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RESUMO

Salvinia auriculata € uma macrdfita aquatica flutuante com ampla distribuicdo nos
sistemas aquaticos. Segundo a literatura cientifica esta macrofita € encontrada em
ambientes de agua doce. Entretanto, S. auriculata tem demonstrado grande
plasticidade em colonizar ambientes alagados proximo ao mar. Desta forma, este
estudo teve como objetivo elucidar os efeitos da salinidade sobre S. auriculata e
inferir explicacbes sobre como estas plantas se desenvolvem em ambientes
ligeiramente salobros. O primeiro capitulo descreve um experimento realizado em
camara de germinacao com fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 20 °C noturno
e 25 °C diurno e concentragcbes de 0, 50 mM, 100 mM e 150 mM de NaCl. Nesta
etapa foram avaliados o conteddo nutricional, biomassa fresca e seca, teor de
pigmentos fotossintéticos, teor de prolina e producdo de NO. Apos cinco dias de
experimento com salinidade induzida por NaCl verificou-se o decréscimo do
conteudo nutricional com excecdo do N. Isto ocorreu devido a competicdo i6nica
pela absorcéo destes nutrientes em presenca de elevada concentracéo de Na* e CI.
O teor de clorofila b e clorofila total diminuiram e o teor de clorofila a, razéo clorofila
a/ clorofila b e carotendides aumentaram. Estes resultados sugerem que a
salinidade afeta negativamente o aparato fotossintético. A biomassa das plantas
submetidas ao tratamento com 50 mM do sal, assim como o contetdo de clorofila a
e pigmentos totais foram maiores quando comparada a biomassa daquelas
submetidas aos demais tratamentos, sugerindo que S. auriculata tem um bom
desenvolvimento em ambientes oligohalinos. O teor de prolina aumentou
significativamente nas plantas submetidas ao tratamento com 150 mM. A producéo
de NO extracelular e intracelular foi maior nas plantas com duas horas de incubacéo
do que nas plantas com 5 dias de incubagdo na solucdo com as diferentes
concentracdes salinas. Isto se deve ao fato do NO apresentar maior atuacdo em um
tempo curto de duracdo como um sinalizador para tolerédncia a salinidade. O
segundo capitulo apresenta resultados de um experimento realizado em casa de
vegetacdo onde as plantas foram submetidas as concentragdes 0, 100 e 200 mM de
NaCl e Na,SO, em unidades experimentais individuais. Nesta fase também foram
avaliados o conteudo nutricional, teor de pigmentos fotossintéticos, teor de prolina,
anatomia e adicionalmente a ultraestrutura foliar de S. auriculata. ApGs sete dias de
experimento foi verificado nos tratamentos salinos a diminuicdo do conteddo dos

fons Ca**, K*, Mg®" P, N e do teor de pigmentos fotossintetizantes em S. auriculata



Xl

corroborando trabalhos anteriores. O teor de prolina mostrou uma tendéncia ao
incremento quando comparado ao controle. Nos fragmentos das folhas de S.
auriculata observados sob microscopio optico foram visualizadas mudancas na
estrutura das células do parénquima palicadico e na estrutura dos cloroplastos das
plantas submetidas aos tratamentos salinos. A microscopia eletronica de
transmissdo evidenciou uma desorganizacdo das membranas internas e externas
dos cloroplastos das células das plantas submetidas a salinidade além de maior
guantidade de grdos de amido. O microscépio eletrénico de varredura evidenciou a
integridade dos tricomas e das células do limbo foliar de S. auriculata submetida ao
tratamento controle e alteracdo na morfologia das células provocadas pela
salinizacdo. Para todos os efeitos avaliados foi observado que o incremento na

concentracéo do sal Na,SO4 resultou em maior dano em S. auriculata.

Palavras Chave: Macrdfitas Aquéticas, Biomassa, Microscopia, Nutrientes, Oxido

Nitrico, Pigmentos Fotossintéticos, Prolina, Salinidade.
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ABSTRACT

Salvinia auriculata is a floating aquatic macrophyte that presents a wide
distribution in tropical aquatic systems. According to the scientific literature this
macrophyte is a glicophyte, found in freshwater environments. However, S.
auriculata has demonstrated great plasticity in colonizing wetlands close to the sea.
In this way, this study was performed to elucidate the effects of salinity on S.
auriculata and infer explanations about how these plants develop in slightly brackish
environments. The first chapter describes the experiment performed in a germination
chamber with a 12-hour photoperiod, with nocturne temperature of 20 °C and
daytime temperature of 25 °C, and concentrations of 0, 50 mM, 100 mM and 150 mM
of NaCl. In this experiment the nutritional content, fresh and dry biomass,
photosynthetic pigment content, proline content and production of NO were
assessed. After five days of NaCl induced salinity it was verified a decrease in the
nutritional content with the exception of the ammoniacal nitrogen. It occurred due to
the ionic antagonism and the ionic competition in plant absorption. The content of
chlorophyll b and total chlorophyll decreased, and the content of chlorophyll a,
chlorophyll a/b, chlorophyll b and carotenoid increased. These results suggest that
the salinity affects in a negative way the photosynthetic apparatus. The biomass of
the plants submitted to treatment with 50 mM of NaCl, as well as the content of
chlorophyll a and total pigments were higher when compared to the biomass of those
submitted to the other treatments, suggesting that the S. auriculata has a good
development in oligohaline environments. The content of proline significantly
increased in the plants submitted to the treatment with 150 mM. The production of
extracellular and intracellular NO was larger in plants with two hours of incubation
than in the plants with five days of incubation with different saline concentrations.
This is due to the higher NO production in a short time for tolerance to salinity. In the
second chapter the experiment performed in the greenhouse where the plants were
submitted to the concentrations of 0, 100 and 200 mM of NaCl and Na,SO4
separately. The nutritional content, contents of photosynthetic pigments and proline,
anatomy and the ultrastructure of leaf of S. auriculata. Were evaluateda ffter seven
days. The decrease in the content of ions of Ca**, K*, Mg**, P, ammoniacal N and
the photosynthetic pigments in S. auriculata were observed corroborating previous
works. The content of proline showed a increase pattern. Structural changes in the
cells of the palisade parenchyma and in the structure of chloroplasts were observed
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in leaves fragments of S. auriculata under saline treatments. The transmission
electron microscopy revealed a disorganization of the internal and external
membranes of the chloroplasts in plants subjected to salinity, besides the larger
amount of starch grains. The scanning electron microscope revealed the integrity of
trichomes and leaf cells of control plants and changes in cell morphology caused by
salinization. Further, it has been observed that increase in the concentration of

Na,SO, salt resulted in major damage in S. auriculata.

Key words: Aquatic Macrophyte, Biomass, Microscopy, Nutrients, Nitric Oxide,

Photosynthetic Pigments, Proline, Salinity.



1. INTRODUCAO

Elevadas concentracdes de sais solUveis ocorrem em ambientes terrestres ou em
ambientes aquaticos e podem acontecer de forma natural ou antropogénica
(Larcher, 1995). A forma natural de salinizacdo é classificada como priméaria e a
forma antropogénica como secundaria (Williams, 1987).

A salinizacdo primaria € um processo natural que ocorre em regidées onde ha um
déficit de agua, ou seja, baixa precipitacdo e um alto potencial de evaporacao,
ocasionando aumento progressivo na  concentracdo de sais liberados por
intemperismo ou deposicéo de sais pelo vento (Roache et al., 2005). Ao contrario da
salinizacao priméaria, a salinizacdo secundaria resulta das atividades humanas como,
por exemplo, irrigacdo de culturas com agua salina ou salobra (Neumann, 1997), a
remocdo da vegetacdo perene (Hoobs, 1993) e, no caso especifico de lagoas
costeiras, do processo de abertura de barreiras de areia entre o mar e as lagoas
costeiras (Suzuki et al., 1998; 2002).

Na regido norte fluminense, os processos de intrusdo de agua salina/salobra nos
ecossistemas aquaticos costeiros podem ocasionar processo indireto de salinizacao
de outros corpos d'agua que nao apresentam contato direto com o mar, através de
trocas de agua pelo lencol freatico. O lencol freatico desta regido é do tipo sub-
aflorante (Dantas et al., 2000), o que ocasiona intensa troca entre 0s ecossistemas
aguaticos superficiais e 0 estoque de agua subterranea. Aliado a esta caracteristica,
o balanco hidrico (Chagas e Suzuki, 2005) negativo observado na regido pode
agravar o processo de salinizacdo nestes ecossistemas, ocasionando alteracdes nas
comunidades bidticas que neles se desenvolvem.

Variagbes ecolégicas na comunidade de macrdéfitas aquaticas relacionadas a
salinizacdo sdo bem documentadas, envolvendo desde alteragbes na abundéancia,
distribuicdo da vegetacdo nos ecossistemas aquaticos (Kipriyanova et al., 2007,
Burke e Byrne, 2009), variacbes no crescimento, reproducéo e sobrevivéncia de
macrofitas (Warwick and Bailey, 1997. Muschal, 2006; He et al., 2010), normalmente
reduzindo a riqueza de espécies (Greenberg et al., 2006; Sharpe e Baldwin, 2009).

A salinidade altera a estrutura da comunidade de macrdéfitas aquaticas pela
diminuicAo ou substituicdo das espécies sensiveis a salinidade por espécies
tolerantes (Hart et al., 1991). CondigBes ambientais variaveis podem favorecer a

predominancia de espécies tolerantes a salinidade no ambiente tais como a alta



fecundidade, a dorméncia de esporos e sementes que sdo capazes de ser dispersas
a longas distancias e suportam a salinidade (Anthony et al., 2011).

Estudos sobre a distribuicio da vegetacdo em ambientes aquaticos com
variacdes de salinidade relatam que as espécies sensiveis morrem com o aumento
da salinidade; as espécies relativamente tolerantes a salinidade tem os tecidos
foliares e radiculares danificados, (Howard e Mendelssohn, 1999) e as espécies de
plantas tolerantes podem habitar locais com salinidade elevada e moderada, e neste
caso podem competir com as plantas menos tolerantes (Snow e Vince, 1984) por
luminosidade, nutrientes e espaco (Peter and Burdick, 2010). Desta forma, as
espécies competidoras dominantes afetam o estabelecimento das demais espécies
(Zedler et al.,, 1995). Segundo Crain et al. (2004) as espécies competidoras
dominantes ocupam habitats fisicamente menos agressivos e deslocam as demais
espécies para ambientes inOspitos. A competicdo interespecifica desempenha um
importante papel na distribuicAo da vegetacdo ao longo do gradiente salino,
entretanto, a salinidade é certamente o0 estresse que mais interfere no
estabelecimento (Zedler et al., 1995) e na distribuicdo das plantas nos ecossistemas

aquaticos costeiros com grande variagdes de salinidade (Burke e Byrne, 2009).

1.1. O efeito do estresse salino nas plantas

A exposicdo ao estresse salino causa vérias alteracdes morfoldgicas, fisiologicas
e bioguimicas nas plantas devido ao excesso de ions e déficit hidrico (Greenway e
Munns, 1980; Maskri et al., 2010). No inicio ou ao longo do periodo de exposi¢do
das plantas a salinidade fatores fundamentais a vida da planta como o crescimento,
a fotossintese, sintese de proteinas, metabolismo lipidico, a produtividade (Parida e
Das, 2005) e o equilibrio nutricional sdo afetados (Grattan e Grieve, 1999). A
integridade das membranas celulares e as atividades enzimaticas também sao
propensas a desestabilizacdo com os efeitos toxicos da salinidade (Zhu, 2003).
Todas estas alteragbes podem resultar na reducao da produtividade ou morte das
plantas (Parida e Das, 2005).

Alguns estudos mostram que 0s processos de crescimento e desenvolvimento
celular e os de fotossintese sdo os primeiros a serem afetados pela salinidade
(Munns et al., 2006). O aumento da salinidade em torno das raizes das plantas induz
um efeito osmético imediato que reduz a taxa de expansédo das folhas, bem como o

surgimento de gemas e ramos laterais (Muuns e Tester, 2008). Esses efeitos atuam



na reducdo das concentracdes de carboidratos (Esteves e Suzuki, 2008; Turan et
al., 2009) que desempenham diversas fung¢fes fisioldgicas nas plantas, como o
crescimento (Thompson, 2005), como fonte de carbono e energia para processos
metabdlicos (Taiz e Zaiger, 2009) e resisténcia ao estresse mecanico (Parre e
Geitmann 2005).

O aumento na salinidade também promove alterac6es na morfologia das células
foliares através da modulacdo da perda de agua (Muuns e Tester, 2008) e a reducéo
da conduténcia estomatica, uma vez que em condi¢cfes salinas o fechamento dos
estdbmatos limita a perda de agua pelas folhas (Yousif et al., 2010). Entretanto, com
o fechamento dos estdbmatos, a difusdo do CO, para os cloroplastos é diminuida e
assim o processo de fotossintese pode ser inibido (Centritto et al., 2003). Segundo
Terry e Waldron (1984) alteracfes na taxa de fotossintese influenciam a producéo
de biomassa que também depende de produtos de carbono gerados na fotossintese.

Estudos tem ressaltado que quando a assimilacdo de CO, pelas plantas é
reduzida pode haver a diminuicdo da concentracdo de clorofila, e diminuicdo no
contetdo de alguns ions essenciais, como Ca?* e Mg®" no mesofilo das folhas
(Netondo et al., 2004). Adicionalmente, a limitacdo da disponibilidade de CO, para a
assimilacao de carbono pela fotossintese, também resulta no acumulo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) nos cloroplastos, que podem causar fotoinibicdo e
fotooxidacdo nessas organelas (Ashraf, 2009).

Outro fator que pode alterar a fotossintese nas plantas € a alteracdo na
morfologia dos cloroplastos, onde ocorre a fotossintese (Taiz e Zaiger, 2009). Os
cloroplastos sdo muito susceptiveis a diversos fatores de estresse (Omoto et al.,
2009) incluindo o estresse salino que altera a estrutura dessas organelas (Rahman
et al., 2000; Mitsuya et al., 2003; Yamane, 2003). Os mesmos autores ressaltaram
em seus estudos que os principais danos aos cloroplastos causados pelo estresse
salino foram o inchaco dos tilacéides e destruicdo do envelope do cloroplasto.

Os nutrientes, de uma forma geral tem varias fun¢des na estrutura das plantas, no
metabolismo e na osmorregulacdo das células vegetais (Taiz e Zeiger, 2009). No
entanto, um dos principais efeitos do estresse salino em plantas é induzido por
distarbios nutricionais, que resultam do efeito da salinidade sobre a disponibilidade
de nutrientes, absorcéo e transporte dos mesmos no interior da planta (Sairan e
tyagi, 2204; Bartels e Sunkar, 2005; Munns e Tester, 2008). A deficiéncia de
nutrientes além da toxicidade por ions e do estresse osmoético sao alguns dos



fatores atribuidos ao efeito deletério da salinidade sobre crescimento e produtividade
das plantas (Nublat et al., 2001; Luo et al., 2005).

De acordo com Crattan e Grieve (1992) a salinidade interrompe a aquisicdo de
nutrientes minerais pelas plantas em duas formas. Primeiro, a forca ibnica do
substrato, independentemente da sua composi¢ao, pode influenciar a absorcdo e
translocacao de nutrientes. O segundo mecanismo consiste na reducao da absorcéo
da disponibilidade de nutrientes por competigdo catidnica com os ions Na* e CI" no
substrato.

