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“..aprender a ver — habituar os olhos a calma, a paciéncia, ao deixar-que-as-coisas-se-
aproximem-de-nds; aprender a adiar o juizo, a rodear e a abarcar o caso particular de todos 0s
lados. Este € o primeiro ensino preliminar para o espirito: ndo reagir imediatamente a um
estimulo, mas sim controlar os instintos que pdem obstaculos, que isolam...”

Friedrich Nietzsche, in “Crepusculos dos {dolos”



RESUMO

Um experimento em casa de vegetacdo foi conduzido para avaliar os efeitos do estresse salino
e tempo de exposicao ao estresse sobre indices morfofisiologicos de Lippia gracilis. As plantas
com 40 dias, obtidas por estaquia, cultivadas em vasos contendo 15 dm? de substrato (areia
lavada, solo natural e matéria organica, na proporc¢édo 3:1:1) foram irrigadas, duas vezes ao dia,
com agua contendo diferentes concentracgao de sais, ou seja, 0 (controle), 31,53; 60,06; 91,59 e
122,12 mM, durante os periodos de 25 e 50 dias. Ap0s isso, foram determinadas a area foliar
total (AFT) e unitéria (AFu), altura das plantas (AL Tpiantas), didmetro do caule (®caule), @ Massa
seca das folhas (MSF), caules (MSC) e raizes (MSR) e calculados em seguida os seguintes
indices de crescimento: fracdes de alocacdo de biomassa (FAB), taxa de crescimento relativo
(TCR), taxa de assimilacdo liquida (TAL), razdo de massa foliar (RMF), area foliar especifica
(AFE), razdo de area foliar (RAF) e indice de esclerofilia (IE). Adicionalmente foram
calculadas, nas raizes e folhas, as concentracdes de sodio, potassio, cloreto e razdo
potéssio/sddio. Os resultados revelaram que o estresse salino e tempo de exposi¢do, em maior
ou menor extensdo, afetaram todas as varidveis analisadas. O estresse salino, em fun¢do do
tempo, induz a um aumento nas concentracfes de sodio, nas folhas e raizes, com uma reducéo
concomitante dos teores de potassio. Por outro lado, o contelido de cloreto, nas folhas e raizes,
ndo sofre influéncia do tempo de exposicéo ao estresse, embora se acumule intensamente nas
folhas. Em funcéo do acimulo de ions toxicos (Na* e CI') a area foliar é precocemente reduzida,
ndo obstante a espécie entre em processo de microfilia naturalmente. A biomassa de L. gracilis
é significativamente reduzida em todos 0s 6rgdos, embora a espécie mantenha um crescimento
bastante consideravel. A alocacdo de biomassa varia isometricamente, entre as raizes e o
caule/ramos, permanecendo constante para as folhas. A taxa de assimilacdo liquida e a razéo de
area foliar, dependendo do tempo de exposicéo, influencia a taxa de crescimento relativa da
espécie, embora esta sofra um processo de decréscimo natural, se tornando mais severo nas
maiores concentracfes de sais. Com base no crescimento e producdo de biomassa da espécie,
sugere-se que a mesma seja moderadamente resistente ao estresse salino, podendo ser utilizada

em ambientes salinizados, sem prejuizo na producdo de metabolitos secundarios.

Palavras chave: Lippia gracilis, alocacdo de biomassa, cloreto, sodio, taxa de assimilacéo
liquida.



ABSTRACT

A greenhouse-made experiment was conducted to evaluate the effects of salt stress and the
exposing time to saline stresophysiological parameters of Lippia gracilis. The 40 days plants,
which were obtained by cuttings and then cultivated in pots containing 15 dm?® of substrate
(washed sand, natural soil and organic matter, at a ratio of 3:1:1), were irrigated twice a day
with water containing different salt concentrations, which were 0 (control) 31.53; 61.06; 91.59
and 122.12 mM, during the time periods of 25 and 50 days. After that, total leaf area (TLA),
unitary leaf area (ULA), plants height (Hpiants), Stem diameter (®stem), the dry mass of the leaves,
(DML), stem (DMS) and root (DMR) was determined. Moreover, it was calculated the
following growth parameters: biomass allocation fractions (BAF), relative growth rate (RGR),
net assimilation rate (NAR), leaf mass ratio (LMR), specific leaf area (SLA), leaf area ratio
(LAR) and sclerophylly index (SI). Additionally were calculated in the roots and leaves, the
concentrations of sodium, potassium, chloride and potassium/sodium ratio. The salt stress as a
function of time, induces an increase in the sodium concentration in leaves and roots, with a
concomitant reduction of potassium levels. On the other hand, the chloride content in leaves
and roots, not influenced by the stress exposure time, although intensively accumulates in
leaves. Due to the accumulation of toxic ions (Na + and CI") early leaf area is reduced, regardless
of the species enter microphylly (the trait of having small leaves) process naturally. The
biomass L. gracilis is significantly reduced in all organs, while the specie hold a considerable
growth. The biomass allocation varies isometrically, between the roots and the stems/branches,
being equal to the leaves. The net assimilation rate and the leaf area ratio, depending on the
exposure time, influences the relative growth rate on the specie, although it undergoes a process
of natural decrease, becoming more severe at higher salt concentrations. Based on growth and
biomass production of the specie, it is suggested that it is moderately resistant to salt stress may

be used in saline environments, without impairing the production of secondary metabolites.

Keywords: Lippia gracilis, biomass allocation, chloride, sodium, net assimilation rate.
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1 INTRODUCAO

As terras aridas e semiaridas compdem 47% da superficie do planeta, sendo que 900
milhGes de pessoas habitam essas regides. Esses ambientes se constituem de uma combinacéo
de fatores e formagdes peculiares, espalhados em diversas regides do planeta, distintos entre si,
contudo conservando tragos comuns de identidade que os tornam sui generis em relagdes aos
demais ecossistemas (BARAKAT, 2009).

No Brasil o dominio do semiarido se concentra na maior parte da regido Nordeste,
ocupando uma éarea aproximada de 900 mil km?, abrigando 40,22% da populagio nordestina, o
que equivale a aproximadamente 70% da regido Nordeste e 13% do territorio brasileiro (LEITE;
SOUSA, 2012). Inserida nessa regido se encontra a Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro.

A Caatinga é o tipo de vegetacdo que cobre a maior parte da area com clima semiarido
na regido Nordeste do Brasil, com cerca de 844.453 km?, correspondendo a 9,9% do territorio
brasileiro ou 55,6% do Nordeste e abrangendo os nove Estados nordestinos — Maranhao, Piaui,
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, além do Vale do
Jequitinhonha, regido norte de Minas Gerais (GARIGLIO et al., 2010).

A Caatinga é um dos tipos de vegetacdo mais dificil de ser definido, em funcéo da
heterogeneidade em termos de composicéo e fitofisionomia, sendo muitas vezes definida como
um conjunto de formaces vegetais dominadas por arvores, evoluido sob as condicGes de clima
e solo do semiarido nordestino, com diversas adaptacdes morfofisioldgicas como caducifolia,
suculéncia, microfilia e tolerancia ao estresse hidrico (GARIGLIO et al., 2010). O IBGE (2012)
classifica a Caatinga como Savana-Estépica, enquanto Penington et al. (2009) a denomina de
Floresta Tropical Sazonalmente Seca (FTSS) conectada com o restante das florestas sazonais
secas, desde a Argentina até a Colémbia e Venezuela.

Em funcdo das peculiaridades geoecoldgicas, a Caatinga apresenta uma imensa
diversidade floristica e faunistica, aliada a uma elevada variabilidade pedoldgica, fazendo com
que a mesma tenha um valor ecoldgico incalculavel, assim como uma enorme importancia para
a manutencdo da economia regional, seja para a geracdo de energia a partir da biomassa na
forma de lenha, configurando-se na segunda fonte energética da regido, seja na comercializagdo
de produtos florestais madeireiros e ndo-madeireiros (GARIGLIO et al., 2010). A importancia
vital da Caatinga ampara e legitima a¢es que visem o desenvolvimento sustentavel e a
conservagao dos seus recursos naturais.

Apesar de sua importdncia, a Caatinga enguanto bioma teve sua dindmica

geoecoldgica alterada, de forma ilegal e insustentavel, através da destruicdo de sua cobertura
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vegetal para consumo energeético, agricultura de irrigacdo, pecuéaria e construgdo civil
(GARIGLIO et al., 2010), sendo que tais eventos contribuem para o desaparecimento da sua
biodiversidade e degradacédo do solo. Aliado a isso, a Caatinga esta localizada em um dominio
de climas semiaridos e devido aos periodos prolongados de seca e altas temperaturas, as regides
aridas e semiaridas do Brasil limitam a produtividade das plantas.

Como alternativas, foram introduzidas préticas econdmicas e tratos culturais, como a
adocdo de perimetros irrigados, onde o uso incorreto da irrigacdo acarreta a incorporagédo de
sais ao perfil do solo haja vista que a &gua contém sais solUveis e seu uso constante na auséncia
de lixiviagdo faz com que o sal se deposite na zona do sistema radicular, devido as elevadas
taxas de evaporagdo (GHEYI et al., 2010). Infelizmente, em fung&o dos fatores climaticos, dos
métodos de irrigacdo utilizados, das condi¢des edaficas, os sais dissolvidos retidos na agua de
irrigacdo e na agua do aquifero podem se acumular gradualmente, incorrendo em impactos
ambientais severos como a salinizagdo dos solos (SARMENTO, 2011; ENDO et al., 2011).

Os solos da regido semiarida nordestina apresentam, naturalmente, concentraces
relativamente altas de sais sollveis na solucdo do solo (salinidade) e de sodio trocavel
(sodicidade), contudo, esse fenémeno tambéem se estende para outras regides como Rio Grande
do Sul, no Pantanal Mato-Grossense. Nessas regides, 0 aumento populacional e a presséo
econdmica pela producdo de alimentos tém resultado no aumento da area de solos degradados
por salinidade e sodicidade, em virtude da expansdo das areas irrigadas, do manejo inadequado
da agua e do solo e da auséncia de drenagem, com prejuizos para a economia regional
(RIBEIRO, 2010).

Além das irrigadas, outras areas afetadas pela salinidade s&o as localizadas proximas
de salinas e em torno de atividade da carcinicultura. Essas atividades sdo amplamente
desenvolvidas na regido Nordeste e alguns pesquisadores relatam a influéncia negativa dessas
praticas sobre a vegetacdo nativa, a qual apresenta alto indice de mortandade devido ao aumento
da salinidade residual da &gua e degradacdo do meio ambiente (FERREIRA et al., 2008).

Os principais sais soltveis encontrados nos solos salinos sdo cloretos, sulfatos e
bicarbonatos de sodio, calcio e magnésio. Em menor quantidade pode ocorrer potassio, amonio,
nitratos e carbonatos (ULZURRUN, 2000; RIBEIRO, 2010). A magnitude do problema
depende da concentragdo do ion na agua de irrigagédo, da sensibilidade da cultura ao ion, da
demanda evapotranspiratoria da regido e do metodo de irrigacdo em uso. Estes ions geralmente
acumulam-se nas folhas, causando problemas de clorose e queima dos tecidos, reduzindo a
producdo vegetal ou mesmo chegando a culminar na morte da planta, quando o seu acumulo é
muito elevado (YILDIZTUGAY et al., 2014). O crescimento das plantas sob condicGes de
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estresse de salino é bastante complexo, sendo que a forma como o mesmo ¢ afetado néo é
completamente entendida, uma vez que as respostas das plantas a salinidade excessiva sao
variadas e multifacetadas, envolvendo mudancas na morfologia, fisiologia e metabolismo das
mesmas, mediante decréscimo do teor de matéria fresca, teor de clorofilas, carboidratos,
proteinas sollveis e com isso provocando distdrbios e limitando sua produtividade
(MAHBOOBEH; AKBAR, 2013).

Avaliacdo dos estresses abioticos e seus impactos ecoldgicos em plantas tem sido uma
area de interesse nos ultimos anos com vistas a elaboracdo de novas estratégias para
fitorremediacdo, e tolerancia das plantas aos mesmos (SCHUTZENDUBEL; POLLE, 2002).
Além disso, o estresse salino tem uma enorme influéncia sobre o metabolismo secudéario das
plantas, muitas vezes atuando como elicitores, potencializando a producdo de métobolitos
secundarios (GHASSEMI et al., 2011; EZZ et al., 2009). E nesse contexto que o cultivo de
plantas medicinais e suas respostas as condi¢cfes ambientais tornam-se fundamentais, onde a
avaliacdo do comportamento da espécie de interesse, mediante quantificacdo de seus atributos
morfofisioldgicos torna-se uma importante ferramenta no desenvolvimento de plantas
medicinais submetidas a condicdes de estresse (FREITAS et al., 2012). E imprescindivel ainda,
que se desenvolvam estudos no sentido de buscar espécies que mais se adaptem as condicGes
salinas, de modo que areas degradadas voltem a ser produtivas. A avaliagdo do comportamento
de espécies arbdreas em solos degradados, visando a escolha de plantas mais tolerantes aos sais,
representa uma alternativa viavel. Varias dessas espécies sdo de usos multiplos, fornecendo
uma melhor protecdo contra a erosdo, reduzindo a evaporacdo, aumentando a permeabilidade e
a porosidade do solo (LEITE et al., 2010) e consequentemente modificando o microclima
superficial (MORGAN; RICKSON, 1995).

Lippia gracilis Shauer, pertencente a familia Verbenaceae, € uma espécie endémica do
Nordeste brasileiro (GOMES et al., 2011), conhecida popularmente conhecida como “alecrim-
da-chapada”, de porte subarbustivo com altura variando de 1,2 a 3,0 metros, pouco ramificado,
contendo folhas aromaticas, flores de coloragdo branca (MATOS et al., 2004) e frutos contendo
um numero bastante reduzido de sementes viaveis (observacdo pessoal). Geralmente a espécie
é encontrada nos Estados da Bahia, Sergipe, Piaui (LORENZI; MATOS, 2002), no semiarido
do Estado de Pernambuco e em pequena parte do Rio Grande do Norte (MARRETO et al.,
2008), sendo que neste Estado a mesma ocorre normalmente em areas de afloramentos
calcareos e apresentando um sistema radicular bastante superficial (observacdo pessoal). As
folhas de L. gracilis sdo ricas em 6leo essencial, acumulado em tricomas glandulares (TOZIN

et al., 2015), apresentando significativa atividade antimicrobiana contra fungos e bacterias
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(ALBUQUERQUE et al, 2006; FERNANDES et al., 2015), em func¢éo do elevado teor de timol
e carvacrol (RAGAGNIN et al., 2014) que atuam sinergicamente com outros componentes
presentes no 6leo essencial (CHORIANOPOULOS et al., 2004).

Os constituintes volateis e semi-volateis de L. gracilis vem sendo usados topicamente
em dermatoses, infec¢Oes da garganta, resfriados, tratamento da acne; como agente larvicida no
controle de espécies como Aedes aegypti e Callosobruchus maculatus (PEREIRA et al., 2007,
MARRETO et al., 2008). Também se observou eficacia no controle in vitro de larvas e
teledginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CRUZ et al, 2013), bem como atividades
moluscida e antioxidante (LIMA et al., 2008). A acdo anticancerigena do dleo essencial de L.
gracilis foi observada em ensaios in vitro da proliferacdo e apoptose de células HepG2 (human
hepato cellular carcinoma) e em camundongos com células tumorais de Sarcoma 180 (S-180)
ou Tumor de Crocker, evidenciando em ambos ensaios uma atividade antitumoral significativa
(FERRAZ et al., 2013).

Diante da grande relevancia medicinal e econdmica, juntamente com outras espécies
do género como L. alba e L. sidoides, L. gracilis foi incluida na primeira lista da Central de
Medicamentos (CEME), extinto 6rgdo do Ministério da Saude do Brasil, que selecionava
plantas medicinais a serem investigadas quanto ao efeito farmacoldgico, toxicoldgico e a
composic¢do quimica (BRASIL, 2006). Em funcdo da importancia das espécies medicinais,
existe a necessidade de explorar o cultivo das mesmas em terras degradadas, pois a maioria dos
estudos revela que as plantas medicinais podem ser utilizadas na recuperacdo de ambientes
impactados (KIRAN et al., 2009), além do fato de que, esses ambientes favorecem o aumento
da producdo de 6leos essenciais (MOSTAJERAN et al., 2014). Porém, apesar de L. gracilis ser
uma espécie promissora, em funcdo da importancia dos metabdlitos secundarios produzidos,
bem como pelo fato de ser uma espécie endémica da regido semidrida, ainda ndo ha estudos a
respeito do comportamento morfofisioldgico dessa espécie e suas respostas as condi¢des
ambientais, principalmente o seu cultivo sob irrigagéo salina, corroborando o fato de que, pouco
se sabe sobre o efeito dessas condigdes ambientais sobre as plantas medicinais (AGHAEI,
KOMATSU, 2013), em especial importantes espécies de uso medicinal no Nordeste brasileiro
(FREITAS et al., 2012).

Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos, em funcdo do
tempo de exposicédo, da salinidade da agua de irrigacao sobre os atributos morfofisiologicos e
o0 acmulo de ions em plantas de L. gracilis. Um entendimento quantitativo do comportamento
da espécie, submetida a doses crescentes de sais, ao longo do tempo, é de fundamental

importancia para uma melhor compreensdo dos fatores que influenciam a ecofisiologia da
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espécie, favorecendo assim, o desenvolvimento de boas praticas de manejo que visem a
exploracdo sustentavel e a protecdo desse importante recurso.

Nosso trabalho abrange os seguintes questionamentos:

Quais os efeitos interativos da salinidade e tempo de exposi¢do, sobre o acimulo de
biomassa e area foliar de plantas de L. gracilis?

Como a alocagdo de biomassa € afetada quando as plantas sdo cultivadas em ambiente
salino, ao longo do tempo?

Quais as causas que poderiam conduzir diferencas na taxa de crescimento relativo de
L. gracilis?

A interacdo da salinidade e tempo de exposicdo induzem a L. gracilis a aumentar a
taxa de fotossintese e/ou a diminuir a taxa de respiracdo, resultando em uma alta taxa de
assimilacao liquida?

As plantas de L. gracilis, sob estresse salino, ao longo do tempo, alocam mais biomassa
para as folhas (alta razdo de area foliar), ou produzem folhas mais finas ou menos densas
resultando em uma alta area foliar especifica?

Quais os efeitos do estresse salino, ao longo do tempo sobre a absorcao e translocacéo

dos ions sodio, potéssio e cloreto em plantas de L. gracilis?
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Efeitos do excesso de sais sobre o solo

A salinidade do solo ¢ uma condicdo adversa predominante em regides aridas e
semiaridas ao redor do mundo, e que traz graves consequéncias pedoldgicas, climaticas,
hidroldgicas, geoquimicas, agricolas, sociais e econémicas (HILLEL, 2000; ALLBED;
KUMAR, 2013). Os solos halomérficos ou solos salinos e sodicos, geralmente sdo
caracterizados pela presenca de sais sollveis, sodio trocavel ou ambos, em horizontes ou
camadas proximas a superficie (RIBEIRO, 2010). Nesses ambientes, onde as condicOes
favorecem o acimulo de sais, os ions predominantes sdo os cloretos, sulfatos e bicarbonatos de
Na*, Ca?* e Mg?* (QADIR et al., 2007).

A classificacao dos solos salinos, de acordo com Richards (1954), baseia-se nos efeitos
da salinidade sobre as plantas e dos niveis de s6dio no complexo de troca de cations, expressos
em termos de condutividade elétrica do extrato de saturacdo (CEes), percentagem de saturago
por sédio (PST) ou razdo de adsor¢do de sodio (RAS), respectivamente, classificando os solos
em trés grupos: salino (solonchaks), sodico (solonetz) e salino — sddico (solonetz solodizado)
conforme mostra a Tabela 1. Nesta classificacdo, o valor estabelecido da CEes para distinguir
solos salinos dos n&o salinos, é fixado em 4 dS m, o qual é equivalente a cerca de 40 mmol L

! de NaCl e gera uma pressdo osmotica de aproximadamente 0,2 MPa.

Tabela 1. Classificagdo dos solos afetados por sais quanto as caracteristicas quimicas conforme
Richards (1954).

