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RESUMO GERAL

Os tricomas vesiculares desempenham um papel fundamental na exclus&o de ions tdxicos
em algumas espécies halofitas. Para entender melhor o papel destas estruturas na
tolerancia a salinidade foi realizado um experimento com plantas de Atriplex
nummularia irrigadas com aguas de trés niveis de potencial osmotico (-0,1;-1,4;-
2,7MPa), formulados a partir de NaCl (0; 300 e 600mmol L) tendo plantas com tricomas
vesiculares e plantas com auséncia parcial de tricomas. Adotou-se o delineamento em
blocos casualizados em esquema fatorial 3 x 2 com cinco repeticdes, totalizando 30
unidades experimentais. Foram realizadas avaliacGes fisiologicas (Potencial Hidrico -
W, Osmoético - W, e de Pressdo - ¥p, Teor Relativo de Agua, Ajustamento Osmatico,
Curva Pressdo-Volume - PV, Fluorescéncia da clorofila, Fotossintese liquida,
Condutancia estomatica, Transpiracdo e Eficiéncia do uso da agua), Extravasamento de
eletrolitos, Peroxidacdo lipidica e Atividade enzimatica (Superoxido Dismutase,
Ascorbato Peroxidase, Catalase). O experimento foi conduzido em ambiente protegido
num periodo de 30 dias. Os resultados avaliados permitiram identificar a forte
contribuicdo dos tricomas vesiculares nos parametros fisioldgicos e bioquimicos. Os
valores de W, obtidos no osmdmetro confirmaram que o vazamento dos solutos
inorgénico dos tricomas através da maceracdo sdo 0s responsaveis pelos potenciais
osmaticos mais negativos. Os parametros obtidos com a curva PV permitiram confirmar
que escovacdo realizada para remocdo dos tricomas conseguiu excluir solutos
concentrados no espaco apoplastico e corrigiu a discrepancia ocorrida entre os valores
acessados por curva PV e por osmometria. A presenca dos tricomas foram capazes de
regular os processos estomaticos de forma que a planta mantenha seu desempenho
fotossintético. Dados de fluorescéncia da clorofila demonstraram a integridade do
componente do fotossistema (FSII) mesmo com a remogéo dos tricomas e elevacéo da
salinidade. A avaliacdo de extravasamento de eletrélitos, junto com o aumento do
contetdo de malondialdeido sugerem que a remoc¢do parcial das vesiculas apresenta
maior probabilidade de estresse oxidativo. A atividade da APX é um dos principais
mecanismos adotados pela A. nummularia na desintoxicacdo de H20-,

Palavras Chaves: Erva Sal; Hal6fitas; Salinidade.
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PAULINO, MARTHA KATHARINNE SILVA SOUZA. MSc. Federal Rural University
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GENERAL ABSTRACT

Epidermal bladders play a fundamental role in the exclusion of toxic ions in some
halophyte species. To better understand the role of these structures in the tolerance to
salinity, an experiment was carried out with plants of A. nummularia irrigated with waters
of three levels of osmotic potential (-0.1; -1.4; -2.7MPa), formulated from NaCl (0; 300
and 600mmol L), having plants with Epidermal bladders and plants partially absent
from these bladders cells. A randomized block design in a 3 x 2 factorial scheme with
five replications was adopted, totaling 30 experimental units. Physiological evaluations
were performed (hydric Potential - Y, Osmotic Potential - W, and Pressure - Wp, Relative
Water Content, Osmotic Adjustment, Pressure-Volume Curve - PV, Liquid
photosynthesis, Stomatal conductance, Sweating and Water use efficiency),
Extravasation electrolyte, lipid peroxidation and enzyme activity (superoxide dismutase,
ascorbate peroxidase, catalase). The experiment was carried out in a protected
environment over a period of 30 days. The evaluated results allowed to identify the strong
contribution of epidermal bladders in physiological and biochemical relationships. The
W, values obtained on the osmometer confirmed that the leakage of inorganic solutes from
the bladders cells through maceration are responsible for the most negative osmotic
potentials. The parameters obtained with the PV curve allowed to confirm that brushing
performed to remove the bladders cells managed to exclude solutes concentrated in the
apoplastic space and corrected the discrepancy that occurred between the values accessed
by PV curve and by osmometry. Influence of vesicular trichomes on photosynthetic and
antioxidant metabolism in Atriplex nummularia plants subjected to salt stress.
Chlorophyll fluorescence data demonstrated the integrity of the photosystem component
(FSII) even with the removal of bladders cells and elevated salinity. The evaluation of
electrolyte leakage, together with the increase in the content of MDA suggest that the
partial removal of the vesicles presents a higher probability of oxidative stress. Among
the enzyme activities evaluated, APX activity is one of the main mechanisms adopted by
Atriplex nummularia in the detoxification of H20».

Key words: Salt Bush; Halophytes; Epidermal bladders.
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1 INTRODUCAO GERAL

A salinidade do solo ¢ um dos principais estresses abioticos que afeta a
produtividade das culturas por reduzir o crescimento ¢ o desenvolvimento das plantas
(KALAIJTI et al., 2016). O estresse salino afeta significadamente os processos de
crescimento, ¢ desenvolvimento devido as alteragdes nos processos fisioldgicos e
bioquimicos. Tais respostas sdo consequéncia principalmente da diminui¢do do potencial
osmotico do solo que limita a absorcao de agua e nutrientes, além da presenca de ions
toxicos, como sodio e cloreto (PARTHAR et al., 2015).

Algumas plantas, para sobreviverem em ambientes salinos, desenvolveram ao
longo de sua evolucdo mecanismos de defesa, como alteragdo de caracteristicas
anatdmicas a processos do metabolismo fisioldgico (SILVA et al., 2018).

Dentre as plantas capazes de desenvolverem em ambientes com altas
concentracOes de sais, as haldfitas se destacam, devido a existéncia de uma série de
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e anatdmicos que conferem maior tolerancia a
salinidade (KIANI-POUYA et al., 2017).

Entre as haldfitas, o género Atriplex vem sendo amplamente explorado em
pesquisas devido a capacidade das plantas tolerar elevados niveis de salinidade. Plantas
de Atriplex nummularia, por exemplo, sdo capazes de se desenvolver em solos com alta
concentracéo de sais

A alta tolerdncia a salinidade da espécie é resultado principalmente da
compartimentalizacdo de sais no vacuolo e pela excre¢cdo em tricomas vesiculares
localizados na epiderme das folhas (DE SOUZA et al., 2012).

Os tricomas vesiculares, tem uma forma esférica com um didmetro médio de 1
mm e volume de cerca de 500 nL (ADAMS, et al. 1998). Esses tricomas apresentam
didametro 10 vezes maior do que as células epidérmicas, conferindo a estas um volume
muito maior e aumentando 1000 vezes mais a sua capacidade de sequestro de Na* quando
comparada a vacutolos celulares. Desta forma, na tolerancia a salinidade, a excluséo de
sodio e cloro nos tricomas vesiculares destaca-se como importante caracteristica
adaptativa das plantas e contribui na minimizag&o de distdrbios ocasionados pelo estresse
salino (BOHM et al., 2018).

Outra caracteristica importante das plantas hal6fitas é que o0 Na*, em determinadas
concentragdes, configura-se como um elemento benéfico, uma vez que, é observado um
melhor desenvolvimento de espécies na presenca desse ion (BROWNELL, 1968; MELO
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etal., 2016). A exemplo da Atriplex, na qual o crescimento e a producéo de matéria seca
foram estimulados em concentragdes entre 150 a 300 mmol L de NaCl (HASSINE;
LUTTS, 2010; RANGANI et al, 2016 , PARVEZ et al., 2020 ).

Belkheiri ; Mulas (2013) relatam que o sédio pode, até certo ponto, substituir o
K" em suas fungdes osmoticas no vacuolo, uma vez que as haléfitas requerem menos
K", para o crescimento do que as glicofitas (MARSCHNER, 2011), indicando uma
ligacdo entre a capacidade de substituir o K* pelo Na™ e consequentemente proporcionar
maior tolerancia ao sal.

Diante disto, para elucidar o papel dos tricomas vesiculares na tolerancia a
salinidade em haldfitas, Kiani-pouya et al. (2017) propuseram que a remocdo das
vesiculas epidérmicas em Chenopodium quinoa e Atriplex lentiformis cultivadas com
NaCl resultou em um fendtipo sensivel ao sal.

Diferentes métodos foram desenvolvidos para determinacdo do potencial
osmotico em Atriplex nummularia, incluindo a maceragédo e a Curva Pressdo Volume
(PV) e concluiram que a maceracdo do tecido foliar € o principal fator responsavel por
valores extremamente baixos de potencial osmotico na espécie, em funcdo do vazamento
do conteudo inorganico armazenado nas vesiculas, demonstrando assim, que o
ajustamento osmético ndo é o principal mecanismo fisiolégico adotado pela espécie que
tolere solos salinos (LINS et al.,2018)

Portanto, essa pesquisa tem o objetivo de avaliar a influéncia dos tricomas
vesiculares, quanto a tolerdncia a salinidade em Atriplex nummularia através de

avaliacdes fisiologicas e bioguimicas.
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2 HIPOTESES

% A compartimentalizacdo de ions em tricomas vesiculares de plantas de Atriplex
nummularia € um mecanismo de sobrevivéncia mais importante quando comparadas

ao ajustamento osmotico na tolerancia a salinidade.

¢+ A auséncia dos tricomas vesiculares em Atriplex possibilita uma maior producéo de
enzimas do complexo oxidativo, em consequéncia de menores taxas de fotossintese e

reduzidos potenciais.

3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a contribuicdo dos tricomas vesiculares como mecanismo de tolerancia a
salinidade da Atriplex nummularia submetida a irrigacdo com aguas salinizadas com
NaCl.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Avaliar a influéncia da remocdo dos tricomas vesiculares em plantas Atriplex
nummularia irrigadas com agua salinizada com NaCl.

4.2 Verificar a contribuicdo dos tricomas vesiculares nos processos de relacdes hidricas
em plantas Atriplex nummularia irrigadas com agua salinizada com NaCl.

4.3 Avaliar a contribuicdo dos tricomas vesiculares no mecanismo de ajustamento
osmotico de plantas de Atriplex nummularia irrigadas com &gua salinizada com
NaCl.

4.4 Averiguar a dinamica dos mecanismos fotossintético e enziméatico em plantas de
Atriplex nummularia com e sem vesiculas epidérmicas, submetidas a irrigacdo com

agua salinizada com NacCl.
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5 REVISAO DE LITERATURA
5.1 Salinizacéo do solo

A salinizacdo do solo é um processo que afeta a produtividade de culturas, sendo
resultado de fatores naturais e antropicos (YANG et al., 2020). Hoje, prevé-se que metade
das terras cultivaveis sejam atingidas pela salinidade até 2050, uma vez que a cada ano
10% das terras araveis sdo afetadas por salinidade (JAMIL et al., 2011).

Sendo classificada por suas causas, 0 processo de salinizacdo pode ser dividido em
salinizacdo priméria e salinizacdo secundéria. A salinizacdo priméria, representada por
processos naturais incluem o intemperismo do material de origem rico em sais, bem como
através eventos geologicos ou formacOes especificas, que podem aumentar a
concentracdo de sais nas dguas subterraneas causando a salinizacao do solo através efeitos
capilares e evapotranspiracdo, ocasionando na acumulacdo destes sais na superficie do
solo (DALIAKOPOQULOS et al., 2016).

Ja a salinizacdo secundaria é derivada de processos antrépicos, sendo atribuida
principalmente ao manejo inadequado da irrigacdo como o uso de aguas salobras
associadas a mas condicdes de drenagem (FAN et al., 2012).

Além dessa classificacdo, quanto a salinidade, os solo pode ser classificado como
salino, salino-sddico, sédico ou sodico degradado observando os parametros (Tabela 01):
potencial hidrogenidnico (pH), condutividade elétrica do extrato de saturacdo (CEes) e
porcentagem de sddico trocavel (PST) (RICHARDS, 1954).

Tabela 1 — Classificacdo de solos afetados por sais segundo Richards, (1954)

Classificacao do solo CEes pH PST
Salino >4 dS m? <8,5 <15
Sédico <4dSm? >8,5 >15

Salino-Sadico >4 dS m* <8,5 >15

CEes — Condutividade elétrica do extrato de saturagdo; pH potencial hidrogenidnico; PST - Porcentagem de sédico trocavel

Os impactos da salinizacdo no solo acarretam diversas perdas, sobretudo na sua
estrutura, sendo esta resultado da interacdo do sddio com as particulas do solo. Além
disso, com uma salinidade moderada e quando o sodio é o ion predominante, verificam-
se toxidez nas plantas, dispersdo de argilas e desestruturagdo dos solos, tornando-os
impermeaveis. Esse processo culmina em impactos significativos nas relagdes solo-agua,
levando a erosdo, baixa capacidade de campo e perdas na produtividade de culturas
(LEBRON; SUAREZ; YOSHIDA et al., 2002; LITALIEN; ZEEB, 2020).
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5.2 Efeito da salinidade

A elevada concentracédo de sais no solo influencia diretamente o desenvolvimento
das plantas através de efeitos osmdticos, efeitos especificos de toxicidade ibnica e
desequilibrios nutricionais (SCUDIERO; SKAGGS; CORWIN, 2017).

A concentracdo de sais superior ao tolerado pela planta, afeta inicialmente o
crescimento, devido a menor disponibilidade de agua decorrente do efeito osmotico, e a
elevada concentracdo de ions no fluxo transpiratério que causa injarias nas folhas
(PARIHAR et al., 2015). Desta forma, estresse salino nas plantas pode ser dividido em
duas fases: fase osmotica e fase ibnica, em ambas pode-se gerar disturbios no
metabolismo das plantas, incluindo efeitos deletérios em varias organelas e
compartimentos celulares (FLOWERS; MUNNS; COLMER, 2014).

A fase osmotica € a resposta rapida a pressao osmotica do solo, sendo resultado
da diminuicdo do potencial osmético do solo afetando diretamente a absor¢éo de agua e
nutrientes, reduzindo consequentemente a taxa de crescimento da planta (WU, 2008).

