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A umpoeta

Longe do estéril turbilhdo da rua,
Beneditino escreve! No aconchego
Do claustro, na paciéneia e no sossego,

Trabalha e teima, e lima, e soﬁre, e sual

Mas que na fovma se disfarce 0 emprego
Do esforco: e trama viva se construa
De tal modo, que a imagem ﬁque nua

Rica mas sébria, como um temp[o grego

Nio se mostre na fa’lbrica 0 sup[icio
Do mestre. E natural, o efeito agvade

Sem lembrar os andaimes do ediﬁcio:

Porque a Beleza, gémea da Verdade
Arte pura, inimiga do artiﬂcio,

E afora e a graga na simplicidade.

Olavo Bilac
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RESUMO

O ecossistema manguezal é altamente produtivo, contudo, esta constantemente sujeito a
tensores ambientais, que incluem salinidade e temperaturas elevadas. O presente estudo
teve como objetivo investigar as bases fisiologicas e moleculares da tolerancia ao sal em
Rhizophora mangle a partir das técnicas de andlise da fluorescéncia da clorofila a,
trocas gasosas, indice de clorofila a e expressdo génica por gRT-PCR. O estudo foi
realizado em duas florestas de manguezal no Estuério do Rio S&o Mateus, a &rea HS de
maior salinidade e a area LS de menor salinidade. As amostragens foram conduzidas em
abril e setembro de 2016 e marco e setembro de 2017. A floresta de manguezal na area
LS apresenta-se em estagio de recolonizacéo, processo avaliado como natural havendo
substituicdo de plantas maduras por estagios recentes de desenvolvimento. A &rea HS
foi caracterizada como apresentando maior grau de desenvolvimento estrutural e
dominada por individuos maduros de R. mangle. Os valores da salinidade apresentaram
diferencas entre as areas em todas as amostragens sendo sempre maiores em HS. A taxa
de assimilacdo de CO. (A), conduténcia estomatica (gs), transpiracdo foliar (E),
eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) e clorofila a, Banda L, fase IP e indice de
desempenho (PlrotaL) foram maiores na area LS. A eficiéncia instantdnea do uso da
agua (A/E), fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia méxima (Fm) e Ponto J foram
maiores em HS. A manutencdo fotossintética sob condi¢cdes de alta salinidade foi
sustentada por uma atividade melhorada do fotossistema Il (FSII), incluindo o aumento
dos centros de reacdo ativa (RCs) e complexos de evolugéo do oxigénio (CEOs). Os
genes psbA (proteina D1 do RC) e PSBO2 (subunidade do OEC) foram positivamente
regulados sob alta salinidade, o que pode estar relacionado ao aumento da eficiéncia no
reparo de lesdes no RC e COE por meio da sintese de novas subunidades, melhorando a
atividade do FSII. Além disso, a expressdo de outros cinco genes envolvidos na sintese
de ATP, ativacdo de RubisCO, sequestro de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
sintese de GABA e sequestro de Na* vacuolar foram regulados positivamente sob alta
salinidade. Plantas de R. mangle apresentam mecanismos que toleram o aumento da
salinidade, e isto é avaliado pelas respostas das plantas da area HS onde exibiram maior
namero de RCs ativos, maior atividade fotoquimica, assim como, melhor conectividade
energética entre as antenas e 0os RCs do FSII e melhor eficiéncia na transferéncia de
elétrons entre 0 CEO e o lado aceptor do FSII. Contudo, maiores valores de PltoTaL €
da fase IP nas plantas de LS indicam melhor eficiéncia da reducdo dos aceptores finais
do FSI, que sugere maior atividade do FSI. A variacdo salina ao longo das amostragens
em LS tende a influenciar o transporte de elétrons em plantas de R. mangle e,
consequentemente, prejudicar o desenvolvido estrutural da floresta adulta. Assim,
nossos dados langam luz sobre o mecanismo de tolerancia ao sal e indicam atividade de
genes especificos regulados pelo sal em R. mangle sob condi¢bes de campo.

Palavras chaves: Rhizophora mangle, fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas, pigmentos
foliares, expressdo génica.



