmotico sdo eventos fisiologicos frequentemente associados com
a salinidade provocada pelo excesso de sais, que podem reduzir o crescimento vegetal através de
mecanismos que ndo sao bem conhecidos. Mecanismos de adaptacdo celular como a
compartimentalizagdo de ions salinos e o ajustamento osmoético (AQO) sdo vitais para plantas
tolerantes ao sal continuar o crescimento na presenca de alta salinidade (Volkmar et al., 1998).
Embora os mecanismos de tolerancia a salinidade ainda nao estejam bem conhecidos (Hasegawa
et al., 2000), o acimulo de ions inorganicos e a sintese e acumulo de solutos organicos
compativeis, tem sido considerados mecanismos ubiquos para o ajustamento osmdtico celular de
plantas sob condi¢des de estresse salino (Strange, 2004).

Em plantas que acumulam uma grande quantidade de ions salinos dentro da célula,
como as halofitas em geral, o vacuolo tem um papel central no ajustamento osmotico em
condigdes de altas concentragdes de sais. Em adi¢do, o estresse salino induz a acumulagdo de
solutos organicos que sdo compativeis com a fun¢do das biomoléculas, sendo importantes para a
protecdo celular e para o ajustamento osmotico, especialmente do citoplasma e organelas (Khan
et al., 1998). Com isso, a habilidade das plantas se ajustar osmoticamente ao desbalanco idnico
(homeostase idnica), provocado pelo excesso de Na“ e CI” nas células vegetais é vital para a
manutencao do crescimento em condic¢des de elevada salinidade. O presente trabalho fornece pela
primeira vez, um compreensivo estudo ao nivel de planta inteira quanto a participagdo e a relativa
contribuicdo da maioria dos osmolitos inorganicos e organicos que sao envolvidos com o AO das
folhas de uma tipica espécie de halofita (Atriplex nummularia L.) em resposta a doses crescentes
de NaCl.

O género Atriplex estd entre o possuidor de espécies de plantas superiores mais
tolerantes ao sal, possuindo uma adaptagdo a salinidade, por tolerar altas concentragdes internas
de sais e/ou pela excregdo de sais (McKell, 1994; Khan et al., 2000). A resposta fisiologica geral
apresentada pelas plantas de Atriplex nummularia a presenga de diferentes niveis de NaCl, na
presente pesquisa, estd de acordo com outros trabalhos existentes na literatura com esta espécie
de halofita (Ashby & Beadle, 1957; Aragjo, 2003; Araujo et al., 2006) e também com outras
espécies do género Atriplex (Gale & Poljakoff-Mayber, 1970; Flowers et al., 1977; Glenn et al.,
1998; Khan et al., 2000; Maggio et al., 2000).
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Inicialmente, em termos de producdo de massa seca, estd amplamente relatado na
literatura que as haléfitas em geral (Flowers et al., 1977), A. nummularia e outras espécies de
Atriplex tem seu crescimento favorecido pela presenga de sais em excesso no solo (Chatterton &
Mckell, 1969; Glenn et al., 1998; Khan et al., 2000; Ramos et al., 2004). No presente trabalho, a
presenca de NaCl na agua de irrigacao favoreceu uma maior produg¢do de massa seca nas folhas
(Figura 3A), sendo que houve uma tendéncia de igualdade entre as doses de NaCl adotadas neste
trabalho, provavelmente devido ao efeito do NaCl ao longo periodo de exposi¢do (120 dias) na
fisiologia das plantas, onde provavelmente as plantas tratadas com sal se ajustaram e/ou
adaptaram-se as condi¢des de salinidade.

Deve ser ressaltado que os teores de cinzas e MOS (livre de cinzas), tiveram 0 mesmo
comportamento como constatado por Khan et al., (2000), mostrando que os teores de cinzas
aumentaram com a aplicagdo do NaCl, mas ndo de forma significativa entre as doses testadas.
Destaca-se que o incremento de matéria seca organica (MOS) nas folhas das plantas tratadas com
200 mM de NaCl (Figura 3C), em relagio ao controle, foi de 2,29 g planta™ o que correspondeu a
um aumento 40% aproximadamente, valor esse descontado as cinzas, concluindo assim que
provavelmente o NaCl teve um efeito benéfico na taxa de fotossintese liquida. Como esperado, o
modelo de resposta quanto aos parametros de crescimento teve uma tendéncia parabolica, nas
folhas, e estes resultados conferem com os achados por (Aratjo, 2003; Khan et al., 2000; Glenn
et al., 1999; Qiu & Lu, 2003).

O status hidrico das plantas de Atriplex nummularia, analisado através da umidade,
conteudo relativo de agua (CRA) e suculéncia das folhas, foi aumentado significavelmente com a
adi¢do do NaCl (Figura 4). A alta suculéncia foliar e um alto contetido relativo de dgua ¢ uma
estratégia adaptativa que contribui para a regulacdo da concentragdo idnica interna em muitas
haldfitas diante de condi¢cdes ambientais adversas (Short & Colmer, 1999). Neste estudo a
irrigagdo de A. nummularia com NaCl foi capaz de aumenta cerca de 15% o CRA das folhas. Em
adicdo, a suculéncia das folhas das plantas tratadas com NaCl, foi mantida em valores maiores
que o das plantas crescidas na auséncia desal. Esses resultados indicam para um bom status
hidrico na presenga de NaCl e sugere fortemente que o AO foi efetivo nas folhas de A.
nummularia, como descrito por Martinez et al., 2003 & Martinez et al., 2004 que trabalharam

com Atriplex halimus sob condig¢des de déficit hidrico.
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Nesse presente estudo ambos o CRA e a suculéncia foram positivamente relacionados
com o AO. Em adicdo, o AO calculado foi consideravelmente maior nas folhas das plantas
tratadas com o NaCl (Figura 10C) e isto propde ser o maior processo fisioldégico que favorece a
manutengdo do crescimento de A. nhummularia sob condi¢des de alta salinidade. O papel da
suculéncia para o balango do sal absorvido em espécies de halofitas nao-secretoras ja tem sido
amplamente descrito (Popp, 1995), existindo uma correlagdo positiva entre o aumento da
concentracdo de sodio no tecido e a suculéncia das folhas (Waisel, 1972; Murakeozy et al.,
2003). Esse aumento da suculéncia foliar tem como objetivo balancear a toxicidade idnica interna
criada em condig¢des de salinidade aumentando o contetido hidrico total da planta, principalmente
das folhas, gragas as vesiculas armazenadoras de sal.

No presente estudo, as concentracoes reais de NaCl na solugdo do solo nas
proximidades das raizes, para cada nivel de NaCl aplicado, foram crescentes ao longo do tempo.
O trabalho conduzido por Ashby & Beadle, (1957) com A. nummularia mostrou que essa espécie
apresentou crescimento maximo com 200 mM de NaCl, tendo sobrevivido com 400 mM e
morrendo com 600 mM em condigdes de solucdo nutritiva. Em trabalho realizado por Aragjo,
(2003) com substrato arenoso também verificou esta mesma tendéncia observada por Ashby &
Beadle, (1957), porém neste tipo de substrato (areia) as plantas de A. nummularia apenas
diminuiram sua taxa de crescimento, entre 300 e 600 mM, contudo ndo apresentaram injurias
e/ou sintomas oriundos do estresse salino, € tampouco morreram.

Conforme pode ser observado em relagdo aos teores de ions inorganicos nas folhas
durante o periodo de aplicagdo dos tratamentos salinos (120 dias) houve uma tendéncia de
estabilizacdo (platd) entre as doses crescentes de NaCl testadas, sendo somente estes diferentes
das plantas que cresceram na auséncia total de sal. J& é conhecido que a maioria das espécies
vegetais, principalmente as de valor agrondémico como a maioria das glicéfitas, o Na" ndo ¢ um
nutriente exigido em niveis elevados. Entretanto, certas halofitas como a A. nummularia, crescem
melhor com um grande suprimento de NaCl, tendo um crescimento 6timo em torno de 100-200
mM (Greenway, 1968). Em algumas espécies de halofitas, como a Halogeton glomeratus, uma
erva daninha, essa espécie tem uma necessidade tdo elevada de sal que o Na' pode ser
considerado um macronutriente (Williams, 1960). Enquanto o CI" é essencial para regulacao de

agua no sitio de oxidagdo da agua no fotossistema Il (Bowyer e Leegood, 1997), ndo obstante o
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CI' é importante para plantas da familia palmae, como o coco (Cocus nucifera L.) devido seu
poder com agente osmotico.

As halofitas acumulam altas concentragdes de ions inorganicos dentro das células,
com o intuito de baixar o potencial hidrico e garantir assim a absor¢ao de agua para poder crescer
em solos com problemas de excesso de sais (Glenn & Brown, 1999). Como era de se esperar, a
adicdo de NaCl causou um aumento nas concentragdes de Na' e Cl" e um decréscimo
generalizado nas concentragdes de todos os outros solutos inorganicos analisados nas folhas
(Figura 5C, 6, 7). Diversos trabalhos na literatura demonstram que a salinidade promove um
aumento nos teores de sodio e cloreto, tanto em glicofitas (Greenway & Munns, 1980) como em
halofitas (Flowers et al., 1977). Contudo, essa acumulacao de ions salinos pode causar problemas
de toxicidade i0nica, deficiéncias nutricionais ou ambos (Greenway & Munns, 1980; Munns &
Termat, 1986). Pois o aumento nas concentragdes de Na' com concomitante reducio nas
concentragdes de K', Ca*", Mg+2, aumenta excessivamente as relacdes Na'/K', Na'/Ca®" e
Na'/Mg*" no tecido vegetal em condigdes de estresse salino, provocando um desbalango
nutricional na planta (Rogers & Noble, 1992; Ullah et al., 1993).

O aumento do conteido de Na' e CI, acompanhado pelo decréscimo das
concentracdes de K, Ca+2, Mgﬂ, NOs, PO, e SO, observado nas folhas das plantas tratadas
com NaCl neste trabalho, evidenciam que essas espécies de halofitas substitui plenamente as
possiveis caréncias ocasionadas pela falta destes macronutriente com o aumento da concentracao
de ions salinos. Ao que tudo indica esta espécie possui uma dependéncia quimica muito forte
pelo Na' e CI', explicada pelo fato destas serem originarias de areas desérticas, pobres em K,
Ca®, Mg+2, SO,2, PO e NO5, e ricas em Na' e CI. Como forma de sobrevivéncia a este
ambiente infértil e hostil, estas espécies vegetais desenvolveram ao longo da evolugdo um
mecanismo que aproveitasse esses ions salinos em maior abundancia, que seriam as vesiculas
armazenadoras de sais permitindo assim a absor¢do de agua e sais que seriam usados em seu
metabolismo nutricional. Dessa maneira, ¢ provavel que essas espécies halofitas incluidoras de
sais possuam uma programacao genética para acumular intensamente ions em seus tecidos
especialmente nas folhas independente das concentragdes externas.

Em de Atriplex halimus as concentragdes de cations (K*, Ca™ ¢ Mg™) e 4nions
inorganicos (SO42, PO, e NO3) foram também diminuidas na presenca de NaCl (Bajji et al.,

1998). Tem sido sugerido que o tratamento com NaCl provoca o decréscimo significativo da
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concentracao de NOj3™ das folhas de nao haldfitas (Gouia et al., 1994; Botella et al., 1997) e isto
pode ser devido ao antagonismo entre NO3 e o CI” (Bottacin et al., 1985) ou a interferéncia do
NaCl externo com um ou mais tipos de transportatores na membrana plasmatica de células da raiz
(Stientra, 1986).

A redugio do conteudo de K" nas folhas de Atriplex nummularia foi a extensio de
1.227,60 para 703,31 mmol kg"'. Em outro estudo recente com esta espécie de Atriplex, as
concentragdes de K™ nas folhas também foram bastante reduzidas (Araujo, 2003). Ressalte-se, se
for assumido que 90% do volume de folhas de Atriplex sdo constituidos por vacuolos (Flowers et
al., 1977) e que a maior parte do K esta localizado no citoplasma e organelas, entio sua
concentragdo no citoplasma deve ser ainda mais elevada, mostrando assim que o K' deve
desempenhar um papel fundamental no ajustamento osmotico do citoplasma. Entretanto, faz-se
necessario ressaltar que em doses elevadas (500 mM de KCI) o K" mostrou efeitos mais
deletérios que o proprio Na™ (500 mM de NaCl), como foi mostrado por Ramos et al., (2004)
trabalhando com A. nummularia utilizando doses crescentes de NaCl e KCl, o que vem reforcar a
teoria que estas plantas possuem uma grande avidez por sais, principalmente (Na" e CI), avidez
essa explicada em parte pela sua origem, visto que essas sdo origindrias de desertos salinizados
da Australia.

A redugio na concentragido de K' nos tecidos de halofitas cultivadas com excesso de
sais ¢ bastante citada na literatura (Mozafar et al., 1970; Flowers et al., 1977; Khan et al., 2000;
Aratijo, 2003). E provavel que a redugio seja causada pela diminuigdo na absor¢do (influxo) ou
devido a aumento no efluxo de K' causado pelo aumento no influxo de Na“ em condigdes de
salinidade provocada por NaCl. Na realidade, ainda ndo existem na literatura estudos sobre
cinética de influxo/efluxo de Na” e K™ em halofitas os quais poderiam esclarecer as reais
interagdes entre esses dois ions. A hipdtese mais aceita € que as plantas cultivadas na auséncia ou
presenca de baixos niveis de NaCl compensem essa caréncia aumentando a absor¢do de outros
fons K', Ca™, Mg™, SO4? e PO, (Figura 5C, 6, 7). Trabalhos recentes com Atriplex griffithii
(Khan et al., 2000) confirmam essa hipotese. Neste trabalho, os niveis de K, Ca™ ¢ Mg™ foram
intensamente maiores nas folhas das plantas ndo tratadas com NaCl.

