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Salicornia irrigada com rejeito salino em diferentes solos e prospecc¢ao de bactéerias

diazotroficas

RESUMO

O crescimento da populacdo mundial aumenta a demanda por alimentos e intensificacdo
da agricultura, que ocasiona impactos no solo e na &gua, entre eles, a salinizagdo. A
salinizacdo reduz progressivamente o rendimento das culturas, principalmente em
regides &ridas e semiaridas, limitando a producdo agropecuaria. No entanto, a
agricultura biossalina permite o uso de aguas de qualidade inferior e em areas marginais
cultivadas com hal6fitas. Assim, uma pesquisa foi realizada com objetivo de avaliar o
potencial de cultivo de Salicornia neei Lag. Irrigada com rejeito salino em diferentes
solos e prospeccdo de micro-organismos diazotréficos associados a salicornia. A
pesquisa foi desenvolvida em duas etapas, a primeira foi conduzida em casa de
vegetacgdo durante 180 dias, cultivando-se Salicornia neei em quatro diferentes solos (S:
— Planossolo Héplico; S2 — Cambissolo Haplico; Sz — Neossolo Fluvico e Ss — Neossolo
Flivico), irrigados com 6 proporcdes de rejeito salino (CE = 23,32 dS m™) e 4gua
potavel (CE = 0,19 dS m™) (A; — 100% agua potavel (tratamento controle); Az — 15%
de rejeito salino + 85% de &gua potavel; Az — 30% de rejeito salino + 70% de agua
potavel; Az — 50% de rejeito salino + 50% de agua potavel; As — 70% de rejeito salino
+ 30% de agua potavel e As — 100% de rejeito salino), montados em blocos casualizados,
com quatro repeticGes, cada repeticdo com um vaso e uma planta por vaso. Na segunda
etapa as plantas foram cultivadas em condi¢des de campo, em solo salinizado, no
Distrito de Manicoba, municipio de Juazeiro, Bahia, Brasil. A interacdo entre as fontes
de variagdo solo e &gua exerceu efeito significativo sobre as variaveis biométricas,
trocas gasosas, pigmentos fotossintetizantes, ions sollveis, trocaveis e sobre os teores
de elementos nas plantas. Foram obtidos 30 isolados, selecionados pela presenca da
pelicula microaerofilica, todos com a capacidade de producao de biofilme, 21 isolados
produziram &cido indolacético, 25 isolados foram positivos para a presenca do gene nifH
e nenhum dos isolados foram capazes de solubilizar fosfato de calcio. A analise
fingerprinting molecular permitiu identificar 17 perfis Gnicos na colecédo de isolados. A
analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), dos perfis Unicos
permitiu a formacdo de trés grandes grupos com 65% de similaridade. Foram
selecionados sete perfis para sequenciamento e apds andlise constatou-se similaridade
com bactérias dos géneros Pseudomonas, e Enterobacter. A producdo de biomassa e as
trocas gasosas das plantas sdo reduzidas com o incremento de rejeito salino nas dguas
de irrigacdo. O estresse salino promove aumento nos teores de Na* da matéria seca de
raizes em detrimento aos demais cations. E 0s micro-organismos associados a salicornia
sdo de crescimento lento e com predominancia dos géneros Pseudomonas e
Enterobacter.

Palavras-chave: Salicornia neei. Solos salinos. Halofitas. Agricultura biossalina.



Salicornia irrigated with saline tailings in different soils and prospection of
diazotrophic bacteria

ABSTRACT

The growth of the world population increases the demand for food and the
intensification of agriculture, which causes impacts on soil and water, among them,
salinization. Salinization progressively reduces crop yields, especially in arid and semi-
arid regions, limiting agricultural production. However, biosaline agriculture allows the
use of lower quality waters and in marginal areas cultivated with halophytes. The
research was carried out with the objective of evaluating the potential of cultivation of
Salicornia neei Lag. Irrigated with saline tailings in different soils and prospection of
diazotrophic microorganisms associated with salicornia. The research was carried out
in two stages, the first was carried out in a greenhouse for 180 days, growing Salicornia
neei in four different soils (S1 — Haplic Planosol; S2 — Haplic Cambisol; S3 — Fluvic
Neosol and S4 — Fluvic Neosol), irrigated with 6 proportions of saline waste (EC = 23.32
dS m-1) and potable water (EC = 0.19 dS m-1) (Al — 100% potable water (control
treatment); A2 — 15% of saline tailings + 85% potable water; A3 — 30% saline tailings
+ 70% potable water; A4 — 50% saline tailings + 50% potable water; A5 — 70% saline
tailings + 30% potable water and A6 — 100% saline waste), set up in randomized blocks,
with four replications, each replication with one pot and one plant per pot. In the second
stage, the plants were cultivated under field conditions, in salinized soil, in the District
of Manigoba, municipality of Juazeiro, Bahia, Brazil. The interaction between soil and
water sources of variation exerted a significant effect on biometric variables, gas
exchange, photosynthetic pigments, soluble and exchangeable ions and on the levels of
elements in plants. Thirty isolates were obtained, selected by the presence of the
microaerophilic film, all with the ability to produce biofilm, 21 isolates produced
indoleacetic acid, 25 isolates were positive for the presence of the nifH gene and none
of the isolates were able to solubilize calcium phosphate. Molecular fingerprinting
analysis allowed the identification of 17 unique profiles in the isolates collection. The
Restriction Analysis of Amplified Ribosomal DNA (ARDRA) of the unique profiles
allowed the formation of three large groups with 65% similarity. Seven profiles were
selected for sequencing and after analysis it was found similarity with bacteria of the
Pseudomonas and Enterobacter genera. Biomass production and plant gas exchange are
reduced with the increase in saline waste in irrigation water. The saline stress promotes
an increase in the Na* contents of the root dry matter to the detriment of the other
cations. And the microorganisms associated with salicornia are of slow growth and with
predominance of the genera Pseudomonas and Enterobacter.

Keywords: Salicornia neei. Saline soils. Halophytes. Biosaline agriculture.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 50 anos, a populagéo do planeta foi dobrada, o consumo de alimentos
e de agua foi triplicado, alem de quadruplicar o uso de combustiveis fosseis. A cada quatro
dias, ha mais um milh&o de pessoas no mundo. A ONU prevé que, até o fim da década de
2050, teremos uma populacdo de aproximadamente dez bilhdes de pessoas (ONU, 2019).
O crescimento populacional faz demandas por recursos indispensaveis a sobrevivéncia
humana crescer, a principal delas € a producdo de alimentos, ocasionando impactos
diretos e indiretos para o solo e recursos hidricos.

As condi¢bes edafocliméaticas que exercem efeitos sobre o rendimento
agrondmico das plantas dificilmente se encontram equilibradas, de forma a proporcionar
um crescimento e desenvolvimento satisfatorio. Durante os cultivos, as espécies da
agricultura convencional estdo sujeitas as acGes de estresses abioticos, seja de forma
isolada ou conjunta. Ao longo dos anos e, principalmente na atualidade, o processo de
salinizacdo do solo e das fontes hidricas sdo os maiores entraves da agricultura,
especialmente em regides aridas e/ou semiaridas, tornando-se um problema de ordem
social, econdbmica e ambiental.

A salinizacdo dos solos e de fontes hidricas, apresenta-se como um dos principais
problemas de degradacdo ambiental no semiarido brasileiro, onde a préatica da irrigacao
apresenta importancia significativa para obtencdo de producéo satisfatoria. A salinidade
vem aumentando devido a escassez e ao manejo inadequado da dgua de boa qualidade,
que forca os produtores a utilizarem agua de méa qualidade para irrigacdo, contribuindo
para a perda de produtividade dos solos. Esse estresse salino provoca reducdes no
crescimento e na produtividade, chegando até mesmo a impedir o cultivo da maioria das
culturas agricolas.

As espécies de plantas cultivadas respondem de formas diferentes a salinidade,
algumas culturas apresentam rendimentos aceitaveis, mesmo em niveis elevados de
salinidade, enquanto outras sdo sensiveis a niveis relativamente baixos, o que se deve a
maior capacidade de adaptagdo osmotica que algumas culturas apresentam. A capacidade
de adaptacdo é importante, sobretudo para a selegdo de materiais biologicos tolerantes e
capazes de produzir rendimentos economicamente viaveis.

Espécies halofitas veem sendo empregadas para reintegrar areas que apresentam
solos degradados pelo excesso de sais e utilizagdo de fontes hidricas com agua de baixa

qualidade, sendo uma alternativa sustentavel para o aproveitamento de areas sujeitas a
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salinizacdo no semiarido. Muitas espécies de plantas halofitas apresentam grande
potencial biotecnoldgico e econdmico, tanto para produgdo de alimentos, como para
isolamento de substancias bioativas. Além disso, plantas que se desenvolvem em
ambientes de extrema salinidade, abrigam em seus tecidos e na sua rizosfera, populacdes
de micro-organismos adaptados ao estresse salino, ainda pouco estudados, principalmente
nas condigdes do semiarido Brasileiro.

Neste sentido, e considerando o crescimento e a importancia do estudo com
espécies haldfitas, sobretudo em regides semiaridas, onde os problemas com excesso de
sais ocorrem com maior frequéncia, estudos que poderdo auxiliar na tomada de decisdes
por parte da escolha adequada da cultura a ser explorada sob tais condic¢des estressantes
sdo de grande importéncia, contribuindo para o desenvolvimento de um manejo mais
eficiente em ambientes salinos e reintegrando as areas afetadas por sais aos processos

produtivos.

1.1 HipoOteses

A salicornia (Salicornia neei Lag.) apresenta potencial para cultivo em solos
afetados por sais, assim como potencial de uso como espécie fitorremediadora de sais;

O rejeito de dessalinizadores pode ser usado para irrigar a salicérnia, com impacto
toleravel sobre sua produtividade e sem afetar os niveis de sais do solo.

A espécie Saliconia neei, crescendo em condicdes de extrema salinidade do solo,
abriga em seus tecidos e na rizosfera, micro-organismos que contribuem para sua
tolerdncia as condicGes de estresse salino e que apresentam grande potencial
biotecnoldgico.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial de cultivo de Salicornia neei Lag. cultivada sob irrigagdo com
aguas de rejeito salino em diferentes solos e prospeccdo de micro-organismos

diazotroficos associados a salicérnia.
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1.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a producdo e alocacdo de biomassa de salicérnia irrigada com rejeito
salino em diferentes solos do semiérido brasileiro;

Mensurar parametros fisiologicos de salicornia irrigada com rejeito salino em
diferentes solos do semiérido;

Analisar a composicdo quimica da biomassa de salicornia irrigada com rejeito
salino em diferentes solos do semiérido;

Obter uma colecdo de micro-organismos endofiticos e rizosfera associados a

salicornia cultivada em solos afetados por sais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os solos afetados por sais

A salinizacdo dos solos é o processo de degradacdo quimica e fisica do solo, que
mais comumente incide nas terras agricultaveis (LIMA JUNIOR; SILVA 2010), sendo
um dos mais antigos problemas ambientais conhecidos pelo homem. Os sais foram,
inclusive, usados como instrumento de guerra pelos Romanos, que colocavam sais nas
terras ferteis de seus inimigos, os Cartagineses (PEDROTTI et al., 2015; RIBEIRO et al.,
2016).

Os solos halomdrficos, ou solos afetados por sais, caracterizam-se pela presenga
de sais soluveis, sodio trocavel, ou ambos nos horizontes ou camadas proximas a
superficie (FURQUIM, et al., 2017). Esses solos podem ser classificados como: salinos
(CEes >4 dS m?; PST < 15% e pH < 8,5), salino-sédicos (CEes > 4 dS m™; PST > 15%
e pH < 8,5) ou sédicos (CEes < 4 dS m™; PST > 15% e 8,5 < pH < 10) (USSL ATAFT,
1954).

Os solos afetados por sais ocorrem em todos os continentes (FAO, 2015; LOSS;
ROSSI; FRANCELINO, 2010). No entanto, sua maior predominancia se da em regifes
aridas e semiéridas, e constituem atualmente, um sério problema para a produgao agricola
mundial (ALLBED; KUMAR, 2013). Os sais soluveis e/ou sodio trocavel, comumente
presentes nos solos dessas regides, reduzem significativamente o crescimento e
desenvolvimento das plantas (ALVES et al., 2020), consequentemente a produtividade e
producdo das culturas de interesse econdémico.

A salinizacdo pode ser decorrente de processos naturais (salinidade priméria ou
natural) ou induzidos pelo homem (salinidade secundaria ou antrépica) (PEDROTTI et
al., 2015). A salinidade natural é o resultado de altas taxas de evaporacdo, baixa
precipitacdo pluviométrica, aliadas a determinadas caracteristicas dos solos, como baixa
infiltracdo. A salinidade antrdpica é resultante de praticas inadequadas de manejo do solo,
como irrigacdo, uso indiscriminado de fertilizantes e auséncia de sistemas de drenagem
eficientes.

Os problemas envolvendo o excesso de sais em solos atingir mais de 100 paises
no mundo e a cada dia se tornar um problema mais sério, ndo existem levantamentos
recentes com estimativas precisas da verdadeira extenséo da degradagdo (LEAL et al.,
2008; PEDROTTI et al., 2015). Segundo documento publicado pela FAO (2015), as
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melhores estimativas disponiveis sugerem que cerca de 412 milhdes de hectares sdo
afetadas pela salinidade e 618 milhdes pela sodicidade.

No Brasil, 0 assunto tem sido estudado devido a extensa area de clima semiéarido
existente, onde predominam solos jovens, rasos, pedregosos € muitas vezes ricos em
elementos quimicos, e que, associados as condicdes climaticas, sdo propensos a
salinizacdo. Ocorrem também &reas salinas no Rio Grande do Sul e no Pantanal Mato-
Grossense (RIBEIRO et al., 2016). Ainda segundo Pedrotti et al. (2015), cerca de 16
milhGes de hectares sdo afetados pela salinizacdo, correspondendo a 2% do territorio
nacional.

Na regido Nordeste, solos degradados pela salinidade e sodicidade aumentam,
devido ao uso de 4gua com qualidade inadequada e sistemas de irrigacdo planejados de
forma equivocada (RIBEIRO et al., 2016). Nessa regido, aproximadamente 91 mil km?
de solos encontram-se afetados pela salinidade, sendo que os principais estados atingidos
sdo Bahia, com 44,0%, e Ceara, com 25,5% da area total (LACERDA et al., 2010).

A implicacdo prética da salinidade sobre o solo € a perda da fertilidade e a
susceptibilidade a erosdo, além da contaminacéo do lencol freatico e das reservas hidricas
subterraneas (SHOSSLER et al., 2012). Nas Gltimas décadas, o manejo pouco eficiente
do solo, a quantidade disponivel para uso em diversos setores e sua qualidade fisica,
quimica e bioldgica tém causado grande preocupacdo. Nesse contexto, a agricultura
biossalina mostra-se como uma alternativa viavel para o aproveitamento de solos afetados
por sais, sugerindo o uso de espécies halofitas e/ou glicofitas tolerantes a salinidade do

solo.

2.2 Qualidade da 4gua na agricultura

Desde os primdrdios 0 homem percebeu a importancia da agua para a vida. Tales
de Mileto, filésofo grego do século VI a.C., afirmava que “tudo comega com a agua e
tudo é composto de agua”. A agua é fundamental a todo e qualquer tipo de individuo vivo,
desse modo, sendo essencial na pecudria e na agricultura. Esse Gltimo constituindo o setor
que mais utiliza 4gua no mundo, cerca de 70%, sobretudo na irrigacao.

No mundo, aproximadamente 1,6 bilhdo de hectares de solos sdo destinados a
producéo agricola, desse total cerca de 310 milhdes de hectares séo de areas irrigadas. As
areas irrigadas correspondem a 20% da superficie agricultada, porém sdo responsaveis
por 40% da producéo agricola mundial (CONGROVE; COSGROVE, 2012). Desse total,
estima-se que 19,5% enfrentem problemas de salinidade (PEDROTTI et al., 2015).
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A gqualidade da agua utilizada na producdo agricola é definida pelos parametros
fisicos, quimicos e bioldgicos que ela apresenta, sendo que os processos edaficos sdo os
principais responsaveis pela sua qualidade. Contudo, para a avali¢do da qualidade da dgua
para irrigacdo, leva-se em consideracao, principalmente, os parametros fisicos e quimicos
e poucas sdo as vezes em que outros fatores sdo considerados importantes (AYERS;
WESTCOT, 1999).

A qualidade da &gua para irrigacéo, relaciona-se com seus efeitos prejudiciais aos
solos e as culturas (AYERS; WESTCOT, 1999). Fatores como atributos do solo,
condicdes climaticas, culturas a serem exploradas, além de métodos, sistemas de irrigacédo
e o préprio manejo da irrigacdo, sdo fatores cruciais que devem ser analisados em
conjunto com as caracteristicas fisico-quimicas da &gua, antes de sua recomendacao para
a irrigacéo.

Assim, a agua utilizada na irrigacdo € crucial para manter a qualidade fisico-
quimica dos solos, visto que toda agua utilizada contém sais dissolvidos e que o emprego
de aguas com quantidade restritiva de sais, como € o caso do rejeito de dessalinizadores,
deve ser precedida de estudos que avaliem o seu impacto sobre o solo, além de possiveis
espécies de plantas adaptadas, que podem ser empregadas de forma adequada para o
aproveitamento desse rejeito.