ABSTRACT

The mangrove ecosystem is highly productive, however, it is constantly subject to
environmental stressors, which include salinity and elevated temperatures. The aim of the
present study was to investigate the physiological and molecular bases of salt tolerance in
Rhizophora mangle using the techniques of chlorophyll a fluorescence analysis, gas exchange,
chlorophyll a index and gene expression by qRT-PCR. The study was carried out in two
mangrove forests in the Sdo Mateus River Estuary, in the HS area of higher salinity and in the
LS area of lower salinity. Mangrove forest in the LS area is in a recolonization stage, a process
evaluated as natural, with replacement of mature plants by recent stages of development. The
HS area was characterized as having a higher degree of structural development and dominated
by mature R. mangle individuals. The salinity values showed differences between the areas in
all samplings being always higher in HS. The rate of assimilation of CO, (A), stomatal
conductance (gs), leaf transpiration (E), intrinsic efficiency of water use (A/gs) and chlorophyll
a, L-band, IP-phase, and performance index (PlroraL) were in the higher values in LS area. The
instantaneous water use efficiency (A/ E), initial fluorescence (Fo), maximum fluorescence
(Fm), and J-step were higher in HS. Photosynthetic maintenance under conditions of high
salinity was supported by improved activity of photosystem Il (PSII), including the increase of
active reaction centers (RCs) and oxygen evolution complexes (CEOs). The psbA (D1 protein of
the RC) and PSBO2 (subunit of the OEC) genes were up-regulated under high salinity, which
may be related to an increased efficiency to repair injuries in the RC and OEC through synthesis
of new subunits, improving the PSII activity. In addition, the expression of other five genes
involved in ATP synthesis, RubisCO activation, ROS scavenging, GABA synthesis and
vacuolar Na* sequestration were up-regulated under high salinity. Plants of R. mangle present
mechanisms that tolerate salinity increase, and this is evaluated by the responses of the plants of
the HS area where they exhibited a greater number of active RCs, greater photochemical
activity, as well as, better energy connectivity between the antennas and the RCs of the PSII and
better efficiency in electron transfer between the CEO and the accepting side of PSII. However,
higher values of PltoraL and IP phase in LS plants indicate a better efficiency of the reduction
of PSI final acceptors, which suggests higher PSI activity. The saline variation along the
samplings in the LS area tends to influence the transport of electrons in plants of R. mangle and
consequently, to damage the structural development of the adult forest. Thus, our data shed light
on the salt tolerance mechanism and provide specific genes regulated by salt in R. mangle under
field conditions.

Keys-words: Rhizophora mangle, chlorophyll a fluorescence, gas exchange, leaf pigments,
gene expression.
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I. INTRODUCAO GERAL

O manguezal é um ecossistema costeiro sujeito ao regime de marés, que se
desenvolve em areas abrigadas como estuarios, baias e lagunas (Tomlinson, 1986). O
ecossistema manguezal € altamente produtivo e € considerado um dos ecossistemas
mais valiosos, pois pode minimizar o efeito das tempestades nas areas costeiras, entre
outros servicos ecoldgicos essenciais e unicos (Alongi, 2014; Barbier, 2016). Uma
caracteristica especial das espécies de mangue € o seu estilo de vida halofitico, uma vez
que sdo necessarias concentragdes salinas moderadas para crescimento e
desenvolvimento completos (Ball, 1988). As plantas de mangue estdo constantemente
sujeitas a condicdes de estresse, que incluem salinidade e temperatura elevadas,
excessos de ions e luz, além do alagamento que junto do tipo de sedimento propicia um
ambiente anaerdbico. Isto tudo aliado a ma gestdo dos recursos hidricos e costeiros e
outras atividades antrdpicas tém amplificado os tensores e os disturbios sobre os
manguezais.

Este ambiente possui vegetacdo exclusiva e dentre elas se destacam na linha de
costa brasileira a espécie Rhizohora mangle (L.) familia Rhizophoraceae (Schaeffer-
Novelli et al., 1990). Esta espécie é distribuida ao longo das costas do Leste do Pacifico
e as costas de ambos os lados do Atlantico (Duke, 1992). Nas Américas Tropicais e
Subtropicais, em sua costa leste R. mangle ocorre do norte da Fl6rida ao sul do Brasil,
na costa leste do Atlantico (Hao et al., 2009; Soares et al., 2012; Lo et al., 2014;
Dangremond et al., 2015). Além do estilo de vida halofitico, R. mangle também se
desenvolve bem sob agua doce (Hao et al., 2009). Esta caracteristica € interessante
porque favorece sua distribuicdo austral, ja que seu desempenho fotossintético € mais
eficiente em areas com alto suprimento de agua doce a baixas temperaturas (Soares et
al., 2015).

As espécies de mangue apresentam mecanismos distintos de tolerar o sal e R.
mangle eliminam o excesso de sal por um mecanismo de ultrafiltracdo que ocorre nas
membranas das células da raiz (Scholander, 1968). Ja as espécies consideradas como
excretora de sal, regula os niveis internos de sal secretando o excesso através de
estruturas das glandulas foliares (Tomlinson, 1986).

O estudo da estrutura da vegetacdo fornece uma ideia do grau de
desenvolvimento da floresta, possibilitando a identificagéo e a delimitacdo de florestas
com caracteristicas semelhantes, o que permite realizar comparacfes entre areas

diferentes (Schaeffer-Novelli and Cintron, 1986). Como o crescimento da planta
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representa a eficiéncia da fotossintese, esperar-se que qualquer efeito da salinidade
sobre este processo seja refletido no desenvolvimento estrutural da floresta (Takemura
et al., 2000).

O ecossistema de manguezal é um ambiente costeiro altamente produtivo, cuja
produtividade priméaria varia com a espécie vegetal, salinidade do solo, grau de
inundacdo das mareés, disponibilidade de nutrientes e capacidade fotossintética das
plantes (Ball and Farquhar, 1984; Sobrado, 1999). Dentre estes fatores, a salinidade é o
principal tensor e regulador do desenvolvimento e da produtividade das florestas de
mangue (Medina et al., 1990; Sobrado and Ball, 1999).

