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RESUMO

As plantas estdo sujeitas a sofrerem com estresses abioticos em seu ambiente, sendo o estresse
salino um dos mais prejudiciais e que pode causar diversas consequéncias negativas nas
plantas que ndo possuem tolerancia. O efeito da salinidade ainda ¢ desconhecido em diversas
espécies de plantas, como € o caso da erva-mate (I/lex paraguariensis), uma planta nativa da
Mata Atlantica pertencente a familia Aquifoliaceae e que possui imensa influéncia cultural,
socioeconomica e ecologica na Regido Sul do Brasil. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar os niveis de tolerdncia e as consequéncias da salinidade em mudas de llex
paraguariensis submetidas a diferentes concentragdes de NaCl. O trabalho foi dividido em
dois experimentos, o primeiro com plantas expostas a cinco concentragdes de NaCl (0 mM,
50 mM, 100 mM, 150 mM e 200 mM), foram realizadas mensuracdes de fluorescéncia da
clorofila a e teores de clorofila; ja no segundo experimento as plantas foram expostas a apenas
uma concentragdo salina (200 mM) e o controle (0 mM), sendo analisados os teores de
clorofila, parametros de fluorescéncia da clorofila a, conteudo relativo de dgua e vazamento
de eletrolitos. Os resultados do presente estudo indicaram que nas plantas tratadas com NaCl,
quando comparadas as do controle, apresentaram reduc¢do nos teores de clorofila e nos
indicadores de eficiéncia fotoquimica. Entretanto, ndo ocorreu reduciao no conteudo relativo
de agua, sugerindo que a erva-mate ndo sofreu as consequéncias do estresse hidrico
relacionadas a salinidade. No geral, a erva-mate se mostrou moderadamente tolerante as
condi¢des salinas em que foi exposta. Esse estudo foi fundamental para entender as
consequéncias da salinidade nessa espécie, com vistas a produgdo da cultura e uma possivel
adaptacao as mudancas climdaticas na regido. Para estudos futuros, sdo sugeridos ensaios
bioquimicos para melhor compreensao dos mecanismos que sdo afetados pelo estresse salino

e estratégias de tolerancia a essa condicao em erva-mate.

Palavras-chave: Salinidade; Estresse osmotico; Toxicidade idnica; NaCl; Fotossintese.



ABSTRACT

Plants are susceptible to suffering from abiotic stresses in their environment, with saline stress
being one of the most harmful, causing various negative consequences in plants that lack
tolerance. The effect of salinity remains unknown in many plant species, including yerba mate
(Ilex paraguariensis), a native plant of the Atlantic Forest belonging to the Aquifoliaceae
family and that holds immense cultural, socioeconomic, and ecological influence in the
Southern region of Brazil. Therefore, the objective of this study was to evaluate the tolerance
levels and consequences of salinity on llex paraguariensis seedlings subjected to different
concentrations of NaCl. The study was divided into two experiments: the first involved plants
exposed to five NaCl concentrations (0 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM, and 200 mM) for
seven days, followed by the measuring of chlorophyll fluorescence and chlorophyll content.
In the second experiment, plants were exposed to a single saline concentration (200 mM) and
a control (0 mM) also for seven days, followed by analyzes of chlorophyll content,
chlorophyll fluorescence parameters, relative water content, and electrolyte leakage. The
results indicated that plants treated with NaCl compared to the control presented a reduction
in chlorophyll content and indicators of photochemical efficiency. However, there was no
reduction in relative water content, indicating that yerba mate probably did not suffer from
water stress consequences related to salinity. Overall, yerba mate showed moderate tolerance
to the saline conditions it was exposed to. This study was key in understanding the
consequences of salinity in this species, particularly for crop production and potential
adaptation to climate change in the region. For future studies, biochemical assays are
suggested to better comprehend the mechanisms affected by saline stress and associated

tolerance strategies in yerba mate.

Keywords: Salinity; Osmotic stress; Ionic toxicity; NaCl; Photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

As plantas estdo sujeitas a sofrerem com mudangas em seus ambientes, que podem
resultar em estresses abioticos. Essa condi¢do ¢ definida como uma perturbagdo que ocorre no
ambiente que acaba dificultando o funcionamento fisioldgico da planta (Munns; Tester, 2008).
O estresse salino ¢ um dos mais prejudiciais as culturas agricolas, pois pode impedir o
crescimento das plantas, além de afetar outros processos tais como a germinacdo, a
fotossintese, os teores de pigmentos fotossintéticos, a relagdo hidrica e a nutri¢do (Parihar
et.al., 2014).

