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RESUMO

As éareas afetadas pela salinidade estdo aumentando em todo o mundo, especialmente em
regides aridas e semiaridas. A fitorremediacdo tem sido utilizada como alternativa de manejo
dessas areas, através do cultivo de plantas capazes de acumular e/ou retirar sais do solo.
Aliado a isto pesquisas apontam que Batis maritima tem sido utilizada na alimentagao
humana sugerindo que estas sdo fontes de nutrientes e minerais nutricionalmente importantes
e necessarias para a dieta humana. Apesar do alto ganho de biomassa de B. maritima em
ambientes salinizados, ndo ha trabalhos que investiguem a capacidade desta espécie em
sobreviver em ambientes com escassez hidrica. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar
em casa de vegetacdo a influéncia do déficit hidrico, diferentes substratos e da salinidade no
desenvolvimento de B. maritima L. e realizar uma caracterizacdo fisica e fisico-quimica de
seus frutos coletados em ambiente de ocorréncia natural. Em casa de vegetacao, foi realizado
um experimento em blocos ao acaso, com 3 repeticbes em esquema fatorial 2 x 4 x 2, com 2
tipos de substratos (S1: substrato do ambiente nativo da espécie e S2: areia: argila: humus
(1:1:1)), 4 periodos de rega (I1: irrigacdo diaria, 12: irrigacdo a cada 10 dias, 13: irrigacdo a
cada 20 dias e 14: irrigacdo a cada 40 dias), e 2 solucGes de irrigacdo (Al: dgua fornecida pela
CAERN e A2: 4gua fornecida pela CAERN acrescida de 200 mg.L™ de NaCl). Aos 40 e 80
dias, através de analises destrutivas, foram obtidos prolina livre, proteinas e carboidratos
sollveis das folhas. A biomassa seca das por¢des aéreas e radiculares, o teor relativo de agua
e os teores foliares de carotenoides totais, clorofilas a, b e totais foram obtidos aos 80 dias,
final do experimento. Para caracterizacdo dos frutos foram realizadas anélises de pH, acidez
titulavel, vitamina C, sélidos solUveis, massa e comprimentos, os frutos em diferentes estadios
de maturagdo foram coletados na Salina Augusto Severo e nas proximidades da Praia do
Paraiso (Municipio de Areia Branca). O substrato argila, areia e himus (1:1:1) proporcionou
maior crescimento nas plantas irrigadas diariamente, estas também responderam
satisfatoriamente quando cultivadas em ambiente natural e irrigadas. As variaveis bioquimicas
avaliadas foram reduzidas nas folhas de Batis maritima L. estressadas hidricamente. Os frutos
de B. maritima apresentam formato comprimido, os frutos intermediarios (estadio 2)
apresentaram uma maior biomassa. A acidez titulavel é reduzida com o avan¢o da maturacéo,
ja os solidos soluveis, a vitamina C e a firmeza ndo foram alterados no decorrer deste

processo. O fruto de B. maritima é uma boa fonte de vitamina C.

Palavras-chaves: planta de sal; estresse hidrico; cultivo.



ABSTRACT

The areas affected by salinity are increasing worldwide, especially in arid and semiarid
regions. Phytoremediation has been used as a management alternative in these areas, through
the cultivation of plants capable of accumulating and/or removing soil salts. Allied to this
research indicate that Batis maritima has been used in food suggesting that these are sources
of nutrients and minerals nutritionally important and necessary for the human diet. Despite the
high biomass gain of B. maritima in saline environments, there are no studies that investigate
the ability of this species to survive in environments with water scarcity. Therefore, the aim of
this study was in a greenhouse the influence of drought, substrate and salinity in the
development of B. maritima L. and perform a physical and physicochemical characterization
of its fruits collected from naturally occurring environment. In the greenhouse, an experiment
in a randomized block design was carried out with three replications in a factorial 2 x 4 x 2,
with 2 types of substrates (S1: Substrate species native environment and S2: sand: clay:
humus (1 : 1: 1)), 4 watering times (I1: daily irrigation, 12: irrigation every 10 days, 13:
irrigation every 20 days and 14: irrigation every 40 days) and 2 irrigation solutions (Al: water
supplied by CAERN and A2: water supplied by CAERN added 200 mg I-1 NaCl). At 40 and
80 days, through destructive analysis were obtained free proline, soluble proteins and
carbohydrates from leaves. The dry biomass of aerial and root portions, the relative water
content and leaf content of carotenoids, chlorophyll a, b and total were obtained at 80 days,
end of the experiment. For characterization of the fruits were performed pH, titratable acidity,
soluble vitamin C, solid, mass and length, the fruits at different ripening stages were collected
in Salina Augusto Severo and near Paradise Beach (City of Areia Branca). The substrate clay,
sand and humus (1: 1: 1) provided the highest growth in irrigated plants daily, they also
responded satisfactorily when grown in irrigated and natural environment. The assessed
biochemical variables were reduced in B. maritima L. leaves stressed by water. The fruits of
B. maritima have compressed format, intermediate fruit (stage 2) had a higher biomass. The
titratable acidity is reduced with advancing maturation, soluble solids, vitamin C and firmness

were not changed during this process. The fruit of B. maritima is a good source of vitamin C.

Keywords: salt plant; water stress; cultivation.
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1.1 INTRODUCAO GERAL

As areas afetadas pela salinidade estdo aumentando em todo o mundo, especialmente
em regibes aridas e semiaridas (FLOWERS, et al., 2010), onde a baixa precipitacdo nao é
suficiente para lixiviar os sais acumulados na superficie. Pesquisas apontam a fitorremediagéo
como alternativa de manejo dessas areas, através do cultivo de plantas capazes de acumular
sais, retirando-os do solo. Para isso é preciso utilizar espécies vegetais capazes de tolerar
elevados niveis de sais, e produzir biomassa suficiente para extrair do ambiente quantidades
consideradas desses sais (FREIRE, et al., 2010). Além disso, devem acumular elevados teores
de sais na parte aérea, visando possibilitar a remocao dos sais com a colheita das plantas. A
fitoextracdo de sais utilizando plantas hal6fitas é uma alternativa de baixo custo para
recuperacdo de solos salinos, ndo é agressiva ao ambiente e nao requer alto nivel tecnoldgico
para sua efetivacdo (SANTOS et al., 2011).

As haldfitas sdo plantas adaptadas a altos niveis de salinidade, tém capacidade de
acumular quantidades elevadas de sais em seus tecidos e de extrai-los dos solos, sendo muito
utilizadas na recuperacdo de solos afetados por sais, através de uma técnica denominada de
fitoextracdo, um tipo especifico de fitorremediacao.

Batis maritima L., conhecida popularmente como barrilha, pirrichiu, planta de sal,
bredo da praia, € um subarbusto perene nativo do nordeste brasileiro, pertencente a familia
Bataceae, que cresce formando tapetes adensados em regides a beira de praias, mangues e
salinas (SANDOVAL; DELGADILLO, 2008). Essa espécie sobrevive a ambientes com o
dobro da concentracdo de sais da agua do mar (1000 mM de NaCl), devido a sua grande
capacidade de compartimentalizar sodio, utilizando-o provavelmente para ajuste osmotico
(DEBEZ et al., 2010). Tem sido descrita como colonizadora de ambientes, melhorando a
sobrevivéncia de espécies endémicas de mangues (MILBRANDT; TINSLEY, 2006) e possuli
extrema importancia na nidificacdo de aves migratorias e na alimentacdo de répteis como
iguanas (SANDOVAL; DELGADILLO, 2008).

Quanto a sua utilidade, é largamente empregada na medicina popular para cura da gota,
eczema, psoriase, reumatismo, doengas do sangue, distarbio da tireoide e infec¢bes cutaneas
(LONARD et al., 2011), tendo sido isolado de suas folhas e da periderme de sua haste,
flavonoides (KAGAN; MABRY, 1969). Do ponto de vista nutricional, pesquisas apontam que
B. maritima tem sido utilizada na alimentacdo humana em saladas (LONARD et al., 2011) e
suas sementes apresentam altos teores de proteinas, lipideos (com predominancia do acido

linoleico), K, Ca, Mg e Fe em niveis mais elevados do que muitos cereais, sugerindo que estas
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sdo fonte de nutrientes e minerais nutricionalmente importantes e necessérias para a dieta
humana (MARCONE, 2003). O cultivo destas plantas também sdo indispensaveis nas
pastagens e forragens para animais ruminantes que necessitam de sodio em sua dieta, visto
que a presenca deste elemento aumenta a palatibilidade das plantas, resultando numa maior
ingestdo deste alimento, que promove um rapido crescimento a esses animais (VARENNES,
2003).

Apesar do alto ganho de biomassa de B. maritima em ambientes salinizados (EL
SHAER, 2010), ndo ha trabalhos que investiguem a capacidade desta espécie em sobreviver a
ambientes com déficit hidrico. A sobrevivéncia de espécies em ambientes com baixa
disponibilidade hidrica é fundamental para a utilizacdo destas na biorremediacdo de ambientes
improdutivos pelo excesso de sais, visto que devido a escassez de chuvas na regido semiarida,
essas plantas eventualmente estariam expostas a esse estresse. Sendo mantidas as
caracteristicas nutricionais, essas plantas poderdo ser uma alternativa alimentar para animais
em periodos de estiagem e/ou em solos improdutivos pelo excesso de sais.

O objetivo deste trabalho foi estudar em casa de vegetacdo a influéncia do déficit
hidrico, diferentes substratos e da salinidade no desenvolvimento de B. maritima L. e realizar
uma caracterizacdo fisico-quimica de seus frutos coletados em ambiente de ocorréncia

natural.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 ESTRESSES ABIOTICOS

Estresse é qualquer desordem fisica, quimica ou biologica que traz prejuizos para as
plantas. Quando a perturbacdo é de natureza bioldgica o estresse é dito como bidtico, ja os
estresses abidticos sdo desordens desencadeadas pelo ambiente, que incluem, por exemplo:
déficit ou excesso hidrico, salinidade, sodicidade, solos acidos ou alcalinos, solos alicos ou
com metais pesados, exposicdo a altas ou baixas temperaturas, danos mecanicos e excesso de
defensivos agricolas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A restricdo hidrica é responsavel por sérias disfungdes nas plantas, pelo acentuado
decréscimo que causa no turgor das células, imprescindivel para o adequado metabolismo
celular. Ja o estresse salino pode ser responsavel por alteracbes morfoldgicas, fisioldgicas e
bioquimicas, com reflexos sobre o transporte de &gua e nutrientes nas plantas. Estresses
abioticos sdo considerados os que mais limitam a producdo de culturas agricolas ao redor do
mundo (MONTEIRO et al., 2014).

No gue tange a caréncia de agua, alguns dos cenarios mais preocupantes ja sao parte
da realidade de algumas regides do planeta, especialmente regides aridas e semiaridas, que
sinalizam para cenarios ainda mais preocupantes no que diz respeito a extensdo das terras
afetadas por seca e salinidade e os impactos decorrentes sobre sua biodiversidade e os
diversos setores produtivos envolvidos, com énfase para a agropecuaria (BENKO-ISEPPON,
etal., 2011).

O Semiarido nordestino apresenta grandes potencialidades econdmicas de
desenvolvimento sustentavel, constituindo-se em bioma rico e diversificado. Porém, os
fatores mais adversos que limitam o desenvolvimento de muitas espécies sdo as condicdes
climaticas e a escassez de agua. Frequentemente, as plantas estdo expostas a falta de agua,
devido ao regime de chuvas que ocorrem durante 3 a 5 meses de forma concentrada no verao
chuvoso, o que faz com que as plantas da Caatinga desenvolvessem adaptacdes fisicas e
fisioldgicas para sua sobrevivéncia (ALMEIDA et al., 2014).