A fluorescéncia da clorofila a que mesmo correspondendo a uma pequena fracéo
da energia dissipada do aparelho fotossintético é amplamente aceita como um
mecanismo de analise de alteracbes no aparato fotossintético, principalmente no
fotossistema 1l (FS 1) (Strasser et al., 2004). Este parametro avalia a capacidade
doadora de elétrons do FS |1, pois em resposta a alta intensidade luminosa, apresenta-se
como uma curva polifasica elevada, a partir da fluorescéncia inicial Fo, até a intensidade
méaxima de fluorescéncia Fm (Strasser et al., 1995). A fluorescéncia inicial representa a
emissdo de luz pelas moléculas de clorofila a excitadas antes da energia ser dissipada
para os centros de reacdo (RCs) do FS Il (Krause and Weis, 1991), podendo ser alterada
por processos de estresses que causem alteragcbes estruturais nos pigmentos
fotossintéticos.

Quando amostras foliares sdo mantidas no escuro, o lado aceptor de elétrons do
fotossistema Il encontra-se oxidado (RCs do FS Il estdo abertos) e a intensidade da
fluorescéncia € minima Fo, representado na curva dos transientes da fluorescéncia como
O (origem) (Maxwell and Johnson, 2000; Stirbet and Govindjee, 2011). A elevacédo de
O para J, conhecida como fase fotoquimica é muito rapida (aproximadamente 2 ms) e
dependem da intensidade da luz de excitacdo, enquanto que as fases J-1 e I-P séo
denominadas fases térmicas (sensivel a temperatura) sdo mais lentas (de 2 msa 1s). Em
aproximadamente 1s (ap0s a iluminagdo da amostra) a fluorescéncia da clorofila alcanca
o0 pico P (Fm) quando a intensidade de luz é elevada e saturante. Nesse momento todas
as moléculas de Qa estdo completamente reduzidas (os RCs ativos do FS Il estdo
fechados) devido a reducdo do transporte linear de elétrons de toda a cadeia, que € o
resultado do congestionamento do trafego de elétrons no lado aceptor do FSII (Stirbet

and Govindjee, 2011). Assim, pode-se avaliar a capacidade de transporte de elétrons
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que levara a reducdo da agua e NADP™ além da sintese de APT, produtos serdo usados
na etapa bioquimica da fotossintese.

Medicdes de trocas gasosas: assimilacdo, transpiracdo e conduténcia estomatica,
sdo alterados quando plantas de mangue estdo sob efeito de elevadas salinidades
(Takemura et al., 2000; Sobrado, 2005; Soares et al., 2015). Aumento da salinidade
acarreta maior custo na aquisicdo de agua e essa escassez hidrica leva ao fechamento
estomatico, como uma medida de economia hidrica. Estas medidas fazem com que a
eficiéncia no uso da agua, em algumas espécies de mangue, seja elevada, uma vez que
apresentam baixas taxas de transpiracdo foliar e condutancia estomatica (Sobrado,
2005).

A determinagdo da concentragdo dos pigmentos fotossintéticos também
representa uma importante ferramenta na validacdo em estudos ecofisioldgicos
(Lambers et al., 1998). As clorofilas, pigmentos responsaveis pela conversdo da
radiacdo luminosa em energia quimica, sob a forma de ATP e NADPH, exercem um
controle sobre a quantidade de radiacdo solar absorvida pelas plantas. Por esta razéo,
estdo estreitamente relacionadas as taxas fotossintéticas e a produtividade primaria
(Blackburn, 2007) que € assim refletido no crescimento e na adaptabilidade do
individuo aos diferentes ambientes. A exposicdo prolongada de plantas ou organelas a
condicgdes de estresse como excesso de luz, estresse salino e altas temperaturas pode
resultar na fotodestruicdo dos pigmentos fotossintetizantes, fendémeno normalmente
denominado de foto-oxidacdo, cuja consequéncia € a diminuicdo dos teores desses
pigmentos, podendo levar a morte da célula ou do organismo (Nandy et al., 2007;
Aradjo and Deminicis, 2009).

Vaérios estudos tém abordado mecanismos de tolerancia em espécies de mangue
em resposta a salinidade por meio de alteracdes em suas performances fotossintéticas
(Ball 1996; Sobrado and Ball, 1999; Lovelock and Feller, 2003; Sobrado, 2005; Li et
al., 2008; Naidoo et al., 2011; Dangremond et al., 2015). A maioria dos estudos
fisiologicos, principalmente em plantulas sob condicdes controladas, estdo relacionados
a diminuicdo da eficiéncia fotossintética, definidas a partir das respostas observadas na
condutancia estomaticas, assimilacdo de CO2 (Werner and Stelzer, 1990; Krauss and
Allen, 2003; Lopez-Hoffman et al., 2006; Hao et al., 2009, Dangremond et al., 2015) e
elevacédo da eficiéncia do uso da agua (Lin and Sternberg, 1992; Bompy et al., 2014;
Soares et al., 2015; Lovelock et al., 2017). Entretanto, os mecanismos moleculares,

