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resumo

Os habitats salinos séo caracterizados pela presenca de
guantidades de sais sollveis que sdo prejudiciais ao
desenvolvimento da maioria das plantas. Cerca de 7% da superficie
total de terra contém solos afectados pela salinidade.

A tolerancia salina das plantas baseia-se na manutencéo de
baixas concentracdes citoplasmaticas, uma vez que o seu
metabolismo é afectado pela presenca de ides de Na* e CI'em
excesso. Os mecanismos que as plantas utilizam para manterem as
concentracdes i6nicas baixas no citoplasma sé&o diversos.

Existe consenso sobre quais as caracteristicas fisiologicas a
abordar para a obtencdo de maior tolerancia salina, o transporte
iGnico e a sua compartimentacgdo, a sintese de solutos compativeis, a
proteccao dos efeitos nocivos induzidos por condi¢cfes oxidativas e
0s processos metabdlicos considerados mais sensiveis, sdo
frequentemente referidos

A maioria das leguminosas é bastante sensivel ao sal,
tendéncia que aumenta se estiverem dependentes da fixagcao
simbiética de azoto atmosférico. E , geralmente, aceite que o
estabelecimento e a fixacdo de N, sdo os processos mais afectados
pela salinidade.

A maioria das tentativas de aumentar a tolerancia salina em
leguminosas nédo resultaram em variedades com uma tolerancia
salina demarcada, talvez porque os mecanismos subjacentes a
tolerancia salina ainda ndo estejam completamente compreendidos.

A idealizacdo deste trabalho teve como principais
preocupac¢Oes a constatacdo da existéncia de variabilidade
genotipica na tolerancia a salinidade em Pisum sativum e a avaliagdo
da vulnerabilidade salina da simbiose (capitulo Il); a obtencao e a
seleccao de gendtipos de Rhizobium que sejam capazes de
estabelecer uma simbiose efectiva sob condi¢8es salinas (capitulo
Ill); a percepcao da influéncia da nutricdo azotada na tolerancia
salina de Pisum sativum ao longo do seu desenvolvimento, bem
como a identificacdo dos mecanismos subjacentes a essa tolerancia
(capitulo IV); e a analise dos efeitos da salinidade e da nutricdo
azotada na composigdo proteica da semente (capitulo V).

A avaliacéo da tolerancia salina de quatro cultivares de
Pisum sativum (‘Resal’, ‘Tristar’, ‘Combi’ e ‘Rauel’) evidenciou
diferencas entre elas. ‘Resal’ aparece como a cultivar mais indicada
para o cultivo sob condicdes salinas. A presenca de 90 mM NaCl ndo
afectou significativamente o seu crescimento vegetativo. No entanto,
90 mM NacCl provocou uma redugao elevada no nimero de nédulos.

Com o intuito de aumentar a obtencdo de azoto
simbioticamente fixado sob condi¢des salinas, procedeu-se ao
isolamento e a selec¢édo de Rhizobium em diversos locais. Os
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isolados de S. Bernardo, Costa Nova e Vagos evidenciaram
sensibilidade salina, uma vez que o crescimento in vitro a 100 mM
NaCl provocou inibi¢cdes de crescimento superiores a 70 %. Apenas
os isolados provenientes de um local que durante parte do ano esta
sujeito a “stress” hidrico (Elvas) evidenciaram tolerancia ao sal. Em
alguns isolados de Elvas, o crescimento diminui menos de 30% em
meio suplementado com 700 mM NaCl em comparagdo com o
controlo,. A avaliacdo da eficiéncia de simbiose entre alguns isolados
ou estirpes de Rhizobium e Pisum sativum abriu boas perspectivas
para o estabelecimento de uma simbiose efectiva sob condi¢bes de
salinidade moderada, devido a obtencao de trés isolados que,
simultaneamente, toleraram salinidades de 400 mM e propiciaram o
maior crescimento da parte aérea.

A forma de azoto disponibilizada influenciou o crescimento e
a tolerancia salina de Pisum sativum. A produtividade foi o parametro
gue melhor evidenciou essa influéncia. As plantas dependentes do
nitrato foram as que demonstraram menor diminui¢éo da
produtividade. As diferencas de tolerancia observadas s6 conseguem
ser explicadas pela existéncia simultdnea de mais do que um
mecanismo, cujas intensidades parecem variar ao longo do tempo. A
osmoregulacéo, conseguida parcialmente pela acumulacdo de Na',
Cl e K*, associa-se a exclusdo de Na* da parte aérea.

Embora a sintese proteica seja reconhecida como uma
actividade celular sensivel ao sddio, com excepc¢éo das plantas
dependentes da fixacdo simbidtica de N, a salinidade provocou o
aumento do conteldo proteico nas sementes. Facto que ndo sera
alheio & manutencéo de baixas concentracdes de Na ™ e Cl” neste
orgéo. Os perfis dos polipeptidicos mais abundantes ndo foram muito
influenciados pelas condi¢des de crescimento impostas. Contudo, a
salinidade induziu o aparecimento de novos polipeptideos que
poderdo conferir a este 6rgdo maior tolerancia ao aumento de niveis
de Na" e CI detectados nas plantas a crescer sob 90 mM NacCl.

Em concluséo, este trabalho facultou o melhor conhecimento
das respostas de Pisum sativum a salinidade, bem como de alguns
factores que condicionam estas respostas. Os resultados permitem
afirmar que, sob condic¢des controladas, € possivel o cultivo de
Pisum sativum ‘Resal’ sob salinidade moderada (90 mM) sem grande
diminuic&o de produtividade, desde que as plantas sejam fornecidos
niveis adequados de azao na forma de nitrato.

Todavia, este trabalho também suscitou algumas questdes:
sera que o estudo da tolerancia salina de outras cultivares de Pisum
sativum podera dilatar o intervalo de tolerancia da espécie? Sera que
a seleccédo de novos isolados de Rhizobium podera permitir o
aumento da eficiéncia de nodulagdo em Pisum sativum ? Quais os
solutos organicos que as células de Pisum sativum acumulam de
modo a ajustarem osmoticamente o citoplasma? Qual o gradiente de
concentragao de sodio e cloro através do tonoplasto em cada um dos
orgdos da planta? Qual a resposta das plantas, sob stress salino a
uma nutricdo mista de azoto diatomico fixado simbioticamente e de
menores niveis de nitrato?
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abstract Saline habitats are those containing soluble salts
concentrations that impair glicophytes growth. Nearly 10% of the total
land surface is covered with different types of salt affected soils.

Plants maintain low cytoplasmic sodium ion concentrations as
a mean to achieve salt tolerance, once the excess of Na* and CI” ions
affect their metabolism. Plants usually, rely on different mechanisms
to maintain low cytoplasmic ion concentrations.

There as been reasonable consensus on which physiological
characteristics must be improved, to achieve salt tolerance. The
attention is focused on ion transport and compartimentation,
synthesis of compatible solutes, protection against deleterious
oxidative effects, and metabolic processes that are salt sensitive.

Most of legume plants are quite sensitive to salt, and this
sensitivity is even grater when relying on dinitrogen fixation. Usually,
nodule establishment and N, fixation are considered the most salt
sensitive phase in the symbiotic process.

Most of reported attempts to enhance legume salt tolerance
didn’t result in salt tolerant varieties, probably because the
mechanisms that afford salt tolerance are difficult to understand.

The main purposes of the present work are: the existence of
genoatipic difference among Pisum sativum and simbyosis salt
sensitivity evaluation (chapter Il); Rhizobium isolation and screening
for N, fixation efficiency under saline conditions (chapter Ill); nitrogen
nutrition influence on Pisum sativum growth under salt stress and the
mechanisms on which they rely to achieve salt tolerance (chapter IV);
and salinity and nitrogen nutrition effects on seed protein composition
(chapter V).

The salt tolerance evaluation of four Pisum sativum cultivars
resulted in significant differences among them. ‘Resal’ showed the
highest tolerance with no significant vegetative growth reduction up to
90 mM NacCl in the sail.

Rhizobium isolation and screening in different Portuguese
locations was performed with the purpose to improve N, fixation
under salt conditions. Costa Nova, S. Bernardo and Vagos isolates
showed saline sensitivity, since in vitro growth at 100 mM NaCl was
reduced more than 70%. Only Rhizobium isolates from a water
stressed site (Elvas), showed salt tolerance, growing under 700 mM
NaCl. The symbiosis evaluation between Pisum sativum and
Rhizobium isolates showed the possibility of an effective symbiosis
under salt conditions.

The molecular nitrogen form made available to plants
influenced Pisum sativum growth and salt tolerance, and especially
productivity. Nitrate dependent plants productivity was less affected
by salinity. The observed salt tolerance differences can only be
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explained by more than one mechanism acting together, whose
intensities changed during plant growth. The osmotic regulation was
achieved, at least partially, by Na*, K* and CI" accumulation, and by
Na" shoot exclusion.

Although, protein synthesis is generally considered a salt
sensitive process, salinity caused increased protein seed content,
exception being made by N, fixation dependent plants. The
maintenance of low seed Na* and CI” concentrations would account,
to some extent, to this result. Protein SDS -PAGE separation revealed
that growth conditions didn’t affect considerably seed polypeptides.
Nevertheless, salinity induced new polypeptides which may, some
how, improve seed salt tolerance.

This work made possible a better knowledge of Pisum sativum
responses to salinity and of factors that influenced those responses.
Under mild salt conditions (90 mM NaCl) Pisum sativum ‘Resal’ can
be grown without significant productivity reductions if, supplied with
nitrate.

But this work also raised some questions: the saline tolerance
evaluation of other Pisum sativum cultivars could expand the species
saline tolerance? Rhizobium isolation and screening in other sites
could increase nodulation and N, fixation efficiency under salinity?
Which compatible solutes does Pisum sativum accumulate in the
cytoplasm? Which is the Na” and CI” gradient concentration through
tonoplast in each plant organ? How does plant respond to a mixed
nitrate and N, fixation nitrogen nutrition?
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Adenda 121

Adenda

Tolerancia salina de Rhizobium:
Tabelas de valores

Nesta adenda, encontram-se expressos os valores utilizados na elaboracdo dos graficos
[11-1 alll-7, expressos no capitulo I11.

Tabela Al: Crescimento de isolados (10° células mL™) de Rhizobiumem Y MB, suplementado com diferentes
concentracBes de NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nédulos radiculares de plantas de Pisum
sativumL. acrescer num solo agricolaem S. Bernardo. Os valores sdo médias de 3 réplicas.

NaCl (mM)
Isolado 0 25 50 100 300
SB1 88,58 60,22 28,3 14,16 12,54
SB2 89,41 59 24,75 11,3 10,53
SB3 88,07 71,81 36,89 6,87 8,76
SB4 81,66 87,11 37,41 11,42 8,93
SB5 77,25 61,6 44,46 12,71 10,43
SB6 81,74 16,64 19,92 11,88 7,09
SB7 86,02 72,69 2451 145 10,83
SB8 85,54 18,69 15,16 9,32 7,99
SB9 85,52 45,38 3181 10,51 10,3
SB10 77,02 48,26 17,15 8,12 7,01
SBi11 38,56 12,79 11,3 534 7,18
SB12 82,94 66,76 14,47 7,69 791
SB13 84,47 68,47 17,44 6,18 11,37
SB14 81,09 36,4 21,76 6,1 7,85
SB15 82,2 73,12 20,64 7,78 9,32

SB16 87,35 57,75 23,81 14,85 9,62
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Tabela A2: Crescimento de isolados (107 células mL™) de Rhizobiumem Y MB, suplementado com diferentes
concentracBes de NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nédulos radiculares de plantas de Pisum
sativumL. acrescer num solo agricolaem Vagos. Os valores sao médias de 3 réplicas.

NaCl (mM)

I solado 0 15 30 60 0 120 180
Vi1 383 14,43 9,77 10,03 8,89 7,26 4,28
V2 45,52 18,33 12,34 13,72 12,16 9,78 5,69
V3 34,34 1383 8,22 7,35 5,2 3,04 1,87
V4 46,65 22,01 10,48 8,18 9,22 6,54 333
V5 54,12 11,98 7,38 6,22 5,06 4,06 2,36
V6 51,91 7,61 1,013 6,74 6,05 4,85 281
V7 50,28 18,79 1,35 7,87 6,65 4,53 2,2
v8 44,98 9,76 5,53
V9 59,06 12,46 10,55 11,05

V10 50,35 4,65 304

Vi1 54 6,17 3,04

V12 45,77 8,46 454

Vi3 57,6 27,18 6,34

V14 63,92 7,81 42

V15 33,46 37 346

V16 31,7 6,96 198

V17 54,16 11,35 51 9,28
V18 58,02 7,31 4,65 5,97
V19 50,54 9,55 361
V20 41,1 8,35 378 6,78
V21 48,98 3,72 315 5,83 3,11
V22 41,12 413 5,66 3,28 4,97
V23 50,81 5,01 6,72 4,79
V24 52,58 6,26 4,63 4,09
V25 51,87 51 553 6,74
V26 50,23 25,36 8,05

V27 42,39 9,41 47

V28 45,68 8,29 4,99

V29 46,69 17,48 354

V30 55,35 6,13 5,25 541

V31l 44,58 6,19 6,25
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Tabela A3: Crescimento de isolados (107 células mL™) de Rhizobiumem Y MB, suplementado com diferentes
concentracfes de NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nddulos radiculares de plantas de Pisum
sativumL. a crescer num solo agricola na Costa Nova. Os valores sdo médias de 3 réplicas.

NaCl (mM)
Isolado 0 25 50 100 300
CN1 30,15 10,4 8,16 3,36
CN2 37,51 12,32 9,18 1,61
CN3 46,37 20,23 6,82 4,49
CN4 44,49 15,39 7,2 4,67
CNb5 49,91 13,91 6,13 39
CN6 61,57 41,98 18,1 8,85
CN7 52,76 42,75 12,14 13,3
CN8 63,94 32,19 12,37 10,05 6,11
CN9 56,75 41,32 8,21 8,93 0,63
CN10 38,16 11,53 5,07 4,32
CN11 35,18 21,44 6,76 6,28 2,12
CN12 40,33 9,92 4,83 1,03
CN13 48,35 26,74 3,52 1,11
CN14 37,7 10,77 3,75 1,3
CN15 60,07 54,75 16,06 4,62
CN16 68,86 36,25 35,72 11,3
CN17 59,8 32,66 10,63 7,95
CN18 16,56 10,08 19,15 12,15
CN19 52,87 21,35 9,47 433 1,42
CN20 49,94 49,42 10,26 2,24 2,67
CN21 47,43 16,39 9,2 2,83 1,15

CN22 58,49 44,81 5,69 4,45 0,82
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Tabela A4: Crescimento de isolados (107 células mL™) de Rhizobiumem Y MB, suplementado com diferentes
concentragdes de NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nédulos radiculares de plantas de Pisum
sativumL. a crescer num solo agricola em Elvas. | solamento efectuado em 1997. Os valores sdo médias de 3-
7 réplicas.

NaCl (mM)
I solado 0 25 50 75 100 300 400 500 600 700 800 900 1000

NI-1 2593 2505 3209 3283 3742 4093 4258 641 855 18,0733 7,5967 7,12 3,22

NI-2 2385 2533 3009 3044 3366 4164 3963 4,69 558 50433 4,5067 3,97 2,79

NI-3 2786 2391 27,79 2548 2793 4694 3801 4,62 761 71633 6,7167 6,27 3,33
NIT-1 7416 7446 2494 1063 8,78 3,33

NIT-2 118 128,71 11354 11518 11541 4,27

NIT-3 61,11 5356 36,7 8,87 784 3,25

NIT-4 4864 2476 3168 1108 7,32 2,2

NII-5 4515 9,15 7,48 4,12 2,9 0,81

NII-6 334 1621 11 3,99 2,2 1,17

NII-7 645 6582 4975 1827 13,78 6,27

NI1-8 68,74 62,3 4703 1151 1054 241

NI1-9 5729 2736 1249 1134 812 3,33
NII-10 7435 4349 37,36 1389 10,97 1,7
NIT-11 6092 4555 3646 8,32 7,07 2,33

SI1-1 47,03 2302 34,06 5,58 2,8 3,76

SI1-2 52,55 4207 1598 7,09 6,35 0,45

SI1-3 5293 3491 334 7,15 4,36 1,62

Si2-1 3615 1525 1034 6,75 8,02 1,17

SI2-2 48,17 9,92 11,08 5,66 6,61 0,98

SI-3 47,07 3702 2867 1051 755 1,34

Sl-4 7291 6653 5019 11,2 8,75 35

SI5-1 50,38 5045 6231 6211 7466 5005 3414 3166 11,39 94733 7,5567 5,64 6,95
SI5-2 4411 62,77 6225 6265 70,24 51,79 40,07 2667 1281 10,6 8,39 6,18 5,33
Sli-1 70,82 6183 1094 1133 885 1966

SIi-2 7712 61,17 1636 1131 746 2308

SIi-3 5658 3243 881 7137 714 1,966

Sli-4 46,15 40,12 8,8 4687 261 2479

SlI-5 57,86 3437 9231 8804 782 1,709

Sli-6 47,78 34,09 11,34 7,009 6,325

Sli-7 89,67 1091 1204 1301 1208 97,34 5404 2156 222 1,88

SIi-8 6581 4861 11,08 9638 889

SIi-9 5226 30,75 10,13 5,47 4,63

SI1-10 4495 2331 8618 5541 4,573

Si1-11 52,08 3654 1495 5627 4174

Sl1-12 51,41 196 1098 8804 6,183

SI1-13 42,28 2183 9231 5285 2503

Sl1-14 47,46 2806 1091 5498 4,16




Adenda 125



Adenda 126



Tabela A2: Crescimento de isolados (107 células mL™) de Rhizobium em YMB, suplementado com diferentes concentracdes de NaCl. Os isolados foram obtidos a
partir de nédulos radiculares de plantas de Pisum sativumL . a crescer num solo agricola em Vagos. Osvalores sdo médias de 3 réplicas.

NaCl (mM)

I solado 0 15 30 60 0 120 180
V1 38,3 14,43 9,77 10,03 8,89 7,26 4,28
V2 45,52 18,33 12,34 13,72 12,16 9,78 5,69
V3 34,34 13,83 8,22 7,35 5,2 3,04 1,87
V4 46,65 22,01 10,48 8,18 9,22 6,54 3,33
V5 54,12 11,98 7,38 6,22 5,06 4,06 2,36
V6 51,91 7,61 1,013 6,74 6,05 4,85 2,81
V7 50,28 18,79 1,35 7,87 6,65 4,53 2,2
V8 44,98 9,76 553
V9 59,06 12,46 10,55 11,05

V10 50,35 4,65 3,04

Vil 54 6,17 3,04

V12 45,77 8,46 4,54

V13 57,6 27,18 6,34

\Var 63,92 7,81 4,2

V15 33,46 37 3,46

V16 31,7 6,96 1,98

V17 54,16 11,35 51 9,28
V18 58,02 7,31 4,65 597
V19 50,54 9,55 3,61
V20 41,1 8,35 3,78 6,78
v21 48,98 3,72 3,15 5,88 311
V22 41,12 4,13 5,66 3,28 4,97
V23 50,81 501 6,72 4,79
V24 52,58 6,26 4,63 4,09
V25 51,87 51 5,53 6,74
V26 50,23 25,36 8,05

V27 42,39 941 4,7

V28 45,68 8,29 4,99

V29 46,69 17,48 354

V30 55,35 6,13 525 541

V31l 44,58 6,19 6,25




Tabela A3: Crescimento de isolados (107 células mL™) de Rhizobium em YMB, suplementado com diferentes concentracdes de NaCl. Os isolados foram obtidos a
partir de nédul os radicul ares de plantas de Pisum sativumL. a crescer num solo agricola na Costa Nova. Os valores sdo médias de 3 réplicas.

NaCl (mM)
Isolado 0 25 50 100 300
CN1 30,15 10,4 8,16 3,36
CN2 37,51 12,32 9,18 1,61
CN3 46,37 20,23 6,82 4,49
CN4 44,49 15,39 7,2 4,67
CN5 49,91 13,91 6,13 39
CN6 61,57 41,98 18,1 8,85
CN7 52,76 42,75 12,14 133
CN8 63,94 32,19 12,37 10,05 6,11
CN9 56,75 41,32 8,21 8,93 0,63
CN10 38,16 11,53 5,07 432
CN11 35,18 21,44 6,76 6,28 2,12
CN12 40,33 9,92 4,83 1,03
CN13 48,35 26,74 3,52 111
CN14 37,7 10,77 3,75 13
CN15 60,07 54,75 16,06 4,62
CN16 68,86 36,25 35,72 11,3
CN17 59,8 32,66 10,63 7,95
CN18 16,56 10,08 19,15 12,15
CN19 52,87 21,35 9,47 433 1,42
CN20 49,94 49,42 10,26 2,24 2,67
CN21 47,43 16,39 9,2 2,83 1,15

CN22 58,49 44,81 5,69 4,45 0,82




Tabela A4: Crescimento de isolados (107 células mL™) de Rhizobium em YMB, suplementado com diferentes concentracdes de NaCl. Os isolados foram obtidos a
partir de nédulos radiculares de plantas de Pisum sativum L. a crescer num solo agricola em Elvas. Isolamento efectuado em 1997. Os valores sdo médias de 37
réplicas.

NaCl (mM)

I solado 0 25 50 75 100 300 400 500 600 700 800 900 1000
NI-1 25,93 25,05 32,0¢ 32,82 37,42 40,92 42558 6,41 8,55 8,07 7,60 7,12 322
NI-2 23,85 25,33 30,0¢ 30,44 33,6€ 41,64 39,63 4,69 5,58 5,04 451 3,97 2,79
NI-2 27,86 23,91 27,7¢ 25,48 27,92 46,94 38,01 4,62 7,61 7,16 6,72 6,27 333

NII-1 74,16 74,4€ 24,94 10,62 878 333
NII-2 118,00 128,71 11354 115,18 115,41 4,27
NII-3 61,11 53,56 36,7C 8,87 7,84 325
NII-4 48,64 24,7€ 31,68 11,08 7.32 2,20
NII-5 45,15 9,15 7,48 412 2,90 0,81
NII-6 33,4C 16,21 1,10 3,99 2,20 117
NII-7 64,5C 65,82 49,75 18,27 13,7¢ 6,27
NII-8 68,74 62,3C 47,03 11,51 10,54 241
NII-9 57,2¢ 27,3€ 12,4¢ 11,34 8,12 333
NII-10 74,35 43,4¢ 37.3€ 13,8¢ 10,97 170
NII-11 60,92 45,55 36,4€ 8,32 7,07 2,33
Si1-1 47,03 23,02 34,06 5,58 2,80 3,76
Sl1-2 52,55 42,07 15,9¢ 7,09 6,35 045
SI1-3 52,93 34,91 33,4C 7,15 4,36 1,62
Si2-1 36,15 15,25 10,34 6,75 8,02 117
SI2-2 48,17 9,92 11,08 5,66 6,61 0,98
Sl-3 47,07 37,02 28,67 10,51 7,55 1,34
SI-4 72,91 66,53 50,1¢ 11,2C 8,75 350
SI5-1 50,38 50,45 62,31 62,11 74,6€ 50,05 34,14 31,66 11,39 9,47 7,56 5,64 6,95
SI5-2 44,11 62,77 62,25 62,65 70,24 51,7¢ 40,07 26,67 12,81 10,60 8,39 6,18 5,33
Sii-1 70,82 61,82 10,94 11,33 8,85 197
Sii-2 77,12 61,17 16,3€ 11,31 7,46 231
Sii-3 56,58 32,43 8,81 714 7,14 1,97
Sii-4 46,15 40,12 8,80 4,69 261 248
Sii-5 57,86 34,37 9,23 8,80 7,82 171
SlI-6 47,78 34,09 11,34 7,01 6,33
Sii-7 89,67 109,10 120,40 130,10 120,80 97,34 54,04 21,56 2.2 1,88
Sii-8 65,81 48,61 11,08 9,64 8,89
Sii-9 52,26 30,75 10,13 547 4,63
SI-1C 44,95 23,31 8,62 5,54 4,57
SI1-11 52,08 36,54 14,95 5,63 417
SI-12 51,41 19,6C 10,9¢ 8,80 6,18
SI1-13 42,28 21,82 9,23 5,29 250

Sl1-14 47,4¢€ 28,0€ 10,91 5,50 4,16




Tabela A5: Crescimento de estirpes (10 células mL™) de Rhizobium leguminosarumbiovar vceae em YMB, suplementado com diferentes concentraces de NaCl. Os
isolados foram enviados pelo USDA e pela Universidade de Granada. Os val ores sdo médias de 6-8 réplicas.

NaCl (mM)

| solado 0 15 30 45 60 90 135 180 225 270 300 450 600 700 800 900 1000 1200 1400 1600

GRA19 5845 20,66 6,92 6,36 5,79 4,97

USDA2455 4958 44,14 18,92 10,66 6,23 3,72

USDA2335 5272 56,7 4573 1824 1574 873

USDA2370 5007 5168 31,75 1268 8,31 7,67

USDA2475 5696 4756 39,97 1467 1263 721

USDA2343 3092 31,18 33,04 3338 3371 2637 12,9 8,84 6,83

USDA2353 2664 18,6 18,89 20,2 215 2453 2857 331 31,33 3376 3397 4023 5018 5225 376 3905 1445 3,85 1,94 2,85
USDA2356 3212 2524 206 2369 26,78 2849 3489 3704 3629 3637 3843 41,3 3918 4034 205 15,24 8,37 2,45 3,28 3,05
USDA2433 27,32 2043 19,18 1918 19,18 20,82 282 2533 29,85 315 3057 3814 4811 50,01 4346 3861 1303 3,72 3,81 2,36
USDA2479 3855 3443 26,98 2614 253 3423 4261 3539 3855 3898 4571 4997 489 3871 2462 1896 9,96 2,85 3,05 3,94




Tabela A6: Crescimento de isolados (107 células mL™) de Rhizobium em YMB, suplementado com diferentes concentractes de NaCl. Os isolados foram obtidos a
partir de nédulos radiculares de plantas de Pisum sativum L. a crescer num solo agricola em Elvas. Isolamento efectuado em 1997. Os valores sdo médias de 37
réplicas.

NaCl (mM)
| solado 0 40 80 115 170 225 280 33 390 500 600 700 800 900 1000 1200 1400 1600 1800
E20-4 89,58 5,75
E20-1 152,3 1352 146,08 144,86 137,68 121,38 1603 1221 1568 711 428 413
E20-2 14009 143,04 141,65 14148 13956 93,05 1308 1621 1122 631 68 545
E20-3 140,9 141,19 136,99 137,16 13843 86,2 15 1499 1053 614 602 493
E20-5 147,92 153,06 14504 14261 14142 12495 1638 1316 1206 199 314 325
E20-6 142,37 14924 14304 13986 13359 67,41 12,6 1427 1421 805 635 512
E20-7 140,26 13336 123 99,67 2201 1899 1421 7 559 588
E20-8 15589 149,62 149,65 140,26 133,12 12316 3359 19,73 2547 7 619 516
E20-9 14423 14405 14456 13213 132,28 11294 1725 1786 2035 245 291 317
E20-10 14553 147,56 146,39 13878 131,85 90,82 1493 20,76 1658 594 422 401
E24-1 68,09 6304 6063 6502 6234 5965 5697 5428 516 4623 42,66 4519 41,97 4458 10,2 7,18 2,42 2,37
E24-2 70,37 69,3 8233 7563 6729 633 5931 5533 5134 47,7 4432 4275 4336 4293 41,27 9,76 8,22 2,16 34
E1-1 52,7 5023 6454 5397 5309 5275 524 5205 5107 5154 5493 551 5101 5032 4988 16,05 6,13 3,89 2,46
E1-2 55 5699 5815 50,27 595 5837 5825 56,12 55 424 4901 4971 52,75 5101 5388 22,31 5,53 2,33 1,94
E2-1 52,08 5191 5708 5684 553 5384 5239 5094 4949 4667 464 5249 4658 4484 3971 4466 39,36 23,96 12,37
E2-2 4334 3992 384 39,75 4138 4056 3975 3893 3812 3405 3558 3498 3649 3266 2353 2509 30,05 34,75 16,14
E2-3 51,23 4806 51,41 52,06 51,04 4837 457 4302 4035 3336 3501 3318 3501 3127 21,96 2875 3353 33,18 16,14
E2-4 4316 4464 4158 42,84 4144 40,75 4005 3936 3866 37,97 3649 3518 37,27 378 2318 26,14 2849 31,79 12,81
E3 59,56 57,19 6545 67,89 6053 5753 5452 5151 485 4684 44,49 4962 42,49 4475 27,36 7,87 2,51 2,07 2.2
E6 52,57 4948 6741 6241 5816 5696 5575 5455 5334 5397 57,71 5145 50,93 5084 44,4 17,14 1255 3,98 6,92
E4-1 60,94 5665 6706 61,45 528 5196 51,13 503 4947 5562 52,75 4858 47,8 4353 41,97 1531 9,52 1,22 3,02
E4-2 67,83 6961 6576 61,93 4618 4587 4556 4525 4494 60,76 52,49 5075 44,32 4901 37,18 9,85 4,22 381 1,76

E5 71,67 6029 59,45 60,74 59,49 5825 5701 5577 50,75 5397 5293 5328 5084 52,15 10,2 2,16 1,18 1,76
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Capitulo |

|ntroducao geral

1. Solos com problemas de salinizacao

Os habitats salinos sdo caracterizados pela presenca de quantidades de sais solUveis
prejudiciais ao desenvolvimento da maioria das plantas (Subbarao e Johansen, 1994). As
areas salinas compreendem zonas que circundam o mar, como sapais e manguais. Estas
areas estdo sujeitas a inundagbes periddicas, razéo pela qual o nivel de salinidade flutua
As zonas salinas interiores encontramse em pantanos que rodeiam lagos salgados e em
regides &ridas e semi-&ridas, onde a pluviosidade ndo € suficiente para que ocorra a
lixiviagdo da maioria dos i6es acumulados pela evaporacdo da agua. (Poljakoff-Mayber e
Lerner, 1994; Marschner, 1995).

Cerca de 955 milhGes ha da superficie total de terra contém solos afectados pela salinidade.
Szabolcs (1994) indica a distribuicdo das areas afectadas pelo sa no mapa-mundi e
quantifica as éreas com problemas salinos em diversos continentes ou parte deles. As
principais éreas afectadas sfo a Asia Austral (357,3 milhdes ha), o Norte e o Centro da
Asia (211,7 milhdes ha) e a América do Sul (129,2 milhdes ha). A Europa apenas contém
cerca de 50,8 milhGes ha. Em termos percentuais, Flowers e Yeo (1995) e Ghassemi et al.
(1995) referem que 7% da superficie terrestre e cerca de 5% da terra cultivada € afectada
por excesso de sais. Esta percentagem tem tendéncia a aumentar porque 20% de terra

irrigada sofreu j& salinizagdo secundaria (Ghassemi et al., 1995) e porque se supde que
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50% dos regimes de rega utilizam agua salinizada (Szabolcz, 1992). Assim, parece
inevitdvel que aterra ardvel declinara nas proximas décadas. Dever-se-ater presente que a
maioria daterraaravel com boas condicdes para o desenvolvimento vegetal € ja utilizada e
novas areas de cultivo terdo, possivelmente, algum problema associado, como pouca
fertilidade, insuficiente drenagem, propensdo a secura, presenca de acidez, alcalinidade ou
sdlinidade. Estes problemas talvez constituam a razéo de permanecerem até hoje baldias. A
ocupacdo agricola destas areas depende do desenvolvimento de culturas, cuja
produtividade as viabilize como éreas produtivas (Flowers, 1994).

A sdinidade n&o é, contudo, hostil ao crescimento de todas as plantas. Existem habitats
onde a salinidade é uma presenca constante e que suportam comunidades floristicas mais
ou menos complexas. As culturas agricolas disponiveis € que sdo, de um modo geral,
sensiveis a condigdes salinas. Os problemas s8o0 bem conhecidos, mas as solugdes tém

demorado a aparecer, apesar do consideravel esforgo de pesquisa ( Flowers e Y eo, 1995).

2. Sengbilidade das plantas ao sal

Todos os organismos eucariotas diferem diametramente das bactérias halotolerantes que
possuem proteinas que apenas sdo funcionais quando as concentracbes salinas do
protoplasma sdo elevadas (Yeo, 1998). As células das plantas mantém baixas
concentracdes citoplasméaticas de sodio, mesmo quando a diferenca de concentracdes
através da membrana plasmética € muito elevada (Jeschke e Stelter, 1976; Jeschke, 1984;
Hajibagheri e Flowers, 1989; Schachtman, 1991: Greenway e Munns, 1980).

A sensibilidade salina de certos processos ou enzimas individuais que desempenham
papéis chave como desencadeadores ou reguladores das principais vias metabdlicas, terdo
um impacto desproporcionado ou limitante na sensibilidade metabdlica dos organismos
(Yeo, 1998). Um exemplo frequentemente referido é a sintese proteica. As condicdes
necessarias a activacdo da sintese proteica tém necessidade de uma homeostasia iénica
com concentragdes e composicdo bem definidas, favorecendo o potéssio em relacdo ao

sodio no citoplasma (Leigh e Wyn Jones, 1984; Greenway e Munns, 1980) e obviando
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gualquer vantagem selectiva adicional das células terem enzimas que possam ser tolerantes
a0 sal (Yeo, 1998).