Solo CEes (dSm?Y)!  RAS (%)  PST (%)? pH
Nao Salino <4 <13 <15 <8,5
Salino/Solonchaks >4 <13 <15 <8,5
Saédico/Solonetz <4 >13 >15 >8.5
Salino - Sédico/Solonetz Solodizado >4 >13 >15 <8,5

Fonte: FRANCISCO FABIO MESQUITA OLIVEIRA.
1CEes, condutividade elétrica no extrato de saturagdo.

sodio trocavel (miE) N
d 1 a
2pPST = _ 120852500 x100 = —————— x 100
Capacidade de Troca de Cations (CTC) Na+Ca+Mg+K
Na*
SRAS =

catt+ Mgttt
2

O processo de salinizagdo, nas regides aridas e semiaridas, decorrentes das condi¢des
edafoclimaticas naturais como baixa precipitacdo pluviométrica, associada com a presenga

macica de sais sollveis, com altas taxas de evaporacédo e a deposicéo de sais provenientes das
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aguas oceanicas, acdo das chuvas e ventos, denomina-se salinizacdo priméaria ou pedogénica
(SANTOS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010). Infelizmente, devido a rapida expansdo
populacional e rapido desenvolvimento econdmico, as atividades humanas, como a exploracéo
de grandes areas de terra, irrigacdo inadequada, poluicdo industrial e uso excessivo de
fertilizantes aceleram e/ou intensificam a salinizacdo do solo (ZHANG, 2011), sendo esse
processo denominado de salinizacdo secundéaria ou antropica.

O efeito da salinidade sobre o solo ocorre pela interacdo eletroquimica entre 0s sais e
a argila, onde concentracdes elevadas de sodio provocam a expansdo das argilas, reduzindo a
porosidade, sendo as particulas dispersas, translocadas no perfil do solo, acumulando-se e
formando uma crosta que reduz a permeabilidade do solo e causa problemas de drenagem. A
instabilidade quimica e desestruturacdo fisica do solo, reduz da condutividade hidraulica do
mesmo (RIBEIRO et al., 2009), diminuindo a taxa de decomposi¢do da matéria organica
(NEUBAUER et al., 2013), resultando em solos anaerdbios e inférteis. As alteragcdes quimicas
do solo e a diminuicdo do potencial osmoético, devido a flutuacBes na salinidade, afetam
negativamente o processo de mineralizacdo da matéria organica e a disponibilidade de
nitrogénio, em funcao dos efeitos toxicos dos sais sobre a microbiota do solo (LODHI et al.,
2009; GUENON et al., 2013).

2.2 Efeitos da salinidade sobre as plantas

Os estresses ambientais, em particular a salinidade e sodicidade afetam adversamente
0 crescimento e a produtividade das plantas (ISLAM et al., 2011), pois 0 acimulo de sais
sollveis na zona radicular, mediante reducdo do potencial osmético do solo ou pelo acumulo
de ions tdxicos, causam diversas alteragdes no metabolismo das plantas (MUNNS, 2005). A
extensdo dos danos causados pelo excesso de sais depende da espécie, variedade, fase de
crescimento, fatores ambientais, e a natureza dos sais (YADAV et al.,, 2011). As altas
concentracdes de sais no solo reduzem a capacidade de absorcdo de agua, além de se
acumularem nos tecidos vegetais, inibindo diversos processos fisiologicos e bioquimicos. Um
modelo que demonstra os efeitos do estresse salino sobre as plantas foi proposto por Munns e
Termaat (1986), conforme exposto na figura 1. De acordo com esse modelo, as plantas sensiveis
ou tolerantes a salinidade se diferem quanto & velocidade em que os ions toxicos alcangcam

niveis danosos ao tecido foliar.
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Figura 1. Esquema representativo da resposta de crescimento ao estresse salino, ocorrendo em duas
fases: uma resposta rapida onde ocorre 0 aumento na pressdo osmotica externa (fase osmotica), e uma
resposta mais lenta devido a acumulacdo de Na* nas folhas (fase i6nica). A linha verde (s6lida)
representa a alteracdo na taxa de crescimento, ap6s a adigdo de NaCl. (a) A linha verde (pontilhada)
representa a resposta hipotética de uma planta com uma maior tolerancia ao componente osmético do
estresse salino. (b) A linha vermelha (pontilhada) representa a resposta de uma planta com uma maior
tolerancia para o componente i6nico do estresse salino. (c) A linha verde e vermelha representa a
resposta de uma planta com tolerancia tanto aos componentes osmotico e idnico do estresse salino.
a) Aumento na tolerincia osmotica b) Aumento na tolerdnciaionica «¢) Aumento em ambas
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Para suportar o estresse salino, as plantas tém desenvolvido mecanismos complexos,
embora a resposta das plantas a salinidade, de uma forma geral, seja explicada pelo modelo de
resposta de duas fases, descrito por Munns e Termaat (1986) (Figura 1). De acordo com este
modelo, o crescimento de plantas submetidas ao estresse salino é inicialmente reduzido pelo
baixo potencial osmético da solugdo do solo, quando a concentracdo de sais em torno da
rizosfera atinge um determinado limiar. Esse limite na concentracdo salina provoca um aumento
na pressdo osmotica do solo, prejudicando a absorcdo de agua pela planta e desencadeando em
consequéncia, uma forte reducdo na taxa de crescimento, devido a diminuicdo na formacéo e
expansdo das folhas e gemas laterais (FOROOZANFAR, 2013). A segunda fase (ion-
especifica) ocorre mais tardiamente quando os sais toxicos se acumulam nas folhas maduras
gue ndo crescem mais e, portanto, ndo diluem o contetdo de sais acumulados, levando ao
aparecimento de necrose, clorose, abscisdo e morte prematura. Se a taxa de senescéncia (ou
morte) das folhas mais velhas for maior do que a taxa formacéao de folhas novas, a capacidade
fotossintética diminuira a ponto de ndo suprir a demanda metabdlica basal da planta, levando-
aauma dréastica reducdo (ou cessdo completa) na sua taxa de crescimento (MUNNS; TESTER,
2008) (Figura 2).
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Figura 2. Efeitos de diferentes concentracGes de NaCl sobre a morfofisiologia das plantas, aqui
evidenciado pela clorose (A), senescéncia das folhas /degradacédo da clorofila e reducéo na producéo de

massa seca e area foliar (C).
NaCl - mM
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Fonte (A — B): Adaptado de XIAO et al. (2014) e (C) adaptado de ABREU et al. (2008).
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2.2.1 Efeitos do estresse salino sobre as plantas — Nivel fisioldgico

Um aumento da concentragdo de sais solUveis na agua de irrigacdo ou do solo pode
provocar problemas de fitotoxicidade, mediante déficit hidrico provocado tanto pela reducéo
do potencial osmético da solucdo do solo, quanto pelo efeito causado pelo acimulo de
determinados ions, 0s quais provocam toxicidade ibnica e/ou deficiéncias nutricionais
(MUNNS, 2005). As alteragbes no metabolismo decorrentes do estresse salino s&o
consequéncias de varias respostas fisiologicas da planta, dentre as quais se destacam as
modificacbes em balanco i6nico, comportamento estomatico e eficiéncia fotossintética
(ZANANDREA et al., 2006).

2.2.1.1 Metabolismo de proteinas

A toxicidade ibnica, restricdes de nutrientes, estresses hiperosmotico e oxidativo
causados por estresse salino, alteram significativamente a sintese de proteinas interferindo na
atividade enzimatica (ZHU, 2002; RAJAEI et al., 2009), o que leva a uma alteracdo nos niveis
otimos de muitas proteinas envolvidas no metabolismo de carbono e energia, incluindo a

glicolise, o ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) e via das pentoses fosfato (PPP) (GUO et al.,
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2012; L1 et al., 2015). O estresse salino regula negativamente as fungdes das proteinas através
da degradacdo das mesmas, que se encontram associadas aos microtubulos (KUREPA et al.,
2012), resultando na desestabilizacdo dos mesmos (WANG et al., 2011). Esse efeito provoca
uma reducdo e reorientacdo da expansao das células, afetando negativamente o crescimento
(MUNNS; TESTER, 2008) ou ainda ativando fatores de transcricdo que ativam vias
proteoliticas, como o sistema da ubiquitina-proteossoma, que degrada enzimas reguladoras e
outras proteinas oxidadas pelo estresse salino (VIERSTRA, 2003; LIU et al., 2007). No entanto,
alguns trabalhos comprovam que alguns componentes do complexo ubiquitina/proteossoma
26S diminuem sob estresse salino, sugerindo que a degradacéo de proteinas € compensada pela
biossintese (LI et al., 2015).

Por outro lado, o estresse salino incrementa a producao das proteinas ricas em glicina
(PRGs) e em prolina (PRPs), além das proteinas arabinogalactanicas (PAGS), que sdo
componentes estruturais essenciais das paredes celulares (LI et al., 2015), cuja biossintese e
acumulacdo em tecidos vasculares sdo parte dos mecanismos de defesa das plantas
(MOUSAVI; HOTTA, 2005). Adicionalmente sob estresse salino uma série de enzimas
envolvidas no sistema antioxidante, como superdxido dismutase (SOD), ascobato peroxidase
(APX), catalase (CAT), glutationa transferase (GST) e guaiacol peroxidase (GPOD), tem seus
niveis de expressdo aumentados, em funcdo da essencialidade desse sistema na prevencao de
danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (DU et al., 2010; WITZEL et al., 2009).
Essa regulacdo diferencial de diferentes componentes da maquinaria de sintese de proteinas
indica que os mecanismos pelos quais as plantas lidam com o estresse salino sdo bastante
complicados (LI et al., 2015).

2.2.1.2 Expresséo génica

O estresse provoca alteragéo significativa no padrao de expressao de genes envolvidos
em diversas vias fisioldgicas e reguladoras que atuam em nivel de transducdo de sinal,
componentes da parede celular e transportadores de membrana e genes envolvidos na regulacédo
da expressdo génica de fatores de transcricdo (UEDA et al., 2006; WALIA et al., 2007).
Exemplos de genes de sal de resposta estdo listados na Tabela 2, e estes genes séo
principalmente classificados nas seguintes categorias funcionais: transporte de ions ou
homeostase (genes de SOS, AtNHX1, e H"-ATPase), genes associados a senescéncia (SAG),

chaperonas moleculares (HSP), e fatores de transcrigéo relacionados com desidratacdo (DREB).
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Tabela 2. Exemplos de genes regulados positivamente em resposta ao estresse salino.

Espécies NaCl - mM Nome do Gene Funcao génica Referéncias
(i) Na*/K* antiporte no Chakraborty
plasmalema et al. 2012
Brassica juncea e SOS1 (ii) Proteina cinase
B. campestris 25e50 SOS2 (iii) Proteina ligante de
SOS3 calcio
AtNHX1 (iv) Na*/K* antiporte
vacuolar

(i) Proteina rica em prolinae Roshandel e
protecdo da da parede celular  Flowers,2009
(i) Genes associados a

PRP senescencia, processos
Oryza sativa 50 SAG regulatérios e transducdo de
HSPC025 sinal;

(iii) Proteinas heat-shock e
proteinas estabilizantes

Proteinas heat-shock, Zou et al.
OsHSP23.7 chaperonas moleculares e 2009
Oryza sativa 100 OsHSP71.1 proteinas envolvidas em no
OsHSP80.2 enovelamente e transporte
Arabidopsis 150 AtSKIP Fator de transcricdlo e Limetal.
thaliana poliadenilacio 2010

Fonte: GUPTA; HUANG (2014).

Muitos fatores de transcricdo regulam a expressdo de genes da biossintese de
antocianinas, secrecdo extracelular de hidratos de carbono, e a formagdo de tricomas
(RODRIGUEZ-URIBE et al., 2011), desempenhando papéis importantes no processo de
estresse salino (CAO et al., 2006). O estresse salino também influencia a estrutura da cromatina,
induzindo acetilacdo das histonas e modificando o padréo de metilagcdo/hipometilacdo do DNA
(KARAN et al., 2012), alterando dessa forma, a expressao de genes relacionados a processos

morfofisioldgicos essenciais durante uma resposta adaptativa (LI et al., 2014).

2.2.1.3 Fotossintese

Durante o estresse salino, a fotossintese é afetada diretamente pela reducdo da
condutancia dos estdmatos do mesofilo foliar, reduzindo a absor¢do de CO: (Flexas et al.,
2007), o que provoca uma redugdo na eficiéncia de carboxilagdo da ribulose- 1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (RuBisCo) nos parametros de fluorescéncia da clorofila a, fluorescéncia
inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), eficiéncia fotoquimica méaxima do FS Il (FvW/Fm), no
rendimento quantico efetivo do fotossistema II (AF/F), € na taxa de transporte de elétrons,
evidenciando assim os danos causados pela salinidade no aparato fotossintético (TATAGIBA
etal., 2014).
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Adicionalmente, altas concentragbes de sais que se acumulam no tecido foliar,
induzem inativacdo da RuBisCo em funcdo do rompimento das membranas dos cloroplastos,
ocasionado por espécies reativas de oxigénio geradas através da fotorreducédo do O para formar
superoxido (reacdo de Mehler) ou através da interagéo de clorofila triplete (*Chl*) para formar
oxigénio singleto (*O,) (FOYER et al, 2002), provocando a fotoinibigdo do fotosistema 11
(LUPINKOVA; KOMENDA, 2004). Além disso, o estresse salino promove severos danos as
enzimas que degradam amido nos cloroplastos, juntamente com a degradacao de clorofilas,
interferindo negativamente em todos os componentes dos fotossistemas, no transporte de
elétrons na membrana e no gradiente de prdtons entre o limem do tilac6ide e o estroma
(MARCONDES; GARCIA, 2009; TAVAKKOLI et al., 2010), resultando na diminuic¢do da

taxa fotossintética liquida.

2.2.1.4 Desbalanco nutricional

Uma quantidade excessiva de sais sollveis no meio ambiente da raiz provoca estresse
osmatico, o que pode resultar na perturbagdo das relagdes agua-planta na absor¢éo e utilizagéo
de nutrientes essenciais, e também na acumulacéo de ions toxicos (NAWAZ et al., 2010). Um
dos efeitos mais conhecidos do estresse de s6dio na nutricdo da planta € uma supressdo da
absorcéo de potassio, onde a interacdo competitiva por sitios essenciais entre esses dois ions
durante a fase de absorcdo idnica, provoca alteracdes nas proporcdes intracelulares destes ions
levando a disrupc¢do das atividades desempenhadas pelo potassio (BLUMWALD et al., 2000).
Uma variagdo no gradiente de potencial através da membrana plasmatica, devido ao Na*, pode
ser responsavel por efluxo de K*, onde a despolarizacdo da membrana via canais de potassio
e/ou canais de cations ndo seletivos (NSCC’s), provoca uma diminui¢do na concentragdo
citosolica de K*, e um aumento na concentragio de Ca2" citosélico que por sua vez leva a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) que causam a morte celular programada
(MCP) (SHABALA, 2009).

O aumento nas concentracdes internas de sédio provoca mudancas nas condigdes
osmoticas que estimulam o efluxo de potassio, devido aos danos provocados na membrana
plasmatica (BRITO et al., 2010), ocasionados pela deficiéncia de calcio, visto que o sddio
provoca a sua dessorcao, substituindo-o na membrana plasméatica (MURATA et al., 2000). Esse
processo também altera a capacidade de transporte de nitrato (CRAMER et al., 1986), principal
fonte de nitrogénio em solos agricolas, cuja deficiéncia € o que mais frequentemente limita o
crescimento de plantas (MELONI et al., 2004).
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Como parte do metabolismo global das plantas, 0 metabolismo do nitrogénio também
é fortemente afetado pelo estresse salino, devido a essencialidade desse macronutriente, a nivel
de metabolismo primario. Esse elemento esta envolvido também, na sintese de compostos
envolvidos nos mecanismos de tolerancia ao estresse (LAUCHLI; LUTTGE, 2002), sendo
essencial para a construcao de células e tecidos vegetais. Esse elemento quimico muitas vezes
vem de aplicacdo de fertilizantes, e, embora a atmosfera é maioritariamente constituido por N,
apenas as plantas da familia Leguminosae/Fabaceae podem converter N2 atmosférico em sua
forma biodisponivel, o nitrato (NO3"), embora o nitrito (NO2") e o cation amonio (NH4"), em

ultima instancia, resultem do processo de nitrificagcdo (MOKHELE et al., 2012) (Figura 3).

Figura 3. Rotas esquematicas de absorcdo de N da rizosfera, incluindo a fonte de fertilizante
nitrogenado a ser adquirido, principalmente na forma de amoénio e nitrato pelas raizes, transporte,
assimilacdo e remobilizagdo no interior da planta. As espessuras das setas representam
esquematicamente as quantidades relativas de nitrogénio e aclcar no interior da planta. Abreviaturas:
AMT, transportador de aménio; AS, asparagina sintetase; Asn, asparagina; Asp, aspartato; GDH,
glutamato desidrogenase; GIn, Glutamina; Glu, glutamato; GOGAT, glutamina 2-oxoglutarato-
aminotransferase; GS, a glutamina sintetase; NAC-TF, fatores de transcri¢cdo que pertencem a familia
NAC; NiR, nitrito redutase; NR, nitrato redutase; NRT, transportador de nitrato.
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A assimilagdo de nitrogénio pelas plantas (Figura 3), em solos aer6bios onde
nitrogénio esta predominantemente disponivel sob a forma do ion NOs™, se da em grande parte
pelas raizes que o transporta para a parte aérea, reduzindo-o a nitrito, no citosol, pela nitrato
redutase (NR, EC 1.6.6.1) e, em seguida, a amonio (NH4") pela nitrito redutase (NiR, EC
1.6.6.4), nos plastideos e/ou cloroplastos. O ion NH4" derivado da reducédo priméria do NOs",
bem como de outras vias metabdlicas (absorcdo direta pelas raizes, fotorrespiracdo e
catabolismo dos aminoacidos) é diretamente absorvida através de transportadores de amonio e
convertido primeiramente a glutamina, nos plastidios e citoplasma, pela glutamina sintetase
(GS, EC 6.3.1.2), e, em seguida, a glutamato pela glutamina 2-oxoglutarato aminotransferase
(GOGAT) (LAM et al., 1996; XU et al.,, 2012). Alternativamente, NADH-glutamato-
desidrogenase (GDH) mitocondrial pode incluir aménio em glutamato em resposta a niveis
elevados de amonio sob estresse.

Sob estresse salino a assimilacdo de nitrogénio, sob a forma de NOs", é drasticamente
reduzida em funcéo do antagonismo entre os ions ClI" e NOz" (MOYA et al., 1999), atribuido a
competicdo dos ions CI” pelos transportadores de NOs” (OGAWA et al., 2000) e/ou inativagdo
dos transportadores de NOz™ pelos efeitos toxicos de ions cloreto (LIN et al., 2002), levando a
uma menor assimilagdo de nitrogénio, consequentemente, provocando uma reducdo na sintese
de 4cidos aminados (FLORES et al., 2002). Além disso, a salinidade reduz a absorcdo de NOs
em funcdo da diminuicéo na atividade e teor da nitrato redutase e nitrito redutase (FARISSI et
al., 2014; HOSSAIN et al., 2012), bem como pela reducdo da quantidade de substrato no sitio
ativo da enzima (NATHAWAT et al.,, 2005), ou ainda regulando negativamente 0s
transportadores de nitrato (YAO et al., 2008). Adicionalmente o excesso de sais reduzem o
fluxo da seiva no xilema, em funcdo dos efeitos osmotico e ion-especifico, resultando em
rompimento da membrana das células radiculares e provocando uma reducao no fornecimento
de 4gua e nutrientes, inclusive o nitrato (ABD-EL BAKI et al., 2000; ARAGAO et al., 2010),
induzindo ao aparecimento dos sintomas de deficiéncia como clorose, senescéncia foliar
precoce e crescimento deficiente.

As plantas submetidas ao estresse salino sdo afetadas pela deficiéncia de fosforo (P)
(GRATTAN; GRIEVE, 1999) uma vez que este € um componente indispensavel de acidos
nucléicos e fosfolipidios da membrana, além de desempenhar um papel fundamental na
transferéncia de energia, como um regulador das atividades enzimaticas, e na transducdo de
sinal (KAVANOVA et al., 2006). A deficiéncia de fésforo se da principalmente em locais que
prevalecem solos calcarios e alcalinos (VANCE et al., 2003) e solos salino-sédicos com pH

elevado, onde os niveis de sais soluveis podem induzir a deficiéncia de P (MTIMET, 2001;
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ZRIBI et al., 2012). Em solos salinos a deficiéncia desse macronutriente ocorre em funcdo do
aumento da forca idnica que reduzem atividade de P, bem como de processos de sor¢do que
lixiviam esse nutriente da solucdo do solo (UYGUR; YETISIR, 2006).