Em geral, os solos salinos sao menos férteis e produtivos, possuem baixa
biodiversidade e prejudicam o cultivo de diversas culturas. Além disso, a salinizagdo do solo
interfere na qualidade da 4agua, pois tende a aumentar a salinidade dos lencodis freaticos.
Atualmente, ha cerca de 833 milhdes de hectares de solos salinos em todo o mundo e a
maioria deles pode ser encontrada em regides aridas e semiaridas da Africa, Asia e América
Latina (ONU, 2021). A ocorréncia da saliniza¢ao nos solos prevalece nessas areas em virtude
dos baixos indices de pluviosidade e das altas temperaturas, que por sua vez provoca intensa
evaporagdo da agua e, por consequéncia, causa a deposi¢do de sais na superficie do solo ao
longo dos anos. Ademais, o uso abundante de adubagdo, a falta de irrigagdo para lixiviar o
excesso de fertilizantes e a continua evaporagdo da agua do solo podem aumentar os teores de
sais na solucao do solo e causar o baixo rendimento das culturas (Dias et. al., 2007). Diante
disso, vé-se um grave problema para a produtividade de varias culturas, ja que a incidéncia de
sais no solo pode causar diversas consequéncias negativas as plantas que ndo toleram
ambientes salinos.

O acumulo de sais na zona radicular pode alterar o pH e interferir na absor¢ao de
nutrientes essenciais para as plantas, ocasionando em déficit nutricional (Medeiros et. al.,
2019). Munns (2005) descreve que o sal presente nos solos pode impedir o crescimento das
plantas por duas razoes, sendo a primeira o déficit hidrico, que ira inibir a absor¢do de agua
pelas raizes e, a segunda a toxicidade i0nica causada pelo excesso de sais nas células, que ira
causar efeitos secundérios na planta.

A sensibilidade e a tolerancia das plantas aos efeitos da salinidade podem variar entre
espécies e cultivares e, além disso, esses fatores dependem das condi¢des climaticas da
regido, do tipo de solo, do método de irrigacao e do estadio de desenvolvimento das plantas
(Dias et. al., 2016). No geral, as plantas podem ser classificadas de acordo com sua tolerancia

a salinidade. As glicofitas sdo a maioria das plantas cultivadas, que ndo se adaptam bem ao
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ambiente salino. Por outro lado, as halofitas sdo aquelas que possuem mecanismos de
adaptacdo para resistir ao sal presente na solucao do solo e todo o ciclo de vida destas plantas
ocorre em ambiente salino (Acosta-Motos et. al., 2017).

Diversos estudos mostraram os efeitos causados por variados niveis de salinidade em
diferentes géneros e espécies de plantas. Por exemplo, Bezerra et. al. (2022) constatou que a
salinidade acarretou problemas para a condutancia estomatica, concentragdo externa de COsq,
transpiracdo e taxa de assimilacdo de CO: em plantas de cafeeiro canéfora 60 dias apds o
transplantio das mudas. Marques et. al. (2011) observou em mudas de pitangueira que, ao
aumentar os niveis de salinidade, houve a reducdo do potencial hidrico nas folhas. Além
disso, nesse mesmo estudo, os autores também concluiram que ao analisar a planta quando
submetida ao estresse a curto prazo, ocorreu diminuicdo da concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos e, quando colocadas a estresse de longo prazo, ocorreu um aumento dos
mesmos. O efeito da salinidade ainda ¢ desconhecido em muitas espécies de plantas,
incluindo algumas com importancia socioecondmica e ecologica, como a erva-mate.