A troca de diéxido de carbono esta directamente ligada a perda de &gua das plantas , uma
vez que o vapor de &gua sai pelo mesmo local de entrada do dioxido de carbono. A
concentracdo de dioxido de carbono na atmosfera sendo proxima de 0,033%, coloca as
plantas numa situagdo desvantajosa em relacdo aos animais, implicando perdas elevadas de
agua por transpiracdo por forma a obter a quantidade de CO, necessaria a fotossintese. Por
exemplo, Yeo et al. (1997) referiram que uma planta de Oryza sativa L. com uma
transpiracéo elevada pode mudar o seu contetido hidrico 10 vezes numa hora, ou sga
1000% do seu peso. As plantas substituem a &gua perdida pela absor¢cdo de nova &gua
existente no solo. Se o0 solo for salinizado, a absor¢do de &gua acarretard também a
absorcdo de grandes quartidades dos iBes em excesso 0 que poderda causar efeitos
inibitérios no crescimento vegetal. As plantas apenas continuardo a desenvolver-se se
conseguirem equilibrar a concentragdo interna de iGes, 0 que pode ser conseguido pela
limitac&o da absorcdo de Na' e CI, pela sua exclusio radicular, pela acumulago nos locais
onde os seus efeitos ndo sgam téo nefastos, sgjam eles Orgdos ou compartimentos
celulares, ou pela excrecdo “glandular”. De um modo geral, nas plantas com maior
sensibilidade os locais de cortrolo encontram-se, sobretudo, abaixo do solo (menor
absorcdo e maior exclusdo nas células radiculares, limitagdo do transporte para a parte
aérea e consequente acumulagdo naraiz). Pelo contrario, nas plantas que evidenciam maior
tolerdncia, a localizacado é, sobretudo, aérea (acumulacdo de i6es nos vacuolo das células
foliares, em tricomas ou excregdo através de “glandulas’ salinas).

Do ponto de vista agrondmico, a tolerancia salina das culturas vegetais pode ser definida
como a capacidade das plantas terem uma produtividade economicamente vidvel sob
condicdes adversas causadas pela salinidade do solo. Uma diminuicdo de 50% do
crescimento ou da produtividade € normalmente considerada como um nivel critico de
avaliacdo datolerancia salina das culturas (Maas e Hoffman, 1977; Flowers, 1994). De um
modo geral, as leguminosas sd0 consideradas sensiveis ou moderadamente tolerantes a
salinidade (Lauchli, 1984; Zahran, 1991; Saxena et al., 1993). No entanto, tem sido
descrita uma variabilidade consideravel entre as diferentes espécies de leguminosas.
Segundo Subbarao e Johansen, (1994) Pisum sativum L:encontra-se entre as leguminosas

mais tolerantes (50% de reducdo da produtividade a cerca de 100 mM NaCl).
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As leguminosas tém a capacidade de estabelecer uma endossimbiose com bactérias
fixadoras de azoto atmosférico dos géneros Rhizobium ou Bradyrhizobium. Esta simbiose
envolve uma interaccdo complexa entre o hospedeiro, 0 microssmbionte e 0 meio
ambiente. O “stress’ salino pode afectar de modo diverso qualquer uma das fases da
simbiose: a sobrevivéncia e o crescimento rizobiano no solo ou, mais particularmente, na
rizosfera da leguminosa hospedeira; a infeccdo dos tecidos radiculares; a iniciagéo e o
desenvolvimento dos nodulos; a fixacdo de Np; e 0 crescimento do hospedeiro. Muitas
estirpes de Rhizobium e Bradyr hizobium conseguem sobreviver e crescer como organismos
de vida livre a concentracfes salinas que sdo inibitorias para a maioria das leguminosas
(Singleton et al., 1982; Bordeleau e Prévost, 1994; Francois e Maas, 1994; Brewing et al.,
1995). Por isso, € geramente admitido que o hospedeiro e o processo simbidtico sdo os
principais condicionadores da fixacdo de azoto em condigdes salinas (Cordovilla et al.,
1999% Abd-Allaet al., 1998; Delgado et al., 1993; Georgieve e Atkims, 1993).

3.Critérios paraa seleccdo detolerancia salina

Tem havido um consenso razoavel dos alvos a abordar para a obtencdo de maior toleréncia
salina. A atencdo tem sido canalizada para o transporte idnico e a sua compartimentacao,
para a sintese de solutos compativeis, para a proteccdo oxidativa e para 0S processos
metabdlicos considerados mais sensiveis (Y eo, 1998).

A acumulacdo de sodio e cloro ocorre através dos processos que, normamente, estdo
envolvidos na absorcéo de nutrientes. Tal absorcdo pode ser minimizada pela composicéo
lipidica das membranas, de modo a minimizar a permeabilidade passiva (Y eo, 1994); pela
diminuicdo do fluxo apoplastico radicular através da endoderme (Yeo, 1994); pela
maximizacdo da selectividade de transportadores e canais ionicos, responsaveis pelo
transporte activo e passivo de ides através das membranas das células radiculares e do
xilema (Jacoby, 1994); pela maximizacéo da eficiéncia do uso da &gua, 0 que minora a
acumulagdo de sais por unidade de novo crescimento. Por outro lado, a manutengéo do

crescimento € um modo de minimizar os danos provocados pelo sal, porque causa a
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diluicdo dos ides. A continua substituicdo das folhas perdidas proporciona a manutencéo
da érea fotossintética (Marschner, 1995).

A limitacdo dos danos causados pela excessiva absorcdo de ides podera ser conseguida
através da capacidade das plantas em reterem os ides salinos nas raizes, nos caules e nas
folhas mais velhas protegendo, assim, as regides meristematicas, 0s 0rgaos reproduivos e
as folhas que se encontram no pico de eficiéncia fotossintética (Marschner, 1995;
Greenway e Munns, 1980; Y eo, 1994). A remocao do excesso de sais do mesofilo também
constitui uma forma de diminuir a sua concentracdo em i0es. Desde tecidos como a
epiderme a estruturas que vao de tricomas unicelulares a complexas “glandulas’
multicelulares, todos constituem sistemas eficientes de desvio de iGes dos tecidos
fotossintéticos (Fricke et al., 1996; Y eo, 1994).

O guste osmatico € necessario ap crescimento sob condigbes salinas. Este pode ser
conseguido pela capacidade de aquisicdo de nutrientes combinada com a elevada
selectividade entre sodio e potassio e entre cloro e nitrato (Yeo, 1994); pela
compartimentac&o dos iGes salinos nos vactolos como modo de os desviar do citoplasma,
onde a acumulacéo e sintese de solutos organicos compativeis que tém um efeito neutro ou
mesmo protector sobre o metabolismo, equilibram os baixos potenciais hidricos do vactolo
(Harvey et al., 1981; Hajibagheri e Flowers, 1989).

Existem, assim, trés categorias de caracteristicas fisiolégicas que sdo importantes na
toleréncia salina das plantas. controlo da absor¢éo de iGes; acumulacdo preferencial dos
ides em Orgdos e compartimentos onde a sua presenca sga menos nociva, e guste
osmatico organico de modo a equilibrar os baixos potenciais criados pela selectividade da
compartimentacdo iénica nos vaclolos. Cada um destes processos tem consumos
energéticos diferentes. As plantas que utilizam a exclusdo iénica e a acumulagdo de solutos
organicos como 0s principais mecanismos para enfrentar o “stress’ salino terdo gastos
energéticos mais avultados do que aquelas que utilizam os iGes em excesso no ambiente
exterior para a sua osmoregulacdo interna (Wyn Jones, 1981; Greenway e Munns, 1980) ,
uma vez que as Ultimas necessitam de muito menor quantidade de solutos organicos para
complementar a osmoregulacdo idnica. Se do ponto de vista ecoldgico a importancia da
diminuicdo do crescimento e da produtividade possa ser relativa, 0 mesmo ndo sobrevem
do ponto de vista agrondmico, onde o principal objectivo € a produtividade. Segundo

Greenway e Munns (1980) a regulacdo osmatica baseada em electrélitos €, provavel mente,
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a Unica via de se conciliar toleréncia salina e produtividade. Se uma grande parte dos
fotossintetisados forem usados como solutos osméticos, as redugdes no crescimento e na
produtividade que ocorrem, mesmo a baixas salinidades, inviabilizam o seu cultivo.

Tendo presente os principals pontos a abordar para se conseguir 0 aumento de tolerancia
sdina é conveniente seleccionar a diversidade de tolerdncia ja existente. A variacdo
genotipica & um pré-requisito para o melhoramento de qualquer espécie a qualquer situagcdo
gue interfira com o seu desenvolvimento, incluindo a salinidade. As diferencas genotipicas
ou varietais de tolerdncia a salinidade foram descritas para muitas espécies, incluindo
Pisum sativum (Cerda et al., 1982). Na maioria dos casos, apenas algumas variedades ou
gendtipos foram examinados e a variagdo intraespecifica ndo foi ainda exaustivamente
explorada. Até dentro da mesma variedade ou cultivar ocorre variabilidade de tolerancia a
salinidade (Noble et al., 1984; Ashraf et al., 1987).

Deverdo ser feitos esforcos de avaliagdo sistemética das colecgbes das principais
leguminosas cultivadas, o que podera permitir estimar a viabilidade da opcéo genética ja
disponivel. As espécies selvagens relacionadas com as espéecies sob estudo, também
deverdo ser avaiadas como fontes potenciais de aumento da toleréncia a salinidade
(Subbarao e Johansen, 1994).

4. Per spectivas futuras

Em todo o mundo existe uma expansdo de projectos com o objectivo de reabilitarem areas
afectadas pela salinidade (Subbarao e Johansen, 1994). As &reas afectadas pelo sal sdo
encontradas em todas as partes do mundo (Szabolcs, 1994). Com o aastramento da
agricultura intensiva, mais paises sdo propensos a problemas de salinidade secundaria.
Uma vez que as leguminosas sdo , de um modo geral, menos tolerantes a salinidade do que
outras culturas, a salinidade secundéria tende a corromper os sistemas de cultura que
incluem leguminosas (Subbarao e Johansen, 1994).

A complexidade da resposta das leguminosas a salinidade podera ser a razéo pela qua a
maioria das tentativas de aumentar a tolerancia salina ndo resultaram em variedades de

leguminosas cultivadas com uma tolerancia salina mais marcada, talvez porque a
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compreensdo dos mecanismos subjacentes a tolerdncia sadina ndo sgja ainda bem

conhecida (Subbarao e Johansen, 1994).

5.0Dbjectivos gerais

A idedlizacdo deste trabalho teve como principais preocupagdes. a constatacdo da
existéncia em Pisum sativum de variabilidade genotipica na tolerancia a salinidade e a
avaliacdo da vulnerabilidade salina da simbiose entre leguminosa e microssimbionte
(capitulo 11); a obtencdo e a seleccdo de gendtipos de Rhizobium que segjam capazes de
estabelecer uma simbiose efectiva sob condi¢bes salinas (capitulo 111); a percepcdo da
influéncia da nutricdo azotada na tolerancia salina de Pisum sativum ao longo do seu
desenvolvimento, bem como a identificagdo dos mecanismos subjacentes a essa tolerancia
(capitulo 1V); a andlise dos efeitos da salinidade e da nutricdo azotada no estatuto azotado
das plantas, avaliado pelo teor proteico da semente (capitulo V).
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Capitulo 11

Tolerancia salina de quatro cultivares
de Pisum sativum L.

1.Introducéo

A continua diminuicdo dos recursos edéficos e da disponibilidade de agua doce
demonstram a necessidade de desenvolvimento de culturas tolerantes ao sal para consumo
da crescente populacdo mundia (lyengar e Reddy, 1994).A salinidade € uma condicdo
onde a concentracdo de sais existente afecta o desenvolvimento das plantas, porque
interfere com a normal absorcéo de &gua, induz a toxicidade ionica e origina desequilibrios
nutricionais associados.

As plantas diferem consideravelmente na tolerancia a salinidade e sdo frequentemente
classificadas de acordo com os nivels de salinidade que toleram (Marschner, 1995,
Greenway e Munns, 1980). Também intra-especificamente ocorrem diferencas de
toleranciasaina ( Kurban et al., 1999; Mohammad et al., 1989% Alfocea, 1993; Rai, 1983;
Brown e Hayward, 1984; Noble et al., 1984; Subbarao et al., 1991; Lauter e Munns, 1986;
Pessarakli e Zhou, 1990; Velagaleti et al., 1990; Ashraf e Waheed, 1990). A variabilidade
genética de uma espécie é ndo so valiosa como uma ferramenta utilizada para estudar os
mecanismos de toleréncia, mas também uma base importante para a seleccdo de maior
tolerancia a salinidade. A sensibilidade de uma espécie ou cultivar pode variar ao longo da
sua ontogenia (Marschner, 1995; Maas e Hoffman, 1977; Ashraf et al., 1986). De um
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modo geral, aceita-se que as fases de germinacdo e de plantula sGo mais sensiveis a
sdinidade do que a fase adulta (Ashraf et al., 1986). Blum (1985), Pasternak (1979) e
Allen et al. (1986) consideraram que as respostas de plantulas e de plantas adultas a
salinidade sdo, habitualmente, concordantes. Pelo contrério, varios autores afirmam que a
seleccdo de culturas a condicbes salinas, em fases iniciais do desenvolvimento vegetal,
podem ndo se correlacionar com 0 crescimento nas fases mas avangadas (Ashraf e
McNeilly, 1988; Kingsbury e Epstein, 1984; Shannon, 1978). Apesar de tudo, a
germinacdo e o estabelecimento das plantulas sdo alturas criticas dos ciclos de vida das
plantas num ambiente salino (Blum, 1985) e séo dados importantes no estabel ecimento da
tolerancia global de uma espécie a salinidade (Ashraf et al., 1986).

A absorcdo de grandes quantidades de solugdes aquosas durante as fases de embebicéo,
germinacdo e desenvolvimento da plantula levam a que, rapidamente, se acumulem
concentragdes elevadas de ides quando a solucdo exterior € salinizada. A reducdo da
germinacao sob condicles salinas pode ser atribuida ao decréscimo do potencial osmético
da solugdo exterior, ainibicio da mobilizago das reservas devido aos efeitos dos ides Na'
e CI' na actividade das enzimas hidroliticas e na translocacéo dos produtos resultantes da
hidrdlise, do 6rgéo de reserva para o eixo embrionario (lyengar e Reddy, 1994). Em fases
mais avancadas do desenvolvimento, a energia e os nutrientes deixam de ser obtidos a
partir da hidrdlise das substancias de reserva e passam a sé-10 a partir da absor¢éo radicular
e da fotossintese. Sob salinidade baixa a moderada, as plantas podem ndo evidenciar
sintomas de desidratacdo ou de clorose e necrose, mas as necessidades energéticas
adicionais necessarias a manutencdo de um metabolismo norma sdo satisfeitas por
fotossintetizados desviados do crescimento. As plantas morrem quando os niveis de
salinidade excedem um determinado valor critico, que é variavel com a espécie, devido ao
colapso dos mecanismos fisioldgicos (Gale e Zeroni, 1985).

Habituamente, os diferentes 6rgdos de um mesmo individuo também evidenciam
variacoes de tolerancia salina. De um modo geral, a parte aérea € mais sensivel do que a
raiz. Segundo Gorham et al. (1986) e Hajibagheri et al. (1987) ndo é tanto o contelido total
da parte aérea que € importante mas a capacidade de manter gradientes elevados de Na' e
CI" entre os 6rgdos mais velhos (caules, peciolos e limbos de folhas adultas) e os mais
novos (inflorescéncias, sementes e folhas jovens). Do que se expds, ressalta a importancia

de se estudar atolerancia salina em véarios 6rgdos ao longo do desenvolvimento ontogénico
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das plantas, por forma a colmatar a necessidade urgente de um sistema de cultura que
permita o desenvolvimento vegetal sob condigdes salinas.

O trabalho desenvolvido neste capitulo teve como objectivo principal contribuir para o
melhor conhecimento da toleréncia salina de Pisum sativum. Foram também objectivos
avaliar a vulnerabilidade da simbiose entre microssimbionte e hospedeiro, bem como tracar
directivas para um estudo subsequente que gude a esclarecer a acgéo de alguns factores

gue condicionam atolerancia observada.

2.Material e M étodos

Neste trabalho foram utilizadas quatro cultivares de Pisum sativum: ‘Combi’, ‘Rauel’,
‘Resal’ e ‘Tristar’. Estas cresceram em diferentes concentractes de NaCl, 0, 30, 60, 90,
120 e 150 mM, durante dois periodos de tempo diferentes, 14 e 50 dias.

2.1 Material Vegetal

A ervilheira ocupa um lugar particular na histéria da ciéncia conquanto foi a planta que
Mendel utilizou no decurso das suas experiéncias genéticas.

As formas selvagens e primitivas de ervilheiras sdo encontradas numa vasta regido que
inclui a Asia Central, o Mediterraneo e a Abissinia. Pisum sativum L. é considerada como
uma das primeiras espécies cultivadas. Os achados arqueoldgicos indicam que ja era
cultivada em 6000 A.C. (Marx, 1977).

A espécie Pisum sativum L. pertence a familia das Leguminosae, subfamilia Papilinoideae,
tribo Viciaea, género Pisum. Segundo Davis (1970 in Smartt, 1990) e van der Maesen
(1985 in Smartt, 1990), a taxonomia do género compreende apenas duas espécies, P.
sativum L. e P. fulvum Sibth e Sm. Em Pisum sativum L. sd0 englobadas as subespécies
sativum e elatius. A subespécie sativum compreende as variedades, sativum L. e arvense
(L.) Pair. Asvariedades elatius (M. Bieb.) Alef, pumilo Meikle e brevipedunculatum Davis
e Meikle sd0 englobadas na subespécie elatius. (Smartt, 1990).
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O género Pisum €, botanicamente, descrito por Franco (1971) como uma erva anual,
frequentemente gavinhosa e escandente; folhas geralmente parifoliadas e terminadas em
gavinha, raramente reduzidas a uma gavinha ou transformadas em filédios, estipulas
geramente herbaceas. Flores em cachos axilares ou solité&rias e axilares. Cdlice de
actinomorfico a bilabiado, segmentos do célice grandes e mais ou menos foliaceos, carena
geramente obtusa, asas concrescentes com a carena; estilete pubescente na face superior,
raramente glabro, dilatado no apice, longitudinalmente sulcado e com margens recurvadas.
V agem geralmente oblonga, comprimida, deiscente. Sementes 2 ou mais.

A producéo mundial de ervilhas secas é correntemente estimada em 16,3 MMT (milhdes
de toneladas métricas), tornando-a uma das culturas de leguminosas mais importantes. A
producdo de ervilhas frescas € muito menor 4,8 MMT. Per se, 0 aumento da produtividade
em Pisum sativum continua a ser um desafio uma vez gque os valores conseguidos estéo

longe de igualar os atingidos nos cereais (Davies, 1993).

2.2 Culturade 14 dias

Sementes das quatro cultivares de Pisum sativum foram colocadas a germinar em caixas
plésticas. As caixas plésticas continham papel de filtro que foi humedecido com égua
desionizada ou com uma das solucdes de NaCl nas concentracdes de 30, 60, 90, 120 ou
150 mM, esterilizadas 15 minutos a 121°C. Utilizaram-se 24 caixas, 0 nUmero necessario
para que cada cultivar cresca separadamente em cada salinidade. As caixas foram
colocadas numa sala com temperatura controlada, 25 ? 1° C, com fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 70 ?M cm? s*. Regou-se sempre que o papel se encontrava quase

SeCo.

2.3 Culturade50dias

Sementes das quatro cultivares foram embebidas em agua corrente, a temperatura
ambiente, durante 72 horas. As sementes foram, depois, pulverizadas com indculo

comercia contendo varias estirpes de Rhizobium leguminosarum e colocadas em vasos



Toleréncia salinade Pisum sativumL .: estudo de quatro cultivares 13

contendo areia passada por écido, lavada e esterilizada 90 minutos a 121 °C. Em seguida,
os vasos foram regados com solugdes de nutrientes, cuja composi¢cdo comum era: 1ImM de
CaCl,.H20, 0,5 mM de KH;PQOy4, 0, 25 mM de MgS0,.7H,0, 0,25 mM de K2SOq4, 11,25
?M de FeCl;.6H,0, 1 ?M de MnS0O4.H,0, 2 ?M de HBOs, 0,5 ?M de ZnS0O,4.7H,0, 2
?M CuS04.5H,0, 0,1 ?M Co0S04.7H20, 0,1 ?M NaMo0,.2H,O (Broughton e Dilworth,
1970 in Somassegaram e Hoben, 1994) e que diferiam entre si na concentracéo de NaCl, 0,
30, 60, 90, 120 e 150 mM. O pH das solucdes foi gjustado entre 6,6 e 6,8. Utilizaram-se 48
vasos, 0 NUmero necessario para haver 2 vasos de cada cultivar a crescer separadamente
em cada concentragdo de NaCl. Os vasos foram, entdo, transferidos para um
compartimento envidragcado, o que proporcionou iluminagdo natural. Procedeuse,

bissemanal mente, a regas intercaladas de solucéo de nutrientes ou agua desionizada.

2.4 Colheita do material vegetal

Na cultura de catorze dias colheram se as plantulas pesando-se, separadamente, araiz e a
parte aérea.

Cinguenta dias ap0s a sementeira colheram-se as plantas e ap0Os separacdo da parte aérea,
as raizes foram lavadas, primeiro em agua corrente e depois em agua destilada, por formaa
remover a areia. De seguida, enxugaramse em papel de modo a remover 0 excesso de
agua. Anotouse a presenca/auséncia de flores ou vagens, bem como a densidade dos

nodul os radicul ares. Pesaram-se, separadamente, araiz e a parte aérea.

2.5 Andlise estatistica

A comparacdo das médias foi feita através da anadlise de variancia de factor Unico. A
interaccdo entre a salinidade e a cultivar de Pisum sativum, as duas varidveis do
crescimento estudadas, foi determinada através da andlise de variancia de factor duplo com
repeticdo. Nas duas andlises estatisticas a probabilidade de erro admitida foi <0,05 e o

tamanho da amostrafoi dezassais.
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3. Resultados

Neste capitulo estimou-se a tolerancia salina de quatro cultivares de Pisum sativum, de
modo a seleccionar uma para trabalho posterior. A avaliacdo foi efectuada através da
andlise do crescimento (peso fresco da parte aérea e da raiz) em duas fases do
desenvolvimento ontogénico da espécie: inicio do desenvolvimento vegetativo e floracéo.
ApGs 50 dias de cultura, a maioria das plantas encontrava-se em floragdo. As excepgdes
foram ‘Rauel’ e ‘Combi’ a crescer sob 120 e 150 mM que, ontogenicamente, se
encontravam mais atrasadas e a cv. Resal sob 60 mM que j& apresentava vagens. A andlise
da densidade dos nédulos presentes na raiz revela a forte influéncia da salinidade na
nodulagdo. A 30 mM o nimero de nodulos é semelhante a 0 mM, mas a salinidades mais
elevadas diminuiu ou é nulo.

Ao andisar asfiguras I-1 all-5, o facto mais evidente € a diminui¢do gradual dos pesos da
raiz e da porcéo aérea de todas as cultivares com o aumento da salinidade. No entanto, a
baixas concentractes de NaCl, essa tendéncia nem sempre se manteve e até se inverteu. No
inicio do desenvolvimento (figuras I1-1, 11-2 e 11-3), 0s pesos das raizes e das partes aéreas
ndo variaram significativamente entre 0 e 30 mM. Para‘Combi’, esta tendéncia manteve-se
até 60 mM. Sob 30 mM ocorreram mesmo aumentos significativos de peso, como € 0 caso
das partes aéreas de ‘Combi’ e ‘Resal’ e daraiz de ‘Resal’. Nafase de floracéo (figuras 11-
4 e |1-5), apenas nas maiores salinidades (120 e 150 mM) ocorreu reducdo de crescimento.
Com efeito, nas restantes salinidades (0, 30, 60 e 90 mM), os pesos das raizes e das partes
aéreas ndo foram significativamente diferentes em ‘Rauel’ o peso da parte aérea a 30 mM
foi até significativamente maior do que a 0 mM. ‘Tristar’ € a excepcao, com reducdes de
crescimento significativas ao longo de todo o intervalo de salinidade.

As duas condicionantes do crescimento estudadas, salinidade e cultivar, interagiram entre
d. A sdinidade do meio afectou de modo significativamente diferente o crescimento das
guatro cultivares nos dois periodos de desenvolvimento analisados.

No inicio do crescimento, ‘Resal’ surge como a cultivar menos sensivel a salinidade. O
facto € mais notdrio na parte aérea e nas salinidades entre 60 e 150 mM, onde esta cultivar

atinge pesos significativamente maiores do que as restantes cultivares (figuras 11-2 e 11-3).
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Figura Il-1: Crescimento da parte radicular de plantulas de Pisum sativum submetidas durante 14 dias
adiferentes concentragdes de salinidade. Os valores sdo médias (+ DP) de 16 réplicas.
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Figura 11-2: Crescimento da parte aérea de pléantulas de Pisum sativum submetidas durante 14 dias a
diferentes concentracdes de salinidade. Os valores sdo médias (+ DP) de 16 réplicas.
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Figura I1-3: Fotografias do crescimento da parte aérea de plantulas de Pisum sativumdas cv. Tristar e
Resal, submetidas durante 14 dias a diferentes concentractes de salinidade.
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Durante a floragdo, o seu comportamento indicia a homogeneidade de resposta das
cultivares as maiores salinidades, 120 e 150 mM (figurall-4 e |1-5). O intervalo entre 30 e
90 mM evidenciaa maior sensibilidade de ‘ Tristar’ e amaior tolerénciade ‘Resal’. Com o
aumento de salinidade até 90 mM a variagdo de peso da parte aérea comprova a menor
sensibilidade de *Resal’ face as restantes cultivares (figura I1-5), 0 mesmo ndo acontecendo

com araiz onde o comportamento foi semelhante a‘Rauel’ ea‘Combi’ (figurall-4).

g peso fresco planta’
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Figurall-4: Crescimento da parte radicular de plantas de Pisum sativum submetidas durante 50 dias a
diferentes concentracdes de salinidade. Os valores sdo médias (+ DP) de 16 réplicas.
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Figura ll-5: Crescimento da parte aérea de plantas de Pisum sativum submetidas durante 50 dias a
diferentes concentrac6es de salinidade. Os valores sdo médias (+ DP) de 16 réplicas.
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4. Discussao

Tém sido varios os critérios utilizados para a selecgdo da tolerdncia a salinidade. A
toleréncia salina de uma espécie pode ser definida de varios modos, consoante a finalidade
do estudo (Subbarao e Johansen, 1994). Neste capitulo, considerouse a tolerancia salina
como “a auséncia de efeitos negativos no crescimento da planta a desenvolver-se sob
salinidade” (Levitt, 1980).

4.1 Culturade 14 dias

A fase inicial de desenvolvimento vegetal é frequentemente abordada, ndo sO porque esta
fase é geralmente considerada como a mais sensivel do ciclo de vida das plantas (Ashraf et
al., 1986) mas também porque espécies relativamente tolerantes a salinidade sejam, nesta
fase, particularmente sensiveis, como € o caso de Beta vulgaris L. (Marschner, 1995). A
capacidade de germinagdo esté relacionada com o grau de embebicéo das sementes e com a
actividade do embrido. A mobilizac8o das substancias de reserva existentes nos cotilédones
e 0 seu transporte para o embrido em crescimento sdo factores criticos. O que é
corroborado pelos resultados obtidos na cultura de 14 dias. De facto, 0s pesos das raizes e
partes aéreas de todas as cultivares a crescerem sob as salinidades mais elevadas (120 e
150 mM) sdo duas a cinco vezes menores do que aguelas que cresceram ha auséncia de
NaCl (figuras 11-1, I1-2 e 11-3) e é revelador da influéncia negativa que a salinidade tem no
inicio do desenvolvimento vegetativo. Nesta fase, as plantulas tém de utilizar o mais
eficientemente possivel as reservas existentes nos cotilédones de modo a “montar” toda a
maquinaria metabdlica que lhe permitira estabelecer-se como um organismo auto-
suficiente. A presenca de NaCl diminui o potencial osmdético da solugdo exterior
dificultando a absorc¢do de &gua, primeiro das sementes e depois das jovens plantas levando
a diminuicdo da turgescéncia, com os inevitavels efeitos associados na expansao celular e
no elongamento foliar (Marschner, 1995). Mas o crescimento num meio salino implica
sempre a absorcdo de ides Na' e CI', que a partir de certas concentragdes sdo toxicos. A
exclusdo ou compartimentacéo destes i0es, dois dos mecanismos a que as plantas recorrem

para conseguirem sobreviver em ambientes salinos sdo, do ponto de vista termodinamico,
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fortemente endotérmicos (Wyn Jones, 1981). Deste modo, a propor¢do de energia
armazenada nos cotilédones que é utilizada nos processos de desenvolvimento e
estabel ecimento da plantula € muito menor.

A variacdo genotipica de tolerancia a salinidade tem sido descrita em muitas espécies de
leguminosas, incluindo Pisum sativum (Cerda et al., 1982; Dua et al., 1989), em vérias
fases do desenvolvimento ontogénico. Alguns trabalhos procuram, tal como este capitulo,
abordar a variagdo intra-especifica no inicio do desenvolvimento das plantas, como € o
caso de Pessarakli (1994), Smith (1994), Velagaleti e Schweitzer (1994) e Mohammad
(1989). Pessarakli (1994) estudou os efeitos da salinidade na producdo de matéria seca de
trés cultivares de Phaseolus wvulgaris L., classificada como uma espécie sensivel
(Marschner, 1995). Durante a fase de crescimento inicial o NaCl reduziu
significativamente a producdo das trés cultivares. No entanto, uma delas foi menos
afectada em todos os niveis de salinidade. Smith (1994), analisou o efeito da salinidade na
germinacdo e no crescimento antes e logo apos a emergéncia em Medicago sativa L. e
concluiu haver diferencas significativas de germinacéo e de crescimento inicia. Num
estudo conduzido por Velagaleti e Schweitzer (1994) nenhuma das cultivares de soja com
diferencas de toleréncia a salinidade germinaram a 120 mM. Ao utilizar 229 popul agdes de
Medicago sativa, Mohammad et al. (1989% tentaram avaliar a tolerancia salina desta
espécie nas fases iniciais do seu desenvolvimento, germinacdo e estabelecimento das
plantulas. Apenas 29 populactes de Medicago sativa germinaram bem a 176 mM. Neste
capitulo, a variacao de crescimento inicial entre as cultivares de Pisum sativum a crescerem
sob as menores salinidades (30, 60 e 90 mM NaCl) podera reflectir diferencas de tolerancia
salina (figuras I-1, 1-2 e I-3). O maior crescimento que duas cultivares evidenciaram a 30
mM foi j& mencionado por Poljakoff-Mayber e Lerner (1994) em raizes de plantulas de

ervilheiraa crescer sob 120 mM de NaCl.

4.2 Nodulagao

A forte inibicdo da nodulaco radicular provocada pela salinidade € um facto bem descrito
na bibliografia (Kumar et al., 1999; Cordovilla et al., 1999% Cordovilla et al., 1999° ;
Cordovilla et al., 1999° Mohammad et al., 1989b; Elsheikh e Wood, 1990; Zahran e
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Sprent, 1986). A maioria das espécies de Rhizobium ndo sdo grandemente afectadas por
niveis de salinidade que diminuem significativamente o crescimento da maioria das
leguminosas (Francois e Maas, 1994). Se a diminuicdo da nodulacdo ndo se deve a
diminuicdo da populagdo de Rhizobium presente no solo, entdo dever-se-a certamente ao
proprio processo de estabelecimento da simbiose, facto corroborado por muitos autores
(Kumar et al., 1999; Singleton e Bohlool, 1984; Elsheikh e Wood, 1990; Elsheikh e Wood,
1990; Mohammad, 1989b). Sgja qual for o motivo da inibicdo da nodulagdo, o que é certo
€ gue a ja existente vulnerabilidade provocada pelo “stress’ salino aumenta devido a uma
insuficiente nutricéo azotada.

4.3 Culturade50dias

As reducbes elevadas de crescimento na fase de floracdo que as quatro cultivares
evidenciaram enquanto a cresciam nas concentragcdes mais elevadas de NaCl (120 e 150
mM) podem ser explicadas pelo desequilibrio nutricional que experimentaram sob estas
salinidades ou pelo efeito toxico da acumulagdo de Na™ e CI, em especial na parte aérea.
De facto, Figueira e Caldeira (1996, 1997) verificaram que plantas de Pisum sativum das
cultivares Combi, Rauel, Resal e Tristar a crescerem sob 120 e 150 mM NaCl exibiram
reducdes significativas na concentracdo de K*, M¢f* e Ca®* e, simultaneamente, aumentos
elevados de CI e Na" quando comparadas com plantas controlo (0 mM NaCl). O Na" que
nas salinidades mais baixas &, preferencialmente, acumulado naraiz, deixadeo ser al120 e
150 mM. Assim, parece que a salinidades elevadas qualquer das cultivares em estudo néo
conseguiu excluir de modo eficaz o Na' das partes aéreas, causando elevadas reducdes de
crescimento ou a morte.

O intervalo de salinidade entre 30 e 90 mM € o que melhor evidencia a diferenca de
toleréncia salina das quatro cultivares sob estudo. A diferenca de tolerancia observada a
baixa salinidade parece prender-se ndo com o equilibrio nutricional, concentragdes de
Mg, Ca* e K*, nem com a toxicidade de Na e de CI na parte aérea, que foram
semelhantes em todas as cultivares, mas com as diferencas de absor¢édo e exclusdo do i&o
sodio a nivel radicular (Figueira e Caldeira, 1996; 1997), facto também referido por
Marschner (1995). As cultivares mais sensivels, ‘Tristar’ e ‘Combi’, tém menores
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concentragdes radiculares de Na' e o gjuste osmético é conseguido , pelo menos em parte,
através da acumulagdo de K*, com maior dispéndio energético que poderia ter sido gasto,
como ja foi anteriormente referido, em fungdes anabdlicas (Figueira e Caldeira, 1996;

1997). Assim, as cultivares parecem ter diferentes estratégias de lidar com o “stress’

salino. Também outros autores relataram diferentes mecanismos de tolerancia salina dentro
da mesma espécie. Rogers et al. (1997) verificaram diferencas estratégicas de tolerancia
salina em duas populacdes de Trifolium repens L. que diferiam na tolerancia a salinidade.
A populacdo mais tolerante acumulou menores concentracdes de CI' em todos os 6rgéos da
planta e restringiu mais eficientemente a trandocacdo deste ido para as folhas e os
peciolos. Lauchli e Wieneke (1979) observaram que a diferenca de tolerancia evidenciada
por variedades de Glycine max (L.) Merr. também estava associada a restricdo do
transporte xilémico de CI. Alfocea et al. (1993) constataram diferentes mecanismos de
tolerncia a salinidade em vérias cultivares de tomate: uma restringiu efectivamente a
translocagdo de Na' e CI' para a parte aérea; outra acumulou Na' e CI na parte aérea; ainda
uma terceira acumulou Na“ e CI na parte aérea e, simultaneamente, possuia contetidos de
K™ mais baixos do que a segunda.