Neves et al. (2017) relatam que mais de 3 mil dessalinizadores de osmose reversa
estdo em funcionamento no semiarido brasileiro, gerando agua potavel e rejeito salino,
que pode contaminar o lencol fredtico e gerar sérios impactos ambientais. Portanto,
alternativas de utilizacdo desta agua salina descartada devem ser incentivadas,

principalmente se for possivel reverter em aumento de producéo agricola.

2.3 Efeitos do estresse salino sobre as plantas

Os efeitos deletérios da salinidade sobre as plantas sdo associados a reducao no
potencial osmotico da solucéo do solo, efeitos de ions especificos, distirbio na nutrigdo
das plantas ou a interacdo entre esses fatores, provoca sérios prejuizos a atividade agricola
(ASHRAF, 1994; CAVALCANTE et al., 2010).

Os aspectos fisiologicos, metabolicos e nutricionais das plantas sdo afetados pelos
efeitos do estresse salino (ZHU, 2002; SCHOSSLER et al., 2012), prejudicando assim o
desenvolvimento e crescimento das plantas (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010). As
espécies se comportam de forma diferenciada quanto aos efeitos dos sais, ou seja, cada

espécie tolera certo nivel de salinidade, sem perda de crescimento e capacidade produtiva,
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sendo esse nivel de tolerancia conhecido como salinidade limiar (AYERS; WESTCOT,
1999; ELOl et al., 2011).

A absor¢do de &gua pelas raizes também ¢é afetada pela salinidade, pois a presenca
de sais na solucéo do solo provoca aumento nas forcas de retencéo pelo efeito osmotico.
O aumento da pressdo osmotica pode atingir niveis em que a planta ndo consegue exercer
forca suficiente para absorver agua, ainda que o solo se encontre aparentemente imido,
fendmeno conhecido como seca fisiologica (DIAS; BLANCO, 2010; ALVES et al.,
2011). Dependendo do grau de salinidade do solo a que as plantas sdo submetidas, pode
ocorrer plasmolise das células das raizes e, ao inves de absorver, a planta perde agua para
a solucdo do solo (DIAS; BLANCO, 2010).

Os efeitos degenerativos provocados pelos sais resultam em modificagdes nos
mecanismos bioquimicos e fisiologicos das plantas, alterando, dentre outros, os teores
foliares de clorofila e carotenoides, que comprometem a atividade fotossintética e,
consequentemente, o crescimento, o desenvolvimento, a producao e a adaptabilidade aos
ambientes adversos (CAVALCANTE et al., 2011).

O estudo sobre os efeitos causados pelos sais sobre as plantas é fundamental,
sobretudo, para adog¢do de préaticas de manejo que permitam a producdo comercial, com
0 uso de &gua salina, diminuindo assim o uso de &gua de boa qualidade na producéao

agricola.

2.4 Agricultura biossalina

A agua doce esta se tornando um bem a cada dia mais escasso, sobretudo em
regides aridas e semiaridas do mundo, onde sua disponibilidade esta diminuindo. Essa
disponibilidade de agua é afetada por diversos fatores, como necessidade de irrigacao,
mudancas nas demandas dos consumidores, crescimento populacional constante, além de
mudancas climaticas presentes e futuras (ARAUS et al., 2021). Por estes motivos, a
agricultura necessita abordar novas estratégias para o aproveitamento de terras marginais
e recursos hidricos considerados inapropriados para a agricultura. Historicamente, a
salinizacdo do solo e da 4gua tem aumentado significativamente devido a varias causas,
e 0 aumento da producdo alimentar depende essencialmente destes recursos. Neste
contexto, as abordagens baseadas em plantas tolerantes a salinidade e o uso de aguas e
solos afetados por sais, sdo vitais para a producéo agricola.

A utilizacdo de &gua salina para irrigar culturas € uma ideia antiga, iniciada apds

o fim da 1l Guerra Mundial na cidade de Eilat em Israel, pelo ecologista Hugo Boyko e a
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horticultora Elisabeth Boyko, em 1949. Devido a falta de agua doce na regido, o casal
utilizou &gua salgada de pocos e do Mar Vermelho, com o objetivo de alterar a paisagem
e permitir que fosse habitada (GLENN et al., 1988), dando inicio ao que atualmente é
denominado de agricultura biossalina.

O termo ‘“‘agricultura biossalina” ¢ amplo e tem sido utilizado para descrever a
agricultura praticada com o uso de aguas e/ou solos salinos ou salinizados, para cultivo
de espécies tolerantes ao estresse salino ou haléfitas, espécies naturalmente adaptadas a
crescer e produzir em condi¢des com altas concentracdes de sais (MASTERS et al., 2007;
FREIRE; FREIRE; SOUZA, 2016).

As plantas hal6fitas sdo usadas como forragem para ruminantes ou como
componentes de ragdes mistas, em substituicdo a alimentos volumosos, contribuindo para
a producdo de carne, Ia e outros subprodutos de origem animal (MASTERS et al., 2007;
NORMAN et al.,, 2008; ARAUS et al.,, 2021). Na alimentacdo humana, pode ser
consumida na culinaria “gourmet”, como € o exemplo da salicérnia, por apresentar altos
teores de proteinas e antioxidantes (BARREIRA et al., 2017; COSTA et al., 2018).

Paises como India, México, China, aqueles localizados no Golfo Arabe, dentre
outros, criaram novos ecossistemas utilizando agua salgada, com o uso direto ou de
misturas de aguas residuarias (FERNANDES et al., 2016). Na China, por exemplo houve
0 acréscimo das espécies Phragmites australis, Miscanthus spp e Spartina alterniflora,
como plantas halo6fitas com potencial de cultivo viavel para producéo de biocombustiveis
(Liu etal., 2012).

As plantas do género Salicornia vém ganhando notoriedade nesse cenério, pois
apresentam alto potencial nutricional (VILLARREAL et al., 2021), contém grandes
quantidades de proteinas e sais minerais, além de teores significativos de acidos graxos e
antioxidantes, que sdo desejaveis na dieta humana (LOCONSOLE; CRISTIANO;
LUCIA, 2019). A salicdrnia tem sido cultivada em diferentes partes do mundo, por
exemplo EUA, México, Israel, Arabia Saudita, Eritreia e Brasil, com efluentes salinos ou
com agua do mar como cultura experimental ou comercial (VENTURA et al., 2015;
PATEL, 2016).

A planta hal6fita Salicornia neei [sin. Salicornia gaudichaudiana Mog. e
Sarcocornia ambigua (Michx.) M. A. Alonso & M. B. Crespo] se destaca por sua elevada
qualidade nutricional e por apresentar potencial para diversos usos, especialmente na
culinaria em substituicdo ao sal de cozinha (BERTIN et al., 2014; TIMM et al., 2015),
além de poder ser utilizada na alimentacdo animal (D'OCA et al., 2012; COSTA et al.,
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2014; BERTIN et al., 2014), producéo de biocombustiveis (D'OCA et al., 2012; COSTA
et al., 2014) e pela industria farmacéutica (BERTIN et al., 2014).

Assim, a agricultura biossalina apresenta um potencial para desempenhar um
importante papel na producgéo de alimentos de origem vegetal e animal, sendo essenciais
pesquisas para vislumbrar o potencial de uso de espécies halofitas e a possibilidade de
cultivo em &reas salinizadas e seu uso efetivo, assim como a utilizacdo de &guas salinas

ndo adequadas a agricultura convencional.

2.5 Emprego de plantas na recuperacéo de solos salinos

Os solos salinos s&o um problema para a agricultura mundial, contudo eles podem
ser vistos como uma nova oportunidade de producéo, sobretudo quando se utiliza plantas
hal6fitas com elevado potencial agronémico capazes de produzir grande volume de
biomassa, como a Salicornia neei, com produtividade que pode superar 85t ha™* (ALVES
et al., 2020), havendo a possibilidade de ser usada como biorremediadora desses solos.

A fitorremediacdo é um processo em que plantas sdo usadas como agentes de
reducdo da poluicdo da agua e/ou do solo, e que podem ser utilizadas para reabilitacdo
sustentavel de solos contaminados por sais soltveis (SUSARLA et al., 2002). O processo
vem se destacando devido a praticidade e ao baixo custo, quando comparado a outras
tecnologias empregadas para melhoria dos solos contaminados (LI et al., 2015).

As plantas sdo usadas para recuperar solos em todo o mundo, ndo s6 solos
degradados pelo excesso de sais (LEAL et al., 2008; LI et al., 2015; MACHADO;
SERRALHEIRO, 2017), mas também por metais (SILVA et al., 2019; NASCIMENTO
et al., 2021) e em processo de desertificacdo (FIGUEIREDO, 2013), por exemplo.

Determinadas espécies vegetais apresentam a capacidade de acumular
quantidades expressivas de sais, sobretudo em sua parte aérea, e sdo conhecidas como
hiperacumuladoras (QADIR et al., 1996; QADIR et al., 2007). A habilidade das plantas
em absorver, produzir quantidade significativa de biomassa e a capacidade de
hiperacumular sais em seus tecidos, sdo atributos desejados no processo de
fitorremediagdo (PORTO et al., 2001).

Qadir (2007) menciona alguns dos beneficios da fitorremediacao de solos salinos,
como a possibilidade do uso de subprodutos fornecidos pelas espécies cultivadas,
melhoria na estabilidade de agregados, promove maior disponibilidade de nutrientes e

pode reduzir os custos com corretivos quimicos, aumenta o carbono organico do solo,
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melhorando gradualmente as propriedades dos solos. Além de que, é uma técnica capaz
de ser exequivel por agricultores que dispdem de poucos recursos financeiros.

Diante do exposto, e levando em consideracdo o aumento das areas salinizadas e
0 alto custo econdmico de corretivos quimicos para revitalizar essas areas, o estudo com
espeécies haldfitas que podem ser utilizadas para o melhor aproveitamento de terras e de

recursos hidricos que séo afetados por sais, é extremamente necessario.

2.6. Micro-organismos em solos salinos

A salinizacdo dos solos é um dos processos degradantes mais comumente
encontrados em regiGes aridas e semiéridas. Solos salinos séo considerados como sendo
um ambiente extremo, onde as condi¢fes sdo limitantes para o crescimento e
desenvolvimento da maioria dos organismos, sejam de origem vegetal ou animal. Micro-
organismos que habitam solos salinos sdo considerados extremofilos, sendo capazes de
sobreviver em condi¢Ges ambientais extremas, como altas temperaturas, presséo, pH ou
salinidade.

A concentracdo de sais presentes no solo, afeta comunidades microbianas.
Geralmente em ambientes hipersalinos sdo encontrados desde bactérias moderadamente
halofilicas a bactérias extremamente halofilicas, além de comunidades de Archaea
(CANFORA et al., 2015). Esses organismos sd0 essenciais para 0S processos
biogeoquimicos, principalmente no caso de solos inseridos em ambientes com condicdes
extremas (MA; GONG, 2013).

Para a adaptacdo as condicGes de elevada salinidade, os micro-organismos
desenvolvem mecanismos especificos como modificagdes de suas membranas celulares.
Além disso, pode ocorrer o acimulo intracelular de quantidades significativas de ions ou
outros osmolitos, como forma de compensar o estresse osmético (OREN, 1999;
GALINSKI, 1995). Tais mecanismos demandam muita energia para a sobrevivéncia dos
micro-organismos, afim de manter a turgescéncia celular e evitar a desidratacdo (RATH;
ROUSK, 2015), efeitos que consequentemente afetam os mecanismos de crescimento.

Os micro-organismos podem facilitar o crescimento e a tolerancia das plantas as
condi¢des ambientais adversas (BORRUSO et al., 2014; SZYMANSKA et al., 2016). As
interacbes entre plantas e bactérias ocorrem por meio de processos simbidticos,
endofiticos ou associativos (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015). Assim,
sugere-se que os mecanismos de adaptacdo das plantas halofitas a salinidade estéo,

possivelmente, ligados a micro-organismos halotolerantes (SZYMANSKA et al., 2018).
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Dessa forma, estudos com micro-organismos hal6filicos se destacam pelo
potencial biotecnoldgico, especialmente estes isolados do Bioma Caatinga, destacando
sua diversidade e necessidade de continuar estudando esses ambientes extremos, ainda

pouco conhecidos em relacdo a ecologia de bactérias edaficas halotolerantes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento de casa de vegetacdo

3.1.1 Desenho experimental

O experimento foi desenvolvido de outubro de 2018 a junho de 2019 no
Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE,
localizada no municipio de Recife, Pernambuco, Brasil, situado nas coordenadas
geograficas 8°03°14”” de latitude Sul, 34°52°51°’ de longitude Oeste e altitude média de
28 m.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com estrutura metélica,
medindo 4,50 m de altura na cumeeira e 2,30 m de pé direito, 9,0 m de largura e 18,0 m
de comprimento. A cobertura consiste de vidro transparente, com espessura de 2 mm, e
apresentando tela anti-afideos nas laterais, e nas portas da frente e do fundo.

Os tratamentos foram distribuidos em blocos casualizados, dispostos em esquema
fatorial 6 x 4, referentes a seis proporcOes de agua de dessalinizador e dgua potavel, e
quatro classes de solos coletados em cidades do Sertdo e Agreste pernambucano, em
quatro repeticdes, totalizando noventa e seis unidades experimentais, em que cada
unidade experimental foi composta por um vaso com duas plantas.

Os tratamentos salinos aplicados foram compostos por misturas em diferentes
proporcOes de agua de rejeito de dessalinizador e agua potavel. O rejeito foi coletado em
dessalinizador localizado no municipio de Riacho das Almas, Pernambuco, PE, Brasil, e
a agua potavel foi oriunda do sistema de abastecimento da cidade do Recife. As
proporcdes utilizadas foram: A1 — 100% agua potével (tratamento controle); A2 — 15% de
rejeito salino + 85% de agua potavel; As — 30% de rejeito salino + 70% de agua potavel;
A4 — 50% de rejeito salino + 50% de agua potavel; As — 70% de rejeito salino + 30% de
agua potavel e As — 100% de rejeito salino. As aguas utilizadas como tratamentos de
irrigacdo, resultantes das diferentes proporgdes de misturas foram analisadas e
classificadas quanto a sua qualidade para irrigacdo (RICHARDS, 1954). As diluigdes
(rejeito salino + dgua potavel), apresentam severas restri¢des de uso (CE > 3,0 dS m™)
para irrigacdo, exceto a Al que apresentou CE de 0,19 dS m™ (AYERS; WESTCOT,
1999) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Atributos quimicos das aguas (rejeito salino + agua potavel) utilizadas para

irrigacdo no periodo experimental (n = 30).

Aguas utilizadas na irrigacéo

Atributos A1 A2 As Ay As As
pH (25°C) 7,52 7,18 7,42 7,39 7,67 7,79
CE (dSm?) 0,19 4,87 8,62 14,09 18,08 23,32
Ca2* (mmolcL™?) 0,40 8,71 15,55 49,90 57,06 69,61
Mg2* (mmolc L™?) 0,45 26,76 39,87 73,40 90,76 157,93
Na* (mmolc L) 0,95 26,33 53,53 98,47 140,90 216,78
K* (mmolc L?) 0,14 0,57 0,96 1,71 2,30 3,23
SO4 (mmolc L) ND ND ND ND ND ND
CO3% (mmolc L) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
HCOs (mmolcL?) 1,58 2,33 3,25 4,30 5,10 5,95
CI- (mmolc LY 12,08 53,33 102,50 162,50 206,67 285,00
SDT (mg L) 104,47 2061,40 5476,49 9535,76 14653,50 21571,14
RAS (mmol L™1)%° 1,46 6,25 10,17 12,54 16,39 20,32
Classificacio? CiS1 CsS2 C4Ss3 C4S4 C4S4 C4Ss4

pH = potencial hidrogenidnico; CE = condutividade elétrica; ND = ndo determinado; SDT = solidos
dissolvidos totais; RAS = razdo de adsorc¢do de sddio; ! Classificacdo de Richards (1954).

Os solos utilizados como substrato para cultivo das plantas de salicornia foram

coletados nos municipios de Caruaru (S1 — Planossolo Haplico); Serra Talhada (S2 —

Cambissolo Haplico, classificado por Cruz et al. 2015); Ibimirim (Sz — Neossolo Flavico,

classificado por Pessoa et al. 2019) e Pesqueira (Ss — Neossolo Flavico, classificado

conforme Corréa e Ribeiro, 2001) (Figura 1). A coleta dos solos foi realizada na camada

de 0 — 0,30 m de profundidade. Apos a coleta os solos foram transportados para Recife —

PE, onde foram postos para secar a sombra, destorroados e tamisados em malha de 4 mm,

para manutencdo da microagregacao e separacdo das fracdes grosseiras dos solos (pedras

e possiveis raizes).

Figura 1 - Municipios pernambucanos onde foram realizadas as coletas dos solos.
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Serra Talhada  Ibimirim Pesqueira Caruaru

Apos o preparo, cada solo foi homogeneizado e foram retiradas subamostras para
posterior caracterizacdo. A caracterizacdo granulométrica e quimica foi feita em solo
destorroado e passado em peneira com abertura de 2 mm para a obtencdo da terra fina
seca ao ar (TFSA), conforme metodos descritos em EMBRAPA (2017) e Freire et al.
(2016) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracterizagdo quimica e granulométrica dos solos utilizados no experimento.