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) € uma espécie nativa da Mata Atlantica
pertencente a familia Aquifoliaceae. Ocorre em regides temperadas e subtemperadas da
América do Sul, abrangendo as regides do Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai, Colombia,
Peru e Equador (Klein; Reis; Reitz, 1988). A planta tem uma grande influéncia econdmica na
Regido Sul devido ao consumo na forma de cha mate ou chimarrdo a partir da infusdo das
folhas da arvore. Assim, a erva-mate ¢ uma espécie muito cultivada visando seu potencial
socioecondmico e cultural (Lorenzi, 2016). A producdo da erva-mate pode ser feita de duas
formas, sendo que a primeira é o extrativismo vegetal, em que ¢ feita a colheita de ramos e
folhas e, a segunda, por meio do plantio em silvicultura (Santos; Vestena, 2022). No Brasil, o
estado do Rio Grande do Sul ¢ o maior responsavel pela producao de folhas de erva-mate,
com cerca de 44% do total nacional. A quantidade de erva-mate produzida a partir da extracdao
vegetal no estado chegou a 441.840 mil toneladas no ano de 2022 (Atlas socioecondmico RS;
IBGE, 2022).

Ademais, além de sua influéncia econdmica, sobrevém também a influéncia ecoldgica
desta espécie. Ha pesquisas que reforcam a efetividade no cultivo de erva-mate em
agroflorestas para a recuperagdo de areas degradadas, especialmente em locais de Reserva
Legal (RL) e Areas de Preservacio Permanente. Por exemplo, Stiebler et. al. (2021) concluiu
que o cultivo de erva-mate em Sistemas Agroflorestais pode ser uma fonte de renda para
pequenos agricultores, além da espécie ser uma estratégia para recuperacdo de algumas areas.

Em estudos realizados no Planalto Norte Catarinense, pesquisadores concluiram que os ervais



11

sdo de extrema importincia para a conservagdo socioambiental, pois podem conservar
remanescentes florestais e espécies com risco de extincdo, além de conectar fragmentos
florestais e manter a conservagao do solo e da 4gua (Denardin; Marques; Reis, 2019).

Ha poucas pesquisas cientificas que avaliam como a espécie llex paraguariensis se
comporta sob estresses abioticos, principalmente exposta a diferentes niveis de salinidade.
Até onde se sabe, este ¢ o primeiro trabalho a analisar erva-mate apds submissdo a uma
condic¢do salina. No entanto, estudos recentes mostraram como essa espécie se comporta sob
estresse hidrico, que ¢ uma das consequéncias do estresse salino. Avico et. al. (2023)
constatou que mudas de Ilex paraguariensis, quando submetidas ao estresse hidrico, realizam
alteracdes morfologicas, bioquimicas e fisioldgicas para lidar com a seca. Além disso,
também ja foi constatado que a pulverizagdo de acido abscisico nas folhas de Ilex
paraguariensis pode aliviar o estresse hidrico diurno através do fechamento estomatico,
promovendo o crescimento das plantas e maior expansdo foliar (Bottini; Mroginski;
Sansberro, 2003). Além disso, ha trabalhos que demonstram como outras espécies do género
Ilex se comportam sob condi¢des de estresse salinos. Yu et. al. (2021) concluiu, a partir de
analise fisioldgica, que as raizes de Ilex integra sdo mais tolerantes aos solos salinos do que as
raizes de Ilex purpurea, indicando que essa espécie pode ser cultivada em ambientes
costeiros. Diante disso, faz-se necessario mais estudos para entender de fato como a erva-mate
se adapta em condigdes de estresse abidtico.

Considerando a influéncia cultural, ambiental e o potencial econdmico que essa planta
possui na Regido Sul, em especial para a regido ao Alto Uruguai Gatcho, e também a
insuficiéncia de pesquisas cientificas que avaliam os efeitos do estresse abidtico na espécie
em questdao, mais especificamente a salinidade, espera-se, com este trabalho, entender melhor
o comportamento da espécie diante dos fatores abidticos, com énfase na tolerancia da
erva-mate em ambientes salinos. Com isso, ¢ possivel favorecer o cultivo e a produtividade

dessa espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do estresse salino em parametros

fisiologicos de mudas de Ilex paraguariensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