Nas plantas a deficiéncia de fosforo (P), se traduz em uma séria de respostas
metabolicas ajustadas ao conteudo de P internamente, bem como a sua disponibilidade no solo.
Essas respostas incluem mudangas na arquitetura e morfologia radicular (YUAN; LI1U, 2008),
reducdo no contetdo de clorofilas (ZRIBI et al., 2012) e acimulo de antocianinas (JIANG et
al., 2007). Além disso, o estresse salino estimula o0 aumento na sintese e secrecdo da fosfatase
acida (ACP, EC 3.1.3.2) e fosfatase alcalina (ALP, EC 3.1.3.1) (BYBORDI; EBRAHIMIAN,
2011), em funcdo da baixa disponibilidade de fosfato, resultando assim na ativacdo dessas
enzimas, provocando a liberacdo de fosfato solGvel a partir dos seus compostos insoliveis
dentro ou fora das células, modulando o ajuste osmético pelo mecanismo de captacdo de fosfato
livre (FINCHER, 1989; NASRI et al., 2015). As folhas deficientes em fésforo apresentam uma
coloracédo verde-escura ou purpura, apresentando também uma marcante reducao na expansao
foliar e na razdo parte aérea/raiz, afetando o acumulo de biomassa e consequentemente o
rendimento.

A salinidade interfere negativamente sobre a absorcdo e distribuicdo do célcio
(GONDIM et al., 2010), cuja deficiéncia provoca o surgimento de necrose, principalmente nas
extremidades das folhas em desenvolvimento, uma vez que a principal funcdo do calcio na
manutencdo da integridade da parede celular é comprometida (MALAVOLTA et al., 1997).
Semelhantemente, 0 aumento nas concentracoes de sais do meio externo ocasiona a diminuicao
dos teores de magnésio (GARCIA et al., 2007), ion que atua como co-fator em quase todas as
enzimas do metabolismo energético e na molécula de clorofila, atuando também na manutencao
da integridade dos ribossomos (KLEIN et al., 2004), além de contribuir efetivamente na
biossintese de clorofilas, fixacdo de diéxido de carbono e transporte de foto-assimilados, via
floema (CAKMAK; YAZICI, 2010). As plantas deficientes em magnésio reduzem o
crescimento radicular pronunciadamente, aumentando a razdo parte aérea/raizes e apresentam
visualmente amarelecimento foliar, na forma de clorose internerval, juntamente com manchas
avermelhadas na lamina da folha (CAKMAK, 1994).

Com relagéo aos efeitos do estresse salino sobre o acimulo de enxofre alguns autores
relatam que esse anion decresce nos tecidos vegetais, em fungdo do aumento nos niveis de sais
(CHANG; RANDLE, 2004; GARCIA et al., 2005). Assimilacdo de enxofre em plantas comeca
com a absorcio desse elemento na forma de sulfato (SO4%) a partir do solo e, em seguida, s&o

carreados para a parte aérea através de um grupo de transportadores de sulfato (CHAN et al.,
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2013). O enxofre é fundamental na tolerdncia das plantas ao estresse salino, pois é utilizado na
sintese de glutationa, que atua na manutencdo do equilibrio redox celular e reduz os danos
causados por espécies reativas de oxigénio (GALLARDO et al., 2014). Além disso, esse anion
é essencial na resposta das plantas a seca e salinidade, uma vez que o mesmo atua na biossintese
do &cido abscisico (ABA), um importante regulador da condutancia estomética (WILKINSON;
DAVIES, 2002).

Em solos salinos e sddicos, a solubilidade de micronutrientes (Cu, Mn, Fe, Zn e Mo)
¢ particularmente baixa, e as plantas que crescem em tais solos muitas vezes experimentam
deficiéncias nestes elementos (PAGE et al., 1990; EL-FOULY et al., 2011), embora outros
pesquisadores relatem uma alta absor¢cdo (MORENO et al, 2000; ZUAZO et al., 2004). Essas
diferencas, no que diz respeito a capacidade de absorcdo de microelementos, pode ser atribuida
a espécie, ao tipo de tecido, ao nivel e composicao dos sais, a concentracdo de micronutrientes,
as condicdes de crescimento e a duracdo do estudo (GRATTAN; GRIEVE, 1998; HU;
SCHMIDHALTER, 2001). Consequentemente, a relacdo entre salinidade e a quantidade de
micronutrientes nas plantas é complexa, pois esse fator de estresse pode induzir o aumento,
diminuicdo ou ndo ter efeito sobre a concentracdo desses minerais nos tecidos vegetais. Os
micronutrientes zinco (Zn), cobre (Cu), ferro (Fe), boro (B), manganés (Mn), molibdénio (Mo)
e niquel (Ni) sdo importantes constituintes celulares indispensiveis para o crescimento e
desenvolvimento das plantas (EPSTEIN; BLOOM, 2006), bem como adjuvantes essenciais na
tolerancia ao estresse (HABIBI, 2014), uma vez que atuam na biossintese de pigmentos
fotossintéticos e ativacdo de diversas enzimas (EPSTEIN; BLOOM, 2006; ALMEIDA et al.,
2014), particdo de fotoassimilados (YRUELA, 2005) e regulacdo da atividade enzimética e
absorcéo de macronutrientes (SAGI et al., 1997), melhorando assim a produtividade das plantas
(ZAYED etal., 2011).

2.2.2 Efeitos do estresse salino sobre as plantas — Nivel morfoldgico

Quando os estimulos ambientais excedem o nivel de tolerancia maxima de qualquer
espeécie vegetal, todos 0s processos estruturais, de desenvolvimento, bioquimicos e fisiologicos
(RIAZ et al.,, 2010) séo afetados negativamente. Esses efeitos sobre o crescimento, a
morfologia, a anatomia, ultra-estrutura e o metabolismo foram relatados por diversos
pesquisadores em diferentes espécies de plantas (SHAO et al, 2008).

O estresse salino, por exemplo, provoca uma reducdo rédpida e potencialmente

duradoura da taxa de crescimento da raiz, em funcdo da diminui¢cdo no numero de células
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alongadas e/ou na reducdo da taxa de alongamento das células, ou de ambos (KNIPFER;
FRICKE, 2010). Nesse drgdo, o efeito da salinidade afeta também, a estrutura do cilindro
vascular e parénquima cortical (AKRAM et al., 2002; BOUGHALLEB et al., 2009), alterando
a atividade e expressdo de aquaporinas transmembranares (LOPEZ-PEREZ et al., 2009;
SKORUPA-KLAPUT et al., 2015), diminuindo a condutancia hidraulica e consequentemente
o transporte de 4gua através da membrana plasmatica (MARTINEZ-BALLESTA et al., 2004).
As alteracBes na condutividade hidraulica da raiz pode ser relacionada a diferenca na area de
superficie, na taxa de lignificacdo, no potencial osmaético e distribuicdo da raizes seminais e
adventicias (EMAM; BIJANZADEH, 2012).

O estresse salino danifica os tecidos radiculares alterando a atividade do cambio
vascular, o que reduz a producdo de floema e xilema secudarios (REINOSO et al., 2004) e
provoca diminuicdo no diametro dos vasos Xilematicos, em funcdo de uma repressdo no
desenvolvimento de metaxilema (CECCOLI et al., 2011). Além disso, a salinidade induz a
lignificacdo da endoderme (CHENG et al., 2012), onde a deposicdo de suberina nas lamelas de
células endodérmicas atua como barreira para a absorcao de ions via apoplasto (GLENN et al.,
1999). A figura 4 mostra algumas alteracGes anatémicas nas raizes, decorrentes da exposicao

ao estresse salino.

Figura 4. Microscopia confocal de varredura a laser de sec¢des da zona de transicdo de raizes (A) de
Triticum aestivum, co-coradas com CoroNa Green e FM4-64, evidenciando intenso processo de
vacuolizagdo. Comparagdo da intensidade de fluorescéncia (CoroNa Green dye) resultante do intenso
acimulo de Na* nas raizes de T. aestivum submetidas a 100 mM de NaCl (B), durante 72 horas e o
controle (agua MilliQ) (C). Quantificacdo de Na* citosolico e vacuolar em raizes de T. aestivum (D),
evidenciando a distribuicdo tecido especifica do Na*. Barra = 200 pm.
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Fonte: WU et al. (2015).

O aumento drastico nas concentracfes de Na* e CI" nos tecidos leva a uma rapida
reducdo do crescimento, mediante inibicdo da expanséo foliar, ocasionada pela reducdo da

turgescéncia, sendo que isto provoca também um atraso na proliferacdo e alongamento das
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células e inibicdo completa da diviséo celular (MANIVANNAN et al., 2007; ROY et al., 2014).
A inibicdo do crescimento de folhas jovens, na fase osmotica do estresse salino, ocorre por meio
da inibicdo da divisdo e alongamento celular causada em parte por diminuicdo na extrusao de
H* para o apoplasto, mediante reducdo na atividade das bombas de prétons (H*-ATPases) na
membrana plasméatica (HATZIG et al., 2010). Adicionalmente, o influxo de ions toxicos e
especialmente o Na* leva a inibicdo dos mecanismos que regulam a extensibilidade da parede
celular e consequentemente reduz o crescimento (GEILFUS et al., 2010; ZAGORCHEYV et al.,
2014).

Anatomicamente, o estresse salino provoca reducdo nas células meristemaéticas,
aumento da vacuolizacdo das células e formacdo de vaclolos autofagicos
(MAHMOODZADEH, 2008), além da reducdo no tamanho do cértex e metaxilema, no nimero
de estdbmatos e espessura foliar (HWANG; CHEN, 1995; AKRAM et al., 2002).
Adicionalmente, 0 aumento da concentragdo de sais provoca uma reducdo na espessura do
tecido palicadico, no floema secundario (REINOSO et al., 2004; KARIMI et al., 2009), na
seccao transversal das folhas e no tamanho da nervura central (possivelmente alterando o
processo de recrutamento das células fundadoras do meristema apical) alterando negativamente
a venacao, interferindo na capacidade de transporte de nutrientes e inibindo a re-translocagéo
de assimilados (HU et al., 2000; HU et al., 2005).

A reducdo dos espacos intercelulares no mesofilo foliar diminui a condutancia
estomatica e do tecido foliar, restringindo o fluxo de carbono para os cloroplastos, causando
em consequéncia, a inibicdo da fotossintese (DELFINE et al., 1998; LORETO et al., 2003),
mediante depressdo do sistema de captacdo e transporte de CO». A figura 5 mostra algumas
alteracdes anatémicas no tecido foliar decorrentes do estresse salino.

Figura 5. Micrografias de luz das secfes transversais mostrando alteragdes morfoldgicas decorrentes
do estresse salino. Folhas de Zea mays L. (A) controle e (B) tratadas com NaCl (100 mM), mostrando a
reducdo na espessura do mesofilo (Mct) e folhas de (Triticum aestivum), onde (A) controle e (B) plantas
tratadas com NaCl (120 mM).
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Fonte (A — B): CARCAMO et al. (2012) e (C — D) HU et al. (2005).
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Embora a diminuicdo da &rea foliar se constitua em um mecanismo de protecéo ao
estresse salino, uma vez que isso reduz o volume celular e facilita o ajuste osmotico (ARAUJO
et al., 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013), a perda de area foliar fotossinteticamente ativa, altera
negativamente o acumulo de biomassa (VASANTHA et al., 2010) e a particdo de
fotoassimilados, o que provoca a inibigéo da taxa de crescimento relativo - TCR (LEBLEBICI
et al., 2011). TCR é um fendmeno extremamente complexo e importante, que depende da
alocacdo de biomassa para as folhas, construcdo eficiente da area da superficie foliar e do
crescimento de biomassa por unidade de area foliar, através do ganho de carbono através da
fotossintese e da perda de carbono pela respiracdo. A contribuigdo relativa desses trés fatores é
avaliada pela decomposicéo da TCR em seus componentes (Taxa de assimilacdo liquida, TAL;
area foliar especifica, AFE e razdo de massa foliar, RMF), os quais se relacionam com biomassa
vegetal (Mp), biomassa foliar (ML) e arquitetura foliar (AL), respectivamente, conforme

demonstra Shipley (2006), através das equacGes 1a, 1b e 1c:

) (G) = [G) G () () -~ Equasdo 1a
TCR = TAL x AFE x RMF ------ Equacéo 1b
In(TCR) = In(TAL) + In(AFE) + In(RMF) ------ Equacéo 1c

As fortes restricbes ao crescimento e sobrevivéncia das plantas, impostas por
condicBes de estresse, modulam as estratégias adaptativas relacionadas com os diferentes
atributos morfofisiolégicos (como a TCR e seus componentes), sendo estes considerados
variaveis-chaves no estudo de espécies que crescem em ambientes adversos (LAMBERS;
POORTER, 1992; MOLES; WESTOBY, 2004; SHIPLEY, 2006). Especificamente em
ambientes salinos, o excesso de sais sollveis provoca fortes redugdes na TCR, que dependendo
da espécie, pode provocar alteracBes negativas na capacidade fotossintética (TAL) e/ou
alteracdes morfologicas (RAF = AFE x RMF). De fato, o estresse salino aumenta a resisténcia
a difusdo de CO2, diminuindo taxa de assimilacdo de carbono (TAL), assim como reduzindo a
expansao da area foliar (folhas menores e mais espessas), 0 que provoca um declinio na RAF
(consistentemente associada com a diminuicdo da AFE), resultando na queda da TCR
(BAYUELO-JIMENEZ et al., 2012). Vale salientar que as alteragdes morfoldgicas ou a
possivel diluicdo de ions toxicos pelo crescimento foliar s&o, geralmente, 0s processos de longo
prazo que ocorrem nas plantas sob estresse salino. Especialmente em espécies lenhosas, é
imperativo o estudo do estresse salino durante um longo periodo de tempo (NIEVES et al.,
2011).
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2.3 Mecanismos de tolerancia das plantas ao estresse salino

O actimulo de sais no solo induz a diversos distarbios fisiologicos e metabolicos, onde
as plantas expostas a esse tipo de ambiente estdo sujeitas a limitacdes como (1) baixo potencial
osmatico da solugdo do solo (estresse osmotico); (I1) efeitos de ion especifico (estresse idnica);
(1) restricdes a captacdo de carbono em funcdo da reducdo da condutancia estomatica e (1V)
desequilibrio nutricional levando a efeitos nocivos sobre o crescimento e desenvolvimento da
planta (KANAWAPEE et al., 2012;. HUSSIN et al., 2013). Para sobreviver em ambiente salino
as plantas desenvolveram varias adaptagdes fisiologicas e bioquimicas, onde 0s principais
mecanismos sdo 0 acumulo ou exclusao de ions (ZHU, 2003), controle de absorcéo de ions
especialmente K* pelas raizes e transporte em folhas, (MAHAJAN; TUTEJA, 2005),
compartimentacdo de ions (SHABALA; MACKAY, 2011), biossintese de
osmoprotetores/solutos compativeis (SLAMA et al., 2015), modificagdes no processo
fotossintético (UZILDAY et al., 2015), ativacdo de enzimas antioxidantes e sintese de
compostos antioxidantes (WANG et al., 2013), sintese de poliaminas (TAKAHASHI;
KAKEHI, 2010), geracdo de 6xido nitrico (LUIS, 2015) e indugdo e modulacdo de hormonios
vegetais (GUPTA; HUANG, 2014).

Como um dos mecanismos de resposta as mudancgas no potencial osmético do meio
salino, as plantas sintetizam e acumulam metabdlitos de baixo peso molecular, definidos como
osmolitos, osmoprotetores ou solutos compativeis (MUNNS, 2005), que em altas concentracdes
na célula, atuam auxiliando no ajuste osmético, e em baixas concentra¢cdes atuam na protecdo
celular (ASHAF; FOOLAD, 2007). Dentre os principais grupos de solutos compativeis
destacam-se: poliois (mio-inositol, pinitol e manitol) (WILLIAMSON et al., 2002) acucares
soltveis (YOUSFI et al., 2010) ou poliméricos (frutanas), poliaminas (putrescina, espermidina
e cadaverina) (MANSOUR, 2000), além dos aminoacidos/iminoédcidos e compostos
quaternarios de amonio (prolina, glicina betaina, alanina betaina) (BELKHEIRI; MULAS,
2011).

Dentre os solutos compativeis, a prolina (Pro) se acumula em uma grande quantidade
de espécies botanicas sob estresse salino, sendo isso muitas vezes acompanhado por um
aumento da sintese e uma reducdo concomitante no catabolismo celular (VERSLUES;
SHARMA, 2010), embora ambos 0s processos possam coexistir (FABRO et al., 2004;
KAPLAN et al., 2007). A maioria das enzimas do metabolismo da prolina esta bem
caracterizada a nivel bioguimico, mas conexdes entre processos anabdlicos e catabolicos ndo

foram minuciosamente estudados, sobretudo em circunstancias onde a degradacéo inicial de
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prolina contribui para estimular as defesas das plantas. A via catabdlica da prolina tem lugar
nas mitocéndrias, em que a mesma é oxidada para acido glutdmico (Glu) em dois passos
(VERSLUES; SHARMA, 2010), o qual pode ser utilizado como precursor na sintese da Pro,

no citosol e plastideos (Figura 6).

Figura 6. Modelo do metabolismo de Pro em Arabidopsis. P5CS e P5CR sintetizam Pro a partir de Glu
no citosol e cloroplastos. PRODH e PSCDH oxidam Pro em Glu na mitocondria. OAT transfere o grupo
A-amino de Orn para produzir GSA/P5C e Glu 2-oxoglutarato. P5C atua como um intermediario de
todas estas vias. GSA, glutamato-semialdeido; P5C, A! pirrolina-5-carboxilato de etilo; P5CS, P5C
sintase; P5CR, P5C redutase; ProDH, prolina desidrogenase; P5CDH, P5C desidrogenase; OAT,
ornitina 3-amino transferase.
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Fonte: Adaptado de RIZZI et al. (2015).

As alteragdes metabdlicas envolvendo a biossintese e degradacéo da prolina aliviam
os danos impostos pela salinidade de diferentes maneiras. Devido a sua natureza quimica, este
aminoacido desempenha papéis chaves nas respostas adaptativas ao estresse, desempenhando
as seguintes funcgdes: (1) soluto compativel, (I1) chaperona molecular para a estabilizacdo da
estrutura das proteinas, (I11) fonte de nitrogénio e carbono, (1V) para equilibrar o estado redox
da célula e (V) sinalizador de estresse que influéncia respostas adaptativas (ASHRAF;
FOOLAD, 2007; VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Além disso, a sua sintese e degradagédo
gera um extenso transporte de produtos intermediarios e cofatores entre os diferentes
compartimentos subcelulares, ajudando a ajustar o pH citosélico e o estado redox da célula
(LIANG et al., 2013; BEN REJEB et al., 2014). Além disso, a Pro sintetizada em brotos pode
ser transportada para as raizes para degradacdo posterior, sustentando o crescimento das raizes
em condi¢des desfavoraveis (SHARMA et al., 2011).
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Além das alteragdes no potencial osmético, as células vegetais ainda tém seu equilibrio
i6nico alterado em decorréncia da exposicdo ao estresse salino. O efeito iGnico ocorre como
consequéncia da elevada quantidade de ions dispersos no solo. As plantas internalizam tais ions,
cujo resultado é a alteragdo da razdo K*/Na*, que, por sua vez, aumenta a concentracdo dos ions
Na* e CI" no citosol. Esse desbalango i6nico afeta a atividade enzimatica, a regulacdo e a
expressdo génica e inimeros outros processos celulares (YILDIZTUGAY etal., 2014; Ll etal.,
2015; SAHI et al., 2006). Além das inimeras estratégias ja citadas para aliviar o estresse salino,
as plantas minimizam o afluxo e mantem o efluxo de ions Na* e CI', potencialmente téxicos,
através de transportadores de membrana, e translocagdo e compartimentacdo no vacuolo celular
(KADER, 2006; HAUSER; HORIE, 2010), além da extrusdo do Na* do simplasto para o
apoplasto através de transportadores de membrana Na®/H*, tipo antiporte (BARTELS;
SUNKAR, 2005).