Este fendmeno é conhecido como o primeiro efeito causado pela salinidade na
qual é resultado do sal fora da planta, a alta concentracdo salina na solucéo do solo reduz
o crescimento das folhas e, em menor grau, o crescimento das raizes (PARIHAR et al.,
2015). Isso ocorre devido as reducbes de dgua na folha e menor potencial hidrico,
desencadeando o fechamento estomatico e interrompendo a fixacdo de carbono nas
folhas, afetando diretamente no processo fotossintético (KARIMI et al., 2018).

Na segunda fase, os problemas de toxicidade surgem quando 0s ions presentes na
agua de irrigacdo ou no solo se acumulam excessivamente no tecido da planta causando
reducBes no seu rendimento, independentemente da concentracdo total de sais. Esta
toxicidade se inicia com um desbalanceamento osmético celular, seguido da toxidez
ibnica acarretando danos ao citoplasma, bem como danos visiveis (DIAS et al., 2016).

O excesso de ions no citosol, em especial o ion Na*, desencadeia varias alteracdes
na atividade enzimatica, na estrutura funcional de proteinas, causando efeitos diretos de
toxicidade. O aumento na absorcéao de sal, induz toxicidade idnica especifica, a exemplo
da alta concentracgdo de Na*, CI ou sulfato (SO4?), que diminuem a absorc&o de nutrientes
essenciais como fdsforo (P), potassio (K*), nitrogénio (N) e calcio (Ca®") (PARIHAR et
al., 2015).

Desta forma, a salinidade pode induzir problemas sérios no transporte de agua e
de nutrientes minerais, acarretando “seca por salinidade” e desbalanco nutricional,
especialmente na relagdo Na*/K* no citosol (SILVEIRA et al., 2016).
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5.3 Mecanismos de tolerancia nas plantas

Para uma planta ser tolerante a um estresse ambiental, deve possuir caracteres
que minimizem os efeitos deletérios e maximizem os efeitos vantajosos para sobreviver
e completar seu ciclo de vida sob o estresse imposto. Respostas celulares a salinidade
incluem ajustes dos sistemas de transporte de membrana e lipidios, modificacdes da
arquitetura da parede celular, mudancas no ciclo celular e na diviséo celular (MANSOUR;
AL, 2017).

Além disso, os mecanismos de tolerancia vegetal a salinidade, podem ser
relacionados principalmente ao acimulo de solutos compativeis, absor¢éo seletiva de
elementos, compartimentalizacdo de ions em estruturas epidérmicas (LIANG et al.,
2018), controle de transporte de sal a longa distancia, compartimentalizagcdo no vacuolo,
extrusdo de sal da planta e priorizacdo da manutencdo de relacdo K / Na* no citosol
(PARIHAR et al., 2015).

O mecanismo de compartimentalizacdo impede que os ions toxicos absorvidos
pela planta na presenca de altas concentracdes de sais, atinjam os processos e as funcoes
essenciais destas (SHABALA; BOSE; HEDRICH, 2014). Esta funcdo € mais expressiva
e eficiente em plantas haldfitas, tolerantes a salinidade, nas quais ha
compartimentalizagdo de ions inorganicos no vacuolo, acompanhada do acumulo de
solutos organicos compativeis no citoplasma, os quais mantém o equilibrio osmético
entre os compartimentos celulares (FLOWERS et al., 2014).

A maior expressao da toleréncia a salinidade é conferida as halofitas devido a um
desempenho orquestrado de mecanismos fisioldgicos, anatdbmicos e morfolégicos (DE
SOUZA et al., 2012; KIANI-POUYA et al., 2017). Dentre estes, a capacidade de secretar
sal atraves de especializadas estruturas foliares denominadas glandulas de sal, que é uma
das caracteristicas morfofisiologicas mais notaveis, encontrada em grande ndmero de
espécies de diferentes familias (FLOWERS et al., 2014).

Um tipo de glandula salina é a vesicula epidérmica, que séo tricomas modificados
(SHABALA; BOSE; HEDRICH, 2014). Os tricomas sdo amplamente conservados em
todo o reino vegetal, mas sdo altamente divergentes em relacdo a morfologia e funcao,
eles produzem, armazenam e, no caso de tricomas glandulares, secretam diversificados
compostos (BARKLA et al., 2015).

Na tolerancia a salinidade, o acimulo de altas concentracdes de Na* e CI- nestas
vesiculas epidérmicas, confere uma importante caracteristica adaptativa das plantas ao

sal, evitando distdrbios de estresse salino, a exemplo de algumas espécies, cujas vesiculas
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de sal podem armazenar até 1 mmol L™ NaCl, dentro de um grande vactolo (BOHM et
al., 2018).

Sob condicBes de estresse, muitas plantas e organismos sintetizam e acumulam
solutos compativeis, que atuam como osmoprotetores (NAHAR; HASANUZZAMAN ;
FUJITA, 2016). Em plantas cultivadas sob condic¢des de salinidade é possivel observar
variacdes na concentracdo de alguns compostos organicos, tais como, carboidratos
sollveis, glicina betaina, prolina, e proteinas soltveis (COELHO et al., 2016), realizando
0 ajuste osmatico, que segundo Karimi et al. (2018) é o processo pelo qual o potencial
osmatico do citosol € reduzido pela acumulacéo ativa de solutos compativeis.

Diante disto, o ajustamento osmotico é considerado um dos componentes
importante dos mecanismos de tolerancia ao sal nas plantas, pois exerce um aumento
liguido nos osmodlitos intracelulares, auxiliando na capacidade das plantas em absorver
agua fazendo com que as células mantenham seu turgor e metabolismo normal sob
estresse osmatico (BENZARTI et al., 2014; LIANG et al., 2018).

O papel dos solutos compativeis nas plantas € muito importante, devido a
necessidade de se conservar o gradiente osmotico (MUNNS; GILLIHAM, 2015). Dentre
estes solutos, destacam-se a prolina e glicina betaina, apresentando um acumulo
expressivo em plantas tolerantes a salinidade (TORRE-GONZALEZ et al., 2018)

Os solutos sintetizados pelas plantas como forma de ajuste osmético, apesar de
apresentarem em alta concentracao no citoplasma, nao causam efeitos toxicos, permitindo
a manutencdo do turgor e a protecdo de estruturas macromoleculares dependendo do grau
do estresse (MANSOUR; AL, 2017).

Sob condicdes de estresse, a prolina desempenha diversos papéis, tais como
estabilizacdo de proteinas e protecao de estruturas celulares pela eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (SALINAS et al., 2013). Além disso, € verificado uma forte
correlacdo entre o aumento dos niveis de prolina e a tolerancia de culturas a salinidade,
uma vez que seu acumulo, aliado a outros solutos organicos neutraliza o estresse osmotico
causado pela salinidade (TORRE-GONZALEZ et al., 2018).

A glicina, é um dos aminoacidos quaternarios derivados de acidos, que assim
como a prolina se acumula em resposta ao estresse salino e hidrico em muitos organismos
diferentes, atuando no ajustamento osmotico e como osmoprotetor. Além disso, €
observada em abundancia nos cloroplastos, onde desempenha um papel fundamental na
protecdo da membrana dos tilacoides para manter a eficiéncia fotossintética (PARDO-
DOMENECH et al., 2016).
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Além da prolina e glicina betaina, relata-se a acumulacdo de outros osmdlitos,
como agucares soluveis e polialcoois como resposta ao estresse salino sob condicdes
controladas (GIL et al. 2013).

5.4 Glandulas de Sal

A secrecdo de ions pelas glandulas de sal € um dos mecanismos conhecido para regular
o teor de sal em plantas. Estas glandulas sdo normalmente encontradas em halofitos e
podem variar em estrutura e nos métodos de liberacéo de sal (EVERT, 2006).

Nas Chenopodiaceaes, incluindo todas as espécies de Atriplex, as glandulas de sal sdo
do tipo tricomas constituidos por de uma ou mais células-tronco (pedunculo) e uma
grande célula da bexiga, que na maturidade contém um grande vacuolo central (Figura 1)
(EVERT, 2006).

(A) 4 (B)

vacuole

Figura 1 — A - Esquema do tricoma anexado a epiderme da folha de Atriplex (ESAU,
1977.) e B - corte transversal de folha de Atriplex nummularia destacando o tricoma
vesicular.

As células da bexiga e caule sdo cobertas por uma cuticula e pelas paredes laterais a
célula-tronco que tornam-se completamente cutinizadas (THOMSON; PLATT-ALOIA,
1979). Além disso, um caminho simplastico existe entre as células da bexiga e o mesofilo
celular das folhas, nas quais, parte dos ions transportados no fluxo de transpiracdo sdo
entregues através do protoplasto e plasmodesmata para as células da bexiga (EVERT,
2006).

A presenca dessas estruturas é considerada uma adaptacéo a salinidade. A eliminagéo
de sais das folhas de Atriplex nos vacuolos das células da bexiga epidérmica pode reduzir
efetivamente a carga de sal nos tecidos de plantas que crescem em ambientes altamente
salinos (BATANOUNY, 1993).

Eventualmente, a célula da bexiga entra em colapso e o sal é depositado na superficie

da folha. Um gradiente positivo da concentracdo de sal existe a partir das células do
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mesofilo para as células da bexiga, indicando que a entrega de ions no vacuolo da célula
da bexiga é um processo consumidor de energia (LUTTGE, 1971; SCHIRMER;
BRECKLE, 1982; BATANOUNY, 1993).

Baumeister; Kloos (1974), investigando a espécie Halimione portulacoides,
descobriram que a seiva secretada para a células da bexiga, sob alto nivel de salinidade,
apresentam uma maior concentracao de ions do que na seiva do meséfilo. E Batanouny
(1993) conclui que uma poderosa bomba de sal deve ser operada na célula-tronco para
manter e produzir um gradiente téo alto de concentragdo de sal entre a bexiga e as células
foliares adjacentes.

Isso destaca a importancia que os tricomas vesiculares apresentam para as espécies
halofitas, contribuindo para seu desenvolvimento em ambientes salinos, conferindo uma

alta tolerancia a salinidade as espécies que o0 possuem.

5.5 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo em plantas pode ser definido como um desequilibrio entre os
niveis de compostos antioxidantes e compostos oxidantes, que causam danos as estruturas
celulares, podendo chegar até mesmo a acarretar a morte da planta (BARBOSA et al.,
2014).

Esse desequilibrio provocado afeta processos como fotossintese, respiracéo,
fotorrespiracdo e o metabolismo celular em geral (SILVEIRA et al., 2016).

Em consequéncia ao fechamento dos estbmatos ocasionado pela salinidade, o
processo de fotossintese sofre um desbalango ocasionado por um excesso de energia nos
sistemas envolvidos, tais como captacdo de luz e transporte de elétrons. Assim, 0 processo
de reducdo do CO> torna-se pouco eficiente, culminando com um desbalango entre as
reacOes luminosas e de fixacdo de carbono (SILVEIRA et al., 2016).

Com isto, parte da energia excedente, € fornecida a radicais livres formadores de
oxigénio  molecular,  como o radical anibénico  superoxido (O2), peroxido  de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH"), produzindo em excesso as espécies reativas
de oxigénio (EROS) (RASOULI ; KIANI-POUYA 2015).

As EROS possuem uma forte capacidade oxidativa e causam danos a membrana
citoplasmatica, disfuncdo metabolica irreversivel, peroxidacéo de lipidios, inativacdo de
enzimas, danos ao DNA e afetam outros componentes vitais para as células vegetais
(DIAS et al. 2016). Além disso, 0 oxigénio reativo pode atacar residuos de aminoacidos

em proteinas para formar derivados de carbonila (LIANG et al., 2018).
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Em resposta ao estresse oxidativo, as plantas desenvolveram varios mecanismos
defensivos e adaptativos para sobreviver. A resposta bioguimica caracterizada pelo
acumulo de solutos também pode funcionar como estabilizador de proteinas que
acompanham as enzimas antioxidantes, tais como superdxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (PARIHAR et al., 2015;
KAUR; ASTHIR, 2015).

A Superdxido dismutase (SOD), é a primeira na linha de defesa do sistema
enzimatico antioxidante de plantas, atuando na dismutac&o do anion superoxido (O?) nas
células para formar peroxido de hidrogénio (H20-) eliminando sua toxicidade (LIANG et
al., 2018).

Com isto, para evitar o dano oxidativo, o H2O> produzido é reduzido a H20 e O
pela peroxidase do ascorbato cloroplastica (SILVEIRA et al.,, 2016). A ascorbato
peroxidase (APX) é uma das principais enzimas que removem o H202,sendo o cloroplasto
APX o principal responsavel por esta, através da reacdo de Miller (LIANG et al., 2018).

A catalase (CAT) é gerada durante a fotorrespira¢ao e a [3-oxidacdo dos acidos
graxos e assim como o0 APX é uma das principais enzimas que removem H>O,. A CAT
difere da APX, por operar sem agente redutor, fornecendo as plantas uma forma
energeticamente eficiente para remocéo do H.O. (BARBOSA et al., 2014; LIANG et al.,
2018).

Panella et al., (2016) relata em seu estudo que a atividade das enzimas
antioxidantes primarias envolvidas na remocdo de EROs (SOD, CAT e APX) foi
significativamente estimulada nas plantas sob salinidade, tentando evitar o estresse
oxidativo.

Diante disso, o envolvimento simultaneo de componentes antioxidantes é
necessario para obter um aumento e /ou uma resposta mais rapida nas defesas das plantas

quando as plantas enfrentam estresse, como salinidade (JALEEL et al., 2009).

5.6 Atriplex nummularia

Pertencente a familia Chenopodiaceae, o0 género Atriplex conta com mais de 400
espécies distribuidas em regides aridas e semiaridas do mundo. Essas regides, apresentam
uma forte tendéncia a salinizacdo, devido principalmente, aos fatores climaticos,
deficiéncia na drenagem do solo e condig¢des geologicas dos mesmos (BONILLA et al.,
2000).
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Nesses ambientes, 0 género Atriplex é bem expressivo, uma vez que as haldfitas
sdo capazes de extrair sais do solo, a exemplo da espécie Atriplex nummularia que se
destaca na fitoextracdo de sais no solo (DE SOUZA, et al., 2011; SILVA et al., 2016;
MOURA et al., 2019). Também conhecida como erva-sal, a A. nummularia é uma espécie
forrageira, de metabolismo C4, originaria da Australia e esta presente no oeste da Asia,
norte da Africa, sul da Europa e da América, principalmente Argentina, Chile e Brasil
(SALEM et al., 2010).