Uma das respostas metabodlicas ao estresse salino ¢ a sintese e/ou acumulagdo de
solutos organicos compativeis. Esses compostos osmoticamente ativos sdo agucares poliois,

aminoacidos e compostos quartenarios de amonio (Rhodes & Hason, 1993). Além de seu papel
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estritamente osmotico, a acumulagdo de solutos organicos pode auxiliar na estabilizagdo das
proteinas, complexos protéicos € membranas, bem como na manuten¢do das homeostase idnica e
osmdtica ou servirem como reserva de carbono e nitrogénio em condi¢des adversas (Bohnert &
Shen, 1999; Bray et al., 2000). J4 ¢ bem conhecido na literatura que xero-halofitas arbustivas do
mediterraneo, como algumas espécies de Atriplex, ocorre a acumulagdo de prolina, compostos
quaternarios de amonio, agucares soluveis em suas células quando expostas a salinidade, tanto ao
nivel de tecido como de planta inteira (Bajji et al., 1998).

A acumulacao de agucares soluveis em plantas em resposta ao estresse hidrico ¢ bem
documentada e tendo sido considerado ter um importante papel no ajustamento osmético (Kameli
& Losel, 1995; Hare et al., 1998; Bajji et al., 2001). Entretanto neste trabalho, o contetido de
agucares soluveis nas folhas permaneceu inalterado com a imposicdo do tratamento salino
(Figura 8A). No presente estudo, as plantas tratadas com NaCl mostraram uma diminui¢ao dos
teores de proteinas soluveis, aminoacidos livres e prolina (Figura 8B, 8C, 9A). O decréscimo
significativo do conteudo de prolina das folhas com o NaCl ja foi observado por Aratjo (2003),
mostrando que a prolina ndo foi acumulada em tecidos de A. nummularia em quantidades
suficientes para funcionar como um osmolito e sim apenas como protetor de biomoléculas ou
fonte de carbono e nitrogénio. Por outro lado, em condigdes de estresse salino, Bajji et al. (1998)
observou um aumento nos niveis de prolina nas folhas de Atriplex halimus. Essa diminui¢ao nas
concentracdes de proteinas soliveis, aminoacidos livres e prolina observadas nas plantas tratadas
com NaCl, podem refletir a utilizagdo desses compostos nitrogenados como fonte de energia e
esqueletos de carbono e nitrogénio para biossintese de massa seca, principalmente em 200 mM
de NaCl (Figura 3A).

Em muitas espécies de plantas, a acumulag@o de prolina e glicina betaina pode ocorrer
concomitante (Girija et al., 2002), porém permanece desconhecido como a acumulagio de glicina
betaina pode reduzir a extensdo da acumulagdo de prolina (Gibon et al., 1997). Uma correlagdo
positiva entre a concentracdo de sal e a acumulacdo de glicina betaina foi registrada em varias
halofitas como em Atriplex semibaccata e Atriplex halimus (Koheil et al., 1992), Spartina
alterniflora (Cavalieri, 1983), Suaeda monoica (Storey & Win Jones, 1979), Atriplex griffithii,
Suaeda fruticosa, Haloxylon recurvum, Halopyrum mucronatum (Khan et al.,, 1998). Ao

contrario, neste trabalho ndo houve aumento significativo no conteido de GB das folhas com o
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tratamento salino, sendo esse contetido até decrescido nas doses mais elevadas de NaCl (300 mM
e 400 mM ) como pode ser evidenciado na Figura 9C.

Apesar dos niveis de GB, neste estudo ndo terem sofrido aumento significativo com a
aplicagdo do estresse salino, sua concentragdo em base de agua no tecido (% da osmolalidade
total), foi muito mais elevada que os outros solutos organicos analisados (Figura 11 e Tabela 3),
sendo isso acompanhado por um decréscimo significativo do pool de aminoacidos livres nas
folhas (Figura 8C). No6s podemos argumentar entdo que o aumento da sintese de GB em
condigdes de alta salinidade pode estd em parte suportada por precursores de aminoacidos do
pool solavel. Como a GB estd confinada no citossol das células vegetais que compreende cerca
de 10% do volume total da célula (Flowers et al., 1977), a contribui¢do de GB para o AO do
citossol pode ser 10 vezes maior. Neste caso, GB pode contribuir com a maioria do AO do
citoplasma das células das folhas. Apesar de ser considerada um eficiente osmolito, GB também
estd envolvida com a tolerdncia a desidratacdo (Sakamoto et al., 1998), na estabilizagdo de
proteinas estruturais do complexo fotossintético (FSII) (Papageorgiou & Murata, 1995) e para
prevenir os danos ocasionados nas membranas celulares de plantas estressadas pelo sal (Yang et
al., 1996).

Apesar das inimeras pesquisas demonstrarem a importancia da acumulagao de solutos
organicos € inorganicos para o ajustamento osmotico de espécies de halofitas sob condigdes de
extrema salinidade (Glenn & Brown, 1999; Ramos et al., 2004; Martinez et al., 2005), poucos
estudo existem na literatura sobre a contribuicdo relativa desses solutos no potencial osmotico e
na osmolalidade total do tecido de plantas pertencentes ao género Atriplex sob estresse salino. As
plantas de Atriplex nummularia tratadas com NaCl neste estudo mostraram mudangas
significativas na osmolalidade total e no potencial osmotico das folhas quando comparado com as
plantas que cresciam na auséncia do sal. O NaCl provocou um aumento significativo na
osmolalidade total acompanhado pelo decréscimo do potencial osmotico das folhas. As haldfitas
Salicornia europaea e Suaeda maritima, o potencial osmotico decresceu de -1,5MPa até cerca de
-6,0MPa em 510mM de NaCl, evidenciando assim o ajustamento osmoético dessas espécies
vegetais (Moghaieb et al., 2004). Em nosso estudo, o tratamento salino provocou uma
diminui¢do do potencial osmotico de -3,1MPa até cerca de -5,1MPa em 400mM de NaCl (Figura

10C). Ja foi demonstrado na literatura, que a acumulacdo de solutos orgéanicos e inorganicos nas
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células, contribui para o abaixamento do potencial osmotico da planta, favorecendo assim a
entrada e a manutengdo de dgua nas células (Niu et al., 1995).

Dos solutos inorganicos analisados neste trabalho o maior percentual de contribuicao
para essas mudangas observadas na osmolalidade total e no potencial osmoético foram os ions
salinos Na" e CI', sendo aproximadamente 40% e 38%, respectivamente, na maior dose de NaCl
(400mM) (Tabela 2). Ja foi verificado que os ions Na' e CI" podem contribuir enormemente para
o ajustamento osmotico de células de folhas de plantas de Atriplex nummularia (Flowers et al.,
1977; Glenn & Brown, 1999; Ramos et al., 2004; Aragjo et al., 2006). Nos tltimos anos, uma
consideravel ateng¢io tem sido dada sobre o envolvimento do Na" no ajustamento osmético de
espécies de haléfitas. A implicagdo do Na' no processo de ajustamento osmotico pode ser
considerada, assumindo que este ¢ principalmente presente nos vactolos e que estes
compartimentos ocupam mais ou menos 90% do volume total da célula. (Martinez et al., 2005).
O tratamento salino provocou a diminui¢@o da contribuigao relativa (% da osmolalidade total) de
todos os outros solutos inorganicos analisados, demonstrando assim o nosso estudo, que para essa
espécie de halofita, o Na™ e o CI” sdo muito importantes para osmorregulagio das células em
condigdes de estresse salino provocado pelo NaCl.

Neste estudo a contribuigdo relativa de NOs, SO4'2 e PO4'3 para o potencial osmotico
das folhas, foram muito baixas, menos de 1% da osmolalidade total das folhas (Tabela 2), isso
corroborou com outro estudo, onde a estimativa de contribuicio de NOj3; para o potencial
osmotico foi muito baixa em algumas espécies de halofitas submetidas ao tratamento com doses
elevadas de NaCl ( Song et al, 2006).Da mesma forma, o NaCl provocou também um decréscimo
significativo no percentual de contribuicdo relativa dos solutos organicos para o potencial
osmoético das folhas (Tabela 3). Neste estudo, a contribuicdo de prolina foi baixissima,
demonstrando assim que a quantidade ndo foi suficiente para promover o AO das folhas tratadas
com o NaCl. Como ja visto em outro estudo, Prolina ndo teve um papel importante na

osmorregulagdo de algumas espécies de halofitas sob estresse salino (Song et al., 2006).
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3.5 CONCLUSAO

Em conclusio, os resultados da presente investigacdo demonstram que as plantas de Atriplex
nummularia foram capazes de manter o seu crescimento mesmo em condi¢des de alta salinidade,
principalmente pela capacidade de manutencdo de seu status hidrico. Os resultados também
sugerem que a GB ¢ o maior soluto orgéanico envolvido com o AO do citoplasma das células de
folhas de plantas de Atriplex nummularia sob estresse salino e esta acumulagdo parece ser uma
resposta adaptativa ao estresse provocado pelo NaCl. Em adigdo, o ions salinos Na" e CI°
contribuem para a maioria do AO das folhas nessas condi¢cdes de alta salinidade. O impacto
relativo do K* sobre o AO das folhas foi reduzido consideravelmente com o aumento da dose

externa de NaCl.
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4. CAPITULO 2- “Efeitos do Pré-Condicionamento com NaCl no Potencial Osmoético de

Plantas de Atriplex nummularia Expostas a Sucessivos Ciclos de Seca/Re-hidratagao”
4.1 INTRODUCAO

A seca ¢ provavelmente um dos mais importantes fatores que limita a produtividade
agricola nas grandes regioes do mundo (Jones & Corlett, 1992), principalmente nas regioes semi-
aridas. A seca ¢ definida como um prolongado periodo sem dgua. Para um periodo de seca afetar
uma comunidade de planta, o déficit de chuva deve levar a um déficit hidrico do solo e por
Gltimo, a um déficit hidrico da planta (Levitt, 1980). E o grau no qual a planta pode suportar a
falta de chuva que caracteriza sua resisténcia a seca (Paleg & Aspinall, 1981; Hanson & Hitz,
1982; Schulze, 1986).

A seca afeta negativamente a performance das plantas, por decrescer o potencial
hidrico do meio externo, resultando em redu¢do do crescimento (Erdei & Taleisnik, 1993). A
reducdo do teor de agua no protoplasma afeta as suas propriedades estruturais, eldsticas e de
coesdo, pois a agua € o seu principal constituinte, solvente, reagente, mantenedor da turgescéncia
e regulador térmico das células vegetais (Angelloci, 1995). O processo de crescimento celular,
através da sintese de proteinas e de parede celular, ¢ o mais sensivel as redugdes na
disponibilidade de agua nos tecidos (Salisburry & Rossi, 1991; Nobel, 1992). A falta de agua
também pode afetar a eficiéncia dos processos fotossintéticos (Keles & Oncell, 2002).

O estresse hidrico ¢ um expressivo problema para a produgdo vegetal, pois existe um
efeito inibitorio na acumulagdo de biomassa (Nonami et al., 1997; Mullet & Whitsitt, 1996).
Decrescendo o potencial de agua de somente — 0,1 Mpa (as vezes menos) resulta o decréscimo
perceptivel no crescimento celular (irreversivel alongamento celular) e assim redug¢do no

crescimento da raiz e da parte aérea (Sakurai & Kuraishi, 1988). A inibi¢ao da expansao celular ¢
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comumente seguida por uma reducdo na sintese de parede celular (Salisbury & Ross, 1992).
Sintese de proteina pode ser quase igualmente sensivel ao estresse hidrico (Nobel, 1992).

Em condicdes de deficiéncia hidrica, a habilidade das plantas em manter o status
hidrico das células (ajustamento osmotico) e a integridade celular pode ser uma vantagem
adaptativa. Mudangas nas propriedades de elasticidade do tecido e na concentragdo de solutos
podem promover a manutengdo do turgor e volume celular apesar do baixo potencial hidrico
(Ayoub et al., 1992). Sob condigdes de seca, a manutengdo do turgor das células pode ocorrer
através do ajustamento osmotico, por uma acumulagdo liquida de solutos a fim de obter um
gradiente favoravel de potencial hidrico. O ajustamento osmético, entretanto, tem uns custos
energéticos alto, que pode afetar negativamente a produtividade da planta e o uso eficiente da
agua (Turner & Jones 1980).

Apesar dos anos de pesquisas sobre o estudo do déficit hidrico em plantas superiores,
os processos moleculares que sdo mais rapidamente afetados, como também os mecanismos
iniciais da resposta molecular, ainda ndo estdo bem compreendidos (Bray, 1993). Sabe-se
atualmente, que as inimeras espécies vegetais apresentam enorme diversidade de mecanismos
fisiologicos para adaptagdo a seca, apesar desses mecanismos ainda ndo serem completamente
compreendidos (Ingram & Bartels, 1996). Ao contrario do era veiculado anteriormente, as vias de
sinalizagdo ndo sao isoladas uma das outras, participando de uma maior e complexa rede de vias,
com diversas sobreposi¢des entre as cadeias. Esse fato permite especular, que muitos genes
podem ser induzidos por mais de um estimulo em particular (Knight & Knight, 2001).