O déficit hidrico muito acentuado nesta regido favorece acumulo de sais sollveis e
sodio trocavel, principalmente nas areas irrigadas e onde a dgua € escassa, frequentemente,
registram-se problemas de salinidade no solo. Em solos salinos, a deficiéncia hidrica é a
maior causadora de reducdo na produtividade do vegetal, alterando o crescimento e a
fotossintese. Observa-se, também, que a reducdo do crescimento foliar nas plantas,

diminuicdo da producdo de massa seca das partes aérea e radicular, podem ser influenciadas
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diretamente pelo acimulo de altos teores de Na* e CI" nas folhas, ocasionando a diminuigo
do teor relativo de agua, presséo de turgor e o potencial hidrico celular (SOUZA et al., 2007).

Dentre as caracteristicas de adaptacdo contra o estresse salino e hidrico, podemos
destacar os mecanismos morfo-anatdmicos, bioquimicos e de escape a seca. Como medida
imediata as plantas diminuem o limbo foliar para evitar a maior perda de &gua e investem
numa maior densidade de estbmatos na face abaxial de suas folhas. Quando as plantas séo
expostas a deficiéncia hidrica apds um desenvolvimento consideravel suas folhas sofrerdo
senescéncia e cairdo. Outra caracteristica refere-se ao alongamento das raizes, pois estas
geralmente se alongam mais com o intuito de encontrar &gua. Como estratégia de
sobrevivéncia, a planta acumula solutos compativeis dentre os quais, a prolina e a glicina
betaina sdo os mais amplamente estudados. Esses osmolitos buscam manter o potencial
hidrico das células das raizes, mais negativos do que o solo, e com isso as plantas tendem a
absorver a 4gua que esta disponivel no mesmo (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O acumulo de solutos compativeis, no vacuolo ou no citosol, também contribuem para
a manutencdo do equilibrio hidrico e a preservacdo da integridade de proteinas, enzimas e
membranas celulares. Esse acumulo pode chegar a até 100 vezes, em comparacdo ao
observado em plantas cultivadas sob condigdes normais, o que fornece um importante
parametro para a selecdo de plantas resistentes. Segundo os autores, o acimulo de prolina por
exemplo, ocorre pela sintese “de novo” ou pela inibicdo do processo de oxidacdo desse
osmorregulador. Embora haja abundante literatura sobre o acimulo de prolina, em plantas sob
varios tipos de estresse, ndo se sabe ao certo se esse acumulo sempre ocorre (MONTEIRO et
al., 2014).

A estratégia de escape da seca é utilizada por espécies que conseguem completar seu
ciclo de vida somente nos periodos chuvosos, estas plantas sdo ditas como anuais. Essas
plantas passam grande parte de suas vidas como sementes capazes de sobreviver a longos
periodos de seca. Estas conseguem germinar, crescer, produzir flores e propagulos a serem
dispersos no ambiente no pequeno intervalo de tempo, que denominamos em nossa regido de
verdo chuvoso (GUREVITCH et al., 2009).

A salinidade nos solos nordestinos esta relacionada a méa qualidade da agua utilizada
na agricultura, e ao excesso de fertilizantes, mas sua origem pode ser edafica, visto que nossa
regido é formada basicamente por substrato geoldgico do periodo Terciario, consistindo de
um ambiente genuino que inclui &guas salobras e solos salinos brancos ricos em sais,
principalmente os sulfatos. Os solos salinos sdo um dos habitats mais inospitos para a vida das
plantas condicionando estas a alto grau de especializacio (LOPES; SANCHES, 2000).
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Outro fator crucial para o desenvolvimento das plantas é o solo (substrato) utilizado
para seu crescimento, este deve ser profundo o suficiente para permitir a infiltragdo da &4gua e
o desenvolvimento das raizes; deve ser composto de fracGes equilibradas de areia, silte e
argila para permitir drenagem e retencdo adequadas da agua; deve ter uma porosidade capaz
de manter espacos adequados para permitir a troca de oxigénio e permitir a vida dos
microrganismos; seu pH deve manter-se proximo do neutro para que ndo possa interferir na
absorcéo de nutrientes, além de dispor de macro e micronutrientes em quantidades adequadas
para as plantas (GUREVITCH et al., 2009).

Os compostos organicos com altos teores de matéria organica proporcionam melhorias
na estrutura do substrato, reducdo da plasticidade e coesdo, aumento na capacidade de
retencdo de agua, além de disponibilizar mais nutrientes para a plantas (BARROS, et al.
2011).

1.2.2 FITORREMEDIACAO

A utilizacdo de agentes bioldgicos para a melhoria da qualidade ambiental denomina-
se biorremediacdo. Quando utiliza-se plantas e/ou sua biota associada para remediar um
ambiente esta técnica denomina-se fitorremediacdo. Como qualquer processo de remediacéo,
0 uso de plantas destina-se a reducdo de contaminantes a niveis seguros e compativeis com a
protecdo a salude humana, ou a impedir/dificultar a disseminacdo de substancias nocivas ao
ambiente. Esta técnica apresenta ainda grande versatilidade, podendo ser utilizada para
remediar 0 meio aquoso, o ar ou 0 solo (ANDRADE et al.,2007).

Os vegetais permitem a recomposi¢cdo da paisagem e, por meio da evapotranspiragéo,
reduzem a saturacdo de &gua do solo, aléem de minimizar a erosdo e a lixiviagdo dos metais
pesados, protegendo mais as aguas superficiais e subsuperficiais (CAIRES et al. 2011).

Esta teécnica possui subdivisdes de acordo com os mecanismos desenvolvidos pela
planta para combater o contaminante. Segundo Pereira (2005) a fitorremediacdo envolve dois
principais processos: a fitoestabilizacdo, técnica que visa reduzir o potencial de dano ao meio
ambiente pela reducdo da mobilidade e disponibilidade do contaminante no solo usando
processos de precipitacdo, complexacao, humificacédo e lignificacdo, prevenindo a entrada do
contaminante nas aguas subterraneas ou na cadeia alimentar e a fitodescontaminacdo, que visa
a retirada ou a transformacgdo do contaminante englobando processos de fitodegradagéo,
fitovolatilizacdo, fitoestimulacéo e fitoextragao.
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As plantas trazem diversos beneficios ao serem utilizados na recuperagdo de areas
degradadas, podendo ser utilizadas para tratamento dos mais diversos contaminantes tais
como, acumulo de sddio, metais pesados, inseticidas, e lugares com derramamentos de
petréleo (ANDRADE et al., 2007).

O uso dos solos degradados pela salinizagdo na agricultura ndo pode ser
negligenciado, sendo necessario desenvolver técnicas ambientais e economicamente viaveis
para sua remediacdo, possibilitando seu retorno ao uso agricola produtivo, diante da
necessidade de producdo agricola e dos altos investimentos exigidos pelo processo
convencional de recuperagdo. Sendo assim, a fitorremediagdo surge como uma alternativa de
baixo custo para recuperacdo de solos salinos, ndo é agressiva ao ambiente e pode propiciar a
reabilitacdo de tais solos (SANTOS et al., 2013).

Apesar da importancia e do alto nimero de possibilidades, a fitorremediacdo € uma
técnica de recuperacdo de areas degradadas ainda pouco utilizada, visto que geralmente traz
resultados a longo prazo e h& exigéncia de um conhecimento amplo que deve englobar
diversas areas de conhecimento. Ha a necessidade de se conhecer bem a biota e a microbiota
da area a ser recuperada de modo que se altere minimamente o ecossistema local durante o
tempo de remediacgdo, é necessario ainda se ter o cuidado de isolamento da area, visto que em
locais contaminados por metais pesados, seria um risco que animais utilizassem estas plantas
como recurso alimentar (ANDRADE et al., 2007).

Durante a utilizacdo dessa técnica as plantas utilizadas devem ser de facil propagacéo
e obtencdo, desenvolver-se em ambientes diferenciados, possuir alta taxa de crescimento e
producdo de biomassa, capacidade de absorcdo, concentracdo ou metabolizacéo e tolerancia
ao contaminante, sistema radicular denso e profundo e facil controle e erradicacdo
(OLIVEIRA et al., 2007).

1.2.3 BATIS MARITIMA L.

A salinizacdo progressiva das terras araveis, cresce a taxa de 3 ha/min em todo o
mundo, sendo uma grande preocupagdo para a producdo de culturas agricolas. Isso significa
que 7 % da superficie da terra e 5 % de terras cultivadas sdo afetadas pela salinidade. A maior
parte desta terra afetada por sal surgiu a partir do acimulo de sais no solo ou das aguas
subterraneas por meio de processos naturais durante um longo periodo de tempo
(GUIMARAES et al., 2014a).
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No entanto, a salinidade ndo é prejudicial a todas as plantas. Uma ampla variedade de
espécies de plantas cresce naturalmente no litoral e areas salinas do interior, como restingas e
desertos de sal (halofitas). Essas plantas sobrevivem a concentracdo de sal igual ou maior do
que a da agua do mar e essa tolerancia deve-se, principalmente, a compartimentalizacao de
ions nos vacutolos, acimulo de solutos compativeis no citoplasma e presenca de genes para
tolerancia ao sal. Portanto, a utilizacdo dessas espécies halofitas no processo de
fitorremediacdo € uma possibilidade para revegetacdo de areas afetadas pela salinidade e que
sdo improdutivas para maioria das espécies. As halofitas Salicornia bigelovii, Suaeda esteroa,
Atriplex barclayana, Sesuvium portulacastrum e Batis maritima tém sido sugeridas como
potenciais candidatas a serem utilizados para aplicagio desta técnica (GUIMARAES et al.,
2014b).

O género Batis agrupa apenas duas espécies, sendo que no Brasil ocorre unicamente a
Batis maritima L. com distribuicdo Pantropical no Pacifico, Indias Ocidentais, Australia,
Litoral Norte da América do Sul, América Central (Figura 1). No Brasil sua distribuicdo
concentra-se nas dunas litoraneas da regido Nordeste (SOUZA; LORENZI, 2012).
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Figura 1- Distribuicdo geogréfica de Batis maritima L. na América Central, América do Sul, Caribe e Islandia
(LONARD et al.,2011).
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B. maritima, conhecida popularmente como “beachwort”, “turtleweed”, “barrilha”,
“lechuga de mar”, “vidrillos”, pirrichiu (denominagdo generalizada a todas as espécies
vegetais que crescem aos arredores de salina) e planta de sal, tem o habito herbaceo (quando
jovem), subarbustivo ou arbustivo (quando adulta), é perene, fortemente ramificada formando
tapetes adensados, podem chegar a 1,5 m de comprimento, ocorre em manguezais, salinas e
areias das marés costeiras (figura 2). Possui mecanismo fotossintético do tipo C3, e sdo
propagadas facilmente de forma assexuada por meio de estacas, podendo também propagar-se
por mergulhia (LONARD et al., 2011).

Crescem até aproximadamente 20 cm de forma ereta e ap0s atingir essa altura curvam-
se e adquirem o habito prostrado. Por terem alta capacidade de brotacdo, as estacas formadas
muitas vezes ndo suportam as ramificacdes laterais e com o peso quebram, e como 0S
propagulos que tocam o chdo geralmente ja estdo enraizados, originam uma nova planta
(GURGEL, 2013).

Figura 2- Habito prostrado de Batis maritima L. crescendo aos arredores de salinas, Areia Branca-RN, 2014.

As plantas apresentam ou possuem raizes fibrosas, folhas verde-amareladas,
suculentas, deciduas, simples, opostas, sésseis, diminutas, com margem inteira e estipulas
vestigiais nas folhas e bracteas. Suas inflorescéncias apresentam-se em espigas, racemosas,
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axilares, conica, com flores em quatro fileiras, unissexuais (dioica), pequenas localizadas nas
axilas das folhas (Figura 3). A flor estaminada (masculina) é diclamidea, possui 4-estames, 4-
estaminoides, deiscéncia longitudinal, e 4-pétalas (SANDOVAL, DELGADILO, 2008). Ha
muita controvérsia na literatura com relacdo a estrutura tubular da flor, no entanto, estudos
feitos por Craene (2005) com organismos em fase inicial de desenvolvimento, déo evidéncias
e confirmam que a estrutura tubular é obtida a partir de quatro sépalas com lobos fundidos,
com trés lobos anteriores altamente reduzidos.