Muitos estudos sobre as respostas das plantas a salinidade tém sido realizados
nas Ultimas trés décadas (Ben-Gal et al.,, 2009), mas como as respostas e a
tolerancia das plantas a este estresse variam entre as espécies e de acordo com 0
periodo de tempo durante o qual as plantas foram expostas (Munns, 2002), muitos
estudos ainda sdo necessarios para elucidar como o estresse afeta o crescimento
das plantas, uma vez que a hipersalinidade pode alterar a composicao das espécies
vegetais em ecossistemas terrestres e aquaticos afetando niveis tréficos superiores

que dependem de alimento ou do habitat (Alexander e Duton, 2006).

1.2. Toleréncia a Salinidade

Tolerancia das plantas a salinidade consiste na capacidade destas em completar
0 seu ciclo de vida sobre um substrato que contém altas concentracbes de
salinidade (Parida e Das, 2005). Na medida e no modo como respondem a
salinidade, as plantas podem ser classificadas como halodfitas ou glicéfitas (Lauchi e
Epstein, 1984; Zhang et al., 2010). Entretanto essa classificagdo é considerada um
pouco superficial, pois na realidade as respostas das plantas a salinidade ocorrem
ao longo de um gradiente (Greenway e Munns, 1980). Entretanto, extremas
concentracfes salinas afetam negativamente a morfologia e fisiologia tanto de
espécies haldfitas quanto de glicéfitas (Lokhande et al., 2011).

As plantas classificadas como haldfitas tém caracteristicas fisioldégicas e
morfolégicas muito bem adaptadas que lhes conferem tolerancia a salinidade e lhes
permitem completar o seu ciclo de vida (Flowers et al.,1986) e proliferar em
ambientes com altas concentracfes de sal (Khan e Duke, 2001; Vernon e Bohnert,
1992). Por outro lado, as espécies classificadas como glicofitas variam em resposta
a salinidade podendo ser muito sensiveis ou apresentar tolerancia moderada a

salinidade (Lauchi e Epstein, 1984). De acordo com Greenway e Osmond (1972), as



glicofitas podem ter o seu desenvolvimento severamente inibido por concentracdes
de sais toleraveis pelas plantas haldfitas.

O mecanismo de tolerancia a salinidade € um processo complexo (Zhu, 2000), e
estudos tém mostrado que as plantas desenvolveram varias respostas bioquimicas e
fisiolégicas para tolerar o estresse salino (Nemoto e Sasakuma, 2002) que
funcionam de modo coordenado (Yokoi et al., 2002). De acordo com Parida e Das
(2005), as estratégias bioquimicas e fisiolégicas em resposta ao estresse salino
incluem acumulo ou excluséo seletiva de ions; controle da absorgédo de ions pelas
raizes e dos transportes em direcao as folhas; compartimentalizacédo de ions a nivel
celular e da planta inteira; sintese de solutos compativeis; mudanca da via
fotossintética; alteracdo da estutura da membrana; inducdo de enzimas

antioxidantes e indugéao de hormonios vegetais.

1.2.1. Sintese de solutos compativeis

Para alcancar um equilibrio i6nico nos vacuolos, o citoplasma acumula compostos
denominados solutos compativeis ou osmolitos que ndo interferem com reacdes
bioquimicas normais (Hasegawa et al., 2000; Parida e Das, 2005). Os solutos
compativeis sdo moléculas neutras, ndo toxicas que estabilizam proteinas e
membranas prevenindo a deshaturacdo mediante as elevadas concentracfes
salinas (Yancey, 2005), e mesmo em baixas concentragfes, 0s solutos compativeis
evitam a perda de agua, o desequilibrio idnico (Zhifang e Loescher, 2003), reduzindo
a concentracao intracelular de sais (Burg e Ferraris, 2008). Os solutos compativeis
acumulados no citoplasma das células de plantas sob estresse salino incluem
prolina, valina, isoleucina, acido aspartico, pinitol, betaina, glicose, frutose, sacarose,
manitol, inositol (Parida e Das, 2005).

Nas plantas a prolina € um aminoacido essencial para o metabolismo primario
como um componente das proteinas e é sintetizada principalmente a partir do
glutamato (Szabados e Savouré, 2009). O acumulo de prolina desempenha func¢des
adaptativas de tolerancia ao estresse (Verbruggen e Hermans, 2008) armazenando
carbono e nitrogénio (Hare e Cress, 1997). O acumulo de prolina apresenta
vantagens em comparacgao aos outros solutos compativeis, pois tem menos reagdes

metabdlicas além de ser um aminoacido de cadeia curta (Burg e Ferrari, 2008).



1.2.2. Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) € um radical livre, gasoso, lipofilico e altamente difusivel
através das membranas (Crawford, 2006), sendo um versatil sinalizador celular que
desempenha fun¢gBes importantes nos processos fisiolégicos em animais e plantas
(Lamotte et al.,, 2005). Nas plantas, o NO atua como um mensageiro intracelular
envolvido em varios processos como germinacao e floracdo, e em respostas das
células vegetais a varios estresses bidticos e abiéticos como defesa ao ataque por
patdgenos, estresse hidrico, tocixidade por metais pesados e salinidade (Leshem,
1996; Beson-Bard, 1999; Lamattina et al., 2003; Neill et al., 2003; Wilson et
al.,2008).

Nos animais, o NO é produzido primariamente pela enzima oxido nitrico sintase
(NOS) que converte arginina, na presenca de NADPH e moléculas de oxigénio, em
citrulina e NO (Wendehenne et al., 2001). Em plantas, proteinas vegetais com
significativa similaridade bioquimica com a NOS animal foram recentemente
identificadas (Guo et al., 2003). O NO também pode ser produzido pela atividade da
enzima nitrato redutase, reduzindo nitrito a NO com participacdo de NAD(P)H
(Yamasaki et al.,, 1999) e pela quebra quimica de doadores de NO, como o
nitroprussiato de sédio (SNP) (Pedroso e Durzan, 2000). Isoladamente, o NO € uma
molécula ndo tdxica que mesmo em altas concentracdes nédo ocasiona morte celular
(Pryor e Squadrito, 1995). Entretanto, na presenca do superoxido (O,), o NO torna-
se um potente radical livre, com a formagéo de um forte oxidante, o peroxinitrito
(ONOQ) (Ducrocq et al., 1999).

A producdo de NO pelas plantas varia de acordo com o desenvolvimento da
planta, a intensidade luminosa e os diferentes tipos de estresse (Magalhédes et al.,
2006), incluindo estresse por salinidade. Estudos mostram que o NO pode evitar
danos oxidativos gerados pelo estresse salino tanto nas folhas (Haihua et al., 2002)
guanto nas raizes (Shi et al.,, 2007) das plantas. Segundo o0s autores, uma baixa
concentracdo de NO exdgeno pode eliminar espécies reativas de oxigénio como Oz
e H,0,. Estudos com plantas cultivadas em condi¢cdes contendo NaCl apresentaram
maior producdo de NO quando comparados as plantas cultivadas em condi¢cbes
controle, o que indica que a producdo de NO aumenta em condi¢cGes de salinizacéo
do ambiente (Vital et al., 2008). Entretanto, a atuacdo do NO tem sido reportada
como citotdxica ou citoprotetora, dependendo da concentragdo deste composto na

condicdo em que a planta esta submetida (Vital et al., 2008). Adicionalmente, ndo se



conhece claramente como o NO atua na sinalizagéo da planta ao estresse salino,
porém estudos mostram evidéncias da atuacdo do NO na tolerancia a salinidade
através da ativacdo das proteinas H*-ATPase localizadas na membrana plasméatica
(Zhao et al., 2004).

1.3. Macrofitas Aquaticas

A grande maioria dos ecossistemas aquaticos continentais do planeta apresenta
caracteristicas morfométricas como baixa profundidade e extensas areas litoraneas,
gue colaboram para o intenso desenvolvimento da comunidade de macrdfitas
aguaticas (Wetzel, 1990).

De acordo com Boyd (1970) e Barko et al. (1986), as macrdfitas aquéticas sao
importantes componentes de lagos, rios, reservatorios e outras cole¢des d'agua, pois
constituem significativa parcela do estoque de energia e matéria do primeiro nivel
trofico da rede alimentar, além de proporcionar abrigo para desova e protecdo das
fases jovens de organismos aquaticos, promovendo heterogeneidade espacial, que
favorece a maior biodiversidade local.

Durante muitos anos as macrdéfitas aquaticas foram consideradas de pouca
importancia para o metabolismo dos ecossistemas aquaticos (Esteves, 1988). No
entanto, com o aprofundamento do conhecimento, particularmente apos estudos
efetuados nas regides tropicais, ficou evidenciado o seu importante papel (Pompéo,
1999). Nos ecossistemas aquaticos, as macroéfitas representam uma das
comunidades mais produtivas e, através de sua atividade metabdlica, sdo capazes

de produzir grandes interferéncias no ambiente (Esteves, 1998; Brum, 2000).

1.3.1.Salvinia auriculata
S. auriculata é uma macrofita aquatica descrita por Aubl a partir de exemplares
provenientes da Guiana, tendo ampla distribuicdo nativa nos neotropicos,
estendendo-se do México e llhas Galapagos através da América Central e Antilhas e
na maior parte da América do Sul, até o Brasil (Sculthorpe,1967). S. auriculata &
caracterizada como uma macrofita aquatica flutuante (Figural) que pertence a familia
Salvinaceae.
S. auriculata pode ser utilizada como abrigo para larvas de peixes (Lacerda
et al., 2010), para tratamento de efluentes da piscicultura (Soares et al., 2008), e

como bioindicadores de poluicdo em ecossistemas aquaticos (Sufie et al., 2007). A



biomassa de S. auriculata pode ser utilizada como biofertilizante ou alimentos para
gados (Toledo e Penha, 2011). Entretanto sob condi¢cbes favoraveis S. auriculata
possui habilidade de colonizar muito rapidamente ambientes aquaticos através de
propagacgéo vegetativa e desta forma pode se proliferar de forma inadequada
causando prejuizo aos multiplos usos dos mesmos (Peixoto et al., 2005).

Figura 1: Salvinia auriculata. www.elacuario.org

As proliferacdes indesejadas desses vegetais podem proporcionar condicdes
desfavoraveis para outras espécies, que deixam de exercer uma pressao
competidora sobre ela (Thomaz e Bini, 2003). Segundo Tundisi e Tundisi (2008), o
crescimento excessivo de algumas macréfitas também pode comprometer
importantes atividades como a pesca, a navegacdo e o potencial de producao
hidrelétrica (Tundisi e Tundisi, 2008). Desta forma, o conhecimento sobre os limites
de tolerancia de macrdfitas aquéticas € de grande importdncia para que seja
possivel 0 manejo adequado caso ocorra uma proliferacdo indesejada de algumas
espécies em ecossistemas aquaticos.

Atualmente sdo poucos o0s estudos referentes aos aspetos bioquimicos,
fisiologicos e morfologicos associados as respostas de S. auriculata a salinidade nos
ecossistemas aquaticos costeiros. A avaliacdo sobre o estresse salino em S.
auriculata na regido norte fluminense € destacado, visto que na literatura cientifica
esta macrofita aquatica é tida como intolerante a salinidade e, no entanto, em muitos
dos sistemas aquéticos desta regido que apresentam salobridade observa-se o

desenvolvimento e alta proliferacdo desta espécie.



Esta pesquisa procurou aprofundar-se no conhecimento do desenvolvimento,
morfologia e qualidade da biomassa de S. auriculata sob a influéncia de diferentes
concentracfes dos sais NaCl e Na,SO4, uma vez que a toxicidade nas plantas
resulta principalmente de altas concentragdes dos ions Na*, CI', SO4 (Chinnusamy e
Zhu, 2003).

2. Hipotese

Este estudo testou a hipotese que S. auriculata apresenta mecanismos de
tolerancia a salobridade como: incremento no contetdo de prolina e producao de
oxido nitrico. Esta tolerancia pode explicar o seu desenvolvimento e grande
proliferacdo em ambientes costeiros da Regido Norte Fluminense. Entretanto, de
acordo com a literatura cientifica S. auriculata ndo é tolerante as elevadas

concentragdes salinas.

3. Objetivos

Os objetivos gerais do presente trabalho foram investigar os efeitos dos sais NaCl
e Na,SO, sobre a anatomia e ultraestrutura foliar, aspectos bioquimicos, pigmentos
fotossintetizantes e teor de nutrientes da macrofita aquatica S. auriculata. Estes dados
podem vir a subsidiar planos de manejo de macréfitas aquaticas que crescem

abundantemente nos ecossistemas aquaticos na regido norte fluminense.

Os objetivos especificos foram:
1- Avaliar a anatomia e ultraestrutura foliar de S. auriculata apds a salinizagao.

2- Realizar ensaios bioquimicos (prolina e producdo de NO) para avaliacdo de

respostas de tolerancia da macrofita a salinidade.

3- Avaliar alteracdes no teor de pigmentos fotossintetizantes e nutrientes (Ca,Cl, K,
Mg, N, Na, P, S).



Capitulo 1

Efeito do NaCl sobre a biomassa, morfologia e fisiologia de

Salvinia auriculata Aubl.
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Resumo

Salvinia auriculata € uma macrdfita aquatica flutuante com ampla distribuicdo nos
sistemas aquaticos da regido Norte Fluminense. Essa macréfita tem grande
capacidade de colonizar ambientes eutrofizados e ultimamente tem sido encontrada
em regides alagadas proximas a costa. Este estudo teve como objetivo avaliar a
tolerancia de Salvinia auriculata a salinidade induzida por NaCl e para isto foi
investigado o efeito de diferentes concentracbes do sal NaCl sobre o conteudo
nutricional Ca**, CI', K*, Mg?*, N e P, teor pigmentos fotossintéticos, teor de prolina e
producdo de NO de Salvinia auriculata Aubl. As plantas foram coletadas
manualmente na lagoa do Jacu no Norte Fluminense do Estado do Rio de Janeiro, e
apos um periodo de aclimatacdo foram realizados experimentos em camara de
germinacdo com fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 20 °C noturno e 25 °C
diurno e concentracdes de 0, 50 mM, 100 mM e 150 mM de NaCl. Apds cinco dias
de experimento foi verificado o decréscimo do contetdo nutricional com excecao do
N. Os teores de clorofila b e clorofila total diminuiram e os teores de clorofila a, razéo
clorofila a/ clorofila b e carotendides aumentaram. A biomassa das plantas
submetidas ao tratamento com 50 mM do sal aumentou quando comparado a
biomassa das plantas submetidas aos demais tratamentos. O teor de prolina
aumentou significativamente nas plantas submetidas ao tratamento com 150 mM. A
producgéo de NO extracelular e intracelular foi maior nas plantas com duas horas de
incubacdo do que nas plantas com cinco dias de incubagdo na solucdo com as
diferentes concentragdes salinas. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que
Salvinia auriculata é tolerante a baixa salinidade e consequentemente é capaz de se

desenvolver em ambientes aquaticos salobros.

Palavras Chave: Salvinia auricurata, nutrientes, pigmentos fotossintéticos, prolina,
NO.
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1. Introducao

A salinidade é um importante fator ambiental que afeta o crescimento e a
produtividade das plantas (Urano et al., 2010; Vysotskaya et al., 2010). Nos corpos
aguaticos costeiros, a salinidade pode variar sazonalmente e ser influenciada por
alteracdes do nivel do mar, precipitacdo, evaporacao (Schallenberg et al., 2003),
alteracdes hidroldgicas como constru¢des de canais (Howard e Mendelssohn., 1999)
e atividades antropogénicas (Roache et al., 2006). De uma forma geral, o estresse
salino geralmente é induzido especialmente pelo NaCl (Doganlar et al ., 2010).