Do que foi referido deduz-se que Pisum sativum tem o comportamento tipico de glicéfita
referido por Greenway e Munns (1980), ou sgja, uma relacdo inversa entre a absorcdo de
sal e a toleréncia salina. No entanto, a classificagdo das glicofitas como exclusoras é
normalmente aplicada ao transporte das raizes para as folhas e em particular para as folhas
jovens e para o dpice caulinar (Marschner, 1995). Na espécie sob estudo, 0 mecanismo de
tolerancia salina depende da manutenc&o de baixas concentragdes de Na' na parte aérea da
planta e quando esta estratégia se torna incomportéavel devido a salinidades exteriores
demasiado elevadas, acima de 90 mM, ocorre o trarsporte acropeto massivo de Na' com

consequéncias metabdlicas graves gque se reflectemn no crescimento e na sobrevivéncia

5. Conclusao

As quatro cultivares estudadas comprovam Pisum sativum como sendo uma espécie

moderadamente tolerante a0 sal, segundo a classificagdo de Francois e Maas (1994).



Tolerancia salina de Pisum sativumL.: estudo de quatro cultivares 21

‘Resal’ também confirma a classificagdo de Marschner (1995), que dividiu as plantas em
guatro grupos de acordo com as diferentes respostas de crescimento a presenca de sodio,
sendo Pisum sativum englobada no grupo B. As espécies pertencentes a este grupo podem
substituir uma pequena proporcdo de K* por Na' com estimulagdo incipiente do
crescimento. Uma vez que existemn numerosas cultivares de ervilheira, testar a sua resposta
a condicbes salinas poderd permitir a seleccdo de cultivares ainda mais tolerantes,
dilatando o intervalo conhecido de tolerancia salina da espécie.

Resal aparece como a cultivar mais indicada para o cultivo sob condigdes salinas. O seu
crescimento a 90 mM NaCl néo foi significativamente afectado em comparagéo com 0 mM
e a sua tolerancia talvez possa ser aumentada se a obtencdo de azoto ndo for t&o afectada
pela salinidade. O que podera ser conseguido com o aumento da disponibilidade de azoto
inorganico proporcionado por uma simbiose menos afectada pela salinidade, através, por
exemplo, da inoculacdo com estirpes de Rhizobium menos sensiveis a sdlinidade. O
conhecimento das estratégias de adaptacdo também podera dar um contributo para esse
aumento de tolerancia ao permitir regular, de forma mais esclarecida, as condigdes de
crescimento.
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Capitulo 111

Tolerancia salina de Rhizobium
compativel com Pisum sativum

1.Introducéo

1.1 Importéancia do géner o Rhizobium

A deficiéncia em azoto €, frequentemente, um dos factores que mais limita o crescimento
vegetal embora a atmosfera contenha 78% de N», uma forma de azoto que as plantas néo
assimilam directamente. O azoto diatdbmico, quimicamente inerte, pode tornar-se acessivel
as plantas por fixacdo simbidtica que, habitualmente, ocorre por endossimbiose entre uma
leguminosa e uma bactéria com capacidade de reduzir o azoto diatdbmico a azoto
amoniacal. As plantas fornecem as bactérias hidratos de carbono, possibilitando-Ihes
condicbes de crescimento especiais sem a directa competicdo com o0s restantes
mi crorganismos gue colonizam o solo e as bactérias fixam N,. (Velagaeti e Cline, 1995).

A associacdo simbidtica entre leguminosas e bactérias dos géneros Rhizobium ou
Bradyrhizobium é de longe o maior contribuinte para o fornecimento de N, fixado
biologicamente (Somasegaran e Hoben, 1994). As leguminosas noduladas com estirpes
eficientes podem fixar quantidades considerdveis de azoto diatdbmico. Foram feitas

estimativas do N, fixado por vérias simbioses, podendo atingir 240 a 648 Kg N, ha’ em
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Vicia faba, embora na maioria dos casos os valores estejam préximos de 100 Kg N, ha't
(Phillips, 1980; Somasegaran e Hoben, 1994). A quantidade de N, fixado por Pisum
sativum situa-se, com frequéncia, entre 100 e 250 Kg N, ha' (Brewing et al., 1993). Uma
simbiose efectiva sO é conseguida quando os nédulos séo formados por bactérias
eficientes. Actuamente aceitase 0 termo “eficiéncia simbidtica’ para descrever a
capacidade de uma leguminosa nodulada em fixar Ny, e esta pode ser expressa qualitativa
ou quantitativamente, através do contetdo total de azoto da planta, peso da parte aérea ou
dos nédulos. A eficiéncia simbidtica é medida por comparagdo com os resultados de uma
estirpe padrdo de Rhizobium, com leguminosas que recebem uma quantidade adequada de
azoto inorgéanico ou com leguminosas ndo inoculadas (Somesegaran e Hoben, 1994).

A capacidade de fixarem o N, em simbiose com plantas, especialmente da familia
Leguminosae, € a caracteristica mais distintiva das bactérias dos géneros Rhizobium e
Bradyrhizobium. Esta caracteristica € também a principal responsavel pelo lugar especia
gue ocupam entre os microrganismos do solo. A fixacdo de N, traz vantagens econdmicas
e ecolOgicas importantes. Permite o estabelecimento de comunidades vegetais em solos
pobres em compostos azotados e € uma forma de aumentar a produtividade em
consonancia com as tendéncias actuais, direccionadas para sistemas de cultivo de baixa
utilizacdo de fertilizantes minerais, dando resposta a preocupacfes com 0O impacto
ambiental provocado por aplicagOes de azoto mineral que, inevitavelmente, ntroduzem
nitratos nas aguas superficiais e nos lencdis de agua subterraneos (Brewing et al., 1993;
Below, 1995)

1.2 Microbiologia geral do género Rhizobium

As bactérias pertencentes ao género Rhizobium tém a forma de bastonetes com 0,5 a 0,9
?m de espessura e 1,2 a 3,0 ?m de comprimento. As células mais velhas contém
caracteristicos granulos de poli-?-hidroxibutirato. Geralmente, s8o moveis por dois a seis
flagelos. Quando coradas pela reaccdo de Gram, a parede apresenta reaccao negativa. S&o
aerdbias, heterotroficas e ndo formadoras de endésporos. A temperatura Optima de
crescimento varia entre 25 e 30 °C e o pH entre 6 e 7 (Jordan, 1984). As bactérias

pertencentes a este género apresentam um crescimento rapido. As células turvam o meio de
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crescimento liquido em dois ou trés dias e tém um tempo médio de duplicacdo de 2 a 4
horas (Somasegaran e Hoben, 1994). Quando a crescer em meio agarizado as colonias sdo
circulares, convexas, de opacas a semitrandUlcidas, elevadas acima da superficie e
mucilaginosas. As coloOnias atingem 2 a4 mm de didmetro apés 3 a 5 dias de crescimento
em meio de extracto de levedura e manitol agarizado (YMA). Como fontes de carbono
utilizam uma grande gama de agUcares e sais de acidos organicos, sem formacéo de gés. A
celulose e 0 amido ndo sdo utilizados. Produzem reaccdo acida em meio de sais minerais
contendo manitol ou outro hidrato de carbono. O crescimento em meio com hidratos de
carbono €, normalmente, acompanhado pela producéo abundante de uma secrecéo viscosa
extracelular polissacaridica (Jordan, 1984). O Rhizobium pode ocorrer em vida livre no
solo e nestas condicfes tem de ter uma capacidade saprofitica que Ihe permita competir
com 0s restantes microrganismos do solo. O nuimero de células de Rhizobium é
relativamerte baixo em comparagdo com outros habitantes do solo. Uma rizosfera
favoravel encorgja o crescimento e a sobrevivéncia de Rhizobium (Bayoumi et al., 1995).
O aumento dos efectivos de Rhizobium na rizosfera é a resposta a excregédo de nutrientes
pelas raizes das plantas, em especial das leguminosas compativeis e garante ainfeccéo dos
pélos radiculares da planta hospedeira (Bayoumi et al.). Todas as estirpes exibem um
intervalo de afinidades pelo hospedeiro, ou sgja especificidade (Jordan, 1984). No género
Pisum a nodulagdo é induzida especificamente por Rhizobium leguminosarum biovar.
viceae. Esta biovariedade também nodula, de forma eficiente, outros membros da tribo
Viciaceae, como sgam 0s géneros Viceae Lathyrus e Lens. (Brewin et al., 1993). O
estabelecimento de endossimbioses com leguminosas permite 0 aumento das populacdes
de Rhizobium sem competicao directa com a restante microflora do solo.

Para além da componente biética, as populagdes de Rhizobium sdo também influenciadas
pelas condigdes abidticas do meio, como sgjam a temperatura, a humidade, a alcalinidade,
a acidez e a salinidade (Somassegaran e Hoben, 1994).

1.3 Seleccdo de Rhizobium para inoculacao

O modo mais simples e mais eficiente de isolar Rhizobium presente no solo é o de utilizar

uma espéeci e de leguminosa compativel com a biovariedade de Rhizobium que se quer obter
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e fazer o isolamento a partir dos nédulos. ApGs as estirpes com capacidade de nodulacdo
terem sido isoladas dos nodulos, tem de ser avaliada a sua capacidade de nodulagéo ede
fixacdo de N2 com as leguminosas avo. A fonte de estirpes de Rhizobium para um
programa de seleccdo pode ir de isolados locais a estirpes ja testadas noutras partes do pais
ou a colecgBes de outros continentes. A primeira crivagem devera ser executada em estufa,
onde numerosas estirpes poderdo ser testadas em vérias variedades de hospedeiro. Se as
plantas inoculadas formarem nédulos e produzirem folhas verdes saudaveis quando a
crescerem em meio sem azoto inorganico, poderd assumir-se que se estabeleceu uma
simbiose €eficiente (Somasegaran e Hoben, 1994).

A avaliacdo da simbiose ser4 baseada em vérios pardmetros mensuraveis. Ensaios de curta
duracdo, em vasos de Leonard ou em vasos contendo areia estéril, podem fornecer uma
base adequada para uma comparacdo geral entre estirpes. A forma mais directa de avaliar a
eficiéncia da fixacdo de N, é determinar o contelido em azoto total da parte aérea que pode
ser medido pelo método de Kjeldahl. O peso seco da parte aérea das plantas colhidas na
altura da iniciagdo flora ou apds a acumulacdo significativa de biomassa é geramente
aceite como critério de avaliacdo da eficiéncia de fixacdo de N, e 0 peso seco dos nodulos
também é utilizado como um indicador fidvel da eficiéncia de uma estirpe. A eficiéncia de
fixacdo também pode ser avaliada pela determinacdo da actividade nos nddulos, utilizando
0 ensaio da reducdo do acetileno como medida da actividade das nitrogenases. No entanto,
os resultados deste ensaio ndo deverdo ser usados para concluir a quantidade total de N,
fixado. Uma vez que o contelido em azoto total e a biomassa nodular geralmente se
correlacionam com o peso da parte aérea, este Ultimo parametro fornece uma base aceitavel

para comparacao da eficiéncia simbidtica, entre estirpes (Somasegaran e Hoben, 1994).

1.4 Influéncia da salinidade na sobr evivéncia de Rhizobium

Os microrganismos conseguem colonizar a maioria dos ambientes terrestres, muitos deles
bastante adversos (Bordeleau e Prévost, 1994). O excesso de iGes, em particular de sodio e
de cloro, é uma dessas situagdes. S80 inlmeros os relatos dos efeitos desfavorévels que o
“stress’ salino provoca na sua sobrevivéncia e no seu crescimento e o género Rhizobium

ndo constitui excepcdo (Piceno e Lovell, 1999; Yap e Lim, 1983; Caetano-Anollés et al.,
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1989). Na maioria das espécies de Rhizobium o crescimento diminui rapidamente a medida
gue a concentracéo de NaCl aumentou de 0,0 para 0,8% (Chien et al., 1992; Tu, 1981).
Contudo, o intervalo de tolerancia salina entre os véarios gendtipos de Rhizobium é muito
varidvel. Bayomi et al. (1995) descreveram limites de toleréncia entre 0,5 % (85,5 mM) e
3,0% (513,3 mM) para vérias espécies de Rhizobium. Subba Rao (1972) mencionou que o
crescimento de Rhizobium declinou rapidamente quando as concentragdes de NaCl foram
aumentadas de 0,2 % (34, 2 mM) para 0,8 % (136,8 mM). Chien et al. (1992) conseguiram
isolar mutantes espontaneos de R. leguminosarum biovar viceae e seleccionaram nos pela
sua capacidade em tolerar 200 mM NaCl. Algumas estirpes de Rhizobium conseguem
sobreviver na presenca de niveis salinos extremamente elevados quer em cultura quer no
solo. O Rhizobium isolado em zonas aridas evidencia, frequentemente, grande toleréncia a
condicoes de seca e de salinidade (Bordeleau e Prévost, 1994). Véarios autores relataram a
sobrevivéncia de muitas estirpes de Rhizobium em solugbes com concentragcdo salina
proxima da &gua do mar. (Elsheikh, 1998; Balasubramaniam e Sinha, 1976; Chien et al.,
1992; Singleton et al., 1982; Steinborn e Roughley, 1974). Yap e Lim (1983) descobriram
gue uma estirpe de Rhizobium tolerou concentraces de cloreto de sodio até 0,4 M. Bayomi
et al. (1995) também encontraram uma estirpe tolerante a um nivel salino semelhante.
Melchor Marroquin et al. (1999) isolaram estirpes de Rhizobium com tolerancia salina a
5% NaCl.

Zahran et al. (1994), obtiveram estirpes de Rhizobium que diferiam na tolerancia ao sal e
classificaram-nas em trés classes. as mais sensiveis ndo cresciam a 100 mM NaCl, as
hal otolerantes sobreviviam a concentractes de NaCl de 1 M e as restantes apresentavam
uma tolerancia intermeédia e foram classificadas como medianamente tolerantes ao sal.

A capacidade de seleccionar estirpes de Rhizobium tolerantes a condigdes ambientais que
limitam o crescimento, como a salinidade, foi ja demonstrada (Phillips, 1991; Melchor
Marroquin et al,. 1999; Balasubramaniam e Sinha, 1976; Chien et al., 1992; Singleton et
al., 1982; Zaharan et al. 1994; Yap e Lim, 1983), o que indica que a variagdo genética
natural em Rhizobium € suficientemente ampla para garantir o sucesso da seleccéo de
estirpes apropriadas a tipos particul ares de solos (Brewing, 1993).
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1.5 Objectivos

Os objectivos deste capitulo prendemse com a obtencdo e seleccéo de gendtipos de
Rhizobium que simultaneamente sejam capazes de cescer sob condi¢des salinas e de
estabelecer uma endossimbiose com plantas de Pisum sativum cuja eficiéncia lhes abone

azoto suficiente para um desenvolvimento normal.

2. Material e métodos

Neste capitul o, procedeuse ao isolamento de Rhizobium em diversos locais com diferentes
salinidades, disponibilidades hidricas e proveniéncias geograficas, ao estudo da tolerancia
salina dos isolados e estirpes e a determinacdo do seu potencial de fixacdo de No.

2.11solamento de Rhizobium

Por forma a obter isolados de Rhizobium cultivaram se plantas de Pisum sativum em vasos
contendo solos de quatro locais diferentes: (i) um solo agricola com influéncia maritima,
situado na Costa Nova; (ii) um solo agricola em Vagos; (iii) um solo agricola em S.
Bernardo; e (iv) um solo, sujeito a seca e temperatura elevada durante parte do ano, da
Estacdo Agrondmica de Melhoramento de Plantas em Elvas. Em todos os solos tinha sido
cultivado Pisum sativum, nesse ano ou em anos anteriores.

Em vasos contendo um dos quatro solos mencionados semearam-se as ervilhas. No solo de
Elvas procedeuse posteriormente a nova sementeira. As plantas cresceram em ambiente
protegido, com luz e temperatura ambientes. Procedeuse a rega com agua destilada
sempre que a parte superior do solo se encontrava seca. As plantas foram colhidas 30 dias
apos a sementeira. As raizes foram lavadas e enxugadas. Os nodulos foram destacados,

desinfectados em hipoclorito de sodio a 2,5% e lavadas por passagens sucessivas em agua
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esterilizada. Ap6s a desinfeccdo, os nddulos foram esmagados na superficie de placas
contendo YMA (1% manitol, 0,05% K2>HPO4, 0,02% MgS04.H,0, 0,01% NaCl, 0,05% de
extracto de levedura e 1,5% agar-agar, pH 6,8), suplementado com 25 mg L' de vermelho
do Congo (YMA-CR). Uma vez que Rhizobium tem, caracteristicamente, uma absor¢éo
limitada deste corante, o crescimento durante 3 a 5 dias neste meio diferencia, a 26°C e
condigbes de escuriddo forma colénias brancas ou rosa claras. As col6nias que
apresentavam esta coloragdo foram repicadas para YMA suplementado com 25 mg L de
azul de bromotimol (BTB) e para PGA (0,5% glucose, 1%peptona, 1,5% agar-agar)
suplementado com 100 mg L de parpura de bromocresol (BCP). O crescimento de
Rhizobium em YMA-BTB forma colénias com um hao amarelo a volta (excregdes &cidas).
Em meio de PGA-BCP as col6nias ndo se desenvolvem, ou 0 seu crescimento € muito
reduzido. Apés 3 a5 dias as colénias que apresentavam um halo amarelo em YMB-BTB e
gue simultaneamente se tinham desenvolvido pouco em PGA-BCP foram classificadas
como pertencentes, presumivelmente, ao género Rhizobium. A autenticidade dos isolados
como culturas puras de Rhizobium foi confirmada pelo teste da nodulagéo, sob condigdes
bacteriol ogicamente controladas. Com essa finalidade, esterilizaram se sementes de Pisum
sativum em hipoclorito de sodio a 2,5% e colocaram-se agerminar 3 a4 dias em placas de
petri esterilizadas com papel de filtro humedecido. As sementes que apresentavam
radiculas foram colocadas a crescer em frascos de vidro com 200 mL de areia, previamente
autoclavados, inoculados com um dos isolados e regados, 2 vezes por semana, com solucéo
de rega (CaCl,.H20, 0,5 mM de KH,PO4, 0, 25 mM de MgS04.7H,0, 0,25 mM de K,SOy4,
11,25 ?M de FeCk.6H,O, 1 ?M de MnSO4,.H,O, 2 ?M de H3BOs3;, 0,5 ?M de
ZnS04.7TH,0, 2 ?M CuS04.5H,0, 0,1 ?M C0S04.7H,0, 0,1 ?M NaMo0,.2H,0) sem
azoto ( Broughton e Dilworth, 1970 in Somasegaran e Hoben, 1994) e esterilizada. Apds
30 dias procedeu se a colheita das plantas. Anotou se a presenca ou auséncia dos nddulos e
alguns parametros do seu aspecto morfolégico como o tamanho, a cor, e a distribuicdo no

sistemaradicular.
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2.2 Avaliacado da toler ancia salina dos isolados e das estir pes de Rhizobium

A capacidade dos isolados de Rhizobium obtidos e das estirpes de Rhizobium
leguminosarum biovar. viceae crescerem na presenca de NaCl foi avaliada pelo
crescimento em YMB suplementado com NaCl, a concentragdes que variaram entre0 e 1,8
M. A avaiacéo foi feita por nivels que variavam na concentracdo de NaCl. Do primeiro
nivel faziam parte as slinidades mais baixas, do Ultimo as mais elevadas. Apenas 0s
isolados que mostravam crescimento em todas as concentragdes de sal de um nivel

passavam para o seguinte.

2.3 Seleccdo da eficiéncia da simbiose entre Pisum sativum e isolados ou estir pes
de Rhizobium

A eficiéncia da simbiose foi avaliada pela comparagcdo do peso seco da parte aérea entre
plantas de Pisum sativum inoculadas com um dos isolados ou estirpes e as plantas controlo
(ndo inoculadas). As plantas cresceram sob condigdes bacteriol ogicamente controladas,
como descrito em 2.1. Ap6s 30 dias de crescimento as plantas foram colhidas. Anotouse a
presenca ou auséncia de nédulos, bem como os parametros morfol 6gicos mencionados em
2.1. A parte aérea foi destacada, colocada a secar 72 horas em estufa a 60 °C e 0 seu peso
determinado.

2.4 Analise estatistica

As médias dos pesos secos das partes aéreas de plantas de Pisum sativum inoculadas com
diferentes isolados ou estirpes foram comparadas pela menor diferenca significativa entre
meédias (LSD). A probabilidade de erro admitida foi <0,05 e o tamanho da amostrafoi trés.
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3. Resultados

O isolamento de Rhizobium proveniente de populagdes que colonizam diferentes habitats
foi efectuado de modo a possibilitar a obtencdo de um isolado que tolere salinidades
moderadas e que, simultaneamente, proporcione o melhor desenvolvimento possivel de

plantas de Pisum sativum dele dependentes para a obtencéo de azoto.

3.11solados e estir pes de Rhizobium disponiveis

Tabela ll1-1: Algumas caracteristicas das estirpes e dos isolados de Rhizobium leguminosarum utilizados
no trabalho expresso neste capitulo.

Estirpeouisolado Hospedeiro Localidade Pais Fonte

USDA 2335 Vicia faba Holanda P. van BerKum, USDA
USDA 2343 desconhecido Desconhecido  P. van BerKum, USDA
USDA 2353 desconhecido Desconhecido  P. van BerKum, USDA
USDA 2353 desconhecido Desconhecido  P. van BerKum, USDA
USDA 2356 desconhecido desconhecido  P. van BerKum, USDA
USDA 2433 desconhecido desconhecido  P. van BerKum, USDA
USDA 2455 desconhecido desconhecido  P. van BerKum, USDA
USDA 2475 desconhecido desconhecido  P. van BerKum, USDA
USDA 2479 Vicia faba Canada P. van BerkKum, USDA
GRA 19 Viciafaba Granada Espanha C. Lluch, Unv. Granada
V1aVv30 Pisum sativum Vagos Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
CN1aCN22 Pisum sativum CostaNova Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
SB1aSB16 Pisum sativum S. Bernardo  Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
El-1eEl1-2 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
E2-1aBE2-4 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
E3 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
E4-1 eE4-2 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
E5 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
E6 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
E20-1 aE20-10 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
NI-1aNI-3 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
NIl-1aNII-11 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
SI1-1aS1-3 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
SI2-1eSI2-2 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
SI-3 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
Si-4 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
SI51eSI52 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
SlI-1aSll-8 Pisum sativum Elvas Portugal E. Figueira, Univ. Aveiro
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O isolamento de Rhizobium a partir de nédulos de plantas de Pisum sativum a crescer em
vasos contendo solos de vérias proveniéncias possibilitou a obtencdo de 128 isolados: 30
de Vagos (Conselho de Vagos), 22 da Costa Nova (Conselho de iIhavo), 16 de S. Bernardo
(Conselho de Aveiro), 23 de Elvas (Conselho de Elvas) em 1997 e 37 de Elvas em 1998.

Natabela 111-1 encontra-se expressa a informacao relativa a todos os isolados obtidos neste
trabalho, bem como a&s estirpes de Rhizobium leguminosarum biovar viceae enviadas pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) e pela Universidade de Granada

(Espanha).

3.2Tolerancia salina dos isolados e das estir pes de Rhizobium

A tolerancia salina evidenciada pelos isolados de Rhizobium e pelas estirpes de Rhizobium
leguminosarum biovar viceae a crescerem em meio liquido € fortemente influenciada pelo
seu local de origem (figuras|1i1-1 alll-6).

Todos os isolados de Vagos, Costa Nova e S. Bernardo revelaram grande sensibilidade ao
sal. Concentragdes de 100mM de NaCl foram suficientes para provocar inibicbes de
crescimento superiores a 70% e em 12 isolados de Vagos, 60 mM foi uma concentracéo
suficiente parainibir totalmente o crescimento.

107 células mL*

0 15 30 60 90 120 180

mM NacCl
Figura Il1-1: Crescimento de isolados de Rhizobiumem Y MB suplementado com diferentes concentragdes de
NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nddulos radiculares de plantas de Pisum sativum a crescerem
num solo agricolaem Vagos. Os valores sdo médias de 3 réplicas.

Os isolados provenientes de Elvas evidenciaram uma resposta muito diferente da anterior.

Os isolados obtidos em 1998 exibiram, globalmente, menor toleréncia salina do que os
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107 células mL?

mM NacCl
Figura I11-2: Crescimento de isolados de Rhizobiumem Y MB suplementado com diferentes concentragdes de
NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de n6dulos radiculares de plantas de Pisum sativum a crescerem
num solo agricola na Costa Nova. Os valores sdo médias de 3 réplicas.
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Figura I11-3: Crescimento de isolados de Rhizobiumem Y MB suplementado com diferentes concentracdes de
NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nédulos radiculares de plantas de Pisum sativum a crescerem
num solo agricolaem S. Bernardo. Os valores séo médias de 3 réplicas.
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Figura I11-4: Crescimento de isolados de Rhizobiumem Y MB suplementado com diferentes concentragdes de
NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nddulos radiculares de plantas de Pisum sativum a crescerem
num solo agricola em Elvas. |solamento ef ectuado em 1997. Os valores sdo médias de 3-7 réplicas.
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obtidos em 1997. Em 1998 s6 19% dosisolados toleraram concentragdes de NaCl maiores
do que 100mM e mesmo estes foram inibidos por concentractes de NaCl superiores a 400
mM (figura I11-4). Dos isolados de 1997 apenas um foi inibido por concentragdes salinas
inferiores a 100 mM e 56,6% evidenciaram ser extremamente tolerantes & salinidade, sob

700 mM NaCl ainibicdo do crescimento destes isolados foi inferior a 30%.
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Figura I11-5: Crescimento de isolados de Rhizobiumem Y MB suplementado com diferentes concentragesde
NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nddulos radiculares de plantas de Pisum sativum a crescerem
num solo agricolaem Elvas. | solamento efectuado em 1998. Os valores sdo médias de 3-4 réplicas.

As estirpes de Rhizobium leguminosarum biovar viceae evidenciaram respostas extremas
de tolerancia ao sal. Quando a crescer sob 90 mM, 50% das estirpes mostraram inibigoes
de crescimento entre 80 e 90% quando comparadas com o controlo (0 mM NaCl).
Enquanto sob 600 mM, 40% das estirpes evidenciaram aumentos de crescimento entre 20 e
90%.

80

GRA19  —# —USDA2455 —®— USDA2335 —®— USDA2370
70 4
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Figura I11-6: Crescimento de estirpes de Rhizobiumem YMB suplementado com diferentes concentragtes de
NaCl. As estirpes foram enviadas pelo UDSA e pela UG. Os valores sdo médias de 6-8 réplicas.
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Figura I11-7: Peso seco da parte aérea de plantas de Pisum sativum cultivadas 30 dias em condicdes
controladas e inoculadas com diferentes estirpes e isolados de Rhizobium A cor das barras € indicativa da
toleréncia salina desses isolados e estirpes: cinza- sensiveis; amarela- tolerantes; e vermelha- extremamente

tolerantes. Os valores so médias de 3 replicados. L SD= 0,014.
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A avaliagdo da tolerancia salina efectuada a 138 isolados e estirpes saldouse em 76,1%
sensiveis (a 100mM a inibicdo do crescimento foi superior a 70%), 11,6% tolerantes (a
100mM a inibicdo do crescimento foi inferior a 30% e a 400 mM foi superior a 70%) e

12,3% extremamente tolerantes (a 700mM a inibicéo do crescimento foi inferior a 30%).

3.3Eficiéncia da simbiose entre Pisum sativum e isolados ou estirpes de

Rhizobium

A andlise da figura I11-7 releva 0 menor peso das plantas ndo inoculadas (controlo). O
isolado NI-1 foi 0 que proporcionou maior crescimento, sendo significativamente maior do
gue qualquer outro. As plantas inoculadas com NI-2, NI-3 e SB2-6 constituem um grupo
homogéneo dentro do qual ndo houve variagdo significativa de peso. Todos os restantes
valores variaram de forma gradual, ndo havendo diferencas significativas de um valor para

0 imediatamente mais préximo.

4. Discussao

4.1 Tolerancia salina de Rhizobium compativel Pisum sativum

A tolerancia salina dos isolados foi fortemente influenciada pelo seu local de origem.

Os isolados provenientes de Vagos foram os que evidenciaram maior sensibilidade ao sa
(figura 111-1). Concentragdes de 30 mM no meio de crescimento foram suficientes para
causar inibigbes no crescimento entre 74% e 98%. O que estara, certamente, relacionado
com o facto do local ter grande disponibilidade de &gua doce durante todo o ano. A presséo
ambiental que condiciona a seleccdo deste local ndo propicia o aparecimento de uma
microflora com capacidade para tolerar condigbes salinas, o que se traduz numa

sensibilidade extrema ao cloreto de sodio.
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A sensibilidade ao sal evidenciada pelos isolados obtidos em S. Bernardo (figura lll-3) era
também esperada, uma vez que € um solo de uma &ea que durante parte do ano se
encontra alagada por um pequeno curso de agua doce que atravessa uma das suas estremas.
A sensibilidade salina dos isolados provenientes da Costa Nova nédo era esperada (figura
[11-2). Este solo agricola esta situado numa area entre 0 mar e a ria de Aveiro e seria de
prever que a salinidade fosse uma condigdo presente ao longo de todo o ano e em especial
no Verdo, quando o0 solo se encontra com menor teor hidrico e a concentracdo de iGes
presentes na solucdo do solo aumenta. No entanto, todos os isolados obtidos mostraram
forte inibicdo do crescimento (73% a 93%) em meio com 50 mM de NaCl. Facto que
talvez possa encontrar explicagdo na recente formacado geoldgica desta zona e na ainda
mais recente ocupacdo agricola. A microflora aqui existente ndo ser4 o reflexo das
condi¢cdes ambientais deste solo, mas antes de areas proximas utilizadas ha mais tempo
com fins agricolas, onde a influéncia maritima é muito menor. No novo habitat a
populacdo de Rhizobium cresce enquanto as condigbes |he sdo favoraveis e reduz-se
guando estas ndo 0 sdo, permanecendo as células com maior tolerancia as condicles
adversas e em microlocais que mantém a humidade suficiente para assegurar a sua
sobrevivéncia (Sprent, 1988). Se for este 0 caso, 0 tamanho da populagdo devera flutuar ao
longo do ano numa frequéncia que se correlacionara com as condicdes ambientais.

A diferenca de tolerancia observada nos isolados obtidos no mesmo loca (Elvas) em anos
diferentes, talvez possa encontrar explicagéo nos diferentes contetdos hidricos dos solos
em cada um dos isolamentos. Em 1997, o isolamento foi efectuado na Ultima semana de
Junho e em 1998, na segunda semana de Janeiro. Em Junho de 1997 a populacdo de
Rhizobium estaria, provavelmente, sob “stress’ hidrico e as estirpes mais tolerantes a esta
condicdo seriam mais abundantes do que as sensiveis. No Inverno (Janeiro de 1998) a
capacidade de tolerar a secura ndo é uma caracteristica selectiva tdo importante como no
Verdo. O maior conteldo hidrico do solo proporcionou 0 aumento do nimero de
individuos mais adaptados as novas condi¢des ambientais existentes e que ndo incluiam
escassez de agua no solo.

De um modo geral, considera-se que 0 Rhizobium tolera melhor a salinidade do que as
espécies pertencentes a familia Leguminosae (Francois e Maas, 1994; Brewing et al.,
1993). No entanto, a maioria das estirpes de Rhizobium que nodulam as culturas de

leguminosas economicamente mais importantes s8o muito sensivels a salinidade (Bayoumi
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et al., 1995). Sdo frequentes os relatos dos efeitos inibitdrios que a salinidade causa no
crescimento de Rhizobium. Velagaleti e Schweitzer (1994) diferenciaram a toleréncia
sdlina de duas estirpes de Bradyrhizobium com base no crescimento a 80 mM NaCl.

Elsheikh e Wood (1990) seleccionaram estirpes de Rhizobium fredii e Bradyrhizobium
japonicum e verificaram que apenas uma cresceu a 340 mM NaCl. O crescimento da
maioria das estirpes de Rhizobium leguminosarum biovar viceae diminuiu rapidamente
guando a concentracdo de NaCl aumentou de O para 0,8% (Chien et al., 1992; Bayomi et
al., 1995). Mas, sdo v&ios os autores que referem estirpes de Rhizobium capazes de
sobreviver e crescer em meios com concentracdes salinas proximas da agua do mar
(Melchor Marroquin et al., 1999; Baasubramanian e Sinha, 1976; Chien et al., 1992;
Singleton et al., 1982; Mohammad et al., 1989 1989%; Mohammad et al., 1991). Também
neste capitulo se obtiveram isolados tolerantes as concentracdes descritas e até superiores.
Dos 60 isolados obtidos em Elvas, 26,6% toleraram concentracdes de sal préximas da agua
do mar e 21,7% cresceram em meio com 1 M de NaCl. Zahran et al. (1994) também
isolaram Rhizobium com tolerarcia sdina a 1,7 M NaCl. O “stress’ hidrico que a
microflora suporta, pelo menos durante parte do ano, ndo devera ser alheio aos resultados
obtidos. Frequentemente, as respostas a seca e a salinidade séo paraelizadas (Y eo, 1994;
Mohammad, 1989°), possivelmente porque alguns dos mecanismos envolvidos na
tolerancia ao “stress’ hidrico, como por exemplo o0 gjuste osmético, também contribuem
para a tolerancia a salinidade. Talvez por esse motivo, Bordeleau e Prevost (1994) refiram
gue o rizébio isolado de solos éridos sgja capaz de nodular leguminosas sob condigdes de
seca e de sainidade e Mohammmad et al. (1989c) e Cordovilla et al. (1999% 1999
tenham utilizado estirpes de Rhizobium tolerantes ao sal para nodular plantas de Medicago
sativa, Vicia faba e Pisum sativum submetidas a “stress’ hidrico. Mohammmad et al.
(1989°) aconselham a introducdo de Rhizobium tolerante ao sal em solos afectados pela
seca como modo de melhorar a produtividade destas areas e concluem que o potencia

osmatico induzido pelo “stress’ salino também desempenha um papel importante na
seleccdo de tolerancia a secura, uma vez que os dois tipos de “ stress’ andam habitualmente
associados.