A manuteng¢do do turgor durante mudangas no status hidrico da planta pode preservar
processos metabolicos da planta e contribuir para o crescimento em condigdes de escassez de
agua. O ajustamento osmotico ¢ um mecanismo usado para a manutengao do turgor e reducdo dos

efeitos deletérios do estresse hidrico sobre tecidos vegetais (Flowers et al., 1991). A manutengio
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de um alto conteudo relativo de agua em condi¢des de déficit hidrico ¢ usualmente bem
correlacionada com a produgdo de biomassa (Teulat et al., 1997). Muitas hal6fitas regulam o
turgor pela acumulacdo de NaCl, para alcangar concentracdes mais elevadas do que aquela no
meio salino (Jacoby, 1994).

Em espécie pertencente ao Género Atriplex ambos, o K™ e o Na' estdo envolvidos no
ajustamento osmotico de tecidos foliares submetidos a um baixo potencial hidrico externo que
pode ser causado, por baixa umidade do solo ou problemas de excesso de sais no solo (Osmond
etal., 1980). Em geral, o K* é acumulado em resposta & baixa umidade do solo, enquanto o Na' é
acumulado sob condicdes salinas (Glen et al., 1996). Estudos tém evidenciado o papel do Na'" na
osmorregulacdo em plantas sob condi¢des de estresse salino, enquanto os solutos organicos sao
importantes em condi¢oes de déficit hidrico (Song et al., 20006).

As espécies vegetais variam em sua susceptibilidade e na resposta ao decréscimo do
potencial hidrico ocasionado pela seca, embora todas tenham a capacidade intrinseca de
percepgao, sinalizagdo e resposta aos efeitos do estresses abioticos, como seca e salinidade, de
modo isolado ou combinado (Bohnert et al., 1995). Para sobreviver, as plantas utilizam vias e

componentes comuns durante a resposta a varios tipos de estresses diferentes (Pastori & Foyer,

2002). Este fenomeno, conhecido por tolerancia cruzada, permite a planta se adaptar/aclimatar a

uma gama de estresses, apOs a exposicao a um unico estresse especifico (Pastori & Foyer, 2002).
As vias que conduzem os estimulos da seca e do estresse salino sdo interconectadas
pelos estresses primarios e pelas respostas conferidas (homeostase, desintoxicagdo e controle do
crescimento). O ajustamento osmotico (AO) é definido como a diminui¢do do potencial hidrico
da planta devido a acumulagdo liquida de solutos em resposta ao estresse hidrico, pode servir
como um mecanismo de tolerancia 4 seca em varias espécies vegetais (Blum, 1989; Zhang et al.,

1999; Chimenti et al., 2002; Wang et al., 2003).
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Investigando a ocorréncia simultdnea do estresse hidrico e salino em Atriplex
canescens, Glenn & Brown (1998) concluiram que os efeitos de ambos os estresses, ndo sao
estritamente aditivos na redu¢do da performance da planta e que a tolerancia ambos os estresses
esta ligada a um mecanismo comum de absor¢io de Na' para o ajustamento osmético. O pré-
condicionamento de plantas a determinados fatores de estresses constitui assim uma excelente
ferramenta para a obtencdo da tolerancia a outros estresses abidticos como a seca e a salinidade
em plantas (Maia, 2004). Apesar da importancia da tolerancia cruzada na aclimatagdo de planta a
inimeros fatores de estresses, poucos estudos ainda sdo realizados como o intuito de verificar
€sses mecanismos.

Este trabalho teve o intuito de investigar se o pré-condicionamento de plantas de
Atriplex nummularia ao NaCl, influenciaria na resposta do potencial osmoético dessas plantas

apods a exposi¢ao a ciclos sucessivos de seca/re-hidratagao.
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4.2 - MATERIAIS E METODOS:

4.2.1 - Material vegetal

Em toda fase experimental, foram utilizadas mudas de erva-sal (Atriplex nummularia
Lindl.) que foram propagadas vegetativamente por estaquia, obtidas a partir de matrizes oriundas
do campo. Na época do experimento as mudas tinham dezoito meses de idade, sendo cultivadas
em baldes de polietileno com capacidade para 5 L, contendo como substrato vermiculita
expandida com granulagdo do tipo médio, possuindo uma capacidade médias de retencao de agua

na proporcao de 1,7 ( 70% a base de volume).

4.2.2 - Local e condicoes do experimento

O experimento foi desenvolvido em condig¢des de casa de vegetagdo, do Laboratorio
de Nutricao de Plantas e Estresse Ambiental — (LABPLANT) do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard, em Fortaleza-CE cuja localizagdo ¢ de
latitude 3° 44’ sul e longitude 38° 33° W e clima local do tipo AW na classificacao de Koeppen.
O periodo experimental foi compreendido entre os meses de Agosto e outubro de 2005. Durante
o experimento as condi¢des ambientais da €poca, no interior da casa de vegetagdo, foram:
fotoperiodo de 12 horas de luz, temperaturas minima 24°C, maxima 36°C, temperaturas médias
diarias de 28°C, umidade relativa do ar minima de 45%, maxima de 85%, médias diarias de 65%

e radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 500 pmol m™?s™.

4.2.3 Solucao nutritiva
Durante o experimento, foi utilizada a soluc¢ao nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)

modificada conforme a composi¢ao descrita na tabela 01 da pag.72

4.2.4 - Conducio e tratamento das plantas

As mudas de Atriplex nummularia, com idade de 18 meses foram transplantadas para
recipientes de polietileno contendo 5,0 kg de vermiculita (uma planta/recipiente). Todos os
recipientes contendo as plantas foram lavados exaustivamente com agua destilada visando
lixiviar o excesso de sais do substrato. Plantas uniformes em tamanho foram separadas em dois
grupos, onde foram submetidas aos seguintes pré-condicionamentos por 30 dias: (1) grupo de

plantas irrigadas somente com solugdo nutritiva de Hoagland e (2) grupo de plantas irrigadas com
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solugio nutritiva de Hoagland acrescida de 200 mmol L™ de NaCl. A irrigagdo nesta fase era
efetuada a cada trés dias. Semanalmente era coletado o lixiviado dos recipientes, a fim de
monitorar a condutividade elétrica e o pH das solu¢des dos mesmos.

Apos trinta dias de pré-condicionamento, foram aplicados aos dois grupos de plantas
trés ciclos sucessivos de seca/re-hidratacdo, onde cada ciclo correspondia a uma semana de
tratamento. Foram separados quatros subgrupos de plantas, onde foi adotado o seguinte
tratamento: (a) plantas pré-condicionadas com solucdo nutritiva sem a suspensdo da rega
(controle); (b) plantas pré-condicionadas com solugdo nutritiva com suspensao da rega (seca) ;
(c) plantas pré-condicionadas com NaCl com suspensdo da rega (NaCl + seca) e (d) plantas pré-
condicionadas com NaCl sem a suspensao da rega (NaCl). E este procedimento foi realizado
durante trés semanas (ciclos), onde no final de cada ciclo, os recipientes eram saturados com as
respectivas solugdes, correspondendo assim a trés ciclos de seca/re-hidratagdo. Sendo que na
ultima semana, todas as plantas foram irrigadas com agua destilada, até a saturagdo do substrato,

a fim de promover uma recuperagao dos respectivos tratamentos adotados.

4.2.5 — Colheita das plantas e determinacio analiticas

Apo6s cada semana (ciclo) de tratamento e também apods 48h de recuperagao foram
feitas medidas do conteudo relativo de agua, umidade, suculéncia, vazamento de eletrolitos,
osmolalidade total, potencial osmoético e ajustamento osmoético das folhas. As demais
determinagdes analiticas, incluindo solutos inorganicos e organicos foram feitas somente na
ultima coleta (apds 48h de recuperagdo). As plantas foram regularmente fotografadas com o
objetivo de registrar os sintomas visuais do estresse e/ou quaisquer outras modificacdes
morfologicas na parte aérea das plantas. Na colheita final, foi feita pesagem da massa fresca das
folhas, e onde posteriormente foram transferidas para secagem em estufa com circulacao de ar

quente a 70 °C durante 48 horas, sendo pesados novamente para determinacao da massa seca.

4.2.5.1 — Contetudo relativo de agua (CRA), Umidade e Suculéncia foliar

Foram determinados como descrito no item 3.2.6.1 da pag. 73
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4.2.5.2 - Integridade das membranas (vazamento de eletrélitos)

Foi determinado como descrito no item 3.2.6.2 da pag.73

4.2.5.3 — Determinacao do teor de cinzas

Foi determinado como descrito no item 3.2.6.3 da pag.74

4.2.5.4 — Determinacio da concentrac¢io de sddio e potassio

Foram determinadas como descrito no item 3.2.6.4 da pag.74

4.2.5.5 — Determinac¢iao da concentracio de cloreto

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.5 da pag. 74

4.2.5.6 — Determinag¢ao da concentrac¢ao de calcio e magnésio

Foram determinadas como descrito no item 3.2.6.6. da pag.75

4.2.5.7 — Determinacao do teor de nitrato

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.7 da pag. 75

4.2.5.8 — Determinaciao da concentracio de fosfato e sulfato

Foram determinadas como descrito no item 3.2.6.8 da pag.75

4.2.5.9 — Determinac¢ao da concentracio de acucares soliveis totais

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.9 da pag. 76

4.2.5.10 - Determinacido de aminoacidos livres totais (N-a-amino livre)

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.10 da pag.77

4.2.5.11 - Concentracgio de proteinas soliveis

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.11 da pag. 77
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4.2.5.12 - Determinacio do teor de prolina livre

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.12 da pag. 78

4.2.5.13 — Determinacao de glicina betaina

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.13 da pag. 78

4.2.5.14 - Osmolalidade total, Potencial osmético e Ajustamento osmético

Foram determinados como descrito no item 3.2.6.14 da pag. 79

4.2.5.15 - Contribuicio relativa de solutos inorganicos e orgianicos para o potencial osmético

das folhas

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.15 da pag. 79

4.2.6 - Delineamento experimental e analises dos resultados

Os tratamentos foram distribuidos de acordo com um delineamento inteiramente
casualizado, obedecendo a um esquema (4 x 4), correspondendo respectivamente a quatro
tratamentos ( Controle; Seca; NaCl + SECA; NaCl). e quatro repeti¢des, sendo cada parcela
experimental representada por um recipiente contendo uma planta, perfazendo um total de 16
parcelas experimentais. Os resultados foram analisados estatisticamente com base na analise de

variancia e teste de comparagao de médias (Tukey, p < 0,05).
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4.3 RESULTADOS

As plantas de Atriplex nummularia quando da realizagdo desse experimento tinham
exatamente 18 meses de idade, onde passaram por um periodo de aclimatagdo em recipientes de
polietileno com capacidade de 5L, com solu¢do nutritiva de Hoagland acrescida ou nao de
200mM de NaCl por 30 dias. Em seguida, as plantas pré-condicionadas foram submetidas aos
ciclos de seca e/ou re-hidratagdo por m periodo de um més, perfazendo assim ao final do
experimento, 20 meses de idade (Figura 12).

A massa seca das folhas foi superior no tratamento (NaCl) em torno de 15% quando
comparado com o tratamento (CONTROLE). Ressalte-se que nao houve diferenga significativa
na massa seca das folhas das plantas controle com as plantas pré-tratadas com NaCl e expostas a
seca (NaCl + SECA). Entretanto as plantas que ndo foram pré-tratadas com NaCl e submetidas a
seca (SECA) apresentaram significavelmente a menor massa fresca nas folhas (Figura 14A).

Essa tendéncia observada para massa seca das folhas foi a mesma encontrada na massa
organica seca (MOS) das folhas (Figura 14B). Os teores de cinzas observados nas folhas das
plantas de Atriplex nummularia, diferiram estatisticamente entre o grupo de plantas que foram
pré-tratadas com NaCl e foram submetidas ou ndo a seca (NaCl e NaCl + SECA) e o grupo de
plantas que nao foram pré-tratadas com NaCl e foram submetidas ou ndo a seca (CONTROLE e
SECA) (Figura 14C).

Em relagdo a umidade foliar das plantas de A. nummularia, somente no tratamento (seca)
foi verificada uma redugdo significativa durante os trés ciclos de seca/re-hidrata¢do, comparando
com os demais tratamentos (Figura 15A). Apds 48h de recuperagdo todos os tratamentos se
igualaram (Figura 15A).

Quanto a medida do contetido relativo de dgua (CRA) das folhas mostrado na Figura 15B,
nota-se que durante as trés semanas de tratamento ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (CONTROLE) e (NaCl) (Figura 15B). Porém, houve uma reducdo significativa no
CRA das folhas das plantas que ndo foram pré-tratadas com NaCl e foram submetidas a seca
(SECA) quando comparado com os demais tratamentos (Figura 15B), evidenciado também pelo

murchamento das folhas (Figura 13). Ap6s 48h de recuperacdo, ndo houve diferencga estatistica
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significativa no CRA das folhas, entre todos os tratamentos analisados, recuperando assim seu
turgor (Figura 15B).

Como pode ser observado na Figura 16A, a suculéncia foliar das plantas de A.
nummularia, ndo diferiu durante as trés semanas de seca/re-hidratagdo em todos os tratamentos
analisados, com excecdo das plantas que ndo foram pré-tratadas com NaCl e foram submetidas a
seca (SECA), onde apresentaram uma redugao significativa na suculéncia foliar durante o periodo
de tratamento. A mesma tendéncia observada no CRA ap6s 48h de recuperagdo, também foi vista
na suculéncia das folhas que voltaram aos mesmos valores observados na primeira semana de
tratamento, ndo apresentando diferenga significativa entre todos os tratamentos analisados
(Figura 16A).