[ J

e Avaliar o grau de estresse e/ou tolerancia de Illex paraguariensis a diferentes
concentragdes de NaCl;

e (Caracterizar a condicdo de estresse salino em llex paraguariensis € suas possiveis
respostas a esse estresse;

e Avaliar a eficiéncia fotoquimica de mudas de llex paraguariensis sob condigdes de

estresse salino.
3 METODOLOGIA

3.1 AREAS EXPERIMENTAIS E MATERIAL VEGETAL

O presente trabalho foi desenvolvido em casa de vegetagdo da Area Experimental
localizada na Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Erechim-RS, bem como no
Laboratorio de Bioquimica e Laboratorio de Quimica da Universidade. Mudas de erva-mate
(llex paraguariensis A.St.-Hil.) com idade de aproximadamente 4 meses foram adquiridas de
uma propriedade localizada no municipio de Viadutos-RS, com as coordenadas 27°38'23.5"S
e 52°00'36.5"W. As mudas foram plantadas em vasos de 4 L com substrato de matéria
organica para plantas, identificadas e mantidas em casa de vegetacao para aclimatagdo durante

uma semana antes do inicio dos experimentos.
3.2 INDUCAO E MANUTENCAO DOS TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS
Para o experimento inicial de observacdo dos niveis estressantes de salinidade em

erva-mate (Figura 1), foram testados cinco tratamentos com concentracdes de 0 mM

(controle), 50 mM, 100 mM, 150 mM e 200 mM de NaCl, com uma muda para cada vaso,
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sendo trés repeticdes para cada tratamento. As plantas foram analisadas diariamente e regadas
a cada trés dias com 500 mL de dgua ou solugdo salina em cada vaso, sendo a quantidade
suficiente para atingir a capacidade de campo. O experimento durou uma semana, até o
momento de coleta do material, quando as mudas apresentaram sintomas claros de estresse
através dos parametros avaliados. Nesse periodo foram realizadas mensuragdes de pardmetros
de fluorescéncia e teores de clorofila diariamente no mesmo horario, entre 11:00 e 12:00.
Além disso, no ultimo dia do experimento foi realizada coleta de folhas para a realizagdo das
demais analises.

Para o segundo experimento, foram definidas duas concentragdes, 0 mM (controle) e
200 mM de NaCl, com cinco repeticdes de cada. Foi definido apenas a concentracao de 200
mM para o segundo experimento, visto que foi a concentragdo que mais apresentou
consequéncias decorrente do estresse. O experimento durou uma semana, sendo as plantas
regadas a cada dois dias com 500 mL de agua ou solugdo salina. A partir desse experimento,
foram coletados dados de concentragdo de clorofila, pardmetros de fluorescéncia, conteudo

relativo de dgua e vazamento de eletrélitos (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de metodologia indicando os processos realizados nos dois experimentos.

3.3 PARAMETROS DE FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A

As mensuragdes de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas na segunda, terceira
ou quarta folha totalmente expandida, através dos fluorimetros OS-30p (experimento 1) e
OS-5p+ (experimento 2), ambos da marca Opti-Sciences, seguindo as indicagdes dos manuais
dos aparelhos e as defini¢des propostas por Stirbet et al. (2018) e Strasser e Strasser (1995).
Para isso, as folhas foram aclimatadas ao escuro por no minimo 20 minutos com o uso dos
clipes associados ao equipamento. Os dados obtidos foram de eficiéncia quantica méxima do
fotossistema II (Fv/Fm), fluorescéncia minima (Fo) e fluorescéncia maxima (Fm) para o
fluorimetro OS-30p. Para o fluorimetro OS-5p+, foram avaliados os parametros Fv/Fm,
eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fv/Fo) e indice de performance baseado
relacionado com o transporte de elétrons para o pool de plastoquinonas (Pl,,) através do

protocolo OJIP (Strasser e Strasser, 1995; Stirbet et al, 2018).
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3.4 TEORES DE CLOROFILA

Para analisar os teores relativos de clorofila foi utilizado um medidor de teor de
clorofila SPAD modelo CFL2060 da Falker em folhas jovens totalmente expandidas. Foram
feitas duas leituras em cada repeti¢do, ocorrendo em cada um dos dois lados da nervura
principal da folha. Os dados adquiridos foram de clorofila a, clorofila b e total de clorofila,

sendo ainda calculada a razdo clorofila a/b.