As diferencas de tolerancia salina evidenciadas pelos isolados poderdo dever-se a variagdo
genética contida em plasmidios (Moénne-Loccoz e Weaver, 1995). Para além dos

plasmidios que contém genes ligados a simbiose, as estirpes de Rhizobium podem conter
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mais um a dez plasmidios, muito estaveis , assumindo-se que desempenham papéis
benéficos quando em vida livre (Hashem e Kuykendall, 1994). De facto, a comparagdo do
perfil plasmidico de isolados e estirpes com diferentes tolerancias salinas embora, per se,
nao consiga justificar a diferenca de tolerancia observada, mostra existir algum paralelismo
entre a halotolerancia e a presenca de certos plasmidios (Figueira e Caldeira, dados néo
publicados).

4.2 Eficiéncia da simbiose entr e Pisum sativum e Rhizobium

A eficiéncia da simbiose entre uma leguminosa e o microssimbionte estéa dependente de
vérios factores abidticos, como a temperatura, o pH, a disponibilidade hidrica ou a
sdlinidade. Mas, sob as mesmas condi¢cbes ambientais, estirpes diferentes evidenciam
eficiéncias de fixacdo distintas quando colonizam o mesmo hospedeiro (Velagaleti e
Marsh, 1990); Velagaleti e Cline, 1995; Elsheikh e Wood, 1990; Mohammad et al., 1989
Abd-dla et al., 1998, Phillips, 1980). Também neste capitulo, a inoculagéo de plantas de
Pisum sativum ‘Resal’ por diferentes isolados e estirpes de Rhizobium leguminosarum
evidenciaram diferencas no crescimento da parte aérea. Segundo Somasegaran e Hoben
(1994), o conteido em azoto total correlaciona-se bem com 0 peso seco da parte aérea e
fornece uma base aceitavel para a comparacdo da eficiéncia de diferentes estirpes. Assim,
0 aumento significativo no crescimento da parte aérea, proporcionado pelainoculagdo com
os isolados NI-1, NI-2, NI-3 e SB2-6, podera traduzir a maior eficiéncia de fixacdo destes
isolados, disponibilizando maior quantidade de azoto para O crescimento e
desenvolvimento das plantas. Dos quatro isolados mencionados, trés cresceram em
solugdes com 400 mM de NaCl, o que possibilita a sua sobrevivéncia em solos afectados
pela salinidade e aumenta a probabilidade do estabelecimento de uma simbiose efectiva
sob concentragOes salinas toleradas pelo simbionte mais sensivel, ou sgja, por Pisum
sativum. A capacidade de seleccionar estirpes de Rhizobium tolerantes a varios tipos de
“stress” ambiental, como a acidez, a seca e a salinidade, ja foi conseguida em diversos
trabalhos (Phillips, 1991; Mohammad et al., 1991; 1989b; 1989c; Bayoumi et al., 1995).
Estes factos sdo indicativos de que a variacdo genética natural em Rhizobium é
suficientemente grande para ser usada como base de seleccdo de estirpes apropriadas para

tipos particulares de solos.
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5. Conclusdes

A tolerancia salina das populages de Rhizobium séo o reflexo das condigbes do habitat
gue ocupam e evidenciaram a adaptacéo ao meio ambiente que colonizam, com excepcao,
talvez, da populagdo da Costa Nova.

Apenas os isolados de Rhizobium provenientes de um local que durante parte do ano esta
sujeito a “stress’ hidrico evidenciaram toleréncia a salinidade, possivelmente porque as
adaptacdes a secura lhes conferem, simultaneamente, tolerancia a salinidade. A tolerancia
de Rhizobium aos dois tipos de “stress’ ambiental, salino e hidrico, foi ja referido por

Mohammad et al. (1989°) e por Bordeleau e Prevost (1994). O estudo da tolerancia salina
dos isolados provenientes dos restantes locais revelou a sua sensibilidade, indicando que
estdo desprovidos dos mecanismos que lhes conferem tolerancia a0 sa. De facto, a
comparacao dos perfis plasmidicos de isolados com diferentes toleréncias salinas, embora
ndo consiga, per se, justificar a diferenca de toleréncia observada, mostrou alguma
correlacdo entre a halotolerancia e a presenca de certos plasmidios (Figueira e Caldeira,

dados ndo publicados).

Os resultados da avaliagéo da eficiéncia da simbiose entre alguns isolados ou estirpes de
Rhizobium e plantas de Pisum sativum ‘Resal’ abriu boas perspectivas para o
estabel ecimento de uma simbiose efectiva sob condi¢des de salinidade moderada porque os
trés isolados que proporcionaram maior crescimento da parte aérea toleraram salinidades
de 400 mM. Se a este facto se somar a maior toleréncia salina evidenciada por ‘Resal’

(capitulo 1), entdo as probabilidades de se obter uma simbiose efectiva a concentragdes de
NaCl toleradas pelo simbionte mais sensivel, Pisum sativum, deverdo ser bastante

razoaveis.
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Capitulo IV

Tolerancia salina de Pisum sativum L .
Influéncia da nutricao azotada

1.Introducéo

A tolerancia a salinidade poderater diferentes acepcdes consoante 0s objectivos com que é
avaliada. Se a tolerancia for encarada numa perspectiva ecolégica, 0 mais relevante € a
espécie conseguir competir com as restantes que colonizam o0 mesmo habitat, de modo a
terminar o seu ciclo de vida e criar condicfes para a sua permanéncia. Do ponto de vista
agricola, o0 mais importante € a produtividade. Se a salinidade causar efeitos tdxicos e
desequilibrios osméticos e nutricionais, levando a que uma grande parte dos
fotossintetizados sgjam usados como solutos osmoticos ou ha exclusdo de ides, ocorrerdo
reducdes no crescimento e na produtividade que comprometerdo o seu cultivo em solos

agricolas salinizados.

1.1 Crescimento vegetal sob “stress’ salino

As plantas adquirem os nutrientes minerais a partir do solo e sdo, por isso, grandemente
afectadas pelas suas caracteristicas. A maioria das plantas cultivadas sdo glicéfitas e

evoluiram sob condigdes de baixa salinidade no solo. Em consequéncia, desenvolveram
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mecanismos de absorcdo de nutrientes minerais em solos ndo salinos, sendo
frequentemente incapazes de se desenvolverem neste tipo de ambiente sem evidenciarem
danos.

O crescimento vegetativo e a produtividade envolvem o efeito integrado de vérias
componentes ambientais e de processos metabdlicos que agem, com intensidade variével,
ao longo do ciclo de vida da planta. O primeiro problema que as plantas tém de ultrapassar,
guando se desenvolvem num meio adverso, € o de se estabelecerem. O estabelecimento s
€ possivel se as plantas desenvolverem uma boa capacidade fotossintética de modo a
produzirem biomassa suficiente que permita 0 seu desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo. Manter a capacidade fotossintética também podera constituir um problema
guando as plantas se desenvolvem sob condi¢cbes inadequadas, como as que S0
propiciadas pela salinidade.

A sdinidade é caracterizada por uma proporcéo excessiva de ides, ha maioria das vezes
Na" e CI', na presenca dos quais as plantas tém dificul dade em desenvolver-se.

Sob condic¢des salinas, os trés principais constrangimentos provocados pela salinidade no
crescimento sdo o déficit hidrico que se origina no baixo potencial hidrico do meio
radicular, a toxicidade ionica associada com a absorgdo excessiva de CI e Na“ e os
desequilibrios nutricionais devidos a diminuicdo da absor¢éo e/ou do transporte para a
parte aérea bem como da distribuicdo aterada dos nutrientes minerais (Marschner, 1995).
A diminuic8o da turgescéncia causada pela falta de regulagdo osmotica da parte aérea,
onde ¢ evitada a acumulagdo de Na', é considerado como o principal factor responsavel
pela inibicdo do elongamento foliar conduzindo a diminuicdo da érea foliar. O déficit
hidrico causa o fecho parcial dos estomas, devido a perda de turgescéncia das células do
mestfilo. Esta situacdo, frequentemente originada pela acumulagdo de ides no apoplasto,
ocorre devido a baixa absorcéo idnica e/ou a sua exclusdo das células do mesofilo. A
acumulacdo de ides no apoplasto causa a diminuicdo do seu potencial osmaético, com a
consequente saida de agua das células, desidratacdo e perda de turgescéncia celular. A
sequéncia destes acontecimentos € designada por “efeito de Oertli” (Oertli, 1968) e tem
como consequéncia os ides sodio serem mais prejudiciais quando se encontram no
apoplasto do que quando estdo no citosol (Flowers e Yeo, 1986; Flowers et al., 1991). O
encerramento prolongado dos estomas causa reducdes consideraveis na fixacéo de CO, por

area foliar e por planta. (Marschner, 1995). O aumento da respiracdo e a menor duracéo
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das folhas também contribuem para a diminuicdo do rendimento fotossintético (Y eo,
1998). De facto, s muitos os estudos que mostram ocorrer perda de capacidade
fotossintética nas plantas sujeitas a “stress’ salino (Below ,1995; Marschner, 1995; Y eo,
1994; Yeo 1998). A diminuicdo de fotossintetizados produzidos e o acréscimo dos
dispéndios energéticos com a exclusdo, compartimentacdo, excrecdo, auste osmaotico ou
reparacdo de danos celulares causados pela salinidade, contribuem para a diminuicéo do
crescimento das plantas sob “stress’” salino (Marschner, 1995).

Contudo, sdo também efeitos de natureza essencialmente osmatica que fazem com que o
sodio estimule o crescimento das plantas que ndo o excluem da parte aérea. A acumulacéo
de Na" nos vaclolos pode substituir o papel do potéssio na regulagdo osmdtica e,
consequentemente, originar 0 aumento da turgescéncia e da expansdo celular, podendo,
neste aspecto, suplantar o K* se as concentragdes vactiolares de Na' forem mais elevadas
que asde K (Jeschke, 1977; Nunes et al. 1984).

As concentragbes excessivas de solutos inorganicos, em especial Na' e CI absorvidos
pelas raizes a partir de meios salinizados também afectam o crescimento vegetal de forma
directa. Os i6es podem exercer efeitos negativos no crescimento das plantas, por toxicidade
de ibes acumulados acima de determinados valores, inibindo o crescimento e as fun¢des
metabdlicas. S0 muitos os estudos que referem a inactivagdo enzimatica in vitro e in vivo
pela presenca de concentragdes salinas superiores a 100-150 mM NaCl (Greenway e
Munns, 1980; Yeo, 1998). Esta inactivacdo ocorre, quer em plantas glicofitas, quer em
plantas haldfitas (Billard e Boucaud, 1980; Greenway e Osmond, 1972; Greenway e
Munns, 1980; Yeo, 1998), evidenciando que a halotolerancia ndo € uma consequéncia da
adaptacdo da “maquinaria’ metabdlica a presenca de concentragoes elevadas de iGes Na' e
CI' no citoplasma, mas do sequestro destes iGes em compartimentos celulares nos quais séo
minimizados os danos provocados no metabolismo celular. Em casos severos de toxicidade
as plantas apresentam ndo so diminuigdo do crescimento, mas também cloroses e necroses
marginais em folhas adultas. Com o tempo ou com o0 aumento da salinidade, as éreas
danificadas aumentam e pode sobrevir a morte do 6rgéo ou do individuo.

Entre os varios factores que contribuem para o crescimento das plantas, a disponibilidade
de nutrientes desempenha um papel vital. No entanto, nos locais de absorcdo estes podem
simultaneamente interagir sinergética ou antagonisticamente. A disponibilidade de

nutrientes e a sua absorcdo esta relacionada com a actividade do nutriente iénico na
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solucdo do solo. E geralmente aceite que os elementos inorganicos regulam o metabolismo
vegetal por integrarem moléculas orgénicas ou por agirem como cofactores e/ou
activadores de vérias enzimas. A sua disponibilidade para o crescimento vegetal é
influenciada por factores bidticos e abidticos, pela sua interaccdo e pelas suas taxas de
absorcéo. Muitos dos elementos sdo absorvidos ou excretados activamente, para o que €
necessdria energia fornecida, maioritariamente, pela respiragdo aerébia que ocorre na raiz,
acusta da utilizagdo de hidratos de carbono e de O, (Velagaleti e Sweitzer, 1994).

Sob condicdes salinas o Na' e/ou o CI' sdo, frequentemente, os ides mais abundantes, ndo
sendo por isso de estranhar que estes solos sejam caracterizados por baixas actividades dos
iBes nutrientes e por razdes elevadas de Na'/Ca®*, Na'/K* e CI/NOs". Nestas condicdes,

podem desenvolver-se desordens nutricionais e o crescimento das culturas pode reduzir-se.

1.2 Nutricdo mineral sob salinidade

Como fronteira entre o interior e o0 exterior celular, a membrana plasmética € uma das mais
importantes estruturas de que as células dispdem para regular a sua composicdo. As
proteinas intrinsecas do plasmalema controlam quais o0s solutos que sdo acumulados e 0s
que sdo excluidos, criando gradientes através da membrana. Este processo € importante em
muitos aspectos do crescimento e desenvolvimento vegetal, incluindo a nutricdo mineral.
(Ward, 1997).

Alguns ides e solutos, como o H, Na" e Ca?* sdo excluidos das células, enquanto que
outros, como o K*, NH;", NOs, CI, SO, HPOy, aclcares, &cidos organicos e
aminoacidos sdo acumulados. O transporte de cada um destes iBes ou solutos é
condicionado por proteinas membranares. De acordo com a sua funcéo, estas proteinas séo
divididas em: bombas (ATPases ionicas e transportadores ABC), transportadores e canais
ionicos ( Heidrich e Schroeder, 1986; Marschner, 1995; Ward, 1997; Tanner e Caspari,
1996; Martinolaet al., 1993).

Uma das caracteristicas fundamentais do transporte nas membranas vegetais € que 0s
protdes sdo excluidos activamente do citosol, para o exterior celular por P-ATPases e para
o0 vacuolo, por V-ATPases e por V-pirofosfatases que hidrolizando o ATP ou o pirofosfato

citosolico utilizam essa energia para a bombagem (Sussman, 1994). Deste modo, € criada a
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forca motriz que condiciona a absorcdo de catibes e anides. Este processo cria um
gradiente de pH, normalmente entre 1,5 e 2 unidades de pH (Marschner, 1995; Ward,
1997) e de voltagem ,usuamente entre 100 e 200 mV (Marschner, 1995), 100 e 150 mV
(Ward, 1997) no plasmalema. Em termos electrofisiologicos a absor¢do de catides pode
ocorrer de forma passiva, enquanto a absor¢do anidnica necessitara de energia.

A sdlectividade de canais ionicos e de transportadores, sendo baseada na carga e no raio
ionico induz a competicao de ides da mesma carga eléctrica. A competicéo entre o Cl e 0
NOs, entreo K* e o Na' ou entre o Ca®* eo Na* (Marschner, 1995; Tyerman,, 1992; Fox e
Guerinot, 1998) acarreta graves desequilibrios nutricionais as plantas quando as razbes

destes iBes sdo muito diferentes das que normal mente ocorrem na solucéo do solo.
1.2.1 Potassio

O potéssio € o catido mais abundante do citoplasma, com concentracfes entre 100 e 200
mM (Leigh e Wyn-Jones, 1984), enquanto a concentracdo vacuolar pode variar entre 10 e
200 mM (Hsiao e Laiichli, 1986). As fungdes do K* na distenso celular bem como noutros
processos originados pela turgescéncia estéo relacionados com a concentragdo deste 80
nos vactiolos. Nas suas fungdes osmdticas o K* ¢ substituivel por outros ides inorganicos,
como o Na', o Mg?* ou o C&* ou por solutos organicos, como os aguicares ou os &cidos
organicos. Mas o K* também tem importantes fungdes metabdlicas. Um grande niimero de
enzimas ou esta completamente dependente ou é estimulado pelo K.

Para 0 seu normal desenvolvimento as plantas necessitam de uma quantidade adequada de
K™ e uma vez que este nutriente se encontra frequentemente em concentragdes baixas na
solucdo do solo, as membranas plasméticas das células radiculares desenvolveram
mecanismos que permitem a diminui¢do da dependéncia das plantas das concentracdes de
K™ do solo. Quando as concentragdes externas de K™ sio elevadas, na ordem dos mM (Fox
e Guerinot, 1998), o K™ ¢ absorvido por canais de baixa afinidade que permitem o répido
fluxo passivo a favor do gradiente electroquimico. Quando as concentragdes de K™ no
exterior sfo baixas, entre 1 e 200?M (Fox e Guernot, 1998), a maioria do K" entra na
célula por simporto ou antiporto com protdes através de transportadores de elevada
afinidade. Qualquer dos sistemas tem maior afinidade parao K* do que parao Na', embora

0 grau de selectividade possa variar bastante inter e intra-especificamente (Gorham, 1990;
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Grattan e Grieve, 1994). Em ambientes salinos, onde as concentragdes de Na' na solugéo
do solo sdo muito maiores do que as de K*, a competicio desfavorece a absorcgdo de K,
n30 sH porque a sua quantidade relativa € menor mas também porque a selectividade do K*
é diminuida por elevadas concentragdes internas de Na' (Grattan e Grieve, 1994). Sob
salinidade, a elevada selectividade do K™ em relagio ao Na™ é mantida desde que o estado
do Ca?* seja mantido (Carter, 1983; Subbarao et al., 1990) e desde que &s raizes sga
fornecido suficiente O, e energia (Drew et al., 1988). Muitos estudos tém mostrado que a
concentragdo de K™ nos tecidos vegetais é reduzida & medida que a concentracdo de Na' ou
arazdo de Na'/Ca?* darizosfera aumenta (Kusanya e Ungar, 1984; Nakamuraet al., 1991;
Subbarao et al., 1990; Cramer et al., 1985; Janzen e Chang, 1987). A maior tolerancia
salina evidenciada por algumas espécies ou cultivares esta muitas vezes relacionada com a
maior selectividade pelo K™ que estas evidenciaram (Rathert, 1982; Grattan e Grieve,
1994).

1.2.2 Célcio

O cécio constitui cercade 0,1 a 2,0 % do peso seco das plantas (Fox e Guerinot, 1998),
mas a proporcao pode ser muito maior, tendo ja sido registados valores de 10% do peso
seco de folhas adultas (Marschner, 1995). A concentragdo de Ca’* livre no citosol é
mantida proxima de 0,1 mM (Kauss, 1987; Fox e Guerinot, 1998) por uniporto, através de
canais ionicos especificos (Kauss, 1987; Marschner, 1995;Barla e Pantoja, 1996), antiporto
com protdes, através de transportadores especificos (Fox e Guerinot, 1998; ) ou por
bombas de Ca?* (Fox e Guerinot, 1998; Kauss, 1987), situadas nas membranas celulares e
que originam concentragdes vacuolares e extracelulares mais elevadas. Uma propor¢ao
elevada de Ca®* total encontra-se ligada &s paredes celulares, em especia & lamela média
(Marschner, 1995) ou a fosfolipidos e proteinas das membranas estabilizando a sua
estrutura e aumentando a sua selectividade (Kauss, 1987), como por exemplo de ATPases.
(Marschner, 1995). Mas a maior parte do Ca’* sol(ivel encontra-se nos vactiolos, onde
podera contribuir para o equilibrio entre catides e anides actuando como contra-i&o de
anides inorganicos ,como o CI ou o NO3 ou organicos, como o maato ou o oxalato
(Marschner, 1995; Kauss, 1987). O papel do Ca&®" no aumento da tolerancia salina das
plantas esta bem documertado (Ballaster et al., 1997; Cachorro et al., 1994, Greenway e



Toleréncia salinade Pisum sativumL .: influéncia da nutri¢do azotada 47

Munns, 1980, Banuls et al., 1991; Schmidt et al., 1993; Salomon et al., 1989). Assim como
a inducdo de deficiéncia em Ca" nas plantas a crescer sob “stress’ salino (Martinez e
Cerda, 1989; Gerald, 1971; Suarez e Grieve, 1987; Maas e Grieve, 1987; Lynch e L&uchli,
1985). Concentragdes elevadas de Na™ no substrato inibem a absorgdo e o transporte de
Ca’* e podem, por isso, induzir a deficiéncia em célcio em plantas a crescer em substratos
com haixas concentragdes de Ca?* ou com razées Na'/Ca’* elevadas (Lynch e e L&uchli,
1985; Lauchli, 1990). Devido ao Ca’* ser facilmente deslocado dos seus locais de ligacgo
extracelular por outros ifes, estas fungbes podem ser gravemente prejudicadas pela
diminuicdo da disponibilidade de Ca?*. O crescimento e as funces radiculares podem ser
gravemente restringidas por proporces elevadas de Na'/Ca’*. A presenca de suficiente
Ca”* nas solugBes salinas é essencial para prevenir a acumulacdo de niveis téxicos de Na',
uma vez que a sua absorcao e exclusio sdo fortemente regulada pelo Ca&2* (Gerald, 1971;
Lauchli, 1990; Grattan e Grieve, 1994). Cramer et al. (1985; 1987) concluiram que a
resposta principal ao “stress’ de NaCl em raizes do algodoeiro é o deslocamento do Ca®*
associado as membranas pelo Na', conduzindo ao aumento da permeabilidade e & perda da
selectividade do K*/Na" membranar. Colmer et al. (1996) descobriram que o fornecimento
suplementar de Ca?* mitigou a inibicdo do crescimento induzida pelo NaCl em raizes de
Sorgum bicolor através da manutengdo da selectividade pelo K em relagdo ao Na'. A
adicdo de Ca?* na concentracdo de 10 mM a culturas salinas preservou a integridade das
membranas e impediu a saida de K* intracelular. A selectividade das raizes pelo Ca?* é
muito maior do que pelo N&*, no entanto, & medida que a actividade do Na" aumenta no
substrato, 0 sistema torna-se menos discriminatério e diminui a selectividade pelo Ca?*
(Suaez e Grieve, 1993). O fornecimento de 5mM de Ca?* a plantas de Phaseolus vulgaris
‘Contender’ permitiu-1hes manter o crescimento através da exclusio mais eficiente do Na'
da parte aérea. A regulagdo osmotica das folhas foi feita a custa de K e CI, evitando a
sintese de solutos orgénicos energeticamente dispendiosos (Ballaster et al., 1997). O
aumento da concentragdo de Ca?* pode fazer aumentar bastante o crescimento, diminuir a
absorcdo de Na', ndo alterar a absorcdo de K e evitar a deficiéncia em Ca®*, como
observado em Oryza sativa (Marschner, 1995), Gossypium hirsutum L., Sorghum bicolor
L. ou Phaseolus wulgaris, embora em algumas espécies este efeito possa ndo ser

observado.
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1.2.3 Magnésio

Nos tecidos vegetais a concentragdo de M¢f* é da ordem de alguns mM. Mas, apenas
menos de ImM se encontra livre no citoplasma (Y azaki et al., 1988). A maioria do Mg*
encontra-se ligado as paredes celulares, a moléculas de ATP ou incorporado em moléculas
de clorofila

E longa a lista de enzimas que requerem ou sdo fortemente promovidas pelo M¢f*. A
maioria das reaccdes deperdentes do M envolvem a transferéncia de fosfato (fosfatases
e ATPases) ou de grupos carboxilicos (carboxilases). Enzimas que estdo fortemente
envolvidas na absor¢do idnica e na sua assimilacéo (Marschner, 1995).

A taxa de absorcdo do magnésio é fortemerte inibida por outros catiGes, como o K, o
NH,* (Kurvits e Kirkby, 1980), o C&" (Grattan e Grieve, 1994), o Mrf* (Heenan e
Campbell, 1981) e, possivelmente, o Na'. Todos estes catiGes competem com 0 magnésio

pelos locais de ligacao existentes nas membrares plasméticas (Marshner, 1995)
1.2.4 Fosforo

Para um crescimento Optimo as necessidades de fésforo caem no intervalo de 0,3 a 0,5 %
do peso seco da planta durante a fase de crescimento vegetativo. O fésforo ndo é reduzido
nas plantas permanecendo na sta forma oxidada HPO4% ou H,PO,~ (dependendo do pH),
livre como fosfato inorganico ou incorporado em compostos organicos (ATP, acUcares,
proteinas, &cidos nucleicos, ou lipidos). Nas células a concentracdo de Pi é de alguns mM
mas o citosol contém menos de 1 mM livre, encontrando-se a maior parte no vacuolo, que
age como armazém de fosfato inorgénico. Nas folhas, o conteido em Pi pode variar
grandemente (5mM a 0,2 mM) sem causar danos na fotossintese (Minura et al., 1990).
Estas variacbes ocorrem principamente nas concentragtes vacuolares e estdo dependentes
da disponibilidade exterior deste anido. Em plantas com um adequado fornecimento de Pi,
os vacuolos contém frequentemente 85 a 90% da quantidade total deste ido. Engquanto, em
plantas deficientes em fosforo quase todo o Pi se encontra no citoplasma e nos cloroplastos
(Foyer e Spencer, 1986).
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A interaccdo entre a salinidade e a nutricdo fosfatada estd muito dependente da espécie e
mesmo da cultivar sob estudo, da idade, do nivel de “stress’ e da concentracdo de fosfato
no substrato. Tém sido descritos aumentos, bem como diminuicdes de fésforo nos tecidos
de plantas a crescer em “stress’ salino, embora o aumento sga mais frequente
(Champagnol, 1979). Em estudos efectuados com culturas hidropénicas a salinidade
aumentou o Pi nos tecidos, talvez porque as suas concentracbes sdo muito mais elevadas
nestas condicdes de cultura do que no campo, por exemplo 2mM contra 2?M
respectivamente (Aswad et al., 1990; Grattan e Grieve, 1994). Nos trés estudos
mencionados a salinidade aumentou a acumulacéo de fosforo nas plantas quando a solucéo
de nutrientes continha niveis elevados de fosfatos. As mudangas que causam o aumento da
absorcéo de Pi, apesar da diminuicdo da sua actividade devida a presenca da salinidade,

ndo é referida na literatura.
1.2.5 Sulfato

A quantidade de enxofre necesséria para um crescimento éptimo varia entre 0,1 e 0,5% do
peso seco (Marschner, 1995). Esta variacéo reflecte o contelido em enxofre das sementes,
gue no caso das leguminosas varia entre 0,25 e 0,3% do peso seco. A grande maioria do
sulfato é absorvida radicularmente a taxas relativamente baixas por simporto com protoes
através de transportadores localizados na membrana plasmética na forma de ido divalente
SO,%. A absorcdo de SO4% ndp é afectada pela presenca de outros aniées, com excepcao
do Se0,% que compete pelos locais de ligagdo nos mesmos transportadores (Robson e
Pitman, 1983). O sulfato tem primeiro de ser reduzido (S;), tal como o NOj3’, antes de ser
incorporado em coenzimas e aminoacidos. No entanto, o enxofre € incorporado em
sulfolipidos na forma oxidada.

Cerca de 2% do enxofre reduzido encontra-se dissolvido, a grande maioria na forma de
glutationa (tripéptido). Esta molécula é um poderoso antioxidante e em conjunto com o
ascorbato desempenham um papel importante na eliminacéo de radicais de oxigénio e de
peroxido de hidrogénio (Marschner, 1995). Este mecanismo € especialmente importante
nos nodulos das leguminosas onde as concentragdes de oxigénio tém de ser mantidas na
ordem de algumas dezenas de nM (Vance e Gantt, 1992), de modo a manter a actividade

das nitrogenases.
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Nas leguminosas a deficiéncia em enxofre causa, no inicio do desenvolvimento
vegetativo, a diminuicdo da actividade das nitrogenases, tornando os sintomas indistintos
dos causados pela deficiéncia em azoto. Durante o desenvolvimento reprodutivo, a
deficiéncia em enxofre ndo s6 diminui o contelido total de proteinas, mas também o seu

contelido em enxofre, alterando o0 seu valor nutricional (Marschner, 1995).

1.2.6 Azoto

O azoto é o quarto elemento mais abundante dos seres vivos, constituindo cercade 1,5 a
5% do peso seco das plantas (Below, 1995). Devido as elevadas necessidades deste
elemento, cerca de 70% dos i Oes absorvidos pelas plantas sdo azotados. (Marschner, 1995).
Entre os elementos nutrientes minerais, 0 azoto limita, frequentemente, o crescimento e a
produtividade em culturas que ndo sgam leguminosas. O azoto € incorporado em
numerosos compostos organicos que incluem proteinas, acidos nucleicos, clorofilas e
reguladores de crescimento, desempenhando todos eles papéis cruciais no crescimento e
desenvolvimento das plantas.

Ao contrario dos restantes nutrientes, as plantas podem absorver o azoto sob duas formas
i6nicas diferentes: 0 anido NO3™ ou o catido NH,". Sob condigles naturais, o azoto entra no
ambiente do solo como resultado da fixac&o bioldgica, ou por decomposicdo animal e
vegetal. A grande maioria (mais de 90%) do azoto presente nos solos esta contido na
matéria organica, que € relativamente estadvel e ndo est4 directamente disponivel para as
plantas (Below, 1995). Uma parte do azoto orgéanico pode, no entanto, tornar-se disponivel
através da mineralizac&o por microrganismos presentes no solo.

Em solos quentes e bem argjados dois géneros de bactérias quimioautotroéficas,
Nitrosomonas e Nitrobacter, oxidam rapidamente o NH;* em NOs (nitrificagdo). A forma
de azoto fornecida, catido ou anido, afecta a sua disponibilidade para as plantas devido a
diferencas de mobilidade de cada forma na solucio do solo. O catido NH4" liga-se a
particulas de solo carregadas negativamente e torna-se relativamente imével. Pelo
contrario, o anido de NOs € repelido, 0 que guda o seu movimento em direccéo as raizes.
No entanto, esta forma de azoto € perdida com mais facilidade por lixiviagdo e por
desnitrificacdo (Bray, 1983; Below ,1995).
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As plantas adquirem a grande maioria do seu azoto através do sistema radicular. Este
processo envolve o movimento de azoto inorganico, NOs™ ou NH,4", através da membrana
plasmética. Devido a diferenca de carga, os mecanismos da absorcéo radicular de NO3™ e
de NH4" diferem. A absorc&o de NO3™ exibe um padrdo biféasico, com um periodo inicial

onde a absor¢do € muito reduzida, seguido de um aumento exponencial da absorcdo (Goyal
e Huffaker, 1986). O sistema de absor¢éo de NOs € dindmico e capaz de se gustar a
alteracBes dos niveis de NO3™ no ambiente que circunda araiz. A absor¢éo de NO3™ é um
processo activo que tem de ultrapassar um gradiente electroquimico desfavorével entre a
solugdo exterior e o simplasto da raiz. Em contraste com o NOs, a absorgdo do NH4* é
feita passiva e activamente. Os dois processos devem ocorrer por diferentes mecanismos.
NO processo passivo 0s catides de amoénio entram por uniporto seguindo o gradiente
electroquimico existente através do plasmalema (Ulrich et al., 1984). O mecanismo de
absorcao activa de NH, " parece ser regulado por transportadores (Goyal e Huffaker, 1986).
Outra diferenca importante entre a absor¢io de NOs e de NH,;* é a sensibilidade ao pH. A
absorgdo méxima de NH4" ocorre a pH proximo da neutralidade e € diminuida & medida
gue o pH baixa (Rao e Rains, 1976; Magalhaes e Huber ,1989; Vessey et al., 1990). Este
problema é agravado pela acidificacio da rizosfera associada a absorgo de NH;". Pelo
contrario, a absorcdo de NO3z~ € méaxima a valores de pH entre 4 e 5, diminuindo a valores
mais elevados (Rao e Rains, 1976), e a acainidade gerada pela absor¢do de NO3™ podera
restringir, posteriormente a sua absor¢ao.

Enquanto o NH;" pode ser directamente uilizado na sintese de aminoécidos, 0 NOs™ tem
primeiro de ser reduzido a NH;". A reducéo é um processo que despende energia e ocorre
por duas reaccBes principais. A primeira, que envolve a reducdo do NOsz” em NO; é
catalizada pela enzima redutase do nitrato. A segunda € catalisada pela enzima redutase do
nitrito.

O azoto diatbmico € uma molécula muito pouco reactiva, sendo um gés inerte para as
células eucariotas, que ndo dispde de “maquinaria’ bioquimica para reagir com ele. Apenas
alguns procariontes, que incluem espécies dos géneros Azotobacter, Azotoccocus,
Clostridium, Klebesiella, Bacillus, Spirillum, Nostoc, Anabaena, Azolla, Rhizobium,
Bradyrhizobium e Frankia, desenvolveram enzimas que reduzem o N, (Bray, 1983;

Marschner, 1995). Alguns dos quais estabeleceram endossimbioses, como é o caso da

associacdo entre plantas da familia Leguminosae e de bactérias do género Rhizobium.
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Rhizobium encontra-se normalmente nos solos em vida livre ndo fixando N, funcdo que
desempenha apenas em associagdo com o hospedeiro. As bactérias colonizam as raizes das
plantas no inicio do crescimento vegetativo. O processo inicia-se com o reconhecimento do
hospedeiro pela bactéria, 0 que cria uma certa especificidade na simbiose entre a espécie
de leguminosa e a espécie ou mesmo biovariedade do microssimbionte e ultima-se na
formag@o do nodulo (Brewing, 1993; Marschner, 1995; Bray, 1983). A regido central do
nodulo é congtituida por células invadidas ou ndo por bactérias, rodeada por uma zona
periférica vascularizada de células corticais ndo infectadas. As bactérias sofrem alteragtes
estruturais (como a perda de parede) e metabolicas (como a expressdo das nitrogenases)
gue lhes permitem fixar o N, transformando-se em bacteroides (Brewing et al., 1993).
Cada bacteroide estd individualmente ou em pequenos grupos, rodeado por uma
membrana, formando uma estrutura denominada o simbiossoma onde ocorre a fixacdo de
No.