incluindo a regulagdo da expressdo génica, que subjazem tais performances
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fotossintéticas sdo pouco conhecidos, e particularmente em condi¢des de campo tais
trabalhos s&o inexistentes. Avangos na compreensdo do mecanismo de tolerancia ao sal
tem sido realizado a partir da caracterizagdo molecular envolvendo a identificagédo de
genes e andlises de transcriptomas (Dassanayake et al., 2009, 2010; Yamanaka et al.,
2009; Chen et al., 2011; Fang et al., 2016; Guo et al., 2017) e proteomas (Wang et al.,
2014, 2015; Jing et al., 2015) de espécies de mangue submetidas a condi¢es artificias
de estresse salino. Contudo, a maior parte dos estudos moleculares limitam-se a poucas
espécies de mangue, tais como Kandelia candel (L.) Druce e Bruguiera gymnorhiza (L.)
Lam., sendo R. mangle ainda pouco estudada em nivel molecular.

Desta forma, este estudo avaliara o desempenho fotossintético de R. mangle em
dois bosques com salinidades distintas além de relacionar esse desempenho com a
dominéncia no bosque adulto. Além disso, genes relacionados a fotossintese serdo
avaliados com o intuito de obter respostas sobre a influéncia da salinidade na expressédo
génica. A compreensdo desta etapa no processo de producdo primaria esta na anélise das
diferencgas observadas para a espécie R. mangle em relacdo ao rendimento fotossintético
e transporte de elétrons (Lopes, 2014). Consequentemente, 0 presente estudo visa
responder as seguintes questdes: Como a salinidade influencia a producdo primaria nas
espécies de mangue? Como a expressao dos genes atua nos mecanismos de tolerancia a
salinidade? Para avaliar a influéncia do sal na producdo primaria destas halofitas,
estabelecemos como hipdtese de trabalho que aumento nos niveis de expressdo de genes
relacionados com os processos fotoquimicos e bioguimicos da fotossintese, defesa
antioxidante e transporte de Na* sdo responsaveis pela estabilidade do rendimento
fotossintético de R. mangle em condic¢des de maior salinidade.

1. OBJETIVO GERAL

Relacionar a eficiéncia fotossintética e a expressdo génica de Rhizophora
mangle L. com a diferenca de salinidade entre bosques situados no estuério inferior e

superior do Rio Sdo Mateus.

I1.1. Objetivos Especificos
Caracterizar a estrutura vegetal das areas selecionadas e relaciona-la com os

resultados de desempenho fotossintético de R. mangle.
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Estimar a fluorescéncia da clorofila a para R. mangle em condi¢des similares de
inundag&o e contrastantes de salinidade.

Determinar a assimilagéo de carbono para R. mangle em condicdes similares de
inundacdo e contrastante de salinidade.

Analisar a influéncia da salinidade na expressdo génica de individuos de R.

mangle.

Esta tese foi dividida em quatro capitulos que serdo abordados conforme exposto

abaixo.

O capitulo 1 - Caracterizacao estrutural da vegetacdo em duas areas de manguezal
sob salinidade distinta, faz uma sintese da area de estudo, exibindo as caracteristicas
abiodticas como temperatura, precipitacdo e salinidade, além da composicéo estrutural da
vegetacdo. Servird como base para as discussdes sobre a influéncia do sal no processo

de producéo primaria.

O capitulo 2 — Fluxo de elétrons na espécie de mangue Rhizophora mangle L.
crescendo em condi¢bes de campo sob distintas de salinidade, corresponde a
descricdo das diferencas estruturais e funcionais do fotossistema Il, por meio das
analises da fluorescéncia da clorofila a referentes as quatro amostragens (abril e
setembro de 2016 e marco e setembro de 2017). Contribuira para analise da influéncia
do sal no comportamento fisioldgico em plantas de R. mangle observado nas areas de

estudo.

O capitulo 3 - Trocas gasosas em plantas jovens de Rhizophora mangle (l.) sob
diferente salinidade em condic¢des de campo busca identificar as diferencas nas trocas
gasosas sob condicfes de salinidade distintas e correlacionar o indice de clorofilas em

L. racemosa e R. mangle para com a produtividade observada.

O capitulo 4 - Analises fotossintéticas e expressdo de genes em plantas de
Rhizophora mangle |. que crescem sob condi¢cbes de campo proporcionam
compreensdes sobre adaptacgdes ao sal aborda as primeiras etapas para as analises de
expressao génica em individuos de R. mangle. Neste capitulo é avaliado a expressao de

genes alvos, relacionados com o processo fotossintético, defesa oxidante e transporte de
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Na*, relacionado o aumento de suas expressdes com melhoria na performance

fotossintética.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA VEGETACAO EM DUAS AREAS DE
MANGUEZAL SOB SALINIDADE DISTINTA