Uma das primeiras respostas ao estresse salino € manter a homeostase celular, e para
atingir esse equilibrio, o sodio toxico acumulado (TESTER; DAVENPORT, 2003) € eliminado
por meio de proteinas transportadoras de ions localizadas na membrana plasmatica
(BLUMWALD et al., 2000). Um dos principais componentes envolvidos no controle da
homeostase idnica € a via de sinaliza¢do Salt Overlay Sensitive (SOS), cuja ativacéo, funciona
como um mecanismo chave para o controle e a exclusdo de ions de Na* (ZHU, 2000). A via de
sinalizacdo SOS (Figura 07) é constituida por trés proteinas principais, SOS1, SOS2, e SOS3.
A proteina SOS1 é um transportador Na*/H* do tipo antiporte na membrana plasmatica,
essencial na regulacdo do efluxo de Na* para o apoplasto, facilitando também o transporte de
Na* das raizes para a parte aérea (GUPTA; HUANG, 2014). A proteina SOS2 é uma
serina/treonina quinase que ativa o SOS1 (LIU et al., 2000), enquanto o SOS3 é uma proteina
de ligacdo ao célcio capaz de detectar o calcio citosolico, mediante sinal potencializado pelo
estresse salino (ISHITANI et al., 2000). De uma forma simplificada o efluxo de sodio através
do SOS1 é regulado pela atividade cinasica do complexo SOS3-SOS2 (CHINNUSAMY et al.,
2005), embora esse complexo também outros transportadores de ions, tal como 0 HKT1 (High-
affinity K* Transporter), que medeia o transporte de Na* para o citoplasma durante o estresse
salino. A expressao do gene HKT1 que codifica esse transportador de Na* situado na membrana
plasmatica das células do parénquima xilematico (ZHU, 2002), é inibida pelo complexo SOS3-
SOS2. Além disso, o complexo SOS2-SOS3 interage com proteinas antiporte de Na*/H*
localizadas no vacuolo e contribuem para o processo de compartimentalizagdo do Na*. A figura
7 resume o mecanismo de funcionamento da via SOS e sua atuacdo na resposta ao estresse
salino (MAHAJAN; TUTEJA, 2005).
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Figura 7. Regulacdo da homeostase idnica pela via de sinalizacdo Salt Overlay Sensitive (SOS). O
estresse salino é percebido por receptores desconhecidos (?) presentes na membrana plasmatica da
célula. Isto inclui uma perturbacdo citosélica de célcio, a qual é detectada por SOS3, que modifica sua
conformagdo de uma maneira dependente de Ca?* e interage com SOS2. Essa interagéo libera SOS2 de
sua auto-inibicao resultando em sua ativacdo. SOS2 ativada e em complexo com SOS3, fosforila SOSL1,
um antiporte Na*/H*, resultando em efluxo do excesso de Na*.

Ca’
Citoplasma
Fonte: GUPTA; HUANG (2014).

As plantas também sdo capazes de compartimentalizar o Na* dentro do vacuolo,
fornecendo um mecanismo eficiente para evitar os efeitos deletérios do Na* no citosol e manter
0 potencial osmético através do acimulo de Na* e CI, facilitando a absor¢do de agua pelas
células (APSE et al., 1999). O processo de compartimentalizacdo do Na* no vacuolo provoca a
alcalinizacdo do mesmo, e as proteinas antiporte de Na*/H*, associadas a vesiculas do
tonoplasto, foram indicadas como parcialmente responsaveis por essa alcalinizacdo
(HASEGAWA et al., 2000). Além do Na*, a compartimentalizagdo do cloreto também é
importante para a tolerancia ao sal, uma vez que niveis elevados de CI" no citosol podem ser
prejudiciais (XU et al., 1999). Visto que o vacuolo é moderadamente positivo em relacdo ao
citosol, a planta envia os ions Cl- excedentes desse compartimento para o interior do vacuolo,
mediante proteinas transportadoras ou carreadores de membrana que se acoplam ao CI e
movimentam este ijon através do vactolo a favor do gradiente de prétons. E sugerido que
transportador antiporte de CI/H* também esteja envolvido nos processos de
compartimentalizacdo deste anion no vactolo (HASEGAWA et al., 2000), bem como Vvarios
canais anidnicos voltagem-dependentes da familia CLC (Chloride Chanel) (BRINI;
MASMOUDI, 2012).

Uma importante consequéncia do estresse salino é o aumento do estresse oxidativo,
onde uma grande variedade e quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), as quais

podem desempenhar diversas fungdes no metabolismo celular, sendo produzidas em diferentes
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compartimentos celulares, tais como cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos, membrana
plasmética, e outros locais da célula, em funcdo de seus processos metabdlicos como a
fotossintese e respiracdo (MITTLER, 2002; NEIL et al., 2002). Quando produzidos em excesso,
as ERO’s prejudicam a homeostase metabdlica através de danos oxidativos a lipideos
(peroxidacdo lipidica), proteinas e &cidos nucléicos, resultando em morte celular (MGLLER et
al., 2007; NGUYEN et al., 2009). Dentre as principais ERO’s podemos destacar o radical
superoxido (O2*") e o oxigénio singleto (*02), que sdo produzidas nos cloroplastos pela
fotorreducdo do oxigénio e transferéncia de energia da clorofila no estado excitado tripleto para
0 oxigénio, respectivamente, e o peroxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxil (*OH)
(WANG et al., 2013). O H20>, particularmente é gerado por uma redugdo de dois elétrons do
0., catalisada por certas oxidases ou indiretamente, através de reducédo ou dismutacdo do O,*",
que é formado por oxidases, peroxidases, ou pelas cadeias transportadoras de elétrons da
respiracdo e/ou fotossintese (FOYER; NOCTOR, 2000; MITTLER et al., 2004;
BINDSCHEDLER et al., 2006; SAGI; FLUHR, 2006). Estas reacfes geram H202 em varios
compartimentos subcelulares (Figura 8), sendo o impacto desse H20, fortemente influenciado

pelo grau em que o sistema antioxidante permite o seu acumulo.

Figura 8. Os principais locais de producéo de H>O, em células fotossintéticas. GO, glicolato oxidase.
3PGA, 3-fosfoglicerato. POX, peroxidase. RuBisCO, ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase.
RuBP, ribulose 1,5-bisfosfato. SOD, superdxido dismutase. XO, xantina oxidase.
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Como mecanismo de tolerancia, as plantas usam diferentes estratégias para resolver

este problema, sendo um deles um aumento na atividade de enzimas antioxidantes e o acumulo
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de compostos antioxidantes ndo enzimaticos (SZARKA et al., 2012). O metabolismo
antioxidativo, que inclui enzimas antioxidantes e compostos antioxidantes ndo enzimaticos,

desempenham um papel critico na detoxificacdo de ROS induzidos por estresse salino (Tabela

3).

Tabela 3. Tipos, natureza e locais de atuacdo de antioxidantes dentro da célula, segundo Mittler

(2002).
Mecanismo Antioxidante  Enzima ou Composto Organico Local na Célula EROs
Dismutase do Superoxido Cloroplasto Citosol Mitocondria «Or
(SOD -EC1.15.1.1) Peroxissomo Apoplasto :
Peroxidase do Ascorbato Cloroplasto Citosol Mitocondria H20
(APX =EC 1.11.1.11) Peroxissomo Apoplasto o
Catalase .
N (CAT-EC 1.11.1.6) Peroxisomo H20:
Enzimético Peroxidase da Glutationa
(GPX —EC 1.11.1.9) Citosol H:20:2 e ROOH
Peroxidases . .
(POD —EC 1.11.1.7) Parede Citosol Vactolo H:20:
Peroxidase da Tiorredoxina ) . o
(TPX — EC 1.11.1) Parede Citosol Mitocéndria Hz0:2 e ROOH
Acido Ascérbico CI()r()plast.() Citosol Mitocondria «Ore HiOs
Peroxissomo Apoplasto
Nio Enzimético Glutationa Cl()r()plast.() Citosol Mitocondria H20s
Peroxissomo Apoplasto
a-Tocoferol Membranas +0: e ROOH
Carotendides Cloroplasto Llely

Fonte: PRISCO; GOMES FILHO (2010).

As enzimas antioxidantes envolvidas nos mecanismos de tolerancia ao estresse salino
sdo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPX), peroxidase
de ascorbato (APX) e glutationa redutase (GR) (GUPTA et al., 2005; ASADA, 1999). A SOD
catalisa a dismutacéo do superdxido (O2°*) a peroxido de hidrogénio (H20-), enquanto a CAT,
que esta localizada nos peroxissomos, glioxissomos e mitocéndrias, catalisa a conversao de
H20-, oriundo principalmente da fotorrespiracdo e/ou respiracdo, em agua e Oz (APEL; HIRT,
2004). Da mesma forma a APX, presentes no citosol, em membranas dos peroxissomos e em
cloroplastos, catalisa a conversdo de H>O> em HO. Diferentemente da CAT, que degrada
diretamente o H202 sem consumir agentes redutores celulares, a detoxifica¢do pela APX ocorre
com a oxidacao de ascorbato, reacdo que resulta em monodeidroascorbato (MDHA) e H20. A
regeneracdo do ascorbato é mediada pela monodeidroascorbato redutase (MDHAR) utilizando
NADPH como equivalente redutor (FOYER; HALLIWELL, 1976; NAKANO; ASADA,
1981).

Durante o estresse salino diversos compartimento subcelulares (Figura 9) contribuem
para a producdo das ERO’s, como as mitocOndrias, cloroplastos, peroxissomos, bem como em

locais menos vulgarmente conhecidos, como o nucleo e o reticulo endoplasmatico



44

(OVERMYER et al., 2003; ASHTAMKER et al., 2007; FOYER; NOCTOR, 2009; JASPERS;
KANGASJARVI, 2010; MAZARS et al., 2010).

Figura 9. Principais locais de producdo de ERO’s em células vegetais e 0s meios através dos quais 0s
seus niveis sdo controlados, enfatizando a participacdo dos compartimentos subcelulares.
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Adicionalmente, as ERO’s podem ser produzidas no apoplasto por NADPH oxidases,
peroxidases associadas a parede celular (POXs), e oxalato oxidases (KAWANO, 2003). Estas

enzimas, vulgarmente conhecidas como oxidases homologas da explosdo respiratoria (Rboh)

0,

Apoplasto

sdo flavoproteinas transmembranares que oxidam o NADPH citoplasmatico, translocando os

eletrons através da membrana plasmaticas e reduzindo o oxigénio tripleto, do ambiente

extracelular, a O2"~ na parede celular. Adicionalmente, as funcdes das NADPH oxidases nas

plantas se extendem além de respostas ao estresse salino, incluindo papeéis no desenvolvimento
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(SAGI; FLUHR, 2006; TAKEDA et al., 2008), no transporte de sodio na seiva do Xilema,
(JIANG et al, 2012), além da sinalizacdo de longa distancia (sistémica) envolvendo as ERO’s
(MILLER et al., 2009).

Embora nédo esteja bem caracterizado como as redes de sinaliza¢ao entre as organelas
empregam as ERO’s como segundos mensageiros, sabe-se que, por exemplo, 0 H2O. em baixas
concentragdes, desempenha um papel na sinalizacédo celular de plantas sob estresse, modulando
a transcricdo de genes nucleares, influenciando a expressdo de proteinas citosolicas,
cloroplastidicas e mitocondriais e atuando como um regulador chave em uma ampla variedade
de processos fisioldgicos, incluindo senescéncia (PENG et al., 2005), fotorrespiragdo e
fotossintese (NOCTOR; FOYER, 1998) condutancia estomatica (BRIGHT et al., 2006), ciclo
celular (MITTLER et al., 2004), crescimento e desenvolvimento (FOREMAN et al., 2003) e
morte celular programada (FATH et al., 2002). Nesse caso, 0 papel das enzimas antioxidantes,
como a CAT e APX por exemplo, é realizar um controle fino sobre as concentrac¢des celulares
de H202, em vez de remové-lo completamente (ABOGADALLAH, 2010; HANCOCK et al.,
2006; APEL; HIRT, 2004). O H20, produzido nos cloroplastos é eliminado pelas enzimas APX,
enquanto o produzido nos peroxissomos/glioxissomos é removido pelas CAT (MITTLER et
al., 2004; KOTCHONI; GACHOMO, 2006). Esta especificidade entre as enzimas € 0 H20-
(Figura 09) reflete as diferentes afinidades existentes entre eles. A APX tem alta afinidade (uUM)
e a CAT baixa afinidade (mM) pelo H20., sendo as APX as responsaveis pela modulacéo fina
destas ERO's, enquanto que as CAT seriam responsaveis pela remocdo do excesso de ERO's
durante o estresse, sendo, portanto essencial a compreensdo sobre suas atividades e interacfes
entre os diferentes tipos de estresses ambientais (SHIGEOKA et al., 2002; WILLEKENS et al.,
1997; NOCTOR; FOYER, 1998).

Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem o acido ascorbico (ASC), a glutationa
(GSH), os tocoferdis (TOC) e os compostos fenolicos (ABOGADALLAH, 2010) e atuam de
forma coordenada com quatro enzimas essenciais, a ascorbato peroxidase (APX),
monodehidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR) e a glutationa
redutase (GR), responsaveis pela geracdo e regeneracdo de seus principais componentes
(GARA et al., 2010) (Figura 10).

Figura 10. Inter-relagdo entre a triade glutationa-tocoferol-ascorbato na eliminagdo das ERO’s. O
tocoferol elimina o radical peroxil antes que ele possa abstrair hidrogénio dos lipideos das células,
mediante doagdo de um &tomo de hidrogénio, formando o radical tocoferoxil. O radical tocoferoxil é
reduzido pelo ascorbato (Asc), enquanto o desidroascorbato (DHA) é formado. O ascorbato também
esta envolvido no processo de eliminagdo do H»O,, especialmente como um substrato da ascorbato
peroxidase (APX), que gera duas moléculas de monodehidroascorbato (MDHA). O MDHA pode ser
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reduzido a ascorbato pela catélise da monodehidroascorbato redutase (MDAR). O MDHA também pode
se oxidar rapidamente gerando DHA, que é entdo reduzido a ascorbato pela acdo da desidroascorbato
redutase (DHAR) com glutationa (GSH) como um substrato, gerando dissulfeto de glutationa (GSSG).
Uma alternativa para a eliminacéo de H»O, é através da acdo da glutationa peroxidase (GPX), a custa
da GSH. Finalmente, a glutationa redutase (GR) reduz a GSSG em GSH a custa de NADPH.

( Tocoferol AA GSH NADPH + H* \

Radical
Tocoferoxil DHA GSSG NADP* + H*
' ! ' )
Radical o : ] :
Peroxil Radical DHA + AA GSSG H,0,
Tocoferoxil I aa—
GPX
H,0, MDA
Hidroperoxid Tocoferol GSH H,0
Lipidico PR
H,0 AA

Fonte: SZARKA et al. (2012).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, o ASC se destaca, principalmente devido ao
seu alto poder antioxidante e sua participacdo em vias de biossintese e em processos fisioldgicos
importantes para a célula vegetal (JALEEL et al., 2009). Da mesma forma GSH mantém a
cisteina, homocisteina, enzimas e ascorbato (ASA) na forma ativa, regulando a relacéo tiol/
dissulfeto nas proteinas da membrana celular e protegendo contra os radicais livres e H20>
(SZALAIl etal., 2009). O ASC e a GSH promovem a detoxificacao das ERO’s de maneira direta
ou através do ciclo ascorbato-glutationa, onde o H20: é reduzido a agua pelo ASC, que entdo é
oxidado a monodehidroascorbato (MDHA) e dehidroascorbato (DHA) e estes podem ser
novamente reduzidos a ASC por meio da GSH (POTTERS et al., 2010; ZECHMANN et al.,
2011).

Além da atuacdo desses mecanismos, as respostas das plantas a salinidade sdo muitas
vezes acompanhadas por alteracbes morfologicas e anatdbmicas, como aumento da quantidade
de estématos (CARMANO et al., 2012); a lignificagdo dos tecidos vasculares, sobretudo xilema
(DOLATABADIAN et al., 2011); suberizacéo e lenhificagdo da exoderme, reduzindo assim a
absorcdo de sais ou outros solutos toxicos para o estelo (CHEN et al., 2011) e lignificacdo da
parede celular nas estrias de Caspary e metaxilema, reduzindo o transporte de ions Na* pela via
apopléstica (GOYAL et al., 2003; EMAM; BIJANZADEH, 2012).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Estudar o comportamento de plantas de Lippia gracilis Schauer quando submetidas as
condicOes de estresse salino, induzido pela 4gua de irrigacdo, de modo a verificar os efeitos da
interacdo salinidade-tempo de exposicdo ao estresse sobre pardmetros morfofisioldgicos e
distribuicdo de ions nos varios 6rgaos da espécie em questéo.

4.2. Objetivos especificos

e Investigar, aos 25 e 50 dias apds o estresse, 0s efeitos do estresse salino induzido por
cloreto de sodio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl>) e cloreto de calcio (CaCl,) sobre
a plantas de L. gracilis Schauer mediante a quantificacdo da area foliar total (AFT), area
foliar unitaria (AFu), massa seca total (MST), massa seca das folhas (MSF), caules
(MSC), raizes (MSR), altura (AL Tpiantas), didmetro do caule (®caute), fragdes de alocacdo
de biomassa (FAB), taxa de crescimento relativo (TCR), taxa de assimilacdo liquida
(TAL), area foliar especifica (AFE), razdo de massa foliar (RMF), razéo de area foliar
(RAF), area foliar (AF) e indice de esclerofilia (IE);

e Determinar, aos 25 e 50 dias apds o estresse, o teor de K, Cl, Na e razdo [K*]:[Na*] nos

Orgdos vegetativos de L. gracilis;
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CAPITULO Il: CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS DE Lippia
gracilis SCHAUER EM RESPOSTA AO ESTRESSE SALINO E AO
TEMPO DE EXPOSICAO!

1 Artigo traduzido como “Morphophysiological traits of Lippia gracilis Schauer in response to salt stress and
exposure time”submetido e apresentado nas normas do periédico Plant and Soil
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5 Caracteristicas morfofisiologicas de L. gracilis Schauer em resposta ao estresse salino e
ao tempo de exposicdo

5.1 Resumo

Objetivos: Tem como objetivo investigar os efeitos subjacentes a utilizacdo de agua salinizada
em plantas de Lippia gracilis, a fim de determinar a capacidade de acumulo de ions e as
alteracdes morfofisioldgicas, em funcédo da salinidade e tempo de exposicdo ao estresse.
Métodos: Plantas de L. gracilis foram irrigadas com agua contendo diferentes concentracées de
sais, durante 25 e 50 dias. As caracteristicas morfofisiologicas avaliadas foram baseadas no
acumulo de biomassa e na area foliar, enquanto que o potassio e sddio foram quantificados por
espectrofotometria de absorcdo atdmica e o cloreto quantificado por argentometria.
Resultados: A interacdo salinidade versus tempo de exposicdo ao estresse afetou a maioria das
caracteristicas morfofisiologicas de L. gracilis. Da mesma forma, o acimulo de ions também
foi alterado em funcéo da interagdo entre os dois fatores analisados, onde o sddio se acumulou
de maneira continua, em maior quantidade nas raizes, enquanto o cloreto nao sofreu influéncia
do tempo, se acumulando em maior magnitude nas folhas. O estresse salino também provocou
reducBes no contetido de potéssio, embora as folhas tenham conseguido manter um equilibrio
positivo em relacdo ao contetdo de sédio.

Conclusdo: L. gracilis mostrou uma resposta variavel ao estresse salino em funcdo do tempo,
tendo uma consideravel capacidade de suportar uma carga crescente de ions toxicos, sempre
mantendo uma taxa de crescimento, levando-nos a considerar o uso da espécie em ambientes

moderadamente salinos.

Palavras chave: Lippia gracilis, area foliar, alocacao de biomassa, sodio, cloreto.
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5.2 Abstract

Background and aims: This study aims to investigate the effects underlying the use of saline
water in Lippia gracilis plants in order to determine the ion accumulation capacity and
morphological and physiological changes, depending on the salinity and exposure to stress.
Methods: L. gracilis plants were irrigated with water containing different concentrations of salts
for 25 and 50 days. The morphological and physiological characteristics were evaluated based
on the accumulation of biomass and leaf area, while potassium and sodium were quantified by
atomic absorption spectrophotometry and chloride quantified by argentimetry.

Results: The interaction between salt stress versus time of exposure affected the majority of
morphological and physiological characteristics of L. gracilis. Similarly, the ion accumulation
was also changed based on the interaction between the two analyzed factors, where the sodium
has accumulated continuously, in greater quantities on the roots, while the chloride was not
influenced by the time, accumulating in greater magnitude on the leaves. Salt stress also caused
reductions in potassium content, even though the leaves have been able to maintain a positive
equilibrium related to the sodium content.