A flor pistilada (feminina) aclamidea, possui ovario supero, placentacdo ereta,
bicarpelar, 2-l6culos separados por falsos septos, 4-6vulos embutidos no tecido da
inflorescéncia. Suas inflorescéncias podem ser comparadas a um abacaxi, pois surgem
alternando pares de bracteas na axila sobre um crescente eixo principal, que se agregam dando
a inflorescéncia um formato de cone. Essas bracteas caem rapidamente deixando uma cicatriz
que permanece Visivel sobre a inflorescéncia. Os Frutos sdo multiplos, devido a fusdo de
pistilos na maturidade, drupdides, carnudos, com aspecto esponjoso (quando em senescéncia),
dicotiledonar e com embrido reto (SANDOVAL; DELGADILO, 2008, LONARD et al.,
2011).

Figura 3- Flor masculina a esquerda, flor feminina centro e frutos a direita, Areia Branca, RN, 2014.

B. maritima ndo possui ecotipos ou variedades aceitas (LONARD et al., 2011) e tem
11 pares de cromossomos, 2n = 22 (GOLDBLATT, 1976). Ecologicamente € descrita como
espécie pioneira estabilizadora de substratos (LONARD et al., 2011) de modo que observou-
se um aumento da sobrevivéncia de mudas de Avicennia germinans L. (mangue preto) quando
cultivadas em associa¢do com B. maritima principalmente em periodos alagados, sugerindo-a
como indispensavel para a sobrevivéncia de mudas de mangue preto. Por ser colonizadora de
mangue, esta espécie facilita o estabelecimento precoce de mudas desse ecossistema
(MILBRANDT; TINSLEY, 2006). B. maritima também tem sido apontada como sucessora
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de ambientes perturbados, Lopez-Portillo e Ezcurra (1989) observaram que em locais onde
houve corte do mangue, houve um incremento proporcional desta espécie no solo, a qual pode
se estabelecer e crescer dando inicio a regeneracdo rapida do local. Ha ainda relatos de sua
utilizacdo na regeneracéo e na estabilizacdo de dunas no Oriente Médio (DEBEZ et al., 2010).

Batis maritima L. apresenta uma alta produtividade em ambientes salinos 1738 g de
matéria seca/m?/ano (EL SHAER, 2010) e até 17 t ha*a™ (DEBEZ et al., 2010). Ventura e
Sagi (2013) relatam rendimento de 1,7 Kg m? a' de matéria seca de B. maritima quando
cultivadas com salinidade de 500 mM de NaCl. Estas ainda obtiveram 100% de
sobrevivéncia mesmo quando irrigadas com 1000 mM de NaCl (concentracdo equivalente ao
dobro da salinidade da dgua do mar), o que sugere que a planta utilize com sucesso o sal para
ajuste osmético (DEBEZ et al., 2010).

Na medicina popular B. maritima tem sido utilizada para tratamento de eczema,
psoriase, doencas da pele, reumatismo, gota, disturbios do sangue (DEBEZ et al., 2010),
escorbuto (SANDOVAL; DELGADILLO, 2008) e distarbio da tireoide (LONARD et al.
2010). Essa capacidade de tratamento para varios problemas de salde, pode ser atribuida a
presenca de flavonoides como 3-O-rutinoside isolados de suas folhas e da periderme de suas
hastes (KAGAN; MABRY, 1969).

Estudos sugerem que sementes de B. maritima tém altas concentracBes de proteinas
(17%), lipideos (25%), amino&cidos essenciais, minerais e antioxidantes (DEBEZ et al., 2010;
LONARD et al., 2011; MARCONE, 2003). Suas raizes sdo utilizadas como adogante para
café por indios e suas folhas ocasionalmente sdo adicionadas em saladas em Porto Rico
(LONARD et al., 2011). Alguns autores reportam a importancia de B. maritima como fonte
alimentar para alguns répteis como a iguana verde (Ilguana iguana L.) em Galapagos, sendo
também um importante refugio para a nidificacdo de aves migratorias (SANDOVAL;
DELGADILLO, 2008). B. matitima também ¢ utilizada na ornamentacdo e em projetos
paisagisticos (MIYAMOTO et al., 1996).

A sua facil propagacdo e boa disponibilidade em regides nordestinas, sdo fatores que
poderiam subsidiar seu uso na recuperacdo de ambientes. No entanto, ainda nao se tem bem
elucidado informacdes sobre seu cultivo principalmente no que diz respeito a escassez hidrica,
sendo necessaria essa investigacao, visto que essas regides onde se propde sua utilizacao sofre

com a falta de agua.

1.2.4 CARACTERIZACAO DE FRUTOS
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Os frutos sdo atributos de atracdo e dispersdao das plantas que podem servir de
alimento para os demais seres vivos, pois constituem um banco diversificado de carboidratos,
fibras, proteinas, vitaminas e sais minerais Estes frutos muitas vezes estdo disponiveis apenas
em uma época especificas durante o ano e também sdo susceptiveis a salinidade do solo o que
torna este recurso limitado em certas regides, principalmente, na semiérida (SANTOS et al.,
2010).

Os locais que as haléfitas habitam, geralmente sofrem influéncia da &gua do mar, e por
isso conseguem sobreviver a condi¢cdes adversas, que para a maioria das plantas seria letal e
por isso constituem um recurso proteico que pode ser utilizado como fonte alimentar
disponivel durante todo ano (RAVEN et al., 2011). O cultivo destas plantas também séo
indispensaveis nas pastagens e forragens para animais ruminantes que necessitam de sodio em
sua dieta, visto que a presenca deste elemento aumenta a palatibilidade das plantas, resultando
numa maior ingestdo deste alimento, que promove um rapido crescimento a esses animais
(VARENNES, 2003).

As caracteristicas sensoriais e nutricionais dos frutos dependem de varios
componentes fisico-quimicos, estes componentes conferirdo aos frutos certos atributos, que
responderdo pela maior ou menor aceitacao, seja pelo consumidor ou pela industria (ROSA et
al., 2011). Dentre as analises fisicas importantes, podemos destacar: biomassa, comprimentos
longitudinais e transversais, formato e firmeza. Quanto as variaveis fisico-quimicas, podemos
destacar o potencial hidrogeiénico (pH), a acidez total titulavel (ATT), os sélidos solUveis
(SS), a relacdo SS/ATT, os teores de vitamina C e os aclcares totais (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005).

Os &cidos organicos influenciam o sabor, o odor, a cor, a estabilidade e a manutencéo
da qualidade dos frutos. A acidez titulavel dos frutos varia de 0,2% a 0,3% em frutas com
baixa acidez e de 2,0% a 6% para frutos com alta acidez como o limdo. Outra analise que vem
colaborar com a acidez ¢ a medicdo do pH. Este é importante para as seguintes
determinacg6es: deterioracdo dos alimentos pelo crescimento de microrganismos, atividade de
enzimas, retengdo de sabor-odor, estabilidade de corantes artificiais no processamento de
frutas e na verificacdo do estaddio de maturacdo (DAMIANI, 2009).

Os solidos soluveis presentes nos frutos sdo indicativos da quantidade de agUcares
existente nos frutos, que permite ao consumidor a percepc¢éo de sabor agradavel desenvolvido
pelo fruto durante o amadurecimento. Os agUcares (carboidratos) conferem sabor doce dos
frutos, destacando-se a glicose, frutose e a sacarose, que em geral, contribuem com mais de

70% dos solidos solaveis totais dos frutos. O aumento da docura dos vegetais tende a ser
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proporcional ao aumento nos teores de seus agucares. Os carboidratos abrangem um dos
maiores grupos de compostos organicos encontrados em tecidos vegetais, desempenhando um
papel importante na estrutura, sabor, reserva e valor nutricional de produtos hortifruticolas
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

As vitaminas s8o micronutrientes indispensaveis a salude humana, encontrados em
produtos de origem vegetal em baixas concentragcdes. No entanto, desempenham um papel
crucial na nutricdo humana, prevenindo doencas como escorbuto, dentre outras. A quantidade
necessaria de vitaminas de um individuo varia de acordo com a idade, clima, atividade que
desenvolve e estresse a que é submetido, em geral, a exigéncia didria do homem com relacéo
a vitamina C é de cerca de 50 mg (SARMENTO, 2013).

A vitamina C é utilizada como indice de qualidade dos alimentos, € um excelente
antioxidante, atua nas reacdes redox como transportador de elétrons para a cadeia respiratdria,
bem como regenerando diferentes substratos de sua forma oxidada para a forma reduzida,
reduzindo o risco de arteriosclerose, doencas cardiovasculares e algumas formas de cancer
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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2.1 RESUMO

As areas afetadas pela salinidade estdo aumentando em todo o mundo, especialmente
em regides aridas e semiaridas. A fitorremediacdo tem sido utilizada como alternativa de
manejo dessas areas, através do cultivo de plantas capazes de acumular e/ou retirar sais do
solo. Portanto, é importante o estudo acerca da fisiologia dessas espécies para que 0 processo
da fitorremediacdo seja mais eficiente. Apesar do alto ganho de biomassa de Batis maritima
em ambientes salinizados, ndo ha trabalhos que investiguem a capacidade desta espécie em
sobreviver em ambientes com escassez hidrica. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar
em casa de vegetagéo a influéncia de estresses no desenvolvimento de B. maritima L. Em casa
de vegetacdo, foi realizado um experimento em blocos ao acaso, com 3 repeticbes em
esquema fatorial 2 x 4 x 2, com 2 tipos de substratos (S1: substrato do ambiente nativo da
espécie e S2: areia: argila: humus (1:1:1)), 4 periodos de rega (11: irrigacdo diaria, 12:
irrigacdo a cada 10 dias, 13: irrigacdo a cada 20 dias e 14: irrigacdo a cada 40 dias), e 2
solucdes de irrigacdo (Al: adgua fornecida pela CAERN e A2: agua fornecida pela CAERN
acrescida de 200 mg.L™* de NaCl). Aos 40 e 80 dias, através de analises destrutivas, foram
obtidos prolina livre, proteinas e carboidratos sollveis das folhas. A biomassa seca das
porcOes aéreas e radiculares, o teor relativo de agua e os teores foliares de carotenoides totais,
clorofilas a, b e totais foram obtidos aos 80 dias, no final do experimento. B. maritima foi
influenciada negativamente pelo déficit hidrico. O substrato argila, areia e humus (1:1:1)
proporcionou maior crescimento nas plantas irrigadas diariamente, estas também responderam
satisfatoriamente quando cultivadas em ambiente natural e irrigadas. As variaveis
bioquimicas avaliadas foram reduzidas nas folhas de Batis maritima L. estressadas

hidricamente.

Palavras-chaves: planta de sal; cultivo; fitorremediagéo.
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2.2 ABSTRACT

The areas affected by salinity are increasing worldwide, especially in arid and semiarid
regions. Phytoremediation has been used as a management alternative in these areas, through
the cultivation of plants capable of accumulating and/or removing soil salts. Therefore, it is
important the study of the physiology of these species for the phytoremediation process more
efficient. Despite the high gain Batis maritima biomass in saline environments, there are no
studies that investigate the ability of this species to survive in environments with water
scarcity. Therefore, the aim of this study was in a greenhouse the influence of stress in the
development of B. maritima L. in the greenhouse, an experiment was conducted in a
randomized block design with three replications in a factorial 2 x 4 x 2, 2 substrates (S1:
Substrate species native environment and S2: sand + clay + humus (1: 1: 1)), 4 watering times
(11: daily irrigation, 12: irrigation every 10 days, 13 : irrigation every 20 days and 14: irrigation
every 40 days) and 2 irrigation solutions (Al: water supplied by CAERN and A2: water
supplied by CAERN added 200 mg I-1 NaCl). At 40 and 80 days, through destructive analysis
were obtained free proline, soluble proteins and carbohydrates from leaves. The dry biomass
of aerial and root portions, the relative water content and leaf content of carotenoids,
chlorophyll a, b and total were obtained at 80 days, at the end of the experiment. B. maritima
was negatively influenced by water deficit, the substrate clay, sand and humus (1: 1: 1)
provided the highest growth in irrigated plants daily, they also responded satisfactorily when
grown in irrigated and natural environment. The assessed biochemical variables were reduced

in Batis maritima L. leaves stressed of water.