O complexo de nitrogenases consiste em duas componentes, | e ll. A componente | € maior
(218kDa) e contém o local de reducdo do N,. Esta componente é constituida por quatro
subunidades de dois tipos diferentes (59 kDa e 51 kDa) e tem dois cofactores que contém
Mo e Fe. Os cofactores parecem fazer parte do centro activo da enzima e sGo muito
sensiveis a oxidacdo (Brewing, 1993). A componente |1 fornece os electrdes que reduzem a
componente |, contém um grupo de quatro iGes de Fe e quatro de S. Apos a reducdo da
componente Il por um electréo, as duas componentes associam se com doacdo do electréo
& componente | numa reaccdo que é acoplada a hidrélise de M¢* ATP. Os dois complexos
dissociamse e sd0 necessarios varios destes ciclos para fixar uma molécula de N, com
producdo de duas moléculas de NH3 e gasto de ATP. A enzima é pouco especifica para o
N> e pode também reduzir autros substratos. A reducdo do acetileno com produgdo de
etileno é frequentemente usada como medida da actividade do complexo de nitrogenases.
Este processo € considerado energeticamente dispendioso, pois os nodulos podem
consumir cerca 16 a 43% dos acUcares , maioritariamente sacarose, fornecidos a raiz.
(Harvey, 1977; Brewing et al., 1993; Bray, 1983).

O NH;" resultante da reducdo do NOjs’, da fixagdo simbidtica do N, ou absorvido
directamente € assimilado pelo ciclo de sintese do glutamato, que envolve duas reaccdes
gue ocorrem sucessivamente e que sdo catalizadas pelas enzimas sintetase da glutamina

(GS) e do glutamato (GOGAT). Na primeira reacgdo o NH4* € incorporado em glutamina
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pela GS. A segunda reaccdo, catalizada pela GOGAT transfere o grupo -NH, da glutamina
para 0 2-oxo-glutarato formando duas moléculas de glutamato. Seguemse uma série de
reaccOes semelhantes mediadas por transaminases especificas que transferem o grupo
amino (-NH,) do glutamato para 0 grupo 2-oxi de um 2-oxoacido. A modificacdo
bioquimica do glutamato, da glutamina e o conjunto de aminoacidos produzidos pelas
reaccOes de transaminagdo geram os cerca de vinte aminoacidos que sdo a matéria prima
da sintese proteica e cuja anabolizacdo gera uma série de outros compostos, como Sgjam
clorofilas, reguladores de crescimento e &cidos nucleicos (Below, 1995)

A produtividade das plantas exclusvamente dependentes da fixacdo de N, serg,
certamente, menor do que naquelas onde é fornecido azoto inorgéanico devido aos maiores
custos energéticos que este tipo de nutricdo azotada acarreta, mas tem a vantagem de
libertar as plantas da dependéncia do azoto disponivel no solo para 0 seu crescimento e
desenvolvimento.

Cerca de 70% dos i0es absorvidos pelas plantas sdo azotados (Marschner, 1995),
eviderciando a importancia que a forma do azoto fornecida as plantas (NOs', NHs* ou N
fixado) desempenha nas relagdes entre catides e anides.

As plantas nutridas com NH,;" s30 caracterizadas por uma razdo elevada de absorgdo de
cati6es/aniBes, acontecendo o contrario as plantas nutridas com NOs". Assim, nas primeiras
a absor¢do dos restantes anides é favorecida e a dos restantes catifes desfavorecida em
relacdo as segundas. Smart e Bloom(1998) observaram que a exposi¢céo de plantas de
Lycopersicon esculentum a0 amdnio provocou a diminuicio da absor¢io de K* e o
aumento do efluxo de protdes para 0 apoplasto. Rufty et al. (1982) observaram em plantas
de soja que a diminuicdo de pH de 6,5 para 5,1 resultou no aumento da razéo de absorc¢éo
de anies sobre os catides de 1,0 para 1,25. A absorcio de NH;" diminui o pH do citosol e
do apoplasto, levando a que o potencial electroquimico através do plasmalema das células
radiculares diminua. Dunlop e Bowling (1978) observaram variacfes de potencial el éctrico
de—-150 mV apH 6 para—100mV apH 4, o que causa a diminuicdo da absorcéo de catides.
A melhoria da absorcgo total de catifes pelo Ca?* esta provavelmente relacionada com a
sua fungéo na manutencéo da integridade da membrana plasmética. O efeito activador do
Ca’* nas P-ATPases ligadas ao plasmalema podera ser um factor que contribui para
facilitar a absorcdo de K* a baixos valores de pH através do funcionamento do

contratransporte e do cotransporte K*-H* (Marschner, 1995). A influéncia que o Ca* tem
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na manutencdo de razdes K'/Na' elevadas devido ao aumento da selectividade das
membranas, realca o papel importante que o Ca?* tem na manutencéo das concentracdes de
K" e na diminuicdo da absor¢do de Na em plantas a crescer sob “stress’ salino. Sob
condicBes sdinas, a nutricio azotada sob a forma de NH,*, estimula a absor¢3o de CI,
aumentando a toxicidade associada a acumulacdo deste 180 acima de determinados niveis
(Marschner, 1995). Martinez e Cerda (1989) repararam que a absor¢do de CI em Cucumis
sativus L. era estimulada quando metade do NO3™ presente na solugdo era substituido por
NH,".

Ao contrério do NH;", a absorgdo de NOs™ aumenta o pH nos dois lados da membrana
plasmética devido ao maior consumo de protées do apoplasto no cotransporte através da
membrana e a acumulacdo de anides no interior da célula. Esta ateracdo de pH causa o
aumento da absor¢o de catides e a inibicdo da absorco de outros anies. E frequente
observar-se maiores contelidos em K™ nas plantas nutridas com NO3™ do que naquelas onde
0 azoto € obtido routras formas (Marschner, 1995). Martinez e Cerda (1989) notaram que
quando o NOs™ era a Unica fonte de azoto disponivel, a acumulagdo de K nas plantas
aumentava sob condicdes salinas, quando o meio continha NOs™ e NH4* a acumulagdo de
K* era reduzida. Efeitos semelhantes foram descritos para outras espécies (Feigin, 1990;
Grattan e Grieve, 1994; Marschner, 1995).

A absorcéo de CI' é frequentemente inibida pelo NO3™ (Marschner, 1995; Grattan e Grieve ,
1994), ndo sb devido ainfluéncia do pH, mas também a competicdo entre os dois anides.
Esta competicdo € de grande importancia na tolerancia a salinidade. O CI' pode prejudicar
seriamente a nutricdo azotada das plantas (Bernstein, 1974; Kafkafi et al., 1982; Feigin et
al., 1987). O aumento do fornecimento de NO3™ podera ser um meio eficaz de melhorar o
estado nutricional azotado das plantas a crescerem sob “stress’ salino e, simultaneamente,
aumentar a tolerdncia salina devido a menor acumulacdo de CI que acima de
determinadas concentracfes se torna toxico.

Quando ambas as formas de azoto, NO3z™ e NH,", sdo fornecidas o pH do citoplasma
mantém-se equilibrado através de taxas de producio de H (assimilacio de NH,;") e de
consumo de H" (assimilagdo de NOg"), havendo menores custos energéticos na manutencio
dos valores de pH do citoplasma (entre 7,3 e 7,6), 0 que pode, pelo menos em parte,

explicar que a maioria das espécies vegetais obtenha crescimentos dptimos quando |hes é
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fornecida uma mistura destes dois i0es azotados (Marschner, 1995; Grattan e Grieve,
1994).

S80 muitos os estudos que relatam o efeito inibitério que a salinidade tem na nutricéo
azotada de plantas dependentes do azoto fixado simbidticamente quando comparadas com
plantas cujo azoto € fornecido sob forma inorganica (Bernstein e Ogata, 1966; Lauter et
al., 1981; Yousef e Sprent, 1983; Cordovilla et al, 1994; Cordovilla et al, 1996; Lauter et
al., 1981; Singleton e Bohlool, 1984; Tu, 1981; Cordovillaet al., 1999%).

Em ambientes salinos a quebra na nodulacéo pode dever-se a diminui¢cdo da populacéo de
Rhizobium, devidaa sensibilidade ao sal. No capitulo 11, trés das popul agdes de Rhizobium
compativel com Pisum sativum evidenciaram forte inibicdo de crescimento em meio de
cultura suplementado com 50 mM NaCl. Elsheikh e Wood, (1995) seleccionaram estirpes
de Rhizobium e Bradyrhizobium quanto a tolerancia salina e observaram que uma delas s
cresceu na auséncia de NaCl, as restantes mostraram diferentes toleréncias e sO uma
cresceu a 340 mM. Zharan et al. (1994) isolaram estirpes de Rhizobium com diferentes
toleréncias salinas, algumas crescendo em meio com 1,7M NaCl. No capitulo I, alguns
dos isolados obtidos também evidenciaram este nivel de halotolerancia

A inibicdo da nodulagdo pelo sal é tida mais como um efeito sobre o estabel ecimento dos
nédulos do que sobre a reducdo da populacdo de Rhizobium. S&o varios os trabalhos que
evidenciam o estabelecimento dos nédulos como 0 processo mais sensivel a salinidade
(Lakshimi-Kumari et al., 1974; Bhladwaj, 1975; Balasubamanian e Sinha, 1976; Wiegel et
al., 1973; Singleton e Bohlool, 1983; Bernstein e Ogata, 19687, Lauter et al., 1981,
Cordovilla let a.l, 1999%. Singleton e Bohlool (1984) verificaram uma forte reducéo
(50%) no numero de nddulos presente em raizes de Glycine max a crescer sob 26,6 mM
NaCl. Elsheikh e Wood (1990) observaram que a nodulagcdo em Cicer arietinum L. foi
completamente inibida a 61,6 mM NaCl, mesmo inoculando com uma estirpe tolerante ao
sal. Abd-Alla et al. (1998) observaram que a sainidade (30 e 60 mM NaCl) inibiu a
numero e a biomassa dos nédul os de quatro cultivares de Glycine max inoculadas com uma
estirpe de Bradyrhizobium tolerante ao sal. Mas esta susceptibilidade nem sempre foi
verificada. Tu (1981) observou que o nimero de nédulos em plantas de Glycine max a
crescer a 102 mM ndo diminuiu. A reducdo do nimero de nédulos tem sido associada a
inibicdo que a sainidade provoca na expansdo, ho encurvamento e no nimero dos pélos
radiculares (Sprent e Zahran, 1986; Tu, 1981; Lakshimi-Kumari et al., 1974).
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A quebra dos niveis internos em azoto pode também ser devida a diminuicdo da eficiéncia
da fixacdo, tendo sido langadas varias hipoteses para explicar os efeitos negativos do sal na
fixagdo de Np: diminuicdo do fornecimento de fotossintetizados aos nddulos (Bekki et al.,
1987; Georgieve e Atkins, 1993); menor disponibilidade de compostos reduzidos aos
bacteroides (Delgado et al., 1993, 1994); ateracGes na barreira de difusdo do oxigénio
(Serrg) et al., 1994; Wahab e Zahran 1981); inibicdo de vérias enzimas importantes na
fixacdo e assimilacdo do N,. Serrg et al. (1994) mostraram que a exposicao de plantas de
Glycine max a 0,1 M NaCl resultou numa diminui¢do rdpida na actividade da nitrogenase.
Abd-Alla et al. (1998) constataram que 30 mM eram suficientes para provocar a
diminuicdo a@entuada da actividade das nitrogenases em trés das quatro cultivares de
Glycine max utilizadas no estudo. Bourgeais-Chaillou et al. (1992) descreveram ocorrer a
diminuicdo da actividade das sintetases da glutamina (GS) e do glutamato (GOGAT) nos
nédulos radiculares. A mesma conclusdo chegaram Cordovilla et al. (1996; 1999% 1999),
mostrando que a actividade da NADH-GOGAT era mais inibida do que a da GS e
concluiram que a primeira limitava a assmilagdo do amoénio em nédulos de Vicia faba L.
em “stress’ salino. Noutros trabalhos, os mesmos autores (1994; 1999° concluem que a
fixac@o do N, foi mais sensivel a salinidade do que a assimilagdo do amonio.

Em plantas exclusivamente dependentes de N fixado simbioticamente, a vulnerabilidade a
salinidade aumenta porque a influéncia do “stress’ salino sobre a fixagdo de N2 € maior do
gue sobre a absorcdo de azoto inorganico e porgue os gastos energéticos do azoto
adquirido por simbiose sdo maiores, restando menos energia disponivel para o crescimento
e para a adaptacdo a salinidade. A acumulacdo intracelular de solutos organicos nos
noédulos, como a prolina ou a glicinabetaing, tem sido correlacionada com a tolerancia
salina (Robson e Bottomley, 1991; Botsford e Lewis, 1990). Um modo mais eficiente de
conseguir tolerdncia sdlina sera a de compartimentar subcelularmente 0s compostos
inorganicos nos vacuolos, evitando, deste modo, a toxicidade iénica (Zaharan, 1991). A
melhoria da compartimentagdo i6nica nas células nodulares podera promover o
crescimento sustentado pela fixagdo de N, em condic¢es de salinidade. Segundo Zahran
(1991), este parece ser um bom critério de seleccdo de leguminosas para crescimento sob
condic¢des de salinidade.

Torna-se assim evidente a importancia das espécies e das cultivares tolerantes ao sal no

estabelecimento de uma simbiose efectiva sob “stress’ salino. Todavia, a necessidade de
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rizébio tolerante a0 sal ndo pode ser ignorada. Ao longo do tempo apenas o rizébio
tolerante ao sal consegue sobreviver e persistir em solos sainos. E indispensavel que o
solo contenha uma populagdo de rizobio compativel com a cultura pretendida e com
dimensdo suficiente para que se estabeleca uma simbiose efectiva quando as leguminosas

s3o cultivadas em solos salinos.

1.3Mecanismosdetolerancia salina

A adaptacdo a salinidade envolve mecanismos que terdo de aliviar os efeitos do déficit
hidrico, da toxicidade i6nica e do desequilibrio nutricional.

Nas glicofitas, que compreendem a maioria das espécies agricolas, existe, de um modo
geral, uma relagdo inversa entre a absor¢éo de sal e a tolerancia salina (Greeway e Munns,
1980). De um modo geral, sustenta-se que a tolerancia a salinidade das glicdfitas assenta
na capacidade de restringir ou de prevenir a entrada de Na' na parte aérea. E sobejamente
conhecido que a salinidade retarda o crescimento vegetal devido a sua influéncia sobre
varios processos vitais do metabolismo das plantas, que incluem o agjuste osmético, a
absorcdo de nutrientes, as sinteses proteica e de acidos nucleicos, a fotossintese, a
acumulacdo de solutos organicos, a actividade enzimatica, o equilibrio hormonal, a
alteracdo dataxa de transpiracéo e a reducdo da disponibilidade de &gua (Jacoby, 1994).

Os primeiros efeitos da salinidade sobre as plantas séo de natureza osmatica. Bisson e
Gutknecht (1980) descreveram a sequéncia de acontecimentos que ocorrem nas células
vegetais sob salinidade exterior e diminuicdo do potencial hidrico. A primeira reaccdo € a
saida de agua da célula até que os potenciais hidricos dos dois lados da membrana se
igudlem, 0 que causa a diminuicdo de turgescéncia celular. A célula reage a esta
diminuicéo de pressdo interna, aumentando a quantidade de solutos, ocorrendo o influxo de
agua temporario até que os niveis de turgescéncia sejam recuperados. S&o varios os solutos
organicos, principamente glicinabetaina, prolina e aclcares, bem como os ides
inorganicos, em particular Na', K* e CI', que se acumulam nas plantas durante a regulagio
daturgescéncia.

O cloreto de sddio é abundante na maioria dos ambientes salinos. A acumulagdo de Na'" e
CI' nas células € pois uma solucéo energeticamente pouco dispendiosa para as células. De
acordo com Wyn Jones (1981), o custo aproximado de acumular 1 mole de solutos € a
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seguinte: absor¢do de uma mole de NaCl 0,54 moles ATP, acumulacdo de uma mole de
hexoses 54 moles ATP, ou sgja 100 vezes mais. Contudo, devido a sua toxicidade acima de
determinadas concentragdes citoplasméticas (Y eo, 1994; Yeo, 1998), o uso de Na' e CI' na
regulacdo osmética € limitado ao vaclolo. As enzimas extraidas de hal6fitas, mostram in
vitro, idéntica sensibilidade halina as originérias de glicofitas (Flowers et al., 1977
Greenway e Osmond, 1972, Greenway e Munns, 1980; Wyn-Jones, 1984; Flowers e
Damond, 1992; Y eo, 1998).

A adaptacdo a ambientes salinos levou a que as plantas desenvolvessem mecanismos para
anular os efeitos toxicos provocados pelo sal. Uma estratégia que € seguida pela maioria
das hadfitas, a flora endémica dos ambientes salinos, e até certo grau por algumas
glicdfitas, é a de regular a turgescéncia interna pela acumulacdo de Na™ e CI. Os ides
ficam sequestrados nos vacuolos (Jeschke e Stelter, 1976; Jeschke, 1984; Hajibagheri e
Flowers, 1989; Schachtman, 1991; Yeo, 1994; Geenway e Munns, 1980), que devido as
suas dimensdes, cerca de 90% do volume celular total, necessitam de grande quantidade de
solutos para a sua regulacdo osmética. O vacuolo permite a célula excluir substéncias do
citoplasma quando a exclusdo directamente para o exterior ndo € possivel. Neste sentido, 0
citoplasma tem dois “exteriores’ para o0s quais pode enviar substancias prejudiciais ao seu
normal funcionamento e as suas fungdes vitais tém de ser mantidas em relacdo quer ao
vacuolo, quer ao exterior (Yeo, 1998). Nas haldfitas os vacuolos das células contém,

frequentemente, 500 a 1000 mM NaCl, enquanto a concentracdo no citoplasma é mantida a
150 mM ou menos (Y eo, 1998). O equilibrio osmético do citoplasma ocorrera a custa de
solutos organicos mais dispendiosos do ponto de vista energético mas, devido a0 seu
pegqueno tamanho, apenas 5 a 10% do volume celular (Flowers e Yeo, 1986; Yeo, 1988),
sd0 comportaveis a cdula. Harvey et al. (1981) examinaram a compartimentacdo dos
principais iGes minerais em células foliares de Suaeda maritima (L.) Dumort a crescer em
350 mM NaCl e encontraram acumulagdes nos vactolos de 565 mM de Na' e 388 mM de
CI'. Enquanto, as concentraces destes iGes no citoplasma eram 109 mM e 21 mM,

respectivamente. A concentracio de K™ era idéntica nos dois compartimentos 16 e 24 mM.
A (glicinabetaina apenas foi detectada no citoplasma a uma concentragdo que quase
equilibrou osmoticamente este compartimento (87%) face as concentragdes de Na' e Cr

detectadas no vactolo. Na mesma espécie, Hajibagheri e Flowers (1989) encontraram
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compartimentagdo idéntica do N&a nas raizes, 118 mM no citoplasma e 432 mM no
vacuolo.

O transporte do sodio do ambiente externo para o citoplasma das células vegetais € um
processo passivo, dependente do gradiente do potencia electroquimico nos dois lados do
plasmalema e de neste existirem canais permeéveis ao Na'. Ainda ndo foi demonstrada a
existéncia de canais especificos para o Na" nas membranas plasméticas. Mas, uma vez que
a permeabilidade das membranas a0 Na € muito maior do que a demonstrada por
vesiculas de bicamada lipidica artificiais, a permeabilidade terd de ser facilitada por canais
cationicos com diferentes permeabilidades para os varios catides (Schachtman et al.,
1991). SHo vérios os artigos que descrevem a permesbilidade ao Na' por canais catidnicos
com peguena sel ectividade global (Amtmann et al., 1997; Roberts e Tester, 1977; Tyerman
et al., 1997). Se estes canais catidnicos constituirem os principais pontos de passagem de
Na" para o interior celular (Davemport et al., 1977) entdo, sob condi¢Bes salinas, a sua
regulacdo aumentara a tolerancia a salinidade. Como a funcdo provavel destes canais, sob
condi¢Bes ndo salinas, podera ser a de facilitar a entrada de nutrientes, o seu encerramento
acarretara alteraces de nutricdo as plantas que se desenvolvem sob salinidade e podera
ndo ser a solucdo mais apropriada para as plantas lidarem com o “stress’ que lhes é
imposto (Yeo, 1998). A um potencial eléctrico de -120 mM a concentragdo de Na' no
citoplasma pode ser 100 vezes maior do que no exterior. Esta acumulagdo é evitada pelo
controlo do influxo (fecho dos canais) e/ou pela exclusdo activa para 0s vacuol0s ou para 0
apoplasto (Barkla e Pantoja; 1996; Stall et al., 1991). A capacidade das células
acumularem Na" nos vactiolos pode ser alterada pelas condices ambientais. A salinidade
aumerta, geralmente, essa capacidade (Barkla e Pantoja; 1996). Nas plantas, a forga motriz
do transporte activo de Na“ para o vactolo ¢ criada pelo gradiente de protbes existente
através do tonoplasto, gerado por V-pirofosfatases e por V-ATPases. Enquanto a
actividade das \-pirofosfatases €, geralmente, diminuida pela salinidade (Bremberger e
Littge, 1992; Matsumoto e Chung, 1988; Nakamura et al., 1992) a actividade das V-
ATPases ¢ aumentada, possibilitando o aumento do transporte de Na“ para os vactiolos.
(Barkla et al., 1995; Matsumoto e Chung, 1988; Nakamuraet al., 1992; Bremberger et al.,
1988; Reuveni et al., 1990; Rockel et al., 1994; Zingarelli et al., 1994). O incremento do
transporte de Na' pelas V-ATPases foi correlacionado com o aumento da quantidade da

enzima (Bremberger e LUttge, 1992; Ratgczak et al., 1994), com a alteragdo da sua
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composicdo subunitaria (Bremberger e Littge, 1992; Ratgjczak et al., 1994) e com o
aumento da sua actividade (Reuveni et al., 1990; Zingarelli et al., 1994). O aumento do
transporte de Na" sob condigBes salinas cria as condigdes necessérias a acumulagio mais
eficiente de Na' nos vaclolos e aumenta a tolerdncia celular & salinidade ao permitir a
manutengdo de baixas concentragdes de Na' no citoplasma. Mas, nem todas as espécies
possuem este transportador (Mennen, 1990). Sera l6gico pensar que este transportador
devera existir nos tonoplastos das células que acumulam Na' nos vactolos. As plantas que
durante a filogénese ndo conservaram este transportador, terdo de regular as concentracoes
citoplasmaticas impedindo o seu influxo. (Jacoby, 1994).

ConcentracOes exteriores de NaCl elevadas despolarizam a membrana plasmética,
possivelmente a0 desalojarem o Ca?’, aumentando a sua conductividade eléctrica,
aumentando o contetido em Na“ e diminuindo o contetido em K* (Katsuhara e Tazawa,
1986; Berridge, 1987; Jeschke e Pate, 1991). Schachtman et al. (1991) sugeriram que a
despolarizacdo abre os canais de efluxo rectificadores, permitindo o influxo de Na' e o
efluxo de K*, sendo este efeito contrariado pelo aumento da concentragdo de Ca®*
(Hoffman et al., 1989; Cramer et al., 1985; Cramer et al., 1987).

A resposta do contetido em K" ao aumento exterior de Na“ em diferentes plantas n&o é
uniforme. As haldfitas, Suaeda maritima (Harvey, 1981; Flowers e Lauchli, 1978;
Hajibagheri e Flowers, 1989), Halimione portulacoides (L.) Aellen (Figueira, 1992) e
algumas glicofitas mais tolerantes ao cloreto de sodio como Lycopersicum peruvium,
Solanum pennéllii, Sorghum bicolor (Jacoby, 1994), Hordeum vugare L. e Beta vulgaris
(Marschner, 1995) quando crescem na presenca de NaCl utilizam o Na" e o CI' no gjuste
osmético, observando-se uma diminuicdo da concentragdo de K. A diminuicdo de K
parece depender da selectividade de compartimentagdo do K* e do Na" nas células. Muitas
destas espécies conseguem substituir uma grande parte do K* por Na“ e simultaneamente
evidenciar aumento no crescimento, o que pode dever-se a permuta vactiolar do K™ pelo
Na" (Marschner, 1995; Leidi et al., 1984; Jacoby, 1994) e a selectividade de
compartimentagdo do K e do Na' nas células. As espécies e as cultivares com maior
tolerancia salina deverdo ter maior capacidade em manter baixas as concentragdes de Na
no citoplasma (Hajibagheri et al., 1989).

Muitas plantas, em particular as glicéfitas com relativa tolerancia ao sal, como Glycine
max ‘Lee (Lauchli e Wieneke, 1979) e Zea mays L. ‘DC790" (Marschner, 1995) excluem
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o Na" e o CI' e 0 gjuste osmdtico é feito a custa de solutos organicos e de K. A
manutencdo de um contelido adequado de K sob condicdes salinas parece depender da
selectividade na absor¢do de K'. A acumulagio de solutos orgénicos no citoplasma, a
acumulacdo de K" e a exclusdo de Na' sfo processos que a célula executa & custa de
energia que deixou de estar disponivel para funges anabdlicas e por isso estas plantas
sofrem decréscimos bastante acentuados do crescimento.

As glicofitas mais sensiveis ou ndo conseguem manter os niveis de K na presenca de
concentracOes salinas relativamente elevadas (Lauchli e Wieneke, 1979) e a morte advém
por desidratacdo celular ou acumulam Na' nos érgdos mais sensiveis a sainidade e ocorre
inibicdo de fungdes metabdlicas e do crescimento, uma vez que 0 mecanismo de exclusdo
N30 consegue evitar o transporte massivo de Na para a parte aérea, quando as suas
concentragdes exteriores ultrapassam determinados niveis (Marschner; 1995). A soja,
classificada por Marschner (1995) como natrofébica, exibe, em plantas a crescer em
“stress’ salino, uma correlacdo positiva entre a capacidade de evitar o transporte de Na'
para a parte aérea e a diminuicdo de crescimento. Num estudo efectuado para comparar 0s
diferentes mecanismos de tolerancia salina entre uma espécie tolerante (Hordeum vulgare)
e uma espécie sensivel (Oryza sativa), Nakamuraet al. (1998) verificaram que a tolerancia
sdina de O.sativa se encontrava associada a exclusdo de Na' para 0 meio exterior e &
retransdocagdo da parte aérea para a raiz. A exposicdo prolongada a 200 mM NaCl
diminuiu a eficiéncia da exclusdo e da retranslocacdo, causando reducdo acentuada do peso
seco. A maior tolerancia de H. vulgare foi associada ao facto destas plantas conseguirem
evitar, sob 200 mM NaCl, atranslocacio de Na' daraiz para a parte aérea.

A diferenca de toleréncia inter e intra-especifica obsarvada prendese ndo s6 com
concentragdes idnicas ao nivel do organismo inteiro, mas também com a diferenca de
compartimentacdo entre a raiz e a parte aérea e em particular com a acumulacdo nos
diversos 6rgaos aéreos ou mesmo entre tecidos do mesmo 6rgéo. (Y eo, 1994; 1998).

Sob “stress’ salino, a maioria das glicofitas acumula Na® na raiz, mesmo quando este é
excluido da parte aérea. A retencdo de Na' naraiz de Phaseolus vulgaris parece resultar de
um processo activo a nivel radicular e caulinar através da intervencéo de células do
parénquima xilémico que retiram o Na' da seiva xilémica em ascensdo (Jacoby, 1994).
Este mecanismo de exclusdo activa da seiva xilémica é dificil de explicar através do

antiporto com protdes, uma vez que a concentracdo de H' €, tal como a de Na', maior na
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seiva xilémica do que no citosol das células circundantes (Jacoby, 1994). Este processo
poderia ser explicado por transportadores especificos para o Na', que fizessem o seu
cotransporte com protdes, sO que até a data a sua existéncia ainda ndo foi demonstrada em
células vegetais (Tester, 1990; Mathuis, 1991).

A toleréncia salina de muitas glicéfitas € determinada, ndo tanto pelo conteldo total da
parte aérea mas, pela capacidade de manter gradientes de concentracio de Na e CI
elevados entre as folhas jovens e as mais velhas, através da restricéo da importacdo para as
folhas mais jovens, para as inflorescéncias e para a sementes (Marscnher, 1995; Yeo e
Flowers, 1982; Greenway e Munns, 1980). Este mecanismo foi descrito no trigo (Gorham
et al. 1986) e no milho (Hajibagheri et a, 1987). Em beterraba sacarina, considerada como
uma cultura tolerante ao sal, sfo mantidos elevados gradientes inversos de Na'/K™ entre as
folhas novas e as mais velhas, tal como em algumas haldfitas tipicas (Marschner, 1995;
Yeo, 1994; Greenway e Munns, 1980). A importancia da distribuicéo foliar do CI na
tolerancia salina foi demonstrada para o sorgo (Boursier e Lauchli, 1989) e para a cevada
(Marschner, 1995; Fricke et al., 1996). Nas duas espécies mencioredas, o CI é
particularmente acumulado nas células epidérmicas e na bainha das folhas, enquanto nas
células do meséfilo sdo mantidas com concentragcBes muito menores de CI. Fricke et al.
(1996) estudaram n3o so a distribuicdo de CI, mas também a de Na' e concluiram que, tal
como o CI, o Na' também se acumulou, preferencialmente, nas células epidérmicas. A
uma concentracdo exterior de 150 mM NaCl as células do mesofilo continham 302 mM de
Na" e 167 mM de CI e na epiderme as concentragbes de ambos atingiram valores
proximos de 500 mM. Esta caracteristica é considerada como um factor importante na
proteccdo dos tecidos fotossintéticos dos efeitos do “stress’ salino. Estes exemplos
mostram como os valores médios da parte aérea e mesmo das folhas podem conduzir a
interpretacoes erradas dos mecanismos de tolerancia salina.

A toleréncia salina das plantas resume-se a protecgdo dos mecanismos metabdlicos de
concentraces ionicas toxicas, 0 que é conseguido através da manutencdo de condicdes
definidas no citoplasma. Estas condicdes favorecem o K* em relagdo ao Na', a limitagdo
espacial da actividade total dos iGes inorganicos aos vacuolos e a necessidade de utilizagéo
de solutos orgénicos que sdo metabolicamente neutros e que também poderdo ser
osmoprotectores. A tlerancia salina de um organismo depende do intervalo de salinidade

exterior no qual estas condicdes citoplasmaticas podem ser mantidas.
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1.40Objectivos

Os objectivos deste capitulo centraramse na influéncia que a nutricdo azotada possa
introduzir na toleréncia salina de Pisum sativum, ao longo do seu desenvolvimento. A
percepcao dos mecanismos subjacentes as possiveis diferencas de tolerancia foram também
propositos deste capitulo. A sua concretizagdo foi efectuada com o cultivo de plantas de
Pisum sativum ‘Resal’ durante 75 dias sob presenca (90 mM NaCl) ou auséncia (0 mM
NaCl) de salinidade e sob quatro tipos de nutrigdo azotada, NOgz", NH4*, NH;NO3 ou azoto

fixado simbi6ticamente por um isolado de Rhizobium hal otolerante.

2. Material e M éodos

Nas experiéncias relatadas neste capitulo cultivaram se plantas de Pisum sativum ‘Resal’
sob condicdes que diferiram na concentracéo de cloreto de sodio, 0 ou 90 mM, e na fonte
de azoto disponivel, amonio, nitrato, nitrato de amonio ou fixacdo de N» por associacéo

simbiéticacom Rhizobium.

2.1 Cultura

Sementes de Pisum sativum ‘Resal’ foram embebidas em égua corrente, a temperatura
ambiente, durante 72 horas. Apés este periodo, foram semeadas em vasos contendo areia,
passada por &cido, lavada e esterilizada 90 minutos a 121 °C. Em seguida, os vasos foram
regados com solucdes de nutrientes, cuja composi¢cdo comum era: ImM de CaCh.H.0, 0,5
mM de KHyPO4, 0, 25 mM de MgS0O,4.7H,0O, 0,25 mM de K»SO4, 11,25 ?M de
FeCls.6H20, 1 ?M de MnSO4.H;0, 2 ?M de HBOs, 0,5 ?M de ZnS0O4.7H,0, 2 ?M
CuS04.5H,0, 0,1 ?M C0S0,4.7H,0, 0,1 ?M NaM00,.2H,0 (Broughton e Dilworth, 1970

in Somassegaram e Hoben, 1994). A composicdo das solugdes diferia na concentragdo de
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NaCl, 0 e 90 mM, na concentracéo de azoto 0 ou 5 mM e na forma molecular de azto
inorgénico fornecido, amoénio, nitrato ou nitrato de amoénio. Num total de oito solugdes de
rega diferentes: 0 mM NaCl, 0 mM NaCl e 5 mM de NOs’, 0 mM NaCl 5 mM NH;*, 0 mM
NaCl 5 mM NHsNOs, 90 mM NaCl, 90 mM NaCl e 5 mM de NOs", 90 mM NaCl 5 mM
NH;*, 90 mM NaCl 5 mM NH4sNOz O pH das solugdes foi gjustado entre 6,6 e 6,8. As
plantas regadas com a mesma solucdo de nutrientes formaram um lote. Cada lote é
composto por quinze vasos, trés por colheita. Os vasos foram, entdo, transferidos para um
compartimento envidragado, o que proporcionou iluminacdo natural. Procedeuse,
bissemanal mente, a regas intercaladas, de solucéo de nutrientes ou égua desionizada. Apos
a emergéncia, cada plantula, dos lotes com 0 mM de azoto inorganco, foi inoculada com 1
mL de culturaem YMB, contendo 10° a 108 cdlulas de Rhizobium (isolado NI-1,2,3).