RESUMO

Este capitulo tem como objetivo determinar a estrutura vegetal de duas florestas de
mangue, situados no estuario do Rio Sdo Mateus, sujeitos a salinidades contrastantes.
Trés possiveis locais de interesse foram selecionados ao longo do estuario do Rio Sé&o
Mateus, contudo, foram definidos para estudo os dois extremos de distribui¢do do
manguezal no Rio Sdo Mateus. Nestas florestas foram avaliadas as condicbes de
inundacdo por meio de sensores de nivel da dgua que foram deixados em campo por um
periodo de 49 horas e outro de 25 horas. A salinidade da agua do solo foi determinada a
partir de trés réplicas mensalmente durante os anos de 2016 e 2017 em cada &rea de
estudo. A area LS e HS ndo diferiram entre si com relacdo a amplitude do nivel médio
da agua, bem como néo ocorre variagdo com relacdo ao tempo em que elas permanecem
inundadas (aproximadamente cinco e seis horas, respectivamente). Apesar de todas as
oscilacbes observadas nos valores mensais da salinidade, a area HS sempre registrou o0s
maiores valores quando comparada com a &rea LS no mesmo més. O local de maior
salinidade (HS) apresentou a menor densidade de troncos por hectare e, portanto, maior
area basal, assim como os maiores valores médios de DAP e altura. A &rea LS registrou
a maior densidade de individuo e menor contribuicdo de troncos por hectare.
Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa estdo presentes nas duas areas de estudo
(HS e LS) e Avicennia germinans, apenas na area LS. A floresta de mangue da area LS
trata-se de uma &rea onde estdo ocorrendo novos estagios de colonizacdo, devido ao
processo natural de substituicdo de individuos maduros por individuos jovens. O bosque
na area mais salina (HS) foi caracterizado como apresentando maior grau de
desenvolvimento e dominado por R. mangle de grande porte. Apesar de ser uma espécie
que coloniza area com menor salinidade, individuos de R. mangle tiveram pouca
representatividade na area LS. Com isso estudos fisiologicos e moleculares podem
contribuir para o entendimento desse processo, ja que parametros ecoldgicos sozinhos
ndo sdo suficientes.

Palavras-chaves: Estresse abidticos; Tempo de inundacdo; Precipitacdo

1.1 INTRODUGCAO

O ecossistema manguezal ocupa uma ampla faixa latitudinal e ocorre ao longo
de toda regido tropical e subtropical e nas zonas costeiras temperadas de clima quente e
umido (Soares et al., 2015). Influenciado pela variacdo das marés, é caracterizado por
solos inundados, hipoxicos e salinos (Dangremond et al., 2015). As respostas

fisiolégicas aos gradientes de salinidade variam entre as espécies de mangue e podem
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afetar suas distribuicGes espaciais e abundancias de individuos (Ball, 1988, 2002;
Krauss et al., 2008).

Com o aumento da salinidade as espécies de mangue tendem a maximizar a
eficiéncia do uso da agua, considerada uma das mais taxas mais altas de todas as plantas
Cs. No entanto, menores indices de evaporagdo limitam o ganho de carbono e isto afeta
negativamente o crescimento do individuo e, consequentemente, de todo o bosque (Ball
et al., 1988; Ball and Pidsley, 1995). Desta forma, como o desenvolvimento da planta
representa a eficiéncia fotossintética, espera-se que qualquer alteracdo da salinidade
sobre este processo seja refletida na aquisicdo de biomassa do individuo (Takemura et
al., 2000).

Caracteristicas estruturais e funcionais da floresta, como a altura do dossel,
densidade de arvores, acumulo e exportacdo de biomassa também podem ser
influenciadas por fatores climaticos que provocam mudancas no regime de chuvas e
induzem alteracOes no input de nutrientes (Smith, 1992).

De tal modo, a caracterizagdo estrutural dos manguezais constitui uma valiosa
ferramenta no que concerne a resposta desse ecossistema as condi¢fes ambientais
locais, assim como podem ser indicadores dos processos de alteracBes do meio
ambiente, auxiliando nos estudos e nas a¢fes que promovam a conservagdo (Soares,
1999).

Este capitulo tem como objetivo determinar a estrutura vegetal de duas florestas
de mangue, situados no estuario do Rio Sdo Mateus, sujeitos a salinidades contrastantes.
A partir dos resultados obtidos da caracterizagdo da vegetacdo iremos buscar
ferramentas fisioldgicas e moleculares que poderdo explicar como as diferencas nos
processos fotossintéticos estdo refletidos no dominio em area basal de uma das espécies

observadas no bosque adulto.

1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado em Concei¢ao da Barra (18°35°36”° S; 39°43°56”° W),
Norte do Espirito Santo, em duas florestas de franja no manguezal do Rio Sdo Mateus
localizados no estuario inferior e superior (Figura 1.1). A area HS localiza-se a 2,8 km
da foz do rio, e apresenta maior salinidade (18.8 — 36.5). A area LS, que esta situada 7,5
km a montante da foz, possui menor salinidade (9.4 — 25.7). Ambos 0s pontos de coletas
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estdo situados em areas com condicdo de inundacgdo similar, sendo a salinidade, neste

estudo, o par@metro varidvel a ser analisado.