Caracterizacao quimica

Caracterizacao granulométrica

Complexo sortivo Extrato de saturacdo

Atributos S1 S2 S3 S Atributos St S2 S3 S FracOes St Sz S3 Sy

- - - - - CEe(dSm?) 6,94 047 4323 49,47 Areiatotal (g kg™ 731,48 704,88 96,20 568,12
PH @25 6,25 6,60 7,99 8,45  pHes 745 7,38 7,95 8,19  Areia grossa (g kg?) 487,12 384,09 25,61 220,43
Ca* (cmolc kgl) 1,14 441 5,19 2,32 Ca? (mmol. L?) 6,38 9,73 25,16 14,71 Areiafina (g kg?) 24436 320,79 70,59 347,69
Mg?* (cmol. kg 331 088 2067 31,86 Mg* (mmol.L?Y) 448 372 1527 19,89 Silte (g kg?) 179,78 181,19 21573 344,74
Na* (cmolc kg™ 045 039 4,64 482 Na*(mmol.LY) 525 453 3299 4391 Argila(gkg?) 88,74 11393 68807 87,14
K* (cmol. kg?) 032 054 1,71 1,92  K*(mmol. L?) 2,36 5,02 1,72 4,18  Classe textural” FA FA MA FA
SB (cmolc kgt) 5,22 6,22 32,21 40,92 ClI-(mmolc L) 29,06 15,0 182,5 388,0

PST (%) 8,62 6,27 14,41 11,78 RAS (mmolc L1)°5 225 1,75 73,37 105,6

pH = potencial hidrogenidnico em agua; SB = soma de bases; PST = percentagem de sdédio trocavel; CEes = condutividade elétrica do extrato de saturagdo; pHes = potencial
hidrogenidnico do extrato de saturacdo; RAS = relagdo de adsorcdo de sodio; FA = franco arenoso; MA = muito argilosa.
*Segundo classificacdo proposta por Lemos e Santos, 1984.
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3.1.2 Instalagdo do experimento

As plantas de Salicornia neei usadas foram produzidas na sede do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), propagadas por estaquia a partir de um canteiro de
plantas matrizes, em que foram retiradas hastes lignificadas de 10 cm de comprimento
com gemas preservadas e fundo chanfrado. As estacas colocadas para enraizar em
bandejas de isopor com 200 células (capacidade de cada célula: 15,58 ml), preenchidas
com substrato comercial e as bandejas foram colocadas em casa de vegetacdo coberta
com tela sombrite preta com retencdo parcial da luz solar (50%).

As mudas foram transplantadas para vasos de material plastico, com volume de 8
litros, preenchidos com as amostras dos solos coletados, aos 80 dias apds o processo de
estaquia. No momento do transplantio foram padronizadas quanto a altura, didmetro
caulinar, nimero de hastes e quanto a auséncia de possiveis sintomas de fitopatdgenos,
buscando a maior uniformidade possivel.

Os vasos continham orificios na extremidade inferior que foram previamente
fechados para evitar a possivel perda de agua e sais por lixiviacdo durante a condugédo do
experimento. Os vasos foram preenchidos com os solos de acordo com a combinacdo de
tratamento designado previamente, deixando-se aproximadamente 3 cm de altura da
superficie do solo para a borda do vaso (Figura 2A). Os vasos foram dispostos sobre
bancadas com 70 cm de altura, 200 cm de comprimento e 125 cm de largura, conforme a
Figura 2.

Figura 2 - Dimens0es e preenchimento dos vasos (A) e disposic¢ao dos vasos prontos para
receberem as plantas (B).

24,5cm

240cm
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3.1.3 Manejo e conducdo do experimento

Apos o transplantio, as mudas foram aclimatadas durante 60 dias, periodo em que
foram irrigadas com 4agua ndo salina (A1), devido a presenca de sintomas estresse pds-
transplante. Apos esse periodo, as plantas passaram a ser irrigadas com as aguas formadas
pelas diferentes concentragdes salinas. O experimento teve duracao de 180 dias, contados
a partir do inicio da aplicacdo dos tratamentos com &guas salinas.

A 4gua de irrigacdo foi aplicada com o objetivo de deixar o solo em 80% da
capacidade maxima de retencdo de agua do solo. Para isto, antes do transplantio foi
realizado um ensaio para determinar a capacidade de campo dos solos de acordo com
Casaroli e Van Lier (2008). Cada solo usado no experimento foi acondicionado nos vasos
de volume igual aos usados no ensaio com as plantas, cada solo em trés repeticdes, e
foram colocados para saturar em caixa-d’agua com volume de agua equivalente a 2/3 da
altura dos vasos (Figura 3).

Dessa forma, os vasos foram mantidos por um periodo de 48 horas, para que
ocorresse a saturacdo completa. Logo depois, eles foram cobertos com filme pléstico, para
evitar perdas por evaporacdo, e colocados para drenar livremente, sendo medidas suas

massas nos tempos zero e posteriormente a cada 24 horas até obtencdo de peso constante.

Figura 3 - Pesagem realizada antes e depois da saturacdo (A), vasos acondicionados

dentro da caixa-d’agua prontos para iniciar o processo de saturacdo (B) e solos apos 48

horas de saturacdo (C).

3.1.4 Variaveis analisadas

Avaliacao das hastes principais e secundarias
O comprimento das hastes foi avaliado aos 90 dias ap6s o inicio dos tratamentos
salinos, ocasido em que foi realizada uma colheita na parte aérea das plantas a 2 cm da

superficie do solo. Foram realizadas medidas, também, apds a colheita, aos 180 dias de
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aplicacdo de aguas salinas na irrigacdo das plantas, medindo-se com o auxilio de trena
métrica graduada em centimetros. Para a avaliagdo do comprimento de hastes foi
selecionada a haste principal de cada planta e realizada a medicéo a partir da superficie
do substrato até a extremidade da haste e o valor expresso em cm.

O numero de hastes foi obtido pela contagem simples, a partir da base da planta
até o seu &pice. As avaliacbes foram realizadas aos 90 e 180 dias ap6s o inicio dos

tratamentos salinos.

Producéo de biomassa

Aos 180 dias apos o inicio dos tratamentos salinos, as plantas foram colhidas e
particionada em raiz e parte aérea para a determinacdo da producdo de matéria fresca da
raiz e parte aérea e os valores expressos em gramas. Para a producdo de matéria fresca da
parte aérea, foram somados 0s valores obtidos na primeira colheita e na colheita final das
plantas.

Apo6s a colheita e obtencdo da matéria fresca, as partes das plantas foram
acondicionadas em sacos de papel e colocadas para secar em estufa com circulacdo de ar
forcada, mantendo-se a temperatura na faixa de 65 a 70 °C. O tempo de secagem foi
determinado por pesagem das amostras até a manutencdo de peso constante. Apds a
secagem, as amostras foram pesadas para determinacdo da producdo de matéria seca
acumulada em parte aérea e raiz. Para a producdo de matéria seca da parte aérea foram

somados os valores obtidos no primeiro e na segunda colheita.

Trocas gasosas e pigmentos

Foram realizadas medicdes da temperatura e das taxas de fotossintese,
transpiracdo, condutancia estomatica e concentracdo interna de CO2 em hastes totalmente
desenvolvidas, aos 90 e 180 dias apds o inicio dos tratamentos salinos, utilizando-se o
analisador de gases infravermelho portatil (IRGA). As medicGes foram realizadas sempre
no periodo entre 12:00 e 13:00 h em condi¢Ges ambiente de temperatura e umidade
relativa do ar. A intensidade luminosa utilizada nas medicGes de trocas gasosas foi de
1.200 pmol m2 s, Com os resultados de trocas gasosas foram determinadas a eficiéncia
instantanea de uso da agua, calculada pela razdo entre fotossintese e transpiracéo, e a
eficiéncia intrinseca de uso da agua, calculada pela razao entre fotossintese e condutancia
estomatica.

Determinacéo de pigmentos fotossintetizantes
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A determinacdo dos teores de clorofilas a, b, total e carotenoides foi realizada por
método destrutivo, coletando-se 0,1 g de matéria fresca das hastes das plantas, cortadas
em pequenos pedacos e colocadas em tubos de ensaio rosqueados, cobertos com papel
aluminio para evitar a passagem de luz, adicionando-se 10 mL de acetona a 80% e
armazenando-se sob refrigeracao, por um periodo minimo de 24 e maximo de 48 horas.

Os teores de clorofila a, p, total e carotenoides foram quantificados por
espectrofotometria, fazendo-se leituras das amostras nos comprimentos de onda de 470,
645 e 663 nm. Os valores foram calculados pelas férmulas descritas abaixo, conforme
metodologia de Arnon (1949), onde “A” ¢é a absorvancia no comprimento de onda
utilizado, os resultados expressos em miligramas de clorofila por grama de matéria fresca:

Clorofila, = 12,7As63nm — 2,69A6450m

Clorofilag = 22,9A645nm — 4,68As63nm

Clorofilattar = Clorofila, + Clorofilag

Carotenoides = [1000A470nm — 2,13 (Clorofilaa) — 97,64 (Clorofilan/209)]

Avaliacao do estado nutricional das plantas

Para avaliar o estado nutricional das plantas, foram utilizadas amostras de raizes,
coletadas aos 180 dias de cultivo e hastes secas em estufa, coletadas aos 90 e 180 dias de
cultivo com rejeito salino. As raizes e as hastes foram trituradas em moinho tipo Willey
e 0 extrato preparado por digestdo nitrica (acido nitrico + peroxido de hidrogénio, 2:1).
Os extratos foram utilizados para determinacdo dos teores de Na, K, Ca e Mg. Sendo Na
e K dosados por fotometria de emisséo de chama; e Ca e Mg por espectrofotometria de
absorcéo atbmica.

Anélises quimicas do solo

Ao final do experimento foram coletadas amostras de solo de cada unidade
experimental para avaliagdo dos atributos quimicos. As amostras de solo foram
submetidas as analises dos elementos sollveis, com o preparo da pasta saturada, pelo
método descrito por USSL Staff (1954). No extrato da pasta saturada foram mensurados
a condutividade elétrica (CE a 25 °C) e o pH; determinados os cétions sollveis: Ca?* e
Mg?* por espectrofotometria de absorgdo atdmica; Na* e K* por fotometria de emisséo de
chama e o anion CI" por volumetria.

Foi realizada a medida do pH em &agua (1:2,5); a determinacdo dos cations

trocaveis (Ca?*, Mg?*, Na* e K*), extraidos com acetato de aménio 1 mol L™ a pH 7,0
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(THOMAS, 1982), sendo Na* e K* dosados por fotometria de chama, e Ca?* e Mg?* por
espectrofotometria de absorcdo atdmica (USSL STAFF, 1954). Com os resultados das
andlises, foram calculadas a capacidade de troca de cétions (CTC), relacdo de adsorcéao
de sodio (RAS) e a percentagem de sodio trocavel (PST), conforme USSL Staff (1954).

3.1.5. Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a analise da variancia para
avaliar o efeito das variaveis independentes e de suas interacBes sobre as variaveis
dependentes, utilizando o teste F (p < 0,05). Os efeitos quantitativos dos niveis de
salinidade da agua de irrigacdo foram testados por regressdo, utilizando o teste F para
verificar a significancia dos efeitos ortogonais, admitindo-se erro de até 5% de
probabilidade e escolhendo-se 0 modelo com maior coeficiente de determinacéo (R2). As
variaveis qualitativas com efeito significativo foram comparadas por testes de médias ou
contrastes ortogonais. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
estatistico R v. 4.0.2, pacote ExpDes.pt (R CORE TEAM, 2020).

3.2 Experimento em campo

3.2.1 Localizag&o do experimento

O experimento foi conduzido de campo aberto no periodo de dezembro de 2019 a
fevereiro de 2021 em propriedade particular, localizada no distrito de Manicoba, distante
a 35 Km do municipio de Juazeiro, Bahia, Brasil, situado nas coordenadas geogréaficas
9°18°22’S e 40°17°42°W e altitude media de 1100 m. A regido possui clima BSh
(semiarido quente), segundo classificacdo de Koppen e apresenta regime pluviométrico
médio anual de 400 mm, com temperatura e umidade relativa médias de 27° C e 66%,
respectivamente (INMET, 2019). O solo da area experimental € classificado como
Argissolo Vermelho-Amarelo Eutrofico (IBGE, 2001).

3.2.2 Preparo da &rea e instalacao do experimento

Antes da instalacdo do experimento foi realizada a limpeza da &rea, retirando-se
pedras, troncos e eventuais plantas daninhas existentes. Em seguida, foram coletadas
amostras de solo, na camada de 0 a 0,30 m, em diferentes pontos da area e formada uma

amostra composta, essa amostra foi encaminhada ao laboratério e realizada as analises
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quimicas, conforme métodos descritos em EMBRAPA (2017) e Freire et al. (2016)
(Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizacdo quimica e granulométrica do solo do experimento de campo.

Caracterizacdo quimica Caracterizacéo

Complexo sortivo Extrato de saturagdo granulométrica
Atributos Valor Atributos Valor Fracdes Valor
- - CEes (dS m?) 85,30  Areiatotal (g kg 523,7
PH @25 6,05 PHes 5,78 Areiagrossa (g kg?t)  317,2
Ca?* (cmol kg™ 2,76 Ca?* (mmol. L) 459,81  Avreia fina (g kg?) 206,5
Mg?* (cmol. kg™t) 7,03 Mg? (mmol. L") 314,21  Silte (g kg}) 119,2
Na* (cmol. kg™) 3,20 Na* (mmol. LY) 317,93  Argila (g kg?) 357,1
K* (cmolc kgt) 0,76 K* (mmol. L) 6,47 Classe textural” AA
SB (cmolc kgl) 13,75 CI- (mmol, L) 958,80
PST (%) 23,27 RAS (mmolc L1)** 16,16

pH = potencial hidrogenidnico em 4gua; SB = soma de bases; PST = percentagem de sddio trocvel; CEs
= condutividade elétrica do extrato de saturacdo; pHes = potencial hidrogeniénico do extrato de saturagdo;
RAS = relagdo de adsorcdo de sédio; AA = Argilosa arenosa.

*Segundo classificacdo proposta por Lemos e Santos, 1984.

Ap0s o preparo do solo, foram demarcados 18 canteiros de 1 m?, distantes um do
outro por 2 m, cada canteiro recebeu 4 mudas de salicornia. As plantas foram obtidas por
estaquia e transplantadas para o campo quando estavam com 60 dias e com altura entre 7
e 8cm.

As plantas foram cultivadas por 14 meses, sem diferenciacdo de lamina de
irrigacdo. Apds esse periodo, coletou-se uma planta de cada canteiro, separando-as em
raiz e parte aérea e acondicionadas em sacos plasticos, na ocasido também foi realizada a
coleta do solo rizosférico. Em seguida as particdes foram encaminhadas ao Laboratorio
de Microbiologia do Solo da Embrapa Semiarido, localizada no municipio de Petrolina,

Pernambuco, Brasil.

3.2.3 Isolamento de micro-organismos

Para isolar os micro-organismos endofiticos foi utilizado a metodologia de
Ddobereiner et al. (1995). Para o isolamento foi preparado trés suspensées bacteriana com
a parte aérea, raiz e o solo rizosférico.

O solo da raiz foi retirado, pesado 10 g e colocado em tubos para realizacdo de
diluicdes seriadas até 10, Aliquotas de 0,1 mL das suspensdes foram inoculadas em
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triplicata em frascos de vidro contendo 7 mL dos meios de cultura NFB, LGI, LGI-P
(DOBEREINER et al., 1995) e BMGM (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001),
semissdlidos, todos recomendados para o isolamento de micro-organismos diazotréficos
associados a plantas ndo leguminosas.

Amostras de 10 g de raiz foram desinfestadas superficialmente: imersao por 30
segundos em &lcool 70%, 4 minutos em uma solucdo de NaClO (2% v/v), o excesso do
agente sanitizante removido por diversas lavagens em agua destilada esterilizada (ADE).
Posteriormente, a raiz foi triturada com auxilio de um miniprocessador com 90 mL de
NaCl 0,85% (m/v) para a obtencéo das suspensdes. Foi realizada uma diluicdo seriada até
a diluicdo 10* e aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas nos tubos contendo os diferentes
meios de cultura. Esse mesmo processo foi realizado com a parte aérea, como descrito
anteriormente.

Os frascos com os meios inoculados foram incubados a 28° C, por dez dias.
Aqueles que desenvolveram pelicula microaerofilica caracteristica foram selecionados e
reinoculados no mesmo meio de cultura e mantidos em crescimento por dez dias.
Posteriormente, as coldnias purificadas foram novamente inoculadas no meio semissélido
para confirmacdo da formacdo de pelicula, os tubos que apresentaram formacdo de
pelicula foram plaqueados, estocados em meio de cultura liquido com glicerol (25%),
armazenados em freezer a —80 °C e integrados a Colecdo de Micro-organismos de
Interesse Agricola da Embrapa Semiarido. Apds o processo de purificacdo a colecdo foi

formada por 30 isolados positivos para formacéo da pelicula microaerofilica.

3.2.4 Variaveis analisadas

Testes bioquimicos
Os isolados foram crescidos em seus respectivos meios, para verificagdo de sua
pureza, em seguida, foram colocados em meios sem indicador, e colocados em mesa

agitadora a 120 rpm, onde ficaram em agitacdo constante e temperatura ambiente.

Producéo de biofilme

Apos o tempo de crescimento de cada isolado, transferiu-se 5 pL do caldo de
cultivo para cada pogo da microplaca de Elisa, esses pocos receberam mais 195 pL de
meio, e foram deixados crescer em temperatura ambiente, os isolados foram colocados

para crescer em triplicata. Foram reservados 3 pocos da microplaca para o cultivo de
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estirpe referéncia Ab-V5 (Azospirillum brasiliense) e 3 pogos com apenas 0s meios, para
verificar possiveis contaminagoes.