2.2 Colheita e Conservacao do Material Vegetal

Com uma periodicidade quinzenal, foram feitas colheitas até as plantas possuirem
sementes completamente formadas mas ainda verdes. Ou sgja, cinco colheitas, 15, 30, 45,
60 e 75 dias apOs a emergéncia das plantulas.

ApOs separacdo da parte aérea, as raizes foram lavadas, primeiro em &gua corrente e depois
em &gua destilada, por forma a remover a areia. Antes da determinacdo do peso fresco em
balanca analitica, 0 excesso de &gua foi removido com papel absorvente. O peso fresco das
partes aéreas também foi determinado. A presenca/auséncia de flores ou vagens foi
anotada, bem como a densidade e a coloragdo dos nddulos radiculares. Na quinta colheita,
as vagens foram destacadas da parte aérea vegetativa e as sementes da mesma planta
pesadas em conjunto. As colheitas foram realizadas sem interrupgdes, a fim de evitar a
alteracdo do peso fresco por desidratacdo dos tecidos vegetais.

As raizes, as partes aéreas e as sementes foram, separadamente, congeladas em azoto

liquido, reduzidas a p6 num moinho de café e armazenadas a —30 °C para posterior
utilizacgo.
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2.3 Quantificacéo dosides solUveis

O método de extraccdo de ides solUveis usado foi o descrito por Arimura e Hiroshima
(1996), tendo sido introduzidas algumas alteragdes. A extraccdo dos ifes sollveis foi feita
por maceracdo mecanica, em microtubos de 1,5 mL, de 0,25 g de material vegetd,

congelado em azoto liquido e mantido a—30 °C, com 1 mL de agua destilada e desionizada
no dia da extracgdo. Seguidamente, procedeuse a centrifugacdo durante 15 minutos a
14000 rpm. O sobrenadante foi cuidadosamente recuperado e filtrado por membranas de
PTFE com 0,2?m de poro. A solucéo filtrada foi recolhida em microtubos de 1,5 mL

devidamente identificados. Os microtubos foram mantidos a —30 °C até se proceder a
quantificacdo dos ides.

Os i0es foram determinados por electroforese capilar (Waters Quanta 4000E). Este
equipamento permite a deteccdo simultdnea de varios ides e a sua quantificacdo a
concentragdes bastante baixas (dependendo do método, podera detectar alguns ?g por
litro).

Os catides quantificados foram, o NH,*, 0 K*, 0 Ca®*, o Na' e 0 M¢f*. Os catides em
solucéo aguosa foram injectados hidrostaticamente durante 30 segundos e separados por
um capilar de silica com 75 ?m de didmetro interno e com 60 cm de comprimento (50 cm
até ao detector), durante sete a dez minutos a +20 KV (fonte de energia positiva). As
separacdes foram intercaladas com purgas de 1,5 minutos. O eectrdlito utilizado foi o
“Low Mobility Cation Electrolyte” (Waters). Os i0es foram detectados, indirectamente,

por uma l&mpada de Zinco a qual foi aplicado um filtro de 214 nm.

Os anides quartificados foram, o CI, 0 SO4%, 0 NO3, 0 oxalato, o citrato e 0 HPO4?. Os
anides em solucdo aguosa foram injectados hidrostaticamente durante 30 segundos e
separados por um capilar de silica com 75 ?m de diametro interno e com 60 cm de
comprimento (50 cm até ao detector), durante cinco minutos a -15 KV (fonte de energia
negativa). As separacfes foram intercaladas com purgas de 2 minutos. O electrdlito
utilizado foi o “High Mobility Anion Electrolyte” (Waters). Os ibes foram detectados,

indirectamente, por uma léampada de Mercurio a qual foi aplicado um filtro de 254 nm.

A identificagdo dos ides foi conseguida por comparacdo entre os electroferogramas dos
padrées e das amostras. Na gama das concentracdes lidas, entre 0,08 e 2,5 mg L™ para uns

ides e entre 5 e 100 mg L para outros. A &rea dos picos varia linearmente com a sua
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concentracdo, possibilitando a quantificacdo dos iGes presentes nas amostras a partir das

equacOes das rectas padréo cal culadas.

2.4 Andlise estatistica

A comparacdo das médias foi feita através da andlise de variancia de factor Unico. A
interaccdo entre a salinidade e o tipo de nutri¢do azotada, as duas variaveis do crescimento
estudadas neste capitulo, foi determinada através da andlise de variancia de factor duplo
com repeticdo. Nas duas andlises estatisticas a probabilidade de erro admitida foi <0,05 e
o tamanho da amostra foi, para 0 crescimento vegetativo, dezasseis e para as sementes,
doze.

3. Resultados

Neste capituo € avaliada a influéncia da nutricdo azotada na tolerancia a salinidade de
Pisum sativum ‘Resal’ ao longo do seu desenvolvimento ontogénico. A avaiacédo € feita
através do crescimento vegetativo, pesos frescos daraiz e da parte aérea, da produtividade,
peso fresco das sementes e do estado nutricional das plantas, inferido pelas concentractes

ionicas destes 6rgaos.

3.1 Crescimento

3.1.1 Crescimento vegetativo

A andlise dasfiguras IV-1 e V-2 evidencia a salinidade e a nutri¢éo azotada como factores
condicionantes do crescimento das plantas. A sua influéncia aumenta ao longo do tempo,

nas fases mais avangadas do seu desenvolvimento: 45, 60 e 75 dias nas raizes, 60 e 75 dias
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Tabela 1V-1: Densidade e registo cromético dos nédul os radicul ares presentes em plantas de Pisum sativum
inoculadas com Rhizobium, isolado N-(1,2,3), a crescerem sob condi¢des 0 ou 90 mM. O didmetro dos
gréficos é directamente proporcional a densidade média de nédul os presentes na raiz (menos de 30 ou mais
de 30). A auséncia ou presenca de nédulos, bem como a densidade relativa e a coloragdo que apresentam

branca, rosa, verde ou castanha), encontram-se também registadas.

periodo de salinidade NacCl
crescimento 0mM 90 mM

plantas nao

15 dias noduladas

30 dias

45 dias

60 dias

75 dias

666 -
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Figura IV-1: Crescimento vegetativo radicular de plantas de Pisum sativumcv. Resal a crescerem, ao longo
de 75 dias, sob diferentes condi¢des de salinidade e nutri¢do azotada. Os valores sdo médias (+ DP) de 16
plantas.
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20,0

g peso fresco planta‘1
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Figura IV-2: Crescimento vegetativo da parte aérea de plantas de Pisum sativum cv. Resal a crescerem, ao
longo de 75 dias, sob diferentes condicGes de salinidade e nutricéo azotada. Legendaigual a dafigura IV-1.
Os valores sdo médias (+ DP) de 16 plantas.

nas partes aéreas. Comparando as plantas que cresceram sob a presenca e a auséncia de
NaCl, as primeiras foram, na generalidade, significativamente menores, sendo o
crescimento da parte aérea mais afectado. O crescimento da parte aérea das plantas que se
desenvolveram com amonio ou nitrato de amonio, foi mais penalizado pela salinidade do
gue o das inoculadas com Rhizobium ou nutridas com NOs'.

Asraizes das plantas inoculadas com Rhizobium foram as menos af ectadas pela salinidade.
No inicio do seu desenvolvimento, 15 e 30 dias, diferenca nem sequer foi
significativa. O efeito da salinidade na nodulacéo foi reduzido. N&o foi possivel distinguir
diferencas nas dimensdes dos nodul os e as variacdes de densidade foram sempre inferiores
a20% (tabelalV-1).
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A nutri¢do azotada, o outro factor que, neste capitulo, se fezvariar também influenciou, de
modo significativo, o crescimento vegetativo das plantas. O lote de plantas que cresceram
sob condigdes ndo salinas e com nitrato de amonio, foi o principal responsavel por téo
significativa variagdo.

3.1.2 Produtividade

Sob condig¢des néo salinas, a produtividade foi duas a quatro vezes maior quando a fonte de
azoto ministrada as plantas foi o nitrato de amonio (figura 1V-3). O maior peso das

sementes nas plantas cultivadas nestas condi¢des deveu-se principalmente ao maior

16,0
14,0
12,0
10,0

8,0

6,0

g peso fresco planta'1

4,0

2,0

0,0
NO3 NH4 NH4NO3 Rz
nutricdo azotada
Figura 1V-3: Produtividade de plantas de Pisum sativum Resal’ apds de 75 dias de crescimento, sob
diferentes condicdes de salinidade e nutricéo azotada. Os valores sdo médias (+ DP) de 12 plantas.

NH;NOs NH4" Rhizobium
Figura IV-4: Fotografia de plantas de Pisum sativum ‘Resal’ apds de 75 dias de crescimento, sob diferentes
condi¢des de nutricéo azotada e na auséncia de salinidade. As setasindicam alocalizag8o das vagens.
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nimero de sementes por planta. Este foi conseguido a custa do aumento do nimero vagens.

Com efeito, na auséncia de salinidade as plantas dependentes de nitrato de aménio tiveram
em média 4,75 vagens, enquanto o nimero médio de vagens das plantas que cresceram nas
restantes condic¢des azotadas variou entre 2,75 e 1,75 (figura 1V-4). Sob condicdes salinas
as plantas nutridas com amoénio ou com nitrato de amonio mostraram maior
vulnerabilidade e a produtividade diminuiu cinco vezes. Nas plantas que fixaram N, ou que
absorveram NO3™ a diminuicdo do peso fresco das sementes, causada pela salinidade, foi

muito menor, ndo sendo significativa nas plantas dependentes do nitrato como fonte de
azoto (figuralV-3).

As duas varidveis de crescimento estudadas, salinidade e nutricdo azotada, interagiram

entre . Confirmando assm que a forma de azoto disponibilizada influencia a tolerancia
gue as plantas em estudo, Pisum sativum ‘Resa’, evidenciaram a salinidade. Esta

influéncia foi mais notdria na parte agrea das plantas.

3.2 Concentracao ionica

3.21Raiz

A sdlinidade, a nutricBo azotada e 0 estadio de desenvolvimento das plantas sdo todos
factores que condicionam os niveis de iGes na raiz. A concentragdo de uns ides € mais
influenciada pela salinidade, como é o caso do Na", do CI e do C&?*. A de outros é mais
influenciada pela nutricdo azotada, as concentragdes de NH;*, K¥, NOz e Na“ s3 menores
nas plantas que fixaram N,. Os niveis de uns catifes sGo mais ou menos constantes ao
longo de todo o periodo de crescimento analisado, o NH4*, 0 Ca?*, o oxalato e o citrato sdo
disso exemplos. Noutros, as concentracdes sao explicadas pela accdo conjunta de dois ou
dos trés factores. Como € o caso do aumento da concentragio de K™ em plantas com 30
dias de crescimento e sob disponibilidade de NO3", do aumento de corcentragdo de Na™ em
plantas com 30 e 60 dias sob “stress” salino, do aumento linear de NO3™ ao longo do tempo
em plantas submetidas a nutricdo de NH;NOs3, do aumento e mais tarde da diminuicéo de

NOs™ nas plantas dependentes de nitrato como fonte de azoto, do aumento de Pi aos 30 e 60
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dias de crescimento intercalado pela diminuicao aos 45 dias e do aumento de SO a0s 60

dias das plantas a crescer na presenca de NaCl (figuras V-5, IV-6 e IV-7).

RAIZ PARTE AEREA

2mol. g* peso fresco 2mol. g* peso fresco 2mol. g* peso fresco 2mol. g* peso fresco

2mol. g* peso fresco

15

60 75 15

30, 45 . 38' 45 . 60 75
dias de crescimento ias de crescimento

Figura 1V-5; Concentracdo de catiGes solUveis naraiz e na parte aérea de plantas de Pisum sativumcv. Resal
cultivadas sob diferentes condicdes de salinidade e nutricdo azotada: 1 ?NOs; =-NH,"; =-NH4NOs;
= -RhizobiumN(1,2,3); tons cinza-0 mM; tons laranja-90 mM. Os valores séo médias (+ DP) de 6 réplicas.
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RAIZ PARTE AEREA

2mol. g* peso fresco 2mol. g* peso fresco 2mol. g* peso fresco 2mol. g* peso fresco 2mol. g* peso fresco

2mol. g* peso fresco

dias de crescimento dias de crescimento

Figura IV-6: Concentracdo de anifes sol(iveis naraiz e na parte aérea de plantas de Pisum sativumcv. Resal
cultivadas sob diferentes condicdes de salinidade e nutricdio azotada: 1 ?NOs; =-NH,"; =-NH,NOs;
= -RhizobiumN(1,2,3); tons cinza-0 mM; tons laranja-90 mM. Os valores sdo médias (+DP) de 6 réplicas.
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3.2.2 Parte aérea

Na parte aérea o0s ides mostram tendéncia a aumentar com o tempo. Este crescimento é
visivel nos catibes aos 60 dias de crescimento, sendo mais marcado nos catifes
monoval entes do que nos divalentes, na maioria dos anifes apenas € visivel aos 75 dias.

Esta tendéncia € contrariada pelas plantas que obtém o azoto por fixagdo simbidtica com
Rhizobium, em especial na presenca de salinidade e pelas concentragdes de Pi na parte

aérea.

Cl parte aérea/ Clraiz

15 30 45 60 75

dias de crescimento apds a emergéncia
Figura IV-7: Razdes de Cl” entre a parte aérea e a raiz de plantas de Pisum sativum*‘Resal ‘ cultivadas sob 90
mM NaCl e diferentes condi¢6es de nutricdo azotada.

2,5

15

K'/ Na*

0,5

15 30 45 60 75

dias de crescimento apés a emergéncia
Figura 1V-8: Razdes de K*/ Na' na parte aérea de plantas de Pisum sativum ‘Resal’ cultivadas sob 90 mM
NaCl e diferentes condic¢des de nutri¢do azotada.

O aumento de concentracdo idnica que acompanha o desenvolvimento das plantas parece,
em alguns casos, ser ago independente da salinidade e da nutricdo azotada, NH4*, SO4* e

Ca’*. Neste (ltimo, sfo excepcdo as plantas que cresceram na presenca de NaCl e que
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Figura 1V-9: Concentrag&o de catides e anides solUveis em sementes de plantas de Pisum sativumcv. Resal
cultivadas 75 dias sob diferentes condic¢des de salinidade e nutri¢do azotada. Os valores sdo médias (+ DP) de
9réplicas.
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fixaram N,. Outros ha em que o aumento de concentracdo a partir dos 45 dias varia com a
forma de nutri¢do azotada ou com o sal.

E o caso do aumento da concentracdo de K* e do maior vaor darazgo K*/ Na" nas plantas
dependentes de NOs™ e dos maiores incrementos de Md* nas plantas sujeitas a “stress”
sadino. Noutros ides as concentracdes observadas sdo a combinacdo dos efeitos da
salinidade, da nutri¢éo azotada e da idade da planta. Sob condi¢des de salinidade as plantas
com 60 dias tém maiores concentractes de Na' se absorverem amonio (NHs* ou NH;NO3),
aos 75 dias a situacdo altera-se e a concentragdo de Na™ mais elevada é registada nas
plantas dependentes do NO3™ (figuras V-5, V-6 e 1V-8).

3.2.3 Semente

Com excepgdo do Na' e do CI, a composicdo idnica da semente parece ndo variar muito
com a salinidade. Ocorrendo aumentos pouco acentuados, como € o0 caso do oxalato, do
citrato e do Pi, diminui¢Bes pouco acentuadas, como é o caso do NOs', do SO, ou
pequenas variagdes que nuns tratamentos azotados se traduzem em aumento e noutros em

diminuicdo, como no C&2*, no M¢?*, no K* e no NH,* (figura 1V-9).

4. Discussao

4.1 Crescimento vegetativo

4.1.1. Nutricdo com nitrato de aménio

As diferentes condigcbes de crescimento proporcionadas as plantas afectaram
significativamente o crescimento vegetal. O fornecimento de nitrato de aménio sem adi¢éo
de NaCl foi a condigdo que originou maior crescimento e maior produtividade (figuras I'V-
1, IV-2 e 1V-3). O incremento no crescimento estard, certamente, relacionado com o efeito

gue uma nutri¢cdo azotada mista, de catides e anifes, tem na manutencdo do pH das células
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radicul ares através de taxas de produc&o (assimilacdo de NH4") e de consumo (assimilagéo
de NOg3) de protbes, proporcionando menores custos energéticos na manutencdo da
homeostase de pH citosolico, usualmente entre 7,3 e 7,6 (Marschner, 1995). Este tipo de
nutricdo também ndo favorece a absor¢do de catides em detrimento dos anides,
contribuindo para o maior equilibrio nutricional. Em conjunto, estes factores
proporcionaram as condi¢des para um desenvolvimento Optimo que se tornou evidente no
crescimento e na produtividade evidenciados pelas plantas que cresceram sob estas
condigdes. Os beneficios de uma nutricdo azotada mista no crescimento vegetal foram ja
descritos por diversos autores. Resultados semelhantes foram descritos para o tomate
(Ganmore-Newman e Kafkafi, 1980) e para a soja (Rufty et al., 1983). Na maioria dos
casos, 0 aumento que se verificou na produtividade deve-se ao maior nimero de sementes
por planta (Below, 1995; Doré et al., 1998).

S80 varios os autores que apontam Pisum sativum como uma cultura cuja produtividade é
bastante variavel (Pate, 1977; Davies et al., 1985; Doré et al., 1998). A elevada
variabilidade da produtividade de Pisum sativum observada por Doré et al. (1998), sob
diferentes condicbes de crescimento, deveurse ndo ao maior tamanho individual das
sementes, mas a0 seu nimero. O maior numero de sementes foi conseguido a custa do
aumento do nuimero de vagens produzido por planta. Os resultados deste capitulo
comprovam esse efeito. De facto, na auséncia de sadinidade, as plantas dependentes de
nitrato de amoénio tiveram em média 4,75 vagens, enquanto as plantas a crescer nas
restantes condicfes azotadas o nimero médio de vagens variou entre 2,75 e 1,75 (figura
IV-4).

A salinidade parece desequilibrar este sistema. Na presenca de cloreto de sddio a vantagem
gue a nutri¢cdo azotada mista proporcionou ao desenvolvimento vegetal desapareceu e estas
plantas tornaram-se tanto ou mais vulneraveis do que as plantas nutridas com outras

formas de azoto.
4.1.2. Nutricdo com amonio
Em qualquer dos tratamentos azotados a parte aérea ndo teve diferencas nitidas de

concentracdo de amonio, o que reflecte a independéncia destes valores da absorcdo de

NH;" e da suatranslocagio para a parte aérea, umavez que 0 amonio é primeiro assimilado
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nas raizes antes de ser mobilizado para outras partes da planta (Marschner, 1995; Pate,
1977). Os vaores sdo mais o reflexo da desaminacdo necessaria a incorporacdo em novas
molécul as azotadas. Este processo € particularmente activo em Pisum sativum. Pate (1977)
referiu que parte do azoto presente na semente foi recirculado cerca de seis vezes,
passando sucessivamente para 6rgdos cada vez mais jovens. O aumento de NH;" quando o
estédio de desenvolvimento da planta € mais avancado podera reflectir a forte mobilizacéo
do azoto da parte vegetativa para a semente, numa altura em que o seu desenvolvimento e
0 crescimento se esta a processar. Estes resultados sdo concordantes com os descritos por
Lam et al. (1996), que referem a libertacdo de amonio durante varios processos
bioquimicos como o catabolismo de proteinas, desaminacdo de aminoacidos e algumas
reaccOes biossintéticas especificas. A reciclagem de aménio ocorre ao longo de todo o
desenvolvimento da planta. Contudo, existem dois periodos onde quantidades elevadas de
amonio sdo libertadas e reassimiladas em glutamina e glutamato para serem transportadas.
O primeiro acontece durante a germinacdo, quando as proteinas de reserva sao hidrolizadas
e 0 azoto transportado para a plantula em crescimento. A segunda ocorre quando as
proteinas, das folhas em senescéncia, s@o degradadas e o azoto € reassimilado e
transportado para a semente em desenvol vimento.

A nutricdo com amonio mostrou vulnerabilizar as plantas a presenca de sal. Estas foram as
gue cresceram pior e as que tiveram menor produtividade. A conclusdes idénticas
chegaram Leidi et al. (1992) em Gossypium hirsutum e Arachis hypogaea L. , Lewis et al.
(1989) em Zea mays e Feigin (1990) em Cucumismelo L..

A diminuicdo da tolerdncia salina constatada podera estar relacionada com a menor
absorgdo de catiGes, em particular de K* e com as maiores acumulagdes de Na' e em
especial CI na parte aérea (figuras 1V-5, IV-6 e IV-7). Outros autores fazem referéncia a
influéncias idénticas provocadas pela nutricdo com NH4" a plantas cultivadas sob “stress”

sdino. Martinez e Cerda (1989) notaram que a adicdo de NH;* a0 meio de crescimento
diminuiu a acumulagdo de K em plantas de Cucumis sativus a crescer em condigdes
salinas. Estes autores constataram ainda que o aumento da razdo NH,/NOs levou a que as
plantas acumulassem nas folhas mais CI e Na' e menos K+ e Ca’*. Leidi et al. (1992)
verificaram que o peso seco das duas espécies sob estudo (algodoeiro e amendoim) foi

mais afectado pela salinidade quando o amonio foi aforma de azoto presente na solucéo de

nutrientes. Estes autores explicaram a diminuicéo do crescimento pelo facto do aménio ser
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uma fonte de azoto metabolicamente mais dispendiosa a raiz, uma vez que este é
exclusivamente aqui asssmilado, o que poderia resultar numa menor disponibilidade de
carbono para o crescimento da raiz e na inducéo de deficiéncias nutritivas, em especial de
K* e de C&*. A acumulacdo de CI na parte aérea das plantas foi, entre 30 e 60 dias de
crescimento, duas a quatro vezes maior do que nos restantes tratamentos. Se estes nivels
forem tdxicos para a planta, este podera ser um dos factores que contribui para a menor
tolerancia destas plantas a salinidade. Num estudo que compara o conteido iénico de trés
espécies com diferentes toleréncias salinas, Phaseolus wvulgaris foi a mais sensivel,
evidenciando uma reducdo significativa do crescimento a 25 mM NaCl. A toxicidade
provocada pelo cloro foi a principal raz&o apontada para a diminuigdo do crescimento, uma
vez que os niveis de Na', K" e C&" ndo sofreram grande alteracdo mesmo a 100 mM

(Marschner, 1995). A variacdo de tolerancia salina entre diferentes cultivares. de ®ja
foram relacionadas com a restricdo do transporte de CI' das raizes para a parte aérea
(Parker et al., 1987).

As variagbes na acumulacio de nutrientes provocadas pelo NH;* estardo, certamente,

relacionadas com a diminuicéo de pH celular e do apoplasto que a absorcéo e a assimilacéo
de NH4" provoca. Marschner (1995) relacionou esta variagdo de pH com a diminuicdo da
absorcao de catides e 0 aumento de absorcdo de anides.

A toxicidade do NH;" podera fragilizar ainda mais as plantas ja vulnerabilizadas pela
presenca de NaCl. O NH;" é tdxico mesmo a concentragdes cel ul ares relativamente baixas.
Bennette e Adams (1970) quantificaram a concentracdo exterior de NH;" conducente a
toxicidade incipiente em plantas de algodoeiro e concluiram que esta estaria entre 0,15 e
0,2 mM. Rabe (1990; 1994) concluiu que a acumulagdo de NH;" no citoplasma acelera a
sua assimilagdo, a acumulacéo de compostos azotados ligados ao “stress’ e a diminuicéo
da actividade metabdlica e do crescimento. Segundo Haynes (1986), o aménio comega a
inibir o crescimento vegetativo quando a sua absor¢do excede a sua assimilagcéo. A
acumulacdo de NH;" dissipa os gradientes de protdes através das membranas, necessarios
ao transporte idnico (Smart e Bloom, 1998). Leidi et al. (1989) explicaram a maior

sensibilidade de plantas de milho, sob “stress’ salino, a nutricdo azotada sob a forma de
NH;" devido ao efeito inibitério da salinidade na desintoxicagdo do amonio, acumulado
pelareducéo da assimilagdo de NH;", medida pela sintese de arginina. A absor¢&o de azoto

na forma de amonio soma a toxicidade do NaCl atoxicidade do NH,*. Deste modo, o nivel
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de “stress’ nas plantas aumenta. Para cooperarem com esta situacdo elas tém maiores
dispéndios de fotossintetizados e ficam com menor quantidade de energia disponivel para o
crescimento vegetativo e reprodutivo comparativamente aos restantes tratamentos
azotados.

4.1.3. Nutricdo com nitrato

Nas plantas nutridas com NO3™ a restricdo do Na" a nivel radicular € mais pronunciada, o
que ¢é evidenciado pelo maior valor darazdo K*/Na" que estas plantas apresentam na parte
aérea (figura I V-8) e podera contribuir para 0 aumento da tolerancia salina evidenciada por
estas plantas. Um estudo conduzido por Subbarao et al.(1990) evidenciou que a maior
tolerancia salina de Atylosa albicans, A. platycarpa e A. sericea est4 associada a maior
eficiéncia na regulagio do transporte acrépeto de Na' e CI e a manutencdo da
selectividade de K*. O mecanismo de exclusio aérea observado parece ter perdido muita
da sua eficiéncia na fase mais avancada do desenvolvimento das plantas. No espaco de 15
dias (entre os 60 e os 75 dias) a concentracio de Na' na parte aérea aumentou cerca de
cinco vezes e naraiz diminuiu trés. A razdo do conteiido em cloro entre a parte aérea e a
raiz € mantida proxima da unidade. No entanto, no final do crescimento sobe seis vezes
(figura IV-7). Assim, durante a maior parte do periodo de desenvolvimento as plantas
dependentes de NO3™ acumulam na parte aérea menos 20 a 50 % de CI', menos 30 a 70 %
de Na" emais0,4 a 3,6 vezesde K",

A menor inibicdo que o cloreto de sbdio causou no crescimento da parte aérea e na
produtividade estarg, certamente, relacionada com a maior acumulacdo de catides, em
especial K*, nas plantas que absorvem NOs™ (Marschner, 1995; Grattan e Grieve, 1994). A
utilizagdo de catibes no equilibrio do pH citosolico para compensar 0 maior consumo de
protbes resultante da assimilacdo de NO;s™ foi descrito por Marschner (1995) e observado
por véarios autores (Martinez e Cerda, 1989; Feigin, 1990). O nitrato também reduziu a
guantidade total de CI. O que podera ocorrer devido a menor absorcdo causada pela
competicdo entre os dois anides (Caldwell et al., 1986; Gilkey, 1989; Marschner, 1995;
Pope et al., 1987; Tyerman, e Findlay, 1989; Tyerman, 1992). A inibicdo da absorcdo do

CI' pelo NOs foi descrita por véarios autores como uma das causas da maior tolerancia das
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plantas a salinidade (Bernstein et al., 1974; Kafkafi et al., 1982; Feigin et al., 1987; Abdul-
Kair e Paulsen, 1982). Rogers et al. (1987) verificaram que a diferenca de tolerancia a
sdlinidade que duas populagbes de Trifolium repens evidenciaram se devia a menor
absorcédo de CI e a maior eficiéncia da sua restricdo da parte aérea. Lauchli e Wieneke
(1979) notaram gque algumas variedades de Glycine max exibiam diferentes tolerancias
sdinas e esta diferenca podia ser associada a restricdo do transporte xilémico de CI.
Rogers et al. (1997) e Lauchli e Wieneke (1979) concluiram que dentro destas espécies a
toleréncia salina parece estar associada a exclusdo de CI, em particular da parte aérea.

As plantas nutridas com NO3™ experimentaram menor toxicidade na parte aérea do que as
dos restantes lotes, devido & menor acumulagdo de Na“ e CI', compensada pelo aumento de
K*. Razdo que, certamente, tera contribuido para a pequena diminuicdo da produtividade
observada nas plantas com este tipo de nutricéo e que sugere o NOs™ como a melhor fonte
de azoto para o crescimento de Pisum sativum sob condices de salinidade moderada. A
mesma concluso chegaram Leidi et al. (1992) e Silberbush e Lips (1991% 1991).

4.1.4. Nutricéo dependente da fixacdo simbidtica de azoto diatémico

As plantas com menor produtividade sdo as dependentes da fixacdo simbidtica de azoto
diatdbmico, 0 que se verifica tanto na presenca como na auséncia de NaCl (figura 1V-3). A
baixa produtividade podera estar relacionada com o maior esforco metabolico pela qual

estas plantas passam, em relacdo as dependentes da absor¢do de azoto inorganico. Uma
grande parte da energia fornecida araiz é utilizada em processos anabdlicos conducentes a
formagdo dos nodulos e da “maquinaria’ metabdlica necesséria a fixacdo de Nb. Mais
tarde, os dispéndios energéticos continuam a ser maiores devido ndo sO ao processo de
fixacdo em €, mas também a manutencdo das condi¢Bes que permitem esse processo,

como baixas concentracdes de O, rapida mobilizagdo do azoto fixado e assimilado nos
nodul os e aumento da biomassa nodular. Phillips (1980), Streeter (1985) e Vance e Heichel

(1991) estimaram os custos da fixacdo de 1 grama de azoto em 2 a 20 g de carbono. Estes
s80 repartidos pel o estabel ecimento, crescimento e respiragdo dos nddulos (36 a 39%), pela
actividade da nitrogenase (42 a 45%) e pela assimilagdo de NHs; e exportacdo dos
aminoacidos resultantes (16 a 22%). Em Pisum sativum, Mahon (1977) estimou o

coeficiente de respiracdo associado com a actividade das nitrogenases, ap0s subtrair o
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crescimento e a respiracdo associada a manutencéo, como sendo 6,8 gramas de carbono
por grama de azoto. Harvey (1977) descreveu os gastos de hidratos de carbono da raiz e
dos nodulos em plantas de Pisum sativum ‘Meteor’ no inicio do seu desenvolvimento
vegetativo. Os dados mostram que dois tercos dos fotossintetizados foram transportados
basipetamente, 42% paraaraiz e 32 % para 0s nodulos. O crescimento daraiz utilizou 7%
e os restantes 35% foram consumidos pela respiracdo. Nos nodulos, 12% dos
fotossintetizados foram gastos na respiracdo, 5% no crescimento e 15% foi combinado
com azoto e retranslocado para a parte aérea. A maior quantidade de ides, Mcf*, Pi, SO4> e
acidos organicos, citrato e oxalato, que as plantas, e em especia as raizes, dependentes do
N> apresentam poderdo também indiciar o gasto energético adicional usado na fixacdo de
N2 e nas adaptaches a essa mesma fixacd (Vance e Heichel, 1991), bem como as
principais fontes de carbono utilizadas. Segundo Glenn et al (1980), Ronson et al.(1981) e
Mackay et al. (1988) os bacteroides de Rhizobium leguminosarum evidenciaram, in vitro,
boa capacidade para utilizar &cidos dicarboxilicos mas ndo aglcares. A forte inibicdo que a
sdlinidade provocou na produtividade das plantas que obtém o azoto por simbiose com
microrganismos N0 ocorreu No crescimento vegetativo. Soussi et al. (1998) explicaram
esta diferenca pelo azoto fixado simbioticamente ser suficiente para cobrir as exigéncias
azotadas do crescimento vegetativo, mas a necessidade adicional de azoto para o
desenvolvimento e o crescimento dos 6rgdos reprodutivos tornar-se um esforco que estas
plantas ndo conseguem comportar, implicando a diminui¢éo da produtividade. Cordovilla
et al. (1999°) conduziram uma experiéncia com o objectivo de elucidar se plantas de Pisum
sativum e de Vicia faba sob nutricdo azotada inorganica (NO3) eram mais tolerantes a
salinidade do que as inteiramente dependentes do azoto fixado simbioticamente. A inibicdo
do crescimento registado para Pisum sativum foi menor nas plantas dependentes da fixagéo
de Na. Estes autores concluiram que as plantas dependentes da fixacdo de N, nem sempre
sd0 mais sensiveis a salinidade do que as fertilizadas. Contudo, as conclusbes foram
baseadas em plantas com 30 dias de crescimento, ou sgja, sO se aplicam ao crescimento
vegetativo e neste contexto sdo concordantes com os resultados obtidos neste capitulo. A
menor inibicdo da salinidade no crescimento vegetativo podera dever-se a um efeito
semel hante de equilibrio de pH ao observado na nutricdo azotada mista. Por outro lado, a
nutricdo azotada compreende cerca de 70 % do total de ides absorvidos pela planta

(Marschner, 1995). A obtencdo de azoto a partir da fixacdo de N, podera possibilitar a
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menor actividade do sistema de absor¢do de nutrientes, 0 que em meios salinos se traduz
na menor absorcdo de Na' e de CI' conferindo maior tolerancia a plantas sob este tipo de
nutricao.

Frequentemente, os estudos feitos sobre a influéncia da salinidade na nodulagdo de
leguminosas relatam inibicdes mais ou menos pronunciadas. Elsheikh e Wood (1990)
verificaram que a nodulagdo em Cicer arietinum foi completamente inibida a 61,6 mM
NaCl, mesmo com a inoculacdo de uma estirpe de Rhizobium halotolerante. Num estudo
posterior (1995), os mesmos autores concluem que embora a salinidade reduza a nodul agéo
e afixagdo de N, em plantas de soja inoculadas com estirpes de Rhizobium com diferentes
halotoleréncias, as estirpes tolerantes possibilitaram maior fixacdo de Np. No entanto, Tu
(1981) ndo obteve diminuicdo do nimero de nédulos em plantas de soja quando estas
cresceram a 102 mM NaCl. Mohamad et al. (1989°) seleccionaram estirpes de Rhizobium
meliloti que cresciam a 528 mM para inoculagdo de populagcdes de Medicago sativa
também elas evidenciando tolerancia salina (264 mM) e encontraram forte inibicdo da
nodulacdo a 44 mM NaCl. Estes autores concluiram que deveria seleccionar-se primeiro a
compatibilidade entre o hospedeiro e o microssmbionte em condi¢cdes normais (auséncia
de sal) e posteriormente utilizar as estirpes de Rhizobium e os genétipos da planta
hospedeira que evidenciassem maior capacidade de nodulacéo. Neste trabalho, a diferenca
no nimero de nédulos entre as plantas controlo e as sujeitas a 90 mM NaCl comprova a
influéncia que a seleccéo de um isolado de Rhizobium com boa capacidade fixadora de N»
e com tolerancia ao nivel da salinidade testada tem na nodulacéo de leguminosas a crescer

sob condigdes salinas.