Keywords: salt plant; cultivation; phytoremediation.
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2.3 INTRODUCAO

As areas afetadas pela salinidade estdo aumentando em todo o mundo, especialmente
em regibes aridas e semiaridas (FLOWERS, et al., 2010), onde a baixa precipitacdo nao é
suficiente para lixiviar os sais acumulados na superficie. Pesquisas apontam a fitorremediagao
como alternativa de manejo dessas areas, através do cultivo de plantas capazes de acumular
sais, retirando-os do solo. Para isso é preciso utilizar espécies vegetais capazes de tolerar
elevados niveis de sais e produzir biomassa suficiente para extrair quantidades consideradas
desses sais (FREIRE, et al., 2010).

As haldfitas sdo plantas adaptadas a altos niveis de salinidade e tém capacidade de
acumular quantidades elevadas de sais em seus tecidos e de extrai-los do ambiente, sendo
muito utilizadas na recuperacdo de solos afetados por sais, técnica denominada de
fitoextracdo, um tipo especifico de fitorremediacdo. Para o sucesso da fitorremediacdo em
solos salino-sodicos, as plantas devem apresentar tolerancia ao excesso de sais e alta producéo
de biomassa nesta condicdo. Além disso, devem acumular elevados teores de sais na parte
aérea, visando possibilitar a remocdo dos mesmos com a colheita das plantas. A fitoextracdo
de sais utilizando plantas hal6fitas € uma alternativa de baixo custo para recuperacéo de solos
salinos, ndo é agressiva ao ambiente e ndo requer alto nivel tecnoldgico para sua efetivacéo
(SANTOS etal., 2011).

Batis maritima L., conhecida popularmente como barrilha, pirrichiu, planta de sal,
bredo da praia, € um subarbusto perene nativo do nordeste brasileiro, pertencente a familia
Bataceae, que cresce formando tapetes adensados em regides a beira de praias, mangues e
salinas (SANDOVAL; DELGADILLO, 2008). Apresenta produtividade anual de até 17 t ha™,
em seu habitat natural (DEBEZ et al., 2010) e ha relatos de que o rendimento dessa espécie
chegou a 1,7 Kg m? a® de matéria seca quando cultivadas com salinidade de 500 mM de
NaCl (VENTURA; SAGI, 2013). As plantas de B. maritima apresentaram 100% de
sobrevivéncia mesmo quando irrigadas com 1000 mM de NaCl (concentracdo equivalente ao
dobro da salinidade da 4gua do mar), o que sugere que a planta utiliza com sucesso o sal para
ajuste osmotico (DEBEZ et al., 2010).

Do ponto de vista ecologico, a espécie é considerada colonizadora de ambientes,
melhorando a sobrevivéncia de espécies endémicas de mangues (MILBRANDT; TINSLEY,
2006) e possui extrema importancia na nidificagdo de aves migratdrias e na alimentacdo de
répteis como iguanas (SANDOVAL; DELGADILLO, 2008).
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Apesar do alto ganho de biomassa de B. maritima em ambientes salinizados (EL
SHAER, 2010), ndo ha trabalhos que investiguem a capacidade desta espécie em sobreviver a
ambientes com déficit hidrico A sobrevivéncia de espécies em ambientes com baixa
disponibilidade hidrica é fundamental para a utilizacdo destas na biorremediacdo de ambientes
improdutivos pelo excesso de sais, visto que devido a escassez de chuvas na regido semiérida,
essas plantas eventualmente estariam expostas a esse estresse. As plantas estressadas pelos
sais estdo simultaneamente expostas a deficiéncia hidrica, visto que a exposi¢édo a salinidade
dificulta a absorcdo da agua, ja que os sais elevam o potencial osmético do solo tornando-o
mais negativo, e dessa forma as plantas tendem a perder 4gua para o solo em vez de absorvé-
la. Sendo mantidas as caracteristicas nutricionais, essas plantas poderdo ser uma alternativa
alimentar para animais em periodos de estiagem e/ou em solos improdutivos pelo excesso de
sais.

O objetivo deste trabalho foi estudar em casa de vegetacdo a influéncia do déficit

hidrico, de diferentes substratos e da salinidade no desenvolvimento de Batis maritima L.
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2.4 METODOLOGIA

2.4.1 Montagem do experimento

O experimento foi conduzido na Casa de Vegetacdo anexo ao Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais (LCTV) da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN) em
blocos casualizados com 3 repeticdes, onde cada uma destas foi constituida por um vaso
contendo uma Unica planta. A luminosidade da casa de vegetacdo foi controlada por sombrite
que barra 70% de irradiancia e a irrigacdo foi realizada de forma manual de acordo com a
capacidade de campo, uma vez por dia. Estacas com aproximadamente 15 cm de altura foram
retiradas com auxilio de uma tesoura de poda de plantas matrizes de mesma populacéo, no
municipio de Areia Branca localizado a latitude de 04° 55° 55.6” S e longitude de 37° 05’
58.6” W nas proximidades da Praia do Paraiso. Um espécime de B. maritima L. foi
herborizado e esta depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima (Herbario MOSS), sob
0 numero de tombo 14522.

Para avaliar a influéncia do substrato, suspensdo da irrigacdo e salinidade, as estacas
foram plantadas em vasos de polietileno com capacidade para 8 L contendo os seguintes
substratos: S1- areia + argila + himus da marca polifértil® (1:1:1) ou S2- Substrato natural da
referida espécie. Aliados a esses substratos foram avaliados tambeém quatro intervalos de
irrigacdo: 11- irrigacdo diaria; 12- irrigacdo a cada 10 dias; 13- irrigacdo a cada 20 dias; 14-
irrigacdo a cada 40 dias. A &gua utilizada na irrigacéo foi fornecida pela Companhia de Aguas
e Esgotos do Rio Grande do Norte (CAERN) e para os tratamentos salinos, houve acréscimo
de 200 mg.L™ de NaCl. Cada grupo de plantas teve os substratos, os intervalos de rega e a
presenca ou auséncia de NaCl na solucdo, combinados obedecendo ao esquema fatorial 2
(substratos) x 4 (intervalos de irrigacdo) x 2 (solugfes de agua para irrigacdo), totalizando 16
tratamentos, com 3 blocos, onde cada repeticdo foi formada por 3 vasos contendo uma planta
em cada, perfazendo um total de 48 unidades experimentais por bloco. O experimento foi
montado em novembro de 2013, ap6s a uniformizacdo das plantas (30 dias apds a montagem
do experimento) iniciou-se a aplicagdo dos estresses.

As aguas utilizadas para irrigacdo foram analisadas por uma semana nos seguintes
parametros: pH, condutividade, salinidade, temperatura e sélidos totais dissolvidos (TDS).
Para isso foi utilizado equipamento multi parametro, sendo feitas analises diretas nos
recipientes de armazenamento (baldes de 60 L com tampa). Os resultados obtidos podem ser

observados na tabela 1.
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Tabela 1- Caracterizagdo fisico-quimica das &guas de irrigacdo utilizadas no experimento.
UERN, Mossoro, RN, 2014.

Agua utilizada PH Condutividade  Salinidade =~ Temperatura TDS ppm
us ppm °C
CAERN 8,54 354 234 29,4 254

CAERN + 200 mg.L™

8,46 511 334 28,4 362
de NaCl

Como parte do substrato foi utilizado um fertilizante orgénico, cuja matéria prima era
composta por esterco bovino e esterco de galinha, que ndo possuia especificacdes
granulométricas. As caracteristicas garantidas pelo fabricante encontram-se na tabela (2). O
substrato do ambiente natural foi coletado na mesma localidade de onde coletou-se o0s
espécimes de B. maritima, no municipio de Areia Branca localizado a latitude de 04° 55’
55.6” S e longitude de 37° 05° 58.6” W nas proximidades da Praia do Paraiso. O solo foi

coletado de 0 a 20 cm de profundidade com auxilio de pé reta.

Tabela 2- Composicgdo e caracteristicas quimico-fisicas do himus utilizado. UERN, Mossord,
RN, 2014.
Carbono

N total % Umidade % organico % pH C/INgL* CTC mmolc.dm™®

15,0

1,0 50,0 6,0 18/1 80

Os substratos foram caracterizados quanto ao pH, TDS (total de sélidos dissolvidos),
salinidade total, textura e densidade aparente (DA). O pH, o TDS e a salinidade total (Tabela
3) foram obtidas por analise direta, onde 1,0 g de cada tipo de solo foi posto em béquer de 100
mL, com 25 mL de &gua, a qual foi agitada junto com a amostra do material e apés 1 h, o
eletrodo foi introduzido para coleta dos resultados. A granulometria para analise textural
(Tabela 3) foi realizada atraveés do método da peneiracdo onde, 15,0 g de cada tipo de solo
passaram por peneiras de 10, 60 e 150 meshe através da piramide textural e as proporc¢des de
cada fracdo foram tracadas para identificagdo da textura do solo. A DA foi determinada pelo
método da proveta conforme metodologia descrita pela EMBRAPA (1997), onde o0s
substratos foram postos para secar em estufa a 105 °C e em seguida pesou-se a quantidade de

solo necessaria para aferir 100 mL em proveta. O material foi inserido e compactado com
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batidas na proveta em superficie emborrachada, repetindo-se este processo trés vezes. Todas

as anélises de solo foram feitas com cinco repetigdes.

Tabela 3- Caracteristicas fisico-quimicas dos substratos utilizados. UERN, Mossoré, RN, 2014.
Salinidade

-3
Substrato PH total ppt TDS ppt Textura DA g.cm
. S Franco-
. . 1. *
Areia:argilazhimus (1:1:1) 7,54 (neutro*) 1,36 1,38 argilosa 1,89
Ambiente natural 6,51 (pouco 4,98 4,74 Franco- 1,88
&cido) argilosa

*Segundo classificagdo de Varennes (2003).

2.4.2 Analises de crescimento

2.4.2.1 COMPRIMENTO

Para as analises de comprimento, foi selecionados o maior ramo, foram utilizadas 3
plantas por tratamento de cada bloco. Essa varidvel foi mensurada aos 40 e 80 DAE (dias ap06s

estresse), com auxilio de uma trena.

2.4.2.2 DIAMETRO CAULINAR

O didmetro do caule das estacas foi obtido aos 80 DAE em 3 plantas de cada
tratamento por bloco com auxilio de um paquimetro digital (o valor foi obtido pelo somatério
das medidas de todos os ramos da planta).

2.4.2.3 BIOMASSA SECA

Ao término de 80 DAE foram realizadas analises destrutivas para obtencdo da
biomassa seca das por¢des aérea e radicular em 3 plantas por tratamento de cada bloco. No
ato da coleta, efetuou-se a lavagem com agua corrente de ambas as partes para a remocao do
substrato e em seguida o material foi separado, identificado e acondicionado em sacos de
papel kraft. Apos esse procedimento o material foi posto a secar em estufa de circulacdo
forcada de ar a 70 °C até atingir o peso constante, cerca de 72 h e em seguida parte aérea e
radicular foram individualmente pesadas em balanca semi-analitica para obtencdo da

biomassa seca.
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Para quantificacdo do material vegetal colhido antes dos 80 DAE (material utilizado
em andlises bioquimicas executadas antes do final do experimento) foram calculados fatores
de correcdo, atraves da coleta aleatoria de 10 amostras com massa de 1,0, 0,75 e 0,3 g
(correspondendo a biomassa utilizada para as analises de pigmentos fotossintetizantes e
carotenoides, prolina livre e carboidratos sollveis, respectivamente). Estas amostras foram
postas para secar nas mesmas condic¢Ges descritas acima e a média foi adicionada aos valores

de biomassa obtidos da parte aérea nas plantas onde foi feita a retirada.
2.4.2.4. TEOR RELATIVO DE AGUA

Para avaliar o teor relativo de agua (TRA), foram selecionadas trés folhas entre a 42 e
10% folha a partir do apice do maior ramo, estas foram retiradas com auxilio de tesoura
cirdrgica e imediatamente pesadas para obtencdo do peso fresco. Em seguida, as folhas foram
dispostas em placa de Petri forrada com papel de filtro embebida com 3 mL de &gua destilada,
onde permaneceram por 10 horas no escuro em camara tipo BOD a uma temperatura de + 25
°C. Apos esse periodo as folhas foram novamente pesadas para determinacdo do peso targido
e postas a secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 70 °C, até obtencéo de peso constante.
Apos a obtencdo do peso seco, o TRA foi quantificado pela seguinte formula: TRA =

(—;C:Zi))*lOO), expresso em percentagem (%), onde Pf, Ps e Pt correspondem

respectivamente ao peso fresco, peso seco e peso turgido. Para esta analise utilizou-se 3
plantas de cada tratamento em cada bloco e seguiu-se a metodologia proposta por Hall et al.
(1993).