Posteriormente, descartou-se o contetdo da microplaca e foi realizada 3 lavagens
adicionando 200 pL de agua destilada esterilizada em cada poco, logo depois, as
microplacas foram colocadas para secar em temperatura ambiente por periodo de 20
minutos. Apos secagem, foram adicionados 100 pL de Violeta de Genciana (0,25%),
deixando-se em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, as microplacas foram
lavadas novamente como descrito anteriormente e adicionou-se 200 L de solucéo alcool-
acetona (proporcao 80:20) em cada poco.

Para estimar a producdo de biofilme foi construida uma curva de calibracéo, a
partir de dilui¢es de 0; 25; 50; 75; 100; 130; 160; 187,5 e 250 pg mL™* de Violeta de
Genciana (0,25%) em solucdo de alcool-acetona (propor¢do de 80:20). Os isolados que
produziram biofilme, apresentaram coloragédo roxo azulada, as quais foram submetidas a
leitura a 620 nm em espectrofotdmetro. A avaliagdo da formacéo de biofilme foi realizada
seguindo o método descrito por Merino et al. (2009), com modificages.

Producéo de AIA

A producdo de AlA foi realizada pelo método colorimétrico proposto por Sarwar
e Kremer (1995), com adaptacdes. Foram adicionados 100 pL do pré-inéculo de cada
isolado e 3 mL dos meios enriquecidos com L-triptofano (100 pg mLt) em tubos Falcon
de 15 mL, foram colocados tubos com estirpe referéncia Ab-V5 (Azospirillum
brasiliense) e um controle negativo, apenas com 0s meios enriquecidos com L-triptofano.
As avaliacOes foram realizadas em triplicata e os tubos submetidos a agitacdo constante
em mesa agitadora a 120 rpm conforme o tempo de crescimento de cada isolado.

Apbs o crescimento dos isolados, os tubos foram submetidos a centrifugacéo a
6000 g por periodo de 5 minutos. Para estimar a producdo de AlA, retirou-se uma aliquota
de 150 pL do sobrenadante de cada isolado e transferidos para pocos da microplaca de
Elisa, em seguida, adicionou-se 150 puL do reagente Salkwski, deixando em temperatura
ambiente por 30 minutos, os isolados capazes de produzir AIA proporcionaram o
surgimento de coloragdo résea durante a reacéo.

A intensidade da coloracdo foi avaliada em espectrofotémetro UV-Vis (Multiskan
GO, Thermo-Scientific). Uma curva padrdo foi previamente obtida de concentragdes
conhecidas de AlA sintético para estimativa de producdo de compostos indolicos pelos

isolados.
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Solubilizagéo de fosfato de calcio

Os isolados foram submetidos a avaliacdo da capacidade em solubilizar fosfato
inorganico realizada segundo a metodologia descrita por Sylvester-Bradley et al. (1982).
Os isolados foram cultivados em meio de cultura GL e aliquotas de 10 plL foram
inoculadas em meio sélido contendo glicose (10 g L), extrato de levedura (2 g L) e
agar (15 g L) em triplicata. A este meio foram adicionadas as solugdes A (5 g de K;HPO4
em 50 mL de agua) e B (10g de CaCl, em 100 mL de agua), ajustando-se o pH para 6,5
afim de formar o CaHPO4 (HARA; OLIVEIRA, 2004). As placas foram incubadas por
15 dias e a capacidade de solubilizacdo do fosfato foi avaliada por meio da formacéo de
halo transltcido ao redor das colénias.

3.2.5 Caracterizacao genotipica

Extracdo do DNA dos isolados bacterianos

Para a amplificacdo dos fragmentos de genes, foi realizado a extracdo do DNA
dos micro-organismos. Para isso, 0s isolados foram crescidos nos seus respectivos meios
sob agitacdo constante de 120 rpm durante o tempo adequado para cada isolado. Apo6s o
crescimento, o DNA foi extraido seguindo o protocolo de extracdo do kit comercial de
DNA gendmico bacteriano Wizard Genomic DNA Clean-Up System (PROMEGA)
conforme instrugdes do fabricante. Feito isto, as amostras de DNA foram armazenadas a

-20°C até manipulag6es futuras.

Amplificacao de fragmentos do gene nifH

Para confirmar a capacidade de fixacao de nitrogénio foi amplificado o gene nifH
dos isolados, utilizando-se os iniciadores PolF (5’-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3’)
E PolR (5’ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3’) (POLY; MONROZIER; BALLY,
2001), amplificando um fragmento de 360 pb do gene nifH aproximadamente. A reacéo
de PCR foi dimensionada para um volume final de 10 pL, contendo tampé&o de reacéo
1X, MgCl2 2,5 mM, dNTP 10 mM, Tag DNA polimerase 0,25 U e 1 uM de cada iniciador
PolF e PolR. A reacdo constituiu em um ciclo de desnaturacéo inicial (5 minutos a 94 °C);
35 ciclos de desnaturacdo (1 minuto a 94 °C), anelamento (45 segundos a 55 °C); extenséo

(1 minuto a 72 °C); e um ciclo de extensdo final (10 minutos a 72 °C).
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Avaliacdo da variabilidade genética dos isolados

A caracterizagdo do perfil BOX-PCR permitiu quantificar a variabilidade genética
da colecé&o e identificar os perfis redundantes, possibilitando a reducgéo dos isolados para
sequenciamento. Os elementos Box do DNA genémico foram amplificados utilizando o
prime BOX Al-R (5°CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’), que amplifica regides
palindrémicas e repetitivas do DNA cromossdmico (VERSALOVIC et al., 1994).

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti 96 well (Applied
Biosystems, EUA), com um volume final da amostra de 10 pL, contendo as seguintes
concentracgdes finais: tampédo 10X (10% do volume de reacdo); dNTPs 1,5 uM; MgCl; 3
UM; primer BOX 2 pM; Tag DNA Polimerase 1U; DNA molde (40-100 ng),
completando com agua ultrapura. Os ciclos de desnaturacdo adotados foram: um ciclo de
desnaturacdo inicial a 95°C por 6 min, 35 ciclos de desnaturacdo (30 s a 90°C),
anelamento (1 min a 52°C) e extensdo (8 min a 65°C), um ciclo de extensdo final a 65°C
por 16 min (VERSALOVIC et al., 1994).

Os fragmentos que foram amplificados foram separados por eletroforese a 160 V
em gel de agarose a 1,5%, documentado por meio de fotografia com um transluminador
de luz UV. O marcador molecular 1 kb foi utilizado para compara¢do do tamanho das
bandas. Com a separagédo desses fragmentos, foram obtidos perfis de bandas idénticas,
sendo selecionados isolados (no minimo um por perfil) para sequenciamento futuro do
16s.

Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)

Os isolados considerados diferentes pelo método BOX-PCR, foram avaliados
qguanto a sua variabilidade genética pela técnica de Analise de Restricio do DNA
Ribossomal Amplificado (ARDRA). Para a ARDRA, o gene 16S rRNA, foi amplificado
utilizando os iniciadores universais 24F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492 R
(TACGGYTACCTTGTTACGACTT) (WEISBURG et al.,1991).

Para a restricdo foram utilizadas duas endonucleases, Mspl e Hinfl (Thermo
Scientific, EUA). As digestbes ocorreram em overnight a 37°C em um volume final de
10 uL, contendo: 1 uL. do tampao de reag@o 1X, endonucleases 5 U e 5 uL do produto da
PCR. Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose (1,0% p/v) a 100 V por 120 minutos, em tampdo Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5X.
Para verificar o tamanho dos fragmentos, utilizou-se nas laterais dos géis, 0 marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder (DNA Express).
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Ao final da eletroforese, os géis foram fotodocumentados no LPix-STi (Loccus
Biotecnologia, Brasil), as imagens dos géis foram analisadas com auxilio do programa
BioNumerics 7.6 (Applied Maths, Bélgica), utilizando o coeficiente de Dice e 0 método

de agrupamento UPGMA para a construcao do dendrograma de similaridade.

Sequenciamento do gene 16S rRNA

Para selecionar isolados para sequenciamento, foram escolhidos representantes a
partir do agrupamento gerado pelo ARDRA para o sequenciamento do gene 16Sr RNA.
Para isso, aamplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada utilizando as mesmas condi¢coes
e iniciadores descritos anteriormente no topico de andlise de restricio do DNA
Ribossomal Amplificado, em que, apds a amplificacdo, os produtos da PCR foram
purificados com o kit comercial QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) e, em
seguida, enviados para sequenciamento na empresa Macrogen. (Seul, Coréia do Sul).

A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada com o programa SegScanner v
2.0 (Applied Biosystems, EUA). A similaridade das sequéncias obtidas foi comparada
com aquelas depositadas no banco de dados GenBank do National Center for

Biorecnology Information (NCBI), usando a ferramenta BLASTn.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Namero e comprimento de hastes principais e secundarias
A interacéo entre os fatores Solo x Agua, exerceu efeito significativo sobre todas

as variaveis resposta, indicando dependéncia dos fatores.

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia para o nimero de hastes principais aos 90 e
180 dias ap0s inicio dos tratamentos salinos (NHPg e NHP1g0); altura de hastes principais
aos 90 e 180 dias apos inicio dos tratamentos salinos (CHPg € CHP1g0); nUmero de hastes
secundarias aos 90 e 180 dias apds inicio dos tratamentos salinos (NHSgo € NHS1s0);
comprimento de hastes secundarias aos 90 e 180 dias ap06s inicio dos tratamentos salinos
(CHSg e CHP1g0) de plantas de Salicornia neei submetidas a cultivo em diferentes solos

e diferentes proporc¢des de rejeito salino.

Quadrados médios

FV GL NHPs NHPisgo AHPs0 AHPisgo NHSgo NHS1s0 CHSoo CHSaiso

Bloco 3 1,57" 1,84 2,87 12,57 208,60™ 906,0™ 1,52"™ 7,61
Solo (S) 3 0,76™ 1546~ 51,24 196,03 251,10 918,8™ 21,19™ 100,85"
Agua(A) 5 1,74™ 3497 659 26,22 482,60 2101,1° 0,89 3598
SxA 15 2507 5397 18,377 30,067 765307 9602 1,927 2233”7
Residuo 69 0,44 0,69 2,82 5,69 84,0 506,0 0,39 1,49
Total 95 - - - - - - - -

CV (%) - 17,08 15,21 8,86 7,93 13,96 14,40 13,94 14,21

“** significativo a 5 e a 1%, respectivamente; ™ — ndo significativo pelo teste F; FV — fonte de variagdo; GL
— grau de liberdade; CV — coeficiente de variag&o.

Na Figura 4 estdo contidos o nimero de hastes primarias de plantas de salicornia
aos 90 (A) e 180 (B) dias apos o inicio dos tratamentos salinos nos diferentes solos, em
funcéo das proporcdes de rejeito salino. Aos 90 dias apos iniciar os tratamentos salinos,
0 nimero de hastes primérias (NHPgo) ajustou-se ao modelo quadratico, com excecdo das
plantas que estavam sendo cultivadas no solo S4, que se ajustaram ao modelo linear

crescente (Figura 4A).
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Figura 4 - Namero de hastes primarias de plantas de Salicornia neei aos 90 (A) e aos 180
(B) dias ap0s o inicio dos tratamentos salinos, cultivadas em diferentes solos e submetidas

a irrigacdo com diferentes proporgdes de rejeito salino.
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Aos 90 dias ap0s o inicio dos tratamentos salinos, as plantas submetidas ao cultivo
no solo S1 foram as mais afetadas pelo aumento na proporcao de rejeito salino na dgua
de irrigagdo e, consequentemente, na salinidade da &gua, apresentando decréscimo de
forma quadratica e atingindo valores maximos estimados de 4,47 hastes, na proporcéo de
22,5% de rejeito salino (Figura 4A). J4 aos 180 dias apos iniciar os tratamentos salinos as
plantas cultivadas nos solos S1 e S4 ndo se ajustaram a nenhum modelo matematico
testado, sendo representadas pela média aritmética dos respectivos tratamentos (Figura
6B).
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As plantas cultivadas nos solos S2 e S3 responderam de forma quadratica
crescente e decrescente, respectivamente (Figura 4B). As plantas cultivadas no solo S2
atingiram valores maximos estimados de 6,0 hastes, na propor¢cdo maxima estimada de
64,1% de rejeito salino, enquanto, as plantas cultivadas no solo S3 atingiram valores
minimos de 3,86 hastes em 87,71% de rejeito salino.

A salinidade é considerada um fator estressante para as plantas, mesmo para a
maioria das plantas hal6fitas (LV et al., 2012). Doncato (2020) constatou aumento na
formacédo de ramos nos caules de S. neei com aumento no regime de poda. Conforme
Souza et al. (2018), a espécie S. neei expressa 0 crescimento maximo quando submetidas
a salinidade moderada (86 mM de NaCl), resultado de uma melhor regulagéo de seus
mecanismos fisiologicos relacionados a suculéncia, producdo de pigmentos
fotoprotetores e metabolitos antioxidantes.

Quando as plantas foram cultivadas nos solos S1 e S4, a altura das hastes
principais aos 90 dias ap06s o inicio dos tratamentos salinos (AHPgo) apresentaram
decréscimos lineares com o incremento na percentagem de rejeito salino nas aguas de
irrigacdo, com maior reducdo para o solo S4, com decréscimo de 0,79 cm a cada
acréscimo de 10% de rejeito salino na agua de irrigacdo, enquanto que as plantas que
estavam sendo cultivadas no solo S1 expressaram decréscimo de 0,47 cm a cada
incremento de 10% de rejeito salino na &gua de irrigacdo (Figura 5A).

Ao serem cultivadas nos solos S2 e S3, o modelo que melhor representou o
crescimento em altura das plantas de S. neei foi o quadratico, com valores minimos
estimados de 18,22 cm e 19,50 cm, nas percentagens minimas estimadas de 12,50% e
41,50% de rejeito salino (Figura 5A). Ja aos 180 dias ap6s iniciar a aplicacdo dos
tratamentos salinos (AHP1g0), 0 modelo que melhor representou o crescimento em altura

das plantas para todos os solos foi quadratico (Figura 5B).
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Figura 5 - Altura de hastes primarias de plantas de Salicornia neei aos 90 (A) e aos 180

(B) dias apds inicio dos tratamentos salinos, cultivadas em diferentes solos e submetidas

a irrigacdo com diferentes proporgdes de rejeito salino.
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As plantas cultivadas nos solos S1 e S4 atingiram valores maximo estimados de

31,09 e 29,26 cm de altura, nas propor¢des maximas estimadas de 20,38 e 31,0%,

respectivamente, aos 180 dias de cultivo com proporcdes do rejeito salino (Figura 5B).

Esses dois solos foram o0s que apresentaram os menores valores de calcio no complexo

sortivo, 1,14 e 2,32 cmol. kg™ e as menores relagdes entre célcio e magnésio soltvel de

1,42 e 0,74, respectivamente (Tabela 2).

Ja ao serem cultivadas no solo S2, as plantas foram estimuladas até a dose maxima

estimada de rejeito salino de 55,22%, o que promoveu altura de 35,40 cm de altura. Para
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0 solo S3 ocorreu decréscimo até a dose minima estimada de 77,83%, expressando altura
de 30,37 cm (Figura 5B).

A salicornia pode ser colhida vérias vezes no ano. Em estufas a colheita pode ser
feita a cada duas ou trés semanas, dependendo do crescimento da planta (LOCONSOLE;
CRISTIANO; LUCIA, 2019). Em lIsrael as plantas gourmet dos géneros Salicornia e
Sarcocornia sdo cortadas 5 cm acima do nivel do solo, quando atingem altura entre 10 e
15cm (VENTURA et al., 2011; VENTURA; SAGI, 2013). Assim, mesmo sendo afetadas
com o incremento de rejeito salino na dgua de irrigacdo, tanto aos 90 como aos 180 dias
apos o inicio dos tratamentos salinos, as plantas apresentavam alturas superiores a altura
comercial, independente do solo onde foram cultivadas.

Altas concentracGes de sais afetam o crescimento das plantas pelo efeito osmotico
que esses sais provocam, além do efeito tdxico ao serem absorvidos (RAHMAN et al.,
2016). A resposta das plantas a salinidade € o ajustamento osmotico, que reduz a expansédo
e a divisdo celular, além do fechamento estomético, reduzindo assim as taxas
fotossintéticas, o que reflete diretamente no crescimento (MUNNS, 2002; RAHMAN et
al, 2016; SACHDEV et al., 2021).

O célcio desempenha dois papéis distintos nas plantas, um € estrutural, sendo um
componente da parede celular, e, o outro, é de sinalizador, atuando como mensageiro
secundario aos estimulos ambientais, incluindo o estresse salino (TUTEJA; MAHAJAN,
2007; KADER; LINDBERG, 2010; TAIZ et al., 2017). O baixo contetdo inicial de Ca e
a baixa relacdo Ca:Mg pode ter interferido no balango nutricional das plantas, que
resultou em menor crescimento (YADARE; GIRDHAR, 1981).

O numero de hastes secundarias da salicornia, independente do periodo de
avaliacdo, respondeu de forma quadratica as proporcfes de rejeito salino utilizadas,
exceto para 0s solos S4 e S1 aos 90 e 180 dias apos o inicio da aplicacao dos tratamentos
salinos, respectivamente, em que as plantas ndo se ajustaram a nenhum modelo
matematico testado, sendo representados pelas meédias dos respectivos tratamentos
(Figura 6).
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Figura 6 - Numero de hastes secundarias de plantas de Salicornia neei aos 90 (A) e aos
180 (B) dias ap0s inicio dos tratamentos salinos, cultivadas em diferentes solos e
submetidas a irrigagdo com diferentes proporcdes de rejeito salino.
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As plantas cultivadas no solo S3 foram as que apresentaram o maior nimero de
ramificagdes secundarias, tanto aos 90 como aos 180 dias apos o cultivo com rejeito salino
(Figura 6). Constata-se que o0 niumero de hastes secundarias das plantas que cresciam nos
solos S1 e S2 aumentaram ateé a propor¢do maxima estimada de rejeito de 4,25 e 18,75%,
0 que promoveram aproximadamente 66 e 44 hastes secundarias por planta,
respectivamente (Figura 6A).