O saodio atua na ativacdo de uma ampla gama de enzimas nas plantas, e esta
envolvido na osmose da membrana e pode substituir o K* em algumas funcdes
metabdlicas e osmoticas (Fernandes, 2006). O CI" desempenha um papel importante
na fotossintese, na ativagdo enzimatica, na regulacdo osmaotica e na divisdo celular
(Esna-Ashari e Gholami, 2010). No entanto, 0 aumento excessivo da concentracao
de Na" e CI afeta a absorcdo de muitos nutrientes indispensaveis as planta, através
de interacdes competitivas, afetando a seletividade ibnica das membranas (Stoeva e
Kaymakanova, 2008), e a atividade fotossintética das plantas (Parida et al., 2002),
pois reduzem a abertura dos estdbmatos conduzindo & uma redugcdo de CO,
intracelular (Munns e Tester, 2008). A salinidade em altas concentracbes tambéem
altera o equilibrio i6nico, causando estresse hiperosmoético e toxicidade (Niu et al.,
1995), além do acumulo de osmoprotetores como prolina, por exemplo (Bohnert et
al., 1995).

Um composto que tem sido recentemente proposto na mediacdo da resposta a
salinidade é o 6xido nitrico (NO) (Lopez-Carrion et al., 2008). O NO é um radical livre
gasoso que atua como uma molécula de sinalizacdo em muitas espécies
(Delledonne et al., 1998), e esta envolvido em diversos processos fisiolégicos nas
plantas, incluindo respostas adaptativas aos estresses biotico e abiotico, ao
crescimento radicular, ao fechamento dos estomatos (Neill et al., 2003; Desikan et
al., 2004; Delledonne, 2005). O NO é capaz de diminuir os efeitos toxicos dos
fatores abitdticos como a salinidade, a seca, o calor e 0 estresse mecanico
(Lamattina et al., 2003).

Salvinia auriculata € uma macrofita aquatica flutuante que sob condi¢des
favoraveis coloniza extensas superficies de dgua em pouco tempo (Peixoto et al.,
2005). Neste sentido, esta espécie pdde ser utilizada em estudos que envolveu
efeitos de estresse salino, para melhor entender o estresse e seus efeitos no
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desenvolvimento da espécie. Desta forma, este estudo teve como objetivo investigar
o efeito do estresse salino induzido por NaCl sobre a biomassa, fisiologia e

morfologia de S. auriculata.

2. Materiais e Métodos

2.1.Solugéo nutritiva
As solucdes de cultivo de micronutrientes e macronutrientes foram preparadas de
acordo com Hoagland e Arnon (1938) e Smart e Barko (1985) modificada, como

descritas nas tabelas 1 a 3.

Tabela 1: Reagentes utilizados no preparo da solu¢do nutritiva de micronutrientes de Hoagland e
Arnon (1938).

* Volume das
Solugéo Reagentes Massa (g) Sz)llﬂlgge(g]?_) Sg:ng%%taessE;rS A
(mL)
MnSQ,.2H,0 1,191 100 10
ZnS0,.7H,0 0,161 100 10
micronutrientes | CuS0,.5H,0 0,052 100 10
H3BO3 1,972 100 10
NH;M070,4.4H,0 0,121 100 10

Para obter-se a solucéo estoque adicionou-se aliquotas de 10ml de cada estoque
individual a um volume de 950 ml de agua Milli-Q. Na solucéo final utilizou-se 14ml
da solugao estoque por litro.

A solucéo estoque de Ferro+EDTA foi preparada separadamente (400 ml de cada
solucéo). As duas solucdes individuais foram misturadas e o volume completado
com &gua Milli-Q para 1000 ml. Para cada litro da solucédo final utilizou-se 1ml da
solugcao Fe+EDTA.

Tabela 2: Reagentes utilizados no prepara da solugédo Ferro+EDTA.

Volume da  Volume na solugéo
solucéo (mL) final (mL/L)

Fe+ EDTA FeCl; 11,91 400 1
EDTA 5,19 400 1

Solugéo Reagentes Massa (Q)
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Para obteng&do da solugdo de cultivo de Smart e Barko (1985) modificada, as
solucdes estoques de cada macronutriente foram preparadas individualmente. Essas
solucbes estoques foram adicionadas separadamente em cada unidade

experimental.

Tabela 3: Reagentes utilizados para o preparo da solugdo macronutrientes Smart e Barko (1985)

modificada.
~ Volume da  Volume na solucéo
Solucéao Reagentes Massa ~ \
5 L @ soluggo (ML) final (mL/L)

CaCl,.2H,0 9,17 100 1
MgS0,.7H,O 34 500 1
Macronutrientes NaHCO, 29,2 500 1
KHCO; 7.7 500 1
NHsNO; 80,5 1000 5
KH,PO, 136,1 1000 1

2.2. Amostragem

Para realizacdo deste estudo foram coletados individuos de S. auriculata na lagoa
do Jacu localizada na Br 356 no Parque Cidade Luz no Municipio de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro. A lagoa do Jacu é considerada uma lagoa de agua
doce com condutividade (~485uS/cm).

As plantas foram transportadas em caixas plasticas (Figura 1) para o Laboratério
de Ciéncias Ambientais da Universidade do Norte Fluminense, onde foram lavadas
em agua corrente para retirada de materiais organicos ou inorganicos aderidos. As
plantas foram armazenadas em caixas plasticas com solucao nutritiva de Hoagland
e Arnon (1950) e Smart e Barko (1985) modificada. Apos um periodo de cinco dias
de aclimatacdo em temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas, 50 g das
macrdfitas foram acondicionadas em unidades experimentais com 3 litros de solucao
nutritiva de micro e macronutrientes. O experimento foi realizado em camara de
germinacao sob 20°C durante 12 horas de escuro e 25°C horas com 12 horas claras
(100 umol de fétons/m™.s™) utilizando-se as concentracdes 0, 50, 100 e 150 mM de
NaCl (Merck), em triplicatas para cada condicdo. Apds cinco dias de incubacéo,
foram obtidos os pesos do material vegetal fresco (PF) para avaliar a variacao de
biomassa, e cerca de 5 g de amostras frescas de S. auriculata foram separadas para

as avaliacbes de NO, pigmentos fotossintéticos e prolina. O restante das amostras
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foram acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estufa de circulacdo de ar
a temperatura de 60 °C, durante 4 dias. ApGs esse periodo de secagem as amostras
foram pesadas para obtencdo do peso seco (PS), e em seguida trituradas em

moinho de facas para determinagao de nutrientes.

Figura 1: Salvinia auriculata obtidas na lagoa e acondicionada em caixa para transporte ao
Laboratorio de Ciéncias Ambientais — LCA/CBB/UENF.

2.3. Determinacéo de Nutrientes

Apos a trituragdo do material vegetal seco 0,5 g das amostras foram utilizadas
para a quantificacdo de Ca®" K*, Na*, Mg?*, CI" e P de acordo com as metodologias
descritas por Malavolta et al. (1997). A determinacdo de K*, Ca?*, Mg?* e Na* foram
realizadas por espectrofotometria de absor¢cdo atbmica (AAS-ZEISS). A
determinacdo de N foi realizada pelo método Nessler (Jackson, 1965) apds a
digestdo sulfarica, utilizando-se 0,1 g do material vegetal seco. Em seguida,
realizou-se a leitura da absorbancia a 480 nm em espectrofotdbmetro. O contetdo de
P total foi obtido por digestdo de 0,5 g material vegetal seco com acido nitrico e
perclérico e posterior quantificagdo por colorimetria pelo método molibdato. O
Cloreto foi determinado no extrato aquoso por titulagdo com nitrato de prata
Malavolta et al. (1997).

2.4. Quantificacdo de Pigmentos Fotossintéticos

A extracao dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotendides) foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Wellburn (1994). As amostras
de folhas de S. auriculata (0,2 g cada) foram cortadas em tiras, e acondicionadas em
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tubos de plastico rosqueaveis contendo 5 mL do solvente organico DMSO
(dimetilsulfoxido) envoltos em papel aluminio. As determinacdes das concentracbes
dos pigmentos foram realizadas utilizando-se aliquotas de 1 ml de cada amostra
obtidas da solucédo de extragdo com DMSO submetidas a leitura da absorbancia
nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm em espectrofotometro (UV-160A
Shimadzu).

2.5. Determinacéo do conteudo de Prolina

O teor de prolina foi obtido de acordo com o método de Bates et al. (1993).
Amostras de folhas e raizes frescas (0,3 g), separadamente, foram maceradas com
6 ml de acido sulfosalicilico 3%, em gelo. Em seguida, os extratos foram
acondicionados em tubos falcon de 15 mL e centrifugadas a 5000 rpm por 20
minutos. ApOs este procedimento foi realizada a transferéncia de 1 mL do
sobrenadante para outro tubo falcon de 15 mL e adicionado 1 mL de solucéo de
nihidrina acida (2,5% de nihidrina + 60% de acido fosférico), 1 mL de acido acético
glacial (100% PA). Apds, as amostras foram incubadas em banho-maria em fervura,
por uma hora. Em seguida, as amostras foram resfriadas rapidamente em gelo e a
leitura da absorbéncia realizada em 518 nm em espectrofotomtro (UV-160A
Shimadzu).

2.6. Quantificacdo da Producédo de NO

Avaliou-se o conteudo de NO em plantas de S. auriculata por microscopia de
fluorescéncia e por fluorometria. Pelo fato do NO ser um mensageiro secundario,
atuando como um sinalizador em diversos processos nos vegetais, a sua
quantificacdo foi realizada com 2 horas e 5 dias de incubagdo nos diferentes
tratamentos, visando identificar o comportamento da resposta no acumulo deste
composto nesta espécie.

Para a visualizacdo de NO enddgeno, segmentos de raizes foram isolados das
plantas e incubados em placas de cultura de 12 pocos (10 segmentos/poco),
contendo os respectivos tratamentos 0, 50, 100 e 150 mM de NaCl (1 mL/poco). As
analises foram realizadas apds duas horas e cinco dias de incubacédo nestes
tratamentos. Para identificar a producdo enddégena de NO nos diferentes
tratamentos por microscopia de fluorescéncia, as raizes foram tratadas com 15 pM
da sonda fluorescente 4,5-diacetato de diaminofluoresceina (DAF-FM-DA;
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Calbiochem), um indicador de NO permeavel a membrana plasmatica, conforme
descrito por Laxalt et al. (2007). As amostras permaneceram incubadas nos
diferentes tratamentos por duas horas a 25T, sob agitacdo 90 rpm, na luz. O
controle negativo foi realizado incubando-se raizes sem a sonda de marcagédo. Em
seguida, as raizes foram lavadas trés vezes com o respectivo meio de incubacéo, e
foram montadas em laminas para a visualizacdo em microscopio de fluorescéncia
Axioplan — Zeiss (Carls Zeiss, Jena, Germany), adaptado com céamera digital
AxioCam MRc5, com software AxioVisionLE versdo 4.8 (Carls Zeiss, Jena,
Germany). Utilizou-se filtros com comprimento de onda de excitagdo a 495 nm e
emissdo a 515 nm para o indicador DAF-FM-DA. A intensidade de fluorescéncia das
raizes foi determinada com o software AxioVisionLE versédo 4.8 (Carls Zeiss, Jena,
Germany), e os dados foram apresentados em Fluorescéncia por area (um?).

A quantificacdo do NO extracelular, liberado pelas plantas de S. auriculata, foi
realizada por fluorometria. Para tanto, plantulas (200 mg) foram incubadas nos
diferentes tratamentos com NacCl (0, 50, 100 e 150 mM) em placas de cultura de 12
pocos (3 plantas/poco, com 3 mL/poco). As analises foram realizadas apos 2 horas e
5 dias de incubacdo nestes tratamentos. Para identificar a liberacdo de NO
extracelular nos diferentes tratamentos, as plantas foram tratadas por 2 horas com
10 pM da sonda fluorescente diaminofluoresceina (DAF-FM; Calbiochem), um
indicador de NO impermeavel a membrana plasmatica. O controle negativo foi
realizado incubando-se as plantas em meio de incubacdo sem a sonda de
marcacdo. ApOs duas horas de incubacgdo, foram coletados 2 mL do meio de
incubacédo e a quantidade de NO foi mensurada em espectrofluorimetro Shimadzu
RF-5301PC utilizando-se filtros com comprimento de onda de excitacdo a 495 nm e
emissdo a 515 nm para o indicador DAF-FM. Para cada tratamento foram utilizadas

trés repeticoes.

2.7. Analise Estatistica

Com excecao dos resultados do conteudo de NO extracelular e intracelular que
foram analisados pelo teste estatistico de Analise de variancia Two Way com o teste
a posteriori de Bonferroni, os demais dados obtidos foram analisados utilizando-se o
teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis com o teste a posteriori de Dunn
para comparacdo dos resultados entre os tratamentos, adotando o nivel de

significancia de 0,05.
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3. Resultados
A Figura 2 mostra os seguimentos de S. auriculata apds cinco dias de incubacgéo
com as diferentes concentracdes de NaCl. Nos tratamentos salinos foi verificado

alteracdo na coloragéo, especialmente na maior concentragéo (150 mM).

Figura 2: Aspectos morfologicos de plantulas de S. auriculata, incubadas com 0 (Filal), 50 (Fila 2),
100 (Fila 3) e 150 mM (Fila 4) de NaCl, em placa de cultura de 12 pocos.

Em relagdo aos pigmentos (Tabela 4), verificou-se que o teor de clorofila a foi
maior nas plantas submetidas ao tratamento salino com 50mM de NaCl. Nas
concentracdes salinas mais elevadas (100 e 150 mM) o teor de clorofila a diminuiu
em relacdo a 50 mM de NaCl. O teor de clorofila b nas plantas diminuiu com os
tratamentos salinos e houve diferenca significativa (p<0,05) entre as plantas
submetidas ao tratamento controle e 150 mM de NaCl. A raz&o entre o teor de
clorofila a e clorofila b aumentou com os tratamentos salinos, principalmente nas
plantas submetidas ao tratamento com 50mM de NaCl. O teor de clorofila total
(Clorofila a + clorofila b) ndo apesentou diferenca estatistica significativa (p>0,05)
entre os tratamentos. Entretanto, observou-se uma tendéncia ao decréscimo destes
pigmentos com o0 aumento da concentragdo salina. Por outro lado, o teor de
carotendides aumentou significativamente com o aumento da salinidade, sendo
observada diferenca estatistica significativa entre as plantas submetidas ao
tratamento controle e 150 mM de NacCl.
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Tabela 4: Teor de clorofila a e b, clorofila total e carotendides [mg.g™ PS] de Salvinia auriculata
incubadas com NaCl, durante 5 dias. Entre parénteses estdo os valores minimos e maximos. Letras
diferentes, para cada pigmento analisado, indicam diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre

0s tratamentos salinos pelo teste de Dunn.