2.4.3 Analises bioquimicas
2.4.3.1 CARBOIDRATOS SOLUVEIS

Os teores de carboidratos sollveis foram obtidos de acordo com a metodologia
descrita por Dubois et al. (1956), onde 0,3 g de matéria foliar fresca foram maceradas com
etanol 80% (v/v) e em seguida aquecidas em banho Maria a 60 °C por 30 minutos. Logo apds,
as amostras foram centrifugadas a 1433 g (forca de gravidade) em temperatura de 4°C por 30
min. Ao sobrenadante obtido adicionou-se 1,0 mL de cloroférmio e 1,0 mL de agua destilada

e apos um periodo de 45 minutos, uma aliquota de 200 pL foi retirada, adicionando-se a esta
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1,8 mL de agua destilada. Apos esta diluicdo foi retirada uma nova aliquota de 500 pL a qual
acrescentou-se 500 pL de fenol a 5% (v/v) e 2,5 mL de acido sulfurico PA. As amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos e ap0s esse periodo foram agitadas
em vortex sendo em seguida, efetuadas as leituras em espectrofotdmetro a 485 nm.

Para a curva de calibragdo utilizou-se glicose como padrdo para estimativa da
quantidade de agucares soluveis em cada amostra. Foram feitas dilui¢des a partir de uma
solucdo aquosa de glicose a uma concentracdo de 100 mg/100 mL, onde obteve-se
concentragdes de 0,0, 10,0, 20,0, 30,0, 40,0, 50,0, 60,0, 70,0, 80,0 e 90,0 ug/mL de glicose.
Ap6s o preparo de todos os padrbes e amostras, foram realizadas leituras em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 485nm, em cubetas de vidro, para gerar a
curva de calibracdo e quantificar cada tratamento. Como controle negativo foi utilizado um
branco com 3 mL de agua destilada como amostra. Para o célculo da concentracdo de
carboidrato, utilizou-se a equacdo obtida a partir da curva padrdo: Y = (0,0077 * x) +

0,0325, onde Y corresponde a concentracdo de carboidratos e x a absorbancia obtida.

2.4.3.2 PROTEINAS SOLUVEIS

Para extracdo das proteinas sollveis seguiu-se a metodologia proposta por Stefanuto
(2002) e para tanto, foram utilizadas 0,1 g de matéria foliar seca a qual foi macerada com uma
solugédo de extracdo (tris-HCI pH 6,8, 2-mercaptoetanol, SDS-10% (p/v), glicerol, DMSO,
PVP 40 e agua destilada). Apds a maceracdo as amostras ficaram em repouso por 1 h a
temperatura ambiente. Em seguida a mistura foi fervida por 3 min e apds resfriamento, as
amostras foram centrifugadas a 436 g. Uma aliquota de 100 pL dessa mistura foi utilizada
para quantificacao de proteinas soluveis de acordo com a metodologia de Bradford (1976).

A aliquota foi misturada ao corante Coomassie Brilliant Blue G, etanol PA, acido
fosforico PA e &gua destilada para leitura em espectrdmetro a 595 nm. Para obtencdo da
concentracdo de proteinas soluveis utilizou-se uma solucdo padronizada de albumina sérica
bovina (BSA) a 100 mg/mL em diferentes concentragdes: de 0,0 a 1,6 mg/mL. Os ensaios
foram realizados em triplicata, onde cada tudo de ensaio correspondente a cada concentracéo,
recebeu 3,0 mL do reagente de Bradford, sendo cada solucéo transferida para uma cubeta de
vidro para fazer leituras a 595 nm, em espectrofotometro.

Para o calculo da concentracdo de proteinas, utilizou-se a equacdo obtida a partir da
curva padrdo: Y = 0,5325x + 0,0111, onde Y corresponde a concentracdo de proteinas

sollveis e x a absorbancia obtida no comprimento estudado.
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2.4.3.3 PROLINA LIVRE

Para quantificacdo da prolina livre foram utilizadas 0,750 g de folhas frescas colhidas
entre 8 e 9 horas da manha, mediante método de Bates et al. (1973). O material foi macerado
com 15,0 mL de &cido sulfussalicilico a 3% (p/v) e em seguida centrifugado a 560 g durante 3
min. Adicionou-se a tubos de ensaio com tampa, 3,0 mL do sobrenadante, 3,0 mL de &cido
acetico glacial PA e 3,0 mL de ninhidrina acida. A mistura foi aquecida por 1 h a 100 °C, as
amostras foram resfriadas com banho de gelo e em seguida adicionou-se 6,0 mL de tolueno
PA para a separacdo das fases e apOs esse procedimento realizou-se a leitura em

espectrometro a 520 nm. Os dados de absorbéancia foram obtidos mediante a seguinte

(ng prolinamL “LemL tolueno)

X . 115,5 pgumol—1
equacao. g amostra
5

2.4.3.4 PIGMENTOS

Os carotendides totais, a clorofila a, b e totais foram quantificados aos 80 DAE
conforme metodologia de Dere et al., (1998). Para isso, 1,0 g de material foliar fresco foi
macerado com 50,0 mL de metanol PA no escuro, e em seguida foi realizada a centrifugacéo
a 89 g por 1 min. O material obtido foi filtrado utilizando tecido organza, sendo este em
seguida centrifugado a 560 g por 10 min. Foram feitas leituras em espectrometro a 662, 646 e
470 nm respectivamente para clorofila a, clorofila b e carotenoides totais. Os valores de
clorofila totais foram obtidos pelo somatorio das clorofilas a e b. Os valores de absorbancia
foram obtidos utilizando as seguintes equaces: clorofila a = ((15,65 * (Abs 662) — 7,34

(Abs 646)), clorofila b = ((27,05 * (Abs 646) - (11,21 * (Abs 662)), clorofila total =

((1000%Abs 470)—(2,86+Ca)—(129,2%Ch))
245

Abs 470, 646, 662 corresponde as absorbancias obtidas nos respectivos comprimentos de

Clorofila a + clorofila b e carotenoides totais = , onde

onda de 470, 646 e 662 nm. Ca e Cb correspondem aos valores obtidos de clorofila a e
clorofila b respectivamente.
2.4.4 Andlise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizado (DBC), com 3
repeticbes, cada uma delas contendo 3 plantas, uma em cada vaso. Os dados foram
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transformados em vx + @, com a 0,5. Os valores obtidos foram submetidos a anélise de
variancia (ANAVA), tendo suas médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
significancia com o auxilio do programa estatistico ESTAT® da UNESP (Universidade

Estadual Paulista).
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Analises de crescimento

Os resultados obtidos mostram reducdo do crescimento nos tratamentos com
suspensdo hidrica e que houve influéncia da interagdo deste fator com o dos substratos de
cultivo no desenvolvimento desta espécie. O substrato formulado em casa de vegetacdo (areia
+ argila + himus de iguais proporg¢des) proporcionou um maior crescimento dos espécimes de
Batis maritima L. irrigados diariamente para a avaliagdo feita aos 40 DAE (Figuras 1 e 2).
Aos 80 DAE as plantas irrigadas diariamente quando cultivadas em substrato contendo areia
+ argila + humus continuaram apresentando crescimento superior, ja no intervalo de irrigacao
a cada 10 dias observou-se um maior crescimento das plantas cultivadas em substrato do

ambiente natural (Figuras 3 e 4).

0,9 - A

0,8 -
. 0,7 -
% 0,6 - B |rrigacdo diaria
é 05 - Irrigacdo a cada 10 dias
= 04 - ® [rrigacdo a cada 20 dias
§ 03 - c B |rrigacdo a cada 40 dias

0,2 -

0,1 -

0 - T

Areia:argila:himus (1:1:1)  Substrato ambiente natural

Figura 1- Comprimento (aferido aos 40 dias) do maior ramo de plantas de Batis maritima
cultivadas em casa de vegetacdo, desdobramento dos intervalos de irrigacdo dentro de cada

substrato. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas dentro de cada substrato, sequidas de mesma letra néio diferem entre si
pelo teste de Tukey (** P <0,01).
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cada 10 dias cada20dias cada 40 dias

Figura 2- Comprimento (aferido aos 40 dias) do maior ramo de plantas de Batis maritima
cultivadas em casa de vegetacdo, desdobramento dos diferentes substratos dentro de cada intervalo

de irrigacdo. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas dentro de cada intervalo de irrigagéo, seguidas de mesma letra nio
diferem entre si pelo teste de Tukey (** P < 0,01).
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Comprimento (M)

Figura 3- Comprimento (aferido aos 80 dias) do maior ramo de plantas de Batis maritima
cultivadas em casa de vegetacdo, desdobramento dos intervalos de irrigacdo dentro de cada

substrato. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas dentro de cada substrato, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (** P <0,01).
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Figura 4- Comprimento (aferido aos 80 dias) do maior ramo de plantas de Batis maritima
cultivadas em casa de vegetacdo, desdobramento dos substratos dentro de cada intervalo de

irrigacdo. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas dentro de cada intervalo de irrigagéo, seguidas de mesma letra nio
diferem entre si pelo teste de Tukey (* P <0,05).

A escassez de dgua faz com que as plantas reduzam sua area fotossintetizante, visto
que a abertura dos estbmatos para captura de CO, culmina com a perda de agua pela planta e
consequentemente, reducdo no seu crescimento. Aliado a resisténcia estomatica, a diminuigéo
na sintese dos pigmentos fotossintéticos observados neste trabalho (Figura 16), também pode
ter contribuido para reducédo do crescimento das plantas.

Outras evidéncias observadas no presente trabalho foram a reducéo da area foliar e sua
senescéncia. Esses dados ndo foram quantificados, no entanto, foi possivel visualizar esses
eventos nas plantas estressadas hidricamente. Reducdo na altura de mudas de tamarindeiras
também foi observada por Melo et al. (2014), quando submetidas a déficit hidrico.

Carvalho et al., (2005) atribuiram a redugdo da altura de plantas submetidas a uma
capacidade de campo de 50%, a inibicdo ou interrupcdo do crescimento de raizes que,
consequentemente, causou diminui¢cdo no suprimento de nutrientes as plantas. Segundo Melo
et al., (2014) sob condi¢des de estresse ha uma tendéncia das plantas acumularem uma maior
porcentagem de biomassa no sistema radicular como forma de adaptacdo (MELO et al.,
2014).

Apesar de ndo haver influéncia significativa, quando avaliou-se individualmente a
solucéo salina de irrigacdo, pode-se verificar que o substrato de cultivo coletado no ambiente

de ocorréncia natural da espécie estudada neste trabalho, apresentava alta salinidade total
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(Tabela 3). Isto contribuiu para uma menor producdo de biomassa nos tratamentos cultivados
neste substrato, visto que a presenca de sais no solo torna o seu potencial mais negativo, e
guanto mais negativo mais dificuldade das plantas conseguirem absorver agua. Resultados
semelhantes foram obtidos por Coelho et al. (2013), os quais mostraram que o feijoeiro teve
seu crescimento afetado pelos niveis de salinidade do solo, apresentando alteracGes
morfologicas (folhas menores e menor nimero de folhas) que também contribuiram para um
consumo menor de agua, pela planta.