Conclusions: L. gracilis showed a variable response to salt stress as a function of time. It
showed a considerable capacity to support a growing amount of toxic ions while maintaining a

growth rate, which lead us to consider the use of this species in moderately saline environments.

Key words: Lippia gracilis, leaf area, biomass allocation, sodium, chloride.
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5.3 Introducao

A salinizacao do solo é atualmente uma das mais importantes causas de reducdo da
produtividade das culturas (Paranychianakis e Chartzoulakis, 2005), principalmente nas regides
aridas e semiéaridas, onde as praticas agricolas exacerbam o processo de salinizagdo secundaria,
através de alteragdes no equilibrio hidrologico (Chaves et al., 2009). Mediante redugdo do
potencial hidrico do substrato, 0s sais presentes no meio restringem a absorcdo de agua e
nutrientes, provocando desequilibrio iénico e toxicidade (Houle et al., 2001) e modificando a
particdo de biomassa entre os diferentes 6rgaos, mediante alteracdes morfofisioldgicas (Martin
e Shaffer, 2005; Erice et al., 2010). Sob estresse salino, as plantas reduzem a taxa de
crescimento exibindo uma resposta bifasica para esse tipo de estresse, onde primeiramente
ocorre uma resposta rapida, devido ao aumento da pressdo osmotica do meio externo (efeito
osmatico) e uma resposta lenta devido ao acimulo de ions toxicos nas folhas (efeito ion-
especifico) (Munns e Tester, 2008).

As alteracfes na taxa de crescimento relativo das plantas sob estresse salino sdo
decorrentes das modificacGes na taxa de assimilacdo liquida (componente fisiologico da TCR),
cuja reducdo ocorre devido a uma diminuicdo na fotossintese por unidade de area foliar ou a
um aumento na concentracdo de carbono da planta (Poorter, 2002). Adicionalmente a reducéo
da TCR é um fendmeno que muitas vezes contribui para reduzir o estresse hidrico induzido por
altas concentracBes de sais, através da diminuicdo da razdo de area foliar (componente
morfoldgico da TCR) (Jamil et al., 2007) e da vida Gtil das folhas (Suaréz e Medina, 2005) ou
senescéncia prematura desses 6rgaos (Ibrahim, 2013). Apesar dos efeitos do estresse salino, em
espécies cultivadas, sejam intensamente investigados, os efeitos da salinidade sobre o
desenvolvimento de plantas medicinais sdo bastante escassos (Farahani et al., 2009; Mogahdam
et al., 2014), embora sejam também de grande importancia uma vez que essas espéecies podem
ser cultivadas em solos cuja salinidade impede o desenvolvimento de outras culturas
(Muhammad e Hussain, 2010).

No Brasil o dominio do semiérido ocupa uma area de 1 milhdo de km? e se concentra
principalmente na regido Nordeste, onde o Bioma Caatinga predomina (Leite e Sousa, 2012).
Esse ambiente por vezes classificado como Savana-Estépica ou ainda mais corretamente como
Floresta Tropical Sazonalmente Seca (Penington et al., 2009; IBGE, 2012) é extremamente rico
em termos de biodiversidade com elevado grau de endemismos, sendo considerado um hotspot
(Camardelli e Napoli, 2012). A Caatinga possui uma flora extremamente rica, principalmente

em plantas medicinais, cujo potencial farmacoldgico € corroborado pela enorme diversidade de
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fitoquimicos como mucilagens, ceras, latex, oleos fixos e, principalmente 6leos essenciais
(Giulietti et al., 2004). Dentre as espécies medicinais da Caatinga destaca-se a Lippia gracilis,
endémica, pertencente a familia Verbenaceae, cujo 6leo essencial, produzido em grande
quantidade, apresenta elevado potencial farmacolégico com comprovada atividade
antimicrobiana (Albuquerque et al., 2006; Oliveira et al., 2008; Fernandes et al., 2015),
larvicida (Pereira et al., 2008; Marreto et al., 2008), moluscicida, antioxidante (Lima et al.,
2008), além de significativa acdo antitumoral (Ferraz et al., 2013). Infelizmente, os trabalhos
visando o cultivo dessa espécie sdo escassos (Ragagnin et al., 2014), principalmente aqueles
que permitam fazer inferéncias sobre o comportamento da mesma em areas salinizadas, pois
uma vez adaptada a esse tipo de ambiente, tem-se a possibilidade de utiliza-la na recuperacéao
de solos degradados e, ao mesmo tempo, fornecer matéria prima de interesse farmacéutico.
Nesse contexto, o presente estudo focou-se em avaliar a influéncia da salinidade e o tempo de
exposicao ao estresse sobre os atributos morfofisiolégicos de L. gracilis e a capacidade que a
mesma possui de acumular ions toxicos. Testamos se 0 aumento da salinidade modificaria o
padrdo de alocacdo de biomassa entre os diferentes 6rgaos da espécie, bem como se reduziria
proporcionalmente o acumulo de biomassa e/ou afetaria drasticamente a taxa de crescimento,
observando se essa diminuigo é devido a uma redugdo da taxa de assimilagdo liquida ou na
razdo de area foliar, sempre analisando essas altera¢fes ao longo do tempo. Avaliamos também
os efeitos da interagdo entre a salinidade e o tempo de exposicao ao estresse sobre 0 acimulo e

particdo de ions entre as folhas e raizes de L. gracilis.

5.4 Materiais e métodos

5.4.1 Caraterizacdo da area de estudo

O trabalho foi realizado no municipio de Mossoré nas dependéncias da Universidade
do Estado do Rio Grande do Norte a qual esta situada nas coordenadas geograficas de 5° 12’
18,25”” Sul, 37° 18°53,10”" Oeste, onde o clima caracteristico dessa regido ¢ semiarido de
Kdppen-Geiger, tipo BSWh’, registrando-se temperaturas médias em torno dos 27 °C, com
minimas de 18 °C e mé&ximas de 39 °C. A precipitacdo pluviométrica é bastante irregular, no
espaco e no tempo, sendo a média pluviométrica anual de 667,4 mm.ano*, com ocorréncia de
precipitacdo minima registrada de 145,2 mm.ano?, variando até uma méaxima de 2065,7

mm.ano* (Jales, 2009).
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5.4.2 Material vegetal, condic¢des de crescimento e tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo coberta com filme de polietileno
de 125 um difusor de luz, onde as mudas, obtidas mediante processo de estaquia, foram
cultivadas em recipientes com volume de 15 dm? (17,5 kg de solo), contendo solo proveniente
da area onde as estacas foram coletadas, areia e composto organico simples na proporc¢édo de
1:3:1 (m/m). Ap6s o enraizamento e uniformizacdo em tamanho das plantas (40 dias,
correspondente ao tempo zero) as mesmas foram submetidas a diferentes tratamentos com
solugdes salinas compostas, preparadas pela adicdo de diferentes quantidades de sais de cloreto
de sddio (NaCl), cloreto de calcio diidratado (CaCl..2H20) e cloreto de magnésio hexaidratado
(MgCl..6H20), na proporgéo de 7:2:1, cujas concentracdes finais foram: S, = 30,53 mM (3,34
mS cm™), S3 = 61,06 mM (5,65 mS cm™), S, = 91,59 mM (7,70 mS cm™) e S5 =122,12 mM
(9,9 mS cm'Y). O tratamento controle (S1 = 0 mM; 0,41 mS cm™) foi irrigado com agua potavel.
Foram realizadas irrigacbes manuais, duas vezes ao dia, sendo o volume de agua utilizado
conforme a capacidade de campo dos vasos, adicionando-se uma fragdo de lixiviagdo entre 10
e 15% para que as solugdes de irrigacdo percolassem, a fim de evitar o acimulo excessivo de
sais. As condicdes nutricionais do substrato foram mantidas mediante aplicacdo, em intervalos

de oito dias, de solucao nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950), durante todo ciclo.

5.4.3 Analises dos parametros de crescimento e ecofisiol6gicos

As analises foram realizadas aos 25 e 50 dias ap0s o estresse (DAE), sendo que, em
cada época, realizou-se o corte e separagdo das fracGes botanicas (folha, caule/ramos e raizes),
determinando-se a area foliar unitaria (AFu), através de um medidor a laser portatil de area
foliar (CI-202, CID Bio-Science Inc., USA), assim como a altura das plantas (ALTpiantas) €
didmetro do caule (®caue). ApOs isso, 0 material vegetal foi desidratado em estufa com
circulacdo e renovagéo de ar (Modelo 298, De Leo e Cia Ltda, Porto Alegre, Brasil) a 65°C, por
72 horas, para a determinagéo do teor de matéria seca (expressa em g planta) das folhas (MSF),
caules/ramos (MSC) e raizes (MSR). A partir destes dados os seguintes parametros foram
calculados: érea foliar total (AFrt, cm? planta™), fracio de alocagdo de biomassa (FAB’s,
definidas como as proporc¢des de biomassa dos componentes (hastes/caule, folhas, e raizes) em
relacdo a biomassa total das plantas), taxa de crescimento relativo (TCR; incremento em matéria
seca por peso de matéria seca ja existente, num dado intervalo de tempo, mg g dia), taxa de
assimilacdo liquida (TAL; aumento de matéria seca por unidade de superficie assimilatoria por

unidade de tempo, mg cm dia?), razdo de massa foliar (RMF; biomassa de foliar por unidade
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de massa vegetal, g g), razdo de area foliar (RAF; area foliar por unidade de massa vegetal,
cm? g1) e area foliar especifica (AFE; éarea foliar por unidade de massa foliar, cm? g%),
conforme metodologias descrita por Evans (1972), Hunt (1982) e Pearcy et al., (1996). O indice
de esclerofilia (IE; massa foliar por unidade de area, g m) foi calculado conforme Groom e
Lamont (1999).

5.4.4 Processo de digestdo das amostras

Antes da analise das amostras, foi realizada uma digestdo da massa vegetal em solucao
oxidante mista composta por &cido nitrico e peroxido de hidrogénio (Planck, 1992), onde
aproximadamente 500 mg de folhas e raizes pulverizadas foram misturadas, em tubos de
digestdo, com 5 mL de &cido nitrico (68%, m/m) e aquecidas a 125 °C em bloco digestor (TE-
007A, Tecnall, Brasil), durante 1 hora. Apds o arrefecimento foram adicionados 2 mL de
perdxido de hidrogénio (30%, m/m) e repetido o ciclo de aquecimento. Apds o arrefecimento

das amostras digeridas, foram devidamente diluidas e armazenadas a 4 °C.

5.4.5 Ensaio de espectroscopia de absorcao atbmica em chama

Apb6s a digestdo das amostras, as concentraces de sédio ([Na*]) e potassio ([K™])
foram determinadas por espectroscopia de absorcdo atdmica, utilizando um espectrdometro de
absorcdo/emissdo atdbmica da Varian Inc., modelo SpectraAA-50 (USA), a partir de curvas
analiticas construidas com um conjunto de solu¢des-padrdo contendo um gradiente positivo de
concentragdes do analito. Em sintese, foram empregados 0s seguintes parametros operacionais:
comprimento de onda de 766,5 nm para o potassio e de 589 nm para o s6dio; corrente maxima
das lampadas de 5 mA, estequiometria da chama de natureza oxidante e composta pela mistura

ar/acetileno; fenda espectral de 1,0 nm para o potassio e de 0,5 nm para o sodio.

5.4.6 Processo de extracao e quantificacao de cloreto solavel

A partir de 250 mg de folhas ou raizes pulverizadas, o cloreto ([CI]) foi extraido com
30 mL de nitrato de célcio (0,085 mol L%), filtrado e determinado através do método
argentométrico, utilizando-se cromato de potassio como indicador, sendo a concentracédo de CI°

(g kgt MS) calculada através da seguinte relagio:
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mLpgno, X My agno, X MMg-

[CI7] = -

onde mLagnos € 0 volume do titulante (mL), Miagnos € a molaridade real (mmol mL?) do

titulante; MMci” € a massa molar (mg mmol™) do CI- e m é a massa da amostra (gramas).

5.4.7 Design experimental e andlises estatisticas

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, onde os
tratamentos, com quatro repeti¢des, foram dispostos em esquema fatorial 5x2 referentes a cinco
concentracdes de sais (condutividade elétrica da dgua de irrigacao) e dois tempos de exposi¢do
ao estresse (25 e 50 dias). A analise de variancia com trés fatores (three way ANOVA), para a
fragdo de alocacdo de biomassa, e com dois fatores (two way ANOVA), para as demais
variaveis, seguida pelo teste de Tukey (HSD), foi realizada para detectar diferencas
significativas (p<0,01). A analise estatistica foi realizada utilizando o software ASSISTAT®,
versdo 7.6 beta (Silva, 2015). Submetemos, ainda, os dados a andlise multivariada de
variancia permutacional (two way PERMANOVA), baseando-se em valores de dissimilaridade
de Bray-Curtis, para avaliar as mudancas provocadas pelo estresse salino ao longo do tempo,
utilizando o software PAST™, versdo 3.11 (Hammer et al., 2001). A analise dos componentes
principais (PCA) foi utilizada para determinar a maior variancia e correlagdo entre as variaveis
quantitativas, mediante matriz de variancia-covariancia gerada a partir dos dados log-

transformados.

5.5 Resultados

5.5.1 Efeitos da salinidade e do tempo de exposicdo sobre a producéo de matéria
seca, altura e diametro do caule de plantas de L. gracilis
A salinidade afetou todas as caracteristicas de crescimento de plantas de L. gracilis, e
a figura 1 mostra que a massa seca total (MST), matéria das folhas (MSF), caule (MSC), raizes
(MSR), altura das plantas (ALTpiantas) ¢ didmetro do caule (®caue) foram influenciadas
significativamente pela concentracdo de sais (p<0,01) e pelo tempo de exposicao a salinidade

(p<0,01), evidenciando interagdo significativa entre os dois fatores (p<0,01).
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Figura 1 Matéria seca total (MST) (A), folhas (MSF) (B), caule (MSC) (C), raizes (MSR) (D), altura
(ALTpiantas) (E) e didmetro do caule (®caue) (F) de plantas de L. gracilis em funcdo de diferentes niveis
de salinidade, aos 25 (colunas preenchidas) e 50 (colunas ndo preenchidas) dias apds o estresse (DAE).
Médias seguidas de mesma letra, minascula para salinidade e mailscula para tempo, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (HSD) (p<0,01, n = 4). As barras representam o desvio-
padrdo da média.

Analisando a influéncia da salinidade dentro do tempo de exposic¢éo verificamos que
a mesma, aos 25 DAE, exerceu um impacto significativo sobre o crescimento da L. gracilis,
cujo nivel salino mais elevado (122,12 mM) reduziu dramaticamente a MST (| 54,28%), MSF
(153,74), MSC (160,61%) e MSR (|48,66%), em relagdao ao tratamento controle (0 mM). De
modo mais severo, aos 50 DAE, o estresse salino induzido pela agua de irrigacdo afetou
negativamente o acumulo de MST, MSF, MSC e MSR, cujos decréscimos mais
comprometedores ocorreram nos niveis salinos de 91,59 e 122,12 mM (Figs. 1A, B, C e D). Da
mesma forma, o desdobramento para avaliar o efeito do tempo de exposi¢do em cada nivel de

salinidade revelou um impacto bastante significativo, uma vez que, mesmo ocorrendo um
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crescimento em todos os niveis salinos, as plantas do tratamento controle (0 mM), aos 50 DAE,
tiveram os maiores incrementos na MST, MSF, MSC e MSR, quando comparadas aos demais
niveis salinos, especialmente as concentracdes de 91,59 e 122,12 mM de sais (Figs. 1A, B, Ce
D). Em relagéo aos efeitos da salinidade sobre a alturas das plantas (ALT piantas), 20S 25 DAE,
todos tratamentos salinos tiveram decréscimos em relagcdo ao controle, enquanto que aos 50
DAE, os maiores decréscimos se deram a partir da dose de 91,50 mM de sais (Fig. 1E). O tempo
de exposicao ao estresse influenciou positivamente a ALT piantas, €M fungéo da recuperacdo das
plantas submetidas a concentracdes intermediarias de sais (30,53 e 61,06 mM), assim como
pelos incrementos bastante significativos apresentados pelas plantas submetidas as doses mais
elevadas de sais (91,59 e 122,12 mM) (Fig. 1E). O diametro do caule (®caule), 20S 25 e 50 DAE,
sofreu interferéncia negativa somente dos maiores niveis salinos (91,59 e 122,12 mM), sendo
gue o tempo de exposicao ao estresse também favoreceu a manutencao de incrementos positivos

para essa variavel (Fig. 1F).

5.5.2 Alocacdo de biomassa para folhas, caules e raizes

A alocacdo das fracdes de biomassa em plantas de L. gracilis depende da concentracao
de sais (p<0,01), tempo de exposi¢do ao estresse (p<0,01) e do 6rgdo considerado (p<0,01).
Aos 25 DAE, a alocacdo de biomassa para o sistema radicular no tratamento salino de 61,06
mM, foi significativamente maior do que nas demais concentracdes de sais, embora esse
aumento tenha provocado uma reducéo concomitante da biomassa alocada para o caule e folhas.
Nesse mesmo periodo a biomassa alocada para o caule, nas concentracdes de sais de 30,53 e
91,59 mM, também foram significativamente reduzidas, sem alterar, no entanto, a fracdo de
biomassa alocada para os demais 6rgdos. Adicionalmente, aos 25 DAE, as fracfes de biomassa
alocada foram similares para as raizes e caule, no tratamento controle (0 mM) e para as raizes
e folhas, na dose de 61,06 mM, enquanto que nas demais concentrac6es de sais as fracoes foram

maiores para as folhas, seguidas de raizes e depois, caule (Fig. 2).
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Figura 2 Fragdes de alocacdo de biomassa (FAB) entre folhas, caules e raizes em funcéo de diferentes
niveis de salinidade, aos 25 (a) e 50 (b) dias ap0s o estresse (DAE). Os dados (media + DP, %) foram
submetidos a analise de variancia, ANOVA three-way (salinidade versus tempo versus érgao), seguido
pelo teste post hoc de Tukey (HSD) (p<0,01, n = 4), onde médias seguidas da mesma letra, mintscula
para salinidade (comparacdes na direcdo horizontal) e maitscula para tempo e drgdo (comparacao na
direcdo vertical), ndo diferem estatisticamente entre si. As barras representam o desvio-padrao da média.

Aos 50 DAE, alocacédo de biomassa para os diferentes érgdos de L. gracilis ndo foram
influenciadas pela presenca de sais, exceto a fracdo de biomassa alocada para o caule das plantas
submetidas a concentracdo de 61,06 mM de sais. Nesse mesmo periodo, as fragdes de biomassa
alocadas entre os Orgdos, independente da concentracdo de sais, foram estatisticamente
diferentes entre si, sendo que as maiores fracdes de biomassa foram para as folhas, seguidas de
caule e depois, raizes (Fig. 2). Adicionalmente, a fracdo de biomassa alocada para as folhas,
aos 25 e 50 DAE, foram similares, independente das concentragdes de sais, e estatisticamente
diferente para as raizes e caule. Quando analisamos os diferentes 6rgéos entre si, em relagdo ao
tempo de exposicdo, as fragdes de biomassa alocada para o caule, aos 25 DAE, foi
estatisticamente similar & alocacdo de biomassa para as raizes, aos 50 DAE, exceto no
tratamento controle. Além disso, a biomassa alocada para as folhas, aos 25 DAE, semelhante
as fragdes de alocagéo para o caule, aos 50 DAE (Fig. 2).
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5.5.3 Respostas morfologicas, a nivel foliar, de plantas de L. gracilis submetidas a
diferentes concentracdes de sais em fungéo do tempo de exposi¢ao
A area foliar unitaria (AFy), a area foliar total (AFt) de L. gracilis foram
significativamente (p<0,01) afetadas pela salinidade e tempo de exposicao, sendo que a
interacdo da salinidade e tempo de exposi¢do (S x TE), também afetou significativamente

(p<0,01) as variaveis em questao (Fig. 3A, B).
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Figura 3 Area foliar unitaria (AFy) (A) e area foliar total (AF+) (B), em funcéo de diferentes niveis de
salinidade, aos 25 (colunas preenchidas) e 50 (colunas ndo preenchidas) dias ap6s o estresse (DAE).
Médias seguidas de mesma letra, minuscula para salinidade e maiuscula para tempo, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste pos hoc de Tukey (HSD) (p< 0,01, n=4). As barras representam o
desvio-padrdo da média.