A imposi¢do de ciclos de seca/re-hidratagdo nas plantas de Atriplex nummularia
provocaram uma aumento significativo no vazamento de eletrolitos tanto das plantas pré-tratadas
com NaCl (NaCl + SECA), quanto das que nao foram pré-tratadas com NaCl (SECA), como
mostrado na Figura 16B. Mostrando assim, o efeito da desidratacdo nas membranas celulares. O
mesmo nao foi evidenciado, nas plantas que ndo sofreram a imposi¢do a seca (CONTROLE e
NaCl), onde ndo houve diferenca significativa (Figura 16B). Apos o tratamento de recuperacao,
houve entdo uma diminuicdo nos danos nas membranas nos tratamentos de seca, atingindo
valores semelhantes aos das plantas que ndo foram submetidas a seca (Figura 16B).

Em rela¢do ao conteudo de sodio e cloreto das folhas de Atriplex nummularia, houve
diferencga estatistica significativa entre a imposi¢do da seca nas plantas que foram pré-tratadas ou
ndo com NaCl. As plantas pré-tratadas com NaCl, mostraram um conteado de Na' e CI
aproximadamente duas vezes maiores que as plantas que ndo foram pré-tratadas com NaCl
(Figura 17A). Nio houve alteragdo significativa nos teores de Na' e Cl das folhas com a
imposicdo da seca, nas plantas pré-tratadas ou ndo com NaCl. Mostrando assim, que a seca per Si
ndo provocou alteracdo nos teores de Na“ e CI” das folhas de A. nummularia e sim o pré-
tratamento com NaCl que provocou tais alteragdes.

Os teores de K, Ca’' e Mg+2, NOs e SO4'3 das folhas foram significavelmente reduzidos
com a imposi¢do da seca nas plantas pré-tratadas ou ndo com NaCl (Figura 17B, 18A, 18B ¢
18C). A redugdo nos teores de K, SO4~, NOs,, Mg™ ¢ Ca®" das folhas foi aproximadamente
15%, 18%, 33%, 50%, 70%, respectivamente. Nao houve diferenca significativa no conteudo de

PO, das folhas entre os tratamentos analisados (Figura 19A).
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Nao houve mudangas significativas no conteudo de agucares soluveis das folhas entre os
tratamentos analisados (Figura 20A). A respeito dos teores de aminoacidos livres totais nas folhas
percebe-se que as plantas que foram submetidas a ciclos de seca e/ou re-hidratagdo (SECA e
NaCl + SECA) tiveram uma maior acumulagdo de aminoacidos quando comparadas com as
outras plantas tratadas (Figura 20B). Os teores de proteinas soluveis foram superiores nas plantas
pré-tratadas com NaCl e submetidas a seca, enquanto que o menor valor foi encontrado nas
plantas pré-tratadas com NaCl e ndo expostas a seca (Figura 20C).

A imposi¢do de ciclos sucessivos de seca/re-hidratagdo provocou um aumento
significativo no conteudo de prolina livre das folhas das plantas pré-tratadas ou ndo com NaCl
(Figura 21A). Nao houve diferenca significativa entre os contetidos de prolina das plantas
(CONTROLE e NaCl) como mostra a Figura 21A. A Seca ndo provocou mudangas no contetido
de glicina betaina das folhas, nas plantas que nao foram pré-tratadas com NaCl (Figura 21B).
Porém, o tratamento (NaCl + SECA) provocou um aumento significativo no conteudo de glicina
betaina (Figura 21B).Interessantemente, o tratamento (NaCl) ndo teve diferenga significativa no
contetido de glicina betaina quando se compara com as plantas que ndo foram pré-tratadas com
NaCl (Figura 21B).

O tempo experimental de trés semanas, provocou mudangas na osmolalidade total das
folhas de Atriplex nummularia independentemente dos tratamentos de seca ou pré-tratamento
com NaCl, pois as plantas do tratamento (CONTROLE) mostraram uma pequena tendéncia de
aumento na osmolalidade total (Figura 22A).Entretanto a imposi¢ao da seca tanto nas plantas pré-
tratadas ou ndo com NaCl ocasionou um significativo aumento na osmolalidade das folhas, o
mesmo ndo ocorrendo nas plantas que foram tratadas apenas com NaCl onde a osmolalidade
permaneceu constante durante os trés ciclos de seca/re-hidratacao (Figura 22A).

A tendéncia de aumento, verificada na osmolalidade total das folhas de A. nummularia,
foi acompanhada por decréscimos significativos no potencial osmotico da folha, chegando a
atingir valores extremamente negativos (- 7,04MPa) no tratamento (NaCl + SECA) (Figura 22B).
Da mesma forma, as plantas tratadas somente com NaCl e ndo submetidas a seca ndo houve
alteragdo no potencial osmoético da folha, apesar de apresentar um potencial inicial ja bastante
negativo (-4,65MPa) (Figura 22B). Apds o periodo de recuperagdo de 48h, houve um
restabelecimento da osmolalidade total e do potencial osmético das folhas para condig@o inicial

da primeira semana (Figura 22A e 22B).
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Os trés ciclos de seca/re-hidratagdo provocou o ajustamento osmotico das folhas de A.
nummularia, independentemente do pré-tratamento com NaCl como mostra a Figura 23A.
Interessantemente, as plantas que forma apenas tratadas com NaCl, teve uma diminui¢do no
ajustamento osmotico das folhas durante as trés semanas de tratamento salino (Figura 23A).

Em relagdo a contribuicdo relativa dos solutos inorganicos para o ajustamento
osmotico das folhas de Atriplex nummularia, estimada através do percentual da osmolalidade
total, foi verificado que os fons salinos, Na' e o CI,, mostraram uma tendéncia de aumento na sua
contribui¢ao relativa com a imposi¢do de todos os tratamentos, quando se compara com o
tratamento controle (Figura 24 e Tabela 3). Entretanto os demais solutos inorganicos analisados
(K, Mg2+, Ca’', NOy, PO4>, SO4'2), tiveram um decréscimo significativo no percentual de
contribuicdo para a osmolalidade total das folhas com a imposicao da Seca e do pré-tratamento
com NaCl (Figura 24 e Tabela 3).

A maior parte da acumulagio de Na" e CI” observada nas folhas das plantas ndo
tratadas com NaCl e ndo expostas a seca, se deve a alta afinidade dessas células para ions salinos,
especialmente para Na' (25,9%) contra 25,3% do (CI’), em termos da contribuicdo relativa para a
osmolalidade total da folha. Em termos quantitativos, o Na" e o CI" foram os ions que mais
contribuiram para o ajustamento osmotico das folhas de Atriplex nummularia em condi¢des de
deficiéncia hidrica, chegando a aproximadamente 32,2% e 30,4% da osmolalidade total das
folhas, respectivamente, nas plantas pré-tratadas com NaCl e expotas a seca (Tabela 3).

Seguido dos ions salinos, o K foi o soluto inorginico que mais contribuiu
relativamente para osmolalidade total das folhas, porém mostrou um decréscimo significativo
com a deficiéncia hidrica, variando de 10,4% nas plantas do tratamento controle, para
aproximadamente 6% na plantas pré-tratadas com NaCl e submetidas a seca (Tabela 3). Apods o
K", os cations bivalentes Ca’" ¢ Mg®" também mostraram um decréscimo em seus conteudos na
folha, variando de 7,8% e 6,4%, respectivamente, nas plantas controle para 1,8% e 2,4% nas
plantas tratadas NaCl e submetidas a seca (Tabela 3). A contribuigdo relativa de NO3", PO4”,
SO47 para o ajustamento osmotico das folhas das plantas de A. nummularia em condigdes de

deficiéncia hidrica foi muito baixa, 3,5%, 1,3% e 1,1% ,respectivamente, nas plantas do
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tratamento controle, diminuindo para 1,5%, 0,9% e 0,5%, respectivamente, NaCl e submetidas a
seca (Tabela 3).

Com relacdo a contribuicao relativa de solutos organicos para o ajustamento osmotico
das folhas de Atriplex nummularia sob condi¢des de seca, foi visto que a contribui¢ao da glicina
betaina (GB) foi maior que as dos demais solutos orgéanicos analisados, variando de 8,4% da
osmolalidade total, para 7,04% nas plantas tratadas com sal e submetidas a ciclos de seca/re-
hidratacao (Tabela 4). Assumindo que a GB estd confinada no citosol da célula, que representa
cerca de 10% do volume total da célula, essa contribuigdo efetiva para o ajustamento osmotico
citosolico em condigdes de déficit hidrico, pode ser 10 vezes maior. Nao houve mudangas no
percentual de contribuicdo dos agucares soliveis para o ajustamento osmotico das folhas de
Atriplex nummularia com a seca independentemente do pré-tratamento com NaCl (Tabela 4).
Houve um decréscimo no percentual da contribui¢do dos aminoacidos livres para o ajustamento
osmotico com a imposicdo do tratamento de seca e pré-tratamento com NaCl (Tabela 4).
Interessantemente, a contribuicdo relativa de prolina para a ajustamento osmotico das folhas
aumentou com o tratamento de seca nas plantas que ndo foram pré-tratadas com NaCl e
decresceu o pré-tratamento salino, apesar do percentual de contribuigdo na seca ser irrisorio

(0,040%) (Tabela 4).
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Figura 12 - Aspecto visual das plantas de Atriplex nummularia ap6s 48h de recuperagdo de trés ciclos
sucessivos de seca/re-hidratagdo. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) (A)
corresponde ao controle irrigado a cada trés dias; (Seca) (B) sdo plantas ndo pré-tratadas com NaCl e
expostas a seca; (NaCl+seca) (C) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e
(NaCl) (D) corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo

experimental.
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Figura 13 — Perda de turgor das folhas das plantas de Atriplex nummularia nao pré-tratadas com NaCl e

expostas a trés ciclos sucessivos de seca/re-hidratacao.
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FIGURA 14 - Variacdo na massa seca (A), cinzas (B) e massa orgénica seca (C) das folhas de
Atriplex nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagao ao
final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e ap6s 48h de recuperacao
foram colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao
controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas nao pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repeti¢cdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 15 - Varia¢do na umidade (A) e no conteudo relativo de agua (B) das folhas de
Atriplex nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagao ao
final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e apos 48h de recuperagao
foram colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao
controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas nao pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repeti¢cdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 16 — Variagdo na suculéncia ¢ no vazamento de eletrolitos das folhas de Atriplex
nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagdo ao final de
cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas ¢ ap6s 48h de recuperacdo foram
colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao controle
irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repeti¢cdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 17 — Varia¢dao no conteido de Sddio (A), Cloreto (B) e potassio (C) das folhas de
Atriplex nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagao ao
final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e apos 48h de recuperagao
foram colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao
controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas nao pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repeti¢cdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 18 — Variagdo no contetido de nitrato (A), célcio (B) e magnésio (C) das folhas de
Atriplex nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagao ao
final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e apos 48h de recuperagao
foram colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao
controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas nao pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repeti¢cdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 19 - Variagdo no conteudo de fosfato (A) e sulfato (B) das folhas de Atriplex
nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagdo ao final de
cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e ap6s 48h de recuperacdo foram
colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao controle
irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repeti¢cdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 20 - Variagdo no conteido de agucares soluveis (A), aminoacidos livres (B) e
proteinas soluveis (C) das folhas de Atriplex nummularia expostas a seca durante trés ciclos de
desidratacao seguidos por irrigagdo ao final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas
irrigadas e apds 48h de recuperacdo foram colhidas. Os tratamentos correspondem
respectivamente a: (Controle) corresponde ao controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo
plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca; (NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas
com 200 mM de NaCl e expostas a seca ¢ (NaCl) corresponde as plantas sempre tratadas com
200 mM de NaCl durante todo periodo experimental. Os valores representam médias de quatro
repetigdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 21 — Variagdo no contetido de prolina (A) e glicina betaina (B) das folhas de Atriplex
nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagdo ao final de
cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e ap6s 48h de recuperagdao foram
colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao controle
irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo imental.
Os valores representam médias de quatro repeti¢des. (*Letras minusculas iguais, A diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 22 — Variagdo na osmolalidade total (A) e no potencial osmdtico (B) das folhas de
Atriplex nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagao ao
final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e apos 48h de recuperagao
foram colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao
controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas nao pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repetigcdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 23 — Variagdo no contetido de prolina (A) e glicina betaina (B) das folhas de Atriplex
nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagdo ao final de
cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e ap6s 48h de recuperagdao foram
colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao controle
irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repetigcdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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FIGURA 24 — Contribuicao relativa de solutos inorganicos na osmolalidade total das folhas de
Atriplex nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagao ao
final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e apos 48h de recuperagao
foram colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao
controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas nao pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sdo as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.
Os valores representam médias de quatro repetigcdes. (*Letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey)
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Tabela 4 - Contribuicdo relativa de solutos inorganicos na osmolalidade total das folhas de
Atriplex nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidrata¢do seguidos por irrigacdo ao
final de cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e apos 48h de recuperagao
foram colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao
controle irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sao as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.

Os valores representam médias de quatro repeticoes.