O trabalho de Coelho et al. (2013) comprovou que a reducdo do crescimento se deu
em funcdo dos sais acrescentados a esses solos. Os autores atribuiram a reducdo do
crescimento a diminui¢cdo do potencial osmético da solugdo do solo, que além de ocasionar
maior dificuldade de absor¢do de agua, causa também toxicidade idnica em funcdo do
acumulo excessivo de determinados ions, 0 que acarreta geralmente interferéncia na absor¢édo
de elementos considerados essenciais ao desenvolvimento das plantas (TAIZ; ZEIGER,
2009).

Outro fator que merece destaque € o suprimento de matéria organica que no substrato
formulado (areia + argila + humus) foi de 33,3%, o que pode ter favorecido o crescimento das
plantas, visto que este possuia alta relacdo C/N que é fundamental para o crescimento das
plantas. Resultados similares foram obtidos por Gurgel (2013), que observou maior producéo
de biomassa fresca e maior taxa de crescimento relativo de B. maritima no substrato com as
mesmas proporcdes de areia, argila e himus. No entanto, Noaman (2004) ndo observou
melhorias no crescimento de plantas de B. maritima quando cultivadas em diferentes doses de
N e P aliadas a irrigagdo com solucéo salina de 20 g.L™.

Com relagdo ao somatorio dos didmetros, os dados tambem foram significativos
quanto a deficiéncia hidrica, sendo a interacdo desta com o substrato de cultivo igualmente
significativas. Observou-se que as plantas cultivadas no substrato contendo areia, argila e
himus (1:1:1) apresentaram didmetros superiores entre os substratos estudados aliado a
irrigagOes diarias (Figuras 5 e 6). A redugdo do potencial hidrico causa diminui¢cdo da
expansdo celular que pode ser refletida no crescimento total da planta. Quando ha um
acumulo de prolina essa expansdo pode ser mantida na maioria das vezes, visto que este
aminoacido é um importante protetor de membranas vegetais. No entanto, no nosso estudo
ndo foi observado acumulo de prolina nas plantas estressadas (Figura 15), e também néo foi

mantido o crescimento das plantas com excegdo dos tratamentos controle.
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Figura 5- Didmetro caulinar (mm) de plantas de Batis maritima cultivadas em casa de vegetagédo
durante 80 dias, desdobramento dos intervalos de irrigacdo dentro de cada substrato UERN, Mossoro,

RN, 2014. Colunas dentro de cada substrato, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (* P < 0,01).

A
6 .
5 .
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3 - A B Areia:argila:himus (1:1:1)
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A A
1 - A
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Irrigacéo diaria Irrigacdo a cada Irrigacéo a cada Irrigacéo a cada
10 dias 20 dias 40 dias

Didmetro caulinar (mm)

Figura 6- Diametro caulinar (mm) de plantas de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacéo
durante 80 dias, desdobramento dos substratos dentro de cada intervalo de irrigacdo. UERN,

Mossord, RN, 2014. colunas dentro de cada intervalo de irrigagao, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukev (* P <0.01).

Observou-se reducdo na producdo de biomassa seca tanto da parte aérea como das
raizes (figuras 7, 8, 9 e 10). Essa reducao foi significativa quando avaliou-se o déficit hidrico,

e a interacdo deste fator com os substratos utilizados no cultivo. O deéficit hidrico causa a
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perda de turgescéncia das células das plantas, afetando varios processos fisiolégicos, como a

expansao celular, consequentemente, o primeiro sintoma do estresse hidrico € a diminui¢do no

desenvolvimento das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Irrigacdo a cada 10 dias

® [rrigacéo a cada 20 dias

B [rrigacdo a cada 40 dias

Figura 7- Biomassa seca de parte aérea de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacao durante
80 dias, desdobramento dos intervalos de irrigacdo dentro de cada substrato. UERN, Mossord, RN,

2014. Colunas dentro de cada substrato, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (** P <0,01).
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Figura 8- Biomassa seca de parte aérea de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacdo durante
80 dias, desdobramento dos substratos dentro de cada intervalo de irrigagcdo. UERN, Mossord, RN,

2014. Colunas dentro de cada intervalo de irrigacéo, seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey (** P < 0,01).
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Figura 9- Biomassa seca de raizes de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacdo durante 80

dias, desdobramento dos intervalos de irrigacdo dentro de cada substrato. UERN, Mossord, RN, 2014.
Colunas dentro de cada substrato, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (** P <0,01).
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Figura 10- Biomassa seca de raizes de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacdo durante 80

dias, desdobramento dos substratos dentro de cada intervalo de irrigagdo. UERN, Mossor6, RN, 2014.
Colunas dentro de cada intervalo de irrigacéo, seguidas de mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tukey (** P <0,01).

O déficit hidrico pode mudar a particdo de assimilados entre as raizes e parte aérea, o

que pode causar grande efeito na produtividade da planta, diminuindo também acumulacéo de
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biomassa na sua parte aérea (MELO et al., 2014). Também foram observadas reducgdes
significativas na biomassa seca em tomateiros sob estresse hidrico e salinidade (SILVA
JUNIOR, 2012) e no feijoeiro vigna quando cultivados em diferentes niveis de salinidade
(COELHO et al., 2013).

Com relacdo ao teor relativo de agua (TRA), verificou-se que as plantas cultivadas em
areia-argila-humus apresentaram reducdo desta variavel ja no regime de irrigacdo a cada 10
dias. Em contrapartida o substrato natural, embora tenha apresentado niveis de sais mais altos,
proporcionou TRA mais elevados nesse mesmo periodo e nesse substrato a redugdo no teor
relativo de &gua so foi evidenciada nos intervalos de 20 e 40 dias (Figuras 11 e 12). O TRA
pode se manter constante em plantas estressadas hidricamente ou com diferentes niveis de
salinidade, quando estas investem na producdo de osmorreguladores que permitem que o
potencial hidrico celular fique mais negativo em relacdo ao solo. As reducdes observadas
neste experimento mostram que os baixos niveis de prolina foliares, provavelmente ndo foram
suficientes para manter a absorcdo de dgua nas plantas estressadas hidricamente.

O proprio sodio absorvido pelas plantas podem ter servido como osmorregulador, este
melhora o estado hidrico das plantas durante a escassez hidrica, esse ion causa o fechamento
mais rapido dos estbmatos e uma abertura mais tardia, o que significa que os estdmatos
permanecem fechados durante mais tempo, sendo a transpiragcdo mais baixa e a conservacao
da &gua maior. O sbédio também acumula-se mais rapidamente do que o potassio nos
vacuolos, o que resulta numa expansao celular mais precoce, no entanto, o transporte de sodio
para 0 vacuolo celular necessita de agua e em estresse hidrico severo a turgidez pode ser
comprometida (VARENNES, 2003).

Marques et al. (2011), relatam que os niveis do TRA mantiveram-se similares ao
tratamento controle quando as plantas de Eugenia uniflora L. foram irrigadas com solugéo
salina de 30, 60 e 90 mM de NaCl. Esses autores sugerem que as mudas de pitangueira
ajustaram-se osmoticamente como forma de assegurar a manutencao do turgor e a entrada de
agua para o crescimento celular de forma a manter sua atividade metabdlica. De forma
semelhante, Ragagnin et al. (2014) comprovaram que o acumulo de prolina nas plantas de
Lippia gracilis Shauer irrigadas com diferentes solugdes salinas mantiveram o TRA elevados,

variando 60-68% aos 20 dias de estresse e de 66-73% aos 40 dias de estresse.
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Figura 11- Teor relativo de 4gua de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacdo durante 80 dias,
desdobramento dos intervalos de irrigacdo dentro de cada substrato. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas

dentro de cada substrato, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (** P < 0,01).

Embora em grande parte dos trabalhos seja comprovado que o aumento da prolina é
uma estratégia para manter os TRA elevado, resultados divergentes foram obtidos por
Nogueira et al. (2001), os quais observaram que plantas de Malpighia emarginata DC
(aceroleira) estressadas hidricamente, com irrigaces a cada 20 dias, mesmo acumulando

elevados teores de prolina em relacdo ao tratamento controle, apresentaram um reduzido teor
relativo de agua.
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Figura 12- Teor relativo de agua de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacdo durante 80 dias,

desdobramento dos substratos dentro de cada intervalo de irrigacdo. UERN, Mossoré, RN, 2014. Colunas
dentro de cada intervalo de irrigacdo, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (** P < 0,01).
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.2.5.2 Andlises bioquimicas

Os metabdlitos produzidos pelas plantas podem variar conforme a disponibilidade de
nutrientes, condi¢do hidrica, salinidade, sazonalidade, temperatura, luminosidade e estagio de
desenvolvimento da planta (TAIZ; ZEIGER, 2009). Todas as variaveis bioguimicas foram
significativas somente quando isolado o fator suspenséo hidrica, ndo havendo assim interacao
com nenhum dos fatores.

Os teores de carboidratos solUveis decairam conforme o aumento do intervalo de
irrigacdo em ambas as épocas avaliadas (Figura 13), sendo estes valores significativos a 5%
de significancia. A diminuicdo dessa producdo se deve ao fato das plantas estressadas
manterem seus estdmatos fechados para evitar a perda de 4gua e em contrapartida deixam de
captar o CO, atmosférico, diminuindo assim a producdo de fotoassimilados, conforme p6de

ser observado nas reducges de crescimento (Figuras 1 al2).
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Déficit Hidrico
Figura 13- Carboidratos solliveis em folhas frescas de Batis maritima cultivadas em casa de

vegetacdo e submetidas a 40 e 80 dias de estresse hidrico. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas dentro de cada
intervalo de irrigacdo, seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (** P <0,01).

Esses resultados indicam que a taxa fotossintética ndo foi mantida nos tratamentos
estressados, com mudancas mais bruscas no segundo periodo de avaliacdo, onde somente 0

tratamento controle manteve-se superior aos demais.
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Resultados semelhantes foram observados por Melo et al. (2007), os quais verificaram
diminuicdo na concentracdo de acUcares soluveis em folhas e raizes de setaria, em condicdes
de deficiéncia hidrica. De acordo com o0s autores, esse fato pode ser um indicativo de um
baixo potencial osmorregulatério desta espécie, e possivelmente, esta diminuicdo esta
associada ao consumo destas moléculas para a manutencdo da sobrevivéncia, uma vez que a
fotossintese também caiu bruscamente quando estressadas hidricamente, chegando a taxas de
aproximadamente 3,5 vezes menor que as plantas do tratamento controle.

Por outro lado, em condicGes ndo tdo severas de déficit hidrico, o vegetal pode evitar
a reducdo na turgescéncia celular iniciando medidas osmorregulatorias, como a sintese de
compostos organicos e a conversdo do amido em carboidratos sollveis, garantindo deste
modo o influxo de agua e a manutencédo do volume da célula (FANTI; PEREZ, 2004).

Os resultados mostram que houve um decréscimo nos niveis de proteinas solUveis a
partir do 2° intervalo de irrigacdo (irrigacdo a cada 20 dias) aos 40 DAE e a partir do 1°
intervalo (irrigacdo a cada 10 dias) aos 80 dias ap0s estresse (Figura 14).
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Figura 14- Proteinas livre em folhas secas de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacdo e

submetidas a 40 e 80 dias de estresse hidrico. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas dentro de cada intervalo de
irrigagéo, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (** P <0,01).

O estresse hidrico afeta intensamente o metabolismo do nitrogénio nas plantas, o que
acarreta diminuicdo na sintese de proteinas e acumulacdo de aminoacidos, aménia e

poliaminas livres (BRITO et al., 2008). Os teores de proteinas podem variar de acordo com a
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idade das folhas estudadas, e por isso observa-se normalmente uma diminui¢do das mesmas
em tecidos novos, onde o estresse hidrico provoca répida inibicao da sintese proteica, seguida
de eventual perda de proteinas.