Os niveis de salinidade, aos 25 DAE, reduziram a AFy em 33,31% (30,53 mM),
22,27% (61,06 mM), 39,70% (91,59 mM) e 55,28% (122,12 mM), em relacdo ao controle (0
mM) (Fig. 3A), enquanto que os a AFr sofreu decréscimos de 37%, 49,94%, 66,04%, 76,51%
(Fig. 3B). Por outro lado, aos 50 DAE, somente 0s niveis de salinidade de 91,59 mM e 122,12
mM afetaram a AFy, provocando decréscimos de 32,89% e 32,28%, respectivamente (Fig. 3A).
Nesse mesmo periodo de avaliacdo (50 DAE), a AF+ sofreu reducdes significativas em todos
os niveis salinos, em relacdo ao tratamento controle, sendo que os niveis salinos de 91,59 mM
e 122,12 mM provocaram decréscimos de 56,29% e 70,98%, respectivamente (Fig. 3B). Em
relacdo ao tempo de exposicdo, a AFU foi reduzida significativamente no tratamento controle
(0 mM; |31,13%) e nas doses de 30,53 mM (|15,82%), 61,06 mM (]23,85%) e 91,59 mM
(123,52%), mas permanecendo estatisticamente inalterada na dose de 122,12 mM (Fig. 3A).
Alternativamente, o desdobramento do efeito do tempo de exposi¢do em cada nivel salino
revelou que, mesmo ocorrendo interferéncia negativa do excesso de sais sobre a AFT, esta,

independentemente da salinidade, aumento significativamente (Fig. 3B).
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5.5.4 A salinidade e o tempo de exposi¢cdo modulam a taxa de crescimento relativo
e seus componentes em plantas de L. gracilis

A taxa de crescimento relativo (TCR) (Fig. 4A), area foliar especifica (AFE) (Fig. 4C),
razdo de area foliar (RAF) (Fig. 4D), razdo de massa foliar (RMF) (Fig. 4E) e indice de
esclerofilia (IE) (Fig. 4F) foram influenciadas significativamente pelos diferentes niveis de
salinidades (p<0,01), exceto a taxa de assimilacdo liquida (TAL) (Fig. 4B) (p>0,05). Somente
a RAF e a AFE néo sofreram influéncia significativa (p>0,05) do tempo de exposi¢do ao
estresse. Todas as variaveis citadas foram influenciadas significativamente (p<0,01) pela

interacdo entre os dois fatores, exceto a TCR (p>0,05).

125 - 5
2100 | G A =
._‘55 abA bA 5 1,5 -
T 75 A B
= C § ........... % ..... o 1-
50 aB T ~ ~ g =
o« abB abB % -------- # B
© 25 - B g 0%
0 A s 25DAE -m--50DAE 0 -
300 - 140
5200 -
£
o
L
100 -
<
0 J
0,8 -
o 06 -
(@]
D
04 -
=
0.2 -
E
O ) T T T T 1 O (F) T T T T 1
0 30,53 61,06 91,59 122,12 0 30,53 61,06 91,59 122,12
Salinadade - mM Salinidade - mM

Figura 4 Taxa de crescimento relativo (TCR) (A), taxa de assimilacdo liquida (TAL) (B), area foliar
especifica (AFE) (C), razdo de area foliar (RAF) (D), razdo de massa foliar (RMF) (E) e indice de
esclerofilia (IE) (F), em funcdo de diferentes niveis de salinidade, aos 25 (marcador em forma de
piramide) e 50 (marcador em forma de quadrado e letras em negrito/italico) dias ap0s o estresse (DAE).
Médias seguidas de mesma letra, minuscula para salinidade e maiuscula para tempo, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste pos hoc de Tukey (HSD) (p<0,01, n=4). As barras representam o
desvio-padrdo da média.

A taxa de crescimento relativo (TCR) de L. gracilis mostrou que a salinidade provoca

efeitos significativos somente nas concentracdes de 91,59 e 122,12 mM, cujos respectivos
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decréscimos foram de 19,66 e 31,25% (aos 25 DAE) e 25,64 e 42,73% (50 DAE) (Fig. 4A).
Em relacdo ao tempo de exposicdo a TCR decresceu significativamente, aos 50 DAE,
independentemente dos niveis de salinidade (Fig. 4A). Por outro lado, a taxa de assimilagédo
liquida (TAL) de L. gracilis, aos 25 DAE, ndo sofreu influéncia do estresse salino, enquanto
que aos 50 DAE, o decréscimo mais dréstico ocorreu no nivel salino de 122,12 mM (|60,39%)
(Fig. 4B). Em relagédo ao tempo de exposicéo, a TAL foi reduzida em 50,57% (30,53 mM),
34,48% (61,06 mM), 55,49% (91,59 mM) e 73,17% (122,12 mM) (Fig. 4B). A érea foliar
especifica (AFE), aos 25 DAE, diminuiu significativamente com o aumento da salinidade, onde
0s maiores decréscimos, em relacdo ao controle (0 mM), foram de 47,41% (91,59 mM) e
49,38% (122,12 mM), enquanto que, aos 50 DAE, a varidvel em questdo teve um aumento de
41,24% no maior nivel salino (122,12 mM) (Fig. 4C). Da mesma forma, aos 25 DAE, a RAF
foi significativamente reduzida, em funcdo do aumento da concentracdo de sais, onde 0s
menores valores foram observados nos niveis salinos de 91,59 mM (60,16 cm? g!) e 122,12
mM (52,88 cm? g1) (Fig. 4D). O tempo de exposicdo ao estresse afetou negativamente a AFE
somente do controle (0 mM, |63,36%), promovendo aumentos significativos nos niveis salinos
de 91,59 mM (140,07%) e 122,12 mM (185,15%) (Fig. 4C). A RAF apresentou um
comportamento bastante similar a AFE, ocorrendo uma diminuicdo (36,30%) no controle (0
mM) e um aumento nos niveis salinos de 91,59 mM (120,74%) e 122,12 mM (162,40%) (Fig.
4D). O estresse salino, aos 25 DAE, provocou uma reducdo de 12,87% na RMF somente na
concentracdo de 61,06 mM, engquanto que aos 50 DAE, ndo houve diferencas significativas
entre 0s niveis salinos. Em relacdo a influéncia do tempo de exposicdo, a RMF foi
negativamente influenciada somente nos niveis salinos de 91,59 mM (| 18,03%) e 122,12 mM
(114,44%).

O indice de esclerofilia (IE) de L. gracilis, aos 25 DAE, aumentou significativamente
somente nos niveis salinos de 91,59 mM (85,52 g m?) e 122,12 mM (89,25 g m), enquanto
que aos 50 DAE a concentracdo de 122,22 mM de sais influenciou negativamente a variavel
em questao (Fig. 4F). O IE, em fung¢do tempo de exposi¢do ao estresse aumentou (149,99%) no
tratamento controle e diminuiu nos niveis salinos de 91,59 mM (]28,66%) e 122,12 mM

(146,71%) (Fig. 4F).

5.5.5 Concentracgao de ions em folhas e raizes

A salinidade e o tempo de exposi¢do, assim como a interacdo entre ambos afetaram

significativamente o conteido de Na* (p< 0,01), em folhas (Fig. 5A) e raizes (Fig. 5B) de L.
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gracilis, sendo que a concentragdo desse cation nas folhas ([Na*]rliar), €m funcdo dos niveis de
salinidade, acumulou-se excessivamente, aos 25 e 50 DAE, sendo este proporcional ao aumento
das doses de sais chegando respectivamente a 2131,64% e 3655,08% na dose mais elevada de
sais (122,12 mM) (Fig. 5A). Por outro lado, em relacdo ao tempo de exposi¢do percebemos
que, a capacidade de retencdo de Na* no tecido foliar, resultante do estresse, ndo apresentou
diferengas significativas, exceto para o nivel de salinidade de 122,12 mM, com um incremento
de 14,50% (Fig. 5A).
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Figura 5 Teor de sodio em folhas (A) e raizes (B) de L. gracilis, em funcéo de diferentes niveis de
salinidade, aos 25 e 50 dias ap0s o estresse (DAE). Médias seguidas de mesma letra, mindscula para
salinidade e mailscula para tempo, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste pos hoc de Tukey
(HSD) (p<0,01, n=4). As barras representam o desvio-padrdo da média.

Em relagdo ao acimulo de sodio nas raizes, ([Na*]radicutar), de L. gracilis, em fungdo da
salinidade, os dados mostram claramente que o nivel de salinidade de 122,12 mM, aos 25 DAE,
incrementou o teor de sédio em 142,87% em relacdo ao tratamento controle. O nivel de
salinidade de 30,53 mM ndo diferiu do tratamento controle e os niveis de 61,06 mM e 90,59
mm, néo diferiram entre si, com teores de sodio de 14,689 e 13,360 g.kg™* MS, respectivamente.
Em relacéo ao tempo de exposi¢do, a [Na*]rdicular fOi estatisticamente semelhante apenas na
concentragdo de 30,53 mM, ocorrendo incrementos bastante significativos nas demais
concentrages salinas, inclusive no controle (0 mM) (Fig. 5B).

O contetdo de K* em plantas de L. gracilis também foi afetado significativamente pela
salinidade (p<0,01) e tempo de exposi¢ao (p<0,01), assim como a interagdo entre ambos 0s
fatores (p<0,01) (Figs. 6A, B). Inversamente a tendéncia observada para o Na*, o conteido de
K* nas folhas, ([K']fliar), em funcdo dos niveis salinos, aos 25 DAE, foi reduzido
significativamente a partir do nivel salino de 61,06 mM, enquanto que, aos 50 DAE, ocorreram
incrementos estatisticamente significativos nos tratamentos de 91,59 (130,24%) e 122,12 mM
(163,60%), em relacdo ao controle (Fig. 6A). Para o conteido de potdssio nas raizes

([K*]radicutar), 05 dados demonstram que, aos 25 DAE, houve um aumento do mesmo nos niveis
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de salinos de 30,53 mM (116,31%) e 61,06 mM (19,04%) e uma redugéo nas plantas submetidas
as demais concentragdes de sais, em relagdo ao controle (Fig. 6B). Por outro lado, aos 50 DAE,
houve um decréscimo na [K*]radicular das plantas cultivadas nos niveis salinos de 61,06 mM
(127,90%), 91,59 mM (|34,88%) e 122,12 mM (|48,19%), mostrando dessa forma, alta taxa
de efluxo de ions K* (Fig. 6B).
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Figura 6 Teor de potassio em folhas (A) e raizes (B) de L. gracilis, em funcdo de diferentes niveis de
salinidade, aos 25 (colunas preenchidas) e 50 (colunas ndo preenchidas) dias apds o estresse (DAE).
Médias seguidas de mesma letra, minascula para salinidade e mailscula para tempo, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste pos hoc de Tukey (HSD) (p<0,01, n=4). As barras representam o
desvio-padrdo da média.

Em relacéo ao tempo de exposicao, a [K*]rliar diminuiu significativamente nas doses
de 0 mM (]51,93%), 30,53 mM (|48,35%) ¢ 61,06 mM (|12,53%) e aumentou nas doses de
91,59 mM (120,60%) e 122,12 mM (161,70%) (Fig. 6A). Por outro lado, as [K*]radicular foram
reduzidas significativamente, em funcéo do tempo de exposicéao ao estresse (Fig. 6B).

A andlise de variancia para a razdo [K*]:[Na*], em folhas (Fig. 7A) e raizes (Fig. 7B)
de L. gracilis, mostrou que houve interacdo significativa entre os fatores concentracédo de sais
(p<0,01) e tempo de exposicao (p<0,01), assim como para ambos os fatores isoladamente
(p<0,01), sendo que com o aumento dos niveis de salinidade nos orgaos estudados, houve
reducdo do teor de K* e aumento do teor de Na*, em resposta ao aumento da concentracdo de
NaCl, havendo consequentemente uma reducédo na razdo [K*]:[Na*] (Figs. 7A, B), sendo esta
mais severa no tecido radicular em funcdo da maior quantidade de sodio retido nesse 6rgéo,

principalmente a partir da concentragdo de 91,59 mM de sais.
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Figura 7 Razdo [K*]:[Na*] em folhas (A) e raizes (B) de L. gracilis, em funcdo de diferentes niveis de
salinidade, aos 25 (colunas preenchidas) e 50 (colunas ndo preenchidas) dias ap6s o estresse (DAE).
Médias seguidas de mesma letra, minuscula para salinidade e mailscula para tempo, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste pos hoc de Tukey (HSD) (p<0,01, n=4). As barras representam o
desvio-padrdo da média.

A diminuicdo da razdo [K*]:[Na'] em folhas de L. gracilis em funcdo dos niveis de
salinidade e tempo de exposicao ao estresse, mostra que aos 25 e 50 DAE, respectivamente, a
absorcéo de potassio estava aumentada a uma razdo de 51,23[K*]:[Na*] e 37,22[K*]:[Na*], no
tratamento controle, diminuindo significativamente, de forma exponencial, em fungdo do
aumento dos niveis de sais, tendo alcangado uma razao de 1,20[K*]:[Na*], na concentracdo de
122,12 mM (Fig. 7A). Por outro lado, em funcdo do tempo de exposicao ao estresse, diferencas
significativas somente foram observadas no tratamento controle (0 mM) e no nivel de 30,53
mM, apresentando decréscimos de 27,35% e 49,62%, respectivamente (Fig. 07A, B). Por outro
lado a razdo [K*]:[Na'] nas raizes, somente foram afetadas a parir da dose de 61,06 mM, aos
25 e 50 DAE, embora o tempo de exposicdo tenha influenciado negativamente esse variavel,
sendo que os decréscimos mais acentuados tenham ocorrido no tratamento controle (0 mM) e
na dose de 30,53 mM de sais (Fig. 7B).

Os resultados da analise de variancia mostram que o acimulo de cloreto em folhas
([Cl ]totiar) de L. gracilis foi significativamente influenciado pela salinidade (p<0,01), mas ndo
pelo tempo de estresse (p>0,05) e interacao entre os fatores (p>0,05), indicando que a variavel
se comporta de forma diferente em relacéo aos dois fatores analisados (Fig. 8A). Por outro lado,
o0 conteudo de cloreto nas raizes ([Cl]radicular) foi significativamente influenciado pela salinidade
(p<0,01), tempo de exposi¢do ao estresse (p<0,01) e interagao entre os fatores (p<0,01) (Fig.

8B).
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Figura 8 Concentracdo de cloreto em folhas (A) e raizes (B) de L. gracilis, sob diferentes niveis de
salinidade, aos 25 e 50 DAE. A linha continua representa a curva ajustada pelo modelo e o0s pontos
representam os valores originais de cada tratamento (n = 3). ** significativo pelo teste pos hoc de Tukey
(HSD) (p<0,01, n=4). As barras representam o desvio-padrdo da média.

As andlises revelam, em ambos os 6rgdos analisados, que o cloreto aumentou de forma
linear, sob tratamento salino. No caso das folhas, os teores de cloreto, aos 25 DAE, no
tratamento salino de 30,53 mM néo diferiu estatisticamente do controle (0 mM), embora 0s
niveis salinos de 61,06 mM, 91,59 mM e 122,12 mM tenham incrementado o conteudo de
cloreto em torno de 193,27%, 275,46% e 318,64%, respectivamente. Ainda para o tecido foliar,
0 comportamento do acumulo de cloreto, aos 50 DAE, foi estatisticamente similar aos 25 DAE.
Da mesma forma, a [Cl]radicuar acumulou-se de forma linear, como o aumento das
concentracdes de sais na agua de irrigacéo, variando entre 11,51 g kg* (0 mM) e 38,40 g kg™
(122,12 mM) aos 25 DAE, enquanto que aos 50 DAE, as médias de acumulo variaram entre
11,92 g kg (0 mM) e 35,18 g kg (122,12 mM). A [Cl]ragicular diminuiu em funcio do tempo
de exposicao ao estresse com decréscimos de 31% (30,53 mM), 19,61% (61,06 mM), 10,23%
(91,59 mM) e 8,40% (122,12 mM).

5.5.6 Anélise multivariada

Os resultados da PERMANOVA revelaram um efeito significativo da salinidade (Fa4.30
= 18,225, p <0,0001), do tempo de exposicdo ao estresse (F1,30= 82,055, p <0,0001), bem como
uma interacéo significativa entre os dois fatores (F430= 17,339, p < 0,0001) (Fig. 9), mostrando
que o desenvolvimento de L. gracilis sofre interferéncia ndo somente de um gradiente salino,
mais também de outros fatores, que atuando ao longo do tempo, modificam o padrdo de

desenvolvimento da espécie.
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Figura 9 Andlise de componentes principais (ACP) de 22 varidveis obtidas apés a irrigacdo de L.
gracilis com diferentes concentracdes de sais, ao longo do tempo. A ACP resultante de uma matriz de
variancia-covariancia, mostra dois eixos dos componentes principais (PC1, representado por [Na*]toliar €
razdo K*:Na* nas folhas; e PC2, representado por MST e AFtotal), onde as setas indicam os eigenvetores
que representam a forga (dado pelo comprimento do vetor) e a direcdo relativa da correlacdo entre a
caracteristica e os dois primeiros componentes principais (PC1, PC2). A =0 mM, 25 DAE; B = 31,53
mM, 25 DAE; C = 61,06 mM, 25 DAE; D = 91,59 mM, 25 DAE; E = 122, 12 mM, 25 DAE. Al =0
mM, 50 DAE; BI = 30,53 mM, 50 DAE; CI = 61,06 mM, 50 DAE; DI = 91,59 mM, 50 DAE; EI =
122,12 mM, 50 DAE.

A analise dos componentes principais (APC) evidenciou, com base nas caracteristicas
avaliadas, a distin¢do entre os niveis de salinidade e tempos de exposicdo (Fig. 9). A APC
indicou ainda que a PC 1, representado principalmente pela [Na*]foiiar € razdo K*:Na* nas folhas,
explicou 65,822% da variancia total, enquanto a PC 2, representado a massa seca total e area
foliar total, explicou 23,736% da variancia, sendo que, juntos, PC 1 e PC2, respondem por
89,558% da variancia dos dados estudados. Nesta APC, as observagdes obtidas a partir de
plantas individuais expostas ao tratamento controle (0 mM) e aqueles a partir de plantas
cultivadas na presenca de sal (30,53; 61,06; 91,59 e 122,12 mM) sé&o discriminadas ao longo
do eixo PC1, indicando que este esta principalmente associada com a variancia do contetdo de
ions (efeito i6nico), devido a exposicdo das plantas a elevados teores de sais. Neste caso, a

[Na*Jroliar € razdo K*:Na* nas folhas estdo inversamente correlacionadas. Por outro lado, o eixo



87

PC2 esté associado com a variancia devido a exposicao das plantas a salinidade ao longo do
tempo (Fig. 9).

5.6 Discussao

O estresse salino afeta negativamente o crescimento e desenvolvimento de,
praticamente, todas as culturas em maior ou menor extensdo, sendo que as reducdes no
crescimento da planta e acimulo de matéria seca, devido a salinidade foram descritas em
diversas espécies (Ashraf et al., 2010; Dolatabadian et al., 2011; Cassaniti et al., 2012), embora
a reacdo exata ao estresse salino varie amplamente entre as espécies e até mesmo entre
variedades (Cassaniti et al., 2009; Ventura et al., 2014). A salinidade e o tempo de exposi¢édo
afetaram significativamente a producdo de matéria seca total (MST), das folhas (MSF), caules
(MSC), raizes (MSR), altura (ALTpiantas) € didmetro do caule (®caule) de plantas de L. gracilis,
onde 0s maiores decréscimos se deram nas concentragdes salinas de 91,59 mM e 122,12 mM,
aos 50 DAE (Figs. 1A, B, C, D, E e F), embora a espécie tenha mantido incrementos positivos
na producdo de biomassa ao longo do tempo. A influéncia da salinidade sobre o acimulo de
biomassa em L. gracilis também foi estudada por Ragagnin et al. (2014), onde mostraram que
0 estresse induzido por NaCl provoca uma reducéo linear no acimulo de matéria seca, tanto na
parte aérea como nas raizes, embora estas sofram maior influéncia em comparacédo aquelas.
Enquanto espécie glicofita, L. gracilis manteve uma performance bastante positiva em relacdo
ao estresse salino, uma vez que a reducdo da biomassa como uma resposta a esse tipo de
estresse, também é bastante comum em haléfitas (Ungar, 1996; Houle et al., 2001).