Tratamentos  Na' Cr K" Ca™ Mg” NO; PO, SO~
[NaCl] mM %
Controle 25,945 25,3 10,38 7,83 6,44 3,51 1,36 1,15
Seca 26,24 28,9 8,075 6,48 5,64 3,06 1,24 0,85
NaCl +seca 32,22 30,38 6,08 1,71 2,24 1,54 091 0,58
NaCl 36,14 32,39 7,89 1,85 242 1,68 0,9 0,75

Tabela 5 - Contribuigao relativa de solutos organicos na osmolalidade total das folhas de Atriplex
nummularia expostas a seca durante trés ciclos de desidratagdo seguidos por irrigagdo ao final de
cada ciclo. No ultimo ciclo, as plantas foram todas irrigadas e ap6s 48h de recuperacdo foram
colhidas. Os tratamentos correspondem respectivamente a: (Controle) corresponde ao controle
irrigado a cada trés dias; (Seca) sdo plantas ndo pré-tratadas com NaCl e expostas a seca;
(NaCl+seca) sao as plantas pré-tratadas com 200 mM de NaCl e expostas a seca e (NaCl)
corresponde as plantas sempre tratadas com 200 mM de NaCl durante todo periodo experimental.

Os valores representam médias de quatro repeticdes.

Tratamentos Glicina Acucares Aminoécidos prolina
betaina soluveis livres
[NaCl] mM %
Controle 8,39 2,95 1,30 0,014
Seca 7,74 2,89 1,71 0,038
NacCl + seca 7,04 1,86 0,89 0,017
NaCl 5,28 2,54 0,62 0,009
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4.4 — DISCUSSAO

As espécies xero-haldfitas originadas dos desertos australianos, dentre elas a Atriplex
nummularia, sdo frequentemente pensadas como sendo bem adaptadas a solos aridos (seca) e
halomorficos (presenga de sais), ambiente este extremamente hostil & maioria das plantas, quer
sejam cultivadas ou ndo. No entanto, existem poucos estudos que levem em consideracao a
combinagdo dos efeitos tanto do estresse salino como da seca nestas espécies de halofitas (Glenn
& Brown, 1998; Martinez et al., 2005).

Apesar de estudos, sugerirem que as vias que conduzem os estimulos da seca e do
estresse salino sdo interconectadas pelos estresses primarios e pelas respostas conferidas
(homeostase, desintoxicagdo e controle do crescimento) (Knight & Knight, 2001). Investigando a
ocorréncia simultanea do estresse hidrico e salino em Atriplex canescens, Glenn & Brown (1998)
concluiram que os efeitos de ambos os estresses, ndo sdo estritamente aditivos na reducao da
performance da planta e que a tolerancia ambos os estresses estd ligada a um mecanismo comum
de absorcio de Na' para o ajustamento osmotico.

O crescimento celular parece ser a resposta mais sensivel ao estresse hidrico. O
estresse hidrico ¢ um expressivo problema para a produgdo vegetal, pois existe um efeito
inibitorio na acumulagdo de biomassa (Nonami et al., 1997; Mullet & Whitsitt, 1996). A inibicao
da expansdo celular ¢ comumente seguida por uma redugcdo na sintese de parede celular
(Salisbury & Ross, 1992). O processo de crescimento celular, através da sintese de proteinas e de
parede celular, é o mais sensivel as redugdes na disponibilidade de agua nos tecidos (Salisburry
& Rossi, 1991; Nobel, 1992). Entretanto, os mecanismos moleculares que respondem as reducdes
no potencial de agua e que desencadeiam os processos responsaveis pela paralisacdo do
alongamento celular, ainda ndo s3o bem entendidos. Acredita-se que, tais processos, sao
mediados pelo acido abscisico (ABA), o qual ¢ encontrado em grande quantidade, durante o
estresse hidrico (Bray, 1993; Ingram & Bartels, 1996).

No presente estudo, a seca foi capaz de reduzir a massa seca das folhas das plantas
que ndo foram pré-tratadas com NaCl, o mesmo ndo foi evidenciado nas plantas que foram pré-
tratadas com NaCl (Figura 14A), mostrando que o pré-condicionamento das plantas de Atriplex
nummularia foi capaz de atenuar os efeitos da deficiéncia hidrica. O NaCl estimulou a producéo
de biomassa, mesmo nas plantas submetidas a ciclos de seca (NaCl -H,0), o que mostra o efeito

altamente benéfico do Na' e CI' na nutri¢do destas plantas (Aratjo, 2003), tendo em vista que
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esta espécie halofita ¢ do tipo incluidora de sais. Estes resultados estdo de acordo com os
encontrados por Reimann & Breckle (1993), que observou que em A. acuminata e A. rosea, mais
de 70% do contetido de Na" total destas plantas estdo localizados nas folhas.

A essencialidade de Na" como micronutriente tem sido bem estabelecido para Atriplex
vesicaria, o Na' ¢ um micronutriente em sentido estrito para as plantas C4, mas ndo para as
plantas C; (Brownell, 1965). Em algumas espécies de halofitas, como a Halogeton glomeratus,
uma erva daninha, essa espécie tem uma necessidade tio elevada de sal que o Na' pode ser
considerado um macronutriente (Williams, 1960). Em espécies C4, como por exemplo, A.
nummularia, o Na’ pode tanto influenciar na fase fotoquimica e bioquimica da fotossintese,
estando envolvido no transporte de piruvato dentro do mesofilo dos cloroplastos (Ohnishi et al.,
1990; Aoki et al., 1992) e mantendo a integridade funcional através da influéncia direta sobre o
empilhamento das membrans dos tilacoides (Groef et al., 1989; Brownell & Bielig, 1996). Para
Murata et al., 1992 a maioria das espécies C,4 requerem Na' em pequenas quantidades para
converter piruvato em fosfoenolpiruvato em condi¢des de baixa luminosidade.

Mesmo em condi¢des de deficiéncia hidrica o pré-tratamento com NaCl foi capaz de
manter o crescimento das plantas de Atriplex nummularia, talvez pela economia do uso da dgua
muito comum nessa espécie de haldfita. Koyro, (2006) trabalhando com a halofita Plantago
coronopus, submetidas a diferentes percentagens da agua do mar (0%, 25%, 50% e 75%) e da
propria agua do mar (100%) verificou que houve um aumento no uso eficiéncia da agua com
incremento da salinidade. Resultados similares foram também obtidos por Arawjo, (2003)
trabalhando com doses crescentes de NaCl, com A. nummularia o que mostra a economia de agua
desta espécie em situagdo de estresse salino.

Ressalte-se que mesmo em condicdo de seca, as plantas pré-tratadas com NaCl
apresentaram um teor de cinzas e uma massa organica das folhas igual ou superior ao das plantas
que ndo foram pré-tratadas com sal (Figura 14B e 14C) , o que comprova que o NaCl aumenta a
habilidade destas plantas em conviver a condicdes de deficiéncia hidrica. Martinez et al., (2003)
conclui que em A. halimus, a resisténcia ao estresse hidrico estimada pela produgdo de biomassa,
pode estar associada com o alto uso eficiéncia da agua do que propriamente com ajustamento
osmotico, e que o Na' pode assumir uma fungado fisioldgica especifica nesta espécie C4 xero-

halofita.
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Em condig¢des de deficiéncia hidrica, a habilidade das plantas em manter o status hidrico
das células (ajustamento osmotico) e a integridade celular pode ser uma vantagem adaptativa.
Mudangas nas propriedades de elasticidade do tecido e na concentracdo de solutos podem
promover a manutencao do turgor e volume celular apesar do baixo potencial hidrico (Ayoub et
al., 1992). A manutengdo do turgor durante mudangas no status hidrico da planta pode preservar
processos metabolicos da planta e contribuir para o crescimento em condigdes de escassez de
agua. As plantas de Atriplex nummularia pré-condicionadas com NaCl foram capazes de manter
o seu status hidrico mesmo em condi¢6es de seca, mostrando uma umidade, conteudo relativo de
agua (CRA) e a suculéncia das folhas superiores as apresentadas pelas plantas que ndo foram pré-
tratadas com NaCl e foram submetidas a seca na terceira semana de tratamento (Figura 15 e
16A). A suculéncia foliar ndo diferiu na primeira e segunda semana e recuperagdo, sendo
somente diferente na terceira semana entre os tratamentos. A manutengao de um alto contetido
relativo de dgua em condigdes de déficit hidrico ¢ usualmente bem correlacionada com a
producdo de biomassa (Teulat et al., 1997).

A alta suculéncia foliar e um alto conteudo relativo de dgua ¢ uma estratégia
adaptativa que contribui para a regulagdo da concentracdo idnica interna em muitas haléfitas
diante de condi¢des ambientais adversas (Short & Colmer, 1999). Cabe salientar que em
situagoOes de alta salinidade, uma das estratégias lancadas por plantas hal6fitas para conviver com
este ambiente hostil € o aumento da suculéncia da planta (Waisel, 1972). Nao obstante, neste
presente estudo, como observado na Figura 16A, O que mostra provavelmente uma agao da seca
fazendo com suculéncia das plantas pré-tratadas (NaCl -H,O) fossem menor. Uma outra
explicaciio seria os proprios niveis endégenos de Na' das plantas de Atriplex (Gale & Poljakoff-
Mayber, 1970), que sdo elevados, interferindo assim na suculéncia foliar principalmente das
plantas que ndo foram pré-tratadas com sal.

A perda de turgor das folhas das plantas de A. nummularia submetidas a seca ¢ que
nao foram pré-condicionadas com NaCl pode também ser evidenciado pelo murchamento e
aspecto morfologico (Figura 13). Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por
Martinez et al., (2003) trabalhando A. halimus verificou uma diminui¢do acentuada do CRA
destas plantas quando submetidas a deficiéncia hidrica. Martinez et al., (2005) trabalhando com a
mesma espécie (A. halimus) em situagdo de salinidade e seca encontraram resultados

semelhantes. O tratamento de recuperacdo de 48h de re-hidratagdo de todas as plantas com agua
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destilada foi capaz de reverter as mudangas ocasionadas pela seca umidade, CRA e suculéncia

das folhas em todos os tratamentos.

Apesar das plantas de Atriplex nummularia ter mostrado um maior contetudo hidrico
nas folhas com o pré-tratamento com NaCl durante os trés ciclos de seca/re-hidratacdo, isso nao
foi correlacionado com o vazamento de eletrlitos, que estima o grau de integridade das
membranas celulares, pois 0 mesmo também foi aumentado significavelmente nessas plantas
(Figura 16B). Talvez a interacao dos efeitos do sal e da seca tenha provocado danos irreversiveis
nas membranas das células, apesar de que apos o periodo de recuperagao de 48h ocorreu uma
reducdo nesse vazamento de eletrdlitos, atingindo valores iguais aos observados no inicio do
tratamento.

Conforme observado na Figuras 17, que relata os teores de Na', CI" e K" nas folhas,
percebeu-se diferencas nos teores de Na' e CI” entre os grupos de plantas ndo pré-tratadas com
NaCl (CONTROLE e SECA) e o grupo de plantas pré-tratadas com NaCl (NaCl + SECA e
NaCl). Como era de se esperar, nas plantas onde houve a presenca de NaCl houveram
incrementos substanciais nos teores de Na" e Cl", enquanto os teores de K praticamente ndo
sofreu alteracdes nos dois grupos de plantas demonstrando assim que este nutriente possa ter sido
utilizado para manutengdo do turgor dessas plantas nessas condi¢des de deficiéncia hidrica. O K"
¢ um componente essencial para o ajustamento osmotico celular e principalmente para o
fenomeno de abertura ¢ fechamento estomatico (Maathuis & Amtmann, 1999). Existem varios
estudos sobre o comportamento do Na' na nutricio de plantas do género Atriplex, mas
usualmente esses estudos levam somente em consideracdo condi¢des de salinidade ¢ ndo de
deficiéncia hidrica (Mozafar & Goodin, 1970; Storey et al., 1983; Glenn et al., 1996; Wilson et
al., 2000; Araujo, 2003).

Em experimento conduzido por Glenn & Brown, (1998) trabalhando com Atriplex
canescens, investigando a ocorréncia simultanea do estresse salino e hidrico, concluiram que os
efeitos de ambos os estresses nao sdo aditivos para reducao da performance da planta. E que a
tolerancia ao estresse salino e hidrico esta ligada através de um mecanismo comum de absorgao
de Na' para promogao do ajustamento osmético. Martinez et al., (2005) trabalhando com Atriplex

halimus encontrou efeito benéfico do Na' em aliviar danos causados pelo polietileno glicol 6000
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(PEG 6000), um indutor artificial de seca, confirmando que o Na" estd envolvido na resisténcia
ao estresse hidrico.

Os niveis de NO3, Ca™ ¢ Mg™ das folhas das plantas pré-tratadas com NaCl
submetidas ou ndo a seca, foi significavelmente decrescidos. Ou seja, isso mostra que a seca per
si ndo foi capaz de reduzir o contetido desses solutos inorganicos da folha, sendo o NaCl o
principal agente causador desses decréscimos acentuados observado nas folhas das plantas de
Atriplex nummularia tratadas com NaCl (Figura 18). E interessante ressaltar que ndo houve
diferencas estatisticas dentro de cada grupo demonstrando assim que a seca nao influenciou na
nutri¢cdo destes ions.