A poda promove 0 aumento de ramos nos caules de S. neei; contudo esse aumento
no namero de ramos refletiu em menor comprimento das hastes. Isso impacta o valor

comercial das plantas para o consumo, contudo, a pratica pode ser interessante quando o
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objetivo € a industria de ragdo/suplementacdo nutricional ou farmacéutica (DONCATO,
2020). A poda na S. neei, pode gerar um ganho em rendimento ao longo do ciclo anual
do que uma Unica colheita, além de uma melhor qualidade nutricional da brotacéo recém-
formada (VENTURA; SAGI, 2013; COSTA et al., 2014).

O aumento no numero de ramificagcdes secundarias pode estar ligado a quebra da
dominancia apical dos ramos primarios da salicornia, j& que com a poda e consequente
retirada da gema apical, ocorre queda na taxa de auxina que inibe a atividade das gemas
laterais ou axilares (LEYSER, 2009; MULLER; LEYSER, 2011; SCHNEIDER et al.,
2019).

O comprimento de hastes secundarias, no geral foi inibido com o acréscimo
percentual de rejeito salino na dgua de irrigagdo, exceto para as plantas cultivadas no solo
S2, independente do periodo analisado, e as cultivadas no solo S3, no periodo de 90 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos salinos, que ndo se ajustaram a nenhum modelo
matematico (Figura 7).

Aos 90 dias ap0s a irrigacdo com o rejeito salino, as plantas cultivadas nos solos
S1 e S3 sofreram decréscimo de forma quadratica, atingindo valores minimos estimados
de 8,84 e 6,31 cm quando irrigada, respectivamente, com 100% e 81,23% de rejeito salino
(Figura 7A). J& as plantas cultivadas no solo S4 expressaram declinio linear, com reducédo
de 0,65 cm de comprimento a cada aumento de 10% de rejeito salino na 4gua de irrigacéo.
As plantas cultivadas no solo S2 apresentaram ganhos em comprimento de hastes até a
dose maxima estimada de 65,3%, que proporcionou ramificacbes com comprimento de
6,87 cm (Figura 7A).
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Figura 7 - Comprimento de hastes secundarias de plantas de Salicornia neei aos 90 (A)
e aos 180 (B) dias ap06s inicio dos tratamentos salinos, cultivadas em diferentes solos e
submetidas a irrigagcdo com diferentes proporcdes de rejeito salino.
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Aos 180 dias, as plantas cultivadas no S2, inicialmente apresentaram diminuigéo
em seu comprimento com o aumento percentual de rejeito salino na agua de irrigacdo
atingindo o menor valor de 2,49 cm na dose minima estimada de 21% de rejeito (Figura
7B). A partir desse valor ocorreu o incremento em comprimento de hastes, em funcéo das
doses de rejeito salino aplicado, sendo observado comprimento maximo de 5,10 cm
quando foi usado 100% de rejeito salino na irrigacao (Figura 7B).

A salinidade é um dos desafios ambientais mais significativos que limitam a
produtividade das plantas (ASHRAF; HARRIS, 2004; ACOSTA-MOTOS et al, 2017).

O estresse provocado pelo excesso de sais € percebido inicialmente pelo sistema radicular,
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e afeta o crescimento da planta em curto prazo pela inibi¢do na absorcéo de agua devido
ao baixo potencial hidrico no espaco radicular e a longo prazo pela toxicidade i6nica
induzida pelos sais que provocam desequilibrio nutricional no citosol (MUNNS, 2005;
JAMES et al., 2008; MUNNS; GILLIHAM, 2015; ACOSTA-MOTOS et al., 2017). A
diminuicdo no crescimento pode ser uma resposta adaptativa para sobrevivéncia da planta
em condicOes adversas, desde que essa possua mecanismos para combaté-lo (MUNNS;
TESTER, 2008; REIS, et al., 2020).

4.2 Producao de biomassa
Os resultados da ANOVA, apresentados na Tabela 5, indicam que a interagao
entre os fatores solo x agua (S x A) exerceu efeito significativo sobre as variaveis

estudadas, indicando significancia dos fatores.

Tabela 5 - Resumo da andlise de variancia para massa seca da parte aérea aos 90 e 180
dias apds inicio dos tratamentos salinos (MSPAg e MSPA1g0); massa seca de raiz (MSR)
e massa seca total (MST) de plantas de Salicornia neei submetidas a cultivo em diferentes

solos e diferentes proporc¢des de rejeito salino.

Quadrados médios

FV GL MSPAgo MSPA1s0 MSR MST
Bloco 3 6,06" 1,44" 0,72 19,84"
Solo (S) 3 269,36 89,00™ 6,68 725,84
Agua (A) 5 49,70 240,72™ 14,08™ 568,81
SxA 15 19,66 36,33 1,817 98,50™
Residuo 69 1,50 1,01 0,21 4,08
Total 95 - - - -
CV (%) - 13,30 18,61 23,38 12,19

“* significativo a 5 e a 1%, respectivamente; ™ — ndo significativo pelo teste F; FV — fonte de variagdo; GL
— grau de liberdade; CV — coeficiente de variag&o.

A espécie S. neei, apresentou diminuigdo na producdo de biomassa de todas as
particOes avaliadas com o aumento da percentagem do rejeito salino, independente do
solo, em que estavam sendo cultivadas (Figura 8). No solo S4, foi observado o maior
comprometimento da producdo de biomassa em todas as propor¢des de rejeito salino na

agua de irrigacdo. Esse solo foi o que inicialmente apresentou a maior condutividade
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elétrica do extrato de saturacio de 49,47 dS m™, o nivel mais elevado de sodio soltvel de

439,1 mmolc L e cloro de 388,0 mmolc L, além do maior teor de silte (Tabela 2).

Figura 8 - Matéria seca da parte aérea aos 90 (A) e aos 180 (B) dias apo0s inicio dos
tratamentos salinos, matéria seca de raiz (C) e matéria seca total (D) de Salicornia neei,
cultivadas em diferentes solos e submetidas a irrigagdo com diferentes proporgoes de
rejeito salino.
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A producdo de biomassa aérea das plantas cultivadas no solo S1 respondeu de
forma diferente aos 90 e 180 dias ap0s iniciar a aplicacdo de rejeito salino. Aos 90 dias,
a matéria seca da parte aérea se ajustou ao modelo quadratico, com incremento de rejeito
salino até a dose maxima estimada de 27,81%, que proporcionou 14,40 g de matéria seca
por planta (Figura 8A). Aos 180 dias ap0s o inicio dos tratamentos salinos, a matéria seca
da parte aérea, ajustou-se ao modelo linear decrescente, com redugdes de 0,1143 g de
materia seca a cada incremento unitario de rejeito salino a 4gua de irrigacéo (Figura 8B).

O modelo quadratico foi o que melhor representou o0 acimulo de matéria seca de

raizes das plantas, independente do solo, onde as plantas de S. neei foram cultivadas
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(Figura 8C). Observa-se que as plantas cultivadas nos solos S1, S3 e S4 apresentaram
decréscimos semelhantes, sendo que as plantas cultivadas nos solos S3 e S4 apresentaram
0 mesmo valor de matéria seca de raiz na dose estimada de rejeito salino de 91,10% com
valor de matéria seca de raiz por planta de 0,81 g. Os solos em questdo, sdo 0s que
apresentam maiores valores nos atributos quimicos do solo, exceto para 0 potassio soltuvel
(Tabela 2).

As restricdes observadas na producéo de biomassa de salicornia com o aumento
na percentagem de rejeito salino na agua de irrigacdo, e, com isso na condutividade
elétrica da agua, €, provavelmente uma implicacdo direta do comprometimento das taxas
fotossintéticas e do desvio de parte da energia que seria designada ao crescimento;
consequentemente acumulacdo de biomassa, para a ativacdo e manutencdo de uma serie
de mecanismos fisiologicos que conferem a adaptacdo da planta a salinidade. Entre as
alteracdes estdo: a manutencdo da integridade das membranas celulares, biossintese de
osmolitos protetores e ativacdo de sistemas de eliminacao de espécies reativas de oxigénio
(ERO's) (FLOWERS; COLMER, 2008; GILL; TUJEDA, 2010; MENG; ZHOU; SUI,
2018).

As altas concentracdes de ions nos solos, sobretudo nos solos S3 e S4 ocasionam
a quebra do equilibrio no potencial de agua do sistema solo planta e desbalanco idnico,
provocando restrices na absorcdo de nutrientes minerais essenciais a nutricdo das
plantas, o que gera obstaculos ao crescimento e a producdo de biomassa (MUNNS, 2005;
GRUPTA; HUANG, 2014). Essa reducdo, também pode estar relacionada ao aumento
nos teores de CI"- e Na" na parte aérea, sais que podem se acumular principalmente no
citoplasma e nos cloroplastos, podendo desidratar as células e refletir na reducdo da
producdo e acumulacédo de biomassa (MUNNS; TESTER, 2008).

4.3 Trocas gasosas
As variaveis, condutancia estomatica, transpiracdo, fotossintese e concentragédo
interna de CO> foram influenciadas pela interacdo Solo x Agua, indicando dependéncia

entre os fatores, conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Resumo da analise de variancia para condutancia estomatica (gs), fotossintese
(A), transpiracéo (E) e concentragdo interna de CO> (Ci), aos 90 e aos 180 dias apos inicio
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dos tratamentos salinos de plantas de salicornia submetidas a cultivo em diferentes solos

e diferentes proporgdes de rejeito salino.

Quadrados médios™

FV GL  gsw 0s180 Aogo Aiso Eg0 E1s0 Cigo Ciiso

Bloco 3 0,007™ 0,046™ 0,042 0,029 0,006™ 0,079™ 0,001™ 0,000™
Solo (S) 3 15567 3,045 1,829 0,291 1,061 1,286~ 0,310 0,003
Agua (A) 5 9174™ 2036 1,054 2,832 0,619™ 2,523 0,398 0,001™
SxA 15 0,694 1,499™ 0,247 0,177 1,793™ 0,506 0,145™ 0,001
Residuo 69 0,019 0,057 0,018 0,011 0,012 0,041 0,001 0,000
Total 95 - - - - - - - -

*%

*k

CV (%) - 3,67 6,68 4,48 5,24 13,19 24,92 0,81 0,26

*

" significativo a 5 e a 1%, respectivamente; "™ — ndo significativo pelo teste F; FV — fonte de variacdo; GL
— grau de liberdade; CV — coeficiente de variag&o.
*** Dados transformados pela equagdo de Box-Cox.

Na Figura 9, encontram-se os resultados referentes as trocas gasosas de plantas de
S. neei aos 90 e 180 dias ap6s o inicio dos tratamentos salinos, cultivadas em diferentes
solos em resposta as proporcGes de rejeito salino na agua de irrigacdo. A condutancia
estomatica sofreu influéncia do aumento da percentagem de rejeito salino na agua de
irrigacdo em todos os solos avaliados, sendo que as plantas cultivadas nos solos S1 e S2
apresentaram valores mais elevados de condutancia estomatica aos 90 dias de cultivo com
rejeito salino, enquanto que, os menores valores foram observados nas plantas cultivadas
no solo S4, irrigadas com 77,78% de rejeito salino. As plantas cultivadas nos solos S1,
S2 e S3, aos 90 dias ap0s iniciar o tratamento com rejeito salino, atingiram valores
minimos estimados de condutdncia quando irrigadas com 79,42; 71,88 e 87,50% de
rejeito salino, expressando condutancias de 0,015; 0,030 e 0,031 mol H,O m?2 s,
respectivamente (Figura 9A).

Aos 180 dias apds o inicio do tratamento salino (Figura 9B), de forma semelhante
ao que ocorreu aos 90 dias (Figura 9A), as plantas cultivadas nos solos S1 e S2
apresentaram os maiores valores de condutancia estomatica e as cultivadas no solo S4
com os menores valores quando irrigadas com doses de 76,47% de rejeito salino. Quando
cultivadas nos solos S1, S2 e S3, as plantas atingiram valores minimos estimados de
condutancia estomatica de 0,016; 0,003 e 0,0014 mol H.0O m s™* ao serem irrigadas com
as doses estimadas de 76,32; 88,89 e 78,57% (Figura 9B).
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Figura 9 - Condutancia estomatica (gs) (A e B), fotossintese (A) (C e D), transpiracéo
(E) (E e F) e concentracdo interna de CO2 (Ci) (G e H) de plantas de Saliconia neei aos
90 e 180 dias apods inicio dos tratamentos salinos, cultivadas em diferentes solos e

submetidas a irrigacdo com proporgdes crescentes de rejeito salino.
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A alteracdo na condutancia estomatica (gs) € uma resposta rapida e inicial de
fechamento estomatico, que ocorre quando as plantas sdo submetidas ao desequilibrio
osmotico provocado pelo excesso de sais, tornando-se, assim, a primeira e principal causa

do declinio nas taxas de assimilacdo de CO, (JAMES et al., 2008). Isso ocorre para evitar
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a perda excessiva de agua e posterior desidratacdo, pois a alta concentracdo de sais na
zona radicular reduz o potencial osmdtico da solucdo do solo, o que deixa a &gua menos
disponivel para as plantas, resultando no fechamento estomatico o que pode comprometer
a fotossintese (ORSINI et al., 2012; BERTOLLI; SOUZA; SOUZA, 2015).

Quanto a fotossintese, inicialmente os maiores valores foram observados nas
plantas cultivadas no solo S1 e no solo S2 aos 90 e 180 dias apds iniciar o tratamento com
rejeito salino, respectivamente, ocorrendo decréscimo com o aumento da percentagem de
rejeito salino nas aguas de irrigacdo. Aos 90 dias apos iniciar o tratamento salino, as
plantas cultivadas nos solos S3 e S4 sofreram reduc¢des na fotossintese de 0,0288 e 0,0482
umol de CO2 m? s, a cada incremento unitario do rejeito salino na agua de irrigacéo,
enquanto aquelas cultivadas nos solos S1 e S2 atingiram valores minimos estimados ao
serem irrigadas com 70,36 e 32,0% de rejeito salino, expressando valores de 8,07 e 8,60
umol de CO2 m? s, respectivamente (Figura 9C).

Aos 180 dias apos iniciar os tratamentos salinos, as plantas cultivadas nos solos
S1 e S2 apresentaram comportamento linear decrescente com reducdes de 0,0687 e
0,1079 umol de CO, m2 %, respectivamente, a cada incremento unitario de rejeito salino
na agua de irrigacao (Figura 9D). Ja as plantas que foram cultivadas nos solos S3 e S4,
apresentaram decréscimo de forma quadratica atingindo valores minimos estimados de
3,75 e 5,12 pmol de CO, m2 s2, respectivamente, nas doses de 82,71 e 80,77% de rejeito
salino na agua de irrigacao.

Dentre os processos que sdo afetados pelo excesso de sais na solucdo do solo,
reducdes nas taxas fotossintéticas tem sido amplamente relatadas na literatura e atribuida
as limitacGes estoméaticas (MUNNS; TESTER, 2008; KUSVURAN et al., 2012; SILVA
et al., 2017). Em condicBGes de estresse salino, as plantas diminuem a abertura dos
estdmatos, para reduzir a perda de vapor de agua para atmosfera, assim pode ocorrer uma
limitacdo no fornecimento de CO> ou ainda alteragcdes nos mecanismos de fixacéo de
COqy, restringindo a fotossintese (ORSINI et al., 2012; KAMRAN et al., 2020).

Em condicbes de estresse salino, a fotossintese é limitada ndo apenas pelo
fechamento dos estdmatos, mas também por efeitos provocados pelos sais em processos
secundarios, como a inibicdo da Rubisco e da sintese de ATP e NADPH na fase
fotoquimica da fotossintese (SABRA; DAAYF; RENAULT, 2012).

Para a transpiragdo (E), evidencia-se efeito quadratico decrescente com o aumento
na propor¢cdo de rejeito salino independente da época de avaliacdo, essas reducdes

ocorrem devido ao fechamento dos estdmatos (Figuras 9E e 9F). Observa-se que as
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tendéncias de queda na transpiracdo sdo semelhantes ao que ocorreu na condutancia
estomatica, isso ocorre devido ao fechamento estomatico, ja que ao passo que 0S
estomatos se fecham ocorre uma redug@o no fluxo de vapor d’dgua para a atmosfera.

Observa-se que aos 90 dias apds o tratamento com rejeito salino as plantas
atingiram valores minimos estimados de transpiracdo quando irrigadas com 81,97; 87,0;
93,25 e 78,83%, cultivadas nos solos S1, S2, S3 e S4, respectivamente. Apds 180 dias de
cultivo com o rejeito salino, as plantas cultivadas nesses mesmos solos, atingiram valores
minimos de transpiracdo ao serem irrigadas com doses de 93,17; 100; 88,17 e 83,75% de
rejeito salino na agua de irrigacdo (Figura 9F).