Alguns autores (MAIA et al., 2007; LECHINOSKI et al., 2007) atribuem essa reducao
ao aumento de proteases, que sdo proteinas que possuem a fungdo enzimatica de degradar
outras proteinas, essa degradacdo ocorre em funcdo de uma quebra nas ligacGes peptidicas e
como consequéncia liberacdo de aminoacidos que sdo distribuidos pelas partes da planta com
deficiéncia, ja que a producdo de aminoacidos é baixa em plantas com escassez hidrica.

J& em tecidos maduros, sob estresse mais severo, 0 comportamento € diferente, nesse
caso a sintese proteica pode permanecer alta durante o estresse hidrico (CASCARDO et al.,
1993). Esse aumento se deve a sintese de diversas proteinas de protecdo ao estresse, tais como
as do grupo LEA (Late Abundant Embriogenesis) e as chaperonas, relativas a manutencao da
estrutura de outras proteinas (BRITO et al., 2008).

Observou-se uma reducdo nos valores de prolina em plantas estressadas pelo déficit
hidrico, aos 40 DAE essa reducdo aconteceu nas plantas irrigadas a cada 20 dias e a cada 40
dias. Sendo que, essa reducdo foi mais acentuada aos 80 DAE, onde nas plantas estressadas
com irrigacfes a cada 10 dias ja foi possivel observar a reducdo desse aminoacido (Figura
15). Resultados semelhantes foram observados em plantas de B. maritima submetidas a
diferentes niveis de NaCl (DEBEZ et al., 2010), onde a prolina provavelmente ndo contribuiu
para 0 ajuste osmotico, ja que a concentracdo citoplasmatica deste aminoacido foi cerca de
15%. Neste trabalho também foram observadas fortes correlacbes entre a osmolaridade e a
concentracdo de Na' na parte aérea, sugerindo que a planta aparentemente usa Na para ajuste
osmatico.

Os niveis superiores de prolina livre no tratamento controle podem ser explicados pelo
fato das halo6fitas produzirem naturalmente altos niveis deste aminoécido. Segundo Molinari
(2006) as plantas naturalmente adaptadas a ambientes salinos produzem altos niveis de

prolina (aproximadamente 100 pmol g de matéria fresca).
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Figura 15- Prolina livre em folhas frescas de Batis maritima cultivadas em casa de vegetacdo e
submetidas a 40 e 80 dias de estresse hidrico. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas dentro de cada intervalo de

irrigacdo, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (** P < 0,01).

Dentre os solutos envolvidos no processo de ajustamento osmotico, a prolina tem sido
apontada na literatura como o aminoacido produzido em altas concentracdes pela maioria das
espécies, como estratégia de sobreviver as condicdes de estresse hidrico (BORTOLO et al.,
2009). O ajuste osmotico constitui-se um dos mecanismos fisioldgicos mais eficazes para
manutencdo da turgescéncia celular, sob condi¢des de baixo potencial hidrico no solo, pois
esse mecanismo confere a planta protecdo por curtos periodos de tempo de estresse e €
importante quando as condig¢des nao tardam a se normalizar (MONTEIRO et al., 2014).

O trabalho de Rhein et al., (2011), com cana-de-agucar cv. IAC 91-5155 mostrou que
sob déficit hidrico moderado e severa acidez do solo, ndo houve acimulo de prolina livre, no
entanto, quando as plantas foram submetidas a condicGes de deficiéncia hidrica e acidez
severa houve um acumulo desse osmorregulador, que pode ter sido ocasionado pelo efeito
sinérgico da interacdo desses estresses. Segundo Pereira et al. (2012), sob estresse de 7 dias de
suspensdo hidrica total, cinco gendtipos de amendoim estudados, com niveis diferentes de
tolerancia ao estresse hidrico, tiveram um aumento nos niveis de prolina livre.

Os teores de clorofilas a, clorofila b, clorofila totais e os carotenoides decairam
quando as plantas foram submetidas aos intervalos de rega a cada 20 e a cada 40 dias,
conforme mostra a figura 16. O crescimento das plantas é determinado por sua performance
fotossintética e as reducbes observadas nos pigmentos fotossintéticos se refletiram no

crescimento das plantas estudadas. As plantas de B. maritima submetidas a diferentes niveis
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de salinidade mantiveram suas concentrac6es de clorofilas inalteradas, sugerindo que a sintese
desses pigmentos néo foi prejudicada pela exposicao ao sal (DEBEZ et al., 2010).

Decréscimo nos teores de clorofila a, b, totais e carotenoides também foram
observados por Oliveira et al. (2013), em plantas jovens de graviola (Annona muricata L.)

submetidas a déficit hidrico por um periodo de 40 dias.
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Figura 16- Clorofila a, b, totais e carotenoides em folhas frescas de Batis maritima cultivadas em

casa de vegetacdo e submetidas a 80 dias de estresse hidrico. UERN, Mossord, RN, 2014. Colunas dentro
de cada intervalo de irrigacdo, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (** P <0,01).

Os teores de clorofila e carotenoides nas folhas séo utilizados para estimar o potencial
fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta & absorcdo e transferéncia de energia
luminosa e ao crescimento e adaptagéo a diversos ambientes. Valores baixos destes pigmentos
também podem estar relacionados ao efeito negativo da deficiéncia de nitrogénio sobre a taxa
fotossintética (SCOPEL et al., 2011).

Os pigmentos foliares podem ser utilizados como parametros indicativos de estresse
nas plantas. Em vegetais submetidos ao estresse salino, os decréscimos na concentracdo de
clorofila podem ser atribuidos ao aumento da atividade da enzima clorofilase que degrada a
clorofila (SCOPEL et al., 2011).
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2.6 CONCLUSOES

N&o foram observadas influéncias significativas do fator salinidade estudados de
forma isolada, nem interagindo com nenhum fator, tantos nas variaveis de crescimento quanto
nas bioquimicas.

O substrato argila, areia e himus (1:1:1) proporcionou maior crescimento nas plantas
irrigadas diariamente, estas também responderam satisfatoriamente quando cultivadas em
ambiente natural e irrigadas.

Os niveis de proteinas soltveis, prolina livre, carotenoides, clorofila a. clorofila b e
clorofila total foram reduzidas nas folhas de Batis maritima L. estressadas hidricamente.
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3.1 RESUMO

As halofitas sdo de interesse atual ndo apenas devido ao conhecimento que elas podem
oferecer acerca dos mecanismos osmorregulatorios de plantas, mas também devido ao seu
potencial como plantas cultivadas. Estudos sugerem que determinadas espécies de halofitas
tem grande potencial para uso na alimentacdo de ruminantes e até para o consumo humano,
dentre estas halofitas podemos destacar Batis maritima L. que frutifica durante quase todo ano
e as suas sementes possuem altas concentracdes de proteinas (17%), lipideos (25%),
aminoacidos essenciais, minerais e antioxidantes. No entanto, ndo h& trabalhos que
investiguem caracteristicas fisico-quimicas dos frutos desta espécie. Conforme exposto o
objetivo deste trabalho € realizar a caracterizacdo fisico-quimica de frutos de B. maritima L.
Os frutos foram coletados em trés estadios diferentes de maturacéo: 100% verdes, 50% verde
e amarelo e 100% amarelo. Os frutos foram analisados quanto a massa fresca, comprimentos,
formato, firmeza, pH, vitamina C, sélidos soluveis, acidez total titulavel e a relacdo solidos
sollveis/acidez titulavel. Os frutos de B. maritima apresentam formato comprimido, os frutos
intermediarios (estadio 2) apresentaram uma maior biomassa. A acidez titulavel é reduzida
com o0 avango da maturacdo, ja os sélidos soltveis, a vitamina C e a firmeza ndo foram

alterados no decorrer deste processo. O fruto de B. maritima é uma boa fonte de vitamina C.

Palavras-chaves: haldfitas, planta de sal, vitamina C.
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3.2 ABSTRACT

The halophytes are of current interest not only because of the knowledge that they can provide
about the osmoregulatory mechanisms of plants, but also because of its potential as cultivated
plants. Studies suggest that certain species of halophytes has great potential for use in
ruminant feed and even for human consumption, among these halophytes Batis maritima L.
we can highlight that bears fruit for almost every year and their seeds have high protein
concentrations (17%), lipids (25%), essential amino acids, minerals and antioxidants.
However, there are no studies that investigate physical and chemical characteristics of the
fruits of this species. As explained the objective of this work is to perform the physical-
chemical characterization of fruit B. maritima L. Fruits were collected at three different stages
of maturation: 100% green, 50% green and yellow and 100% vyellow. The fruits were
analyzed for fresh mass, length, shape, texture, pH, vitamin C, soluble solids, titratable acidity
and soluble solids/titratable acidity. The fruits of B. maritima have compressed format,
intermediate fruit (stage 2) had a higher biomass. The titratable acidity is reduced with
advancing maturation, soluble solids, vitamin C and firmness were not changed during this

process. The fruit of B. maritima is a good source of vitamin C.

Keywords: halophytes, salt plant, vitamin C.
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3.3 INTRODUCAO

As halofitas sdo de interesse atual ndo apenas devido ao conhecimento que elas podem
oferecer acerca dos mecanismos osmorregulatorios de plantas, mas também devido ao seu
potencial como plantas cultivadas. Ha por volta de 30 mil km de deserto litoraneo e cerca de
400 milhdes de ha de desertos, 0s quais possivelmente tém suprimentos de &gua, que séo
salinas demais para as plantas cultivadas. Além disso, a cada ano cerca de 200 mil ha de terras
irrigadas tornam-se tdo salinas que impossibilitam novos cultivos (RAVEN et al., 2011). Esse
problema é considerado grave, visto que a necessidade crescente por alimentos é uma
realidade e vastas areas deixam de ser aproveitadas na agricultura devido aos problemas
ocasionados pelo sal.

Estudos sugerem que determinadas espécies de haléfitas tem grande potencial para uso
na alimentacdo de ruminantes e até para o consumo humano (SANTOS et al., 2010; RAVEN
et al., 2011). Dentre estas halofitas podemos destacar Batis maritima L. que frutifica durante
guase todo ano e as suas sementes possuem altas concentracdes de proteinas (17%), lipideos
(25%), aminoacidos essenciais, minerais e antioxidantes (DEBEZ et al., 2010; LONARD et
al., 2011; MARCONE, 2003). As raizes dessa espécie sdo utilizadas como adocgante para café
por indios e suas folhas ocasionalmente sdo adicionadas em saladas em Porto Rico
(LONARD et al., 2011). Alguns autores reportam a importancia de B. maritima como fonte
alimentar para alguns répteis como a iguana verde (lguana iguana L.) em Galapagos
(SANDOVAL,; DELGADILLO, 2008).

No entanto, informacgdes mais aprofundada das propriedade fisico-quimicas dos frutos
de B. maritima sdo escassas e 0s estudos podem contribuir para comprovar caracteristicas
organolépticas e nutricionais dos frutos, os quais pode ser mais uma nova opgdo de
alimentacdo para animas, seres humanos e para atividade industrial (ROSA et al., 2011).
Dentre as analises fisicas importantes, podemos destacar: biomassa, comprimentos
longitudinais e transversais, formato e firmeza. Dentre as variaveis fisico-quimicas podemos
destacar o potencial hidrogeiénico (pH), a acidez total titulavel (ATT), os sélidos solUveis
(SS), a relacdo SS e ATT, os teores de vitamina C, e os agUcares totais (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

Conforme exposto o objetivo deste trabalho é realizar a caracterizacgéo fisica e fisico-

guimica de frutos de B. maritima L. obtidos em ambiente natural.
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3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Coleta dos frutos

Para a caracterizacdo dos frutos foram necessarias coletas em campo em duas
localidades: Salina Augusto Severo localizada a latidude 04° 55” 58.7” S e longitude 37° 05’
58.6” W e nas proximidades da Praia do Paraiso localizada a latitude 04° 55 55.6” S e
longitude 37° 05 58.6” W. Foram realizadas coletas manuais dos frutos (que facilmente se
desprendem dos ramos), e estes foram imediatamente acondicionados em sacos plasticos e
armazenados com gelo em caixa térmica. Foram coletados frutos em trés estadios diferentes
de maturacdo, os quais foram classificados da seguinte forma: 1- 100% verdes, 2- 50% verde

e amarelo e 3- 100% amarelo (Figura 1).