3.5 CONTEUDO RELATIVO DE AGUA E PERCENTUAL DE UMIDADE

O contetdo relativo de dgua e o percentual de umidade indicam a quantidade de agua
presente na folha em relagdo ao seu peso total. Para essas andlises foram coletadas folhas
totalmente expandidas de cada tratamento, que logo apds a coleta foram pesadas em uma
balanca analitica para determinar o valor de massa fresca (MF). Apo6s isso, as folhas foram
submersas em frascos com agua e deixadas durante 24 h para nova pesagem e defini¢do do
valor da massa turgida (MT). Para definir o valor da massa seca (MS), as folhas foram
colocadas em sacos de papel e levadas a estufa, a 75 °C, durante 2 dias. Por fim, o percentual
de conteudo relativo de agua (CRA) foi calculado através da formula CRA % = (MF - MS) /
(MT - MS) x 100; e o percentual de umidade pela formula %U = [(MF — MS) / MF] x 100.

3.6 VAZAMENTO DE ELETROLITOS

Foram coletadas duas folhas totalmente expandidas de cada tratamento para realizar a
analise de dano de membrana através do vazamento de eletrolitos, conforme descrito por
Blum e Ebercon (1981). Para isso, as folhas foram submersas em tubos de ensaio
hermeticamente fechados, contendo dgua destilada, e deixados agitando em um agitador
durante 15 horas. Apds, foi realizada a primeira leitura de condutividade elétrica (L1),
utilizando um condutivimetro. Depois da primeira leitura, os tubos foram colocados em banho
maria durante 1 h a 100 °C e, quando atingiram a temperatura ambiente novamente, uma nova
leitura foi realizada (L2). O célculo final foi realizado a partir da férmula: VE % = (L1/L2) x
100.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO 1

Uma vez que ndo existem dados sobre as respostas de llex paraguariensis a tratamento
com NaCl, o experimento piloto foi conduzido para que se pudesse testar diferentes
concentragoes deste sal em plantas de erva-mate, possibilitando analisar as consequéncias de
cada concentracdo. A condu¢do do experimento teve duracdo de uma semana, periodo em que
as plantas ficaram expostas as diferentes concentracdes salinas (Figura 2). A partir dos
resultados obtidos nesse periodo, pdde-se concluir que as plantas de erva-mate podem ser
classificadas como moderadamente tolerantes a salinidade, de acordo com as analises
propostas por Schleiff (2008), que classifica as plantas expostas a salinidade em diferentes

estagios de tolerancia.
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Figura 2: Aspecto visual de plantas de Ilex paraguariensis tratadas com solugdes a 0, 50, 100,
150 ¢ 200 mM de NaCl (respectivamente da esquerda para a direita) apds sete dias.

Analisando as folhas durante os sete dias do experimento piloto, pdde-se observar,
visualmente, que as mudas que foram expostas a 150 mM e 200 mM de solugdo salina
apresentaram murchamento pouco intenso de algumas folhas (Figura 3) com poucos dias ap6s
a exposi¢do a solucdo salina. Houve também mudanga da coloragdo, com as folhas
tornando-se mais amareladas. Essas observagdes corroboram os resultados obtidos por
Yunling et. al. (2022) que analisaram a tolerdncia ao sal em plantas de llex integra e

compararam com outras plantas costeiras, obtendo a mesma observagdo quanto a coloragao

das folhas.
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Figura 3: Aspecto de murchamento em algumas folhas em planta de llex paraguariensis com
pouco tempo de exposicdo ao sal. Na imagem observa-se a primeira amostra com concentragdo de

150 mM.

Os parametros de fluorescéncia e os teores de clorofila foram medidos diariamente
durante os sete dias de experimento. A partir da analise dos dados pode-se observar que os
valores de eficiéncia quantica do fotossistema II (Fv/Fm), que indica a razdo entre a
fluorescéncia variavel e maxima da folha ap6s a adaptacdo ao escuro e representa um
excelente indicador de estresse em plantas (Ibaraki; Murakami, 2007), oscilaram no decorrer
do experimento. Analisando os valores de Fv/Fm ¢ possivel indicar se a planta estd ou nao
sob condicdo de estresse. Valores proximos de 0.8 indicam que a planta estd saudavel,
enquanto valores mais baixos podem indicar que a planta estd em condi¢do de estresse
(Kalaji; Guo, 2008). Como os valores decairam durante a semana de experimento (Figura 4,
A), principalmente nos tratamentos de 200 mM, quando o Fv/Fm atingiu 0,446 no penutltimo
dia de experimento, ¢ notorio que as mudas estavam sofrendo as consequéncias do estresse.