1.2.1.1 Definicéo da Area de Estudo

Previamente para a selecdo das areas de estudo, trés possiveis locais de interesse
foram selecionados ao longo do estudrio do Rio S8 Mateus. Nestas florestas foram
avaliadas as condi¢des de inundacdo por meio de sensores de nivel da &gua Onset
HOBO U20 (todo o detalhamento do processo é apresentado em Frequéncia de
Inundacdo, a seguir). Esta etapa teve como objetivo encontrar areas que apresentassem
as mesmas condi¢cBes de inundagdo. Com este objetivo também foi incluido nesta
analise uma area intermediaria, situada entre Pontal do Sul e Barreiras. Na figura 1.1

esta area esta localizada no manguezal situado entre as areas HS e LS.
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Figura 1.1. Localizacdo geografica do municipio de Conceicdo da Barra e do Manguezal
situado no estuério do rio S8 Mateus com as areas de estudo denominadas HS — Pontal do Sul
e LS — Barreiras. Ponto vermelho indica area intermediaria para defini¢do da &rea de estudo.

Na avaliacdo dos resultados de inundacdo e de salinidade, as trés regides
possuem condic¢des similares de duracdo e frequéncia de inundacdo. Entretanto, em
relacdo a salinidade, Pontal do Sul registrou dados similares quando comparado com o

local intermediario no estuario e maior intervalo entre os teores minimos € maximos
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quando relacionado com a porcdo a montante. Desta forma, foram definidos os dois

extremos de distribuicdo do manguezal no Rio Sdo Mateus.

1.2.2 Caracterizagdo do Clima

O norte do Espirito Santo apresenta classificacdo climatica de Koppen Aw,
tratando-se de clima tropical Umido com inverno seco, e também corresponde a
Planicies Costeiras de até 500 metros de altitude e precipitacdo anual entre 1.000 a
1.400 mm (Alvares et al., 2014). A regido onde estdo inseridas as areas de estudo,
regido tropical, é caracterizada por um periodo seco (abril a setembro) e periodo
chuvoso (outubro a margo). Assim como é verificada média anual de precipitacdo de
1311 mm, com déficit hidrico anual de 70 mm, distribuido ao longo do periodo entre
abril a agosto e no més de fevereiro (Nobrega et al. 2010).

Os dados referentes a caracterizacdo do clima, como temperaturas minimas e
maxima, além da precipitacdo mensal foram coletadas da estacdo meteoroldgica
presente no municipio de Sdo Mateus e cedidos pelo Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER).

1.2.3 Caracterizagdo do Tempo de Inundacéo das Areas de Estudo

Para averiguar a condicdo de inundacdo, em cada area de estudo foi implantado
sensor de nivel da 4gua (HOBO® U20 Titanium Water Level Logger) que coleta
informacdes sobre a pressdo absoluta local e permite a conversdo dos resultados em
nivel de &gua (m). Foram realizadas duas amostragens, a primeira em outubro de 2015
(1) e outra em marco de 2016 (2).

Na primeira amostragem, os sensores foram deixados por um periodo de 49
horas em campo, onde foram registradas as varia¢des do nivel da agua desde o final da
maré de quadratura e inicio da maré de sizigia. Na amostragem de marco (2016), os
sensores permaneceram 25 horas em campo obtendo-se registros das variacdes do nivel
da agua apenas no ciclo da maré de sizigia. Os sensores foram programados para obter
os dados em intervalos de sessenta minutos, sendo iniciadas e finalizadas as 11:00
horas.

A érea de Pontal do Sul apresenta maior variacdo na declividade ao longo da
floresta o que levou a implantacdo dos sensores na porcao frontal do manguezal sendo
denominada de frente (PSFr) em contato direto com o rio e de fundo (PSFd), proximo

ao corddo arenoso da restinga.
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Para esta avaliacdo preliminar da amplitude e tempo de inundacéo selecionou-se
a mare de sizigia de maior amplitude prevista naquele registro mensal com base nos
dados divulgados pela DHN tendo como base o marégrafo instalado na Barra do Riacho
no Municipio de Aracruz (www.marmil.br). Posteriormente, sera definida a amplitude e
frequéncia de inundacéo nas areas apenas em situacdes de maré de quadratura.

Para processamento dos dados registrados pelo sensor de inundacdo foi
considerada densidade do fluido para agua salobra (1.010,000 kg/m3) e como parametro
para compensacao barométrica o nivel do mar. Apos o registro de dados de presséo pelo
sensor, 0 equipamento permite a conversdo dos dados de pressdo em nivel da agua,

mecanismo executado pelo programa Hoboware®.

1.2.4 Caracterizacgao das Florestas
1.2.4.1 Estrutura da Vegetacao

O método empregado para descrever as florestas denominadas de area HS
(maior salinidade) e LS (menor salinidade) baseou-se em Schaeffer-Novelli and Cintron
(1986). O tamanho de cada parcela foi definido de modo a garantir a representatividade
dos pontos amostrais, isto €, acima de 30 individuos adultos (maior que 100 cm de
altura). Nas areas HS e LS, o tamanho das parcelas foi distintos sendo de 400 m2 e 100
m2, respectivamente. A caracterizacao estrutural foi realizada no ano de 2013. Os dados
de diametro e altura sdo utilizados para determinar o desenvolvimento da estrutura da
floresta, além de permitir comparacdes entre diferentes florestas.

A construcdo da tabela de distribuicdo dos individuos por classes de DAP foi
feita a partir da selecdo do nimero de grupos de classes e da obtencdo de um intervalo
de classes entre cada grupo.