Tem sido sugerido que o tratamento com NaCl provoca o decréscimo significativo da
concentragdo de NO;™ das folhas de ndo halofitas (Gouia et al., 1994; Botella et al., 1997) e isto
pode ser devido ao antagonismo entre NO3 e o CI” (Bottacin et al., 1985) ou a interferéncia do
NaCl externo com um ou mais tipos de transportatores na membrana plasmatica de células da raiz
(Stientra, 1986). O aumento do contetido de Na" provocado pelo NaCl pode também influenciar
nesse decréscimo das concentragdes de Ca®’, Mg™ observadas somente nas folhas das plantas
pré-tratadas pois influencia nas relagdes Na'/Ca®" e Na'/Mg®" no tecido vegetal, podendo
provocar assim um desbalango nutricional na planta (Rogers & Noble, 1992; Ullah et al., 1993).
Quanto aos teores dos anions PO4'3 € SO4'2 das folhas, percebeu-se que os teores de PO4'3
permaneceram constantes em todos os trés tratamentos, enquanto que os teores de SO4'2 teve uma
discreta diminuigdo com a seca, apesar de nao ser significativo (Figura 19).

Em condi¢des de deficiéncia hidrica, varias espécies vegetais exibem aumento nas
concentracdes de substancias nitrogenadas como prolina, betainas, citrulinas (Rabe, 1993), além
de sacarose e agucares-alcoois, como o pinitol (Ingram & Bartels, 1996), utilizando—os como
estratégia para o ajustamento osmotico e prevengao da perda de dgua e subseqliente desidratagao
celular (Handa et al., 1986). Neste estudo ndo houve mudangas significativas no contetdo de
acgucares soluveis das folhas com a imposi¢ao do tratamento de seca em todos os tratamentos
analisados (Figura 20A). Quanto ao conteido de aminodacidos livres e as proteinas soluveis
verificou-se uma suave tendéncia de aumento nas plantas sob seca que ndo foram pré-tratadas
com NaCl (SECA), o que sugere uma possivel utilizagdo destes aminoacidos como precursores
de outros osmoprotetores no sentido de proteger a planta contra os danos nocivos causado pela

Scca.

137



A seca promoveu o aumento significativo do conteudo de prolina das folhas das
plantas independentemente do pré-condicionamento com NaCl como pode ser evidenciado na
Figura 21A. Estudos evidenciam que a prolina tem um importante papel na tolerancia a seca de
xero-halofitas (Wang et al., 2004). Entretanto o acimulo de prolina, ndo esteve envolvido com o
ajustamento osmotico de plantas de Atriplex halimus sob estresse hidrico, pois seu contetdo em
folhas foi relativamente baixo e ndo foi modificado em reposta ao déficit hidrico, enquanto o
conteudo relativo de 4gua e o potencial osmoético foram significativamente decrescidos (Martinez
et al., 2004). Porém em condigdes de estresse salino, Bajji et al. (1998) observou um aumento
nos niveis de prolina nas folhas de Atriplex halimus. Sugerindo que as altera¢des devido ao
estresse hidrico, sio menos importantes que os danos ocasionados pelo sal ou talvez que os ions
Na' e CI" podem ter um efeito toxico adicional provocando assim diretamente a over-producio de
prolina independente do componente osmdtico do estresse salino. Entretanto essa hipdtese ndo se
foi relacionada com o observado em nosso estudo.

A acumulagdo de glicina betaina em plantas tem sido frequentemente registrada sob
condigdes de estresse hidrico e salino, tendo sido usualmente considerada ter um efetivo papel
fisiologico na osmorregulacdo de compartimentos citoplasmaticos celulares, na protecao de
proteinas e na estabilizagdo de membranas nessas condi¢cdes adversas (Sakamoto & Murata,
2000). Espécies de familia Chenopodiaceae, do qual faz parte a Atriplex nummularia, produzem
glicina betaina em resposta ao estresse hidrico e salino (Marcum & Murdoch, 1992). Entretanto,
neste trabalho as plantas de Atriplex nummularia ndo acumularam significavelmente GB nas
folhas em resposta a seca, como ja demonstrado em outros trabalhos. Neste estudo, apenas o
tratamento de seca nas plantas que foram pré-tratadas com NaCl ¢ que provocou o aumento nas
concentracdes de GB nas folhas. Evidéncias circunstanciais indicam que a acumulagdo de glicina
betaina induzida pelo estresse ¢ adaptativa, desde que pode funcionar como um osmotico
compativel ou um osmoprotetor. Em Atriplex halimus, houve um aumento consideravel na
concentragdo de glicina betaina nas folhas em resposta ao estresse hidrico (Martinez et al., 2004).

O ajustamento osmdtico (AO) ¢ definido como a diminuigdo do potencial hidrico da
planta devido a acumulagdo liquida de solutos em resposta ao estresse hidrico, pode servir como
um mecanismo de tolerancia a seca em varias espécies vegetais (Blum, 1989; Zhang et al., 1999;
Chimenti et al., 2002; Wang et al., 2003). Neste trabalho as plantas de Atriplex nummularia

sofreram mudangas significativas na osmolalidade total e no potencial osmotico das folhas
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durante os trés ciclos sucessivos de seca/re-hidratagdo como mostrado na Figura 22. A interagdo
entre o pré-tratamento com o NaCl e o posterior tratamento de seca provocou um aumento
significativo na osmolalidade total das folhas no decorrer dos ciclos de seca/re-hidratacao, isto
sendo acompanhado igualmente por decréscimos significativos no potencial osmotico das folhas.
Diversos estudos tém demonstrado que espécies do género Atriplex sdo capazes de diminuir seu
potencial osmotico em condi¢des de estresse hidrico e salino, com o intuito de se ajustar
osmoticamente para garantir assim a absor¢do de adgua nessas condi¢des adversas (Bajji et al.,
1998; Khan et al., 2000; Martinez et al., 2004; Martinez et al., 2005).

Porém nao houve uma correlagdo entre o ajustamento osmotico e a produgdo de
biomassa em Atriplex halimus sob condi¢oes de estresse hidrico (Martinez et al., 2004). Sob
condicdes de seca, a manuten¢do do turgor da célula pode ocorrer pelo ajustamento osmotico por
uma acumulagdo liquida de solutos para obter um gradiente favoravel de potencial hidrico. Em
adi¢do, o acimulo destes compostos no citoplasma pode proteger as membranas celulares, as
proteinas e a maquinaria metabdlica, o que pode preservar a estrutura subcelular dos danos
resultantes da desidratagdo (Serraj & Sinclair, 2002). Neste trabalho a intera¢do entre o pré-
condicionamento com NaCl e a imposi¢do de ciclos sucessivos de seca/re-hidratagdo foram
capazes de provocar um ajustamento osmotico nas folhas de Atriplex nummularia, como pode ser
evidenciado pelo gradiente ocorrido entre o potencial osmdtico das plantas desse tratamento em
relagdo aos demais tratamentos (Figura 23). Esse ajustamento osmoético nas folhas foi
corroborado pelas mudangas significativas na osmolalidade total e no potencial osmético.

Em espécies pertencentes ao Género Atriplex ambos, o K* e o Na' estdo envolvidos
no ajustamento osmotico de tecidos foliares submetidos a um baixo potencial hidrico externo que
pode ser causado, por baixa umidade do solo ou problemas de excesso de sais no solo (Osmond
etal., 1980). Em geral, o K é acumulado em resposta & baixa umidade do solo, enquanto o Na' é
acumulado sob condigdes salinas (Glen et al., 1996). Estudos tém evidenciado o papel do Na" na
osmorregulacdo em plantas sob condi¢des de estresse salino, enquanto os solutos orgéanicos sao
importantes em condig¢oes de déficit hidrico (Song et al., 2006). .

Neste trabalho a importancia dos solutos inorgéanicos para o ajustamento osmaético em
condi¢cdes de seca foi significavelmente maior que a dos solutos organicos, quando se fez a
contribui¢do relativa de cada um dos solutos para a osmolalidade total das folhas de Atriplex

nummularia (Figura 24 e 25). Dentre os solutos inorganicos analisados o Na" e o CI” foram os
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que tiveram um aumento significativo no percentual de contribui¢do, enquanto os demais tiveram
um decréscimo significativo com a imposigao dos ciclos sucessivos de seca/re-hidratacdo (Tabela
4). Isso corrobora o que ja foi verificado na literatura, onde os ions Na" e Cl" podem contribuir
enormemente para o ajustamento osmotico de células de folhas de plantas de Atriplex
nummularia (Flowers et al., 1977, Glenn & Brown, 1999; Ramos et al., 2004; Aratjo et al.,
2006).

O percentual de contribui¢do dos solutos organicos analisados foi também diminuido
com a imposi¢do do tratamento de seca (Tabela 5). Dentre os solutos orgéanicos analisados, GB
foi 0 que mais contribuiu para o ajustamento osmotico, pois esta confinada no citossol das células
vegetais que compreende cerca de 10% do volume total da célula (Flowers et al., 1977), assim a
contribuicdo de GB para o AO do citossol pode ser 10 vezes maior. Neste caso, GB pode

contribuir com a maioria do AO do citoplasma das células das folhas.
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4.5 - CONCLUSOES

Os resultados evidenciam que o pré-condicionamento com NaCl influenciou
positivamente no crescimento de Atriplex nummularia, em condigdes de seca, evidenciado
pelo maior acimulo de massa seca e melhor status hidrico das folhas. Dentre os solutos
inorganicos analisados, o Na' e o Cl" foram os que mais contribuiram para a osmorregulagio
das folhas em condicdes de deficiéncia hidrica. Enquanto, GB foi o soluto organico mostrou o

maior percentual de contribui¢do para o potencial osmotico.
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5. CAPITULO 3- “Efeito do Pré-Condicionamento de Plantulas de Atriplex nummularia

com NaCl na Resposta a Seca Induzida por PEG”
5.1 INTRODUCAO

A resisténcia a seca ¢ um fendmeno complexo que envolve a interacdo de iniumeros
fatores fisiologicos da planta com o ambiente. Apesar dos anos de pesquisas sobre o estudo do
déficit hidrico em plantas superiores, os processos moleculares que sdo mais rapidamente
afetados, como também os mecanismos iniciais da resposta molecular, ainda ndo estdo bem
compreendidos (Bray, 1993). Atualmente sabe-se que os efeitos da seca na producdo vegetal
provocam alteragdes no metabolismo e no crescimento. Sua intensidade ¢ diretamente
dependente do estadio fisioldogico em que o organismo se encontra e da sua severidade.

A escassez de agua no solo ocasiona o decréscimo do potencial hidrico do solo,
dificultando assim a absorcdo de agua pelas plantas. As halofitas possuem caracteristicas
morfofisiologicas especificas que permitem realizar suas fungdes vitais mesmo condigdes de
baixos potenciais osmoticos no ambiente radicular (Poljakoff-Mayber, 1975). Com isso, tem
aumentado o interesse ao estudo de caracteristicas fisioldgicas de espécies xero-halofitas, visando
identificar e entender os mecanismos que levam a resisténcia ao estresse hidrico (Wang &
Showater, 2004).

Um dos mecanismos adaptativos que contribuem para a resisténcia das plantas ao
estresse hidrico ¢ o ajustamento osmotico envolve a acumulacdo de solutos organicos e
inorganicos nas células, visando o abaixamento do potencial hidrico da planta, em resposta a
queda do potencial hidrico do solo, visando garantir assim a absor¢do de agua pela planta (Zhang
et al., 1999). O ajustamento osmoético ocorre tanto em haldfitas como em glicofitas, entretanto a
forma como as plantas o realiza depende evidentemente, da espécie considerada e da rapidez com

que o potencial hidrico do meio externo & raiz ¢ reduzido (Prisco, 1980). Se a planta for
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submetida a um choque osmotico (p.ex diminui¢do abrupta do potencial hidrico da solugdo de
cultivo pela adigao de polietileno glicol ou de NaCl ), a fase inicial do ajustamento osmotico sera
a desidratacao, resultando no abaixamento do potencial osmoético da célula. Em seguida, a célula
poderd acumular solutos inorgéanicos e organicos, promovendo o ajustamento osmdtico. Se a
reducdo do potencial hidrico externo ocorrer gradualmente, como acontece normalmente em
condi¢des de campo, a planta ndo devera sofrer o processo de desidratagdo inicial e podera
manter sua homeostase osmotica através da absorcdo de sais e/ou pela sintese de solutos
organicos (Prisco, 1980).

Tanto em condi¢des de seca ou salinidade, o ion K e os compostos organicos sio os
solutos mais importantes para o ajustamento osmotico em células pouco vacuoladas, enquanto
que os ions K" Na’, CI" sdo os principais solutos em células altamente vacuoladas (Wyn Jones &
Gorham, 1983). Em algumas espécies do género Atriplex, o ajustamento osmotico ¢ conseguido
pela acumulagdo de osmoprotetores, principalmente glicina betaina, que tem um papel positivo
na manutencao da integridade das membranas celulares sob condi¢gdes de estresse hidrico (Wang
& Showater, 2004).