A erva sal € amplamente utilizada em varios tipos de sistemas de producgdo salina,
apresentando potencial para producdo de forragem para alimentacdo de rebanhos,
producdo de lenha, revegetacdo de areas degradadas entre outros. Além disso, € uma
espécie resistente a doencas e pragas e de facil propagacdo (FAO, 1996).

Destacando-se por sobreviver em ambientes aridos e salinos, a espécie é
conhecida também pelo seu potencial forrageiro rico em proteinas e carotenos, além de
apresentar a propriedade de manter abundante e ativa a sua fitomassa foliar durante os
periodos desfavoraveis do ano, sobretudo na época das secas (OLIVARES, 1983).

A resisténcia da espécie a salinidade ¢ atribuida a diversos mecanismos de defesa,
dentre eles destaca-se a presenca de tricomas vesiculados que cobrem a superficie foliar,
armazenando grandes quantidades de sal (SMAOUI et al. 2010). Estes tricomas
desempenham um papel significativo na remocéo de sal dos tecidos das folhas, impedindo
assim o acumulo de sais toxicos no parénquima e tecidos vasculares (DE SOUZA, et al.,
2012; BENZARTI et al., 2013).

Nos Ultimos anos, diversos trabalhos relatam o desempenho da A. nummularia em
resposta a salinidade, tais como, respostas anatémicas (DE SOUZA, et al., 2012),
fisioldgicas (MELO; DE SOUZA; CUNHA, 2017; MELO etal., 2018; LINS et al., 2018).
Entretanto, pouco ¢é abordado sobre o papel das vesiculas ocorrentes na espécie quanto a
tolerancia a salinidade.

Lins et al. (2018), relataram que o ajustamento osmotico ndo é o principal
mecanismo fisioldgico adotado pela A. nummularia quanto a tolerancia a salinidade e
destaca a importancia dos tricomas vesiculares presentes na espécie.

Nesse contexto, diversos autores vem investigando e detalhando o desempenho
destas estruturas epidérmicas em varias espécies de haléfitas (SHABALA, BOSE,
HEDRICH, 2014; BOHM et al., 2018; KIANI-POUYA et al. 2017; 2019) enfatizando a
importancia do estudo dos tricomas frente a salinidade e tentando elucidar os mecanismos

por eles realizados para excrecao de sais.
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CAPITULO 11

RELACOES HIDRICAS DE Atriplex nummularia SUBMETIDAS A ESTRESSE
SALINO COM REMOCAO PARCIAL DOS TRICOMAS VESICULARES
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RESUMO

A sobrevivéncia de algumas plantas em ambiente salino se da a partir de adaptacdes
morfoanatbmicas, como 0s tricomas vesiculares, que se destacam por conseguir
armazenar ions téxicos, impedindo que os processos e funcbes essenciais das plantas
sejam alterados. O status hidrico das plantas frente ao estresse salino é um pardmetro de
fundamental importancia, pois através deste pode-se avaliar o desenvolvimento e a
tolerdncia a salinidade das culturas. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a
influéncia dos tricomas de Atriplex nummularia submetidas a diferentes niveis de
potencial osmético: (-0,1; -1,4 e -2,7 MPa) formulados a partir de NaCl (0; 300 e
600mmol L), tendo plantas com tricomas vesiculares e plantas parcialmente ausentes
desses tricomas. Foi adotado o delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial
3 X 2 com cinco repeticOes, totalizando 30 unidades experimentais. Avaliou-se o teor
relativo de agua (TRA), suculéncia foliar (SF), potencial hidrico (Ww), osmético (Vo) € de
pressdo (Wp), ajustamento osmético e parametros da curva pressao volume — Curva PV.
Os resultados obtidos demonstraram que a remocao parcial dos tricomas nao foi sensivel
as variaveis de TRA, SF e Y. Os valores de W, obtidos por osmometria confirmaram que
0 vazamento dos solutos inorgénicos dos tricomas através da maceracdo Sa0 0S
responsaveis pelos valores de W, mais negativos da A. nummularia. Os pardmetros
obtidos com a curva pressao volume permitiram confirmar a influéncia dos tricomas nas
relacBes hidricas das plantas de A. nummularia, observando que escovacdo realizada para
remover parcialmente as vesiculas conseguiu excluir solutos concentrados no espaco
apoplastico, mantendo a concentracdo de ions no interior da célula e corrigindo a
discrepancia ocorrida entre os valores acessados por curva PV e por osmometria, além
disso, o aumento no ¢ das plantas de A. nummularia com incremento da salinidade e
presenca dos tricomas € resultado de uma rigidez da parede celular que auxilia na
manutencdo do turgor das plantas.

Palavras chave: Status hidrico, halofitas, Salinidade.
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ABSTRACT

The survival of some plants in a saline environment occurs through adaptations developed
by them over time, such as epidermal bladders, which stand out for being able to store
toxic ions, preventing the essential processes and functions of plants from being altered.
The water status of plants in the face of salt stress are parameters of fundamental
importance, because through these it is possible to evaluate the development and tolerance
to the salinity of the crops. Thus, this study aimed to evaluate the influence of Atriplex
nummularia bladders cells submitted to different levels of osmotic potential: (-0.1; -1.4
and -2.7 MPa) formulated from NaCl (0; 300 and 600mmol L-1), having plants with
Epidermal bladders and plants partially absent from these bladders cells. A randomized
block design in a 3 x 2 factorial scheme with five replications was adopted, totaling 30
experimental units. The relative water content (TRA), leaf succulence (SF), hydric
potential (Ww), osmotic (Wo) and pressure (¥p), osmotic adjustment and parameters of
the pressure-volume curve were evaluated. With the partial removal of bladders cells from
the leaf epidermis of the plant, it was possible to observe significant differences in the
analyzed variables. The results obtained demonstrated that the partial removal of the
bladders cells was not sensitive to the values of TRA, SF, ¥w and Wp. The Yo values
obtained in the osmometer confirmed that the leakage of inorganic solutes from the
bladders cells through maceration are responsible for the most negative osmotic potentials
of A. nummularia. The parameters obtained with the pressure-volume curve allowed to
confirm the influence of vesicles on hydric relations of Atriplex nummularia plants,
noting that brushing performed to eliminate vesicles managed to exclude solutes
concentrated in the apoplastic space, maintaining the concentration of ions inside the cell
and correcting the discrepancy between the values accessed by PV curve and by
osmometry, besides, the increase in € of A. nummularia plants with an increase in salinity
and the presence of vesicles is the result of a rigidity of the cell wall that helps maintain
the plant's turgor.

Keywords: water status, halophytes, epidermal bladders.
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1 INTRODUCAO

A salinidade é um desafio global que afeta diretamente a produtividade de
culturas. Prevé-se que metade das terras hoje cultivaveis sejam atingidas pela salinidade
até 2050, uma vez que, a cada ano 10% das terras araveis sdo afetadas pela salinidade por
razdes naturais e antropogénicas (JAMIL et al.,2012).

Os efeitos diretos provocados pela salinidade, ou seja, pela alta concentracdo de
sais solUveis afetam o crescimento e a produtividade das plantas causada pelo do estresse
osmatico e toxicidade ibnica (MINHAS et al, 2020).

Algumas plantas desenvolveram mecanismos bioquimicos, fisioldgicos,
anatdmicos e moleculares para lidar com o estresse, auxiliando o processo de tolerancia
a salinidade (KIANI-POUYA et al., 2017). Dentre estas, a espécie Atriplex nummularia
destaca-se pela sua capacidade de se desenvolver em ambientes de alta salinidade devido
a capacidade de compartimentalizacdo de ions no vacuolo e pela excrecdo de sais atraves
de tricomas vesiculares localizados na epiderme das folhas (DE SOUZA et al., 2012).

As relagGes hidricas sdo processos de fundamental importancia na avaliacdo da
tolerancia das plantas a salinidade, uma vez que a manutencao estavel do status hidrico
das plantas é essencial para sua sobrevivéncia em condic@es salinas (PAN et al., 2016).
Variaveis como potencial hidrico e teor relativo de &gua tém sido utilizados como
ferramentas de avaliacdo de status hidrico e tolerancia das culturas as condicdes de seca
e estresse salino em regides semiaridas (MELO, et al., 2018).

Outra variavel fundamental, é o ajuste osmotico, que € o processo pelo qual o
potencial osmotico do citosol é reduzido pelo acimulo ativo de solutos compativeis
dentro da célula (KARIMI et al., 2018). Esta estratégia é utilizada por algumas plantas
como forma de sobrevivéncia ao estresse salino, ao passo que cria-se um gradiente de
potencial hidrico permitindo a absor¢do e manutencdo do turgor celular (TURNER,
2018).

Diferentes métodos vem sendo investigados para determinar o potencial osmotico
em A. nummularia, incluindo a maceracéo e a curva pressao-volume (PV) e concluiram
que a maceracdo do tecido foliar é o principal fator responséavel por valores extremamente
baixos de potencial osmdtico na espécie, em funcdo do vazamento do conteddo
inorganico armazenado nas vesiculas, demonstrando assim, que o ajustamento osmotico
ndo e o principal mecanismo fisiologico adotado pela espécie na tolerancia a salinidade
(LINS et al., 2018)
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Desta forma, através da remocdo dos tricomas vesiculares de plantas de A.
nummularia, o presente estudo objetivou avaliar a contribuicdo dessas estruturas
anatdmicas na manutencao do status hidrico e tolerancia da espécie frente ao estresse

salino.

2 METODOLOGIA

2.1 Material Vegetal e Local do Experimento

Mudas de Atriplex nummularia provenientes do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) foram cultivadas em ambiente protegido em vasos de 60dm? para
formacéo de matrizes por um periodo de sete meses.

A partir destas, novas mudas foram propagadas por estaquia, utilizando uma Unica
matriz, com objetivo de minimizar a variabilidade genética. As mudas foram inicialmente
cultivadas em sacos de polietileno com capacidade de 0,5dm?3, contendo areia lavada
como substrato e irrigadas diariamente com solucao nutritiva de Hoagland, Arnon (1950)
a % de forga ibnica.

Aos 60 dias apds a confecgdo das mudas, estando estas completamente enraizadas
e aclimatadas, realizou-se o transplantio, para vasos de polietileno com capacidade de 5
dm? com areia lavada, nos quais permaneceram por mais 60 dias até o inicio da imposicéo
dos tratamentos salinos.

O experimento foi conduzido em ambiente protegido do Departamento de
Agronomia, situado no campus sede da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), localizado em Recife-PE (8°04°03"" de latitude sul, 34°55°00"" de longitude

oeste e altitude de 4 m).

2.2 Elaboracéo e manejo da agua de irrigacéo

As soluces de irrigacdo foram feitas com solucdo nutritiva de Hoagland, Arnon
(1950) correspondente ao potencial osmdtico de -0,1MPa e solucdo nutritiva
suplementada com NaCl (300 e 600mmol L), correspondente aos potenciais osmoticos
-1,4 e -2,7 MPa, obtidos através da leitura de osmolalidade, com auxilio do osmdmetro
de pressao de vapor e calculados a partir da equagdo de Van’t Hoff (Equacdo 1). Além
disso, para garantir a manutencdo do potencial osmatico proposto no sistema foram

realizadas uma vez por semana coletas e verificacdo da osmolalidade da solucéo drenada.
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Yo = — RTC Equacéo (1)
Em que:
R= Constante geral dos gases (0,00831 kg MPa mol™* K1)
T= Temperatura em Kelvin (K)
C= Concentragdo do soluto (mol kg™t)

Com o objetivo de evitar choque osmdético, o estabelecimento dos tratamentos foi
realizado gradativamente, em incrementos diarios de solucdo nutritiva de Hoagland,
Arnon (1950) suplementada com 25 e 50 mmol NaCl até atingir as concentragdes
propostas em 12 dias. Além disso, foram irrigadas plantas com solucdo nutritiva e
auséncia de NaCl que foram adotadas como controle. A irrigacdo foi realizada
diariamente ao final da tarde, com volume suficiente para haver drenagem e manutengéo

dos potenciais propostos no sistema.

2.3 Remocao dos tricomas

No inicio e aos 25 dias de tratamento, parte das plantas irrigadas tiveram parte de
seus tricomas vesiculares das faces (abaxial e adaxial) de todas as folhas, removido de
forma cautelosa usando um pincel macio.

Com isto, dois tipos de tratamentos foram realizados nas plantas (Figura 1): no
primeiro as plantas permaneceram intactas, ou seja, os tricomas vesiculares ndo foram
removidos através da escovacdo com pincel (abreviadas como N&o Escovadas - NESs). Ja
no segundo tratamento, as plantas foram submetidas a escovacéo com pincel um dia antes

do inicio e aos 25 dias de tratamento salino (abreviado como Escovadas - ES).

'L-R:'
=~

_ \\J

Figura 1 — Folhas de Atriplex nummularia escovadas (Es) e ndo escovadas (NES)
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2.4 Confeccdo de laminas e densidade de tricomas

Para garantir que o procedimento utilizado para a remogdo dos tricomas
vesiculares ndo tenha causado nenhum dano a epiderme, a mesma foi analisada através
da confeccdo de cortes anatdmicos.

Foram confeccionadas laminas semipermanentes contendo cortes transversais de
folhas de A. nummularia realizados & méo livre. Os cortes foram descoloridos com
hipoclorito de sddio, corados com azul de metileno (1%) e fixados nas laminas com

glicerina (50%) para observacao da integridade do mesofilo apds a escovacéo (Figura 2).

—

- {

Figura 2 — Cortes transversais de Atriplex nummularia submetida a escovacéo,
destacando o mesofilo foliar (A) e nervura central (B).

Para observacédo da epiderme foi realizada a dissociacdo epidérmica das folhas de
A. nummularia da regido do apice, terco médio e base com hipoclorito de sédio a 60%,
em seguida coradas com azul de metileno (1%) e fixadas nas laminas com glicerina
(50%).

As laminas foram observadas através de microscopio fotdnico acoplado a uma
camera para a captura de imagens, para contabilizar a densidade de tricomas em cada

tratamento com auxilio do programa Image J (Figura 3)
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Figura 3 — Lamina da epiderme foliar de Atriplex nummularia ndo escovada face adaxial
(A) e face abaxial (B), escovada face adaxial (C) e face abaxial (D), detalhes da estrutura
dos tricomas vesiculares: cabega “Ch”, pedinculo “Pd”, estdbmato “Est”.