A selecdo do numero de classes foi obtida a partir da regra préatica de Sturges:

K =1+33xlogn

Onde,
K = ndmero de classes; e

n= numero total de trocos observados.

No entanto, o nimero de classes obtidas é apenas uma ideia. Esse nimero pode variar,
de acordo com o intervalo de classe a ser estabelecido, assim, usa-se nimero de classes

abaixo de 5 e acima de 15.
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A Selecdo do intervalo de classes foi feita por meio da seguinte formula:

AT
numeros de classes

Intervalo de classes =

Onde,
AT = amplitude total, que é o maior valor de DAP subtraido do seu menor valor.

1.2.4.2 Salinidade

A salinidade da agua do solo foi determinada a partir de trés réplicas
mensalmente durante os anos de 2016 e 2017 em cada &rea de estudo. As coletas da
salinidade foram sempre no mesmo dia para ambas as areas, em cada més.

Para amostragem da &gua intersticial foram feitos trés orificios no sedimento
com aproximadamente 30 cm de profundidade e neles foram inseridos canos de cloreto
de polivinila (PVC) para determinar a amostragem sempre no mesmo ponto e sem
provocar tantas alteracdes no sedimento que possam comprometer os dados. Os canos
contem 50 cm de comprimento e 5 cm de didametro e tiveram 20 cm de sua base
perfurados em toda sua volta sendo o fundo, em contato com o sedimento, vedado com
tampa de PVC. A porcdo superior, aflora no sedimento, sendo fechada com tampa de
PVC para evitar a entrada de dgua da chuva. Esses locais de amostragem permitem o
registro da salinidade com maior periodicidade e menor custo.

O registro da salinidade é realizado com a abertura da tampa superior e coleta da
agua armazenada no interior do cano de PVC, sempre que houver liquido. Apés a coleta
da agua, a leitura da condutividade foi feita com um medidor portatil modelo HQ40D
(HACH Company). Desta forma, obteve-se os valores médios mensal, além dos valores
minimos e maximos de salinidade para cada area de estudo.

Valores de salinidade obtidos no ano de 2013 (Lopes, 2014) foram utilizados

para comparacdes com os valores de sal obtidos no presente.

1.2.5 Andlise Estatistica

Para avaliar se houve diferenca entre médias do nivel da agua, pardmetros
estruturais e salinidade entre &reas, foi realizado a anélise de varidancia ANOVA (One
Way), seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05). Diferencas entre salinidade nos anos
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2013 e 2016 foi obtido a partir do teste de medianas Kruskal-Wallis. O programa
estatistico utilizado foi o Past.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Caracterizagdo do Clima

Os valores das temperaturas minimas e maxima séo apresentas na figura 1.2. As
temperaturas minimas se elevaram entre 2015 e 2016, contudo em 2017 houve reducéo
das temperaturas minimas entre os meses de julho a setembro, chegando a 16 °C em
agosto (Figura 1.2A). As temperaturas maximas foram bastante elevadas em 2016,
exceto setembro a dezembro de 2015, até mesmo quando comparado com a média
acumulada entre os anos de 2006-2014 (Figura 1.2B). O ano de 2017 manteve-se muito
préxima a média 2006-2017, exceto 0os meses entre julho e setembro que registraram
valores méximos de temperatura entre 25 e 26 °C.

Os dados mais recentes, mostrando a precipitacdo mensal observada nos anos de
2015, 2016 e 2017 e entre as médias de nove anos (2006-2014), sdo exibidas na figura
1.3.

No intervalo de nove anos a precipitacdo média entre 0s meses mais secos, maio
a setembro, foi de 47,47 mm. Os meses de maior precipitagdo corresponderam de
outubro a abril, sendo a média de precipitacdo dentro deste intervalo de 138,78 mm,
destacando o més de novembro.

O ano de 2015 comparado aos nove ano anos anteriores, se caracterizou por
apresentar maior precipitacdo exatamente no periodo considerada para a regido como
sendo a ocasido de déficit hidrico e as baixas precipitacdes neste ano ocorreram nos
meses mais chuvoso. Neste ano, no final do verdo e inicio do outono (janeiro a abril) e,
posteriormente, entre outubro a dezembro, a média da precipitacio mensal nestes
intervalos foi de 50,4 mm, com reducdo em 63,6% quando comparada com os valores
médio registrados para 0s mesmos meses na séria de 2006 a 2014. Entre os meses de
maio a setembro ocorreu aumento de 41,36% da precipitacdo, comparada aos noves
anos anteriores. No entanto, setembro registrou a menor precipitagdo do ano, que seguiu

muito baixa até o final do ano de 2015.
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Figura 1.2. Temperaturas mensais no municipio de Sdo Mateus série temporal de nove anos e
para os anos de 2015 a 2017. (A) Temperatura minima (°C) e (B) Temperatura maxima (°C).
Fonte: Incaper. * Janeiro e Fevereiro de 2017 dados faltantes.