4.2 Semente

A comparacdo entre a composicao idnica da semente e da parte vegetativa releva a menor
concentracdo de i6es em solucdo na semente, em especial de Ca®*, Na', Md?*, SO4%, NO3
e CI' (figura 1V-9). Esta concentracdo reflecte a diferenca entre a taxa de chegada e a taxa
de assimilacdo dos ides. Na semente, a absorcao iénica € melhor depreendida pela andlise
dos iBes com baixa incorporagdo organica, como o CI, o Na' e o K*. Assim, as

concentragfes de CI nas plantas que utilizaram NO3™ poderd, mais uma vez, ser o reflexo
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da competicdo entre os dois anides pelos locais de entrada existentes nas membranas das
células da semente.

Nas plantas a crescer na presenca de NaCl as concentragdes de Na® sfo cerca de 10 vezes
inferiores as determinadas para a parte vegetativa. O que vem confirmar as observacoes de
Greenway e Munns (1980), Gorham et al. (1986), Hajibagheri et al. (1987) e Marschner
(1995). Estes autores descreveram que o Na' é excluido dos érgaos vegetativos jovens e
dos 6rgéos reprodutivos, independentemente da tolerancia salina da planta. O CI' que se
acumulou preferencialmente na parte aérea, também foi excluido das sementes, embora de
forma menos eficiente. O Pi foi menos abundante na semente do que na parte aérea. Este
facto é, aparentemente, contraditdrio com a bibliografia onde as sementes sdo tidas como
0rgaos ricos em fésforo, mas este encontra-se maioritariamente na forma de fitato. Assim,
a menor concentragdo em Pi que a semente evidenciou em relacdo a parte aérea podera
reflectir apenas o Pi que ainda néo foi incorporado em fitato.

O aumento generalizado da concentracdo de iBes soltveis no fim do desenvolvimento
estara certamente ligado a mobilizaco de nutrientes da parte vegetativa para a semente,
cujo desenvolvimento ocorreu a partir dos 60 dias de crescimento. A variacdo dos
incrementos de cada 180 estara decerto dependente da concentracdo na parte vegetativa,
bem como da taxa de remobilizacéo especifica de cada um (Pate e Flinn, 1977).

A grande trandocacdo de nutrientes orgénicos e inorganicos que ocorreu no fim do
desenvolvimento das plantas em direccdo a semente, disponibilizou os nutrientes e a
energia necessarios ao seu desenvolvimento, mas também aterou os mecanismos de
tolerdncia a salinidade, ocorrendo a diminuicdo da exclusdo de Na e CI da parte
vegetativa aérea da planta, deixando-a mais vulnerdvel a salinidade, mas mantendo baixas

as concentragdes de Na' e CI na parte reprodutiva.

5. Conclusao

A nutricdo azotada influenciou o crescimento e a toleréncia salina de Pisum sativum. A
soma da intensidade dos processos que ocorrem em todas as células das plantas ao longo

do seu desenvolvimento sob diferentes condigdes de crescimento torna-se visivel no seu
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crescimento e em especia na produtividade que foi o par@metro que mais evidenciou essa
tolerancia.

Estas diferencas de toleréncia sO conseguem ser explicadas pela utilizacdo de mais do que
um mecanismo de tolerancia a salinidade, cujas intensidades parecem ter variado ao longo
do tempo. As mncentragdes de Na', K™ e CI' induzem a pensar que ocorreu a utilizagio
conjunta dos trés iGes na regulagdo osmoética de toda a planta. O Na acumular-se-ia
preferencialmente nos vactiolos onde, em conjunto com o K* e o CI, gustaria
osmoticamente este compartimento. Enquanto no citoplasma esse papel poderia ser
desempenhado , pelo menos em parte, pelo K*. As quantidades determinadas dos trés ides
sdo suficientes para apoiar esta hipétese. O aumento de crescimento que plantas de Pisum
sativum ‘Resd’ evidenciaram quando a crescer sob 30 mM de NaCl (capitulo 1)
comprovam, segundo Marschner (1995) e Grennway e Munns (1980) que o Na' pode
substituir o K* em algumas das suas fungdes sem causar danos, como é o caso da regulacdo
osmética. Mas este mecanismo, per se, ndo explica as maiores concentragdes de Na' nas
raizes em relacdo a parte aérea ocorrida nas plantas sob nutricdo com NOjs’, facto que ndo
se verifica nas plantas nutridas com NH;" ou com NH4NOs. Estas variagoes de distribuicdo
do Na" pela planta so poderdo ser explicadas por diferencas de exclusdo de Na“ da parte
afrea. A assimilacdo de NOs ocorre com consumo de protdes (Marschner, 1995),
diminuindo a sua concentragdo no citosol. Se o Na' for transportado para os vactiolos por
contratransporte com protdes, como foi referido por Ratner e Jacoby (1976), Yeo (1998),
Barkla e Pantoja (1996), Katz et al. (1986), Matsumoto e Chung (1988) e Garbarino e
Dupont (1988), através do tonoplasto das células radiculares, certamente, causard o
aumento da sua acumulacdo na raiz e a diminui¢do da quantidade disponivel para o
transporte acrépeto. Este mecanismo s serd valido se a maioria do NO3 for assimilada na
raiz. Em concordancia com este ponto de vista estéo os resultados obtidos que revelaram a
acumulagdo preferencial de NOs™ nas raizes (figura 1V-6), bem como a localizagdo dos
principais locais de acumulacéo de NOs™ em Pisum sativum, descrito por Pate (1977) como
sendo a raiz e a parte basal do caule e os peciolos das folhas mais velhas. A menor
acumulacdo de Na na raiz e a maior acumulagdo de Na nas folhas que as plantas
fornecidas com NH4" apresentam, podera constituir mais um indicio da ocorréncia deste

mecanismo (figura IV-5).



Tolerancia salinade Pisum sativumL.: influéncia da nutri¢do azotada 85

As plantas dependentes de N, fixado simbioticamente parecem ter um mecanismo de
toleréncia salina diverso das restantes. Sob 90 mM estas plantas acumulam muito menos
i0es do que as restantes. A autonomia da absorcao de azoto inorganico podera permitir o
menor influxo de ides através do plasmalema, mantendo em menor actividade os sistemas
de absorgdo de ides. Este mecanismo possibilita a menor absorgdo de Na' e CI que se
traduz em menores concentragdes destes dois i0es nos tecidos vegetais e a menor inibicdo
do crescimento vegetativo observado em plantas a crescer sob salinidade e dependentes da

fixac&o de azoto diatdmico.



Influéncia da salinidade e da nutric&o azotada na composi¢&o proteica de sementes de Pisum sativumL. 87

CapituloV

|nfluéncia da salinidade e da nutricao
azotada no teor proteico de sementes
de Pisum sativum L.

1.Introducéo

1.11mportancia da semente

A semente permite a continuidade da espécie ao longo do tempo e do espaco, sendo
especiamente importante em espécies anuais que nNdo Se propagam vegetativamente.
Talvez por esse facto as plantas se empenhem tanto na sua concepcao de modo a garantir
as condic¢des energéticas e nutricionais necessarias a germinagdo e ao estabelecimento das
plantulas como organismos auto-suficientes. Em Pisum sativum os cotilédones contribuem
activamente para o0 crescimento das plantas nas duas primeiras semanas que se seguem a
germinacdo, perdendo neste periodo 88% do seu peso (Lovell, 1977). A riqueza das
sementes em minerais e compostos organicos, como agucares, amido, lipidos e proteinas
tornamnas alimentos de excelente valor nutritivo e talvez por esse motivo, cedo

despertaram o interesse da sua utilizacdo na alimentacdo. A importancia ecolégica que as
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sementes tém ra continuidade da espécie passa, assim, a ser compartilhada com interesses
econdémicos ligados & maximizagdo da produtividade.

Uma nutricio azotada deficiente acarreta efeitos marcantes na produtividade e na
composicao proteica das sementes, em especial das leguminosas, devido ao elevado
conteldo proteico que contém. Estes factos, evidenciam a semente como o0 6rgdo mais
apropriado para avaliar o estatuto nutricional das plantas em compostos azotados.

1.2 Composicao da semente de Pisum sativum

As principais substancias de reserva presentes nos cotilédones das ervilhas séo o amido
(20,7-55,4 % do peso seco) e as proteinas (20,1-29,1 % do peso seco). A quantidade de
acUcares sollveis é relativamente pequena (3-12,9 %) e a fraccdo lipidica (1,4-4,8 % do
peso seco) € muito menor do que noutras leguminosas (Maltese et al., 1995). A propor¢éo
de amido é bastante variavel e geralmente as sementes lisas contém maior quantidade de
amido do que as rugosas (Pate e Flinn, 1977). Os niveis de agUcares, principalmente
sacarose, sA0 inicidmente grandes, mas a medida que a semente matura os valores
diminuem até 3 a 7 % do peso seco. A concentracdo de acUcares na semente € muito
varidvel e depende de diferencas genéticas intra-especificas e de factores ambientais (Pate
e Flinn, 1977). As proteinas presentes nas sementes sdo de dois tipos. metabdlicas e de
reserva. As primeiras estdo relacionadas com as actividades da célula, incluindo a sintese
do segundo tipo. As proteinas de reserva, que normalmente ocorrem em corpos proteicos,
em conjunto com os hidratos de carbono e os lipidos, sdo sintetizados durante o
desenvolvimento da semente. A seguir a germinagdo, quando se da a sua quebra
hidrolitica, fornecem a energia e a matéria prima necessarias ao desenvolvimento das
plantulas.

As sementes de Pisum sativum, tal como as de muitas outras leguminosas, contém uma
proporcao relativamente elevada de proteinas, cerca de 25 % (Maltese et al., 1995; Pate e
Flinn, 1977). Os cotilédones das leguminosas sdo caracterizados pela presenca de duas
classes principais de proteinas de reserva, as globulinas e as albuminas. Existe alguma
incerteza na proporcdo de albuminas e de globulinas presentes nas ervilhas (Chambers et

al., 1992). De um modo gerd, as albuminas constituem 15 a 50 % das proteinas da
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semente (Grant et al., 1976; Murray, 1979; Murray e Vairinhos, 1982; Casey et al., 1993;
Pasqualini et al., 1991; Schroeder, 1984). Estas variagcOes sdo resultantes de diferencas
genéticas existentes na espécie e das condi¢bes ambientais onde as plantas cresceram. As
albuminas incluem inibidores de proteases, lipoxigenases, lecitinas, e abuminas
especificas (PAL1 e PA2), algumas das quais sdo suficientemente abundantes para serem
detectadas por electroforese em geles de poliacrilamida (Casey et al., 1993).

As globulinas mais abundantes sdo a vicilina e a legumina. A legumina é uma das
principais proteinas das sementes de Pisum sativum (1,2-22,2 % do peso seco - Maltese et
al., 1995). A massa molecular da legumina foi descrita por varios autores como estando
entre 330 e 450 kDa (Schwenke, 1990, Matta et al., 1981 e Croy et al., 1979). Os pares de
subunidades unidos por ligacdes de bisulfito com massa molecular de 54 kDa constituem a
maior parte da legumina. Adicionamente, também ocorrem pares de subunidades com
massas que variam entre 35.000 e 58.000 que a0 associaremse de diferentes modos
originam pelo menos trés formas moleculares distintas de legumina separaveis em geles
ndo dissociativos (Matta et al., 1981; Schwenke, 1990). Matta et al. (1981) a partir dos
resultados de electroforeses sob condigbes conservativas, desnaturantes ou redutoras,
concluiram que existem 5 pares de subunidades diferentes com massas moleculares de
58.000, 55.000, 54.000 e 35.000 denominadas L1, L2, L3, L4 e L5, respectivamente. As
massas moleculares das subunidades acidicas foram de 43.000, 35.000 38.500, 37.500,
35.000 e 24.500 e as massas moleculares das subunidades basidicas foram de 21.300,
21.9000, 21.900, 22.700, 21.000 e 20.700. A associacao de diferentes pares de subunidades
originou quatro moléculas de legumina diferentes.

A vicilina de Pisum sativum é extremamente heterogénea, consistindo num conjunto de
polipeptideos de massa molecular entre 12.000 e 70.000 (Thomson et al., 1978). Tucci et
al. (1991) encontraram idénticas massas moleculares nas subunidades de vicilina isoladas
de Vicia faba (65,7 a 15,2 kDa). Os polipeptideos de maior peso molecular (65,7 a 42,8
kDa) foram os mais abundantes, aparecendo os restantes (37,2-15,2 kDa) em muito menor
quantidade. A estrutura da proteina integral, geramente aceite, € a de um trimero de
subunidades na maioria das vezes com massa proxima de 50 kDa.

Croy et al. (1980) isolaram uma terceira globulina das sementes de Pisum sativum, a
convicilina. O seu nome deriva da homologia entre esta proteina e a vicilina. De facto, a

convicilina tem uma composicdo polipeptidica muito semelhante a vicilina, mas contém
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uma sequéncia adicional nas subunidades e por isso estas tém um Mr entre 70.000 e 75.000
(Casey, 1993; Pasqualini et al., 1991; Tucci, 1991).

Os perfis proteicos das sementes da subfamilia Papilionoideae evidenciam,
caracteristicamente, polipeptideos com 34 a 35 kDa e 23 a 25 kDa. Estas moléculas séo as
albuminas predominantes nas sementes de Pisum sativum (Murray, 1979; Murray e
Vairinhos, 1982; Croy, 1984; Pasgualini, 1991). Em Vicia faba e em Pisum sativum, foram
encontradas, ainda na fraccdo de albuminas, dois polipeptideos pouco abundantes com 91 e
56 kDa. (Pasqualini et al., 1991; Murray, 1979).

Nas plantas existem muitas proteinas polimérficas, particularmente nas sementes. Muita
desta heterogeneidade tem origem genética e possibilita a identificacdo intra-especifica de
diferentes variedades ou cultivares (Cooke, 1995; Bonetti et al., 1995; Dinelii e Bonetti,
1992% Dinelii e Bonetti, 1992°).

1.3Efeitosdo “stress’ salino na sintese proteica

A salinidade do solo é um importante “stress’ ambiental que afecta de forma marcante a
produtividade. O progresso no desenvolvimento de variedades tolerantes ao sal tem sido
muito lento devido ao conhecimento limitado dos mecanismos subjacentes a tolerancia.
Segundo Y eo (1994; 1998), o aumento da tolerancia salina sb podera ser conseguido pelo
estudo dos processos fisiol6gicos mais sensiveis a salinidade e que, por essa razéo, limitam
a tolerancia geral. O metabolismo proteico € um dos processos fortemente afectado pela
salinidade. Todo o processo da sintese proteica € ha muito identificado como um elo fraco
na cadeia da toleréncia salina (Weber et al., 1977; Gibson et al., 1984). A sintese proteica
tem necessidade de uma homeostasia idnica que favoreca o K* em relagio ao Na' (Leigh e
WynJones, 1984), mesmo em plantas com elevada tolerancia salina como as haldfitas
(Yeo, 1998; Greenway e Munns, 1980; Hall e Flowers, 1973).

Em linhas celulares de Nicotiana tabacum L. tolerantes a “stress’ sdino e hidrico foi
identificada uma nova proteina com 26 kDa, denominada osmotina (Singh et al., 1987).
Pensa-se que o papel desta proteina seja o de proporcionar gjuste osmaético celular, por
facilitar a acumulacdo de outros solutos ou por fornecer certas ateracbes metabdlicas

celulares que de algum modo poderdo ser Uteis ao guste osmético (Singh et al., 1987).



Influéncia da salinidade e da nutric&o azotada na composi¢&o proteica de sementes de Pisum sativumL. 91

Uma proteina com idéntica massa molecular também foi encontrada em tecido caloso de
milho a crescer sob condicBes salinas (Ramogopal, 1986). Em Oryza sativa 0s genétipos
tolerantes ap sa tém diferentes perfis proteicos quando cresceram na presenca ou ha
auséncia de NaCl. As partes aéreas dos gendtipos tolerantes ao sal possuem uma proteina
com 28 kDa e a quantidade desta proteina aumentou com o incremento da concentracéo de
NaCl no meio de cultura (Dubey, 1994). Em cultivares de arroz sensiveis ao sal algumas
das principais proteinas desaparecem com o aumento de salinidade e surgem proteinas
novas (Dubey, 1994). Em Citrus a proteina associada com a tolerancia ao sa tem 25 kDa
(BenrHayyim, 1989) e concentracdes de 1% de NaCl sdo suficientes para estimular a sua
sintese. A maioria das proteinas aumentou em linhas celulares de tomate adaptadas ao sal.
Pelo contrério, em linhas celulares de Citrus a crescerem sob condigdes salinas muitas
proteinas ndo foram detectadas. Estas observaces indicam que as mudancas induzidas
pela salinidade sdo especificas e que diferentes proteinas estéo associadas com atolerancia
a salinidade em diferentes espécies.

Na maioria dos casos, a sainidade diminui o nivel proteico como resultado da diminuicdo
da sintese proteica causada pela menor disponibilidade de aminoacidos, da desnaturacéo
das enzimas envolvidas na sintese de proteinas e aminoécidos e do aumento da actividade
das enzimas hidroliticas (Dubey, 1994). No entanto, em certos casos € notado um aumento
nos niveis de proteinas (Dubey e Runi, 1987; Joshi, 1987), possivelmente devido ao

aumento da sintese de novas proteinas induzidas pelo sal. (Dubey, 1994).

1.4 Objectivos

Este capitulo analisa o efeito da salinidade e da nutri¢do azotada na composi¢éo proteica da
semente de Pisum sativum. A persecucdo deste objectivo foi alcancada pela quantificacéo

das proteinas totais e pela comparacédo dos perfis proteicos em geles de poliacrilamida.
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2.Material e Métodos

Neste capitulo quantificouse a quantidade total de proteinas presente em sementes de
Pisum sativum e procedeu-se a separacdo dos seus polipeptideos por SDS-PAGE.
2.1 Extraccéo das proteinas

Durante a colheita as sementes foram congel adas em azoto, reduzidas a pé e congeladas a -
30°C. Apods o descongelamento das amostras, procedeuse a sua homogeneizagdo em
tampdo de extraccdo. O tampdo de extraccdo escolhido foi o descrito por Matta et al.
(1981), 50 mM de tampéo borato de sodio, pH 8,0, a0 qua se adicionaram varios
inibidores de proteases (PMSF 1mM, EDTA 2mM, Leupeptina 1,9 102 mM, Benzamidina
9 mM, Pepstatina A 6,25 10° mg mL™? e Aprotinina 2,3 102 mg mL™). Apds a
homogeneizacdo, feita a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e congelado para posterior

quantificacéo das proteinas e para separacdo dos polipeptideos por SDS-PAGE.

2.2 Quantificacdo das proteinastotais

O teor proteico total foi determinado pelo método de Lowry (Lowry et al.,1951)
modificado (DC protein Assay, Bio-Rad). Este método minimiza a interferéncia de varias
substancias correntemente presentes nos tampdes de extraccdo (como o EDTA e o NaOH
presentes no tampao de extraccdo usado). A quantificacdo foi efectuada por comparacéo da
absorvancia a 700 nm entre as amostras e solucdes padréo de BSA (albumina do soro de

bovino) com concentragdes conhecidas.
2.3 Electroforese em gel de poliacrilamida sob condicfes desnatur antes
Os polipeptideos presentes na semente foram separados por electroforese vertical em geles

de poliacrilamida utilizando SDS como desnaturante (SDS-PAGE). A melhor separacéo e

resolucdo das bandas foi conseguida em geles resolventes cuja concentracdo de
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poliacrilamida na parte superior era de 12% e na inferior de 18%. Os mini-geles com 0,75
mm de espessura e contendo 15 pocos foram carregados ou com 15 ?L de amostra, fervida
durante 1,5 minutos com SDS (0,1%) e misturada com tampé&o de tratamento (125 mM
Tris-Cl, 4% SDS, 20% glicerol, 0,02% de azul de bromofenol, pH 6,8) (Chrambach e
Rodbard, 1988) ou com 5 ?L de padrdo de proteinas. Foram utilizados dois padrbes
diferentes, um com proteinas de massa molecular compreendidas entre 47 e 205 kDa
(Prestained SDS-PAGE standards, Bio-Rad) para a parte do gel de 12% e outro entre 3,4 e
38,6 kDa para a parte do gel de 18% (Kaleidoscope polypeptide standards , Bio-Rad). O
azul de bromofenol, presente no tampédo de tratamento, foi utilizado como marcador da
frente de migragdo do gel. A eectroforese foi efectuada numa tina para mini-geles
contendo tamp&o (25 mM Tris-Cl, 192 mM glicina, 0,1%, pH 8,3) (Chrambach e Rodbard,
1988), a uma corrente constante de 40 mA (20 mA para cada gel), até o marcador da frente
de migracdo se encontrar a 0,5 cm do limite inferior do gel.

Para a visualizagdo das bandas foi utilizado o Azul de “Coomassie” (Coomassie Brilliant
Blue R 250 Kit, Bio-Rad). Os geles foram corados durante 10 a 14 horas e seguidamente
colocados em solucdo de descoloragéo até que o contraste entre as bandas e o fundo do gel
fosse maximo. A secagem foi efectuada num secador de geles a 60°C durante 3 a 6 horas,
consoante 0 nimero de geles que era seco simultaneamente.

Em cada gel foi medida a distancia de migracdo de cada uma das bandas e calculada a sua
migracdo relativa. A massa molecular dos polipeptideos presentes nas amostras foi
determinada através da equacdo de regressdo linear entre a migracdo relativa dos

marcadores proteicos e 0 logaritmo da sua massa molecular.

2.4 Andlise estatistica

As médias das proteinas totais foram comparadas por andise de variancia de factor Unico.
A interaccdo entre a salinidade e o tipo de nutricdo azotada foi determinada através da
andlise de variancia de factor duplo com repeticdo. Nas duas andlises estatisticas a

probabilidade de erro admitida foi <0,05 e o tamanho da amostra foi doze.
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3. Resultados

Neste capitulo € avaliada a influéncia da nutricdo azotada e da sainidade na fraccdo

proteica da semente. A avaiacéo é feita através do conteldo proteico total e dos perfis de
polipeptideos obtidos por SDS-PAGE.

3.1Proteinastotais

A andlise da figura V-1 evidencia a sdlinidade e a nutricdo azotada como factores

condicionantes da acumulac&o de proteinas na semente de Pisum sativum. Sob condictes

ndo salinas a nutricdo com amonio proporcionou a acumulacéo de mais 64% de proteinas

do que os restantes tratamentos azotados. No entanto, a interac¢éo da salinidade com a

nutricdo azotada alterou, por completo, este cen&rio. A quantidade de proteinas aumentou

em trés dos quatro tratamentos azotados para niveis semelhantes aos anteriormente

facultados pelo amoénio. As sementes das plantas dependentes da fixag&o simbidtica de N

constituem a excepcdo. Nestas a salinidade causou uma diminuicdo significativa do

contelido proteico.

mg proteina g* peso fresco

240

0 mM NacCl
90 mM NacCl

200

160

120

80

40

NO3- NH4+ NH4NO3 Rz NI(1,2,3)

tratamento azotado

Figura 1. Proteinas extraidas de sementes de plantas de Pisum sativum ‘Resal’ cultivadas 75 dias sob
diferentes condic¢des de salinidade e nutri¢cdo azotada.. Os valores sdo médias (+ DP) de 12 réplicas.
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Tabela IV-1: Polipeptideos, separados por SDS-PAGE, presentes em sementes de plantas de Pisum sativum
‘Resal’, ap6s 75 dias de crescimento, sob diferentes condi¢fes de salinidade e nutri¢do azotada. Cinza —
polipeptideos ausentes; branco — polipeptideos presentes, “++”- polipeptideos muito abundantes;
“+" - polipeptideos abundantes.
Média + DP 0 mM NacCl 90 mM NacCl
(kDa) NO3- NH4+ NO3NH4 | Rhizobium NO3- NH4+ NO3NH4 | Rhizobium
317,5+18,7
306,3+ 18,6
304,3+ 18,9
248,2+13,0
210,9+ 34,3
1495+ 11,3
99,1+ 2,4
90,6+ 3,5 + + + + + + + +
85,7 + 3,4
78,8+ 1,9
72,123
68,1+ 1,2
62,1+0,4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
57,3+ 1,7
53,3+ 1,5 + + + + + + + +
50,4+ 1,3
50,4 + 1,3
49,0+ 1.3
46,5+ 1,0
44,3+0,7
43,0+ 0,7
41,4+ 0,6
40,5+ 0.4 + + + + + + + +
39,3+0,2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
38,2+0,7
37,1+£1,2
36,5+ 0,6
35,9+ 0,4
34,8+0,3
33,4+0,3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
32,8+0,7
312+1,.1
30,1+ 0.6
28,8+0,8 + + + + + + + +
27,9+05
26,0+ 0,3
23,4+0,2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
19,8+ 0,6
17,1+ 0,4
16,2+ 0,4 + + + + + + + +
14,8+ 0,3 + + + + + + + +
13,6%0,3 + + + + + + + +
12,4+ 0,3
10,5+ 0,2 + + + + + + + +
9,5+ 0,1 + + + + + + + +
87+0,1
7,0+0,1 + + + + + + + +
6,4+0,1 +
58+0,1 + + + + + + + +
5,2+ 0,0
48+00 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
4,3+ 0,0

+
+
+
+
+
+
+
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3.2Andlise electrofor ética da fracgdo proteica

As proteinas totais das sementes de Pisum sativum analisadas por SDS-PAGE,
evidenciaram perfis polipeptidicos com um padréo complexo (tabela V-1, figura V-2). Em
todas as amostras 0s polipeptideos mais abundantes foram cinco, com massas moleculares
de 62,1, 39,3 33,4, 23,4 e 4,8 kDa (polipeptideos assinalados na tabela V-1 com “++").
Existem outros cuja intensidade da banda € menor, mas cuja presenca € muito frequente, €
0 caso dos polipeptideos de 90,6, 53,3, 40,5, 28,8, 16,2, 14,8, 13,6 10,5, 9,57,0, 6,4 e 5,4
kDa (polipeptideos assinalados na tabela V-1 com “+").

A sdlinidade provocou maiores diferencas nos perfis polipeptidicos do que a nutricdo
azotada. Sob condigbes sdlinas os perfis polipeptidicos apenas evidenciaram o
desaparecimento de uma banda com 5,2 kDa. Independentemente do tratamento azotado a
salinidade induziu o aparecimento de trés bandas (30,1, 27,9 e 27,3 kDa) e duas (32,8 e
12,4 kDa) estiveram ausentes da maioria das amostras sem influéncia salina (tabela V-1 e

figura V-2).
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 kDa
4 e o "'—-— "
|
62,1— L 62,1
39,3_ | 393
334— — 334
| 288
28,8—
234 — 234
48
4,8 —

Figura V-2: Perfis polipeptidicos separados por SDS-PAGE, presentes na fracgao
proteica de sementes de Pisum sativum cv. Resal, ap6s 75 dias de crescimento, sob
diferentes condicdes de salinidade e nutri¢do azotada: linha 1- 90 mM NaCl e NOs’;
linha 2- 90 mM NaCl e NH,"; linha 3 90 mM NaCl e NH4NO;; linha 4 90 mM
NaCl e Rhizobium, linha5 0 mM NaCl e NOs”; linha 6- 0 mM NaCl e NH,"; linha
7- 0 mM NaCl e NH4NOg3; linha 8 0 mM NaCl e Rhizobium
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4. Discussao

4.1 Proteinastotais

Embora a sintese proteica seja reconhecida como um processo celular com exigéncias
iGnicas muito precisas e que favorecem o K™ em relagdo ao Na' (Yeo, 1998; Greenway e
Munns, 1980), os resultados evidenciam que a salinidade pode provocar o aumento do
contelido proteico (Dubey, 1994). S80 véarios 0s autores que observaram variagbes no
contetido proteico em Pisum sativum. Estas alteracdes tiveram origem em varios factores
gue incluem alocalizacdo (Matheus e Arthur, 1985; Igbasan et al., 1996), nivel e formade
azoto disponivel (Cowan, 1979), ano de colheita (Holt e Sosulski, 1979) e gendtipo
(localizacdo (Matheus e Arthur, 1985; Kalloo, 1993). Neste capitulo, a influéncia da
salinidade provocou um aumento do contelido proteico da semente entre 7,7 e 98%, com
excepcédo das plantas dependentes da fixacdo simbidtica de N, onde ocorreu uma
diminuicdo de 17%. O aumento da sintese proteica em diversas partes da planta foi
também observado em Oryza sativa, Vigna unguiculata L., Pisum sativum e Cajanus cajan
L. Huth. (Dubey e Rani, 1989; Joshi, 1987; Dubey, 1994). Dubey e Rani (1989),
explicaram este aumento como sendo devido a sintese de novas proteinas e ao aumento da

sintese das preexistentes.

4.2 Andlise electrofor ética da fraccéo proteica

Os polipeptideos mais abundantes em todas as amostras (62,1, 39,3, 33,4 e 23,4 kDa)
deverdo corresponder a subunidades das proteinas mais abundantes nas sementes de Pisum
sativum, a vicilina, a legumina e, possivelmente, uma abumina. Matta et al. (1981)
observaram que os pares de subunidades de legumina de Pisum sativum mais abundantes
tinham uma massa molecular de 54 kDa. No entanto, apareceram outras com 58, 55 e 35
kDa. Croy et al. (1979) registaram massas moleculares de 41, 39, 22,3 e 19,4 kDa como
subunidades da legumina de Pisum sativum ‘ Feltham First’, sendo os dois polipeptideos de
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maior massa as subunidades ? e os menores as subunidades ?, o que resultara em pares de

subunidades ?? entre 58,4 e 63,3 kDa. Em sementes de Pisum sativum ‘Greenfeast’ da
linha PI/G 086, Higgins e Spencer (1984) obtiveram duas bandas com massas moleculares
de 40 e 20 kDa e classificaram- nas como sendo subunidades de legumina. A banda de 62,1
kDa existente na semente de Pisum sativum ‘Resal’ coaduna-se bem com este intervalo,
podendo representar o par de subunidades ? ? de legumina mais frequente.

As vicilinas de Pisum sativume de Vicia faba sdo extremamente heterogéneas consistindo
num conjunto de polipeptideos de massas moleculares entre 12 e 76 kDa (Thomson et al.,
1978; Tucci et al., 1991; Pasgualini et al., 1991; Higgins e Spencer, 1981). Bailey e
Boulter (1972) descobriram que a vicilina de Vicia faba era composta por quatro
subunidades com massas moleculares de 66, 60, 56 e 36 kDa. Na mesma espécie
Derbyshire (1976) identificou trés polipeptideos com massas moleculares de 52, 49 e 46
kDa como sendo subunidades da vicilina. Em Phaseolus vulgaris, Bollini e Chrispeels
(1978) chegaram a conclusdo que a vicilina € composta por trés subunidades de massa
molecular diferente (52, 49 e 46 kDa). Pasgualini et al. (1991) interpretaram 0s
polipeptideos com 66, 44,7 e 32,3 kDa como sendo subunidades da vicilina de Vicia faba.
Na mesma espécie Tucci et al. (1991) obtiveram quatro polipeptideos mais abundantes
com 65,7, 48,2, 46 e 42,8 kDa e dezassete em menor quantidade, classificando-os como
sendo subunidades de vicilina. O perfil polipeptidico do contelido proteico de sementes
maduras de Pisum sativum, obtido por SDS-PAGE sob condigdes redutoras, obtido por
Higgins e Spencer (1981) consistia em 14 bandas, com massas moleculares entre 75 e 12
kDa e os polipeptideos com 13, 22, 29, 47, 52 e 76 kDa foram classificadas como
componentes da vicilina. A luz do que foi referido, os polipeptideos com 39,3 e 33,4
poderdo ser identificados como subunidades de vicilina mais frequentes e os polipeptideos
com massas moleculares de 49, 46,5, 44,3, 41,4, 40,5 38,6, 38,2 e 35,8, sempre presentes
em todos os tratamentos, como subunidades mais raras. A massa molecular das
subunidades de convicilina séo frequentemente descritas como estando entre 70 e 75 kDa
(Tucci et al., 1991; Pasqualini, 1991; Casey, 1993). Nos perfis polipeptidicos obtidos neste
capitulo a banda de 72,1 kDa é a Unica que esta compreendida neste intervalo e apenas
ocorre nas plantas sob nutricdo azotada inorganica.

Uma caracteristica da fraccdo de abuminas em vérias leguminosas, incluindo Pisum

sativum é a ocorréncia frequente dos principais polipeptideos nos intervalos entre 23 e 25
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kDa e entre 34 e 35 kDa (Murray, 1979; Murray e Vairinhos, 1982; Croy et al., 1984,
Schroeder, 1984). No entanto, frequentemente aparecem polipeptideos com outras massas
moleculares. Murray et al. (1979) encontrou duas bandas com 91 e 56 kDa e classificou-as
como albuminas. Os perfis polipeptidicos obtidos por Pasqualini et al. (1991) e por Tucci
et al. (1991) evidenciaram bandas inferiores a 23 kDa, cuja massa foi dificil de determinar
devido aincipiente separacéo dos polipeptideos de baixa massa molecular. Schroeder et al.
(1984) comparou os perfis polipeptidicos da fraccdo de albuminas em sementes de vérias
espécies de Pisum. Em todas as espécies ocorreram varias bandas com massas moleculares
compreendidas entre 30 e menos de 8 kDa. As abuminas mais abundantes foram as de 22
e 8 kDa. Em algumas espécies, incluindo Pisum sativum, ocorreu uma banda com 92 kDa,
embora com fraca intensidade. Os resultados dos trabal hos descritos levam-nos a supor que
a maioria das bandas com massa molecular inferior a 30 kDa e a banda de 90,6 kDa,
visiveis nos perfis polipeptidicos apresentados neste capitulo, poderdo ser albuminas. As
duas bandas mais intensas tém 23,4 e 4,8 kDa. A primeira tem uma massa semelhante a
uma das duas albuminas mais abundantes determinada por Schroeder (1984) cuja massa
era de 22 kDa. No entanto, a massa da segunda € quase metade da obtida por Schroeder
(1984).