2.5 Potencial Hidrico (¥w)

A determinag&o do potencial hidrico foliar foi realizada nas primeiras horas da
madrugada, entre as 1h e 3h aos 30 dias de aplicagdo dos tratamentos salinos
completamente estabilizados. Ramos do terco médio de cada planta foram selecionados
e levados a camara de pressdo de Scholander (SCHOLANDER et al., 1965), onde as
determinacOes foram realizadas. Para a leitura foi realizado um corte em bisel com auxilio
de uma ldmina cortante, para restabelecimento do equilibrio hidrico do ramo e facilitar a
visualizagdo da extrusdo da seiva, com auxilio de uma lupa. Apos este procedimento o
ramo foi posicionado na camara e submetido a uma pressdao de fluxo constante até
visualizacdo da primeira gota na superficie do corte, anotando-se, neste momento, o valor

da pressao exercida.

38



2.6 Potencial osmético (Yo)

A determinacdo da osmolalidade total do tecido foliar foi realizada com as folhas
do ramo escolhido para determinacdo do potencial hidrico. Apds maceracdo em
nitrogénio liquido, a seiva obtida foi filtrada em tecido musseline e centrifugada a 10.000
g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi separado e uma aliquota de 10 pL foi utilizada
para a determinacdo da osmolalidade do tecido com osmémetro de pressao de vapor.

Os valores obtidos em mmol kg foram convertidos em potencial osmético, por

meio da equagdo de Van’t Hoff (Equacéo 1).

2.7 Potencial de Pressao (‘¥Yp)

A estimativa do potencial de pressdo foi feita a partir dos valores obtidos nas
determinacGes de potencial hidrico e potencial osmotico. Admitindo-se que o potencial
hidrico é igual ao somatério do potencial osmoético e de pressdo (Equagdo 2)
possibilitando calcular o potencial de pressdo a partir da equacéo 2.

Yw = Yo + Wp Equacéo (2)

2.8 Ajustamento Osmdético (AO)

Para realizac&o da analise do ajustamento osmatico foram selecionados ramos das
plantas de cada tratamento, nas quais, foram coletadas as folhas, acondicionadas e
transportadas para o laboratério de Fisica do Solo localizado no Departamento de
Agronomia do Campus SEDE da Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde foram
submetidas a saturagdo ao escuro por um periodo de 24h para atingirem pleno turgor.

Passado esse tempo, 0 excesso de agua na folha foi cuidadosamente retirado com
0 auxilio de papel toalha e ap6s esse processo a folha foi macerada em nitrogénio liquido
e a seiva extraida foi filtrada e centrifugada a 10.000 g por 15 minutos a 4°C. Por fim, foi
realizada a leitura da osmolalidade em osmometro por presséo de vapor com uma aliquota
de 10uL do sobrenadante derivado da centrifugagao.

As leituras obtidas no osmometro por pressido de vapor sdo dadas em mmol kge
convertidos em MPa partir da equacdo de Van’t Hoff, conforme Equacéo 1. O ajustamento

osmotico foi estimado a partir da equacédo 4 (BLUM, 1989).

AO;prq; = Wnel®0 — yel00 Equacéo (4)

39



Em que, AOrotal é 0 ajustamento osmoético total, ¥nel® ¢é o potencial osmético das

100

plantas que ndo foram submetidas ao estresse salino a pleno turgor e We™" 0 potencial

osmotico das plantas submetidas ao estresse salino a pleno turgor.

2.9 Teor Relativo de Agua (TRA)

A determinacdo do teor relativo de agua foi realizada em folhas coletadas em
ramos proximos aos utilizados para determinacdo do potencial hidrico. Cinco discos
foliares de 8,16 mm de didmetro foram retirados das folhas coletadas e pesados em
balanca analitica obtendo-se a biomassa fresca (BMF) em grama.

Apos a pesagem os discos foram postos para saturar por 24h até atingir pleno
turgor. Os discos completamente saturados foram pesados obtendo-se o peso da biomassa
targida (BMT). O peso de biomassa seca (BMS) foi obtido apds secagem dos discos a
80°C em estufa de circulacdo forcada de ar por 48h. A determinacdo do TRA foi feita

conforme proposto por Silveira et al. (2003) e calculado a partir da Equacéo (5).

TRA(%) = 222258 1100 Equagcio (5)

BMT—-BMS

2.10 Suculéncia foliar (SF)

Os valores de suculéncia foliar foram obtidos a partir dos dados do teor relativo
de agua utilizando a relacdo entre massa fresca, seca e area dos discos foliares,
representada pela equacéo abaixo (Equacéo 6), propostas por Delf (1912).

(BMF—BMS)
A

SF = Equacéo (6)

Em que:
SF = Suculéncia Foliar (g cm™?)
A — Area dos discos foliares (cm?)

2.11 Curva Pressao Volume

A metodologia adotada para confeccdo da Curva foi realizada através das técnicas
utilizadas por Fanjul; Barradas (1987) e adaptadas por Lins et al. (2018). Para construcéo
das curvas Pressdao-Volume foram selecionados ramos opostos aos coletados para
determinacdo do potencial hidrico foliar. Os ramos selecionados foram completamente

submersos em agua deionizada e cortados com auxilio de uma tesoura, ainda submerso o
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ramo foi inserido numa proveta, na qual o exerco de &gua foi retirado de modo que apenas
a parte do corte estivesse submerso. Os ramos ficaram sob saturacdo por 24h a
temperatura ambiente.

Apos atingir a plena saturagdo foi realizado um corte em bisel na extremidade do
ramo para restabelecimento do equilibrio hidrostatico. Posteriormente o ramo foi
posicionado na cadmara de Scholander e submetido a incrementos de pressao com fluxo
de 100 kPa por minuto. A seiva liberada em cada pressao foi coletada com auxilio de um
papel filtro previamente pesado. Os aumentos de pressdo continuaram até a ruptura
das células peciolo. O volume de seiva coletado e a pressdo correspondente foram
anotados para construcdo das curvas Pressao-Volume, conforme modelo apresentado na
Figura 4.

Assim, a partir da construgdo das curvas Pressdo-Volume foi possivel estimar o
potencial osmoético a pleno turgor (Yo%) a partir do prolongamento da regido linear da
curva ao eixo Y, o potencial osmotico a zero turgor (Yo°) sendo estimado projetando o
ponto de inflexdo da curva no eixo Y, teor relativo de dgua no ponto de perda de turgor
(TRAo) projetando o ponto de inflexdo da curva no eixo X, o conteudo de agua
apoplastica (CAA) prolongando da regido linear da curva ao eixo X e o médulo de
elasticidade (&) estimado através da equacédo 7 (Patakas e Noitsakis, 1999).

_ Ws°-up) (1-cA4) x
€= I—TRAD Equacéo (7)

\ Zome I: ¥w= Wo+ Wp

1/'W (MPa)

Point of loss turgor

f 100 ‘.."‘»
1'% — S— T Zomne II: $w~ Yo

1,0 ————

V(mL)

Figura 4 — Modelo Hipotético de curva Pressdo-Volume (Lins et al., 2018).
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2.12 Analise de Dados

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, e
analisado em esquema fatorial (3x2) relativo a trés niveis de potencial osmético (-0,1; -
1,4 e -2,7 MPa) e plantas com tricomas vesiculares (ndo escovadas - NESs) e plantas com
remocéo parcial dos tricomas vesiculares (escovadas - Es). Cada tratamento com cinco
repeticdes totalizando 30 unidades experimentais.

Os dados foram tabulados, submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e

comparacao de média por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Remogéo dos Tricomas

Foi verificado, mediantes testes, que a metodologia utilizada para a remocéo
completa dos tricomas vesiculares resultou na morte das plantas, divergindo assim do
apresentado por Kiani-Pouya et al. (2017), que utilizou metodologia semelhante com as
haléfitas quinoa e Atriplex lentiformis e ambas ndo sofreram danos fisioldgicos ou
bioguimicos.

Diante disso, procedeu-se o experimento realizando a remocdo parcial dos
tricomas. A partir da técnica utilizada e a contabilizacdo dos tricomas existentes apds a
escovacao, foi possivel observar uma reducgéo cerca de 30 % dos tricomas em relagéo as

plantas ndo escovadas (Figura 5).

m NEs mEs
g 5000 30,1% 31% 29,5%
8
= 4000 3577
(]
S 2959
; 3000 1387
(%))
& 2000
©
©
£ 1000
O
=

-1,4
Potencial Osmético (MPa)

Figura 5 — Densidade dos tricomas vesiculares de Atriplex nummularia apés a
segunda remocéo aos 25 dias de tratamento salino. Em destaque a porcentagem
de remocéo dos tricomas obtida com a escovacao.
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3.2 Teor Relativo de Agua e Suculéncia Foliar

O teor relativo de dgua e a suculéncia foliar de Atriplex nummularia submetidas
ao estresse salino apresentaram uma pequena reducao nos valores das plantas submetidas

a escovacdo (Figura 6).
mEs ®mNEs

Aa Aa Aa

ABa

-0,1 -1,4 -0,1 -1,4 -2,7
Potencial Osmatico (MPa) Potencial Osmético (MPa)

Figura 6 — Teor relativo de 4gua (TRA) e Suculéncia Foliar (SF) de folhas de Atriplex
nummularia aos 30 dias de estresse salino. Letras iguais, maiusculas entre 0s potenciais
e minusculas entre escovagdes, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Com a imposicdo dos tratamentos salinos, nas solucdes de potenciais osmoticos
mais negativos, os valores de TRA aumentaram cerca de 4% em relacdo ao controle para
as plantas ndo escovadas e de potenciais osmdticos das solugdes de -1,4 e -2,7MPa
apresentando valores de TRA de 74,80 e 78,89% respectivamente.

Ja a suculéncia foliar em relacdo as plantas controle Es, apresentou um aumento
de 16% quando cultivada em solucédo de potencial mais negativo (-1,4 e -2,7MPa).

Estes resultados indicam que estas plantas ndo foram afetadas com o incremento
das solugdes osmdticas, confirmando a alta capacidade de retencdo de &gua da A.
nummularia em ambiente salino, dados semelhantes sdo apresentados por Aradjo et al.
(2006) e Belkheiri e Mulas (2013) pesquisando a mesma espécie.

O aumento nos valores da suculéncia foliar e no teor relativo de agua induzido
pelo NaCl supbe um efetivo ajustamento osmoético em plantas cultivada sob salinidade
(DA SILVA etal., 2010; PAN, ET AL.,2016). Além disso, a manutencdo de altos valores
do teor relativo de 4gua faz com que as plantas se tornem menos vulneraveis ao estresse

osmoético e idnico causado pela salinidade (ARAUJO et al., 2006).

3.3 Potencial Hidrico

A remogéo parcial dos tricomas vesiculares ndo influenciaram no potencial
hidrico, uma vez que ndo diferiram estatisticamente entre si. Entretanto, a irrigacdo com
solugdes de potenciais osmaticos mais negativos influenciou fortemente nesta variavel,
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apresentando menor energia livre da agua disponivel em relagdo as plantas controle,
atingindo valores de -3,20 e -4,36MPa para as solugbes de -1,4 e -2,7MPa
respectivamente (Figura 7).

Kiani-Pouya et al. (2017), mostra em seu trabalho que as halofitas estudadas, cuja
vesiculas foram removidas, tornaram-se fenotipos sensiveis ao sal. Assim, os resultados
de Yw, TRA e SF da presente pesquisa demostra que a variavel apresentada nao foi

sensivel a remocao parcial dos tricomas.

0,1 -1,4 2,7
0,00
A

~ 2,00 B
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> 4,00
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Potencial Osmético (MPa)
——Média das plantas Es e NEs

Figura 7 - Potencial Hidrico (¥w) em ramo de Atriplex nummularia aos 30 dias de
estresse salino. Letras iguais entre potenciais ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O potencial hidrico das plantas esta diretamente relacionado ao primeiro efeito
causado pelo estresse salino, o efeito osmotico, causado principalmente pela alta
concentracdo de sais no solo. Potenciais hidricos mais baixos com aumento da
concentracdo de NaCl na &gua de irrigacdo também foram observados por Hassine e Lutts
(2010) e Melo et al. (2018) investigando Atriplex halimus e A. nummularia
respectivamente.

Em haldfitas, potenciais hidricos mais negativo na planta, mesmo apds reducgdes
na transpiracdo e reidratacdo completa, pode ser resultado da presenca de solutos
organicos e inorganicos (DONOVAN; LINTON E RICHARDS, 2001). Assim, a
capacidade das plantas de A. nummularia em ajustar osmoticamente auxilia na
manutencdo da pressdo do turgor celular e um gradiente favoravel de absor¢édo de agua
(LINS et al, 2018).

3.4 Potencial Osmotico
A remocéo parcial dos tricomas vesiculares influenciaram significativamente no

potencial osmotico das plantas de A. nummularia sob tratamentos salinos, nos quais as
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plantas com os tricomas proporcionaram, valores de potencial osmotico mais negativos
(Figura 8). Esta diferenca foi mais expressiva principalmente para solucao de irrigacao
de -2,7MPa, com variacdo de 2MPa entre as plantas escovadas e ndo escovadas.

Além disso, a irrigacdo com solugdes de maiores concentracdo de sais (-1,4 e -2,7
MPa) apresentaram potenciais osmaticos mais negativos, apresentando uma diminuigao
de -2 e -4MPa dos potenciais das plantas controle diferindo estatisticamente entre si,
conforme apresentado na figura 8.

-0,1 -1,4 2,7

0,00
-2,00
-4,00

-6,00

Wo (MPa)

-8,00

-10,00

Potencial Osmético (MPa)

NEs

Figura 8 - Potencial Osmotico (Wo) de folhas de Atriplex nummularia aos 30 dias de
estresse salino. Letras iguais entre potenciais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Potenciais osmotico mais negativos nas plantas resulta em uma maior capacidade
de ajuste osmdético, o que facilita a captacdo de agua e, portanto, pode manter o turgor nas
plantas em condicdes de baixo potencial de agua (PAN et al., 2016). Além disso, a maior
absorcéo dos ions Na* e CI" resultam na reducdo do potencial osmético foliar das plantas
submetidas a salinidade (SILVEIRA et al., 2009).