Ja foi verificado que os ions Na' e Cl" podem também contribuir para o ajustamento
osmotico de células de folhas de plantas de Atriplex nummularia (Flowers et al., 1977; Glenn &
Brown, 1999; Ramos et al., 2004; Araujo et al., 2006). Nos ultimos anos, uma consideravel
atencdo tem sido dada sobre o envolvimento direto ou indireto do Na' no ajustamento osmético
de algumas espécies de halofitas sob condi¢des de seca e salinidade (Osmond et al., 1980; Khan
et al., 2000; Subbarao et al., 2001; Martinez et al., 2005; Song et al., 2006). Foi verificado que o
NaCl pode aliviar os efeitos provocados pelo estresse hidrico induzido por PEG em Atriplex

halimus, porém o efeito do Na' no ajustamento osmoético foi pequeno (Martinez et al., 2005).
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O polietileno glicol (PEG) ¢ um agente osmdtico comumente usado para induzir um
estresse hidrico (Hanson & Nelsen, 1978). Basicamente, o PEG ndo penetra nos espagos da
parede celular (Foster & Walters, 1991). Pensa-se geralmente que as moléculas do PEG com uma
massa molecular maior que 3000 ndo sdo absorvidos por todos (Mexal et al., 1975). Por isso, o
PEG ¢ tdo utilizado em experimentos com espécies vegetais quando se deseja induzir um efeito
osmotico, separando assim do efeito i0nico, sendo ambos os efeitos, ocorridos em condi¢des de
estresse salino. Em condigdes de deficiéncia hidrica ¢ verificado somente o efeito osmdtico que
impede a absorcao de agua pela planta.

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia de um pré-condicionamento de
plantulas de Atriplex nummularia ao NaCl, na resposta ao estresse hidrico induzido por PEG em

condi¢des controladas de sala de crescimento.
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5.2 - MATERIAIS E METODOS:

5.2.1 - Material vegetal

Em toda fase experimental, foram utilizadas mudas de erva-sal (Atriplex nummularia
Lindl.) que foram propagadas vegetativamente por estaquia, obtidas a partir de matrizes oriundas
do campo. Neste experimento foram utilizadas plantulas com aproximadamente dois meses de
idade cultivadas em vasos plasticos contendo substrato arenoso em condigdes de casa de

vegetacao.

5.2.2 - Local e condicdes do experimento

As plantulas com idade de dois meses foram transferidas para sala de crescimento sob
condigdes controladas de temperatura, umidade, fotoperiodo e intensidade luminosa nas
dependéncias da casa de vegetagdo do Laboratoério de Nutrigdo de Plantas e Estresse Ambiental —
(LABPLANT) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal
do Ceara, em Fortaleza-CE cuja localizagdo ¢ de latitude 3° 44’ sul e longitude 38° 33 W e clima
local do tipo AW na classificagdo de Koeppen. Durante o experimento as plantulas ficaram
expostas na sala de crescimento a temperaturas de 25+2 °C, controlada por sistema de ar
refrigerado, umidade realtiva do ar de 80%, mantida por dois umidificadores, aeracao da solugdo
nutritiva, mantida por bombas de ar (tipo aquario) e PAR de 240 pmol m™ s™', utilizando-se um
sistema de ilumina¢do com lampadas fluorescentes osram-grolux de 20W misto com lampadas de
vapor de merctrio de 100W. Sendo todo o sistema controlado por timer automatico que permita
um controle sistemdtico de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. O periodo experimental foi

compreendido entre os meses de Agosto e setembro de 2005.

4.2.3 Solucio nutritiva
Durante o experimento, foi utilizada a solugao nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)

modificada conforme a composi¢ao descrita na tabela 01 da pag.72

5.2.4 - Conducgao e tratamento das plantas
As plantulas de Atriplex nummularia, com idade de dois meses foram transplantadas
para cultivo hidropdnico em vasos plasticos com capacidade para 0,8 L contendo solucdo

nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) diluida 1:4 cuja composi¢ao foi mostrada no item 5.2.3
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em condi¢des controladas de sala de crescimento como descrita no item 5.2.2. A solugdo nutritiva
era trocada toda semana durante toda a fase experimental. As plantulas permaneceram por um
periodo de uma semana na solucao nutritiva para a aclimatacao das mesmas.

Apos esse periodo de aclimatacdo, as plantulas foram separadas em dois grupos onde
foram aplicados dois pré-tratamentos: (1) um grupo de plantas permaneceu no cultivo com
solugdo nutritiva (1:4) e o (2) outro grupo de plantulas, a solugdo nutritiva foi acrescida de
200mM de NaCl com respectiva C.E de 19,22 mS cm™. Os dois grupos de plantas permaneceram
sob esses dois pré-tratamentos por um periodo de duas semanas.

Ap6s o periodo de pré-condicionamento, foram separados quatros subgrupos de
plantas, onde foram adotados os seguintes tratamentos: (a) plantas que foram pré-condicionadas
com solugdo nutritiva permaneceram nesse cultivo (Controle); (b) plantas que foram pré-
condicionadas com solug¢do nutritiva, foi adicionado polietileno glicol (PEG) na concentragao
29,5% m/v (PEG); (c) plantas que foram pré-condicionadas com 200mM de NaCl pemaneceram
nesse cultivo (NaCl) e (d) plantas que foram pré-condicionadas com 200mM de NaCl, foi
adicionado polietileno glicol na concentragdo de 29,5% m/v (NaCl + PEG). As concentragdes de
NaCl (200mM) e PEG (29,5% m/v) adotadas nesse experimento foram isosmoticas,
correspondendo ambas um potencial osmotico de -1,0 MPa. Os quatros sub-grupos de plantas

permanecerao nesses tratamentos por um periodo de uma semana.
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Figura 26 - Transferéncia de Plantulas de Atriplex nummularia com dois meses de

idade para sala de crescimento sob condigdes controladas.
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Figura 27 - Plantulas de Atriplex nummularia pré-condicionadas com ou sem NaCl,
submetidas a quatro tratamentos (Controle, PEG, NaCl, NaCl + PEG) em condi¢des hidroponicas

em sala de crescimento sob condi¢des controladas por uma semana.
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5.2.5 — Colheita das plantas e determinacio analiticas

Foi realizada uma unica coleta apds uma semana de tratamento, onde foram colhidas
amostras de folhas, que foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para analises
bioquimicas posteriores. As plantas foram regularmente fotografadas com o objetivo de registrar
os sintomas visuais do estresse e/ou quaisquer outras modificagdes morfologicas na parte aérea

das plantas.

5.2.5.1 — Contetudo relativo de agua (CRA), Umidade e Suculéncia foliar

Foram determinados como descrito no item 3.2.6.1 da pag. 73

5.2.5.2 - Integridade das membranas (vazamento de eletrélitos)

Foi determinado como descrito no item 3.2.6.2 da pag. 73

5.2.5.3 — Determinac¢io da concentrac¢iao de sddio e potassio

Foram determinadas como descrito no item 3.2.6.4 da pag. 74

5.2.5.4 — Determinac¢iao da concentracio de cloreto

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.5 da pag. 74

5.2.5.5 - Determinacao do teor de nitrato

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.7 da pag. 75

5.2.5.6 — Determinacao da concentracao de acucares soluveis totais

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.9 da pag. 76

5.2.5.7 - Determinac¢ao de aminoacidos livres totais (N-a-amino livre)

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.10 da pag.77
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5.2.5.8 - Concentracio de proteinas soluveis

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.11 da pag. 77

5.2.5.9 - Determinacdo do teor de prolina livre

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.12 da pag. 78

5.2.5.10 — Determinacio de glicina betaina

Foi determinada como descrito no item 3.2.6.13 da pag. 78

5.2.5.11 - Osmolalidade total, potencial osmético e ajustamento osmético
Foram determinados como descrito no item 3.2.6.14 da pag.79

5.2.5.12 - Contribuicao relativa de solutos inorganicos e organicos para o potencial osmético

das folhas
Foi determinada como descrito no item 3.2.6.15 da pag. 79

5.2.6 - Delineamento experimental e analises dos resultados

Os tratamentos foram distribuidos de acordo com um delineamento inteiramente
casualizado, obedecendo a um esquema (4 x 4), correspondendo respectivamente a quatro
tratamentos ( Controle; PEG; NaCl; NaCl + PEG) ¢ quatro repeti¢cdes, sendo cada parcela
experimental representada por um recipiente contendo uma planta, perfazendo um total de 16
parcelas experimentais. Os resultados foram analisados estatisticamente com base na andlise de

variancia e teste de comparagdo de médias (Tukey, p < 0,05).
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5.3 RESULTADOS

Apos uma semana de tratamento, ambos os grupos de plantulas de Atriplex
nummularia tratadas com PEG, tanto as pré-condicionadas somente com solugdo nutritiva quanto
as pré-condicionadas com a adi¢do de 200mM de NaCl na solugao nutritiva, sofrerdo um choque
hiper-osmético como evidenciado pelos sintomas tipicos de murchamento das folhas (Figura 26
e28).

Essa perda de turgor das folhas apresentado por ambos os grupos de plantulas foi
evidenciado pela diminui¢do do contetdo relativo de d4gua (CRA) das folhas (Figura 29A). No
grupo de plantulas tratadas somente com NaCl, foi verificado um aumento de cerca de 20% no
CRA, quando se compara com o grupo de plantas controle (Figura 29A). Entretanto, foi visto
que a umidade das folhas das plantulas de Atriplex nummularia nao sofreu variagdo em todos os
tratamentos adotados, permanecendo aproximadamente 88% (Figura 29B).

Foi observado um decréscimo significativo na suculéncia foliar de ambos os grupos
de plantas tratadas com PEG, sendo maior nas plantas que foram pré-condicionadas somente com
solucdo nutritiva (Figura 29C). A suculéncia das folhas do grupo de plantulas tratadas com NaCl
foi maior quando comparada com o grupo controle (Figura 29C).

O vazamento de eletrélitos expresso pela extrusio de K' foi significavelmente
aumentado nas plantas tratadas com PEG que foram pré-condicionadas somente com solugdo
nutritiva (Figura 29D). Entretanto as que foram pré-condicionadas com NaCl, o vazamento de

eletrolitos permaneceu inalterado (Figura 29D).
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COM PEG

SEM PEG

Figura 28 - Sintomatologia das plantulas de Atriplex nummularia pré-condicionadas com solugédo
nutritiva ¢ 200mM de NaCl, respectivamente, que foram tratadas posteriormente com ou sem PEG

29,5% m/v.
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Figura 29 — Variacdo no conteudo relativo de adgua (A), na umidade (B), na suculéncia (C) e no
vazamento de eletrolitos (D) das folhas de plantulas de Atriplex nummularia submetidas a quatro
diferentes tratamentos (Controle; PEG; NaCl; NaCl + PEG) por um periodo de uma semana. Os valores

representam médias de quatro repeti¢des.

153



O pré-condicionamento das plantulas de Atriplex nummularia com solugao nutritiva acrescida
com 200mM de NaCl provocou um aumento de aproximadamente trés vezes as concentragdes de sodio e
cloreto nas folhas, quando comparadas com as que foram pré-condicionadas somente com solugdo
nutritiva, onde ndo sofreu qualquer alteragcao (Figura 30A e 30B). Interessantemente, o tratamento com
PEG nas plantulas que foram pré-condicionadas com NaCl, provocou a diminui¢do de aproximadamente
18% do conteudo de sodio e cloreto nas folhas (Figura 30A e 30B).

O contetdo de potassio das folhas foi enormemente maior nas plantulas pré-condicionadas
com NaCl (Figura 30C), porém o tratamento com PEG ndo influenciou nesse conteudo em ambas as
plantulas pré-tratadas (Figura 30C).

O conteudo de nitrato nas folhas foi significavelmente menor nas plantulas pré-condicionadas
com NaCl, sendo essa diferenga cerca de 50% o contetido encontrado nas folhas das plantulas pré-
condicionadas somente com solu¢ao nutritiva (Figura 30D). Nao houve influéncia do tratamento com
PEG em ambos os grupos de plantulas pré-condicionadas (Figura 30D).

Nao houve diferenga significativa no contetido de agucares soluveis totais em todos os
tratamentos analisados (Figura 31A). Houve um decréscimo significativo no contetido de proteinas
soluveis das folhas em todos os tratamentos, quando comparado com o grupo de plantas controle, sendo
esse decréscimo maior nas plantulas tratadas com NaCl (Figura 31B). A queda no conteudo de proteinas
soltiveis das folhas observado em maior intensidade no tratamento salino foi acompanhada por um
decréscimo significativo no conteudo de aminoacidos livres das folhas de aproximadamente 30% quando
comparado com as que ndo foram pré-condicionadas com NaCl.(Figura 31C). A queda no conteudo de
aminoacidos livres ainda foi mais intensa quando as plantulas pré-tratadas com sal foram submetidas ao
choque hiper-osmético com PEG (Figura 31C). Entretanto, o tratamento com PEG nao modificou o

contetido de aminodacidos livres nas plantulas ndo pré-tratadas com NaCl (Figura 31C).