A reducdo na transpiracgdo, reflete os efeitos da salinidade da &gua de irrigacdo
exercidos sobre a planta, pois nessas condi¢Bes a dgua se torna um fator limitante, ja que
com o aumento dos niveis salinos ocorre a reducdo do potencial osmético do solo, que
aliado ao desequilibrio i6nico e deficiéncia nutricional induz o fechamento estomatico
podendo provocar redugéo na producgéo de biomassa (ISAYENKOV; MAATHUIS, 2019;
KAMRAN et al., 2020). Os decréscimos tanto em condutancia estomatica como em
transpiracdo sdo respostas rapidas ao aumento da salinidade, permitindo a diminui¢éo na
perda de agua pela transpiracdo (NAVADA et al., 2020).

Para a concentragdo interna de CO- (Ci), aos 90 dias ap6s o inicio dos tratamentos
salinos ocorreram aumentos lineares para as plantas cultivadas nos solos S1 e S3, da
ordem de 3,195 e 4,583 umol mol™, a cada incremente unitario de rejeito salino na gua
de irrigacdo, as plantas dos solos S2 e S4 apresentaram incrementos até as doses maximas
estimadas de 44,19 e 54,16%, respectivamente (Figura 9G). J& aos 180 dias apds iniciar
a irrigagdo com o rejeito salino, as plantas cultivadas nos solos S1 e S3 apresentaram
decréscimos de 1,180 e 0,869 pumol mol?, a cada incremente unitario de rejeito salino, ja
as do solo S2 apresentaram acréscimo de 2,064 umol mol, a cada incremente unitério
de rejeito salino, enquanto as do solo S4 apresentaram decréscimo até a dose minima
estimada de 33,54%; posteriormente aumento até a dose de 100% do rejeito (Figura 9H).

A alta concentracdo de CO; associada a diminuicdo da condutancia estomatica é
uma resposta de adaptacdo ao CO: extracelular, para ajustar as limitacdes na fotossintese
que ocorrem devido as mudancas na demanda no mesofilo (MUSYIMI; NETONDO;
OUMA, 2007). A Ci elevada, tanto aos 90, quanto aos 180 dias apos inicio dos
tratamentos salinos, associada a reducéo nos teores de clorofila 4, pode sugerir ocorréncia

de danos ao fotossistema Il, visto que a irrigagdo com &gua salina pode afetar as
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membranas dos tilacdides, comprometendo a atividade de transporte de elétrons
(SHARMA; HALL, 1992; NETONDO et al., 2004).

4.4 Determinacdo de pigmentos fotossintetizantes
Os teores de clorofilas «, f, total e os carotenoides, sofreram influencia da
interacdo solo x agua (S x A), indicando dependéncia dos fatores, conforme pode ser

observado na Tabela 7.

Tabela 7 - Resumo das analises das variancias para os dados de teores totais de clorofilas
a (CIfy), B (CIfg), total (Clfoui /a+7) € carotenoides (Car) em hastes de plantas de salicornia
aos 180 dias apos o inicio dos tratamentos salinos, cultivadas em diferentes solos e sob

diferentes proporcdes de rejeito salino.

Quadrado Médio

FV GL Clf, Clfy Clfotat fa+p7 Car

Bloco 3 0,194" 0,08"s 0,27" 42,3™
Solo (S) 3 3,48 1,07 7,96 10520,2"
Agua (A) 5 0,63™ 0,47 0,48" 2142,5™
SxA 15 1,01 0,83 2,85 5986,3"
Residuo 69 0,12 0,05 0,17 146,0
Total 95 - - - -

CV (%) - 12,52 15,77 10,19 8,42

*

" significativo a 5 e a 1%, respectivamente; "™ — ndo significativo pelo teste F; FV — fonte de variagdo; GL
— grau de liberdade; CV — coeficiente de variacéo.

Na Figura 10 estdo contidas as medias dos teores de clorofilas «, g, clorofila total
e carotenoides em funcdo das proporcdes de rejeito salino estudadas. Pelos resultados,
verificou-se que os teores de clorofila a ajustaram-Se a0 modelo quadratico, apresentando
acréscimos até as doses maximas estimadas de 55,70, 54,83 e 13,50% para os solos S1,
S2 e S3, respectivamente; e decréscimos a partir desses niveis, enquanto que, o solo S4
apresentou decréscimo até a dose minima estimada de 52,50%, com acréscimo a partir
dessa dose (Figura 10A).
Figura 10 - Clorofila a (A), clorofila g (B), clorofila total (C) e carotendides (D) de
plantas de Salicornia neei aos 90 dias ap0s inicio dos tratamentos salinos, cultivadas em

diferentes solos e submetidas a irrigagdo com diferentes proporcoes de rejeito salino.
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A clorofila é o principal pigmento para captacéo de luz e producéo de energia para
0 processo de fotossintese (CROCE; AMERONGEN, 2014; RENEV et al., 2021). O
cultivo de plantas em ambientes salinos ocasiona reducéo nos teores de clorofila devido
ao aumento da enzima clorofilase, responsavel pela degradacdo da clorofila, que
associada a magnésio-chelatase pode induzir a destruicdo dos cloroplastos (AGHALEH
etal., 2009; FREITAS; COSTA, 2014; GOMES et al., 2017).

A diminuicdo no teor de clorofila a, nas percentagens mais elevadas de rejeito
salino, pode ser devido a destruicdo dos cloroplastos, pois o estresse oxidativo provoca
aumento nos teores de espécies reativas de oxigénio, que gera danos aos cloroplastos
(MUNNS; TESTER, 2008). Os resultados observados estdo de acordo com outros
estudos, em que foram constatadas reducdes dos pigmentos fotossintéticos quando as
plantas foram submetidas a salinidade (COSTA et al., 2006; AGHALEH et al., 2009;
SOUZA et al., 2018).

Pelos resultados observados na Figura 10B constata-se que o teor de clorofila g
das plantas de S. neei cultivadas no solo S4 ndo se ajustaram a nenhum modelo

matematico testado, sendo representada pela média de 1,20 mg g de matéria fresca. As
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plantas cultivadas nos solos S1 e S2 se ajustaram aos modelos lineares crescente e
decrescente, respectivamente; ao serem irrigadas com 55,20% de rejeito salino as plantas
cultivadas nesses solos apresentaram o mesmo valor de clorofila £ (1,53 mg g de matéria
fresca). Ja as plantas do solo S3 se ajustaram ao modelo quadratico com incrementos até
a dose méaxima estimada de 38,0% de rejeito salino, com teor de clorofila fde 1,73 mg g
! de matéria fresca.

A clorofila g é um pigmento componente do aparato fotossintético de plantas
superiores, cuja funcdo é aumentar a capacidade de coleta de luz (TAMBURINI et al.,
2015; KUNUGI et al., 2016; CROFT et al., 2017). Em situacdo de estresse ambiental a
funcdo da clorofila g € proteger os fotossistemas, devido a sua menor taxa de foto-
oxidacdo quando comparada a clorofila « (DUBEY, 2005). Souza et al. (2018)
verificaram efeitos negativos da salinidade sobre os teores de clorofila em gendtipos de
S. neei.

Seguindo a tendéncia observada nos teores de clorofila f, o teor de clorofila total
das plantas submetidas ao cultivo no solo S4 ndo se ajustaram a nenhum modelo
matematico testado, sendo representada por sua média 3,35 mg g* de matéria fresca
(Figura 10C). Ja os teores de clorofila total de plantas cultivadas nos solos S1, S2 e S3 se
ajustaram ao modelo quadratico, com aumentos nos teores até as doses maximas
estimadas de 72,5%, 37,0% e 25,75%, respectivamente.

Os pigmentos fotossintetizantes podem ser utilizados como indicativos de estresse
salino em plantas. Outros autores descrevem a diminuicdo dos teores de clorofila
(DUBEY, 2005; ARIAS-MORENO et al., 2017; ALTUNTAS et al., 2020; SHIN et al.,
2020), o que pode ser interpretado como uma adaptacdo aos agentes estressantes, no
sentido de economia de energia e menor captacdo de energia luminosa, 0 que evita o
estresse foto-oxidativo (SILVEIRA et al., 2016; TABOT; ADAMS, 2013).

Com relacdo aos teores de carotendides, em funcdo dos niveis de rejeito salino,
observa-se aumentos lineares para as plantas cultivadas nos solos S1, S3 e S4, cujo
valores sofreram decréscimos na ordem de 0,745 mg g*! de matéria fresca a cada
incremento unitario de rejeito salino na &gua de irrigacdo (Figura 10D). Cabe salientar
que o solo S2 é o que apresentava a condi¢do de solo ndo salino inicialmente (Tabela 2).
Para os solos S1, S3 e S4 sdo observados incrementos nos teores de carotenoides de 4,52;
0,167 € 0,779 mg g* de matéria fresca a cada aumento unitario de rejeito salino na agua

de irrigacéo, respectivamente.
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Os carotenoides desempenham um importante papel como pigmentos auxiliares,
absorvendo radiagdo visivel (400 — 700 nm), e atuam como filtro da radiacdo ultravioleta
(200 — 400 nm), reduzindo os eventuais danos decorrentes da incidéncia excessiva de luz,
protegendo-a da foto-oxidagdo (ZIELEWICZ; WROBEL; NIEDBALA, 2020). Além
disso, os carotenoides atuam como antioxidantes contra as espécies reativas de oxigénio
geradas durante o periodo de exposicao ao estresse salino (DUARTE et I., 2013). Vérias
haléfitas mostraram que os teores de compostos fendlicos s@o proporcionais a intensidade
do estresse salino (VENTURA et al., 2011; FAN et al., 2013; BERTIN et al., 2014;
SOUZA et al., 2018).

4.5 Analises quimicas do solo

Os resultados da ANOVA apresentados na tabela 8 indicam que as variaveis
potencial hidrogenibnico, calcio, magnésio, sodio, potassio, soma de bases e a
percentagem de sddio trocavel foram influenciadas significativamente pelas interacdes
significativas entre os fatores solo x &gua, exceto para a varidvel potencial
hidrogeniénico, que ndo variou de forma estatisticamente significativa em funcdo dessa

interacdo, sendo influenciada pelos os fatores isolados solos e rejeito salino (Tabela 8).

Tabela 8 - Resumo da andlise de variancia para potencial hidrogeniénico em agua (pH
agua 1:2,5), célcio (Ca?*), magnésio (Mg?*), sodio (Na*), potassio (K*), soma se bases
(SB) e percentagem de sodio trocavel (PST) do complexo sortivo do solo ao final do

experimento.

Quadrado Médio

FV GL pH (sgue12s) Ca?* Mg?* Na* K* SB PST
Bloco 3 0,107  0,014° 0,019™ 0,017 0,010 0,013  4,90™
Solo(S) 3 28,082 59,34 43,63 10,717 6,089 116,33 664,3"
Agua(A) 5 0,517 1,060 1,494 0,312 0,588 1,798™ 190,9”
SxA 15 0,051  0,786™ 0,211 0,288 0,636 0,215 227,6"
Residuo 69 0,049 0,0005 0,0206 0,0008 00165 0,0145 2,4362
Total 95 - - - - - - -
CV (%) - 3,06 2,15 5,20 4,72 11,55 2,59 12,31

“*significativo a 5 e a 1%, respectivamente; ™ — ndo significativo pelo teste F; FV — fonte de variagdo; GL
— grau de liberdade; CV — coeficiente de variacdo; SB — soma de bases; PST — percentagem de sodio
trocavel.
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Pelo resumo das andlises das variancias para os dados de potencial
hidrogenidnico, condutividade elétrica, calcio, magnésio, sodio, potéssio, cloro e razéo
de adsorcao de sddio do extrato de saturacdo verificou-se que a interacao solo x agua foi
sempre significativa (p < 0,01), indicando dependéncia dos fatores, segundo o teste F
(Tabela 9).

Tabela 9 - Resumo da andlise de variancia para potencial hidrogeniénico do extrato de
saturacdo (pHes), condutividade elétrica da agua (CEes), calcio (Ca®*), magnésio (Mg?"),
sodio (Na*), potassio (K*), cloro (CI") e razdo de adsorc¢do de sédio (RAS) do extrato de

saturacédo do solo ao final do experimento.

Quadrado Médio

FV GL  pHes CEes Ca** Mg?* Na* K* CI RAS

Bloco 3 0046™ 17,1 0,127 0,233® 0567™ 0,012  35,17" 0,067ns
Solo(S) 3 92727 12005~ 109,7” 9,857 724,97 1126 363,87 74,93**
Agua(A) 5 2,359 5507,9" 101,3" 529,87 1057,77 16,137 1724,3" 22,00**
SxA 15 0,209™ 3346 9,037 19,62 54,06 0,9637 93,177 6,034**
Residuo 69 0,132 5,8 0,0651 0,3826 1,0029 0,112 18,720  0,0988
Total 95 - - - - - - - -

CV (%) - 5,42 4,44 2,86 4,18 3,64 3,62 12,89 4,00

“*significativo a 5 e a 1%, respectivamente; ™ — ndo significativo pelo teste F; FV — fonte de variagdo; GL
— grau de liberdade; CV — coeficiente de variacdo; RAS = razdo de adsorc¢do de sddio.

Na Figura 11A estdo contidos os valores do potencial hidrogenidnico dos solos
usados como substrato para o desenvolvimento das plantas. Apos avaliacdo dos valores
de pH em agua 1:2,5, ao final do experimento nas diferentes classes de solo, é possivel
observar que os valores de pH diferem entre si, exceto os dos solos S3 e S4. Os maiores
valores de pH foram constatados nos solos S4 e S3, respectivamente, enquanto 0 menor
valor foi constatado para o solo S1. Ao comparamos com 0s valores iniciais do solo
(Tabela 2), constata-se que o solo S1 foi o que sofreu a maior alteracdo no pH, saindo de
6,25 para 5,90. J& quando comparamos os valores de pH em funcéo das proporcdes de
rejeito salino (Figura 11B), observa-se que a agua com 0% de rejeito salino foi a que

apresentou o maior pH, enquanto as demais ndo diferiram estatisticamente.

Figura 11 - Valores do potencial hidrogenidnico do extrato aquoso do solo em diferentes
solos (A), em funcdo de diferentes proporcdes de rejeito salino (B), do extrato de

saturacdo (C) e da condutividade elétrica do extrato de saturacao do solo (D), ao final do



63

experimento. Médias seguidas por mesma letra minudsculas entre classes de solo nédo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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O pH de uma solugdo aquosa é uma medida adimensional, influenciado pela
composicdo e pela natureza dos cations e anions, composicdo e concentracdo dos sais
soltveis no solo (LIMA JUNIOR; SILVA, 2010; RENGASAMY, 2016) e serve como
escala para determinar se um solo é acido ou alcalino (PARAMISPARAM et al., 2021).
Os valores de pH préximos a neutralidade, tendendo a alcalinidade é uma caracteristica
esperadas para solos afetados por sais e indica a predominéncia de ions OH™ em relagéo
aos H*, afetando a disponibilidade de micronutrientes para as plantas como o ferro, cobre,
zinco e manganés.

Para a condutividade elétrica do extrato de saturacdo (Figura 11D), observa-se que
houve um aumento de forma quadratica com o aumento da percentagem de rejeito salino
nas aguas de irrigacdo. O aumento da CE do extrato de saturacdo era esperado e explicada
pela maior quantidade de sais adicionadas ao solo via irrigacdo, visto que, conforme a
Tabela 1, as aguas de irrigacdo, exceto a Al, apresentaram condutividade elevada, entre

4,87 a 23,32 dS m™ e os vasos n&o apresentavam drenos, o que contribuiu para 0 aumento
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dos teores de sais dos solos usados como substrato para o crescimento e desenvolvimento
das plantas.

Os impactos econdmicos provocados pelos sais sobre 0s solos ndo s&o féceis de
serem mensurados, devido a relacdo nédo linear existente entre salinizacédo e produtividade
(MACHADO; SERRALHEIRO, 2017; HASSANI; AZAPAGIC; SHOKRI, 2021;
CORWIN, 2021). Os solos agricolas podem permanecer com uma salinidade moderada,
sem ser detectada, durante anos, contudo um aumento adicional pode causar abandono
das areas agricolas em poucos anos, dessa forma, o monitoramento da condutividade
elétrica do solo é importante, permitindo de forma simplificada e eficiente a ocorréncia
de salinizagéo do solo (PEDROTTI et al., 2015).

As aguas de irrigacdo com condutividade elétrica acima de 0,7 dS m* apresentam
moderado potencial de salinizacdo do solo (AYERS; WESTCOT, 1999). A elevacdo da
condutividade elétrica do solo, ocasionada pela elevacdo da salinidade, pode afetar a
absorcdo de nitrogénio e potassio, devido a alteracdo na movimentacéo de nutrientes na
solucdo do solo, devido a reducdo de seu deslocamento por fluxo de massa, além de
diminuir a energia livre da agua, aumentando assim a condutividade elétrica da solugédo
do solo (DIAS; BLANCO, 2010; SANTOS et al., 2016).

O solo S3 apresentou os maiores valores de Ca®* trocavel e solGvel. Para esse solo
o célcio trocéavel apresentou incremento até a percentagem maxima estimada de rejeito
salino de 62,56%, quando expressou valor de 29,02 cmol. kg (Figura 12A). Enquanto o
célcio soltvel apresentou incremento de 1,168 mmol L™ a cada incremento unitario de
rejeito salino a dgua de irrigacdo (Figura 12B). Os teores de calcio, tanto trocavel como
o soltvel presentes nos solos S1 e S2 apresentaram comportamento linear com o0 aumento

nas percentagens de rejeito salino na agua de irrigacao.