Os valores mais baixos de potencial osmético das plantas NEs quando comparadas
as Es induzem que a remocao parcial dos tricomas vesiculares diminuiu a capacidade da
planta de ajustar-se osmoticamente. Estes dados confirmam Lins et al. (2018) ao relatar
que vazamento do contetdo inorganico armazenado nos tricomas através da maceragao
do tecido foliar é o principal responsavel pelos baixos valores de potencial osmotico nas
espécies.

Sustentando ainda a hipOtese de que a maceragdo do tecido foliar ndo é
recomendada em plantas com tricomas vesiculares, e que o vazamento dos solutos leva a

erros de estimativa do ajuste osmotico (LINS et al., 2018).
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3.4 Potencial de pressao

Assim como o potencial osmotico, o potencial de pressdo apresentou interferéncia
significativa na remocéo parcial dos tricomas vesiculares exibindo valores mais baixo
para as plantas escovadas. JA em relagdo ao estresse salino, as plantas irrigadas com
solucdo de potenciais osmdticos mais negativos sofreram apenas influéncia para as
plantas ndo escovadas, apresentando um aumento de 1 e 2MPa em relacdo ao controle

das plantas irrigadas com solucéo de -1,4 e -2,7MPa respectivamente (Figura 9).

6,00 mme. Es

NEs

Potencial Osmético (MPa)

Figura 9 - Potencial de Pressido (¥p) de folhas de Atriplex nummularia aos 30 dias de
estresse salino. Letras iguais entre potenciais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

O potencial de pressdo também conhecido como potencial de turgor € uma
importante variavel nas relag¢6es hidricas, pois indica a capacidade de turgidez das células
vegetais, influenciando diretamente na absorcdo de agua.

Maiores valores de potencial de turgor nas células indicam uma maior capacidade
de expansdo celular, o que vai auxiliar diretamente na eficiéncia do balango hidrico nas
plantas e consequentemente um melhor desenvolvimento das espécies frente ao estresse
(HUSSIN; GEISSLER; KOYRO, 2013; BLUM, 2017)

Desta forma, é perceptivel a influéncia dos tricomas na manutencdo do turgor nas
plantas, uma vez que as plantas ndo escovadas apresentaram uma tendéncia crescente com o

incremento salino, observando o oposto para as plantas com remocéo parcial dos tricomas.

3.5 Parametros Curva Pressdo-Volume
Através da construgdo e andlise da Curva P-V (Figura 10) foi possivel avaliar
parametros hidricos dentre os quais se destacam o potencial osmético a pleno turgor

(Wo'®), o potencial osmético na perda de turgor (Wo°), e 0 modulo de elasticidade (g).
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Figura 10 — Curva pressdo Volume de Atriplex nummularia escovadas (Es) e
ndo escovadas (NEs) submetidas a estresse salino de -0,1 MPa (A), -1,4 MPa
(B) e -2,7 MPa (C) aos 30 dias do inicio do tratamento.
De maneira geral, nenhum dos potenciais osméticos obtidos através da Curva P-
V foram influenciados pela remocdo parcial dos tricomas vesiculares, ndo diferindo
estatisticamente entre sim.
Esta resposta confirma que a metodologia adotada revela respostas hidricas
apenas do interior das células das plantas submetidas ao estresse salino sem a influéncia

das estruturas de excrecdo de sais. Uma vez que a Curva P-V acessa o potencial osmatico
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pela a pressédo de equilibrio que corresponde ao potencial osmotico da seiva intracelular
(TYREE; HAMMEL, 1972).

Desta forma, a exclusdo ou manutencdo dos tricomas pode afetar a concentracao
de solutos no exterior das celulas, mas ndo afeta os componentes do potencial osmotico
no interior da folha.

O ¥, ¢ ¥, nas plantas de A. nummularia irrigadas com solugdo salina
apresentaram maiores potenciais osmoticos com o aumento da concentracdo de NaCl na
agua de irrigacdo variando cerca de -2,0 MPa entre a as plantas controle e a de maior
concentracdo de NaCl (Figura 11).

(A) Es e NEs (B) Es e NEs
0,1 1,4 2,7 0,1 -1,4 2,7
0,00 0,00
-1,00 A A
= A —~ -2,00 A
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o B \Z/ -4.00 B
g 3,00 N
3 >
-4,00 -6,00
-5,00 i .
Potencial Osmotico (MPa) -8,00 Potencial Osmético (MPa)

Figura 11 — Potencial osmoético a pleno turgor (A) e a zero turgor (B) de folhas de Atriplex
nummularia aos 30 dias de estresse salino. Letras iguais ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A diminuicdo do ¥o'® e ¥,° com o incremento de NaCl, também foi observado
por Touchette et al. (2009) no estudo da Juncus roemerianus, atribuindo essa reducdo ao
menor teor de agua no tecido durante o estresse salino, principalmente nas plantas
controle, reduzindo assim seu potencial osmotico.

No presente estudo, acredita-se que os valores de potencial osmético a pleno
turgor mais negativo para as plantas controle, sejam uma resposta intracelular das plantas
estudadas, uma vez que estas ndo estavam sob estresse e ndo necessitaram ativar seus
mecanismos de defesa. Uma vez que, o0 mecanismo de exclusdo de ions do citosol é
iniciado quando atinge a concentracdo de aproximadamente 100mmol, para evitar a
inibicdo de importantes enzimas (MUNNS; SHARP, 1993).

Assim, na auséncia de alta salinidade, as plantas permanecem sem estresse e 0s
mecanismos de compartimentalizacdo de sais ndo sdo ativados, fazendo com que a
solucgéo simplastica esteja com uma concentragdo maior de solutos e solucdo apoplastica

menos concentrada.
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Esta hipotese é confirmada quando comparamos os valores do ¥o'® da Curva P-

V que foram em média 85% menores que 0 W,

acessados pela conversao dos valores
de concentracao de solutos da seiva pela equacdo de Van't Hoff em folhas escovadas e
68% menores em folhas ndo escovadas (Tabela 1), onde as leituras feitas em osmodmetro
convertidas pela equagdo de Van't Hoff sofrem a influéncia da diluicdo da &gua
apoplastica.

Marur (1999) relata que os valores mais negativos do Wo'®

em algodao é uma
consequéncia da acumulacgdo liquida de solutos no simplasto.

Além disso, Arndt; Irawan; Sanders, (2015) afirmam que as leituras de potencial
osmotico pelo método osmdmetro sdo mais propensos a erros, especialmente pela
diluicdo apoplastica de agua e/ou a reidratacdo excessiva durante a preparacdo da amostra.

Desta forma, durante a maceracdo das folhas para a obtencdo da seiva, a fracéo
apoplastica se misturou a fracdo simpléstica do tecido vegetal causando sua dilui¢do de
modo que o potencial osmotico acessado por osmometria foi maior que o acessado por

Curvas P-V.

Tabela 1 - Valores de potencial osmético a maxima turgescéncia (Wo'%), o potencial
osmotico a turgescéncia zero (Wo°) e ajuste osmoético (AO) de plantas de Atriplex
nummularia escovadas (Es) e ndo escovadas (NEs) encontrados na metodologia de Curva
P-V e osmometria.

Y (MPa) Wo®(MPa) ¥.l®(MPa) AO AO

Tratamento (Curva P-V) (Curva P-V) (Osmometria)  (CurvaP-V)  (Osmometria)

-0,1 MPaEs -5.00 Ba -3.84 Ba -0.57 Aa - -

-1,4MPaEs -3.59 Aa -2.36 Aa -2.09 Ba -1,48 1,52

-27MPaEs -335Aa -1.87 Aa -2.40 Ba -1,97 1,83
-0,1 MPaNEs -4.94 Ba -3.50 Ba -1.12 Aa - -
-1, 4 MPaNEs -3.43 Aa -2.12 Aa -2.24 Ba -1,38 1,12
-27MPaNEs -244Aa -162Aa -280Ba  -1,88 1,68

Médias seguidas de letras iguais nas columas, maitsculas entre os potenciais e minusculas
entre escovacdes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 0,05 de probabilidade.

As plantas irrigadas com potencial de -1,4MPa, quando comparadas entre
metodologias, indicaram uma similaridade nos valores encontrados sugerindo que a
A.nummularia iniciou seu processo de compartimentalizagdo dos sais nos tricomas
vesiculares, de modo que o excesso de sais que se acumulariam no interior das
células das folhas foi compartimentalizado nestas estruturas.

O menor ¥, na seiva de folhas, acessado por osmometria, nas plantas NEs

em relacdo as Es, indica que a maior concentracdo de solutos encontram-se nas
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vesiculas, e essa tendéncia decrescente é confirmada no tratamento com maior
concentracgdo de sais.

Esse comportamento também ¢ observado quando avalia-se 0 ¥o'® na
metodologia da curva, no qual percebe-se um aumento do potencial osmotico nas
plantas NEs em relacéo as Es, indicando a diminui¢do da concentracdo de solutos
no interior da célula.

Para De Souza et al., (2012), o mecanismo de compartimentacao dos sais nos
vacuolos celulares e células especializadas, é o que confere a A. nummularia sua alta
toleréncia a salinidade.

100 5cessados

No tratamento com maior concentracdo de sais, 0s valores de W,
por Curvas P-V se aproximaram do valor obtido por osmometria em plantas
escovadas e aumentaram cerca de 73% em relacdo as plantas ndo escovadas. Desta
forma, com o tratamento salino a solucdo apopléstica na Atriplex passa a ter um
efeito concentrado, pois a parte dos solutos que se concentrariam no interior da
célula, mas foram excluidos para os tricomas aumentando a concentracdo no espaco
apoplastico.

Assim, essa resposta sugere que a escovacao realizada conseguiu excluir solutos
concentrados no espaco apoplastico, mantendo a concentragdo de ions no interior da
célula, corrigindo a discrepancia ocorrida entre os valores acessados por Curva P-V
e por osmometria.

Por outro lado, isso mostra que o potencial osmético das folhas de Atriplex ndo
reduzem com o aumento da concentracdo de sais, confirmando a principal indagagéo
feita por Lins et al. (2018) a qual pde em duvida se o principal mecanismo de
tolerancia ao estresse salino é o ajustamento osmatico.

Este comportamento fica evidente quando compara-se os valores de AO nas
duas metodologias, nas quais pode ser verificado que ndo ocorre ajuste quando
utiliza-se os valores da Curva P-V para a estimativa do AO.

Estas respostas ainda evidenciam as afirmacdes de Kiani-Pouya et al. (2017) e
Lins et al. (2018) quando destacam a importancia dos tricomas na tolerancia de
espécies de halofitas em outros mecanismos que ndo a excluséo de sais.

Além disso, complementam e confirmam a suposicéo feita por Lins et al. (2018)
quando relata que existe um possivel mecanismo de tolerdncia ainda néo

considerado, no qual os sais excluidos nos tricomas vesiculares contribuem para o
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desenvolvimento de um gradiente de potencial hidrico favoravel a absor¢éo de 4gua
e manutencao do turgor celular.

Para 0 W,° verifica-se 0 mesmo comportamento do o' e valores de potencial
mais negativos sdo atrelados a maior concentragdo de solutos em funcdo de um
menor TRA.

O mddulo de elasticidade aumentou 185% com o incremento de NaCl (Figura 12).
Resultados semelhantes forem encontrados por Touchette et al. (2009) e Benzarti et al.
(2014) investigando espécies halofitas (Juncus roemerianus, Spartina alterniflora e A.
portulacoides) sob altas concentracGes salinas, observando aumento do e com incremento
de salinidade.

Além disso, a remocdo parcial dos tricomas proporcionaram menores valores de
€ quando comparados as plantas NEs, apresentando assim paredes celulares mais
elasticas, entretanto, resultados apresentados mostram que essa diminuicdo foi

significativa apenas para as plantas irrigadas com solucédo de -1,4MPa (Figura 12).

mEs mNEs
40
35
30
25
o 20
10
il
0

-0,1 -1,4
Potencial Osmatico (MPa)

Figura 12 —Modulo de elasticidade () em ramo de Atriplex nummularia aos 30 dias de
estresse salino. Letras iguais, mailsculas entre 0s potenciais e minusculas entre
escovacoes, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A elasticidade da parede celular é estimada pelo modulo de elasticidade, e este
depende da espécie, estagio de desenvolvimento, intensidade e tipo de estresse, sendo
uma variavel afetada por muitas condi¢bes de estresse abidtico (TOUCHETTE et al.,
2009; RUI; DINNENY, 2019).

A manutencéo do turgor celular das plantas sob estresse osmatico, além de poder
indicar um acumulo ativo de solutos, pode resultar em alteragdes no contetido de dgua do
apoplasma e alteracbes na elasticidade da parede celular (TOUCHETTE et al.,
2009; HAMOUDA et al., 2016).
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Desta forma, os resultados sugerem que a manutencdo dos tricomas vesiculares
auxiliaram no aumento rigidez da parede celular, e consequentemente na manutencédo do
turgor, sendo observado principalmente paras plantas de irrigadas com solucdo de -
1,4AMPa, que apresentaram uma maior porcentagem de remocao dos tricomas.

Clifford et al. (1998) relatam que em espécies que apresentam ajuste osmatico e
acumulam altas concentracfes de soluto, pode ser necessaria uma parede celular rigida
para manter a integridade ou reidratacdo das células apds um periodo de estresse.

Desta forma, os resultados obtidos sugerem que as paredes celulares tornaram-se
mais rigidas com o incremento da salinidade, observando que, paredes celulares mais
rigidas podem facilitar a manutencdo de um baixo potencial hidrico a um determinado
volume celular do que paredes elasticas. (MARTINEZ et al., 2004; HASSINNE et al.,
2015).

Hassinne et al. (2008) relatam que reducéo da elasticidade da parede celular parece
aumentar a forca motriz para a extracao de agua do solo com menor perda de dgua. Além
disso, a rigidez da parede celular como processo fisioldgico auxiliando na manutencéo de
mais yw e turgor celular sdo relatados por diversos autores (TOUCHETTE et al., 2009;
BENZARTI et al., 2014; HASSINNE et al., 2015; AL-YASI et al., 2020)

Estudos mais detalhados sobre a parede celular e estresse salino precisam ser
explorados para identificar o processo de enrijecimento frente a salinidade, entretanto, é
perceptivel mudancas na parede celular com incremento salino e estas mudancgas sao
importantes nas plantas como um mecanismo para manter a homeostase osmotica e da
agua em ambientes salinos (BENZARTI et al., 2014).
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CONCLUSOES

A remocao parcial dos tricomas sob irrigacdo com solucdes de potencial osmatico
mais negativo ndo promoveram influéncias nas variareis de TRA e SF.