Apesar da clara tendéncia, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos controle e 200
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mM para os valores de Fv/Fm, considerando p<0,05, provavelmente pelo nimero amostral

pequeno utilizado neste experimento (n=3). O valor de Fv/Fm dos tratamentos de 200 mM

indicaram que as plantas ndo estavam saudaveis.

O parametro Fm (fluorescéncia maxima) também pode ser um bom indicador de

estresse em plantas, uma vez que as condi¢des de fotoinibi¢do do fotossistema II os diminuem

consideravelmente. Esse fendmeno ocorre quando ha redugdo lentamente reversivel da

fotossintese que pode levar a reducao da fluorescéncia maxima e € acentuada em condigdes de

estresse (Marenco et. al., 2007; Tikkanen et al. 2017; Lima-Melo et al. 2019). Durante os sete

dias de experimento, os valores de Fm baixaram em relacdo ao controle, havendo diferenca

estatistica em plantas tratadas com 200 mM de NaCl (Figura 4, B), corroborando a condic¢ao

de estresse.
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Figura 4: Valores de eficiéncia quantica do fotossistema II (Fv/Fm; A), Fm (B) e Fo (C) em folhas de

plantas de Ilex paraguariensis submetidas a diferentes concentragdes de NaCl durante sete dias de

experimento. Os asteriscos indicam os tratamentos que tiveram diferenga estatistica comparados ao

tratamento controle pelo teste t de Student (p<0,05). As barras de erro representam o erro padrao.
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Os dados de clorofila oscilaram bastante, mas foi possivel observar que os tratamentos
salinos alteraram os teores relativos de clorofila quando comparados ao controle (Figura 5).
Os resultados mais notaveis durante os sete dias de experimento foram observados pelos
valores de clorofila total (Figura 5, A), em que houve diferenca, comparando com o
controle, nos tratamentos de 200 mM a partir do segundo dia de experimento, no de 150
mM a partir do quarto dia e no de 100 mM no pentlltimo dia de experimento. O fato de as
folhas estarem mais amareladas no ultimo dia do experimento pode ser explicado pelos
baixos teores de clorofila total. Os valores de clorofila a foram estatisticamente diferentes
em todas as concentragdes quando comparadas com o controle (Figura 5, B), ja os valores
de clorofila b decairam a partir do segundo dia de experimento, ficando abaixo do
observado na condi¢do controle até o fim do experimento (Figura 5, C). Nobrega et. al
(2020), estudando Mesosphaerum suaveolens, também encontraram resultados semelhantes,
com relacdo ao significativo decréscimo nos teores de clorofila quando as plantas foram
submetidas ao estresse salino. Isso pode ser explicado pelo fato que plantas submetidas as
condigdes salinas podem ter diminuicdo dos teores de clorofila por conta do aumento da
atividade da enzima clorofilase, que degrada a molécula de clorofila (Lima et. al., 2004).
Com relagao a razao clorofila a/b, houve diferenga no tratamento de 200 mM em relagdo ao
controle (Figura 5, D). Em condi¢des adversas como seca, salinidade ou falta de nutrientes,
as plantas aumentam a producdo de clorofila a em relagdo a clorofila b como resposta de
tolerancia a essas condicoes em uma tentativa de manutencdo de uma alta eficiéncia
fotossintética (Zhang et al. 2011). Os resultados dos teores de clorofila corroboram a
deficiéncia na eficiéncia fotoquimica das plantas submetidas ao tratamento de NaCl, sendo

consequéncia do estresse salino ao qual foram expostas.
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Figura 5: Valores de clorofilas totais (A), clorofila a (B), clorofila b (C) e razéo entre clorofilas a/b (D) em

folhas de plantas de Ilex paraguariensis submetidas a diferentes concentragdes de NaCl durante sete dias de

experimento. Os asteriscos indicam os tratamentos que tiveram diferenga estatistica comparados ao tratamento

controle pelo teste t de Student (p<0,05). As barras de erro representam o erro padrao.

4.2 EXPERIMENTO 2

Para o segundo experimento, foram definidos dois tratamentos: 0 mM (controle) e 200

mM de NaCl. Foi determinada apenas a concentracdo de 200 mM por ter sido o tratamento

que resultou em consequéncias mais evidentes dentre as solugdes salinas testadas no

experimento anterior, sendo portanto realizadas andlises adicionais e com niimero amostral

aumentado de trés para cinco plantas para que fosse possivel obter dados mais claros

estatisticamente.