NaCl[mM] Clorofilaa Clorofilab Clorofilaa/b Clorofila total Carotendides

0 18,17 b 13,38 a 140 32,7a 1,83 a
(18,29 - 19,75) (13,02 -16,11) (1,13 -1,52) (31,66 - 34,28) (1,62 - 2,34)

50 24,62 a 9,18 ab 2,7a 33,8a 4,49 ab
(22,89 - 24,62) (7,55 -9,79) (2,61-3,03) (30,44 - 35,35) (4,05 - 4,66)

100 21,26 ab 9,18 ab 2,2 ab 29,5a 4,63 ab
(20,31 - 21,33) (8,21-9,71) (1,87 -2,59) (31,04 - 31,15) (4,07 - 5,23)

150 19,69 ab 8,20 b 2,5ab 28,1a 5,50 b
(18,78 - 20,54) (7,24 - 8,43) (2,34 - 2,59) (26,01 - 28,74) (5,01 - 5,54)

A Figura 3 refere-se ao PF e PS das plantas ap0ds cinco dias de incubacdo nas
diferentes concentragdes de NaCl. As plantas submetidas ao tratamento salino com
50 mM de NacCl tiveram maior incremento de PF e PS quando comparadas aos
demais tratamentos. A perda de biomassa ocorreu nas plantas sob os tratamentos
com 100 mM e 150 mM de NaCl. O teste estatistico indicou diferenca significativa
(p< 0,05) entre os tratamentos com 50 e 150 mM de NaCl, tanto nos resultados de

PF quanto nos resultados de PS.
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Figura 3: Alteracbes no peso fresco (PF) (a) e peso seco (PS) (b) de S. auriculata incubados com
diferentes concentracdes de NaCl, durante 5 dias. As barras horizontais indicam a mediana e as
barras verticais indicam os valores minimos e maximos. As letras indicam diferencas estatisticas

significativas (p<0,05) entre os tratamentos salinos pelo teste de Dunn.
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Na tabela 5 estdo descritas as variacdes dos conteudos de nutrientes em S.
auriculata apés 5 dias de incubagdo com as concentracdes de 0 (controle), 50, 100 e
150 mM de NaCl, em camara de germinacao. Observou-se diferencas significativas
(p < 0,05) para os contetidos de Ca**, K*, Na*, Mg, ClI e a razdo Na‘/K* entre os
tratamentos controle (0) e 150 mM de NaCl. Os contetdos de Ca?*, K* e Mg*
diminuiram com o aumento da concentracdo de NaCl enquanto para N e P néo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos salinos. Embora né&o
tenha apresentado diferencas estatisticas significativas, os resultados mostram uma
maior concentragdo de N no tratamento com 50 mM e uma tendéncia progressiva ao
decréscimo dos conteudos de P com o aumento da salinizacdo. Verificou-se uma
tendéncia ao aumento da razdo Na'/K*, devido ao aumento da concentracdo de Na
na solucdo nutritiva. Os conteldos de K' foram os mais afetados quando
comparados aos demais nutrientes, apresentando uma maior redugdo com o

aumento da concentracao salina.
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Tabela 5: Contetido de nutrientes [mg.g"1 PS] em plantas de Salvinia auriculata incubadas com 0, 50, 100 e 150 mM de NacCl, durante 5 dias. Entre parénteses
estdo os valores minimos e maximos. Letras diferentes, para cada nutriente, indicam diferengas estatisticas significativas (p<0,05) entre os tratamentos salinos
pelo teste de Dunn.

0 11,32 a 22,41 a 0,29 a 6,52 a 3,16 a 1,71 a 27,15 a 3,84 a
(10,67-12,80)  (21,18-23,14) (0,29 - 0,29) (6,12-7,16)  (2,54-3,43)  (1,71-2,10) (26,66 - 27,58) (3,39 - 3,90)

50 7,08 ab 18,19 ab 1,44 ab 26,78 ab 1,73 ab 4,27 ab 28,17 a 3,56 a
(6,93 - 7,23) (17,62-20,22)  (1,32-1,60)  (26,26-28,10) (1,65-1,82) (3,83 -4,31) (28,08 - 30,16) (3,40 - 3,81)

100 6,03 ab 7,92 ab 4,81 ab 41,84 ab 1,06 ab 4,58 ab 27,91 a 3,48 a
(5,42 - 6,13) (7,59 - 9,37) (423-552)  (38,07-39,63) (1,05-1,17) (4,38 - 5,06) (27,02 - 28,70) (3,12 - 3,64)

150 5,050 3,95 b 11,51 b 44,33 b 0,81b 5125b 27,94 a 3,40 a
(4,86 - 5,93) (3,62 - 4,44) (9,99-12,18)  (44,03-4541)  (0,76-0,93) (4,97 - 7,01) (27,86 - 29,05) (3,18 - 3,76)
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O conteudo de Prolina (Figura 4) em S. auriculata aumentou significativamente no
tratamento salino com 150 mM de NaCl quando comparado as plantas controle. Nas
concentracfes de 50 e 100 mM de NaCl as plantas apresentaram uma tendéncia ao

aumento no teor de prolina, entetanto néo houve diferengas significativas.
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Figura 4: Conteudo de prolina em S. auriculata incubadas com NaCl, durante 5 dias. As barras
horizontais indicam a mediana e as barras verticais indicam os valores minimos e maximos. As letras
indicam diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre os tratamentos salinos pelo teste de

Dunn.

Na Figura 5 estao representados o contetdo extracelular de NO liberado por S.
auriculata apos por duas horas (Figura 5a) e cinco dias (Figura 5b) de incubacé&o
com as diferentes concentragdes de NaCl.

ApoOs 2 horas de incubacéo verificou-se diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre as plantas submetidas aos tratamentos controle, 100 e 150 mM de
NaCl, observando-se um aumento no conteudo de NO extracelular com o aumento
da concentragéo salina (Figura 4a).

Por outro lado, apos cinco dias de incubacéo (Figura 5b) verificou-se diferenca
significativa entre os tratamentos controle e 100 mM de NaCl, e uma tendéncia ao
decréscimo de NO extracelular nas plantas submetidas a todos os tratamentos
salinos quando comparados ao controle.

Verificou-se que as plantas submetidas ao tratamento controle e ao tratamento
com 50 mM de NaCl ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados
os tempos de incubagdo para o conteudo extracelular de NO, porém os resultados

mostram uma tendéncia em aumentar apdés duas horas de incubagdo e um
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decréscimo de NO extracelular apés cinco dias de tratamento no tratamento com 50
mM.
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Figura 5: Contetdo extracelular de NO em plantas de S. auriculata apés 2 horas (a) e 5 dias de
incubacéo (b). As barras horizontais indicam a mediana e as barras verticais indicam os valores
minimos e maximos. As letras indicam diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos salinos e os simbolos indicam diferencas estatisticas entre os tempos pelo teste de

Bonferroni.

Em relacdo ao conteudo intracelular de NO, pela anéalise por microscopia de
fluorescéncia, verificou-se ap6s duas horas de incubacdo uma maior concentracao

de NO endogeno nas raizes de S. auriculata submetidas ao tratamento com 50 mM
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de NaCl (Figura 6c), quando comparado aos tratamentos controle e 100 e 150 mM

de NaCl (Figuras 6 a,e,Q).

NO- 2 horas NO - 5 dias

50

NaCl [mM]

100

150

Figura 6: Microscopia de fluorescéncia do contetdo endégeno de NO em raizes de S. auriculata apos

2 horas (a-h) e 5 dias (i a g) de incubag¢édo nos diferentes tratamentos com NaCl. Barras = 200 pm.

As raizes incubadas durante cinco dias nos diferentes tratamentos apresentaram
respostas semelhantes entre si, com pouca variagdo entre os tratamentos observada
pela reducdo na fluorescéncia de NO (Figuras 6i-q) quando comparadas as plantas

gue permaneceram incubadas por duas horas (Figura 6a-g). A partir das imagens da
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microscopia de fluorescéncia foram obtidas as intensidades da fluorescéncia de NO

endogeno das raizes submetidas aos diferentes tratamentos salinos (Figura 7a e b).
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Figura 7: Fluorescéncia relativa (um?) de NO enddgeno em raizes de S. auriculata apds 2 horas (a) e
5 dias (b) de incubacéo nas diferentes concentragdoes de NaCl. Dados correspondem a mediana e as
barras verticais indicam os valores minimos e maximos. As letras indicam diferencas estatisticas

significativas (p<0,05) entre os tratamentos e 0s simbolos indicam diferencas estatisticas entre os

tempos pelo teste de Bonferroni.

Verificou-se a partir destes dados que o periodo de duas horas de incubacéo

induziu maior sintese de NO nas plantas do que o periodo de cinco dias (Figura 7a).
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Apéds o periodo de duas horas de incubacdo, as raizes das plantas submetidas ao
tratamento controle apresentaram menor quantidade de NO enddgeno quando
comparadas aos tratamentos salinos, sendo que a diferenca estatistica significativa
(p<0,05) foi observada entre as plantas submetidas ao tratamento controle e 50 mM
de NacCl.

ApoOs o periodo de cinco dias de incubacédo (Figura 7b), ndo foram evidenciadas
diferencas significativas no conteudo enddgeno de NO entre os tratamentos.
Entretanto, as plantas submetidas as maiores concentragfes salinas apresentaram
uma tendéncia a diminuicdo da densidade da fluorescéncia relativa do NO quando

comparada as raizes submetias aos tratamentos controle (0) e 50 mM de NacCl.

4. Discusséo

Inimeros estudos tém comprovado alteragbes bioquimicas e morfolégicas em
plantas submetidas ao estresse salino (Greenway e Munns, 1980; Grattan e Grieve,
1999; Parida e Das, 2005; Maskri et al., 2010). As plantas expostas a alta salinidade
apresentam sintomas de lesdes foliares e de mudancgas na coloracao (Ndakidemi e
Makoi, 2009). O Na* e CI' podem causar injarias nas folhas das plantas, mas os
sintomas de CI geralmente aparecem em primeiro lugar (kozlowski, 1997).
Morfologicamente, verificou-se que as folhas de S.auriculata apresentaram
diferencas na coloragdo quando submetidas as maiores concentracdes (100 e 150
mM) de NaCl (Figura 2). Isto deve ter ocorrido pelo excesso de CI, que pode ter
ocasionado o aparecimento de clorose, seguida por uma coloracdo bronze que pode
ter evoluido para necrose foliar (Fernandes, 2006), especialmente nas plantas sob o
tratamento de 150 mM de NaCl.

A clorofila € o principal agente responsavel pela fotossintese e sob circunstancias
adversas, a concentracdo total de pigmentos € um bom indicador da atividade
fotossintética (XinWen et al., 2008). Desta forma, pode-se inferir que a taxa
fotossintética de S. auriculata tenha diminuido com as concentracées mais altas de
salinidade avaliadas, uma vez que a concentracdo de pigmentos totais apresentou
diminuicdo com o incremento de salinidade (Tabela 4), corroborando com outros
trabalhos (Centritto et al., 2003; Netondo et al., 2004). A maioria dos estudos sobre
plantas submetidas a diferentes concentracdes de salinidade tem como resultado o
decréscimo dos pigmentos fotossintéticos (Jampeetong e Brix 2009; Aghaleh et al.,

2009; Chaves et al., 2009). Em contrapartida alguns estudos ressaltam que os
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efeitos da salinidade sobre os componentes fotossintéticos, como enzimas, clorofilas
e carotenoides dependem da intensidade e do tempo de duracdo do estresse
(Lakshmi et al., 1996; Misra et al., 1997) e da espécie vegetal em analise(Dubey,
1994).

No presente trabalho os resultados mostraram o aumento do teor de clorofila a,
carotenoides e da razdo clorofila a/clorofila b com o aumento da salinidade,
enquanto que o teor de clorofila b diminuiu (Tabela 2). O teor de clorofila total assim
como o PF e PS foram maiores nas plantas submetidas a concentragdo de 50 mM
de NaCl, enquanto nos demais tratamentos salinos observou-se uma tendéncia ao
decréscimo quando comparados ao controle. Neste sentido, estes resultados
sugerem que a concentracdo de 50 mM de NaCl estimulou o desenvolvimento e
crescimento de S. auriculata.

De acordo com Houimli et al. (2010) o estresse por NaCl modifica o teor de
clorofila b mais do que o teor de clorofila a que parece ser menos sensivel ao
estresse por NaCl. Isto implica no aumento da razdo de Clorofila a / Clorofila b que
também pode ser justificado pelo fato de que o primeiro passo na degradacdo da
clorofila b implica na sua conversao em clorofila a (Fang et al., 1998).

Alguns estudos mostraram que a reacédo de formag&o da clorofila a a partir da
clorofila b € um processo envolvido na reorganizacdo do aparelho fotossintético
durante a aclimatacdo em ambientes com luminosidade diferentes (Tanaka et al.,
1981; Tanaka et al., 1991; Ohtsuka et al., 1997). Isto também pode ter contribuido
para o aumento da clorofila a e reducéo do teor de clorofila b no presente estudo,
uma vez que a luminosidade presente na lagoa de origem da macrofita S. auriculata
€ maior do que a luminosidade da camara de germinacdo onde foram mantidas as
plantas durante a realizacdo do experimento. De acordo com Scheumann et al.
(1998) a unica diferenca entre as estruturas da clorofila a e b esta localizada em
Carbono 7, formado por um grupo formil na clorofila b e um grupo metil na clorofila
a. Desta forma, as alteracdes no teor de clorofila a e b afetaram o teor de clorofila
total que reduziu, assim como no estudo realizado com Salvinia molesta e Pistia
stratiotes submetidas a salinidade com NaCl (Upadhyay e Panda, 2005).

O aumento do teor de carotendides nas plantas submetidas a salinizacdo ocorreu
provavelmente porque os carotenoides podem atuar como agentes antioxidantes
(Edge et al., 1997; Hernandez et al., 2000) protegendo as membranas lipidicas do

estresse oxidativo gerados nas plantas expostas a salinidade (Falk e Munné-Bosch,
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2010). Em um estudo realizado com plantas de arroz submetidas a salinidade
também foi encontrado um aumento no teor de carotendides (Misra et al. 1997).

A salinidade afeta a producédo de biomassa e peso nas plantas (Egan e Ungar
2001; Stoeva e Kaymakanova, 2008). A reducdo da biomassa vegetal pode ocorrer
devido a uma combinagdo de desaceleracdo do crescimento e desenvolvimento
como resultado induzido pelo estresse osmotico (Shani e Ben-Gal, 2005). O peso
fresco e peso seco de S. auriculata aumentram na concentracado de 50 mM de NacCl
e decresceu nos demais tratamentos salinos (Figura 2). Os resultados obtidos para
pigmentos fotossintéticos e biomassa de S. auriculata em resposta a variacdo de
salinidade indicam que as areas alagaveis costeiras oligohalinas podem ser
amplamente colonizadas por esta espécie. Isto ocorre devido a tolerancia de S.
auriculata a salinidade moderada que permite a essa planta tornar-se daninha,
possivelmente pela capacidade de adaptacdo desta espécie nestas condicdes via
alteracdes fisioldgicas e bioquimicas.

Em relacdo as variagcdes nas concentracdes de nutrientes em resposta a variacao
de salinidade, os elementos (Nat+ e CI) apresentaram, como esperado, um
incremento enquanto os elementos (Ca?*, K*, Mg?") apresentaram declinio, e N e
fosfato ndo apresentaram variacdes significativas (Tabela 5).