O Yw e Yo foliar foram reduzidos significativamente com o incremento de NaCl
nas solucdes de irrigacéo.

O Yo mais negativo das plantas que ndo foram submetidas a remocao parcial dos
tricomas vesiculares comprovam que o0 vazamento do conteldo inorganico armazenado
nestas estruturas sdo 0s principais responsaveis por estes valores.

As plantas irrigadas com solucGes de potencial osmotico mais negativo
apresentaram potencial de pressdo maior que as plantas controle, apresentando uma maior
turgescéncia destas.

A remocado parcial dos tricomas conseguiu excluir solutos concentrados no espaco
apoplastico mantendo a concentracdo de ions no interior da célula e corrigindo a
discrepancia ocorrida entre os valores acessados por curva P-V e por osmometria.

Esses resultados mostraram ainda que o Yo das folhas de A. nummularia ndo reduz
com o aumento da concentracdo de sais, comprovando que a metodologia de osmometria
ndo € indicada para plantas que apresentem tricomas vesiculares e sugerindo que principal
mecanismo de tolerancia ao estresse salino nao € o ajustamento osmatico.

O aumento no ¢ das plantas de A. nummularia é resultado de uma rigidez da parede
celular em funcéo da presenca dos tricomas e salinidade, que auxilia na manutencgéo do

turgor das plantas.
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CAPITULO 11l

INFLUENCIA DOS TRICOMAS VESICULARES NO METABOLISMO
FOTOSSINTETICO E ANTIOXIDANTE EM PLANTAS DE Atriplex nummularia
SUBMETIDAS A ESTRESSE SALINO
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RESUMO

As halofitas sdo plantas capazes de se desenvolver em ambientes salinos, as quais
apresentam adaptacdes fisioldgicas e morfoldgicas, superando os efeitos causados pela
alta concentracdo de sais. Dentre os mecanismos adotados por esse tipo de planta, os
tricomas vesiculares desempenham um papel fundamental, sendo responsaveis pelo
acumulo de ions toxicos em suas estruturas e conferindo tolerancia a salinidade. Assim,
0 objetivo desta pesquisa é avaliar a influéncia dos tricomas na halofita Atriplex
nummularia submetidas a irrigacdo com aguas de trés diferentes niveis de potencial
osmotico (-0,1;-1,4 e -2,7MPa) formulados a partir de NaCl (0; 300 e 600mmol L) com
a presenca e remocao de tricomas vesiculares. Para isto, foi adotado o delineamento em
blocos casualizados em esquema fatorial 3 x 2 com cinco repeticdes, totalizando 30
unidades experimentais. Foram avaliadas as trocas gasosas (fotossintese liquida,
condutancia estomatica, transpiragdo, carbono interno e eficiéncia do uso da agua),
fluorescéncia da clorofila a (fluorescéncia inicial, maxima, variavel e rendimento
quéantico) e marcadores de estresse oxidativo (extravasamento de eletrdlitos, conteddo de
MDA, conteudo de perdxido de hidrogenio e atividade enzimatica da superdxido
dismutase, catalase, ascorbato peroxidase). As trocas gasosas foram fortemente
influenciadas com a elevacdo das concentracdes de NaCl, derivado de uma resposta
adaptativas da espécie a salinidade. A presenca dos tricomas foram capazes de regular os
processos estomaticos de forma que a planta mantenha seu desempenho fotossintético.
Dados de fluorescéncia da clorofila demonstraram a integridade do componente do
fotossistema (FSII) mesmo com a remocao dos tricomas e elevacdo da salinidade. A
avaliacdo de extravasamento de eletrélitos, junto com o aumento do contetdo de MDA
sugerem que a remocdo parcial das vesiculas apresenta maior probabilidade de estresse
oxidativo. E dentre a atividades enzimaticas avaliadas a atividade da APX é um dos
principais mecanismos adotados pela Atriplex nummularia na desintoxicacdo de H2O>.

Palavras-chave: fotossintese, erva sal, halofitas, enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

Halophytes are plants capable of growing in saline environments, which present
physiological and morphological adaptations, overcoming the effects caused by the high
concentration of salts. Among the mechanisms adopted by this type of plant, epidermal
bladders play a fundamental role, being responsible for the accumulation of toxic ions in
their structures and providing tolerance to salinity. Thus, the objective of this research is
to evaluate the influence of bladders cells on halophyte Atriplex numularia submitted to
irrigation with waters of three different levels of osmotic potential (-0.1; -1.4 and -
2.7MPa) formulated from NaCl ( 0; 300 and 600mmol L-1) , having plants with epidermal
bladders and plants partially absent from these bladders cells. For this, a randomized
block design in a 3 x 2 factorial scheme with five replications was adopted, totaling 30
experimental units. Gas exchanges (liquid photosynthesis, stomatal conductance,
transpiration, internal carbon and water use efficiency), chlorophyll a fluorescence
(initial, maximum, variable and quantum yield) and oxidative stress markers (electrolyte
leakage, content concentration, H-O2 concentration and enzymatic activity of superoxide
dismutase, catalase, ascorbate peroxidase). Gas exchange was strongly influenced by the
increase in NaCl concentrations, derived from an adaptive response of the species to
salinity. The presence of trichomes was able to regulate stomatal processes so that the
plant maintains its photosynthetic performance. Chlorophyll fluorescence data
demonstrated the integrity of the photosystem component (FSII) even with the removal
of bladders cells and elevated salinity. enzymes lack completion. Among the enzyme
activities evaluated, APX activity is one of the main mechanisms adopted by Atriplex
nummularia in the detoxification of H20o.

Keywords: Epidermal bladders, salinity, halophytes
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1 INTRODUGCAO

O estresse salino é um dos principais fatores responsaveis pela redugdo da
produtividade em éareas agricolas (SILVA et al., 2018). A salinizacdo do solo apresenta
efeitos diretos no crescimento e na produtividade das plantas, primeiramente com o
aumento do estresse osmotico, seguido de um acumulo desequilibrado de ions causando
toxicidade (MINHAS et al., 2020).

O efeito osmético causado pela salinidade do solo € reflexo de presenca da alta
concentracdo de sais, aumentando a pressdo osmdtica e dificultando a absorcéo de dgua
e de nutrientes para as plantas, induzindo um estado de seca e dificultando a
osmorregulacdo (DEINLEIN et al., 2014; LITALIEN; ZEEB, 2020).

O estresse secundario decorrente da salinidade é o estresse oxidativo,
caracterizado pela toxicidade de ions, acarretando, além de injurias na epiderme foliar, o
descontrole metabdlico envolvendo processos como fotossintese, respiracdo e o
metabolismo celular em geral (DIAS et al., 2016).

Desta forma, para sobreviver em ambientes salinos, algumas plantas
desenvolveram adaptacdes altamente eficientes, como mecanismos bioquimicos,
anatomicos e moleculares (KIANI-POUYA et al., 2017).

As plantas hal6fitas, por exemplo, sdo potencialmente mais tolerantes a
salinidade, por possuirem estratégias mais eficientes, uma vez que, além de apresentar
maior expressao dos mecanismos de tolerancia bioguimicos e fisioldgicos, muitas
haléfitas realizam a compartimentacdo dos ions no vacutolo e pela excregdo em tricomas
vesiculares localizados na epiderme das folhas, como a Atriplex nummularia (DE
SOUZA et al., 2012; SILVA et al., 2018).

O mecanismo de compartimentalizacdo e excrecdo impede que 0s ions tdxicos
absorvidos pela planta na presenca de altas concentragdes de sais atinjam 0s processos e
as funcdes essenciais destas, sendo extremamente importante na tolerancia da salinidade
nas espécies halofitas (SHABALA; BOSE; HEDRICH, 2014).

Além disso, para lidar com esses disturbios metabdlicos as plantas dispdem de um
complexo sistema de protecdo antioxidante, representado por pigmentos, antioxidantes
de baixa massa molecular e enzimas catalisadoras de reacGes de eliminagéo
(desintoxicacao) de Espécies Reativas de Oxigénio - EROs (SILVEIRA et al., 2016).

Diante disto, a presente pesquisa tem como objetivo verificar a contribuicdo dos
tricomas vesiculares de A. nummularia sob condicéo de salinidade, atraves de avaliagdes
de parametros fisiologicos e bioguimicos como as trocas gasosas, a fluorescéncia da

clorofila a e das enzimas antioxidantes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal e Local do Experimento

As mudas de Atriplex nummularia foram propagadas por estaquia, utilizando uma
unica matriz proveniente do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA). Estas, foram
inicialmente cultivadas em sacos de polietileno com capacidade de 0,5dm?3, contendo
areia lavada como substrato e irrigadas diariamente com solucéo nutritiva de Hoagland,
Arnon (1950) a %2 de forca i6nica.

Aos 60 dias apos a confeccdo das mudas, realizou-se o transplantio, para vasos de
com capacidade de 5 dm® com areia lavada, nos quais permaneceram por mais 60 dias até
o inicio da imposicdo dos tratamentos salinos.

O experimento foi conduzido em ambiente protegido do Departamento de
Agronomia, situado no campus sede da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), localizado em Recife-PE (8°04°03"" de latitude sul, 34°55°00"" de longitude
oeste e altitude de 4 m).

2.2 Elaboracéo e manejo da agua de irrigacéo

As solucbes de irrigagdo foram confeccionadas com solugdo nutritiva de
Hoagland, Arnon (1950) correspondente ao potencial osmético de -0,1MPa e solugéo
nutritiva suplementada com NaCl (300 e 600mmol L), correspondente aos potenciais
osmaticos -1,4 e -2,7 MPa, obtidos através da leitura de osmolalidade, com auxilio do
osmometro de pressdo de vapor e calculados a partir da equacao de Van’t Hoff (Equagao
1).

Yo = — RTC Equacao (1)
Em que:

R= Constante geral dos gases (0,00831 kg MPa mol* K1)
T= Temperatura em Kelvin (K)
C= Concentragdo do soluto (mol kg™)

Com o objetivo de evitar choque osmdético, o estabelecimento dos tratamentos foi
realizado gradativamente, em incrementos diarios de 25 e 50 mmol de solugéo nutritiva
de Hoagland, Arnon (1950) suplementada com NaCl até atingir as concentracdes
propostas em 12 dias. Além disso, foram irrigadas plantas com solucdo nutritiva e

auséncia de NaCl que foram adotadas como controle. A irrigacdo foi realizada
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diariamente ao final da tarde, com volume suficiente para haver drenagem e manutengéo

dos potenciais propostos no sistema.
2.3 Remocao dos tricomas

No inicio e aos 25 dias de tratamento, parte das plantas irrigadas tiveram parte
dos seus tricomas vesiculares das faces (abaxial e adaxial) de todas as folhas, removido
de forma cautelosa usando um pincel macio.

Com isto, dois tipos de tratamentos foram realizados nas plantas (Figura 1): no
primeiro as plantas permaneceram intactas, ou seja, 0s tricomas vesiculares ndo foram
removidos através da escovacdo com pincel (abreviadas como Ndo Escovadas - NES). J&
no segundo tratamento, as plantas foram submetidas a escovagdo com pincel um dia antes

do inicio e aos 25 dias de tratamento salino (abreviado como Escovadas - Es).

Figura 1 — Ramo de Atriplex nummularia escovados (Es) e ndo escovados (NEs) e em
destaque imagem da epiderme de folhas

2.4 Confeccdo de laminas e densidade de tricomas

Para garantir que o procedimento utilizado para a remocdo dos tricomas
vesiculares ndo tenha causado nenhum dano a epiderme, a mesma foi analisada através
da confeccdo de cortes anatomicos.

Foram confeccionadas laminas semipermanentes contendo cortes
transversais de folhas de A. nummularia realizados a mao livre. Os cortes foram
descoloridos com hipoclorito de sédio, corados com azul de metileno (1%) e fixados
nas laminas com glicerina (50%) para observacéo da integridade do mesofilo apos a
escovacdo (Figura 2).
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Figura 2 — Cortes transversais de Atriplex nummularia submetida a escovacéo,
destacando o mesofilo foliar (A) e mesdfilo proximo a nervura central (B).

Para observacao da epiderme foi realizada a dissociacdo epidérmica das folhas de
A. nummularia da regido do apice, terco médio e base com hipoclorito de sédio a 60%,
em seguida coradas com azul de metileno (1%) e fixadas nas laminas com glicerina
(50%).

As laminas foram observadas através de microscopio foténico acoplado a uma
camera para a captura de imagens, para contabilizar a densidade de tricomas em cada

tratamento com auxilio do programa Image J (Figura 3).

Figura 3 — Lamina da epiderme foliar de Atriplex nummularia ndo escovada face
adaxial (A) e face abaxial (C), escovada face adaxial (B) e face abaxial (D), detalhes da
estrutura dos tricomas vesiculares: cabeca “Ch”, pedunculo “Pd”, estdmato “ESt”.
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2.5 Metabolismo fotossintético
2.5.1 Trocas Gasosas

As avaliacgdes das trocas gasosas das plantas foram realizadas aos 7 e 30 dias ap0s
a imposicdo dos tratamentos salino, medindo-se a Fotossintese liquida (A), condutancia
estomatica (gs), a transpiracdo (E), carbono interno (Ci) por meio de um Analisador
Portétil de Gé&s Infravermelho (IRGA), modelo LICOR Li- 6400, sendo calculando
posteriormente a eficiéncia do uso da &gua (EUA - A/E).

As leituras foram realizadas entre 8 e 11h, com auxilio de cdmara de luz sendo o
sistema ajustado para fornecer uma radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) de 1800
umol m? s, temperatura do bloco de 2°C, umidade relativa do ar de referéncia variavel
na faixa de 50 a 60% e a concentracdo de CO- do ar de referéncia de 400 umol m?s™, a

fim de padronizar as condic6es de leitura.

2.5.2 Fluorescéncia da Clorofila

A fluorescéncia da clorofila foi realizada aos 7 e 30 dias apds o inicio do
tratamento salino determinada com um fluorémetro portatil (Modelo Fluorpen FP 100)
em folhas ndo destacadas, sadias e totalmente expandidas da regido do terco médio da
planta. Foram amostradas folhas expostas ao sol dos ramos selecionados de todos os
individuos, selecionando-se sempre uma Unica folha por planta.