Figura 12 - Valores médios de Ca?* e Mg?* trocaveis (A e C) e solGveis (B e D) dos solos

cultivados com Salicornia neei em funcéo dos niveis de rejeito salino utilizados.
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Os teores de magnésio trocaveis e soltveis sdo apresentados nas Figuras 12C e
12D, respectivamente. De maneira semelhante ao que ocorreu com o teor de calcio
trocavel, o solo S3 foi 0 que apresentou o maior teor de magnésio trocavel, atingindo
valores maximos estimados de 26,01 cmol. kg™ na dose maxima estimada de 88,10%.

Na Figura 13 apresenta-se as tendéncias observadas para os teores de sodio e
potéssio trocaveis e sollveis dos solos cultivados com Salicornia neei em funcdo dos

niveis de rejeito salino utilizado para irrigagdo durante a conducgéo do experimento.
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Figura 13 - Valores médios de Na*™ e K™ trocaveis (A e C) e sollveis (B e D) dos solos

cultivados com Salicornia neei em funcdo dos niveis de rejeito salino utilizados na

irrigacao.
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Observa-se na Figura 13A que os teores de sddio trocavel dos solos S1 e S3
responderam de forma linear ao incremento de rejeito salino na agua de irrigacdo, com
acréscimo de 0,48 cmol. kg™ e decréscimo de 0,429 cmol. kg™ a cada incremento unitario
de rejeito salino a agua de irrigacdo, respectivamente. O solo S4 apresentou tendéncia
quadratica, atingindo valores minimos estimados de 2,43 cmolc kg ao ser irrigado com
agua com 79,13% de rejeito salino. Ja o solo S2 ndo se ajustou a nenhum modelo
matematico testado com média de 0,66 cmol kg™.

Na Figura 13B encontra-se os valores de sodio soluvel. Os teores de sodio dos
solos responderam de forma quadratica ao incremento do rejeito salino na agua de
irrigacdo, exceto para o solo S2 que apresentou tendéncia linear, com aumentos de 11,1
mmol. L a cada incremento de unitério de rejeito salino.

O potassio trocavel dos solos S1 e S3 apresentaram tendéncias lineares crescente

e decrescente, respectivamente, sendo que ao serem irrigados com dose estimada de
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97,86% apresentaram teores de K semelhante de 0,97 cmol. kg*. Enquanto o solo S2 e
S4 responderam de forma quadrética, 0 S2 apresentou valores maximos estimados ao ser
irrigado com 59,25% de rejeito e o solo S4 atingiu valores minimos estimados ao serem
irrigados com 74,75% de rejeito salino (Figura 13C).

Ao analisarmos o potéassio soltvel (Figura 13D), constamos o aumento linear do
teor de potéassio com o aumento da percentagem de rejeito salino na agua de irrigacao,
exceto para o solo S3 que apresentou comportamento quadratico com valor maximo
estimado de 4,39 mmolc L™ com a dose maxima estimada de 77,25%.

O aumento da percentagem de rejeito salino na agua de irrigacdo proporcionou
incrementos de forma quadratica nos teores de cloretos em todos os solos estudados,
sendo que, de forma geral, 0 solo S4 foi o que apresentou os maiores valores de cloretos

com incremento até a dose maxima estimada de 91,34% (Figura 14A).

Figura 14 - Valores médios de CI" (A), razdo de adsorc¢do de sddio (B), soma de base (C)
e percentagem de sodio trocavel (D) dos solos cultivados com Salicornia neei em funcéao

dos niveis de rejeito salino utilizados.
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Para a razdo de adsorcao de sodio (RAS), apresentado na Figura 14B, os solos S3
e S4 ndo se ajustaram a nenhum modelo matematico testado e sdo representados pelas
médias dos tratamentos de 73,99 e 96,74 mmol. L%, respectivamente. J4 os solos S1 e S2
se ajustaram ao modelo quadratico com aumentos até a dose maxima estimada de 77,20
e 78,55%, expressando valores de 67,55 e 59,86 mmolc L, respectivamente.

Os valores da razdo de adsorcdo de sodio dos solos sdo importantes para o
desenvolvimento de atividades agricolas, visto que é um indice que representa a
possibilidade ou o risco de sodificacdo do solo. Os altos valores de RAS observados,
maiores do que o limite de 13 mmolc L, descrito por Richards (1954), mostra a
predominancia do Na* soltvel em relagdo aos cations Ca?* e Mg?*, independente do solo
estudado, indicando um alto grau de degradacéo provocado pelo sodio.

A soma de base dos solos S3 e S4 responderam de forma quadratica ao incremento
do rejeito salino a 4gua de irrigacdo. O solo S3 apresentou acréscimo até a dose maxima
estimada de 67,64%, refletindo uma soma de bases de 60,55 cmol. kg (Figura 16C). O
solo S3 é o que apresenta 0o maior teor de argila 68,8% (Tabela 2). J& os solos S1 e S2
apresentaram tendéncias lineares crescentes com ganhos de 0,0437 e 0,0409 cmol. kg?,
respectivamente, a cada incremento unitario de rejeito salino na dgua de irrigacdo (Figura
14C).

O percentual de sodio trocavel (PST) do solo S2 ndo se ajustou a nenhum modelo
testado, sendo representado pela média aritmética dos tratamentos (7,32%). O Solo S4
apresentou comportamento quadratico decrescente com o0 aumento do percentual de
rejeito salino, é possivel observar que houve decréscimo até a dose minima estimada de
71,53% com valores de PST de 7,12% (Figura 14D). O solo S1 apresentou acréscimo de
0,096% na PST a cada incremento unitario de rejeito salino na agua de irrigacdo, enquanto
0 solo S3 apresentou decréscimo de 1,1% a cada incremento de 10% de rejeito salino na
agua de irrigacao.

A PST dos solos estudados ndo apresentou valores tao altos como os observados
para a RAS, exceto para o solo S4 nas doses iniciais de rejeito salino. A PST é um
indicador da estabilidade do solo, sendo que valores iguais ou superiores a 15%, sao solos
considerados sddicos e geralmente sem estrutura, devido a dispersdo de argila, baixa
porosidade e alta densidade do solo, o que pode comprometer o desenvolvimento das
raizes das plantas devido a formacéo de camada de compactacéo.

Os sais em excesso no solo, independente da origem, priméria ou secundaria,

torna-o um ambiente desfavoravel ao crescimento e desenvolvimento da maioria das
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especies vegetais (KAMRAN et al., 2020). Cétions trocaveis presentes no solo podem
influenciar as propriedades fisicas como a estrutura do solo, estabilidade dos agregados,
dispersdo de particulas, permeabilidade e infiltracdo (FARAHANI et al., 2018). J4 a
acumulacdo excessiva de sais solUveis pode tornar o solo mais floculado e fridvel.

A predominancia de cations monovalentes, sobretudo o Na*, promove mudancas
na espessura da dupla cama difusa, devido ao seu raio i0nico hidratado, aumentando de
forma consideravel a expansdo das particulas de argilas, promovendo a formagéo de
camadas impermedveis, dificultando o movimento de &gua e ar nos solos (DIAS;
BLANCO, 2010; FARAHANI et al., 2018).

4.6 Avaliacéo do estado nutricional das plantas

As variaveis relacionadas ao estado nutricional das plantas, sodio, potassio, calcio
e magnésio, aos 90, 180 dias ap0s inicio dos tratamentos salinos e de raizes, responderam
de forma significativas a interagdo Solo x Agua, indicando dependéncia entre os fatores
(Tabela 10).
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Tabela 10 - Resumo das andlises de variancias referentes aos teores de sodio, potéssio, calcio e magnésio da parte aérea aos 90 (Nago, Kgo, Cago €

Mggo) e 180 (Nazso, K1so, Caigo, Mg1go) dias apds inicio dos tratamentos salinos e de raiz (Nar, K, Car e Mgy) ao final do experimento de plantas de

salicornia cultivadas em diferentes solos e sob diferentes proporc¢des de rejeito salino.

Quadrados médios™

FV GL  Nago Naiso Nar Koo K1so Kr Cago Causo Car Mgso Mgaso Mgr
Bloco 3 0,157™ 0,40™ 0,4" 20,43™ 13,27 0,047 5,333" 18,93 0,031 8433 0,262 0,204
Solo (S) 3 1591 53577 186,3" 1683,3" 241,77 5358 380,17 1953,2" 4,467 1270,9™ 4,343" 3,278"
Agua (A) 5 18,477 50,407 39347 1462 730,67 5,708 85047 377,37 74607 2343 0,383" 4,462
SxA 15 16,93™ 12,31 32,03 6047 1628 8,405 30,827 501,9" 1,376 18757 0657 2,112"
Residuo 69 0,08 0,704 1,071 7,523 8,569 0,142 2,673 8,733 0,061 3,119 0,078 0,046
Total 95 - - - - - - - - - - - -
CV (%) - 11,68 8,29 8,16 9,33 12,04 6,33 6,14 7,93 5,47 7,31 5,82 4,14

***significativo a 5 e a 1%, respectivamente; " — néo significativo pelo teste F; FV — fonte de variacdo; GL — grau de liberdade; CV — coeficiente de variagdo; RAS = razdo de

adsorcdo de sddio.
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Aos 90 dias apds o inicio dos tratamentos salinos o teor de sodio da parte aérea
apresentou decréscimo de 0,0064 g kg™ de matéria seca a cada aumento unitario de rejeito
salino na agua de irrigacdo para as plantas cultivadas no solo S3 (Figura 15A). O solo S1
apresentou decrescimo até a dose minima estima de rejeito salino de 34,0%, acumulando
teores de 2,69 g kg. As plantas cultivadas no solo S2 apresentaram teores crescentes
com o incremento de rejeito salino na ordem de 0,013 g kg™ a cada incremento unitario

de rejeito salino (Figura 15A).

Figura 15 - Teores de sodio da parte aérea de Salicornia neei aos 90 e 180 dias ap0s
inicio dos tratamentos salinos e das raizes (A, B e C) e de potassio aos 90 e 180 dias apds
inicio dos tratamentos salinos e das raizes (D, E e F).
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Ap06s 180 dias do inicio dos tratamentos salinos, as plantas, independente do solo
utilizado, apresentaram decréscimo com o aumento do rejeito salino, exceto o solo S1
(Figura 15B). Os solos S3 e S4 apresentaram tendéncias lineares com decréscimos na
ordem de 1,03 e 1,40 g kg de matéria seca a cada aumento unitario de rejeito salino,
respectivamente. Os solos S1 e S2 apresentaram tendéncias quadraticas com acréscimos
nos teores de sodio até as doses maximas estimadas de 70,04 e 20,50%, refletindo valores
de 166,16 e 96,08 g kg de matéria seca (Figura 15B).

As raizes das plantas de Saliconia neei apresentaram quantidade expressivas de
sodio (Figura 15C). Observa-se tendéncias quadraticas para as plantas cultivadas em
todos os solos estudados, sendo que as plantas cultivadas no solo S3 apresentaram 0s
maiores valores de sodio na ordem de 341,98 g kg nas raizes, enquanto as cultivadas
nos solos S1, S2 e S4 foram as que apresentaram os menores teores de soédio na ordem de
225,58; 237,99 € 312,18 g kg%, respectivamente, fato que esta relacionado ao valor inicial
(Tabela 2) como ao final do experimento (Figura 15A e 15B). Esses solos foram os que
apresentaram os menores teores de sodio tanto trocavel, quanto soluvel.

O teor de Na* acumulado foi bem mais expressivo que os outros cations analisados
(K*, Ca?" e Mg?"), tanto nas raizes como na parte aérea das plantas. Araus et al. (2021)
estudando o efeito da irrigacdo com aguas salinas sobre o crescimento e indicadores
fisiolégicos da espécie Salicornia europea, observaram tendéncia semelhante que,
segundo os autores esta de acordo com a natureza halofita da espécie.

Os valores obtidos na pesquisa sdo superiores aos obtidos por Souza et al. (2014)
trabalhando com a espécie haldfita Atriplex nummularia, em solo afetado por sais no
municipio de Pesqueira-PE, o que observaram teores de sédio variando de 124,37 a
125,75 g kg?! de matéria seca na parte aérea de plantas com poda e sem poda,
respectivamente. Bertin et al. (2014) observaram teores de sédio variando entre 10,19 e
16,57 mg g* de matéria fresca, para plantas de Sarcocornia ambigua coletadas de duas
regides do Estado de Santa Catarina, com umidades de 88,15 e 88,57%, respectivamente.
Fazendo uma estimativa desses valores para matéria seca, encontramos os valores de
85,99 e 144,97 g kg de matéria seca, respectivamente.

Lv et al. (2012), trabalhando com espécie de Salicornia europaea irrigadas com
solugdes de concentracdes de até 1000 mM de NaCl obtiveram teores maximos de Na*
de 295,29 g kg de matéria seca da parte aérea ao irrigarem as plantas com aguas de

concentragdo salina de 800 mM, aos 21 dias de cultivo. Os valores encontrados séo
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maiores do que em glicéfitas (FLOWERS; COLMER, 2008), e mesmo comparado com
algumas halofitas excretoras de sal (BARHOM I et al., 2007).

Os teores de potéssio aos 90 dias apds inicio dos tratamentos salinos responderam
de forma quadratica ao incremento de rejeito salino nas aguas de irrigacdo (Figura 15D).
As plantas de salicérnia cultivadas nos solos S1, S2 e S4 apresentaram incremento nos
teores de potéssio até as doses de rejeito salino nas &guas de irrigacéo de 58,84; 48,75 e
41,06%, apresentando valores de 47,60; 38,22 e 25,67 g kg™, respectivamente. Ja o solo
S3 apresentou decréscimo nos valores de potassio com 0 aumento na percentagem de
rejeito salino (Figura 15D).

Aos 180 dias de cultivo sendo irrigadas com as respectivas proporcdes de rejeito
salino as plantas de salicornia cultivadas nos solos S2, S3 e S4 apresentaram tendéncias
lineares decrescentes com reducédo nos teores de potassio de 0,288; 0,127 e 0,154 g kg™
de matéria seca, a cada aumento de unitario de rejeito salino nas aguas de irrigacao,
respectivamente (Figura 15E). J& o solo S1 apresentou tendéncia quadratica com
incremento até a dose maxima estimada de 35,34%, 0 que proporcionou um teor de 32,7
g de potéassio por kg de matéria seca (Figura 15E).

Para os teores de potassio das raizes das plantas cultivadas no solo S1 o aumento
do volume de rejeito na agua de irrigacdo promoveu incremento até a dose maxima
estimada de 50,61%, proporcionando valor de 33,42 g de potassio por kg de matéria seca
de raiz (Figura 15F). Os teores de potassio encontrados nas raizes das plantas que se
desenvolveram no solo S2 ndo se ajustaram a nenhum modelo matematico testado,
enquanto as cultivadas nos solos S3 e S4 apresentaram comportamento linear decrescente
com reducdo de 0,145 e 0,194 g de potassio por kg de matéria seca de raiz a cada
incremento de 10% de rejeito salino na dgua de irrigacdo, respectivamente (Figura 15F).

O K* é um cétion classificado como macronutriente e 0 mais abundante nas
plantas, podendo constituir até 10% da massa seca da planta (VERY; SENTENAC,
2003). O potassio esta envolvido no transporte de aglcares, transporte e uso da agua, ativador
enzimatico, além de desempenhar um importante papel na regulacdo do potencial osmoético das
células vegetais, fotossintese e resisténcia ao estresse (OOSTERHUIS et al., 2014,
HASANUZZAMAN et al., 2018).

O contetido de K* nas raizes pode ter sido reduzido pelas altas concentracdes de
sodio devido ao antagonismo que existe entre esses dois ions. O estresse provocado pelo
excesso de sais na zona radicular, sobretudo o Na*, causa reducdo nos teores de K* na

solucdo do solo, consequentemente nos tecidos das plantas devido a competicdo do K*
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com Na*, além do mais 0 Na* pode entrar nas raizes pelos canais de K*, tendo em vista
que o Na* concorre pelos mesmos sitios de absor¢édo dos transportadores de K* presentes
na membrana plasmaética das células das raizes (SILVEIRA et al., 2009; ASSAHA et al..,
2017).

Souza et al. (2014) obtiveram teores de 30,15 e 21,90 g de potéssio por kg de
matéria seca da parte aérea de plantas de Atriplex nummularia, em plantas com poda e
sem poda, respectivamente. Barreira et al. (2017) obteveram teores de 8,92 g de potassio
por kg de matéria seca de plantas da espécie de Salicornia ramosissima, coletadas de
diferentes regides do Sul de Portugal. Bertin et al. (2014) observaram valores de 24,47 e
15,84 g de potassio kg™ (valores estimados a partir de valores de umidades das plantas
coletadas) de matéria seca, para plantas de S. ambigua coletadas de duas regides do
Estado de Santa Catarina.

Na Figura 16 estdo contidos os teores calcio e magneésio referentes a parte aérea
aos 90 e 180 dias ap0s irrigacdo com proporcdes de rejeito salino e de raizes de salicérnia

ao final do experimento.
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Figura 16 - Teores de célcio da parte aérea de Salicornia neei aos 90 e 180 dias ap0s
inicio dos tratamentos salinos e das raizes (A, B e C) e de magnésio aos 90 e 180 dias
apos inicio dos tratamentos salinos e das raizes (D, E e F).
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O teor de célcio aos 90 dias apos inicio da irrigagdo com o rejeito salino,
encontrado na parte aérea das plantas de salicornia cultivadas no solo S3 ndo se ajustaram
aos modelos matematicos testados e, portanto, foram representados pela média dos dados
observados (35,55 g kg?), conforme Figura 16A. Os solos S2 e S4 apresentaram
tendéncia lineares crescentes com incremento de 0,081 e 0,030 g de calcio por kg de

materia seca, a cada incremento unitario de rejeito salino na dgua de irrigacdo. O solo S1
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apresentou tendéncia quadratica com incremento até a dose maxima estimada de 67,28%,
refletindo valore maximo de 27,64 g de célcio por kg de matéria seca (Figura 16A).