A alocacao de biomassa entre os diferentes 6rgaos das plantas é considerada um forte
indicador de que estas sdo capazes de se adaptar a determinadas condi¢cGes ambientais (Luo et
al., 2013), sendo que os modelos baseados no crescimento funcional assumem que 0S recursos
sdo alocados preferencialmente para os 6rgdos que se encontram em condic¢des limitantes do
crescimento (Shipley e Meziane, 2002), ou seja, para o sistema radicular em caso de salinidade
(Perica et al., 2008). No entanto, nosso estudo mostrou (Fig. 2) que o percentual de biomassa
alocada para o sistema radicular da L. gracilis, independentemente da salinidade, foi menor que
a biomassa alocada para a parte aerea (caule + folhas), nos dois tempos considerados. As fragdes
de alocagéo de biomassa néo foram afetadas pelo aumento nas concentracgdes de sais (Fig. 2),
embora tenha ocorrido uma interagéo significativa desse fator com o tempo de exposicdo que
reduziu significativamente a alocacdo de biomassa para as raizes, aumentando, concomitante,

e proporcionalmente a biomassa do caule. Do ponto de vista fisioldgico, L. gracilis aumenta a
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parte aérea, mediante um incremento da alocagdo para producdo de tecidos de suporte (caule e
ramos), com o declinio do sistema radicular, refletindo um investimento diferencial de
fotossintatos entre a parte aérea e as raizes. Alguns autores relatam que sob altos niveis salinos
a proporcdo de biomassa alocada para as raizes diminui em fungdo do tempo, na mesma
proporcdo que aumenta a alocacdo de biomassa do caule (Peters et al., 2014), sendo que isso se
reflete em uma diminuigdo da raz&o raizes/parte aérea, em funcdo da necessidade de restringir
a absorcéo de ions toxicos para a parte aérea, mantendo alto nivel de turgescéncia e uma taxa
de crescimento positiva em espécies tolerantes (Maggio et al., 2001; Garcia e Medina, 2010;
Vaario et al., 2011). Por outro lado, outros autores (Lovelli et al., 2012) afirmam que o estresse
salino induz um aumento na razao raiz/parte aérea. Nossos resultados mostram, entretanto, que
a trajetoria de desenvolvimento e, portanto, a alocacéo de biomassa entre os diferentes 6rgaos
de L. gracilis, ndo ¢ influenciada pela salinidade, visto que em todos os niveis salinos, inclusive
no tratamento controle (0 mM), a alocacdo de biomassa foi superior na parte aérea, levando-
nos a considerar que as mudangas alométricas detectadas, em funcdo do tempo, seja uma
resposta coordenada da espécie, mediante mudancas ontogenéticas, ante a necessidade de
investimento em estruturas de suporte (Niinemets, 2004), devido a um aumento na altura das
plantas e uma maior biomassa foliar acumulada (Vanninen e Makeld, 2000; Valladares et al.,
2002).

A éarea foliar unitaria (AFu) e a érea foliar total (AFt) da L. gracilis, assim como as
varidveis de biomassa, sofreram reducBes bastante significativas, principalmente nas
concentracdes de sais de 91,59 e 122,12 mM, independentemente do tempo de exposi¢ado (Figs.
2A, B). Essa diminuigdo da area foliar, em funcdo do aumento das concentragdes de sais, € um
reflexo da diminuicdo na captacdo de agua e assimilacdo de nutrientes pelas plantas, como
discutido por Carter e Nippert (2012). Além disso, Aroca et al. (2011) relatam que, quando a
agua absorvida possui uma grande quantidade de sais, ocorre um desequilibrio nutricional, em
funcdo dos efeitos tdxicos e osméticos, provocando um desequilibrio que interfere na sintese
de fotossintatos vitais dentre os quais agucares solUveis totais e proteinas, como apresentado
por Silva et al. (2009) ap6s submeterem plantas de Jatropha curcas L. a irrigacdo com aguas
salinas. Interessantemente, as plantas cultivadas no maior nivel salino (122,12 mM)
apresentaram a mesma area foliar, nos dois tempos considerados (25 e 50 DAE), mostrando
que, um aumento linear nas concentragdes de sais leva a um decréscimo proporcional na area
foliar individual, somente durante certo intervalo de tempo.

A reducdo da érea foliar individual (AFu) de L. gracilis, ao longo do tempo,

aparentemente, nao se correlaciona com o aumento nas concentragdes de sais, uma vez que as
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plantas cultivadas no tratamento controle (0 mM) apresentaram uma AFy média de 27,08 cm?
folhal, aos 25 DAE, enquanto que aos 50 DAE, essa média foi de 18,65 cm? folha®,
representando a maior reducéo (31,14%), quando comparada com os decréscimos ocorridos nas
demais concentracOes de sais, mostrando que o estresse salino torna mais precoce e severa a
reducdo de &rea foliar, mas ndo € o Unico responsavel pela inducdo de microfilia em L. gracilis.

Estamos inclinados a considerar que a redugdo da area foliar unitaria (AFu) de L.
gracilis, ao longo do tempo, seja reflexo de um trade-off entre a reducéo do tamanho das folhas
individuais e um aumento na area foliar total (AFt, cm? planta®), uma vez que, embora tenha
ocorrido uma reducdo linear na AFt, (Fig. 2B) com o aumento da salinidade, aos 25 e 50 DAE,
quando analisamos a influéncia do tempo de exposi¢do sobre essa varidvel percebe-se que,
independentemente do nivel salino, a mesma aumentou significativamente, principalmente no
tratamento controle (0 mM). Isso mostra que a salinidade, indubitavelmente, influéncia de
forma negativa a AFu e a AFt, no entanto néo explica a reducdo da AFu ao longo do tempo.
Essa aparente contradicdo (menor AFy, maior AFt) é plenamente compreendida quando
analisamos as relagdes entre o tamanho das folhas e a “leafing intensity” (nimero de folhas por
massa/unidade de caule), conforme sugere Kleiman e Aarssen (2007). Segundo esses autores,
a variagdo no tamanho das folhas possui uma correlagéo forte e isometricamente negativa com
a “leafing intensity”, onde folhas menores sdo selecionadas indiretamente, porque uma alta
“leafing intensity” é mais favoravel a espécie (Yang et al., 2008; Xiang et al., 2010).

Os resultados desse estudo mostram que, ao longo do tempo, o aumento na
concentracdo de sais na agua de irrigacdo provoca reducdes significativas na TCR de L. gracilis
(Fig. 4A). Funcionalmente a TCR pode variar tanto em funcéo do seu componente fisiol6gico
(TAL, o ganho de massa seca por unidade de érea foliar por dia), como do seu componente
morfologico (RAF, que é o produto da AFE pela RMF) (Shipley, 2002; Lambers e Poorter,
2004). De fato, aos 25 DAE, o decréscimo da TCR néo foi ocasionado por uma reducdo na taxa
de assimilacdo liquida, uma vez que esta, nesse periodo, se manteve praticamente constante
(Figura 4B), mostrando que esse declinio ocorreu em funcdo da RAF, especificamente através
de uma diminuicdo da AFE (Fig. 4C), uma vez que a RMF néo sofreu interferéncia do estresse
salino (Fig. 4E). Isso indica que a espessura das folhas, e ndo a alocacéo de biomassa as mesmas,
é o fator determinante nas alteracdes morfoldgicas sofridas pela L. gracilis. Diferentemente,
aos 50 DAE, a reducgéo da TCR da espécie, em fungéo do estresse salino, é explicada pelo seu
componente fisioldgico, uma vez que nesse periodo houve uma correlagdo positiva entre a taxa
de crescimento e a TAL, ambos correlacionados negativamente com a RAF (Figs. 4A, B e C).

Esse fato indica que longos periodos de estresse salino, provocam danos que incidem
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diretamente sobre a maquinaria fotossintética por unidade de area foliar (TAL), mediante
reducdes na eficiéncia fotoquimica/supressao da atividade do fotossistema Il (PSII) (Mehta et
al., 2010), e na condutancia estomatica, provocando uma depressdo metabolica nos processos
de captacdo de carbono (Saleem et al., 2011).

Em relacdo a acdo do tempo de exposicdo ao estresse sobre a TCR de L. gracilis
observamos que, independentemente da presenga ou auséncia de sais na agua de irrigagéo,
ocorreram decréscimos bastante significativos (Fig. 4A), mostrando que outros fatores, além
do estresse salino, atuam sobre o crescimento da espécie em questdo. Alguns autores
consideram que a reducdo no crescimento de plantas em condicGes controladas esta diretamente
relacionada as limitacOes fisicas impostas pelos recipientes nos quais o experimento foi
conduzido, mediante restricdes fisicas que afetam diversos processos morfofisiolégicos como
o crescimento radicular, as trocas gasosas e aquisicdo de nutrientes (Ray e Sinclair 1998;
Ronchi et al., 2006; Tanyaradzwa et al., 2015). Por outro lado, a reducdo da taxa de crescimento
relativo pode variar também em funcdo das condi¢es nutricionais (Brouillette e Donovan,
2011), deciduidade (Tomlinson et al., 2013), sombreamento (Garcia-Serrano et al., 2005),
sazonalidade (Sletvold, 2005) e trajetdria ontogenética (Useche e Shipley, 2010).

O tempo de exposicao também afetou o componente morfolégico da TCR, através de
uma reducdo da RAF (e AFE) no tratamento controle e 0 seu aumento nos maiores niveis salinos
—91,59 e 122,12 mM, sendo que a diminuicdo do componente morfoldgico esta negativamente
correlacionada com o grau de esclerofilia apresentado nesses tratamentos (Fig. 4F). A
esclerofilia € intensificada em funcdo do aumento vida Gtil das folhas e do acimulo de fitomassa
foliar, uma vez que estes dois parametros geralmente sdao inversamente correlacionados com a
AFE (Warren e Adams, 2000; Read et al., 2006). Adicionalmente, a diminui¢do da esclerofilia
e 0 aumento da RAF/AFE nos maiores niveis salinos, aos 50 DAE, ocorreram devido a
remobilizacdo de nutrientes, disponibilizados para a formacéo de folhas novas, em funcéo da
senescéncia foliar precoce (dados ndo mostrados) induzida pelo grande acumulo de Na* e CI
(Figs. 5A, B e 8A, B). Diversos autores mostraram que altas concentracdes de Na* e CI
desencadeiam aumento da sintese de etileno e da producdo de espécies reativas de oxigénio
levando a um aumento da senescéncia (Allu et al., 2014), que por sua vez, é compensada por
aumento na taxa de assimilacéo de carbono e eficiéncia no uso dos nutrientes, nas folhas mais
jovens (Bielenberg et al., 2002; Avice e Etienne, 2014; Maillard et al., 2015).

Os teores de Na* e CI™ na parte aérea e radicular aumentaram em fungéo do incremento
de sais na agua de irrigacdo (Figs. 5A, B e 8A, B). No entanto, esses ions seguem padrdes

distintos entre si em relacdo ao acumulo ao longo do tempo, assim como a distribuicdo dentro
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da planta, onde a [Na*] é maior no sistema radicular (Fig. 6B), enquanto o CI" se concentrou
substancialmente nas folhas (Fig. 8A), possivelmente pelo fato desse anion possuir uma alta
mobilidade, sendo facilmente carreado pelo fluxo de agua e acumulado na parte aérea (Kafkafi
et al., 2001; Souza, 2006) ou ainda, ser utilizado como soluto osmoticamente ativo no vacuolo
(Franco-Navarro et al., 2015). Além disso, o0 Na* apresentou um acimulo continuo nas raizes
(e nas folhas na concentracdo de 122,12 mM de sais) com o tempo de exposicao (Figs. 5A, B),
enquanto que o CI permaneceu praticamente inalterado no tecido foliar, decrescendo nas raizes
(Figs. 8A, B), sugerindo que a L. gracilis ndo apresenta mecanismo efetivo de exclusdo de Na*
apos sua absorcdo mediante o antiporte Na*/H* na membrana plasmatica das células radiculares,
nem tampouco mecanismos que evitem o transporte desse ion para a parte aérea, o que resultou
em um actmulo dose-dependente nas raizes e, consequentemente, sua translocacao para a parte
aérea, provocando o surgimento de necroses, clorose e senescéncia prematura nas folhas (dados
ndo mostrados), nas concentragdes de sais mais elevadas (91,59 e 122,12 mM). Por outro lado,
a tendéncia de estabilizacdo nas concentracGes de cloreto nas folhas sugere a saturacdo dos
mecanismos de retencdo desse ion (Silva et al., 2008), enquanto que sua reducdo nas raizes,
possivelmente esta relacionada ao efluxo desse anion, em funcdo do aumento da atividade dos
transportadores de CI° na membrana plasméatica (Yamashita e Matsumoto, 1996).
Aparentemente, L. gracilis apresenta um mecanismo de compartimentalizagdo no sistema
radicular, reduzindo a translocacdo de Na" para a parte aérea, e isso se constitui em uma
vantagem ante o estresse salino, uma vez que niveis mais elevados de Na* no sistema radicular
atuam de forma a manter a homeostase osmética, impedindo que esse ion seja transportado e
acumule-se excessivamente nas folhas (Munns e Tester, de 2008; Xue et al, 2013).

Nosso estudo mostrou ainda, que aos 25 DAE, a [K']rliar Na espécie citada foi
inversamente correlacionada com a as concentragcdes de Na* e CI-, sendo reduzida a partir do
nivel salino de 30,53 mM, enquanto que aos 50 DAE, a [K*]fliar aumentou nos niveis salinos
mais elevados (Fig. 6A). Em contrapartida, o contetido de K*, nas raizes, decresceu com o
aumento da salinidade, nos dois tempos considerados (Fig. 6B). Aparentemente, essa reducéo
do conteudo de potassio foliar, aos 50 DAE, entre os niveis salinos de 0 a 61,06 mM, esta
relacionada com o “efeito de diluicdo” que ocorre com crescimento da parte aérea e a
consequente redistribuicdo desse nutriente (OIff et al., 2002; Nachtigall e Dechen, 2006),
enquanto o seu aumento nos demais niveis (91,59 e 122,12 mM) esta correlacionado com a
remobilizacdo desse cation para as folhas mais jovens, em funcdo da senescéncia foliar
prematura (Fisher, 2007; Maillard et al., 2015) ocasionada pelo acimulo excessivo de sais.

Existe ainda a possibilidade de que esse aumento concomitante de K* e Na™ aos 50 DAE, seja



92

devido a auséncia de competicdo direta no transporte de ambos os cétions (Mickelbar et al.,
2007), possivelmente devido a mecanismos independentes envolvidos no influxo de sddio
(Essah et al., 2003), tais como os canais cationicos nio seletivos (NSCC’s), responsaveis pelo
influxo toxico de Na* em raizes de Arabidopsis thaliana (Demidchik e Tester, 2002). Em geral,
a absorcéo e o contetido de Na* aumentam, enquanto o potassio diminui aos 25 DAE e aumenta
aos 50 DAE, mostrando, em parte, um antagonismo entre esses dois ions, sendo o reflexo, a
reducdo na razdo [K*]:[Na'] (Figs. 7A, B). A espécie em questdo manteve a absorcdo de
potassio, de forma a atingir um minimo necessario a manutencdo da homeostase (Maathuis e
Amtmann, 1999), e essa capacidade de manter a absor¢do de potassio em niveis razoaveis,
associado a auséncia de senescéncia foliar, nas concentracdes intermediérias de sais, sugere um
carater moderadamente tolerante da espécie ao estresse salino (Hauser e Horie, 2010; Jaarsma
etal., 2013).

5.7 Concluséao

A introducdo de plantacdes de espécies lenhosas pode ser uma opcdo viavel na
recuperacdo de &reas salinizadas, embora exija conhecimento a respeito da espécie. Com base
nos resultados obtidos para L. gracilis, podemos concluir que o estresse salino, em funcéo do
tempo, induz a um aumento nas concentracfes de sodio, nas folhas e raizes, com uma reducéo
concomitante dos teores de potassio. Por outro lado, o contetido de cloreto, nas folhas e raizes,
néo sofre influéncia do tempo de exposicdo ao estresse, embora se acumule mais intensamente
nas folhas. Em funcdo do acimulo de ions téxicos (Na* e CI°) a area foliar é precocemente
reduzida, ndo obstante a espécie entre em processo de microfilia naturalmente. A biomassa de
L. gracilis é significativamente reduzida em todos os 6rgaos, embora a espécie mantenha um
crescimento bastante consideravel. A alocacdo de biomassa varia isometricamente, entre as
raizes e o caule/ramos, permanecendo constante para as folhas. A taxa de assimilacdo liquida e
a razdo de area foliar, dependendo do tempo de exposi¢do, influencia a taxa de crescimento
relativa da espécie, embora esta sofra um processo de decréscimo natural, se tornando mais
severo nas maiores concentragdes de sais.

Temos que concluir ainda que estudos de curta duracéo (somente um periodo de tempo),
ndo podem capturar alteracbes morfofisiologicas naturais ou decorrentes de algum estresse
aplicado em L. gracilis, sendo necessério, portanto, mais de uma medi¢do ao longo do tempo
para capturar mudancas em relacdo a alteracdo da TCR, TAL, RAF, area foliar e acimulo de

ions, de modo que sejam observadas as tendéncias a longo prazo. Os resultados indicam a
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existéncia de potencial para tolerancia ao sal na L. gracilis, cultivadas em solos cuja salinidade
seja de até 61,06 mM (5,65 mS cm™). Com base no crescimento e producio de biomassa da
espécie, sugere-se que a mesma seja moderadamente resistente ao estresse salino, podendo ser

utilizada em ambientes salinizados, sem prejuizo na producdo de metabolitos secundarios.

5.8 Referéncias Bibliograficas

Albuquerque CC, Cémara TR, Mariano RLR, Willadino L, Marcelino Janior C, Ulisses C
(2006) Antimicrobial Action of the Essential Oil of Lippia gracilis Schauer. Braz Arch Biol
Technol. 49(4): 527-535.

Allu AD, Soja AM, Wu A, Szymanski J, Balazadeh S (2014) Salt stress and senescence:
identification of cross-talk regulatory components. J Exp Bot. 65(14): 3993-4008. doi:
10.1093/jxb/erul73.

Aroca R, Porcel R, Ruiz-Lozano JM (2012) Regulation of root water uptake under abiotic stress
conditions. J Exp Bot. 63(1): 43 — 57. doi: 10.1093/jxb/err266

Ashraf R, Ahmad R, Bhatti AS, Afzal M, Sarwar A, Magsood MA, Kanwal S (2010)
Amelioration of salt stress in sugarcane (Saccharum officinarum L.) by supplying potassium
and silicon in hydroponics. Pedosphere. 20(2):153-162. doi:10.1016/S1002-0160(10)60003-3

Avice JC, Etienne P (2014) Leaf senescence and nitrogen remobilization efficiency in oilseed
rape (Brassica napus L.). J Exp Bot. 65(14): 3813-3824. doi: 10.1093/jxb/erul77.

Ayers RS, Westcot DW (1994) Water Quality for agriculture. 3rd. ed. Rome: FAO. 174 p.
(FAO. Irrigation and Drainage Paper, 29).

Bielenberg DG, Lynch JP, Pell EJ (2002) Nitrogen dynamics during Oz-induced accelerated
senescence in hybrid poplar. Plant Cell Environ. 25(4): 501-512. doi: 10.1046/j.1365-
3040.2002.00828.x

Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE) (2012) Technical Manual of the
Brazilian Vegetation. Rio de Janeiro. 323p.

Brouillette LC, Donovan LA (2011) Relative Growth Rate and Functional Traits of a Hybrid
Species Reflect Adaptation to a Low-Fertility Habitat. Int J Plant Sci (Chicago). 172(4): 509-
520.