4.2.1 TEORES DE CLOROFILA

A partir da leitura dos teores de clorofila a, b e total, apds uma semana com as

plantas submetidas aos tratamentos, pode-se observar que os valores das plantas com o

tratamento salino obtiveram valores relativos de clorofila menores do que aquelas do

controle. Assim como no experimento piloto, os resultados mais notaveis foram os de



clorofila total (Figura 6, A), ndo havendo diferenga estatistica para os outros dados
referentes aos teores de clorofila considerando p<0,05. Apesar de ndo terem dado
diferenca no teste t de Student (p<0,05), os valores de clorofila a e b (Figura 6, B ¢ C)
também tiveram decréscimo nas plantas submetidas ao NaCl em comparagdo com as
plantas controladas. A razdo clorofila a/b aumentou ligeiramente (Figura 6, D), porém,
também ndo teve diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05). Na literatura ¢
possivel encontrar estudos com outras espécies que também resultaram em diminuicao
dos teores de clorofila devido as consequéncias do estresse salino, como ¢ o caso do
experimento realizado com abobora (Cucurbita moschata), em que foi possivel perceber
os baixos indices de clorofila por conta da condicdo de clorose, em que as folhas
apresentaram uma coloragdo diferente da normal (Taratima; Kunpratum;
Maneerattanarungroj; 2022), resultado que também corrobora as observacdes do
experimento piloto com as folhas de erva-mate. O processo de clorose estd estreitamente

ligado com a toxicidade i6nica causada pelo estresse salino (Silveira et.al., 2010).
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Figura 6: Valores de clorofilas totais (A), clorofila a (B), clorofila b (C) e razao entre clorofilas
a/b (D) em folhas de plantas de llex paraguariensis submetidas a concentragdo de 200 mM de NaCl
durante sete dias de experimento. O asteriscos indica o parametro que teve diferenca estatistica
comparado ao tratamento controle pelo teste t de Student (p<0,05). As barras de erro representam o erro
padrio.
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4.2.2 PARAMETROS DE FLUORESCENCIA

Quanto aos parametros de fluorescéncia da clorofila a avaliados, os resultados que
tiveram diferenca (p<0,05) em relagdo ao controle foram os de Fv/Fm, Fv/Fo e Pl,5s (Figura
7, A, B e C), diferentemente do experimento piloto que ndo mostrou diferengca do Fv/Fm em
relacdo ao controle. Além da razdo Fv/Fm, o parametro Fv/Fo também ¢ um bom indicativo
de estresse em plantas, ja que fortalece as variacdes causadas por Fv/Fm e apresenta maior
amplitude em condi¢des de estresse (Lichtenthaler; Buschmann; Knapp, 2005). Essa diferenca
significativa que ocorreu com alguns pardmetros de fluorescéncia entre as plantas tratadas
com NaCl e controle pode ser consequéncia idnica do estresse salino, que afetou a etapa
fotoquimica da fotossintese das plantas. Esses resultados ja foram observados em estudos com
outras espécies de plantas submetidas ao estresse salino como, por exemplo, em plantas de
algodoeiro (Gossypium hirsutum), em que a salinidade afetou de forma significativa a
fluorescéncia inicial (Fo), varidvel (Fv) e a eficiéncia quantica do fotossistema II (Fv/Fm)
(Lima et. at., 2021). Para os valores de PI, que diz respeito ao indice de performance da folha,
pode-se perceber que esse parametro baixou consideravelmente nas plantas mantidas com

NaCl (Figura 7, C), indicando que o estresse salino afetou a fotossintese.
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Figura 7:Valores de eficiéncia quantica do fotossistema II (Fv/Fm; A), Fv/Fo (B) e Pl s
(C) em folhas de plantas de llex paraguariensis submetidas a concentragdo de 200 mM de NaCl durante
sete dias de experimento. Os asteriscos indicam que tiveram diferenca estatistica comparados ao

tratamento controle pelo teste t de Student (p<0,05). As barras de erro representam o erro padrdo.