O Ca?* é um céation divalente constituinte da lamela média das paredes
secundérias das células vegetais e € extremamente importante na manutencdo da
integridade da membrana e na regulagdo da absor¢cdo de nutrientes através das
membranas das células (Sopandie et al., 1995; Gobinathan et al.,, 2009; Taiz e
Zaiger, 2009). Entretanto, Lee e Liu (1999), comprovaram que 0 estresse osmotico
causado pela alta salinidade (NaCl) afeta a absorcdo e translocacdo de Ca nos
vegetais, como observado no conteudo de Ca em S. auriculata submetidos ao
incremento na concentracdo de NaCl (Tabela 5), descritos neste trabalho. Estes
resultados corroboram também com os obtidos por Niaz e Rasul (1998). Estes
autores realizaram um estudo com Eichhornia crassipes e Pistia stratiotes, as quais
foram submetidas a estresse salino induzido por diversos sais, incluindo o NaCl, que
também ocasionou um decréscimo no conteudo de Ca nos tecidos destas plantas.

O potassio € o cation mais abundante no citoplasma das células e ja foi
comprovado que a substituicdo de uma parte significativa de K" por Na® no
citoplasma produz toxicidade (Haro et al., 2010). De acordo com Niu et al. (1995), o

cation Na* age como um competidor com K* durante o processo de absorcio,
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sugerindo que o mecanismo de absorcdo desses dois cations sédo similares. Essa
competicdo entre Na* e K™ pelo mesmo local de entrada no simplasto (citoplasma e
membranas) resulta na deficiéncia de K* (Maathuis e Amtmann, 1999).

Os estresses ambientais, tais como a toxicidade do metal, salinidade e seca,
afetam a absorcéo e o transporte de K* nas plantas (Shabala e Cuin, 2008; Chotuj et
al., 2008; Xu et al., 2010). O contetdo de K* em S. auriculata também diminuiu
(Tabela 5) nas diferentes concentracdes salinas quando comparados ao controle.
Este decréscimo provavelmente ocorreu por conseqiéncia da relacdo antagdnica
que ocorre entre ions de mesma carga, e competitiva que existe entre Na* e K* (Niu
et al. 1995; Niaz e Rasul., 1998). Por consequéncia, a razdo Na*/K* aumentou com o
aumento da salinidade (Tabela 5). Este resultado € semelhante ao encontrado por
Jampeetong e Brix (2009) no estudo realizado com Salvinia natans submetidas a
salinidade com 0, 50, 100 e 150 mM de NaCl. A capacidade de manter a
homeostase Na*/K* nas células é crucial para a tolerancia das plantas a salinidade
(Japeetong e Brix, 2009). Alguns autores tém mostrado que o decréscimo da
concentracdo K* no citosol concomitantemente ao aumento da razdo Na'/K* é
caracteristico da toxicidade induzida por Na (Maathuis e Amtmann, 1999).

No presente estudo, também foi verificado o decréscimo do contetido de Mg?®*
(Tabela 5) em S. auriculata. De acordo com Esteves e Suzuki (2008) o excesso de
Na reduz a absorcdo de Mg®" pelas plantas. A reducdo do contetdo de Mg
também foram encontrados nos tecidos de outras espécies, como Eichornia
crassipes e Pistia stratiotes (Niaz e Rasul, 1998), Hydrilla verticillata (Rout e Shaw,
2001), Typha domingensis (Esteves e Suzuki, 2008) e S. natans (Japeetong e Brix,
2009), submetidas & diferentes concentracbes de salinidade. O Mg* e N sdo
constituintes das moléculas de clorofila (Taiz e Zeiger, 2009) e, portanto a alteracédo
no contelido desses elementos pode afetar o teor de clorofila. O Mg®* também atua
em varios processos enzimaticos que envolvem a transferéncia de fosfato (Taiz e
Zeiger, 2009).

O P participa de varios processos metabdlicos nas plantas, como a transferéncia
de energia, sintese de acidos nucléicos, glicélise, respiracdo, ativacdo e desativacéo
de enzimas, reacdes redox e no metabolismo de carboidratos (Aradjo e Machado,
2006). A interacao entre salinidade e a concentracao de P em plantas é tdo complexa
quanto a relacdo entre salinidade e a concentracdo de N (Grattana e Grieveb, 1999).
Essas interacdes sdo altamente dependentes das espécies de plantas, da idade de
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desenvolvimento da planta, da composi¢céo e concentracdo da salinidade (Grattana e
Grieveb, 1999). Alguns estudos relatam que a salinidade afeta o conteudo de P nas
plantas (Aslam, 1992) enquanto outros relatam que ndo houve alteracdo do contetdo
de P (Naheed et al., 2008). No presente estudo os resultados (Tabela 5) evidenciaram
uma pequena tendéncia ao decréscimo no contetudo de P, mas ndo foram verificadas
diferencas significativas no conteudo de P em S. auriculata nas diferentes
concentracfes de NaCl, sugerindo que para esta espécie o0 estresse salino pode estar
associado a um decréscimo deste elemento. Entretanto, ainda n&o esta
completamente elucidado o mecanismo pelo qual o NaCl influencia a absorcdo de P
(Silva et al., 2008).

O nitrogénio é absorvido pelas plantas principalmente sob formas inorganicas
como nitrato (NO3) ou amonio (NH4") e a assimilagdo ocorre apenas na forma de
(NH4") (Souza e Fernandes, 2006). O amonio deriva da reducdo do nitrato e de
outras vias metabdlicas como a fotorespiracdo e o catabolismo de aminoacidos e
também pode ser absorvido pelas raizes (Teixeira e Fidalgo, 2009). Neste trabalho a
avaliacdo do conteudo de N revelou um pequeno aumento progressivo com o
aumento das concentragcbes de NaCl (Tabela 5), mas nao foram verificadas
diferencas significativas entre os tratamentos.

O teor de prolina em S. auriculata aumentou com a salinizacdo (Figura 3). O
acumulo de prolina em plantas submetidas a estresse salino é bem documentado
(Hare e Cress, 1997), pois a fim de manter a homeostase durante o estresse, as
plantas precisam dispor de mecanismos especiais de adaptacdo a alteracdo da
pressdo osmoética dentro da célula (Summart et al., 2010). No estudo com Salvinia
natans sob estresse salino com 0, 50, 100 e 150 mM de NaCl também foi observado
0 aumento no teor de prolina (Japeetong e Brix, 2009).

No presente trabalho, verificou-se apos duas horas de incubacdo com os
diferentes tratamentos que o conteudo de NO extracelular liberado pelas raizes de
S. auriculata aumentou com a salinidade, sendo maior naquelas incubadas com 150
mM de NaCl (Figura 5). Estes resultados sugerem que a salinidade estimula a
sintese de NO em raizes de S. auriculata, e que pode ocorrer uma maior liberacao
de NO para o meio extracelular em condi¢cBes de estresse salino comparando-se ao
conteudo endogeno, que reduziu com o aumento das concentracbes de NaCl

(Figura 7a), sendo significativamente maior na concentragao de 50 mM.
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Estudos tém mostrado que o estresse salino pode induzir um aumento rapido nos
niveis de NO nas plantas logo apds a exposi¢cao aos tratamentos, uma vez que este
composto esta envolvido na tolerancia das plantas ao sal (Zhao et al. 2004, 2007;
Zhang et al. 2006). Neste sentido, o aumento da concentracdo de NO pode estar
associado a sintese deste composto visando a protecdo de S. auriculata contra o
estresse salino a que foi submetida. Esta hipotese esta baseada no fato que o NO é
uma molécula de rapida difusdo pela planta, ndo necessitando de receptor de
membrana, e por ser um sinalizador de vida curta (~8s), o0 NO é considerado um
mensageiro secundario associado a respostas rapidas de defesa na planta
(Wendehenne et al.,, 2001). Cada situacdo de estresse pode desencadear uma
cascata de sinalizacdo na célula resultando na inducédo de respostas de defesa
especificas. O reconhecimento destes estimulos resulta na produgdo de moléculas
sinalizadoras, as quais levam a mudangas na concentragdo ou modulagdo dos
mensageiros secundarios, e consequientemente, ativando a resposta de defesa
(Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007).

Neste sentido, pode-se sugerir que 0 aumento na concentracdo do NO endogeno
no tratamento com 50 mM de NaCl apés duas horas de incubacdo pode ter
contribuido para o aumento no teor de Clorofila a, carotendides, e da biomassa em
S. auriculata neste tratamento apdés cinco dias de incubacdo, resultando
consequentemente, neste melhor desempenho das plantas comparativamente
aguelas submetidas aos demais tratamentos salinos. Alguns estudos relatam que a
adicdo de um doador exdogeno de NO, o nitroprusiato de sodio (SNP) protege o
fotossistema Il (Uchida et al., 2002) e pode preservar os pigmentos fotossintéticos
através do efeito direto sobre a biossintese de clorofila (Beligni e Lamattina, 1999;
Jasid et al., 2009) . O conteudo de NO enddgeno mantido a niveis mais elevados
nas plantas submetidas ao tratamento salino com 50 mM apds duas horas de
incubacdo também pode ter contribuido para que nesta concentracdo salina, o teor
de clorofila a e carotendides fossem mais elevados quando comparados aos demais
tratamentos apos 5 dias. Segundo Belingni e Lamattina (1999) a protecéo da clorofila
mediada pelo NO pode ser devido a capacidade do NO eliminar as espécies reativas
de oxigénio (ROS), que sao produzidas nas plantas em situacdes de estresse. Desta
forma, pode-se sugerir que o aumento de NO enddgeno apdés duas horas de
incubagéo no tratamento com 50 mM de NaCl pode ter funcionado como um
sinalizador, estimulando a preservacao/biossintese dos pigmentos fotossintéticos,
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via reducdo de ROS, em plantas de S. auriculata apés cinco dias neste tratamento,
comparativamente as concentracbes maiores, onde foi observado clorose das
plantas apos cinco dias de incubacdo. Estudos tém mostrado que o NO também
esta relacionado a expanséo foliar (An et al., 2005). Desta forma, o maior contetdo
endogeno de NO verificado no tratamento 50 mM apo6s duas horas de incubacédo
pode ter influenciado o aumento do PF e PS em S. auriculata apds cinco dias de
incubacéao.

Adicionalmente, verificou-se que nas maiores concentracdes de NaCl (100 e 150
mM) houve uma maior liberagéo extracelular de NO (Figura 5) concomitantemente a
um menor conteudo intracelular de NO (Figuras 7) apos duas horas de incubacéao,
sugerindo que a producdo e manutencdo do NO dentro da célula € um fator
importante para que o ocorra a sinalizacao celular em S. auriculata, que permitiu
assim o melhor desempenho e adaptacao plantas na condigcdo de 50 mM de NaCl.
Estudos sobre a biossintese, remocdo e movimento de NO nas plantas tém sido
conduzidos por varios pesquisadores (Neill et al., 2008). Segundo Gladwin et al.
(2005) é bem conhecido que as moléculas bioativas como o NO sao rapidamente
removidos ou metabolizados durante os eventos de sinalizagéo. A natureza do NO
de ser um radical livre significa que este composto podera rapidamente reagir com
outros radicais livres que podem estar presentes no conteudo celular. Em animais e
plantas, o0 NO é produzido e ao mesmo tempo ele pode reagir com espécies reativas
de oxigénio (ROS) no mesmo local de sintese (Neill et al., 2008). Assim, 0s menores
niveis endogenos de NO nas maiores concentracdes de NaCl pode estar associado
com a liberacdo exdgena e/ou com a reacdo do NO com outros componentes
celulares, sendo entédo convertido a outros compostos que podem assim estimular a
tolerancia ao estresse salino ou causar danos. Dentre os compostos, o NO pode agir
de forma citotoxica quando reage com o radical superoxido (O,) formando o
peroxinitrito (NOOQ") que é um mediador de dano e/ou morte celular por induzir a
fragmentacdo de DNA e causar peroxidagcdo lipidica da membrana plasmética
(Delledone et al., 2002).

O NO pode se difundir dentro da célula a partir de locais de producdo, como a
mitocondria, para outras regides da célula onde podera induzir um efeito pela
interacdo com proteinas alvo. Também € possivel que o NO possa se difundir para
fora da célula através da membrana plasmatica para outras células adjacentes para

estimular o seu efeito (Neill et al., 2008). No presente trabalho verificou-se que
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houve uma maior concentracdo de NO no meio extracelular (Figura 5a) comparado
ao meio intracelular (Figura 7a) apos duas horas de incubacéo. Estes resultados
sugerem que pode ter ocorrido uma movimentacdo do NO do meio intracelular para
0 extracelular nos tratamentos com as maiores concentragbes de NaCl (100 e 150
mM) apos duas horas de incubacdo. Elevadas concentracdes salinas danificam a
estrutura da membrana plasmatica das células através de alteracbes de
constituintes fundamentais como Ca (Schapire et al., 2008) que desempenha uma
papel essencial nos processos que preservam a integridade estrutural e funcional
das membranas, além de regular o transporte e seletividade de ions nas plantas
(Shoresh et al., 2011). Neste sentido, pode-se supor que as alteragdes na estrutura
da membrana plasméatica podem também ter contribuido para uma maior liberacéo
de NO extracelular em plantas de S. auriculata apos duas horas de incubacéo.

Estudos realizados com a adicdo de um doador exdgeno de NO, o SNP,
mostraram que o NO pode aumentar a tolerancia em plantas pelo aumento na
matéria seca, reducéo de danos oxidativos, e manutencio de alta relacdo de Na'/K*
no citoplasma (Zhang et al., 2006, 2007, Shi et al., 2007). Este gradiente pode ser
controlado pela ativacdo de H'-ATPases induzidas pelo NO (Zhang et al., 2006),
que produzem um gradiente de H" através da membrana vacuolar, funcionando
como uma forga para a troca de Na'/H", a qual pode contribuir para a homeostase
de Na" e K" em Avicennia marina (Chen et al., 2010). Desta forma, estes autores
sugerem que o NO funciona como um sinal na tolerancia ao estresse salino nesta
espécie pelo aumento na secrecdo Na'.

As raizes de S. auriculata submetidas a salinizacdo durante um periodo de cinco
dias apresentaram uma reducdo nos niveis de NO tanto enddgeno (Figura 5a)
guanto exdégeno (Figura 7b). Estes resultados sugerem que apds cinco dias de
incubacéo, o contetudo de NO existente pode nao ser mais devido a uma sinalizacao
induzida pelo estresse salino, e sim uma resposta morfologica e fisiologica da planta.
Esta hipétese estd baseada no fato de que, com o aumento da concentracdo salina,
as plantas apresentam-se amarelecidas e de coloracdo bronze (Figura 1) que pode
ser decorrente do aumento de carotendides (Tabela 4) e reducdo de alguns
nutrientes como Mg?* (importante para a fotossintese), K* e Ca®" (Tabela 5),
resultando na reducédo do PF (Figura 3a). Por outro lado, o aumento dos niveis de
NO apdés duas horas de incubagdo pode estar relacionado com estimulos que

resultam na sinalizacdo para a tolerancia ao estresse salino em S. auriculata. Neste
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sentido, ressalta-se a importancia das analises do conteddo de NO em raizes de S.
auriculata com duas horas incubacao, visando identificar os efeitos do NaCl na
sinalizacdo do NO no inicio da inducdo do estresse, comparativamente ao final da
incubacéo.