Camardelli M, Napoli MF (2012) Amphibian conservation in the Caatinga biome and semiarid
region of Brazil. Herpetologica. 68(1): 31- 47.

doi: http://dx.doi.org/10.1655/HERPETOLOGICA-D-10-00033.1

Carter JM, Nippert JB (2012) Leaf-level physiological responses of Tamarix ramosissima to
increasing salinity. J Arid Environ. 77: 17 — 24. doi:10.1016/j.jaridenv.2011.10.007


http://dx.doi.org/10.1016/S1002-0160(10)60003-3
http://dx.doi.org/10.1655/HERPETOLOGICA-D-10-00033.1

94

Cassaniti C, Romano D, Flowers TJ (2012) The response of ornamental plants to saline
irrigation water. In: I. Garcia-Garizabal (Eds.), Irrigation-Water Management, Pollution and
Alternative Strategies, Inc., InTech, pp.132-158. doi: 10.5772/31787

Chaves MM, Flexas J, Pinheiro C (2009) Photosynthesis under drought and salt stress:
regulation mechanisms from whole plant to cell. J Exp Bot. 103(4): 551-560.
doi: 10.1093/aob/mcn125

Demidchik V, Tester M (2002) Sodium fluxes through nonselective cation channels in the
plasma membrane of protoplasts from Arabidopsis roots. J Plant Physiol. 128(2): 379 — 387.
doi: 10.1104/pp.010524

Dolatabadian A, Modarressanavy SAM, Ghanati F (2011) Effect of salinity on growth, xylem
structure and anatomical characteristics of soybean. Not Sci Biol. v. 3(1): 41-45.

Erice G, Louahlia S, Irigoyen JJ, Sanchez-Diaz M, Avice JC (2010) Biomass partitioning,
morphology and water status of four alfalfa genotypes submitted to progressive drought and
subsequent recovery. J Plant Physiol. 167(2): 114-120.

doi: 10.1016/j.jplph.2009.07.016

Essah PA, Davenport R, Tester, M (2003) Sodium Influx and Accumulation in Arabidopsis.
Plant Physiol. 133(1): 307-318. doi: http://dx.doi.org/10.1104/pp.103.022178

Evans GC (1972) The quantitative analysis of plant growth. Studies in ecology. University of
California Press, Berkeley and Los Angeles. 734p.

Farahani HA, Valadabadi SA, Daneshian J, Shiranirad AH, Khalvati MA (2009) Medicinal
and aromatic plants farming under drought conditions. Journal of Horticulture and Forestry.
1(6): 086 — 092.

Fernandes LCB, Albuquerque CC, Sales Junior R, Mesquita-Oliveira FF, Gurgel EP, Mesquita
MV, Silva MDS (2015) Fungitoxicity of plant extracts and essential oil of Lippia
gracilis Schauer on the fungus Monosporascus cannonballus Pollack & Uecker. Summa
phytopathol. 41(2): 153-155. doi: http://dx.doi.org/10.1590/0100-5405/1978

Ferraz RPC, Bomfim DS, Carvalho NC, Soares MBP, Silva TB, Machado WJ, Prata APN,
Costa EV, Moraes VRS, Nogueira PCL, Bezerra DP (2013) Cytotoxic effect of leaf essential
oil Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae). Phytomedicine. 20(7): 615-621. doi:
10.1016/j.phymed.2013.01.015.

Fischer AM (2007) Nutrient remobilization during leaf senescence In.: Gan S (ed), Senescence
Processes in Plants. Annual Plant Reviews v. 26. New York, Blackwell Publishing, pp 87-107.
doi: 10.1002/9780470988855.ch5

Franco-Navarro JD, Brumds J, Rosales MA, Cubero-Font P, Talon M, Colmenero-Flores JM
(2016) Chloride regulates leaf cell size and water relations in tobacco plants. J Exp
Bot. 67(3): 873-891.doi: 10.1093/jxb/erv502.


http://dx.doi.org/10.1104%2Fpp.010524
http://dx.doi.org/10.1104/pp.103.022178
http://dx.doi.org/10.1590/0100-5405/1978

95

Garcia M, Medina E (2010) Growth and root morphology in two sugar cane (Saccharum spp.)
genotypes subject to salinization with simple salts or calcium supply salts. Rev Fac Agron.
27(1): 17-38.

Giulietti AM, Bocage Neta AL, Castro AAJF, Gamarra-Rojas CFL, Sampaio EVSB, Virginio
JF, Queiroz LP, Figueiredo MA, Rodal MJN, Barbosa MRV, Harley RM (2004) Diagnosis of
native vegetation of the Caatinga biome. In: Silva JMC, Tabarelli M, Fonseca MT, Lins LV
(eds) Biodiversity’s Caatinga: priority areas and actions for conservation. Ministry of
Environment, Brasilia. pp 47-90.

Groom PK, Lamont BB (1999) Which common indices of sclerophylly best reflect differences
in leaf structure? Ecoscience. 6(3): 471-474.

Hammer &, Harper DAT, Ryan PD (2001) PAST 2.12: Paleontological Statistics Software
Package for Education and Data Analysis. Palaeontologia Electronica.

Hauser F, Horie TA (2010) A conserved primary salt tolerance mechanism mediated by HKT
transporters: a mechanism for sodium exclusion and maintenance of high K*/Na* ratio in leaves
during salinity stress. Plant Cell Environ. 33(4): 552-565. doi: 10.1111/j.1365-
3040.2009.02056.x.

Hoagland DR, Arnon DI (1950) The water culture method for growing plants without soils.
California Agricultural Experimental Station, Berkeley. 347p.

Houle G, Morel L, Reynolds CE, Siégel J (2001) The effect of salinity on different
developmental stages of an endemic annual plant, Aster laurentianus (Asteraceae). Am J
Bot. 88(1): 62-67.

HUNT R (1982) Plant growth curves: the functional approach to plant growth analysis.
E. Arnold, London. 248 p.

Ibrahim AH (2013) Tolerance and avoidance responses to salinity and water stresses in
Calotropis procera and Suaeda aegyptiaca. Turk J Agric For. 37(3): 352-360. doi: 10.3906/tar-
1202-62

Jaarsma R, De Vries RSM, De Boer AH (2013) Effect of Salt Stress on Growth,
Na* Accumulation and Proline Metabolism in Potato (Solanum tuberosum) Cultivars. PLoS
One. 8(3): €60183. doi: 10.1371/journal.pone.0060183.

Jales AG. de O (2009) Cultivo da alface em sistemas hidropdnicos utilizando rejeito da
dessalinizagdo da agua. 2009. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Irrigacdo e Drenagem) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido. Mossoro.

Jamil M, Rehman US, Lee KJ, Kim MJ, Kim HS, Rha ES (2007) Salinity reduced growth PS2
photochemistry and chlorophyll content in radish. Sci agric. 64(2): 111-118. doi:
http://dx.doi.org/10.1590/S0103-90162007000200002

Kafkafi U, Xu G, Imas P, Magen H, Tarchitzky J (2001) Potassium and chloride in crops and
soils: the role of potassium chloride fertilizer in crop nutrition. International Potash Institute.
Basel. 220 p.


http://10.0.5.91/journal.pone.0060183

96

Kleiman D, Aarssen LW (2007) The leaf size/number trade-off in trees. J Ecol. 95(2): 376-382.
doi: 10.1111/1.1365-2745.2006.01205.x

Lambers H, Poorter H (2004) Inherent variation in growth rate between higher plants: a search
for physiological causes and ecology consequences. Adv Ecol Res. 34: 283-362.
doi:10.1016/S0065-2504(03)34004-8

Leite JCF, Souza KL (2012) New Profile of the Brazilian Northeast in Census 2010. Fortaleza:
Brazilian Northeast Bank. 106 p.

Lima MCL, Lemos TLG, Pessoa ODL, Santiago GMP, Matos FJA, Arriaga AMC, Oliveira
JPP, Santana AEG (2008) Composition and biological activities of Lippia aff. Gracilis essential
oil. Chem Nat Compd. 44(2): 254-256.

Lovelli S, Scopa A, Perniola M, Di Tommaso T, Sofo A (2012) Abscisic acid root and leaf
concentration in relation to biomass partioning in salinized tomato plants. J Plant Physiol.
169(3): 226 — 233. doi: 10.1016/j.jplph.2011.09.009.

Luo W, Jiang Y, LU X, Wang X, Li MH, Bai E, Han X, Xu Z (2013) Patterns of Plant Biomass
Allocation in Temperate Grasslands across a 2500 km Transect in Northern China. PLoS One.
8(8): e71749. doi:10.1371/journal.pone.0071749

Maathuis FIJM, Amtmann A (1999) K* nutrition and Na* toxicity: the basis of cellular
K*/Na* ratios. Ann Bot. 84(2): 123-133. doi: 10.1006/anb0.1999.0912

Maggio A, Hasegawa PM, Bressan RA, Consiglio MF, Joly RJ (2001) Unravelling the
functional relationship between root anatomy and stress tolerance. Austral J Plant Physiol.
28(10): 999-1004. doi:10.1071/PP01099

Maillard A, Diquelou S, Billard V, Lainé P, Garnica MP, Garcia-Mina JM, Yvin JC, Ourry A
(2015) Leaf mineral nutrient remobilization during leaf senescence and modulation by nutrient
deficiency. Front Plant Sci. 6: 317. doi: 10.3389/fpls.2015.00317

Marreto RN, Almeida EECV, Alves PB, Niculau ES, Nunes RS, Matos CRS, Aradjo AAS
(2008) Thermal analyses and gas chromatography coupled mass spectrometry analyses of
hidroxipropylmetry analyses of hidroxipropyl-f-cyclodextrin inclusion complex containing
Lippia gracilis essential oil. Thermochim Acta. 475(1-2): 53-58. doi:10.1016/j.tca.2008.06.015

Martin SB, Shaffer GP (2005) Sagittaria Biomass Partitioning relative to Salinity, Hydrologic
Regime, and Substrate Type: Implications for Plant Distribution Patterns in Coastal Louisiana,
United States. J Coastal Res. 21(1): 167-174. doi: http://dx.doi.org/10.2112/02110.1

Mehta P, Jajoo A, Mathur S, Bharti S (2010) Chlorophyll-a fluorescence study revealing effects
of high salt stress on photosystem Il in wheat leaves. Plant Physiol Biochem. 48(1): 16-20.
doi:10.1016/j.plaphy.2009.10.006

Mickelbart MV, Melser S, Arpaia ML (2007) Salinity-Induced Changes in lon Concentrations
of ‘Hass” Avocado Trees on Three Rootstocks. J Plant Nutr. 30(1): 105-122. doi:
10.1080/01904160601055137



97

Mogahdam A, Fathi A, Lofti M, Asadi K, Amouzadeh A (2014) The Analysis of the Effects of
Salinity and Ascorbic Acid on Growth Properties of German Chamomile (Chamomilla Recutita
L). Intl Res J Appl Basic Sci. 8(11): 1982-1987.

Muhammad Z, Hussain F (2010) Vegetative growth performance of five medicinal plants under
NaCl salt stress. Pak J Bot. 42(1): 303-316.

Munns R, Tester M (2008) Mechanisms of salinity tolerance. Annu Rev Plant Biol. 59: 651
681. doi: 10.1146/annurev.arplant.59.032607.092911.

Nachtigall GR, Dechen AR (2006) Seasonality of nutrients in leaves and fruits of apple trees.
Sci agric. 63(5): 493-501. doi: 10.1590/S0103-90162006000500012

Niinemets U (2004) Adaptive adjustments to light in foliage and whole-plant characteristics
depend on relative age in the perennial herb Leontodon hispidus. New Phytol. 162(3): 683-696.
doi: 10.1111/5.1469-8137.2004.01071.x

OIff H, Ritchie ME, Prins HHT (2002) Global environmental controls of diversity in large
herbivores. Nature. v. 415, pp. 901-04. doi:10.1038/415901a

Oliveira GL, Figueiredo LS, Martins ER, Costa CA (2008) Rooting in Lippia sidoides Cham.
using different types of cuttings, substrates and indolebutyric acid concentrations. Braz J Med
Plants. 10(4): 12 — 17.

Paranychianakis NV, Chartzoulakis KS (2005) Irrigation of Mediterranean crops with saline
water: from physiology to management practices. Agr Ecosyst Environ. 106(2-3) 171-187.
doi:10.1016/j.agee.2004.10.006

Pearcy RW, Ehleringer JR, Mooney HA, Rundel PW (1996) Plant physiological ecology:
Field methods and instrumentation, London: Chapman and Hall. 457 pages.

Pennington RT, Lavin M, Oliveira Filho A (2009) Woody plant diversity, evolution and
ecology in the tropics: perspectives from seasonally dry tropical forests. Annu Rev Ecol Evol
Syst. 40: 437 — 457. doi: 10.1146/annurev.ecolsys.110308.120327

Pereira ACRL, Oliveira JV, Gondim-Junior MGC, Camara CAG (2008) Insecticide activity of
essential and fixed oils in Callosobruchus maculatus (FABR., 1775) (Coleoptera: Bruchidae)
in cowpea grains [Vigna unguiculata (L.) WALP.]. Science and Agrotechnology. 32(3): 717-
724. doi: 10.1590/S1413-70542008000300003

Perica S, Goleta S, Vuletin G (2008) Growth, biomass allocation and leaf ion concentration of
seven olive (Olea europaea L.) cultivars under increased salinity. Sci Hortic (Amsterdam).
117(2): 123-129. doi:10.1016/j.scienta.2008.03.020

Peters R, Vovides AG, Luna S, Griters U, Berger U (2014) Changes in allometric relations of
mangrove trees due to resource availability — A new mechanistic modelling approach. Ecol
Modell. 283: 53 — 61. doi:10.1016/j.ecolmodel.2014.04.001

Plank CO (Ed) (1992). Plant analysis reference procedures for the Southern region of the United
States. Southern Cooperative Series Bulletin 368. 83 p.



98

Poorter H (2002) Plant Growth and Carbon Economy. Encyclopaedia of Life Sciences.
Macmillan Publishers Ltd./Nature Publishing Group, pp. 1-6.

Ragagnin RCG, Albuguerque CC, Mesquita-Oliveira FF, Santos RG, Gurgel EP, DINIZ JC,
Rocha SAS, Viana FA (2014) Effect of salt stress on the growth of Lippia gracilis Schauer and
on the quality of its essential oil. Acta Bot Bras. 28(3): 346-351. doi: 10.1590/s0102-
33062014abbh3369

Ray JD, Sinclair TR (1998) The effect of pot size on growth and transpiration of maize and
soybean during water deficit stress. J Exp Bot. 49(325): 1381-1386.
doi: 10.1093/jxb/49.325.1381

Read C, Wright 1J, Westoby M (2006) Scaling-up from leaf to canopy-aggregate properties in
sclerophyll shrub species. Austral Ecology. 31(3): 310 — 316. doi: 10.1111/}.1442-
9993.2006.01559.x

Repkova J, Brestic M, OlSovskda K (2009) Leaf growth under temperature and light
control. Plant Soil Environ. 55(12): 551-557.

Richards RA, Rebetzke GJ, Condon AG, Van Herwaarden AF (2002) Breeding opportunities for
increasing the efficiency of water use and crop yield in temperate cereals. Crop Sci. 42(1): 111-121.
doi: 10.2135/cropsci2002.0111

Ronchi CP, Damatta FM, Batista KD, Moraes G, Loureiro ME, Ducatti C (2006) Growth and
photosynthetic down-regulation in Coffea arabica in response to restricted root volume. Funct
Plant Biol. 33(11): 1013-1023. doi: 10.1071/FP06147

Saleem M, Ashraf M, Akram NA (2011) Salt (NaCl) induced modulation in some key physio-
biochemical attributes in okra (Abelmoschus esculentus L.). J Agron Crop Sci. 197(3): 202—
213. doi: 10.1111/j.1439-037X.2010.00453.x

Shipley B (2002) Trade-offs between net assimilation rate and specific leaf area in determining
relative growth rate: relationship with daily irradiance. Funct Ecol. 16(5): 682-689. doi:
10.1046/j.1365-2435.2002.00672.x

Shipley B, Meziane D (2002) The balanced-growth hypothesis and the allometry of leaf and
root biomass allocation. Funct Ecol. 16(3): 326-331. doi: 10.1046/j.1365-2435.2002.00626.x

Silva EC, Nogueira RIMC, Araudjo FP, Melo NF, Azevedo-Neto AD (2008) Physiological
responses to salt stress in young umbu plants. Environ Exp Bot. 63(1-3): 147-157.
doi:10.1016/j.envexpbot.2007.11.010

Silva EM, Silveira JAG, Fernandes CRR, Dutra ATB, Aragdo RM (2009) lon uptake and
growth of physic nut under different salinity levels. Rev. Ciénc. Agron. 40(2): 240-246.

Silva, FAS (2015) ASSISTAT version 7.6 beta. Campina Grande-PB: Assistance Statistics,
Department of Agricultural Engineering CTRN - Federal University of Campina Grande,
Campina Grande Campus. < http://www.assistat.com/index.html>. Acessed 20 october 2015.



http://www.assistat.com/index.html

99

Sletvold N (2005) Density-dependent growth and survival in a natural population of the
facultative biennial Digitalis purpurea. J Ecol. 93(4): 727736, 2005. doi: 10.1111/j.1365-
2745.2005.01008.x

Souza RA (2006) Effects of salinity and ionic composition of irrigation water on the
development of cowpea plants cv. Pititba. Dissertation, Federal University of Ceara, Fortaleza,
Brazil.

Suarez N, Medina E (2005) Salinity effect on plant growth and leaf demography of the
mangrove, Avicennia germinans L. Trees. 19(6): 722—-728. doi: 10.1007/s00468-005-0001-y

Tanyaradzwa LZ, Tuarira M, Moses M, Jefta T (2015) Effects of planting depth and variety on
container produced potatoes. J Glob Innov Agric Soc Sci. 3(1): 1 - 7. doi:
10.17957/JGIASS/3.1.675

Tomlinson KW, Pooter L, Sterck FJ, Borghetti F, Ward D, De Bie S, Langevelde FV
(2013) Leaf adaptations of evergreen and deciduous trees of semi-arid and humid savannas on

three continents. J Ecol. 101(2): 430 — 440. doi: 10.1111/1365-2745.12056

Ungar 1A (1996) Effect of salinity on seed germination, growth, and ion accumulation
of Atriplex patula (Chenopodiaceae). Am J Bot. v. 83(5): 604-607.

Useche A, Shipley B (2010) Interspecific correlates of plasticity in relative growth rate

following a decrease in nitrogen availability. Ann Bot. 105(2): 333-339. doi:
10.1093/aob/mcp284

Vaario LM, Yrjala K, Rousi M, Sipila T, Pulkkinen P (2011) Leaf number indicates salt
tolerance of young seedling families of European Aspen (Populus tremula L.) growing in
different soils. Silva Fenn. 45(1): 19-33. doi: dx.doi.org/10.14214/sf.28

Valladares F, Skillman JB, Pearcy, RW (2002) Convergence in light capture efficiencies among
tropical forest understory plants with contrasting crown architectures: a case of morphological
compensation. Am J Bot. 89: 1275-1284. doi: 10.3732/ajh.89.8.1275.

Vanninen P, Makela A (2000) Allocation of growth between needle and stemwood production
in Scots pine (Pinus sylvestris L.) trees of different age, size, and competition. Tree Physiol. 8:
527-533, 2000.

Ventura Y, Myrzabayeva M, Alikulov Z, Omarov R, Goldberg IK, Sagi M (2014) Effects of
salinity on flowering, morphology, biomass accumulation and leaf metabolites in an edible
halophyte. AoB PLANTS. v. 6, pp. 1 — 14; plu053; 2014. doi:10.1093/acbpla/plu053

Warren CR, Adams MA (2000) Trade-offs between the persistence of foliage and productivity
in two Pinus species. Oecologia. 124(4): 487-94.

Xiang S, Wu N, Sun S (2010) Testing the generality of the ‘leafing intensity premium’
hypothesis in temperate broad-leaved forests: a survey of variation in leaf size within and
between habitats. Evol Ecol. 24(4): pp. 685-701. doi: 10.1007/s10682-009-9325-1



100

Xue Z, Zhao S, Gao H, Sun S (2013) The salt resistance of wild soybean (Glycine soja Sieb. et
Zucc. ZYD 03262) under NaCl stress is mainly determined by Na® distribution in the
plant. Acta Physiol Plant. 36(1): 61-70. doi: 10.1007/s11738-013-1386-7

Yamashita K, Matsumoto H (1996) Salt stress-induced enhancement of anion efflux and anion
transport activity in plasma membrane of barley roots. Soil Sci Plant Nutr. (Abingdon). 42(1):
209-213. doi: 10.1080/00380768.1996.10414706

Yang JL, Li YY, Zhang SS, Wu P, Zheng SJ (2008) Cell wall polysaccharides are specifically
involved in the exclusion of aluminum from the rice root apex. Plant Physiol. 146(2): 602 —

611. doi: 10.1104/pp.107.111989



http://dx.doi.org/10.1104%2Fpp.107.111989