Figura 1- Escala de maturacdo dos frutos de Batis maritima L. O fruto em destaque a esquerda corresponde ao
fruto 100% verde, ao centro 0 50% verde e amarelo e a direita 100% amarelo.

As amostras foram encaminhadas para o laboratério de poés-colheita de frutos e
hortalicas da Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA). Para cada varidvel foram
realizadas analises em quintuplicata. Em laboratério, as amostras de cada estadio de

maturacao foram trituradas separadamente, em liquidificador até a obtencdo de uma pasta.

3.4.2 Andlises fisicas

3.4.2.1 MASSA FRESCA

Para obtengdo da massa fresca, foram utilizadas 5 repeti¢Oes de 20 frutos para cada

estadio de maturacdo. Os frutos foram pesados individualmente em balanca analitica.



74

3.4.2.2 COMPRIMENTO LONGITUDINAL E TRANSVERSAL

Essas medidas foram obtidas com auxilio de um paquimetro digital e os comprimentos
longitudinal e transversal foram mensurados em cinco repeti¢des de 20 frutos, totalizando 100

frutos para cada estadio de maturacao.

3.4.2.3 FORMATO DO FRUTO

O formato dos frutos foi obtido pelo célculo da relacdo entre o comprimento
(comprimento longitudinal-CL) e didametro (comprimento transversal-CT) de 20 frutos por
repeticdo. A classificacdo foi feita de acordo com escala adaptada de Lopes (1982):
comprimido (RF < 0,9), esférico (0,9 < RF < 1,1), oblongo (1,1 <RF <1,7) e cilindrico (RF >
1,7).

3.4.2.4 FIRMEZA

A firmeza foi obtida com auxilio de um texturbmetro, modelo TA.XT Express da
marca Stable Micro Systems acoplado ao software Exponent Lite Express e para tal foram
feitas duas medicBes por fruto com probe de 2 mm (P/2) a uma velocidade de 2 mm/s
profundidade de 8 mm e forca de 5 g. Para isso utilizou-se 5 repeticGes de cada estadio de
maturacdo de 20 frutos, sendo em cada fruto realizado duas leituras.

3.4.3 Analises fisico-quimicas

343.1VITAMINAC

Foram determinados os teores de vitamina C, pelo método de Strohecker e Henning
(1967) e para isso, aproximadamente 1,0 g da pasta foi utilizada para preparar um extrato
aquoso, do qual retirou-se uma aliquota de 4 mL que foi transferida, juntamente com 50 mL
de agua destilada. Apds a homogeneizacéo, a solucdo foi titulada com o reagente de Tillman
até o ponto de viragem. Foram realizadas duas titulaces para cada uma das cinco repeticoes

de cada estadio de maturacéo estudados.

3.4.3.2 POTENCIAL HIDROGEIONICO
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Para determinagdo do pH, foram feitas duas leituras diretas no recipiente da pasta em

cada uma das cinco repeticOes de cada estadio de maturacéo estudados.

3.4.3.3 SOLIDOS SOLUVEIS (SS)

A determinacdo de solidos soltveis foi realizada com auxilio de um refratbmetro
digital portatil com compensacdo automatica de temperatura, onde uma colher de cha
contendo a pasta obtida foi filtrada utilizando tecido organza, sendo algumas gotas utilizadas
para a leitura no refratdbmetro de acordo com metodologia proposta por AOAC (2002), para
isso foram feitas duas leituras para cada uma das cinco repeticdes de cada estadio de

maturacgéo.

3.4.3.4 ACIDEZ TITULAVEL (AT)

A acidez total titulavel foi obtida de acordo com a metodologia proposta pelo Instituto
Adolfo Lutz (1985). Cerca de 1,0 g da pasta foi pesada e misturada a 50 mL de &gua destilada
e trés gotas de fenolftaleina em um Erlenmeyer. A titulacdo foi realizada utilizando NaOH 0,1
N, até a obtencdo da coloragdo levemente rosa. Foram realizadas analises em duplicata para

cada uma das 5 repeticdes de cada estadio de maturacéo.

3.4.3.5 RELACAO SS/AT

Essa medida é obtida através da divisdo dos valores de solidos solUveis pelos valores

obtidos na acidez titulavel.

3.4.4 Andlise estatistica

As medias dos dados obtidos foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
significancia com o auxilio do programa estatistico ESTAT® da UNESP (Universidade
Estadual Paulista).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Analises fisicas

Os frutos obtidos apresentaram um formato comprimido segundo a classificacdo
utilizada por Lopes (1982), visto que a relacdo CL/CT foi inferior a 0,9 cm (tabela 1). Os
comprimentos longitudinais variaram de 3,49 a 3,71 cm ndo diferindo entre os estagios de
maturacdo estudados. O comprimentos transversal foi de no maximo 0,80 cm, nos quais 0s
frutos verdes apresentaram 0s menores valores. Foram observadas variagdes na sua massa
fresca, os frutos intermediarios apresentaram uma maior biomassa com relacdo aos frutos
verdes, assemelhando-se aos frutos amarelos. Ressaltando que os frutos no estadio 1 (100%
verdes) ainda ndo completaram seu crescimento e que os frutos 100% amarelos (estadio 3)
provavelmente tiveram sua massa reduzida pela perca de agua, que é bastante comum durante

a senescéncia de muitos frutos.

Tabela 1- Caracterizacdo fisica de frutos de Batis maritima L. coletados em ambiente de
ocorréncia natural em diferentes estadios de maturacdo. UERN, Mossord, RN, 2014.

Estadio de CL CT Formato Massa Firmeza
maturacgéo (cm) (cm) (cm) (9) N
Amarelos 3,71a* 0,74a 0,41b 1,45ab 13,72a

Intermediarios 3,49a 0,80a 0,43ab 1,79a 12,17a

Verdes 3,50a 0,66b 0,54a 1,23b 14,26a

*Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Com relagdo a firmeza, os valores obtidos foram semelhantes estatisticamente (Tabela
1). A redugdo da firmeza dos frutos durante a maturagdo normalmente é devido hd um
aumento de enzimas hidroliticas que promovem intensa solubilizacdo das pectinas que
constituem a parede celular dos frutos, ocasionando assim seu amolecimento (ABREU, 2010),
fato que ndo foi observado neste estudo, pois a firmeza foi a mesma nos estadios de
maturacéo, indicando que a redugdo na firmeza ndo é um bom indicativo da maturagdo desse
fruto. A firmeza desses frutos foi semelhante a de frutos de pessegueiro (Prunus persica)
variedade chimarrita (MELO et al., 2006).
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3.5.2 Andlises quimicas

A composicdo nutricional do fruto pode variar bastante dependendo do estagio de
maturacao, tipo do cultivo, do clima, tipo e fertilidade do solo (MOTTA, 2009).

Os teores de vitamina C mostraram-se semelhantes nos frutos independentemente do
estadio de maturacdo estudados (tabela 2), sendo os valores médios obtidos bem parecidos

com os teores de vitamina C do pequi planta nativa do Cerrado (Paz et al., 2014).

Tabela 2- Caracterizacdo fisico-quimica de frutos de Batis maritima L. coletados em
ambiente de ocorréncia natural em diferentes estadios de maturag&o.

Estadiode ' mina ss  ATT
maturagéo ¢ PH °BRIX % SSIATT
(mg.1009)

Amarelos 71,20a* 4,78a 13,89a 0,1048b 136,90a

Intermediarios 73,52a 464a 12,66a 0,0974b 131,48a

68,88a 464a 11,99a 0,1615a 75,60b
Verdes

*Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Valores semelhantes de vitamina C também foram obtidos por Couto et al., (2010) em
estudos com citros. Os autores observaram-se que a laranja valéncia apresentou teor de acido
ascorbico de 78,47 mg 100 mL™ de suco, resultados muito semelhantes aos encontrados nos
frutos de B. maritima. Esta espécie pode ser uma nova fonte desta vitamina se incorporada na
alimentacdo, visto que ela encontra-se disponivel durante todo ano e € facilmente encontrada
em regides litoraneas do Brasil, habitat restrito para a maioria das espécies conhecidas pela
exposicao constante a altos niveis de sais.

A vitamina C apresenta atividade antioxidante e esta envolvida na prevencao de
varias doengas cronicas ndo transmissiveis, como, por exemplo, o cancer e as doencas
cardiovasculares, entretanto, superdoses desta vitamina ndo sdo recomendadas para a
populacdo em geral, uma vez que podem acarretar distarbios gastrointestinais, calculos renais
e absorcdo excessiva de ferro (PAZ et al., 2014).

Os solidos sollveis (SS) mostraram-se semelhantes nos frutos estudados como pode
ser observado na tabela 2. Valores diferentes foram obtidos em trabalhos com carambola

(Averroa carambola L.), onde houve relagédo entre o estadgio de maturagéo e os valores de SS,
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tendo os frutos verdes apresentado uma maior quantidade desta variavel (ALMEIDA et al.,
2011). Nos frutos ricos em amido ocorre um acentuado aumento nos sélidos sollveis durante
0 amadurecimento, pois 0 amido é degradado, resultando em acucares soltveis. O fato desta
varidvel mostrar-se alta no presente trabalho, pode ser atribuido aos elevados teores de sais
(facilmente percebido durante sua ingestdo) encontrados nestes frutos, pois a anédlise de
solidos soluveis é capaz de detectar substancias sollveis em &gua como proteinas, agucares,
aminoacidos, sais dentre outras. Sendo necessaria a realizacdo da andlise complementares
como acucares totais.

A acidez titulavel apresentou-se superior nos frutos 100% verdes (Tabela 2), sendo o0s
valores obtidos neste trabalho, muito parecidos com os de Moura e colaboradores (2013) em
umbu armazenados sob atmosfera modificada e temperatura ambiente, em diferentes estadios
de maturacdo. Segundo estes autores, o teor de &cidos organicos em geral, diminui com a
maturacdo dos frutos, em decorréncia do processo respiratorio ou de sua conversdo em
acucares.

Os valores médios do potencial hidrogenionico (pH) obtidos apresentaram-se muito
semelhantes entre os estadios de maturacdo estudados, variando de 4,78 para os frutos 100%
amarelos e 4,64 para os frutos intermediarios e 100% verdes, provavelmente devido a
capacidade tamponante destes frutos . Resultados diferentes foram observados por Almeida et
al. (2011) em frutos carambola (Averroa carambola L.), os quais verificaram que os frutos
maduros correspondentes a frutos 100% amarelos, tiveram os valores de pH mais altos
guando comparados aos demais estagios de maturacéo estudados.

A relacéo solidos solUveis e acidez | titulavel variou de 75,60 a 136,90, tendo os frutos
verdes apresentado os menores valores desta variavel. A relacdo SS/AT € muito importante na
avaliacdo do sabor dos frutos, pois esta aumenta com o0 amadurecimento, devido ao
decréscimo na acidez, fato que permite uma relacdo elevada em frutas contendo alto teor de
solidos soluveis e baixos teores de acidez titulavel, como é o caso da manga (OLIVEIRA et
al., 2013).
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3.6 CONCLUSOES

Os frutos de B. maritima apresentam formato comprimido, os frutos intermediarios
(estadio 2) apresentaram uma maior biomassa com relacdo aos frutos verdes.

O frutos de B. maritima é uma boa fonte de vitamina C.

A acidez titulavel é reduzida com o avanco da maturacdo, os sélidos soluveis, a

vitamina C e a firmeza nao foram alterados no decorrer da maturacao.
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