Os resultados do presente estudo mostram que as concentracdes salinas de NaCl
alteram a bioquimica e fisiologia de S. auriculata revelando que em determinada
concentracdo (equivalente a 50 mM) as plantas induzem a producdo de NO no
inicio do processo (apdés duas horas) que provavelmente pode estar associado a
sinalizacdo para a produgédo de compostos que auxiliam na toleréncia ao estresse
apos cinco dias de incubacgédo, enquanto nas concentracfes mais altas (150 mM),
esta tolerancia é reduzida. Desta forma, o presente estudo mostrou que S. auriculata
pode se desenvolver muito bem em ambientes com salinidade moderada (50 mM)
simulando os ambientes de aguas oligohalinas, dominantes na paisagem costeira
norte fluminense. Estes resultados sédo fundamentais para entender os mecanismos
fisioloégicos e bioquimicos associados a adaptacdo destas espécies de macrofitas

em condi¢des salinas.
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Capitulo 2

Efeitos do estresse salino induzido por NaCl e Na,SO,4 sobre a

fisiologia e morfologia de Salvinia auriculata Aubl.
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Resumo

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos dos sais NaCl e Na,SO4 no
contetido de Ca**, CI', K*, Mg®*,N, P, S, Na, teor de clorofila total, teor de prolina, e
na morfologia das folhas de Salvinia auriculata Aubl. As plantas foram coletadas
manualmente em uma lagoa do Norte do Estado do Rio de Janeiro, e apds um
periodo de aclimatacdo foram realizados experimentos em casa de vegetacdo com
as concentracdes 0, 100, 200 mM dos sais NaCl e Na,SO, separados e unidades
experimentais. Apos sete dias de experimento foram verificados nos tratamentos
salinos a diminuicdo do contetdo dos ions Ca®" K*, Mg®", P, N e do teor de
pigmentos fotossintetizantes (clorofila total e carotendides) em Salvinia auriculata. O
teor de prolina mostrou uma tendéncia ao incremento quando comparado ao
controle. Nos fragmentos das folhas de Salvinia auriculata observados sob
microscépio Optico foram visualizadas mudancas na estrutura das células do
parénquima palicadico e na estrutura dos cloroplastos das plantas submetidas aos
tratamentos salinos. A microscopia eletrbnica de transmissdo mostrou uma
desorganizacdo das membranas internas e externas dos cloroplastos das células
das plantas submetidas a salinidade, e maior presenca de grdos de amido no interior
dos cloroplastos. O microscopio eletrénico de varredura evidenciou a integridade dos
tricomas e das células do limbo foliar de Salvinia auriculata submetidas ao
tratamento controle e as mudancas na morfologia das células provocadas pela
salinizacdo. Para todos os efeitos da salinizagdo avaliados, foi notado que o
incremento na concentracdo do sal Na,SO, resultou em maior dano a macrdfita

aguatica flutuante Salvinia auriculata.

Palavras Chave: Salvinia auriculata, nutrientes, prolina, pigmentos,

microscopia.
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1. Introdugéo

O processo de salinizacdo, que constitui 0 aumento dos cations Na+, K*, e Mg?*,
e dos anions CI, SO,*, NOs, HCOs e COs* (Goodman et al., 2010) em sistemas
aguaticos continentais, pode ocorrer devido as trocas diretas de agua com o
ambiente marinho adjacente; a processos de abertura de barra de areia entre o mar
e 0 ecossistema aquatico; pelo spray marinho, que pode alcancar os corpos d’agua
como consequéncia de tempestades e ventos, e devido a periodos de seca em que
a evaporacao da agua é maior que a precipitacdo. A salinizacdo dos corpos d’agua
também pode ocorrer através da irrigacdo da producao agricola que pode levar o sal
acumulado nos solos irrigados para aguas de rios e lagos a jusante (Rengasamy,
2006).

O incremento da salinidade nos sistemas aquaticos afeta a maioria das plantas,
causando ndo apenas estresses ibnicos e osmoéticos (Owens, 2001), como Vvarias
alteracdes bioquimicas e morfoldgicas (Muhammed et al., 1987; Jampeetong and
Brix, 2009;). Com o aumento da salinidade a riqueza de espécies (Kipriyanova et al.,
2007) e abundéancia de plantas aquatica também sao afetadas (Brock et al., 2005).

A toxicidade nas plantas resulta principalmente de altas concentragdes dos ions
Na®, CI, SO’; (Chinnusamy e Zhu, 2003), embora a maioria dos estudos sobre o
efeito da salinidade nas plantas estdo associados ao excesso de NaCl e poucos
estudos tém enfocado a atuacdo de Na,SO4 no crescimento (Renault et al., 2001;
Stoeva e Kaymakanova, 2008) e na fisiologia das plantas (Pagter et al., 2009). As
espécies vegetais variam quanto a intensidade da toxicidade gerada pelos sais NaCl
e Na,SO,, e algumas sado mais afetadas pelo NaCl e outras por Na,SO, (Rogers et
al., 1998; Renault et al., 2001 Nguyen et al., 2006; Pagter et al., 2009).

O presente estudo avaliou os efeitos de diferentes concentragcdes dos NaCl e
Na,SO, na morfologia e fisiologia da macrofita aquatica flutuante S. auriculata com
objetivo de aumentar a nossa compreenséo sobre a distribuicdo desta espécie em

relacdo a ambientes aquaticos salobros na natureza.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Amostragem e analises quimicas

Para realizacdo deste estudo foram coletados individuos de S. auriculata na lagoa
do Jacu localizada no Parque Cidade Luz no Municipio de Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro. No laboratério de Ciéncias Ambientais as plantas foram lavadas em
agua corrente para retirada de material organico ou inorganico aderido. As plantas
foram armazenadas em caixas plasticas com solucdo de cultivo Hoagland
modificada (Hoagland and Arnon, 1950). Apds o periodo de aclimatacao foi realizado
0 experimento na casa de vegetacao com os tratamentos 0, 100 e 200 mM dos sais
NaCl e Na,SO, (Merck) adicionados separadamente em 8 litros de solu¢éo de cultivo
em diferentes unidades experimentais. ApO0s sete dias de experimento foram
coletadas amostras frescas de S. auriculata para o estudo de microscopia,
pigmentos fotossintéticos e prolina. O restante das amostras foi acondicionada em
sacos de papel e colocados em estufa de circulacdo de ar a temperatura de 60°C,
durante 4 dias. Apos esse periodo de secagem, as amostras foram trituradas em
moinho de facas e aliquotas foram separadas para a determinacdo de Ca*", CI', K",
Mg?*, Na*, S, N e P.

Os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) foram extraidos com
solvente organico dimetilsulfoxido (Merck), e as amostras foram analisadas segundo
a metodologia descrita em Wellburn (1994). O teor de prolina foi obtido de acordo
com o método de Bates et al. (1993). A determinacdo dos nutrientes Ca**, CI', e
Mg**, K*, Na*, P e S foi realizada por espectrofotometria de absorcdo atdmica (AAS-
ZEISS) de acordo com o método descrito por Malavolta et al. (1997). A

determinacao de N foi realizada pelo método Nessler (Jackson, 1965).

2.2. Solugéo Nutritiva

Para o preparo da solucado de micronutrientes os reagentes foram acondicionados
em um baldo volumétrico de 1L que foi completo com agua Milli-Q (Tabela 1). A
solucdo de cada macronutriente foi preparada e adicionada as unidades

experimentais separadamente de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1: Reagentes utilizados no preparo da solucdo de micro e macronutrientes de acordo com

Hoagland and Arnon (1950) modificada.

Solugéo Reagentes Concentracao Volume da solucao Volume na solucao
Estoque solucéo estoque estoque (L) Final (mL/L)
(9/L)
KCI 1,864 1 2
H3BO3 0,773 1 2
Micronutriente MnS04.H,0 0,169 1 2
CuS0,4.5H,0 0,062 1 2
H,M00, 0,04 1 2
ZnS0,.7H,0 2,75 1 2
KNOj3 101,1 1 6
Ca(NO3),.4H,0 236,16 1 4
Macronutrientes NH,NO; 30 1 2
KH,PO, 136 1 2
MgS04. 7TH20 123,24 1 2
Fe + EDTA EDTA 11,91 1 1
FeCl; 5,19

*A solugéo de Fe+EDTA foi preparada de acordo com o capitulol.

2.3. Microscopia

Para observacdo das amostras de S. auriculata no microscépio Optico,
microscopio eletrbnico de transmissao e microscopio eletrénico de varredura, apés o
experimento foram feitos cortes de fragmentos do terco médio da lamina foliar que
foram fixados em uma solucédo de glutaraldeido 2,5%, formoldeido 4% e tampéo
cacodilato 0,05M em pH 7,2 por um tempo de duas horas. Os fragmentos das folhas
de S.auriculata foram lavados com tampé&o cacodilato 0,05 M por trés vezes.

Em seguida, os fragmentos foram pos fixados em solugdo aquosa contendo
tetroxido de 6ésmio 1% diluido em tampao cacodilato 0,05M, pH~7,2, temperatura
ambiente, durante 1 hora na ausécia de luz. Apdés nova lavagem (3 vezes — 1 hora
cada vez) em tampéao cacodilato 0,05M os fragmentos foram desidratados em uma
série crescente de acetona (50%,70%,90% e 3 vezes 100%) com tempo de uma
hora para cada concentracdo (Bozzola and Russel, 1992). Para a microscopia
Optica, os fragmentos foram infiltrados com resina epoxi (Epon Polibed). A
polimerizagao da resina foi realizada a 60°C. Cortes semifinos, aproximadamente 1

um de espessura, foram obtidos com navalhas de vidro em ultramicrétomo
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(REICHERT ULTRACUT-S). A coloracgao foi realizada com solu¢cdo aquosa de azul
de toluidina 1%. Laminas permanentes foram montadas com Entellan. A
documentacdo foi realizada em microscopio oOptico Axioplan ZEISS (Oberkohen,
Germany), utilizando-se céamara digitalizadora Hamamatsu C3077 e software
Analysis - LINK/ISIS/ZEISS (Oxford, UK).

Para preparo dos fragmentos para posterior observacao no microscopio eletrénico
de transmissdo, apos a infiltracdo e inclusdo do material como descrito
anteriormente, foram retirados cortes ultrafinos (70 — 90nm) em ultramicrétomo
Reichert, com auxilio de faca de diamante. Os cortes foram coletados em grades de
cobre de 300 mesh. A contrastacao de rotina foi realizada com acetato de uranila 5,0
% por 20 min e solucéo de citrato de chumbo por 5 min em temperatura ambiente. O
material foi observado e fotografado com o auxilio do microscopio eletrénico de
transmissao ZEISS — TEM 900, a uma aceleragao de voltagem de 80 KV.

O preparo das amostras para a microscopia eletrénica de varredura consistiu dos
mesmos procedimentos descritos para microscopia Optica, até a desidratacdo. Apos
a desidratacdo, as amostras foram secas pelo método do ponto critico de CO,
utilizando o aparelho CPD-030 BAL-TEC (Lienchtenstein). Os fragmentos das folhas
foram aderidos com fita adesiva de carbono dupla-face (3M) e cola de carbono em
suportes adequados. As amostras foram cobertas por “sputtering” com uma camada
aproximadamente 20 nm de ouro (SCD-050 BAL-TEC-Liechtenstein). A observacéo
e documentacao digital (512X480 TIFF) foram realizadas em microscépio eletrénico

de varredura (DSM 962 — ZEISS), a uma aceleracao de voltagem de 25 kV.

2.4. Andlise Estatistica
Os dados obtidos foram analisados utilizando-se andlise de variancia Two Way
com o teste a posteriori de Bonferroni, adotando o nivel de significancia de 0,05.
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3.Resultados

Os tratamentos salinos afetaram o conteudo de nutrientes em S.auriculata
(Tabela 2). O contetdo de Ca**, K*, Mg**, N e P diminuiram em S. auriculata nos
diferentes tratamentos salinos (100 mM de NaCl, 200 mM de NaCl, 100 mM de
Na,SO, e 200 mM de Na,SO,). Entretanto a reducdo do conteudo nutricional
ocorreu principalmente nas plantas submetidas aos tratamentos salinos com 200
mM de Na,SO.,. Os resultados do contetido de Ca*, K*, Mg®*, N e P das plantas
submetidas ao tratamento controle (0) e das plantas submetidas ao tratamento com
200 mM de Na,SO, diferiram significativamente (p<0,05).

O conteudo de CI foi maior nas plantas submetidas aos tratamentos com 100 e
200 mM de NaCl guando comparadas as plantas submetidas ao tratamento controle
e aos tratamentos com 100 e 200 mM de Na,SO, e as diferencas significativas
ocorreram entre os tratamentos com 100 e 200 mM de NaCl e os demais
tratamentos (0, 100 e 200 mM de NaySO,).

O conteudo de S foi maior nas plantas submetidas aos tratamentos com 100 e
200 mM de Na,SO4 e as diferencas significativas ocorreram entre os tratamentos
com 100 e 200 mM de Na,SO, e os tratamentos controle, 100 e 200 mM de NaCl. A
razdo Na'/K® mostrou uma tendéncia ao aumento nos tratamentos salinos quando
comparados ao controle, entretanto a razdo Na'/K" foi maior nas plantas submetidas
ao tratamento com 200 mM de Na,SO, e ocorreu diferenca significativa entre as
plantas submetidas ao tratamento controle e as plantas submetidas ao tratamento
com 200 mM de Na,SO4. O conteudo de N diferiu significativamente (p<0,05) entre
as plantas submetidas ao tratamento controle e as plantas submetidas ao tratamento
com 200 mM de Na,SO,. Entretanto, também foi observado que nas plantas
submetidas aos tratamentos com 100 e 200 mM de NaCl e no tratamento com 100
mM de Na,SO,4 houve uma tendéncia a reducédo do conteddo de N em S. auriculata.

O contetdo de P mostrou uma tendéncia a redugédo em todos tratamentos salinos
guando comparados as plantas submetidas ao tratamento controle, mas a diferenca
significativamente (p<0,05) ocorreu entre as plantas submetidas ao tratamento

controle e ao tratamento com 200 mM de Na,SO..
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Tabela 2: Concentracdo de nutrientes (mg.g™” PS) em S. auriculata submetidas ao estresse salino
induzido por NaCl e Na,SO,. Entre parénteses estdo os valores minimo e maximo. As letras referem-

se a estatistica entre os tratamentos controle e salinos com NaCl e Na,SO, .

NaCl [mM] Na,SO, [mM]
0 100 200 100 200
ca* 6,62a 4,19ab 3,79ab 3,30ab 2,73b

(6,53-6,81)  (6,53-6,81)  (3,78-3,86)  (3,21-3,39) (2,71-2,79)

K* 39,93a 23,22ab 18,58ab 18,38ab 9,92b
(39,86-40,10) (23,21-23,40) (18,49-18,78) (18,02-18,93)  (9,87-10,16)

Na'/K* 0,06b 1,17ab 2,59ab 2,37ab 7,50a
(0,06-0,06) (1,17-1,18) (2,58-2,61) (2,23-2,42) (7,47-7,71)

Na* 2,33b 27,15a 48,24a 43,52a 75,85a
(2,23-2,33) (27,15-27,51) (48,03-48,60) (42,16-43,63) (74,38-76,14)

Mg** 3,35a 3,18ab 3,07ab 2,33ab 1,30b
(3,23-3,36) (3,18-3,23) (3,06-3,08) (2,33-2,34) (1,28-1,32)

N 14,61a 8,04ab 4,98ab 5,50ab 3,85b
(14,61-14,75)  (6,14-9,99)  (4,83-4,98)  (5,41-5,56) (3,75-3,95)

P 35,72a 25,47ab 19,48ab 24,32ab 18,26b
(35,23-37,35) (25,29-26,65) (18,82-19,66) (21,84-24,71) (17,47-18,99)

CI 10,81b 37,84a 65,99a 7,470 6,68b

(10,65-11,77) (37,52-38,48) (65,03-65,99)  (7,16-8,11) (6,36-7,79)

S 7,72b 5,7b 5,52b 73,19a 101,87a
(7,64-7,85)  (5,73-594)  (5,51-5,60) (71,60-73,57) (101,62-103,46)
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O teor de clordfila a, clorofila b, clorofila total (clorofila a + b) e carotendides em S.
auriculata diminuiu com nas plantas submetidas aos tratamentos salinos (100 e 200
mM de NaCl e 100 e 200 mM de Na,SO,;) quando comparados as plantas
submetidas ao tratamento controle, e a diferenca significativa (p<0.05) foi notada
entre S. auriculata submetida ao tratamento controle e os tratamentos com 200 mM
de Na,SO, (Tabela 3). A razdo Clorofila a/Clorofila b (Cloa/Clob) apresentou uma
tendéncia ao aumento nos tratamentos salinos embora ndo tenham ocorrido

diferencas significativas.