4.2.3 CONTEUDO RELATIVO DE AGUA

A partir das folhas, foi calculado o contetido relativo de dgua (%CRA) e o percentual
de umidade (%U), que se referem a quantidade de 4gua considerando a capacidade maxima e
o percentual bruto de dgua presente na folha, respectivamente (Melo, 2011). Esses dois
percentuais sdo bons indicativos de estresse hidrico na planta, que pode ser uma consequéncia
do estresse salino, j& que os sais presentes no solo podem fazer com que a planta nao absorva
a quantidade de agua necessaria (Munns, 2005). Ao analisar os graficos de CRA% e U%
(Figura 8, A e B), percebe-se que ndo houve diferenca estatistica de CRA% e (p<0,05) em
relacdo ao controle. Em estudos realizados com goiabeira quando submetidas ao estresse
salino, pode-se concluir que houve diminuicdo do %CRA conforme os niveis de NaCl

aumentavam (Tavora; Ferreira; Hernandez, 2001). J4 em estudos com plantas jovens de
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erva-mate sob condi¢des de déficit hidrico, também se observou uma redugao significativa no

%CRA (Pintro; Flores, 2003).
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Figura 8: Percentuais de contetido relativo de agua (CRA%; A) e percentual de umidade (U%; B) em
folhas de plantas de llex paraguariensis submetidas a concentragdo de 200 mM de NaCl durante sete
dias de experimento. As barras de erro representam o erro padrao.

Sendo assim, aparentemente, a concentracdo de 200 mM de NaCl ndo causou déficit
hidrico nas plantas de erva-mate, o que torna esse resultado inesperado, ja que a salinidade do
solo tende a baixar o conteudo de dgua absorvida pela planta. Experimentos adicionais devem

ser realizados para o melhor entendimento desse resultado.

4.2.4 VAZAMENTO DE ELETROLITOS

O dano de membrana através do vazamento de eletrdlitos ¢ um bom parametro de
estudo nas plantas que sofreram algum tipo de estresse abiodtico, visto que as membranas
celulares sdo um dos primeiros alvos das mudangas causadas por estresses abioticos (Bajji;

Kinet; Lutts, 2002). Observando as plantas de erva-mate apods sete dias de exposi¢ao ao NaCl,
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observou-se que o percentual de VE% apresentou uma tendéncia de aumento em relacdo ao
controle (Figura 9), com tendéncia de maior dano de membrana provocado pela salinidade,
nao havendo, porém, diferenga estatistica (p<0,05). Novos experimentos devem ser realizados
para checar essa aparente tendéncia de aumento no VE% em consequéncia do tratamento de
NaCl 200 mM. Tal tendéncia foi relatada em estudos com plantas de feijao caupi expostas a
concentragdo de 100 mM de NaCl, que resultaram em um alto vazamento de eletrolitos,

causando diminui¢do da integridade das membranas (Freitas, 2006).

Controle NacCl

Figura 9: Percentual de vazamento de eletrolitos (VE%) para avaliar dano de membrana em
folhas de plantas de llex paraguariensis submetidas a concentragdo de 200 mM de NaCl durante sete dias
de experimento. As barras de erro representam o erro padrao.

5 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que as plantas de erva-mate podem ser moderadamente tolerantes
a salinidade, porém os niveis mais elevados de NaCl, como a concentracio de 200 mM,
podem trazer consequéncias que afetam os processos fisiologicos das plantas. A eficiéncia
fotossintética foi reduzida, conforme observado através dos parametros de fluorescéncia e
também pelos teores de clorofila a, b e total. Além disso, o conteudo relativo de dgua nao
reduziu na condi¢do salina quando comparada com o controle, o que abre portas para novas
hipoteses de estudo para tentar entender o que ocorreu com as plantas que ndo sofreram
consequéncias osmaticas pelo estresse salino. Uma das hipdteses a serem testadas ¢ de que
plantas de erva-mate possuem mecanismos de ajustamento osmotico através do aumento da
concentragdo de moléculas como prolina, carboidratos, aminodcidos livres totais e

glicina-betaina. Para estudos futuros, ¢ indicado realizar anélises bioquimicas das folhas para
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entender de fato como o estresse afeta os mecanismos bioquimicos da planta e como a espécie

lida para tentar tolerar outras concentragdes salinas.
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