O tratamento com PEG provocou um aumento significativo no contetido de prolina somente
nas plantulas pré-condicionadas na auséncia de NaCl (Figura 30A). Interessantemente, o contetido de

prolina nas plantulas pré-condicionadas com NaCl foi significavelmente menor (Figura 30A).
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O percentual de prolina em relagdo ao pool de aminoacidos livres observado em todos os
tratamento foi extremamente baixo, chegando a no maximo 2% no tratamento NaCl + PEG (Figura
32B). O conteudo de glicina betaina foi significavelmente diminuido em todos os tratamentos, quando
comparado com o grupo de plantas controle (Figura 32C), sendo o decréscimo mais acentuado no grupo

tratado somente com NaCl (Figura 32C).
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Figura 30 - Variacdo no conteudo de sodio (A), cloreto (B), potassio (C) e nitrato (D) das folhas de
plantulas de Atriplex nummularia submetidas a quatro diferentes tratamentos (Controle; PEG; NaCl,

NaCl + PEG) por um periodo de uma semana. Os valores representam médias de quatro repeti¢des.
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Figura 31 - Variacdo na concentragdo de agucares soluveis (A), proteinas soluveis (B) e aminoacidos

livres (C) das folhas de de plantulas de Atriplex nummularia submetidas a quatro diferentes tratamentos

(Controle; PEG; NaCl; NaCl + PEG) por um periodo de uma semana. Os valores representam médias de
quatro repeticoes.
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Figura 32 - Variacdo na concentra¢do de prolina (A), no percentual de prolina do pool de aminoacidos
livres (B) e na concentragdo de glicina betaina (C) das folhas de plantulas de Atriplex nummularia
submetidas a quatro diferentes tratamentos (Controle; PEG; NaCl; NaCl + PEG) por um periodo de uma

semana. Os valores representam médias de quatro repetigdes.
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As folhas das plantulas de Atriplex nummularia sofreram um aumento significativo na
osmolalidade total em todos os tratamentos analisados, quando comparando com o grupo de plantas
controle (Figura 33A). Porém, nao houve diferenga estatistica na osmolalidade entre esses tratamentos
de PEG, NaCl e NaCl + PEG (Figura 33A).

Esse aumento na osmolalidade total verificado nas folhas de Atriplex nummularia, foi
acompanhado por um decréscimo acentuado no potencial osmotico em todos os tratamentos comparando
com o grupo controle (Figura 33B). Da mesma forma, esse decréscimo no potencial osmotico das folhas
ndo teve diferenca significativa entre os tratamentos utilizados (Figura 33B). Os tratamentos
provocaram um rebaixamento de cerca de duas vezes o potencial osmoético observado no controle,
levando a promover um ajustamento osmotico (OA) das folhas das plantulas tratadas com PEG, NaCl e
NaCl + PEG igual a 2,0 ( Figura 33C).

Quando se estimou a contribui¢do relativa dos solutos inorganicos para a reducdo no
potencial osmotico em todos os tratamentos analisados através do percentual de cada soluto inorganico
na osmolalidade total das folhas, verificou-se que o tratamento com PEG diminuiu a participagdo
relativa de todos os solutos inorgéanicos analisados (Figura 34A) quando comparando com os demais
tratamentos. Entretanto, o tratamento com NaCl provocou um aumento na contribuico relativa de Na',
ClI' ¢ K' nas folhas, quando comparado com o tratamento somente com PEG, ndo diferindo
estatisticamente do tratamento NaCl + PEG (Tabela 6). O percentual de contribuicdo do NO; para o
ajustamento osmotico das folhas foi significavelmente decrescida com a aplicagdo dos tratamentos
quando se compara o controle (Tabela 6). Os ions salinos Na', Cl" foram os que mais contribuiram para
as mudangas observadas no potencial osmotico de Atriplex nummularia durante a aplicacdo dos
tratamentos (Tabela 6).

Quando se estimou a contribui¢do relativa dos solutos organicos para a redu¢do no potencial
osmotico em todos os tratamentos analisados, verificou-se que os tratamentos com PEG, NaCl e NaCl +
PEG provocaram uma reducao na participacao relativa de todos os solutos organicos analisados quando
comparando com o controle (Tabela 7). Dos solutos organicos analisados a glicina betaina mostrou uma
maior percentual de contribuigdo para o ajustamento osmotico de folhas de Atriplex nummularia durante
a aplicagdo desses tratamentos (Tabela 7). A contribuigdo de prolina para o ajustamento osmotico foi

insignificante, menos de 0,1 % (Tabela 7).
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das folhas de plantulas de Atriplex nummularia submetidas a quatro diferentes tratamentos (Controle;
PEG; NaCl; NaCl + PEG) por um periodo de uma semana. Os valores representam médias de quatro
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Tabela 6 - Contribuicdo relativa de solutos inorganicos na osmolalidade total das folhas de Atriplex
nummularia submetidas a quatro diferentes tratamentos (Controle; PEG; NaCl; NaCl + PEG) por um

periodo de uma semana.. Os valores representam médias de quatro repetigoes.

Tratamentos Na® Cr K" NOs”
[NaCl] mM %

Controle 16,44 25,71 11,22 9,29
PEG 8,92 14,40 5,60 4,35
NaCl 27,92 33,59 10,51 2,35

NaCl + PEG 22,30 26,34 9,04 2,55

Tabela 7 - Contribuigdo relativa de solutos organicos na osmolalidade total das folhas de Atriplex
nummularia submetidas a quatro diferentes tratamentos (Controle; PEG; NaCl; NaCl + PEG) por um

periodo de uma semana.. Os valores representam médias de quatro repeti¢des.

Tratamentos glicina  Aminoacidos Agucares prolina
betaina livres soluveis
[NaCl] mM %

Controle 6,28 5,13 2,99 0,041
PEG 2,79 2,76 1,79 0,029
NaCl 2,07 2,51 1,20 0,018

NaCl + PEG 2,49 2,68 0,85 0,017
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5.4 DISCUSSAO

O polietileno glicol (PEG) ¢ um agente osmoético comumente usado em experimentos
com vegetais para induzir um estresse hidrico (Hanson & Nelsen, 1978). Foi verificado que o
NaCl pode aliviar os efeitos provocados pelo estresse hidrico induzido por PEG em Atriplex
halimus, porém o efeito do Na' no ajustamento osmético foi pequeno e indireto (Martinez et al.,
2005). Neste estudo, o pré-tratamento das plantulas de Atriplex nummularia com NaCl, ndo
minimizou os efeitos do estresse hidrico induzidos pelo PEG, em relagdo ao status hidrico das
folhas, como pode ser evidenciado pelo decréscimo significativo no CRA, na suculéncia e no
aumento do vazamento de eletrélitos (Figura 27). Esse efeito do PEG no status hidrico da planta,
também pode ser evidenciado pelo murchamento das folhas (Figura 26), mostrando assim o
efeito do choque osmoético provocado pela imersdo das raizes em solugdo contendo esse agente
osmotico.

O CRA das folhas foi significavelmente decrescido com o PEG. Interessantemente, as
folhas das plantas tratadas somente com NaCl mostraram um maior CRA, porém o mesmo foi
também decrescido com o tratamento de 29,5% PEG. Esses resultados foram similares aos
encontrados por Martinez et al., 2005, em Atriplex halimus, trabalhando com folhas jovens e
velhas na auséncia e na presenca de 15% PEG e 50mM de NaCl. O aumento na suculéncia foliar
¢ uma tipica adaptacdo morfologica ao estresse osmotico provocado pela salinidade (Popp, 1995).
Neste trabalho, as plantulas que foram tratadas apenas com 200mM de NaCl na auséncia de
29,5% PEG mostraram um aumento na suculéncia das folhas, porém o tratamento com 29,5%
PEG provocou um decréscimo nessas suculéncia tantos nas plantulas pré-condicionadas ou ndo
com sal. Mostrando assim, que o efeito osmotico provocado pelo PEG foi mais determinante na
suculéncia das folhas e que o pré-condicionamento das plantulas com NaCl, ndo foi capaz de
atenuar esses efeitos.

O PEG nao foi capaz de induzir alteragdes no conteudo de Na', Cl' e K" das folhas,
pois as concentracdes foram as mesmas observadas nas plantulas controle,que foram cultivadas
na auséncia de PEG e NaCl. O pré-condicionamento com NaCl provocou um aumento no
contetido de Na' e Cl nas folhas, apesar de ter provocado uma pequena reduco nesses contetdos
com o tratamento de PEG. Mostrando que o pré-condicionamento com NaCl foi capaz de reduzir

os conteudos de Na” e CI” das folhas em condi¢des de estresse osmotico provocado pelo PEG.
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Em Atriplex halimus, a interagdo de 50mM de NaCl e 15% PEG aumentaram o contetido de Na"
das folhas (Martinez et al., 2005). Em outras espécies de halofitas, a alta seletividade para
absor¢io de K™ pelos canais de K', ¢ um componente chave para a resisténcia a salinidade, bem
como a eficiéncia na barreira endodérmica para o movimento de Na" através do apoplasto (Peng
et al., 2004). Isso nado parece ser validado pela Atriplex nummularia neste estudo que mostrou
como uma tipica incluidora de Na' e CI nas plantulas que forma tratadas apenas com NaCl.

O tratamento das plantulas com PEG na auséncia de NaCl, ndo provocou mudancgas
no conteido de K'. Demonstrando assim, que este nutriente possa ter sido utilizado para
manutencio do turgor dessas plantas nessas condicdes de deficiéncia hidrica. O K™ é um
componente essencial para o ajustamento osmotico celular e principalmente para o fenomeno de
abertura e fechamento estomatico (Maathuis & Amtmann, 1999). Interessantemente, o contetido
de K' das folhas das plantas que foram pré-condicionadas com NaCl foi significavelmente
aumentado tanto na auséncia ou presen¢a de PEG. Isso ndo esta de acordo com a literatura, onde
a salinidade provoca o decréscimo significativo do contetido de K das folhas de varias espécies
de Atriplex (Bajji et al., 1998; Khan et al., 2000; Serrano & Rodriguez-Navarro, 2001; Aratjo,
2003; Araujo et al., 2006).

O tratamento com PEG per si ndo provocou mudangas no conteudo de nitrato das
folhas, porém o NaCl induziu um decréscimo significativo nesse conteudo. Mostrando que o sal
tem um efeito mais deletério no conteudo de nitrato do que a seca, talvez pelo efeito i6nico e nao
osmotico. Tem sido sugerido que o tratamento com NaCl provoca o decréscimo significativo da
concentra¢do de NO;™ das folhas de ndo halofitas (Gouia et al., 1994; Botella et al., 1997) e isto
pode ser devido ao antagonismo entre NO3 e o CI” (Bottacin et al., 1985) ou a interferéncia do
NaCl externo com um ou mais tipos de transportadores na membrana plasmatica de células da
raiz (Stientra, 1986).

O pré-condicionamento das plantulas de Atriplex nummularia com NaCl, provocou
uma reducdo significativa no conteudos de todos os solutos organicos analisados nas folhas
(glicina betaina, aminodcidos livres, proteinas soluveis e prolina) com exce¢do dos agucares
soltveis. O contetido de acgucares soluveis das folhas nao foi alterado em nenhum dos
tratamentos. Ao contrario, em folhas de Atriplex halimus, o tratamento com PEG provocou
aumento no conteido de carboidratos soluveis (Martinez et al., 2005). Esse decréscimo no

contetido de aminoacidos livres e proteinas soluveis ndo foram visto quando as plantulas foram
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tratadas somente com PEG na auséncia de NaCl. Mostrando assim, que esses compostos
nitrogenados foram mais sensiveis ao NaCl que ao PEG, talvez por causa do efeito i6nico
provocado pelo sal.

A seca induzida pelo PEG provocou um aumento no contetido de prolina na folhas das
plantulas ndo pré-condicionadas com NaCl, porém o pré-condicionamento com NaCl induziu
uma redugdo nesse. A sintese de prolina e sua degradagdo tém sido mostradas ser altamente
correlacionada com o ambiente osmotico (Rhodes & Handor, 1989) e a habilidade de sua
acumulagdo tem sido usada como base para selecdo a tolerdncia a seca em varias espécies
(Stajner et al., 1995; Van Heeden & De Villiers, 1996).

Estudos evidenciam que a prolina tem um importante papel na tolerancia a seca de
xero-halofitas (Wang et al., 2004). Diversos trabalhos tém relacionado a acumulag¢do de prolina
com as injurias provocadas pelo efeito idnico e osmotico do estresse salino (Delauney & Verma,
1993; Lutts et al., 1996; Lutts et al., 1999; Hare et al., 1999; Viégas & Silveira, 1999; Silveira et
al., 2003; Rocha, 2003; Ashraf & Harris, 2004). Entretanto, neste estudo o efeito osmotico
provocado pelo PEG foi mais eficiente em induzir o acimulo de prolina nas folhas. Apesar de
alguns estudos evidenciarem o acumulo de GB em condi¢des de salinidade e seca (Rhodes &
Hanson, 1993; Subbarao et al., 2001; Di martino et al., 2003). Neste estudo, ndo houve relagdo
entre relacdo entre o tratamento de PEG e NaCl e a acumulacdo de GB, pois o conteudo da
mesma foi significavelmente decrescido com a imposi¢do desses tratamentos.

Houve um aumento significativo da osmolalidade total acompanhado pelo decréscimo
no potencial hidrico das folhas em todos os tratamentos, quando comparados com o controle. Nao
houve diferenca entre as plantulas pré-condicionadas ou ndo com NaCl. Mostrando assim que o
pré-condicionamento com NaCl, ndo influenciou num melhor ajustamento osmético das folhas,
pois o mesmo ndo teve diferenga significativa. A porcentagem de contribui¢do relativa dos
solutos inorganicos para o potencial osmotico foi significavelmente maior que a dos solutos
organicos em todos os tratamentos analisados. O tratamento com PEG induziu uma reducao na
contribuicao relativa de todos os solutos inorganicos e organicos analisados.

Da mesma forma que resultados anteriores o0 Na' e o CI” contribuiram em maior
porcentagem para o potencial osmotico das plantulas de Atriplex nummularia na auséncia ou na
presenca de PEG e NaCl. Isso demonstra mais uma vez a importancia desses ions salinos para a

osmorregulacdo dessas espécies de halofitas em condicdes de seca e salinidade.
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5.5 CONCLUSOES
O pré-condicionamento das plantulas de Atriplex nummularia com NaCl ndo foram

capazes de atenuar os efeitos induzidos pelo PEG.
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