Tabela 3: Mudancas no teor de clorofila a e b, razéo clorofila a/clorofila b (Clo a / Clo b) clorofila total
(Clo a + Clo b) e carotenéides (mg.g™ PS) na macrdéfita aquatica S. auriculata submetida ao estresse
salino induzido pelos sais NaCl e Na,SO,. Entre parénteses estdo os valores minimo e maximo. As

letras referem-se a estatistica entre os tratamentos controle e salinos com NaCl e Na,SO, .

Sal  [mM] Clorofila a Clorofila b Cloa/Clob Clorofila total Carotendides

58,81a 21,10a 2,77a 79,92a 10,65a
0 (46,35 - 63,74) (17,13-22,99) (2,71-2,79) (63 - 86,72) (7,78 - 11,00)

100 18,26ab 7,06ab 2,51a 25,09ab 4,12ab
(17,73-22,39) (6,83-9,65) (2,32-2,68) (24,79 - 35,04) (2,88 - 4,96)

NacCl

200 14,11ab 4,85ab 2,91a 18,96ab 4,03ab
(12,97-16,9) (435-59) (2,86-2,98)  (17,32-22,80) (3,31-4,79)

100 15,51ab 5,32ab 2,87a 20,83ab 3,16ab
(14,53 - 16,55) (5,17 -5,77) (2,81-2,91) (19,70 - 22,33) (1,98 - 3,75)

Nast4

200 9,68b 3,48b 2,91a 12,86b 3,36b

(9,38-11,51) (3,03-3,96) (2,70-3,19) (12,71 - 15,46) (2,79 - 3,54)
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O teor de prolina (Tabela 4) apresentou uma tendéncia ao aumento em S.
auriculata submetida aos tratamentos salinos, principalmente no tratamento com 200
mM de NaCl e Na,SO,. Entretanto, o teste estatistico ndo indicou diferencas

significativas entre os tratamentos.

Tabela 4: Mudancas no teor de prolina (umol g'1 FW) nos diferentes tratamentos salinos. As letras

referem-se a estatistica entre os tratamentos controle e salinos com NaCl e Na,SO, .

Sal [mM] Prolina(mg g* PS)
0 0.15a
(0.12-0.22)
100 NaCl 0.42a
(0.347-0.472)
200 NacCl 0.67a
(0.42-0.79)
100 Na,SO, 0.67a
(0.62-0.86)
200 Na,SO, 1.46a
(1.09-1.72)

As imagens de microscopia optica (Figura 1) evidenciam a integridade das células
epidérmicas adaxiais e dos cloroplastos nas plantas submetidas ao tratamento
controle (Figura 1A e 1B). Nos tratamentos salinos foram visualizadas mudancas na
estrutura das células da epiderme em face adaxial que tomaram a forma abaloada.
Os cloroplastos e as células epidérmicas em face adaxiais de S. auriculata
apresentaram maiores alteracdes nos tratamentos com 200 mM de NaCl (Figura.
1D) e 200mM de Na,SO, (Figura. 1F). Ainda na Figura 1F foi evidenciado o

rompimento de uma célula da epiderme em face adaxial. No tratamento com 100
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mM de Nap,SO, (Figura. 1E) foi notada maior desorganizagdo dos cloroplastos

guando comparado aos demais tratamentos.

Figura 1. Microscopia Optica da seccao transversal do limbo foliar de Salvinia auriculata evidenciando
epiderme adaxial (ead), cloroplasto (c), grdos de amido (am), compostos fendlicos (cf). Barra A = 50
pm; Barra B, C, D, E, F = 20 pm. Controle — A e B, 100 mM NaCl - C , 200 mM NaCl - D, 100 mM
Na,SO,- E, 200 mM Na,SO,- F.

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo mostraram um cloroplasto
denso e a integridade das membranas da mitocondria (Figura 2A). Em todos os
tratamentos salinos foi observada presenca de grédos de amido que aumentaram em
tamanho e quantidade, especialmente no tratamento salino com 200 mM de NacCl
(Figura 2C).
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Nas células das plantas sob tratamento salino com 100 mM de NacCl (Figura 2B) a
presenca de plastoglobulos, provavelmente corpusculos de lipideos. Nas células das
plantas submetidas ao tratamento com 200 mM de NaCl foi visualizada a
degradacao do estroma e das lamelas do estroma e diminuicdo da quantidade de
grana. A auséncia de grana foi visualizada nas células de S. auriculata sob o
tratamento com 100 mM do sal Na,SO, (Figura 2D). A degradacdo das membranas
do cloroplasto foi observada nas células das plantas submetidas ao tratamento com
100 mM de Na,SO, (Figuras 2D) e a degradacéo da célula foi observada nas plantas
submetidas ao tratamento com 200mM de Na,SO, (Figura 2E).

am— griao de amido
c— cloroplasto

cf— composto fendlico
g— granum

m — mitocéndna

pl - plastoglobulo

Figura 2: Microscopia eletrénica da transmissdo do limbo foliar de Salvinia auriculata evidenciando
mitocondria , cloroplasto , graos de amido , plastoglobulos e granum. Barra A = 500nm; Barra B, E = 2
pm; Barra C, D = 1 pum. Controle - A, 100 mM NaCl - B, 200 mM NacCl - C, 100 mM Na,SO,- D, 200
mM Na,SO,- E.
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Através da microscopia eletrdnica de varredura foi observada a forma integra dos
tricomas (Figura 3A e B) do limbo foliar de S. auriculata submetida ao tratamento
controle. Nos tratamentos salinos (Figura 3 C,D,E,F) foi observada a progressiva
perda da turgidez dos tricomas com aumento da salinidade. Os tricomas de
S.auriculata foram mais danificados no tratamento salino com 200 mM do sal
NaxSO;.

Figura 3: Microscopia eletrdnica de varredura da face adaxial do limbo foliar de Salvinia auriculata:(A)
planta controle; (B) planta controle; (C) planta com 100 mM de NacCl ; (D) planta com 200 mM de
NaCl; (E) planta com 100 mM de Na,SO,; (F) planta com 200 mM de Na,SO,. Barra A = 500 um;
Barra B, C, D, E, F =200 pm.
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Na Figura 4 a microscopia de varredura ressalta a integridade dos tricomas
(Figura 4A) e das células (Figura 4B) do limbo foliar de S. auriculata submetida ao
tratamento controle. As células do limbo foliar submetido ao tratamento controle
(Figura 4 B) apresentam superficies mais uniformes quando comparadas as células
do limbo foliar das plantas submetidas aos tratamentos salinos (Figura 4 C, D, E, F).
A perda de turgidez das células foi observada no tratamento com 200 mM de
Na SO, que causou alteracbes mais intensas na estrutura externa das células do
limbo foliar de S. auriculata (Figura 4 E e F).

Aoy M.

Figura 4: Microscopia eletrdnica de varredura da face adaxial do limbo foliar de Salvinia auriculata:(A)
plant control; (B) plant control;; (C) planta com 100 mM de NacCl ; (D) planta com 200 mM de NaCl; (E)
planta com 100 mM de Na,SOy; (F) planta com 200 mM de Na,SO,. Barra A = 500 um; Barra B, C,
D, E, F=20 um.
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4. Discussao

O estresse salino perturba a homeostase de agua e de ions nas plantas
resultando em excesso de Na* téxico no citosol e a deficiéncia de ions essenciais
(Hansegawa et al., 2000). No presente estudo, a concentracdo dos nutrientes em S.
auriculata diminuiu em todos os tratamentos salinos, principalmente no tratamento
com 200 mM de Na,SO, (Tabela 2). De acordo com Esteves (2009), o excesso de
Na e S afeta ndo somente o equilibrio osmaético, mas também o desenvolvimento
foliar das plantas.

O Ca?" funciona como um importante mensageiro secundario e molécula
sinalizadora além de desempenhar um papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento das plantas em condi¢ées normais, bem como em condi¢cdes de
estresse (Mahajan et al., 2008). Entretanto, Rout e Shaw (2001), avaliando as
conseqiiéncias da salinizacdo induzida por NaCl sobre o nivel de Ca’ e Mg?,
encontraram resultados que demonstram a diminui¢cdo intracelular desses ions em
Hydrilla verticillata, Najas gramenia e Najas indica. Os resultados apresentados
neste estudo também mostram esta diminuicdo de Ca?* e Mg** em S. auriculata.
Entretanto, os organismos sob tratamentos com Na,SO, foram mais afetados,
corroborando o que foi observado por Renault et al. (2001), que estudaram os
efeitos da salinidade induzida por NaCl e Na,SO, sobre a concentracdo de ions
Mg?* em Cornus stolonifera. Esse fato pode ter ocorrido porque os ions Ca®" e Mg?*
quando conjugados ao SO,* precipitam e também porque o excesso de Na* e SO,*
reduz a absorcdo de Mg?" (Esteves, 2009). Hu e Schmidhalter (2005) também
ressaltam que assim como acontece com K* o decréscimo na absorcéo de Ca®" e
Mg?* nos tecidos vegetais sob condices de salinidade pode ser devido a
interferéncia do Na® ou eventualmente formacdo de pares de ions e posterior
precipitacdo. Outros estudos com plantas submetidas a salinizagdo também
mostram a reducdo da concentracdo de magnésio (Niaz e Rasul, 1998; Rout e
Sahaw; 2001; Esteves e Suzuki, 2008; Japeetong e Brix, 2009) que faz parte da
estrutura central da molécula de clorofila a e participa de varios processos
enziméaticos que envolvem a transferéncia de fosfato.

O equilibrio i6nico, especialmente o equilibrio de Na'/K", é fundamental para a
tolerancia das plantas a salinidade (Apse e Blumwald, 2007; Chen et al., 2007). A

baixa concentacdo do Na* no citosol e uma alta razdo K*/Na* auxilia na manutencéo
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do equilibrio osmdético e bioquimico nas células vegetais (Yao et al., 2010) . Neste
sentido, a capacidade das plantas para combater o estresse salino também depende
muito da quantidade de K* (Maathuis e Amtmann, 1999). Ao contrario do K*, o Na* é
essencial apenas para as espécies C4, onde atua na translocacdo do piruvato em
todo o envelope do cloroplasto, onde ele funciona como um micronutriente (Maathuis
e Amtmann, 1999).

O potassio € um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas (Taiz e Zeiger, 2009) e tem varias funcbes como a ativacdo de reacgdes
enzimaticas essenciais, como as reac¢des que ocorrem na formacgdo do piruvato;
contribui para pressdo osmotica no vacuolo e, por conseguinte a turgescéncia
celular, que proporciona as células nao lignificadas uma rigidez estrutural (Maathuis
e Amtmann, 1999). Adicionalmente, a deficiéncia de K' reduz a atividade
fotossintética, o teor de clorofila e a fixacdo de carbono (Zhao et al., 2001).

Neste estudo o conteldo de K* em S. auriculata diminuiu com o aumento da
salinidade e a razdo Na'/K* aumentou. O aumento da razdo Na'/K* também foi
observado no estudo com S.natans submetida a salinidade com tratamentos com
50, 100 e 150 mM do sal NaCl, no qual Jampeentong e Brix (2009) relatam que S.
natans carecem de mecanismos para manter homeostase celular, e em alta
concentracédo de Na* na solugdo causou a deficiéncia de K.

Na literatura cientifica h& controvérsia sobre o efeito da salinidade sobre a
absorcéo de P (Navarro et al., 2000). Em regides salinas o P é facilmente disponivel
para as plantas, sendo o nitrogénio principal limitador (Esteves e Suzuki, 2008).
Entretanto, a absorcdo de P foi inibida em Cornus stolonifera Michx tanto nos
tratamentos com NaCl quanto nos tratamentos com Na,SO, (Renault et al., 2001).
Os conteudos de P e N em S. auriculata diminuiram com os tratamentos salinos. Isto
provavelmente ocorreu porque a presenca de CI assim como SO, reduzem a
absorcédo de P por plantas de trigo e girassol (Sen and Bal, 2009). Possivelmente o
mesmo deve ter ocorrido em S. auriculata justificando os nossos resultados que
mostram um decréscimo na concentracdo de P tanto nas plantas submetidas aos
trataments com NaCl quanto nas plantas submetidas ao Na,SO,.

Segundo Ashraf e Sultana (2000) a salinizacédo interfere na absorcdo e nas
diferentes etapas do metabolismo de N. A salinidade € considerada uma das
principais responsaveis pela baixa disponibilidade de N no ambiente (Debouba et al.,

2006), pois inibe a fixagédo biolégica de N através da redugéo da nodulacao (Elsheikh
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e Wood 1990, apud Esteves e Suzuki, 2008). O estudo sobre o efeito da salinidade
na macrofita Triglochin procerum revelou uma diminuicdo na porcentagem de N
(Roache et al.,2006). Resultado semelhante também foi encontrado no estudo com
Eichhornia crassipes submetidas a salinidade (Casabianca e Laugier, 1995). Desta
forma, o incremento na salinidade resulta em diminuicdo na qualidade nutricional
das plantas, em fung¢éo da diminuicao no teor de N.

O S é constituinte de aminoacidos (cisteina e metionina), de coenzimas e
vitaminas essenciais ao metabolismo das plantas (Taiz e Zeiger, 2009), pois o
desequilibrio entre a oferta e a demanda de S nas plantas limita o crescimento das
mesmas (Hawkesford, 2007). Como um resultado esperado o S foi maior em
S.auriculata submetidas aos tratamentos salinos com Na,SO,. O SO, é a principal
forma de S absorvida pelas plantas (Salisbury e Ross, 1992). Entretanto para se
tornar parte de moléculas orgéanicas como aminoacidos e proteinas ou ser
armazenado no vactolo o SO, é reduzido a sulfitos e sulfetos por acdes
enziméticas (Nikiforova et al., 2006; Balieiro et al., 2007). Parte do SO,* em excesso
€ armazenada no vacuolo e o restante através de acdes enzimaticas € reduzido a
sulfito e posteriormente a sulfetos que apés reagir com a enzima O-acetilserina
formardo o aminoécido cisteina (Nikiforova et al., 2006; Vitti et al., 2006) a partir do
qual sera formado o aminoacido metionina (Taiz e Zeiger, 2009). Como o teor de S
nao incrementou nas plantas sob tratamento com NaCl pode-se supor que a oferta
de sulfato neste tratamento supria a demanda de desenvolvimento de S.auriculata.