O procedimento iniciou-se pincando uma regido circular da folha (local de
determinacdo da fluorescéncia) por um periodo de 30 minutos (Figura 4). Esse
procedimento é importante por promover a abertura dos centros de reagdo do PSII.

A fluorescéncia inicial (FO) foi determinada a partir da incidéncia de um pulso de
luz modulada de baixa intensidade (< 0,1pmol m™ s*) para ndo repercutir em influéncias
na fluorescéncia variavel. A fluorescéncia maxima (Fm) foi obtida a partir da incidéncia
de um pulso de luz saturante 0,3s de duracdo. A Fv foi determinada pela diferenca entre
Fm e FO. A partir dos resultados de Fv e Fm obteve-se a relagdo Fv/Fm.
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Figura 4 — Aclimatacéo das folhas ao escuro para determinagéo de fluorescéncia da
clorofila a com auxilio de fluorémetro portatil.

2.6 Metabolismo antioxidante
2.6.1 Extravasamento de eletrélitos

A integridade da membrana celular foi avaliada por meio da observacdo do
vazamento de eletrdlitos do tecido foliar. Para isso, foram coletados 20 discos foliares,
tendo 1 cm de didmetro cada, os quais ficaram imersos em 30 ml de agua destilada por
24 horas. Passado esse tempo, realizou-se a primeira leitura de condutividade elétrica
livre (CL), com auxilio de um condutivimetro de bancada. Apds esta leitura, as mesmas
amostras foram submetidas a banho maria a 95°C por uma hora, para posterior leitura da
condutividade elétrica total (CT). De posse dos dados, calculou-se a porcentagem de
extravasamento de eletrélitos conforme equacdo 2 (VASQUEZ-TELLO et al., 1990).

PEE =< x100 Eq. 2
CT

2.6.2 Extracdo para avaliacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio (H20z2) e
determinacédo de peroxidacao lipidica (MDA)

Aos 30 dias de estresse salino, foram coletadas folhas totalmente expandidas do
terco médio das plantas, congeladas, maceradas em &cido tricloroacético (TCA) 0,1%
juntamente com 20% de PVPP (polivinilpolipirrolidona). A solugdo extraida foi
centrifugada a 10.000g a 4°C por 5 minutos e 0s sobrenadantes obtidos foram separados
em microtubos e congelados em freezer a -20°C para posterior avaliacao.
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2.6.2.1 Conteudo de Perdxido de Hidrogénio

A partir do sobrenadante obtido na extracéo, retirou-se 200 uL da amostra e foi
adicionado a esta 200 pL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 uL de
solucdo 1 M de iodeto de potassio. As amostras permaneceram em gelo e no escuro,
durante uma hora. Passado este periodo, as amostras foram retiradas do gelo e mantidas
em temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo, e em seguida, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (Figura 6) a 390 nm (LORETO; VELIKAVA, 2001). Os

resultados expressos em pmol g * MF.

2.6.2.2 Peroxidacédo Lipidica

A peroxidagdo de lipideos foi avaliada através da mensuragdo do contetdo de
malondialdeido (MDA), o qual é um produto da peroxidacao lipidica. Do sobrenadante
obtido na extracgdo retirou-se uma aliquota de 250uL e pipetou-se em tubos criogénicos
contendo 1mL de solugdo de &cido tiobarbitirico (0,5%) e &cido tricloroacético (20%).
Esta solucédo foi mantida em banho-maria a 95°C durante 30 minutos e em seguida, passou
por rapido resfriamento por 10 minutos. Apos esse tempo, a solucdo foi centrifugada a
10.000g por 10 minutos e realizou-se a leitura em espectrofotbmetro nos comprimentos
de onda de 535 e 600 nm (HEATH; PACKER, 1968). A peroxidacao lipidica foi expressa
em nmol (MDA) g MF.

2.6.3 Extracdo para avaliacdo da atividade enzimatica

Para extracdo das proteinas, também aos 30 dias de estresse salino, foram
coletadas folhas totalmente expandidas do terco médio das plantas, congeladas e
maceradas em nitrogénio liquido e extraidas em solucdo tampéo de extracdo (pH 7,0)
contendo fosfato de potassio, 1,4 — dithiothreitol e acido etilenodiamino tetra-acético,

A solucdo extraida foi centrifugada a 10.000g a 4°C por 20 minutos e 0s
sobrenadantes obtidos foram separados em microtubos e congelados em freezer a -20°C
para posterior avaliagdo. Toda as enzimas foram expressas em U mg™ de proteinas, sendo

a concentracao das proteinas totais determinada segundo o método de Bradford (1976).

2.6.3.1 Atividade da Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase foi determinada em em meio de reacédo
constituido de 1765 pL de 154 tampao fosfato de sddio (85 mmol/L), 780 uL de metionina
(50 mmol/L), 225 pL de nitro blue tetrazolium (1 mmol/L), 30 uL. de EDTA (10 mmol/L)
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e 150 pL de riboflavina (0,1 mmol/L) foi adicionada a 50uL do extrato da amostra em
tubos de ensaio (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).

A producdo de formazana azul proveniente da reducdo do NBT em presenga de
luz € maxima na auséncia da enzima. A atividade da SOD esta relacionada a capacidade
da enzima presente no extrato em inibir a producéo de formazana azul e uma unidade de
SOD é a quantidade de enzima requerida capaz de reduzir em 50% a produgdo de
formazana azul. A producdo de formazana proveniente da reducdo do NBT em presenca
de luz foi lida em espectrofotdbmetro a 560 nm e a atividade da SOD foi cauculada com

base na capacidade catilica da unidade enzimatica em inibir a formacéo da formazana.

2.6.3.2 Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada em meio de reagédo
constituido por 100uL do extrato enzimatico, 2,7mL do tampdo fosfato de potassio
(50mmol/L — pH 6,0) contendo ascorbato (0,5 mmol/L) e 200 uL peroxido de hidrogénio
(0,2 mmol/L). A atividade da APX foi monitorada pela taxa de oxidagédo do ascorbato a
290 nm em espectrofotdmetro (NAKANO; ASADA, 1981).

2.6.3.3 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada em um meio de reacdo constituido
por 50 uL do extrato enzimdtico; 2,95ml do tampao fosfato de potassio (50mmol/L — pH
7,0) e peroxido de hidrogénio (20 mmol/L). A atividade da CAT foi monitorada pela
decomposicdo do H»O, através da mudanca na absorbancia lida a 240 nm em
espectrofotometro (HAVIR; MCHALE, 1987).

2.7 Anélise de Dados

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, e
analisado em esquema fatorial (3x2) relativo a trés niveis de potencial osmético (-0,1; -
1,4 e -2,7 MPa) e plantas com tricomas vesiculares (ndo escovadas (NESs)) e plantas com
remocao parcial dos tricomas vesiculares (escovadas (Es)). Cada tratamento com cinco
repeticdes totalizando 30 unidades experimentais.

Os dados foram tabulados, submetidos a analise de variancia (ANOVA) e

comparagao de média por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Remogéo dos Tricomas

Foi verificado, mediantes testes, que a metodologia utilizada para a remocéo
completa dos tricomas vesiculares resultou na morte das plantas, divergindo assim do
apresentado por Kiani-Pouya et al. (2017), que utilizou metodologia semelhante com as
halofitas quinoa e Atriplex lentiformis e ambas ndo sofreram danos fisioldgicos ou
bioquimicos.

Diante disso, procedeu-se 0 experimento realizando a remocdo parcial dos
tricomas. A partir da técnica utilizada e a contabilizacdo dos tricomas existentes apds a
escovacao, foi possivel observar uma reducdo cerca de 30 % dos tricomas em relacéo as
plantas ndo escovadas (Figura 5).
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Figura 5 — Densidade dos tricomas vesiculares de Atriplex nummularia apds a
segunda remocao aos 25 dias de tratamento salino. Em destaque a porcentagem
de remocé&o dos tricomas obtida com a escovacao.

3.2 Metabolismo fotossintético

A conduténcia estomatica (gs) das plantas de A. nummularia foram fortemente
influenciadas pelo estresse salino apresentando uma diminuicdo com o potencial
osmotico mais negativo das solucbes de irrigacdo nos dois momentos de avaliacéo,
reduzindo em maior proporg¢éo aos 30 dias de estresse, com diferengas de 70 e 78% das
plantas irrigadas com solucgéo de -1,4 e -2,7MPa respectivamente quando comparadas as
plantas controle (Figura 6).
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Da mesma maneira, a transpiracao (E) das plantas também sofreu uma reducao
com o aumento da concentracdo de sais nos dias avaliados, esse tipo de repostas pode

estar diretamente relacionado com o fechamento estomatico.
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Figura 6 — A - Condutancia Estomatica (gs), B - Transpiracéo (E) e C - Assimilagdo
fotossintética de CO2 (A) em plantas de Atriplex nummularia escovadas (ES) e nao
escovadas (NEs) aos 7 e 30 dias de estresse salino. Letras iguais, maiusculas entre os
potenciais e minusculas entre escovagdes, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A assimilacdo fotossintética de CO (A) das plantas de A. nummularia foram
fortemente influenciadas pelo potencial osmético mais negativo (Figura 6), apresentando
ja aos 7 dias de estresse uma tendéncia decrescente, o que se manteve aos 30 dias,
chegando a reduzir 64 e 75% da assimilacdo fotossintética para as nas plantas irrigadas
com solucdo de -1,4 e -2,7MPa respectivamente.
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Resultados semelhantes foram observados por Geissler et al. (2015) trabalhando
com a mesma espécie, as quais apresentaram uma reducdo na taxa de assimilacdo
fotossintética de 75% para o tratamento com 750 mmol de NaCl sob concentragdo
ambiente de CO..

A resposta estomatica geralmente ocorre antes da inibicdo da fotossintese
limitando a disponibilidade de CO2 no cloroplasto, sendo este 0 mecanismo de defesa
provavelmente mais importante que limita a fixagé&o de carbono (OLIVEIRA etal., 2017).

A reducdo da condutancia estomatica é resultado do mecanismo de defesa das
plantas frente a salinidade, uma vez que estas apresentam uma alta eficiéncia na abertura
e fechamento dos estdmatos, refletindo diretamente, no aumento da eficiéncia de uso da
agua e auxiliando na manutencdo do status hidrico da planta (TAIZ et al., 2017).

A reducdo da assimilagdo fotossintética de CO2 com o incremento da concentragdo
de sal pode ser a atribuida ao fechamento estomatico, induzido pela salinidade, causando
um desbalanco no processo de fotossintese e excesso de energia no sistema de captagdo
de luz, podendo resultar no aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(SILVA et al., 2010; SILVEIRA et al.,2016).

Quanto a remocdo parcial dos tricomas, de modo geral, os valores de gs, E e A
(Figura 6), ndo apresentaram diferenca significativa, exceto para as plantas controle que
apresentaram uma reducdo de 36, 40 e 17% respectivamente, dos valores obtidos pelas
plantas NEs quando comparadas a Es aos 7 dias de estresse salino e 19 e 28% para a gs e
E aos 30 dias de estresse salino.

Também foi observado diferenca significativa para estas variaveis nas plantas
irrigadas com solugéo -1,4MPa aos 7 dias de estresse salino, na qual os valores das plantas
NEs aumentaram 22% para a gs, 40% para E e 27% para A em relacéo as Es.

Kiani-Pouya et al, (2019) investigando papel dos tricomas vesiculares no padréo
estomatico na tolerancia a salinidade em plantas de quinoa, verificaram que plantas de
quinoa regulam o processo de transpiracao e entrada de CO; através do comprimento dos
estdmatos, observando que este diminuiu em média 30% em todos o0s acessos estudados.

Desta forma, no presente estudo, 0 comportamento semelhante das variaveis
apresentadas sugere que as respostas obtidas foram resultado do fechamento estomatico.
Além disso, induz que a presenca dos tricomas sdo capazes de regular 0S processos
estomaticos de forma que a planta mantenha seu desempenho fotossintético.

Isso € observado aos 7 dias de estresse, no qual as plantas NEs matem constante
as variaveis de A, gs e E nas plantas controle e irrigadas com solugdo de -1,4MPa

reduzindo em maior proporcao para as plantas irrigadas com maior concentracao de NaCl
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e as Es apresentam essa reducdo de forma mais brusca. Ja aos 30 dias 0 comportamento
entre as plantas Es e NEs apresentam-se de forma semelhante exceto nas plantas controle
na qual sugerem que a maior densidade de tricomas reduziu a abertura estomatica.

A concentragéo interna de CO; (Ci) das plantas de A. nummularia apresentaram,
uma diminuicdo com o incremento da salinidade para as plantas Es e mantiveram

constante para as NEs aos 7 e 30 dias de estresse (Figura 7).
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Figura 7 — A - Concentracéo interna de CO> (Ci) e B - eficiéncia do uso da dgua (EUA)
em plantas de Atriplex nummularia escovadas (Es) e ndo escovadas (NEs) aos 7 e 30
dias de estresse salino. Letras iguais, mailsculas entre os potenciais e mindsculas entre
escovacoes, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Ja os resultados da eficiéncia do uso da agua (EUA) mantiveram-se constantes
para todos os tratamentos em ambas leituras, exceto para as plantas irrigadas com solugédo
de -2,7 MPa aos 30 dias de estresse salino (Figura 7).

Resultado semelhantes foram também relatados por Rangani et al. (2016),
trabalhando com a haléfita Salvadora persica sob altas concentracdo de sais, as quais
apresentaram reducdes na gs e E sob as salinidades de 750 e 1000mmol de NaCl e
permaneceram inalterados os valores de C j e EUA intercelular.

Oliveira et al., (2016) investigando estresse salino ao longo do tempo em plantas
de A. nummularia também observou um aumento da concentragdo interna de CO- aos 15

e 30 dias de estresse salino para as concentragfes de 300 e 600mmol de NaCl.
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Quanto a remocéo dos tricomas, foi possivel observar diferenca significativa para
as plantas controle e irrigadas com solugédo de -1,4MPa aos 7 e 30 dias de estresse, nas
quais as plantas Es apresentaram valores de Ci maiores que as plantas NEs.