Na Figura 16B estdo contidos os teores de célcio da parte aérea das plantas de
salicornia apds 180 dias de cultivo com as proporcdes de rejeito salino. Observa-se que
0s solos S2 e S4 apresentaram comportamento linear crescente com o incremento na
percentagem de rejeito salino, com aumentos de 0,106 e 0,22 g de calcio por kg de matéria
seca. O solo S1 apresentou incremento até a dose maxima estimada de 56,37%, o que
proporcionou um teor de célcio de 37,84 g kg™* de matéria seca da parte aérea. O solo S3
apresentou decréscimo até a dose minima estimada de 39,91% e teores de 43,32 g de
calcio por kg de matéria seca da parte aérea (Figura 16B).

Os teores de célcio das raizes de salicornia apresentaram tendéncias quadraticas,
com incrementos até as doses maximas estimadas de 73,17 e 90,43% para o0s solos S1 e
S2, respectivamente,com valores maximos de 24,55 e 26,42 g kg (Figura 16C).

O célcio (Ca?") desempenha papel fundamental nas respostas das plantas a uma
gama de estimulos ambientais, incluindo estresses abidticos e bidticos, atuando como
mensageiro secundario, sinais de Ca®" sdo decodificados por sensores que traduzem o
sinal em respostas fisiologicas, metabolicas e moleculares (PLASENCIA et al., 2021). A
manutencdo de niveis equilibrados de Ca?* é importante no crescimento e
desenvolvimento vegetal, sobretudo, em condi¢des salinas, devido as funcOes
desempenhadas pelo célcio em vias de sinalizacdo de estresse (MORGAN et al., 2014).

O Na* geralmente é o cation predominante em solos salinos, que é refletido em
uma maior disponibilidade na solucéo do solo, dessa forma, o Ca?* compete diretamente
com o Na* pelos sitios de adsorcao (ZEHRA et al., 2012). A maior adsorcao de Na* ocorre
por esse além de estar em maior quantidade, ser monovalente e apresentar raio idnico
menor (0,95 A) em relago ao raio do célcio (0,99 A) (FERREIRA NETO et al., 2007).

Doncato e Costa (2017), trabalhando com quatro gendtipos de Sarcocornia
ambigua cultivadas com efluente salino proveniente do cultivo de camardo encontraram
teores de célcio variando entre 6,86 e 9,50 g kg™ de matéria seca. Souza et al. (2014)
observaram valores de 12,41 g de célcio kg™ de matéria seca de plantas de Atriplex
nummularia. Barreira et al. (2017) obteveram valor de até 4,86 g de calcio kg de matéria
seca para a espécie Salicornia ramosissima, ao estudarem os beneficios das plantas
halofitas para a saude.

Para os teores de magnésio da parte aérea aos 90 dias ap0s o inicio da aplicacdo

das proporgdes de rejeito salino, observa-se tendéncias quadréticas, sendo que os valores
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observados para as plantas cultivadas no solo S1 foram maiores que as demais (Figura
16D). As plantas cultivadas nos solos S2, S3 e S4 apresentaram incrementos nos teores
de magnésio até as doses méaximas estimadas de 54,68; 95,38 e 82,50% o que
proporcionou teores de célcio na parte aérea das plantas de 34,37; 20,19 e 17,80 g kg* de
matéria seca da parte aérea, respectivamente (Figura 16D).

Aos 180 dias apds o inicio da irrigagdo com as proporcoes de rejeito salino, os
teores de magnésio apresentaram decréscimos até as doses minimas estimadas de 45,44;
51,33 e 59,50%, expressando valores de 20,70; 20,34 e 14,51 g de magnésio por kg de
matéria seca da parte aérea, para os solos S1, S2 e S4, respectivamente. Ja o solo S3
apresentou incremento até a dose maxima estimada de rejeito salino de 19,64%
apresentando teores de 22,14 g de magnésio por kg de matéria seca da parte aérea (Figura
16E).

Os teores de magnésio das raizes das plantas de salicornia cultivadas nos solos S1,
S2 e S3 apresentaram tendéncias quadraticas. O solo S3 apresentou valor méaximo
estimado de 24,94 g de magnésio por kg de matéria seca de raiz, na dose estimada de
45,75% (Figura 16F), enquanto que, o solo S4 apresentou tendéncia linear crescente com
aumento de 0,186 g de magnésio por kg de matéria seca de raiz a cada incremento unitario
de rejeito salino na &gua de irrigacdo (Figura 16F).

Analisando-se os efeitos das diferentes propor¢des de rejeito salino nas aguas de
irrigacdo, infere-se que, de modo geral, o incremento de rejeito salino resultou em
acréscimos nos teores de magnésio tanto na parte aérea como nas raizes das plantas de
Salicornia neei, os teores de Mg?*, séo considerados adequados conforme dados contidos
em Taiz et al. (2017).

O magneésio desempenha papel de co-fator em quase todas as enzimas envolvidas
no metabolismo energético e de moléculas de clorofilas (TAIZ et al., 2017). Embora o
magnésio seja importante para 0 metabolismo vegetal, estudos na literatura que aborde
os niveis adequados de Mg?* em plantas submetidas ao estresse salino s&o limitados, tanto
para a Salicornia como para outras espécies. Além disso, ndo ha um consenso acerca das
tendéncias dos teores de Mg nos tecidos vegetais em funcdo da salinidade (PAULUS et
al., 2012).

Barreira et al. (2017) obteveram teores de 9,43 g de potassio kg™ de matéria seca
de plantas da espécie de Salicornia ramosissima, coletadas de diferentes regides do Sul
de Portugal. Bertin et al. (2014) observaram teores entre 7,76 e 11,31 g de magnésio kg

de matéria seca da parte aérea da espécie Salicornia ambigua. Enquanto Doncato e Costa
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(2017) constataram teores de Mg entre 6,58 e 7,13 g kg™ de matéria seca, ao trabalharem
com quatro gendtipos de Sarcocornia ambigua cultivadas com efluente salino

proveniente do cultivo de camaréo.

4.7 Testes bioquimicos

Na Tabela 11 encontra-se a caracterizacdo dos isolados obtidos da espécie
Salicornia neei, cultivadas em campo. A producdo de biofilme foi avaliada nos 30
isolados e na estirpe referéncia, sendo que todos os isolados apresentaram a capacidade
de producéo. Os valores de biofilme obtidos no presente estudo variaram de 0,20 a 0,51

ug mL™. Dos isolados, 0 BSL1 foi o que apresentou a maior producdo de biofilme (0,51
ug mL™).

Tabela 11 - Producdo de biofilme, producdo de AIA, capacidade de solubilizacdo de
fosfato de célcio e amplificacdo de um fragmento do gene nifH de bactérias isoladas das

raizes, parte aérea e rizosfera de Salicornia neei.

Biofilme AlA Solubilizacéo

Isolados Compartimento  Meio (gmLY)  (umol LY de fosfato nifH
LS1 Rizosfera LGI-P 0,27 - Né&o +
BSL4 Rizosfera BMGM 0,35 0,34 Né&o +
NR6 Raiz NFB 0,24 0,21 Né&o -
LS2 Rizosfera LGI-P 0,25 0,37 Né&o +
NR4 Raiz NFB 0,41 0,50 Né&o +
BS2 Rizosfera BMGM 0,27 0,86 Né&o +
BR1 Raiz BMGM 0,28 0,51 Nao +
LR1 Raiz LGI-P 0,31 0,42 Né&o +
BPA2 Parte aérea BMGM 0,36 - Né&o +
BS4 Rizosfera BMGM 0,37 0,99 Néo +
NR3 Raiz NFB 0,37 1,01 Nao +
NR2 Raiz NFB 0,34 0,74 Nao +
NS1 Rizosfera NFB 0,25 0,43 Néo +
LPA2 Parte aérea LGI-P 0,34 0,40 Né&o -
LPA1 Parte aérea LGI-P 0,35 - Né&o -
BR6 Raiz BMGM 0,25 0,38 Né&o +
NR7 Raiz NFB 0,21 0,16 Nao +

BPAA4 Parte aérea BMGM 0,27 - Nao +
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BS5 Rizosfera BMGM 0,24 0,38 Né&o +
BPA3 Parte aérea BMGM 0,29 0,21 Né&o -
BS3 Rizosfera BMGM 0,48 0,18 Né&o +
BR5 Raiz BMGM 0,20 - Néo +
BS6 Rizosfera BMGM 0,28 - Né&o -
BSL1 Rizosfera BMGM 0,51 0,29 Né&o +
BR3 Raiz BMGM 0,29 - Néo +
BRZ2 Raiz BMGM 0,31 - Néo +
BSL3 Rizosfera BMGM 0,30 0,89 Né&o +
BS1 Rizosfera BMGM 0,44 0,98 Né&o +
NR5 Raiz NFB 0,27 - Nao +
BPA1l Parte aérea BMGM 0,25 0,53 Né&o -
Ab-V5 e i 0,37 1,96 i +

AIA — Acido idolacético

A producdo de biofilme por micro-organismos pode ser um importante
mecanismo que auxilia na protecdo das células contra condicdes estressantes, sobretudo,
em ambiente salino (NOCELLI et al., 2016). Os resultados do presente trabalho
corroboram com os resultados obtidos por Sena et al. (2020) que avaliaram isolados
nativos de solos afetados por sais do semiarido, e constataram alta capacidade de
formacédo de biofilme e de producéo de AIA.

A produgdo de acido-3-indolacético (AIA) in vitro pelas bactérias isoladas da
salicornia foi avaliada para os 30 isolados por ser um fitohorménio de grande importancia
para o crescimento vegetal. Dos isolados, nove nao apresentaram producdo de AlA, o que
corresponde a aproximadamente 27,3%, dentre os que produziram os valores variaram de
0,16 21,01 pg mLL,

O AIA produzido por bactérias atua como promotor de crescimento, capaz de
regular o crescimento vegetal, promovendo incremento no crescimento radicular e
melhorando a absor¢do de nutrientes, como também, atua como molécula sinalizadora a
resposta ao estresse, 0 que favorece as plantas hospedeiras para superarem 0s estresses
abioticos (OUYANG et al., 2017). Sena et al. (2020), estudando rizobios nativos de solos
agricolas da regido Semiérida, identificaram isolados com alta capacidade de producéo
dos compostos indolicos (AlA), bem como a capacidade de formacgéo de biofilme em

solos sob condigdes de salinidade.
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Os isolados néo apresentaram a habilidade de solubilizar fosfato. A auséncia de
isolados com a capacidade de solubilizar fosfato de célcio pode ser decorrente da fonte
de carbono (glicose) utilizada ou da propria incapacidade dos isolados em solubiliza-lo.
A solubilizacdo de fosfato € uma caracteristica importante levada em consideracdo para
a selecdo de micro-organismos promotores de crescimento de plantas eficientes para o
desenvolvimento de bioformulages a fim de diminuir o uso de fertilizantes fosfaticos
(ALAYLAR et al., 2020).

Todos os isolados pré-selecionados pela presenca da pelicula microaerofilica
foram submetidos a amplificacdo do fragmento do gene nifH. De 30 isolados 25
apresentaram amplicom de 360 pb. Os isolados que amplificaram o gene foram
considerados positivos quanto ao potencial de fixacdo bioldgica do nitrogénio.

A andlise da presenca do gene nifH é frequentemente utilizada para avaliar a
diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio em diferentes ecossistemas
(BOUFFAUD et al., 2016). O processo de fixacdo biolégica de N em plantas nédo
leguminosas ocorre através de micro-organismos conhecidos como diazotroficos. Essas
bactérias diazotréficas associativas podem contribuir para o crescimento vegetal tanto
pelo fornecimento de nitrogénio por meio do processo de FBN, como também por outros
mecanismos como producdo de fitormonios, solubilizacdo de fosfatos, antagonismo a
fitopatdgeno, entre outros (MOREIRA et al., 2010).

4.8 Avaliacdo da variabilidade genética dos isolados
As andlises de fingerprinting molecular permitiram identificar que existe seis

perfis com 100% de similaridade e 17 perfis Unicos (Figura 17).

Figura 17 - Dendrograma de similaridade com base em impressdo digital molecular

aplicando os marcadores moleculares BOX-A1. Os perfis geneticos foram avaliados com
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auxilio do programa Bionumerics 7.6 (Applied Maths, Bélgica) utilizando o método de
agrupamento UPGMA e coeficiente de Dice.
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A existéncia dos seis clones na cole¢do ndo exclui a alta variabilidade genética
entre os isolados da colecdo, uma vez que o ambiente salino é altamente restritivo para a
diversidade microbioldgica do local. Dessa forma, pode-se afirmar que a colegdo de
micro-organismos isolados de Salicornia neei apresenta uma consideravel
biodiversidade. Estudos de taxonomia e capacidade de promocdo do crescimento séo
necessarios para um melhor entendimento destas bactérias, tanto do ponto de vista

biol6gico como tecnoldgico.

4.9 Anédlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)

Os isolados obtidos e que ndo foram identificados como sendo clones foram
submetidos a Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), sendo
possivel avaliar a variabilidade genética da colecdo. A analise dos perfis de restricdo do
16S rRNA obtido a partir das endonucleases Hinf e Mspl de corte frequente, permitiu a
formagéo de trés grandes grupos com 65% de similaridade (Figura 18).
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Figura 18 - Dendrograma de similaridade com base nos perfis polimorficos utilizando a
técnica ARDRA usando 16S rRNA como o produto de PCR e endonucleases Hinf e Mspl.
As imagens dos géis foram analisadas com auxilio do programa BioNumerics 7.6
(Applied Maths, Bélgica), utilizando o método de agrupamento UPGMA e coeficiente de
Dice.
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E possivel observar que o primeiro grupo foi formado por cinco isolados, sendo
trés isolados do compartimento rizosfera e dois das raizes. No segundo grupo é observado
dois isolados do compartimento raiz, trés isolados do compartimento rizosfera e todos os
cinco isolados do compartimento parte aérea. No terceiro grupo de forma semelhante ao
gue ocorreu para 0 primeiro grupo, s6 apresentou isolados do compartimento raiz (quatro
isolados) e do compartimento rizosfera (cinco isolados).

4.10 Sequenciamento do gene 16S rRNA

Foram selecionados sete isolados para a amplificacdo e sequenciamento do gene
16sRNA, selecionados de diferentes compartimentos da planta: rizosfera, raiz e parte
aérea. Apenas quatro apresentaram sequéncias de boa qualidade em ambos os sentidos de

sequenciamento (forward e reverse) apos verificagdo no programa SeqScanner. e
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posteriormente tiveram suas sequéncias montadas e alinhadas com sequéncias de estirpes
depositadas no banco de dados GenBank. O isolado NR4 apresentou 99% de similaridade
com Pseudomonas, BSL4 99% com Enterobacter; NR3 apresentou 99% de similaridade
com Pseudomonas e BSL1 97% de similaridade com Enterobacter. Os isolados que nédo

apresentaram sequéncias satisfatdrias, nao puderam ser identificados (Tabela 12).

Tabela 12 - Identificacdo dos isolados identificados no banco de dados GenBank.

Sequencias similares encontradas no GenBank

Isolados Espécie/16s Nuamero de acesso  Similaridade (%)
NR4 Pseudomonas geniculata LC507977.1 99

BSL4 Enterobacter kobei CP0O17181.1 99

NR3 Pseudomonas geniculata LC507977.1 99

BSL1 Enterobacter bugandensis LT992502.1 97

BPA2 - - -

BSL3 - - -

BR3 - - -

Dentre as bactérias promotoras de crescimento de plantas, as do género
Pseudomonas sdo algumas das mais estudadas, por possuirem habilidade de crescer numa
ampla faixa de condi¢fes ambientais e produzir compostos de interesse biotecnologico
como AlA, sideroforos e antibidticos. Fernandes-Janior et al. (2015) ao isolarem bactérias
diazotroficas de Tripogon spicatus na regido Semiarida do Brasil, caracterizaram isolados
que apresentaram similaridade a Enterobacteriaceae como pertencentes a Pantoea sp. e
Enterobacter sp., além de isolados de Bacillus sp., Strenotrophomonas sp. e Rhizobium
sp.

Ozawa et al. (2007) isolaram Pseudomonas pseudoalcaligenes da endorizosfera
de Salicornia europaea. Jha et al. (2012), identificaram isolados do género Pseudomonas
das raizes de Salicornia brachiata. Szymanska et al. (2016) sugerem que bactérias
associadas a plantas halofitas e que promovem crescimento vegetal podem ser utilizadas
para mitigar o estresse salino. No entanto, outros experimentos sd8o necessarios para

confirmar os beneficios e a possivel aplicacdo comercial desses isolados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=208224&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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5. CONCLUSOES

A producdo de biomassa, juntamente com as trocas gasosas de plantas de
Saliconia neei sdo reduzidos com a elevacdo da percentagem de rejeito salino na agua de
irrigacao.

As plantas mostram potencial de cultivo em solos com o nivel de salinidade
elevada, mesmo ao serem irrigadas com aguas salinas.

As condicdes de estresse salino provocam aumento nos teores de Na* da matéria
seca de raizes de plantas de salicornia em detrimento aos demais cations.

Os micro-organismos endofiticos associados a Salicornia neei séo de

crescimento lento e com predominéancia dos géneros Pseudomonas e Enterobacter.
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