O teor de clorofila a e b, clorofila total (a+b) e carotendides diminuiram com os
tratamentos salinos (Tabela 3). Khan (2003; 2004) constatou que o estresse salino
torna mais lenta a producdo de pigmentos fotossintéticos. Sharma e Hall (1991)
ressaltaram que o estresse salino induz a degradagao de B-caroteno causando o
decréscimo no teor de carotendides que sao constituintes integrais das membranas
dos tilacoides e atuam na absorcéo e na transferéncia de luz para clorofila além de
protegerem a clorofila da fotooxidacdo (Thaiz e Zeiger, 2009; Lima et al., 2004).
Desta forma, a degradacao na sintese de carotendides pode implicar na degradacgéo
de clorofilas (Lima et al., 2004). No presente estudo foi evidenciada nas imagens de
microscopia eletrénica de transmissdo a degradacdo dos cloroplastos, local onde
ocorre a fotossintese (Figura 2). Esta degradacdo do aparato fotossintético refletiu
na reducdo do teor dos pigmentos fotossintéticos. Em estudos realizados com
Salvinia molesta submetidas a 50, 100 e 200 mM de NaCl (Upadhyay e Panda,
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2005) e Salvinia natans (Jampeetong e Brix, 2009), submetidas a concentracao de
50, 100, 200 mM de NaCl, também foram observadas a diminuicdo no teor de
carotendides e clorofila. Provavelmente, por esse fato a potencialidade de S.
auriculata colonizar ambientes salinos também é reduzida.

O acumulo de prolina ocorre nas plantas apés algum estresse ambiental (Ashraf,
1994; Ali et al.,1999) como uma resposta adaptativa de tolerancia ao estresse
(Verbruggen e Hermans, 2008). O acumulo de prolina pode influenciar na tolerancia
ao estresse de varias formas como, por exemplo, protegendo a integridade das
proteinas, aprimorando as atividades de muitas enzimas e diminuindo os niveis de
espécies reativas de oxigénio (Szabados e Savouré, 2009). Estas caracteristicas de
atuacao da prolina, dentre outras, com a finalidade de manter a homeostase celular
durante condicBes de estresse € ainda mal compreendida (Szabados e Savoure,
2009), mas geralmente, sob condi¢des de privacdo de agua ou salinidade extrema, o
acumulo de prolina atua na defesa contra o estresse osmoético. No presente estudo
foi notada uma tendéncia ao aumento do contetudo de prolina com os tratamentos
salinos, especialmente no tratamento com 200 mM de Na,SO4 (Tabela 4). No estudo
realizado por Pagter et al. (2009) com Phragmites australis submetida a solucdes de
cultivo com NaCl e Na;SO,4 separadamente também foi constatado o maior acumulo
de prolina nas folhas quando comparado ao tratamento controle, entretanto o maior
acumulo de prolina ocorreu nas folhas das plantas submetidas ao tratamento com
NacCl.

As imagens de microscopia optica mostraram que a salinidade danifica as células
da epiderme adaxial do limbo foliar de S. auriculata que assumiram formas
abauladas nos tratamentos salinos (Figura 1). Também foi visualizado o rompimento
das células da epiderme adaxial nas plantas submetidas ao tratamento salino com
200 mM do sal Na,SO,. Este fato deve ter ocorrido provavelmente como
consequéncia da perda de agua pelas células ocasionada pela salinizacdo e
diferenga osmoética. A presenga de compostos fendlicos no interior das células do
parénquima palicadico das folhas de S. auriculata submetidas aos tratamentos
salinos possivelmente esta relacionada ao fato de que os compostos fendlicos
atuam na protecdo das plantas contra estresses bioticos e abidticos (Hutzler et al.,
1998).

As imagens da ultraestrutura das células de S. auriculata evidenciaram que a

principal alteracdo encontrada nos diferentes tratamentos salinos ocorreu nos
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cloroplastos (Figura 2). Ali et al. (2004) ressaltam que a integridade do cloroplasto
estd vinculada a estabilidade da membrana externa, que raramente permanece
intacta em altas concentracfes salinas. O aumento dos espacos entre os tilacoides,
a desorganizacdo da grana, a presenca de graos de amido e de plastoglébulos
também foram encontrados no estudo com plantas de arroz Oryza sativa L.
(Marcondes e Garcia, 2009) e em plantas de ervilha (Pisum sativum L.) (Hernandez
et al., 1995) submetidas ao estresse salino.

S. auriculata apresenta pélos que se unem na extremidade superior formando
uma estrutura semelhante a um batedor de ovo (Koch et al., 2009). As estruturas
dos tricomas somados a uma pequena quantidade de cera fazem com que as
superficies das folhas de Salvinia sejam extremamente hidrofobicas e proporcionam
um efeito positivo na sua flutuabilidade através da manutencdo de um filme de ar
quando as folhas estdo debaixo d’agua (Koch et al., 2009) . Essas estruturas foram
observadas neste estudo, com o auxilio do microscopio de varredura nas plantas
submetidas ao tratamento controle (Figura 3). A presenca de cristais de cera,
visualizados na superficie das células de S. auriculata, também foi observada na
superficie das células de Salvinia oblogifolia (Koch e Barthlott, 2009) e na superficie
das células de Salvinia minima (Koch et al., 2009). Segundo Ali et al., (2004) a
salinizacdo em excesso modifica a atividade metabdlica da parede celular, causando
a deposicédo de diversos materiais que limitam a elasticidade da parede celular e
diminui a pressao de turgor. Este fato pode estar relacionado a observacéo de que
as superficies das células de S. auriculata submetidas aos tratamentos salinos
tornaram-se irregulares quando comparadas ao controle (Figura 4). Um subito
aumento na salinidade faz com que as células das folhas percam agua e as
dimensdes celulares sejam alteradas, com reducéo de area e profundidade (Muuns
e Tester, 2008).

Em conclusdo, nés observamos que S. auriculata é uma planta sensivel a altas
concentragdes salinas. Mesmo nédo se observando diferengas significativas entre os
tratamentos para algumas avaliagdes foram notadas pelos resultados obtidos e pela
visualizacdo das plantas ao longo do experimento, modificacbes morfologicas e
bioguimicas mais severas em S. auriculata submetidas a Na,SO, do que em NacCl.
Além disso, foi possivel observar que as plantas submetidas aos tratamentos salinos
com o sal Na,SO, tiveram danos possivelmente irreversiveis como mostram as

imagens de microscopia (Figura 2 e 4 ). Apesar da importancia do S nas fungdes
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estruturais e metabdlicas nas plantas algumas vias intermediarias as quais formam
sulfito, por exemplo, sdo tOxicas, e por isso as reacfes que ocorrem apos a
absorcdo do SO,* com objetivo de sintetizar compostos organicos contendo S sdo
fortemente reguladas pelas plantas (Davidian e Kopriva, 2010). O sulfito pode
provocar a inativacdo das ligagbes S-S (Hansch e Mendel, 2005) causando
inativacdo de proteinas e por conseqiéncia reducdo no crescimento das plantas ou
mesmo morte celular (Lang et al., 2007). Provavelmente, altas concentracdes de
Na,SO, podem ter afetado a regulacéo da assimilacdo de SO,* em S. auriculata e a
maior quantidade de Na' associado ao anion SO,* também agravou os efeitos
negativos do Na,SO, em S. auriculata.

Os resultados deste trabalho indicam que S. auriculata sofre alteracdes
morfoldgicas e fisioldgicas que as tornam incapazes de se desenvolver e proliferar
em ambientes mesohalinos (salinidade entre 5 e 18 g sal.L™) e eurihalino (salinidade

acima de 18 sal.L™).

Discusséo Geral

O primeiro capitulo deste trabalho consistiu em experimentos com S. auriculata
em camara de germinacdo, com o0 objetivo de controlar as variaveis ambientais
como temperatura, fotoperiodo e Iluminosidade e assim avaliar apenas a
interferéncia da salinidade induzida por NaCl em S. auriculata. Entretanto a
luminosidade na cAmara de germinacdo é bem menor (100 umol.m?.s™) do que a
luminosidade natural (~1.500 umol.m?s™), o que pode ter interferido no
desenvolvimento das plantas, e por conseguinte nas respostas destas a salinidade.
Desta forma, posteriormente foram realizados experimentos em casa de vegetacao,
onde as varidveis ambientais naturais ndo foram controladas, e os resultados
obtidos foram semelhantes a maioria dos trabalhos sobre plantas submetidas a
salinidade.

Apds experimentos realizados em camara de germinagdo S. auriculata mostrou-
se tolerante a moderadas concentragdes salinas, equivalente a 50 mM ou cerca de
3g NaCl/L. Neste caso ndo foram observadas alteragcdes que viessem a inibir o
desenvolvimento dessa espécie em ambientes moderadamente salinos ou salobros,
ao contrario, sua biomassa e teor de clorofila incrementaram sob as condi¢cdes

experimentais. Em concentracdes salinas acima de 50 mM do sal NaCl, S. auriculata
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mostrou sinais de estresse através da mudanca de coloracdo das folhas que
passaram a ter manchas de coloracdo bronze e necrose, reducdo da biomassa
fresca e seca além de alteracdes no teor dos pigmentos fotossintéticos, aumento da
producdo de prolina e reducdo da producdo de NO. O incremento no teor de
pigmentos fotossintéticos, especialmente carotendides e o incremento no teor de
prolina constituem mecanismos para tentar diminuir estresse osmaotico e oxidativo
ocasionados pela salinidade. A reducdo da biomassa nas plantas submetidas a
salinizacdo com 100 e 150 mM ocorreu devido a perda do conteudo de agua que ao
longo do tempo pode levar a redugéo da expansao foliar.

A reducdo da producdo de NO nas raizes das plantas submetidas as
concentracdes salinas mais elevadas (100 e 150 mM) provavelmente ocorreu devido
a difusdo do NO para o meio externo. Neste caso, uma possivel desestruturacdo da
membrana plasmatica que acontece quando as plantas ndo adaptadas a salinidade
(glicofitas) sdo submetidas as elevadas concentragfes salinas (Hansegawa et al.,
2000) pode também ter promovido esta maior liberacdo de NO. Ainda em relacao ao
estudo de NO, as plantas incubadas por duas horas na solugao salina mostrou maior
densidade de NO comparativamente as plantas com cinco dias de incubacéo,
sugerindo a importancia do NO como um sinalizador de maior atuagcdo nos primeiros
instantes de inducdo do estresse na planta, em resposta a esta condicao.
Adicionalmente, a maior concentracdo enddégena de NO observada nas plantas
submetidas a concentracdo de 50 mM em duas horas de incubagéo sugere que este
aumento pode ser responsavel pela sinalizacdo do NO para a resposta de tolerancia
ao estresse. Neste tratamento, as plantas apresentaram um melhor desempenho em
PF e PS ap0s cinco dias de incubacdo, comparativamente as demais concentracdes
salinas testadas. Desta forma sugere-se que o NO pode estar envolvido na
sinalizacdo para tolerancia ao estresse em S. auriculata, e que este sinal ocorre no
inicio do processo, resultando na melhor adaptacdo das plantas a condicdo de
estresse moderado verificado ap6s cinco dias de incubagéo.

O estudo realizado na casa de vegetacdo com as concentracdes de 0, 100 e 200
mM de NaCl e Na,SO, permitiu a comparacado dos efeitos destes sais sobre o
conteado nutricional, teor de pigmentos fotossintéticos e de prolina além da
anatomia e ultraestrutura foliar de S. auriculata. Neste estudo a salinidade afetou
negativamente o conteudo nutricional, o teor de clorofila a e b e carotendides. O teor

de prolina mostrou uma tendéncia ao aumento com o incremento da salinidade,
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apesar de nao ter sido verificada diferencas significativas entre os tratamentos. No
entanto, isso sugere que a salinidade gerou estresse oxidativo e osmotico ou
hidrolise de proteinas compostas pelo aminoacido prolina. O aumento no teor de
prolina esta relacionado a tentativa desta espécie de tolerar o estresse salino.

Neste estudo também foram constatados efeitos negativos das concentragfes
salinas utilizadas sobre anatomia e ultraestrutura foliar de S. auriculata. Os
resultados obtidos neste experimento foram mais proximos aqueles observados na
literatura cientifica, possivelmente relacionado & maior semelhanca nas condi¢cfes
de luminosidade. As concentragbes salinas utilizadas danificaram a estrutura das
membranas das organelas celulares como a mitocondria e principalmente dos
cloroplastos e induziu a producdo de grdaos de amidos como uma resposta ao
estresse e uma forma de possibilitar a tolerancia de S. auriculata a salinidade.

Os efeitos negativos da salinidade sobre a morfologia e fisiologia de S. auriculata
nos permitem concluir que apesar da plasticidade desta planta que coloniza
ambientes aquaticos de agua doce e ambientes aquaticos das regides proximas
(~300 metros) do mar, provavelmente ndo colonizard ambientes aquaticos com
salinidade acima de trés psu.

O conhecimento das variagbes ambientais sobre as comunidades de macrofitas
aguaticas contribui para o conhecimento da dinamica dos ecossistemas aquaticos e
para a protecdo dos mesmos. Devido as vantagens da utilizacdo de S. auriculata em
tratamentos de efluentes, como bioindicadores de poluicdo em ecossistemas
aguaticos, na mitigacado de estresses oriundos das atividades humanas através do
elevado poder de absorcdo de nutrientes e metais pesados, os estudos realizados
com objetivo de conhecer os efeitos de fatores adversos sobre S. auriculata séo
importantes para a compreensdo da distribuicAo desta espécie nos sistemas
aguaticos.

A realizacdo de experimentos com S. auriculata acondicionadas em agua de
lagoas costeiras, com gradientes de salinidade, também poderdo contribuir para o
melhor conhecimento da distribuicdo e respostas dessas plantas em relagdo a

salinizacao.
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Conclusao

» S.auriculata mostrou-se, sob as condicdes experimentais, tolerante a
ambientes oligohalinos nos quais a salinidade varia de 0,5 a 5 g sal.L™.
Nestes ambientes S. auriculata apresenta maior desenvolvimento da
biomassa, integridade do aparato fotossintético que contribui para a ampla
proliferacéo desta espécie.

> A salinidade acima de 5 g sal. L™ afeta negativamente fatores importantes
para sobrevivéncia e desenvolvimento de S. auriculata como a fotossintese,
absorcao de nutrientes, producdo de NO e as estruturas das células foliares e
de suas organelas.

» A reducdo do teor de pigmentos, desestruturacdo e degradacdo das
membranas dos cloroplastos como resultados de elevadas concentracdes
salinas nédo permite a sobrevivéncia de S. auriculata em ambientes
mesohalinos e eurihalinos que apresentam salinidade acima de 5 g sal. L™.

> A reducdo da assimilacdo dos nutrientes essenciais (Ca*" K*, Mg?*, N e P)
como consequéncia do antagonismo i6nico e da competicdo idnica pela
absorcado desses elementos, também torna S. auriculata incapaz de colonizar
ambientes com salinidade acima de 5 g sal. L™.

» O efeito negativo do sal Na,SO, é mais intenso quando comparado ao NacCl.
Além dos resultados indicarem este fato, mudancas na estrutura dos tricomas
e coloracao das folhas foram visiveis apos poucas horas do acréscimo do sal
a solucao nutritiva.

» S. auriculata até podera ser encontrada em lagoas costeiras, porém em locais

com baixa salinidade.
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