As referéncias bibliogréficas descrevem a salinidade como geradora de alteracGes na
sintese proteica. Estas alteracfes dependem da duragdo e do grau de “stress’ e sdo
manifestadas por aumentos ou diminui¢cdes do conjunto de proteinas ja existente ou pelo
aparecimento de novas proteinas (Hurkman e Tanaka, 1987; BenHayyim et al., 1989;
Dubey e Rani, 1987; Dybey e Sharma, 1990; Mittal e Dubey, 1991). O aparecimento de
proteinas com massas moleculares entre 25 e 30 kDa parece estar associado ao “stress’
hidrico e salino (Dubey, 1994). Em Nicotiniana tabacum e em Zea mays detectou-se uma
proteina com 26 kDa (Singh et al., 1987; Ramogopal, 1986), em Oryza sativa a massa
molecular da proteina detectada era de 28 kDa (Dubey e Rani, 1989) e em Citrus a
proteina associada a0 “stress’ tinha uma massa de 25 kDa (Ben-Hayyim, 1989). Estes
relatos vém de encontro aos resultados obtidos neste capitulo. Sob condic¢fes salinas, foram
detectados trés novos polipeptideos (30,1, 27,9 e 27,3 kDa) e 0 aparecimento de duas
bandas em todos os tratamentos azotados que na auséncia de NaCl sb apareceram nas
plantas sob nutricdo de amonio (12,4 kDa) ou de nitrato de aménio (32,8 kDa). Destes

cinco polipeptideos, o Unico que se afasta deste intervalo é o de 12,4 kDa (figura V-2). As
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novas proteinas induzidas pela salinidade poderdo conferir um aumento da toleréncia
salina aos organismos, alargando a sua sobrevivéncia em condigdes adversas (Dubey,
1994).

5.Conclusao

Embora a sintese proteica sgja, de um modo geral, reconhecida como uma actividade
ceular sensivel a0 sodio (Yeo, 1998; Dubey, 1994), com excepcdo das plantas
dependentes de fixacdo simbidtica de N, a salinidade provocou o aumento do conteiido
proteico nas sementes. Facto que ndo sera alheio a manutencao de baixas concentracdes de
Na" e CI neste 6rgo (capitulo V).

Os perfis dos polipeptideos mais abundantes ndo foram muito influenciados pelas
condi¢des de crescimento impostas. No entanto, a salinidade induziu o aparecimento de
novos polipeptideos que poderdo conferir maior tolerancia deste érgéo a0 aumento dos
niveis de Na" e CI' que foram detectados nas plantas sob 90 mM de NaCl.

Assm, a sdinidade ndo aterou significativamente a qualidade proteica e aumentou a
fraccdo proteica na semente. No entanto, a quantidade total de proteinas de reserva por
planta poderd ser menor, principalmente sob nutricdo de aménio e nitrato de amonio, onde

a salinidade provocou uma reducgéo da produtividade bastante acentuada (capitulo V).
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Em condicfes controladas € possivel o cultivo de Pisum sativum cv. Resal sob 90 mM de
NaCl sem grandes dminuicdes de produtividade, desde gue a planta sgjam fornecidos
niveis adequados de azoto na forma de nitrato. As plantas dependentes do azoto fixado
simbioticamente tiveram menor produtividade , mas esta ndo foi tdo afectada pela
salinidade como as deperdentes de amonio e de nitrato de aménio. Fica por saber se a
obtencdo de azoto por fixacdo simbidtica do N, em conjunto com a aplicacdo de menores
niveis de nitrato podera, sob condi¢cdes salinas, resultar numa produtividade a niveis
semelhantes aos proporcionados pela nutricdo inorganica com a vantagem de diminuir a
contaminagdo de aguas superficiais e subterraneas e de implicagdes associadas, causando,

assm, menor perturbagdo no meio ambiente.
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Capitulo VI

Conclusoes finais

Pisum sativum ocupa um lugar especial na pesquisa cientifica devido a ter sido a espécie
gue Mendel utilizou nos seus estudos genéticos. Algumas das caracteristicas da ervilheira
tornam-na um bom material de pesquisa: as sementes germinam rapidamente; a espécie
contém uma variabilidade genética grande (Davies, 1993; Wang e Hedley, 1993); tem um
ciclo de vida relativamente curto e estabelece um relacdo simbiética com Rhizobium.

Esta espécie € muito sensivel as ondicdes ambientais, registando-se, frequentemente,
variagoes elevadas de produtividade sem que as causas sejam muitas vezes identificadas
(Pate, 1977; Doré, 1998). Esta situacéo reflecte o parco conhecimento dos factores que
condicionam 0 seu desenvolvimento e sd80 um estimulo para a continuagdo da sua
investigacao.

As quatro cultivares estudadas comprovam Pisum sativum com sendo uma espécie
moderadamente tolerante ao sal, segundo a classificacdo de Francois e Maas (1994).
‘Resal’ também confirma a classificagdo de Marschner (1995), que dividiu as plantas em
quatro grupos de acordo com as diferentes respostas de crescimento ao sodio. Pisum
sativum € englobada no grupo B. As espécies pertencentes a este grupo podem substituir
uma pequena proporcdo de K* por Na" com estimulagdo incipiente do crescimento. Entre
as cultivares estudadas, ‘Resal’ aparece como a mais indicada para o cultivo sob condicoes
sdlinas. O seu crescimento a 90 mM NaCl ndo foi significativamente afectado em

comparacdo com 0 mM e a sua tolerancia talvez possa ser aumentada se a obtencéo de
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azoto ndo for téo prejudicada pela salinidade e se as estratégias de adaptacdo a salinidade
forem melhor conhecidas.

Parte da resposta a primeira hipétese (possibilidade do aumento de tolerancia de Pisum
sativum por uma fonte azotada menos sensivel a salinidade), implica a existéncia de
Rhizobium halotolerante compativel com a espécie vegetal em estudo. A seleccdo de
isolados de Rhizobium de vé&rios locais permitiu concluir que a toleréncia salina das
populacdes de Rhizobium sdo o reflexo das condigdes salinas do habitat que ocupam e
evidenciam a adaptacdo ao meio ambiente que colonizam, com excepcao da populacéo da
Costa Nova. Apenas os isolados de Rhizobium provenientes de um local que durante parte
do ano esta sujeito a stress hidrico evidenciaram tolerancia a salinidade, possivelmente
porgue as adaptacdes a secura |he confiram, simultaneamente, toleréncia a salinidade, facto
j& mencionado por Yeo (1994) e por Bordeleau e Prevost (1994). O estudo da tolerancia
salina dos isolados provenientes dos restantes locais revelou a sua sensibilidade, indicando
gue estéo desprovidos dos mecanismos que |hes conferem tolerancia ao sal.

A avaliagéo da eficiéncia da simbiose entre alguns isolados ou estirpes de Rhizobium e
plantas de Pisum sativum da cv. Resal abriu boas perspectivas para o estabelecimento de
uma simbiose efectiva sob condi¢bes de salinidade moderada, devido & obtencdo de trés
isolados que, simultaneamente, proporcionaram maior crescimento da parte aérea e
toleraram salinidades de 400 mM.

A restante parte da resposta a primeira hipétese podera ser dada pelo estudo da influéncia
da nutricéo azotada inorganica no crescimento de Pisum sativum sob condigdes salinas. Os
resultados obtidos evidenciaram que a nutricdo azotada influenciou o crescimento e a
tolerancia salina de Pisum sativum. A soma da intensidade dos processos que ocorrem em
todas as células das plantas ao longo do seu desenvolvimento sob diferentes condigdes de
cultura torna-se visivel no seu crescimento e em especia na sua produtividade que foi o
parametro que mais evidenciou essa tolerancia.

O conhecimento das estratégias de adaptacdo a salinidade, a segunda questdo
anteriormente levantada, como meio de aumentar a tolerancia salina de Pisum sativum
levou a concluir que as diferencas de tolerancia s6 conseguem ser explicadas pela
utilizagdo de mais do que um mecanismo de toleréncia & salinidade, cujas intensidades
parecem variar ao longo do tempo. As concentrages de Na', K™ e CI' induzem a pensar

gue ocorreu a utilizacdo conjunta destes trés iGes na regulacdo osmética de toda a planta.
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Ao acumular-se preferencialmente nos vactolos, o Na', em conjunto com o K" e o CI,
gjustaria osmoticamente este compartimento. Enquanto, no citoplasma esse papel poderia
ser desempenhado, pelo menos em parte, pelo K'. As quantidades determinadas dos trés
ides sdo suficientes para apoiar esta hipotese. O aumento de crescimento que as plantas
desta cultivar evidenciaram quando a crescer sob 30 mM de NaCl (capitulo II)
comprovam, segundo Marschner (1995) e Greenway e Munns (1980), que o Na' pode
substituir o K" em algumas das suas fungbes sem causar danos, ou sgja, na regulacdo
osmotica. Mas este mecanismo, per se, ndo explica as maiores concentragdes de Na' nas
raizes em relacéo a parte agrea ocorrida nas plantas sob nutricdo com NOs’, facto que ndo
se verifica nas plantas nutridas com NH;" ou com NH4NOs. Estas variagdes de distribuicio
do Na' pela planta s6 poderdo ser explicadas por diferencas de exclusio de Na' da parte
afrea. A assimilacdo de NOs ocorre com consumo de protdes (Marschner, 1995),
diminuindo a sua concentracdo no citosol. Se o Na' for transportado para os vactolos por
contratransporte com protdes, como referido por Mennen et al. (1990) através do
tonoplasto das células radiculares, certamente, causara o aumento da sua acumulagdo na
raiz, diminuindo a quantidade disponivel para o transporte acropto. Este mecanismo so sera
vélido se a maioria do NO3 for assimilada na raiz. Em concordancia com este ponto de
vista estéo os resultados expressos no capitulo 1V, conquanto evidenciaram a acumulagéo
preferencial de NO3™ nas raizes (figuralV-6), bem como alocalizag8o dos principais locais
de acumulacdo de NO3™ em Pisum sativum, descritos por Pate (1977) como sendo araiz, a
parte basal do caule e os peciolos das folhas mais velhas. A menor acumulagio de Na' na
raiz e a maior acumulagdo de Na nas folhas que as plantas fornecidas com NH;"
apresentam, poderd ser mais um contributo que apoie a ocorréncia deste mecanismo (figura
IV-5).

As plantas dependentes de N, fixado simbioticamente parecem ter um mecanismo de
tolerancia salina diverso das restantes. Sob 90 mM estas plantas acumulam muito menos
i0es do que as restantes. A autonomia da absorcéo de azoto inorganico podera permitir o
menor influxo de ides através do plasmalema, mantendo em menor actividade os sistemas
de absorcdo de i0es. Este mecanismo possibilitaria, sob condigdes salinas, a menor
absorgdo de Na' e CI' explicando as menores concentragdes destes dois iGes e de véarios
outros e explicando a menor inibicdo da salinidade no crescimento vegetativo destas

plantas.
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O contetdo proteico, devido a grande proporcéo de atomos de azoto, constitui um bom
método de avaliar o efeito que a salinidade e o tipo de nutricdo azotada tém no estado
azotado de Pisum sativum. A semente, contendo 60 a 70 % do azoto total absorvido pela
planta (Pate, 1977), ser& 0 6rgéo mais apropriado para essa avaliacao.

Embora a sintese proteica sgja, de um modo geral, reconhecida como uma actividade
celular sensivel a0 sodio (Yeo, 1998; Dubey, 1994), com excepcdo das plantas
dependentes de fixac8o simbidtica de N, a salinidade provocou o aumento do conteiido
proteico nas sementes. Facto que ndo serd alheio a manutencéo de baixas concentracdes de
Na" e CI neste 6rg&o (capitulo 1V). Os perfis dos polipeptideos mais abundantes ndo foram
muito influenciados pelas condi¢des de crescimento impostas. Contudo, a salinidade
induziu o aparecimento de novos polipeptideos que poderdo conferir a este 6rgdo maior
toleréncia ao NaCl. Assim, a salinidade ndo alterou significativamente a qualidade proteica
da semente e aumentou a sua fraccdo proteica. No entanto, a quantidade total de proteinas
de reserva por planta podera ser menor, principa mente sob nutricdo de amonio e nitrato de
amonio, onde a salinidade provocou uma reducdo da produtividade bastante acentuada
(capitulo 1V).

Em conclusdo, este trabalho facultou o melhor conhecimento das respostas de Pisum
sativum a salinidade, bem como de aguns dos factores que condicionam estas respostas.
Permitindo afirmar que em condigdes controladas € possivel o cultivo de Pisum sativum
‘Resal’ em 90 mM de NaCl sem grandes diminui¢des de produtividade, desde que a planta
sgjam fornecidos niveis adequados de azoto na forma de nitrato. As plantas dependentes do
azoto fixado simbioticamente tiveram menor produtividade, mas esta ndo foi tdo afectada
pela salinidade como as dependentes de amonio e de nitrato de amonio.

Todavia, este trabalho também suscitou algumas questdes. Sera que o estudo da tolerancia
sdlina de outras cultivares de Pisum sativum podera dilatar o intervalo de tolerancia da
espécie actualmente conhecido? Serd que a seleccdo de novos isolados de Rhizobium
podera permitir o aumento da eficiéncia de nodulacdo em Pisum sativum? Quais os solutos
organicos que as células de Pisum sativum acumulam de modo a ajustarem osmoticamente
o citoplasma? Qual o gradiente de concentracdo de sddio e cloro através do tonoplasto em
cada um dos 6rgéos da planta? Qual aresposta das plantas, sob stress salino a uma nutri¢do

mista de azoto fixado simbioticamente e de menores niveis de nitrato?
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Tolerancia salina de Rhizobium:

Tabelas de valores

Adenda I

Nesta adenda, encontram-se tabelados (AI-1 a AI-6) os valores utilizados na elaboragiio
dos graficos III-1 a ITI-6, expressos no capitulo II.

Tabela Al-1: Crescimento de isolados (107 células mL™')y de Rhizobium em YMB, suplementado com
diferentes concentragbes de NaCl. Os isolados foram obtidos a partir de nddulos radicuiares de plantas de
Pisum sativum L. a crescer num solo agricola etn S. Bernardo. Os valores sio médias de 3 réplicas.

NaCl (mM}

Isolado 0 25 50 100 300
$B1 88,58 60,22 28,3 14,16 12,54
SB2 89,41 59 24,75 11,3 10,53
583 88,07 71,81 36,89 6,87 8,76
SsSB4 81,66 87,11 37,41 11,42 8,93
SBs 71,25 61,6 44,46 1271 10,43
SBe6 81,74 16,604 19,92 11,88 7,09
SBT 86,02 72,69 24,51 14,5 10,83
SRS 85,54 18,65 15,16 9,32 7,99
SB9 85,52 45,38 31,81 10,51 10,3
SB10 77,02 48,26 17,15 8,12 7,01
SB11 18,56 12,79 11,3 5,34 7,18
SB12 82,94 66,76 14,47 7,69 7.9t
SB13 84,47 68,47 17.44 6,18 11,37
SB14 81,09 36,4 21,76 6,1 7,85
SB1S 822 73,12 20,64 7,78 9,32
SB16 87,35 57,75 23,81 14,85 9,62
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Adenda 11

Influéncia da nutricio azotada e da
salinidade no crescimento e na
composicao ionica de Pisum sativum:

Tabelas de valores

Nesta adenda, encontram-se tabelados (All-1 a All-4b) os valores utilizados na elaboragio

dos graficos IV-1, IV-2, IV-5 e V-6, expressos no capitulo V.

Tabela Al-1: Crescimento vegetativo radicular de plantas de Pisum sativum ‘Resal’, a crescerem ao longo de 75
dias, sob diferentes condi¢des de salinidade e nutrigdo azotada. Os valores sdo médias (= DP) de 16 plantas.

Condigdes de crescimento

Dias de 0 mM 0 mM 0 mM 0 mM 90 mM 90 mM %0 mM 90 mM
crescimento NOy NO,* NH,NO,  Rhizobium NOy NOQ,” NH,NO3:  Rhizobium

15 1,56 £0,15 0,96 £0,12 0,59 0,09 0,48 £0,08 0,33 £0,05 0,29 £0,07 0,37 £0,04 0.46 0,05

30 2,05 £0,26 1,49 0,17 3,13 20,52 1,61 20,50 1,31 20,18 0,66 +0,08 0,45 +0,13 1,86 0,48

45 2,99 +0,33 3,14 047 6,36 20,60 2,11 +0,57 0,78 £0,20 0,83 0,16 0,78 £0,2 2,09 £0.48

60 4,13 066 4,17 0,52 9,65 =128 394 1,15 0,88 +0,18 0,90 +0,08 0,84 +0,15 2,09 x0,45

75 5,14 0,37 4,57 £0,62 9,13 £1,33 2,99 +0,83 0,88 £0,13 0,58 0,18 0,83 £0,21 224 0,59

Tabela AIl-2: Crescimento vegetative da parte aérea de plantas de Pisum sativim ‘Resal’, a crescerem ao longo
de 75 dias, sob diferentes condigdes de salinidade e nutrigfio azotada. Os valores sfio médias (x DP) de 16

plantas.
Condicdes de crescimento
Dias de 0mM 0mM 0 mM 0mM 9OmM  9mM 90 mM 90 mM
crescimento  NOj NO,' NH,NO; Rhizobium NOy NO,* NH,NO. Rhizobium
15 020,12 0,54 0,05 048006 072008 1,15+0,1¢ 086 +0,16 094 0,16  0930,08
30 3,35 0,47 238037 4442060 3052053 2372019 0562014 1,00+031 2322079
45 4,34 0,71 4,46 +0,61 751 0,72 4,40 0,94 357052 206044 357052 491 =20,62
60 11,2151 952054  19,61228 6,83 1,68 8372218  643=133  7,5321.92 530140
75 6,31 0,15 L7078 3422+1,87 5032383 771328 5,18 =181 5,16 2,07 4,65=1,87

Figueira, 2000



130

Tabela AIl-3a: Concentragio de catides soliveis na raiz de plantas de Pisum sarivum ‘Resal’ cultivadas sob
diferentes condigtes de salinidade e nutrigéo azotada. Os valores sfio médias (= DP) de 6 réplicas.

Condicdes de crescimento

Dias de 0 mM 0 mM ¢ mM 6 mM 90 mM 90 mM 90 mM 90 mM
CrEscimento NO; NO,* NH,NO; Rhizobium NO; NO,* NH,NO; Rhizobium
AMONIO (NH D)
15 - - - 2,86 £1,0 9,01 +1,78  11,87=1,54 847=1,24 8,25 +1,74
30 9,50 x1,06  20,60x344 1578 £46 915 1,81 1523124 1436413 1243226 9,85 £1,53
45 1581 £2,77 12922180 9,47 5,58 9,93 +2,38 8,19 1,06 7532127 6,77 1,02 7,96 1,84
60 1241 =171 13,57 21,88 945232 - 941363 13542292 1502415 8,16 £2.42
75 11,753,538 17,01 23,15 1292229 - 8,03 20,57 10,16 21,44 14,6 £2,43 -
POTASSIO (K
15 - - . 19,48 =3.55 20,1923 1445 £162 10,6312 11,79 2.4
30 69,7 6,72 24,7094 1355222 6,96 +1,19 69132845 18,16 1,91 18,6220 12,516
45 24524371 5082123 2954373 696255  31,92+324 145381 163317 10,36 =1,1
60 17,02 4229  1478=168 65095 - 34,99 4,16 255430 2332426 6,52 1,66
75 28,13 2424 26452289  7,9£223 - 18,69 x1,75 9,48 20,67 7,06 0,72 -
CALCIO (Ca™)
15 - . - 2,24 0,64 0,69 +0,1 1,124042 1,03 20,08 1,68 20,91
30 9,01 1,2 5,04 20,44 3,74 20,47 2,18 20,25 4,56 £0,75 1332062  1,5421,01 0,97 +0,29
45 5,98 028 142024 5,03 10,89 3,96 =1,67 0,54 £0,24 133v0,23  1,2520,14 1,02 0,34
60 741 £2,75 274 057 3,67 20,87 - 1,0 20,16 1,46 0,46 0,67 0,22 1,28 0,19
75 11,28 23,5 531101 3,04 20,56 - 2,53 £0,53 133018 3,1 20,83 -
SODIO (Na™)
15 - , . 68,12 28,03 42,15 0,94 47,5 8,09 50,46 +6,0 69,3 24,63
30 14,58 43,41 18,85 1,68  37.47 24,1 67.6 6,89  125,1 10,73 30,6 £8,19  110,0£7.8 46,06 +7,6
45 13,13 1,8 1091 £1,88  21,3#446 7529=11,54  51,37£7.84 28,6 49,74 41,1 2555 45,11 24,097
60 13,4292 43,8532 22,9 x2,63 - 183,6 +9,83 1058 =8,8  126,1 £5,3 31,3 £3,93
75 19,11 £2,66 19,0289 12,7 £2,55 - 5907793 5007573 3742653 -
MAGNESIO (Mg™)
15 - - - 11,35 £1,01 3,17 0,41 313204 3,64 20,43 57 %17
30 6,51 0,77 295 +0,72 8,69 1,53 6,46 £0,86 8,4 2,02 2,23 +0,65 3,58 =06 4,32 20,93
45 2,99 +0,38 1,39 0,12 9,1 =142 4,4 %0,7% 4,39 +0,42 2,12 £0,28 6,58 20,98 3,18:0,42
60 4,1 1,79 194 2048  2,12+048 - 8,49 =0,89 6,1 +042 5,84 +0,64 2,7 20,65
75 2,3 0,67 2012023 1,13+0,14 - 2,43 0,4 9,38 +0,44 12,66 0,4 -
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All-3b: Concentragio de catides soliveis na parte aérea de plantas de Pisum sativum ‘Resal’ cultivadas sob
diferentes condi¢des de salinidade ¢ nutriciio azotada. Os valores sio médias (= DP} de 6 réplicas.

Condicbes de crescimento

Dias de 0 mM 0 mM 0 mM 0 mM 90 mM 90 mM 9 mM 90 mM
crescimento NOy NO,* NH;NO; Rhizobium NOy NO,” NH ,NO; Rhizobium
AMONIO (NH,;)
15 - - ; 832134 1199104 886119 108216 7,45 £0,28
30 3.821,03  11,8442,57 10,6 £2,33 6,1£037 12,01 3,42 - 14,65 =24 9,22 40,87
45 3,79 £1,59  13,77+3,26 947558 17952177 343 0,59 17,853,011 9,33 42,79 11,4 20,16
60 8,06 1,6 16,0 42,81 23,3 #6505 - 1298 21,69 39381838 4092279 921,12
75 19,87 2,04 12844242 61,2 £12,6 - 637240 5041135  31,93+4,98 -
POTASSIO (KY)
15 - . - 241£37 5092574 38882055 46,11=0,0 11,79+2.4
30 5791 £7,62 46,11 £305  24,622,65  21,21x3,85 65,81 =547 - 37,75 =11 12,5 1,6
45 87,78 £1,15 3348248 203135 12874366 54091272 29.85x144 1328113 10,36 1,1
60 84,56 =10,65 2562212 27,1227 - 174 £1943 62,36 %387  31,843,65 6,52 1,66
75 229,5+14,93 2973297 31,1 £3,77 - 260,1 21,56 5435623 30,36 22,3 -
CALCIO (Ca®h
135 - - - 18,87 5,98 6,17 =1,4 44£1,17 12,0218 10,54 =146
30 21,55 +3,00  3975#431 54,5968 68,53 £19,77 3,84 x1,14 - 16,81 =0,6 18,26 2,00
45 19,95 +3,04 31,36 26,1 48,8102 14,3 18,14 17,3 2,63 10,83 42,8 28,17 =6.8 22,95 5
60 10,04 1,41 31,492554 50,7 =134 - 3478 +458% 57864801 486125  [513xL,17
75 73,15+10,66 39422466 106 226,34 - 33,86539 4481711 81,1628, -
SODIO (Na*)
15 - - - 18,76 3,43 3392173 60,55+7,23 3543225 48,24 +47
30 8,38 £0,77 IL,75427 159727 34,61 #6,98 32,88£12,67 136,7x1446 124 £10.21 4162436
45 17,31 £3,46 1091 %19 2478226 9487 10,66 5581 8,83 212,8x36,15 106861 66,99 +6,88
60 36,051,82 1388643 59,2407 - 131,3+22,08 273524084 245454 86,13 12,64
75 38,793,009  2266=504 114 %197 - 682,5=1146 31642224 412406 -
MAGNESIO (Mg™*)
15 - - - 8,21 0,96 5.53+0,54 5662082 7,54 £1,13 6,37 £1
30 4,49 30,61 8,96+082 6,74=066  12,74%127 7,38 £0,99 - 9,62 +1,72 7.92 20,78
45 462058 12412257  9,14%148 26,3 2,57 5794078  17,132244 1043 %L5 9,67 1,56
60 4,38 +0,77 1025209 11,621,232 - 3037 4,12 27,1526,00 24,11 49,7 5,88 0,51
75 13492194  936x1,61 234837 - 52331845 38022426 44,19 26,8 -
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Tabela All-4a; Concentragio de anides soldveis na raiz de plantas de Pisum sarivum ‘Resal’ cultivadas sob
diferentes condicBes de salinidade e nutrigio azotada. Os valores sdo médias (= DP) de 6 réplicas.

Condic¢oes de crescimento

Dias de 0 mM 0 mM 0 mM 0 mM 90 mM 90 mM 90 mM 90 mM

ciescimento NOy NO,*  NHNO; Rhizobium _ NOy NO,  NILNO;  Rhizobium
CLORO (C1)

15 - - - 41242595 27,57£3,73 3430696 36,9235 47 26,45
30 17,19 2347 27852355 1926=14  32,1326,i8 5897837  31,38x523 5341196 5393 27
45 8,31 +0,86 8,64 +2,87 - 34,14 24,23 5993+7,7 2368407 4609463  51,09x3553
60 300060 1837144 1059222 - 00,17+10,24  S1,78211,05 81.5xl1,4 50,27 +891

75 9,181,501  12,08=1,69 6,81 %],i5 - 60 £7,2 47,5 7,6 41,155 658115

SULFATO (SO,%)
15 - - - 26,43 2,39 79514 983 40,66 12,0722 74 42,26
30 5822062 95+1,46 6762095  2698+1,72 16,34 2387 527,13 11,7817 6,631,21
45 3.6 =0,14 2,07 20,3 - 20,77 £2,86 12,59 £2,81 3,59 0,66 12,25 1,8 6,83 205
60 2432055  1145=1,37 4,58 £0,65 - 22,194281 1688208 24,0281 4,62 £1,51
75 22,596 +4,06 8,87 1,93 1,80+031 - 8,411 7513 8,5 0,7 3,702
NITRATO (NO3)
135 7,38 +1 .55 - - 0,96 +0,28 3,59 20,35 12021 292 0,27 0,93 £0,12
30 14,76 +1,55 0,87 20,12 3,45 £0,58 1,39 0,69 1,37 0,14 1,33 20,06 3,96 0,36 0,65 +0 09
45 15,58 +1,97 4612059 82201 2,01 0,4 0,82 20,14 1,08 £0,13 1,58 20,33 1,11 20
60 10,22 1,64 7842106 12,98 2,4 - 2,24 £0,13 2,84 0,34 6,91 £0,62 1,08 0,37
75 11,6 £1,51 27045 1728%14 - 1,4 +0,3 1,220, 4203 1,1 20,2
OXALATO
- - - 1,5 0,45 0,45 £0 064201 038 0,07 0,7 20,16
0,36 +0,06 025003 0,39 2007 1,37 +0,24 0,54 40,09 0,27 0,66 0,26 £0,08 0,39 20,11
0462012 0,46 0,12 - 1,26 0,21 0,56 20,06 0,28 20,68 041 0,02 0,57 0,11
0,25 0,09 043004 0312004 - 0,43 20,03 0,26 £0,07 0,39 0,07 0,38 +0,03
0,36 0,06 030,02 0,19 0,04 - 0,2 0, 0,3 £0,1 0,220 0,6 20,2
CITRATO
15 - - - 2,85 +0,69 0,98 =0 0,78 £0,42 0,58 £0 1,24 +0,2
30 0,81 +0,31 1682011 041011 2,03 20,72 0,82 0,19 0350,03  0,240,19 0,98 +0,31
45 1672146 046 20,09 - 2 20,34 1,31 0,22 0,78 £0,19 1,05 0,52 0,93 +0,15
60 0,4 +0,33 0,35 20,09 0,91 x0,11 - 0,78 0,18 1,54 £0,37 0,8 0 0,82 0
75 0,58 0,13 0,99 0,11 1,3 0,17 - 1,3 20 2,4 0 0,7 20 2,503
FOSFATO INORGANICO (Pi)

15 - - - 15,17 +0,78 361139 1042343 755+1,24 1094 1,19
30 7,22 21 41 93141,02  7,05+1,26 14,74 23,17 738 1,07 21,7322,05 9,83 +0,94 6.6 +1,05
45 1,88 £0,5 1,82 20,33 - 8,73 +1,67 3,13 0,18 8772282 648042 595 40,63
60 1,75 0,38 297 #0,45 2,88 20,57 - 4152123 3563418 544 40,82 532 +0,44
75 183022 604128 571=1,36 - 2,206 19,823 2,206 309
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Tabela AHl-4b: Concentracio de aniGes soldveis na parte derea de plantas de Pisum sativum ‘Resal’ cultivadas
sob diferentes condi¢des de salinidade e nutricio azotada. Os valores sfo médias (= DP) de 6 réplicas.

Condig¢des de crescimento

Dias de 0 mM 0mM 6 mM 0 mM 90 mM 90 mM 90 mM 90 mM
CIEsCImento NOy NO,* NH;NO; Rhizobium NOy NO,' NH/NO; Rhizobium
CLORO (CI)
15 - - - 33,74 +4.35 37412216 5134826 4492786  62,09%732
30 255179 81382753 36,84 %6,} 19,55 +2,15 55,37,25  2382+36,58  658+i3,8 64,24 +1047
45 26,31 4,19 61,3605 41,1 6,04 9446 1649 7391 =1447 16083823 86,7197 94,01 9,05
60 71,94552 179,720,046 1037 217 - 11021475 286,1 5744 136,620 1007 %1212
75 75,20 415,05 48,5 +5,84 49,39 17 - 2767 #4388 309,522642 2974254 402,1 x47.99
SULFATO (80,%)
15 - - - 17,54 1,68 5,33 0,46 798197 8,78 =118 7,58 0,54
30 189017 1267183 737103 3,58 20,72 5,64 21,04 - 2145 =41 6,08 £1,29
45 1852026  19,7323,79 4,19 0,34 6,16 £0,91 627092 13802264 159 %256 9.3 +0,98
60 7R5 =133 20,:1%7,12 150513 - 108121 19542398 22,6297 4,18 20,63
75 40,19 27,63 20,08 2,57 19,21 +9 - 3047 £1,65  16,621,84 1574218 24,3 1,29
NITRATO (NO;3')

15 - . - 0,84 20,13 3,31 20,49 060,11 1,34 20,24 0,7 =0
30 3,62 20,07 0,73 20,18 2,06 +0,41 0,84 +0,08 0,57 20,23 - 1,47 0,03 0,56 0,13
45 9,46 20,12 080,14 4,57 £0.62 0,65 =0,02 0,93 20,18 1,09 0,17 1,58 +0,4 0,96 0,14

60 10,78 1,88 0,89 +0,19 482095 - 0,87 0,25 0,84 20,13 0,01 20,2 -
75 70,13 8,16 17,57+236 20,88 £7,3 - 3,38 +0,67 044 £0,14 6,53 20,65 0,86 0,29

OXALATO
- - - 2,02 20,35 0,54 0,02 064 000 072025 06 0,11
3,62 £0,07 0,6240,07 0,68 20,09 1,64 +0,04 1,14 40,16 . 0,98 +0,29 0,8 £0,1
9,46 0,12 0,64 x005 085021 0,61 0,1 0,78 £0,23 047 20,11 0,69 0,12 1,17 £0,01
10,78 +0,12 026005  0,8320,12 - 0,79 +0,16 0,520,15 0,41 20,05 0,31 £0,02
17,57 40,1 0,35 £0,04 0,66 0,15 - 0,37 £0,09 0,31 20,05 0,44 0,02 2,74 +0,09
CITRATO
15 - - - 1,53 0,43 0,59 x0,05 0,54 £0,04 1,26 +0 1,15 022
30 2,01 =0 091 20,22 0,62 20,05 1,68 +0,64 0,44 +0,16 - 0,83 £0,32 0,98 0,13
45 1,64 £0,41 1,28 £0,77 131021 1,4 20,04 0,93 £0,17 038011 0,51 £0,08 1,06 +0,39
60 0,77 £0,24 1,08 0,35 1,03=0,12 - 1,18 £0,29 0,63 20,07 0,85 20,18 0,22 20,04
75 2,01 20,52 1,120,222 09802 - 0,99 +0,29 0,53 0,1 0,68 0,17 4,58 +0,36
FOSFATO INORGANICO (Pi)

i5 - - - 427517090 1857x237 10,39 <1,88 159 3,4 6,84 £1,17
30 22,8359 17442355 329664  3592=x1102 14,84 25,17 - 9,02 £1,38 5,23 20,43
45 27922901 1357156 3022257 31,32+11,51 11,582245 1432123 155506 9,18 1,48
60 15,64 +5.93 24,7 4403 54,1 48,65 - 1629 +6,55 18,87 £2,94 10,67 £1,6 4,13 12
75 50,14 22,21 49,34 £7,51 22,2 10,4 - 10,4 43,76 15,55 1,23 6,23 1,5 2,69 6,76
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