Para a EUA nenhum dos dias avaliados apresentou diferenca significativa quanto
a remocdo parcial dos tricomas. Além disso, de maneira geral, o tratamento de -1,4MPa
apresentou maiores médias de EUA sugerindo que este tratamento oferece condicdes
vantajosas no desenvolvimento da espécie A. nummularia.

O aumento da Ci acompanhada do decréscimo da gs induzindo que o fechamento
dos estdmatos seria o fator principal da limitacdo do desempenho fotossintético, o que
pode acarretar a reducdo da capacidade do mesofilo de assimilar carbono (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

A fluorescéncia da clorofila pode ser usada como sonda para a atividade
fotossintética bem como para monitorar processos regulatorios que afetam o fotossistema
Il (FSH) (KALAJI et al., 2017). De maneira geral a remocdo parcial dos tricomas
influenciaram significativamente nos parametros de fluorescéncia da clorofila
apresentando valores superiores para as plantas Es, sugerindo uma sensibilidade destas

ao estresse imposto (Figura 8).
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Figura 8 — Fluorescéncia inicial (Fo), Maxima (Fm), Variavel (Fv) em plantas de
Atriplex nummularia escovadas (ES) e ndo escovadas (NEs) aos 7e 30 dias de
estresse salino. Letras iguais, minasculas ao longo do tempo e maiusculas entre 0s
potenciais, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A Fo apresentou um aumento para as plantas irrigadas com solucdo de potenciais
mais negativos, principalmente com a maior concentragdo de sais, apresentando aumento
de 35% para plantas irrigadas com solucéo de -2,7Mpa aos 30 de estresse salino (Figura
8).

Para a Fm o tratamento salino ndo apresentou diferenca significativa. Entretanto,
foi possivel observar que as plantas submetidas a escovacdo apresentaram valores 10%
superior as plantas NEs diferindo entre si estatisticamente aos 7 e 30 dias de estresse

salino.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Melo; De Souza; Cunha, (2017)
trabalhando com a mesma espécie sob niveis crescentes de salinidade.

A Fo indica ativacdo das reacdes fotoquimicas, pois é o primeiro estimulo na
exposicdo imediata a luz, subindo para o nivel minimo de fluorescéncia que € obtido
quando os centros de reacdo do Fotossistema Il (FSII) apresentam-se no estado aberto
(BAKER; ROSENQVST, 2004).

Desta forma, aumentos na Fo pode indicar o comprometimento dos centros de
reacdo do FSII ou problemas na transferéncia da energia de excitacdo da antena para 0s
centros de reacdo (GUO et al., 2015).

A remocdo parcial dos tricomas proporcionou valores de Fo mais altos em relacéo
as plantas NEs, principalmente aos 30 dias de estresse salino, onde observou-se este
crescimento para todos os niveis salinos estudados.

Diante disto, os dados obtidos sugerem que a presenca dos tricomas vesiculares
contribuiu de maneira positiva nas rea¢des fotoquimicas, apresentando valores de Fo mais
baixo quando comparadas as plantas escovadas.

A Fm representa a intensidade maxima da fluorescéncia, quando praticamente toda
a quinona é reduzida e os centros de reacdo atingem sua capacidade maxima de reagdes
fotoquimicas (BAKER; ROSENQVIST, 2004; SILVA et al., 2015).

Desta forma, quanto maior sua taxa em relagéo a Fo, maior o fluxo de elétrons no
FSII até o centro de reacdo, que é representado pela diferenca entre Fm e Fo, resultando
na Fluorescéncia Variavel (Fv) (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

Como apresentado na Figura 8, para a Fv, o tratamento com maior concentracao
de NaCl, apresentaram um decréscimo aos 30 dias de estresse em relacdo as plantas
controle. N&o foi possivel observar diferenca significativa quanto a remocao das vesiculas
na Fv, exceto para as plantas irrigadas com maior concentracdo de sais aos 30 dias, na
qual observou-se uma reducéo de 42% no valor de Fv das plantas NEs.

Como os valores de Fm, foram superiores aos de Fo, a Fv se manteve alta, ndo
ocasionaram deficiéncia na fotorreducdo da quinona A (QA) nem no fluxo de elétrons
entre os fotossistemas (TATAGIBA et al., 2014).
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O rendimento quantico maximo fotoquimico primaria, dado pela razdo Fv/Fm, se
manteve estavel ao longo do tempo, para todos os tratamentos, bem como quanto a
remocdo parcial dos tricomas, como observado na Figura 9, exceto para as plantas

irrigadas com solucdo de -2,7Mpa que apresentou uma diminuicdo em relacdo as demais

aos 30 dias.
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Figura 9 —Rendimento Quantico Maximo (Fv/Fm) em plantas de Atriplex
nummularia escovadas (Es) e ndo escovadas (NEs) aos 7e 30 dias de estresse salino.
Letras iguais, minusculas ao longo do tempo e mailsculas entre os potenciais, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Esse parametro é geralmente bem aceito como uma medida para o status dos
centros de reacdo do FSII (KALAJI et al., 2017). Baixos valores de Fv/Fm estdo
relacionados com a reducdo das taxas de transporte de elétrons, resultando em baixos
valores de eficiéncia quantica do fotossistema Il (BACELAR et al., 2007).

Apesar disso, de modo geral, salinidade, bem como a remoc¢do parcial dos
tricomas parece nao afetar fotoquimica primaria do FSII, como demonstrado pela falta de
alteracdo na Fv/Fm. Isso é evidenciado nos altos valores de Fm, uma vez que quanto mais
o valor de Fv se aproxima de Fm, mais proximo a planta esta de seu estado étimo de
realizacdo de fotossintese (MURCHIE; LAWSON, 2013).

Além disso, alguns autores sugerem que a falta de alteracdo no parametro Fv/Fm
frente a salinidade € resultado de gendtipos resistentes nas investigagdes (MISRA;
SRIVASTAVA,; STRASSER, 2001; STEFANOV et al., 2016).
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3.3 Metabolismo antioxidante

Em relagéo a integridade das membranas, as plantas Es apresentaram valores 50%

maiores para o extravasamento de eletrélitos que as plantas NEs (Figura 10).
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Figura 10 - Extravasamento de eletrolitos (EE) em plantas de Atriplex nummularia
escovadas (Es) e ndo escovadas (NEs) aos 30 dias de estresse salino. Letras iguais,
mailsculas entre os potenciais e minuasculas entre escovacdes, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O extravasamento de eletrolitos é considerado um sinalizador fisiolégico do grau
de injaria sob condicdes de estresse (GAO et al., 2011), e associados ao conteddo de
MDA possibilita a avaliacdo da peroxidacao lipidica da membrana.

Esta variavel é um indicador util da producdo de EROs em plantas impostas a
condi¢des ambientais adversas, como alta salinidade (RANGANI et al., 2016). Dessa
forma, os resultados obtidos sugerem que as plantas submetidas a escovacdo podem ser
mais propensas a estresse oxidativo.

O conteudo de MDA aumentou com o incremento das concentragdes de NaCl para
as plantas Es, em contraste a isto, as plantas NEs mantiveram o contetido de MDA mesmo
com o incremento da salinidade, ndo apresentando alteracGes significativa no nivel de
peroxidacao lipidica medido em termos de conteddo de MDA (Figura 11), o que sugere
que a integridade das membranas celulares foram mantidas, uma vez que ndo houve

acumulo de radicais livres que levam a peroxidacdo dos lipidios de membrana.
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Figura 11 — Concentracdo de malondialdeido (MDA) em plantas de Atriplex
nummularia escovadas (Es) e ndo escovadas (NEs) aos 30 dias de estresse salino. Letras
iguais, maiusculas entre os potenciais e minusculas entre escovacgdes, ndo diferem entre

si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes, de manutencdo nos valores de peroxidagdo lipidica,
foram relatados por Rangani et al. (2016) trabalhando com a haléfita Salvadora persica,
submetidas a altas concentracdes de NaCl. Panda et al. (2017), investigando a tolerancia a
salinidade e arsénio da haléfita Suaeda maritima, sugeriram que esta manutencao seria
resultado de um sistema eficiente de eliminacgéo de EROS.

De maneira geral, as plantas de A. nummularia submetida a crescentes niveis de
salinidade e remocdo parcial dos tricomas apresentaram altos valores de perdxido de
hidrogénio, variando entre 0,02 a 0,06 pmol g-! MF.

O conteudo de perdxido de hidrogénio (H202) no presente estudo, foi
inversamente proporcional ao extravasamento de eletrélitos, como observado na Figura
12, com um incremento de 50% das plantas NEs sob as Es. Entretanto, com o incremento

da salinida n&o apresentaram diferenca significativa.
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Figura 12 — Concentracéo de peréxido de hidrogénio (H202) em plantas de Atriplex
nummularia escovadas (Es) e ndo escovadas (NEs) aos 30 dias de estresse salino. Letras
iguais, maiusculas entre os potenciais e minusculas entre escovacdes, ndo diferem entre

si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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O perdxido de hidrogénio € um oxidante muito forte e que pode induzir numerosos
efeitos toxicos em plantas, fazendo-se necessaria a remocao rapida e eficiente para evitar
seus efeitos nocivos e tdxicos nas plantas (PARVEZ et al., 2020).

A manutencdo dos teores de H>O, em haldfitas submetidas a salinidade pode ser
atribuido aos efeitos cumulativos de ambos os antioxidantes enzimaticos e néo
enziméticos (PANDA et al., 2017).

Na figura 13, foi observado que a atividade da SOD das plantas submetidas a
escovacao foi reduzida quando irrigadas com solucédo de -1,4MPa e aumentadas para as
plantas irrigadas com solucdo de maior salinidade. Para as plantas NEs, o comportamento

foi inverso, aumentando para solucédo de -1,4MPa e diminuindo para solucdo de -2,7MPa.
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Figura 13 — Atividade da superdxido dismutase (SOD) em plantas de Atriplex
nummularia escovadas (Es) e ndo escovadas (NEs) aos 30 dias de estresse salino. Letras
iguais, maiusculas entre os potenciais e minusculas entre escovacdes, ndo diferem entre

si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Entre as enzimas antioxidantes, a SOD constitui a primeira linha de defesa contra
EROs em plantas (ABBAS et al., 2018). Uma diminuicdo na sua atividade com o
incremento da salinidade, como apresentado para as plantas ndo escovadas pode ser
atribuida uma maior utilizagdo da enzima para sequestrar radicais O2 ou devido a sintese
minima das isoformas de SOD em altas concentragdes de sal (RANGANI et al., 2016 ).
O produto da atividade de SOD e 0 H202, que € eliminado por conversédo em H20
em reacOes subsequentes, sendo regulado por varias enzimas, como a CAT, APX e GPX
(DE AZEVEDO NETO et al., 2006).
Nesse estudo, a atividade da CAT permaneceu inalterada tanto para as plantas com
tricomas, quanto as com remogédo parcial dos tricomas, ndo apresentando diferenca
significativa entre si, exceto para as plantas NEs e irrigadas com solucdo de -1,4MPa,

apresentando uma reducdo de 50% em relacdo as plantas controle (Figura 14).
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Semelhante a atividade da CAT, a APX permaneceu inalterada com o aumento da
concentracdo de NaCl, ndo diferindo também quanto a remocao dos tricomas. Entretanto,
apresentou um aumento de 300 umol H02 min? mg™? proteina para o tratamento com
solucdo de -1,4MPa. Além disso, apesar de apresentarem comportamentos semelhantes,
a atividade da APX foi 1100 vezes maior que a CAT.
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Figura 14 — Atividade da catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) em plantas de
Atriplex nummularia escovadas (ES) e ndo escovadas (NEs) aos 30 dias de estresse
salino. Letras iguais, maiusculas entre os potenciais € minusculas entre escovacées, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Benzati et al.,(2012) estudando estresse salino em Atriplex portulacoides inferiu
gue uma razao para a atividade da CAT se manter inalterada nas folhas é resultado de que
a quantidade relatada foi o suficiente para lidar com o estresse imposto ou a
desintoxicacdo de H202 ndo depende principalmente de CAT.

Da mesma forma, a atividade de APX em alta salinidade semelhante as plantas
controle, sugere que o APX constitutivamente presente na planta pode ser de um nivel
limiar para desintoxicar o H.O, em cloroplastos e citossol (RANGANI et al., 2016)).

Diante disto, os dados apresentados da atividade da APX sugerem que esta € um
dos principais mecanismos adotados pela Atriplex numuléria na desintoxicacao de H2O>.
Uma vez que sua alta atividade da APX parece auxiliar na manutencdo do seu potencial
redox e diminuir o acimulo de EROs, evitando danos ao FSII (BENZATI et al.,2012).
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4 CONCLUSAO

As trocas gasosas foram influenciadas reduziram com a elevagdo das
concentracdes de NaCl.

A presenca dos tricomas sdo capazes de regular os processos estomaticos de
forma que a planta mantenha seu desempenho fotossintético.

A integridade do componente do fotossistema Il do cloroplasto das plantas de A.
nummularia néo foi afetada pela salinidade, nem pela remocéo dos tricomas.

Resultados da avaliacdo de extravasamento de eletrolitos, junto com o aumento
do conteddo de MDA sugerem que a remog¢do parcial das vesiculas apresenta maior
probabilidade de estresse oxidativo.

Dentre a atividades enzimaticas avaliadas a atividade da APX apresentou-se
como um dos principais mecanismos adotados pela Atriplex nummularia na

desintoxicacdo de H20a.
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CONCLUSOES GERAIS

Parametros de relacdes hidricas avaliados principalmente quando comparado
metodologias de obtencdo do potencial osmotico evidenciaram que a
compartimentalizagdo de ions em tricomas vesiculares de plantas de Atriplex nummularia
€ um mecanismo de sobrevivéncia de extrema importancia na tolerancia a salinidade.

O aumento nos valores do modulo de elasticidade das plantas de Atriplex
nummularia é resultado de uma rigidez da parede celular que auxilia na manutencao do
turgor das plantas.

A presenca dos tricomas sdo capazes de regular os processos estomaéticos de
forma que a planta mantenha seu desempenho fotossintético, demonstrando a influéncia
dos tricomas ndo apenas na exclusdo de sais, mas na dinamica de morfoanatémica das
superficies foliares.

A remocdo parcial dos tricomas vesiculares em Atriplex nummularia apresentou
uma tendéncia maior ao estresse oxidativo.

A atividade da APX apresentou-se como um dos principais mecanismos adotados

pela Atriplex nummularia na desintoxicagdo de H20,.
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