O ano de 2016 iniciou com precipitacdo acima daquela registrada para o
intervalo de 2006 a 2014 e também para 0 ano anterior no més de janeiro. Contudo
devido a baixa precipitacdo dos meses subsequentes, em especial o de fevereiro, a
média de chuva para o periodo de janeiro a abril foi de 70 mm, tornando-se similar ao
mesmo periodo de 2015 e abaixo da registrada para a série temporal de nove anos. Em
2016, meses de maio a setembro apresentaram baixa precipitacdo (média de 27,76 mm)
sendo 65,71% menor que 0s mesmos meses do ano anterior. O Gltimo trimestre de 2016
registrou as maiores precipitacbes com media de 108 mm, sendo novembro o més mais

chuvoso, estas precipitagdes foram 70,12% mais elevadas que em 2015, porém mesmo
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assim com valores inferiores aqueles registrados como a precipitacdo média para o

mesmo periodo na série de nove anos anteriores (média de 172 mm).
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* Jan e Fev de 2017 - dados faltantes

Figura 1.3. Dados da precipitacdo mensal observada no municipio de S&o Mateus (mm) para
série de noves anos (2006 -2014) e para os anos de 2015 a 2017. Fonte: Incaper.

Nos dados disponibilizados pelo INCAPER para esta analise ndo foi reportado
os dados para janeiro e fevereiro de 2017, contudo, neste ano, somente os meses de
marco e abril registraram maior média de precipitacdo (79 mm) quando o periodo é
comparado com os registros para os dois anos anteriores. Similar ao ocorrido em 2015,
0S meses entre maio a setembro foram bastante chuvosos (média de 87,5 mm)
destacando-se 0s meses de maio e setembro. A precipitacdo observada no més de
setembro em 2017 foi acima daquelas registradas nos anos anteriores, sendo 95,05 % a
mais de chuva neste més do que a registrada no ano de 2015.

1.3.2 Caracterizagdo do Tempo de Inundagédo
A partir da tabela 1.1 é possivel observar que existem diferencas entre a margem
da floresta na area (PSFr) em relacéo as outras estacdes averiguadas no que diz respeito

a amplitude da inundacéo.
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Em PSFr, tanto na primeira quanto na segunda amostragem, houve registro dos
maiores valores em nivel da dgua, minimo e méximo, sendo que os valores maximos
chegaram a ultrapassar 1,3 m. A area de fundo de Pontal do Sul (PSFd, area HS) e a
area da Barreiras (area LS) ndo diferiram entre si com relacdo a amplitude do nivel
médio da agua, em ambas amostragens. Considerando as areas selecionadas para as
coletas, a &rea LS (Barreiras) registrou o menor valor do nivel da agua, isto é -0,036 m,
e o maior valor, 0,827 m foi registrado na area HS para o ponto PSFd. Os dados médios
foram obtidos com base em todas observacdes realizadas pelos sensores.

A primeira amostragem foi iniciada no final da maré de quadratura, com
amplitude de maré um pouco menor que da maré de sizigia. J& a segunda amostragem
os registros foram feitos apenas em maré de sizigia, registrando os maiores valores de
nivel da dgua em todas as areas. Apesar disso, ndo houve diferencas entre essas areas

conforme os resultados de comparacéo do teste de Tukey (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Valores minimo, maximo e médio da variacdo do nivel da &gua em metros para as
areas: HS: PSFr e PSFBc; LS nos anos de 2015 e 2016.

Nivel da Agua (m)

Areas Ano — - -
Minimo Maximo Média

PSFr 2015 0,098 1,3 0,415° (+ 0,05)
HS

PSFd 2015 -0,031 0,557 0,078° (+ 0,02)
LS 2015 -0,036 0,307 0,024° (+0,01)

PSFr2 2016 -0,02 1,337 0,371° (+0,09)
HS

PSFd2 2016 -0,019 0,827 0,161° (+0,05)
LS 2016  -0,028 0,551 0,093 (+0,03)

Valores na coluna, acompanhados de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05).

A figura 1.4 descreve a variagdo do nivel da agua ao longo de 49 horas,
amostragem 1 (2015), e de 25 horas, amostragem 2 (2016). Na figura é possivel

observar que entre as areas PSFBc (area HS) e LS ndo ocorre variacdo com relagdo ao
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tempo em que elas permanecem inundadas (aproximadamente 6 e 5 horas,

respectivamente).
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Figura 1.4. Variagdo do nivel da 4gua em metros ao longo de 49 horas para o ano de 2015 (A),
primeira amostragem e 25 horas (B) para o ano de 2016 (amostragem 2). Legenda:
BAl (LS) ==——psFd1 ——rpsFrr1(HS)

1.3.3 Caracterizacgdo da Floresta
1.3.3.1 Estresse Abiotico

A salinidade registrada entre os meses de amostragens nos anos de 2016 e 2017,
nas areas HS e LS, esta exposta na Tabela 1.2. Houve aumento nos dados de salinidade

para as duas areas nos meses de agosto e setembro.
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Tabela 1.2. Dados mensais de salinidade monitorados entre abril de 2016 a setembro de
2017 nas éareas LS (menor salinidade) e HS (maior salinidade). Os dados sdo
apresentados como valores minimo, maximo e média (n = 4). As diferencas
significativas (p < 0,05) entre areas sdo destacadas por (*), dados em negrito
correspondem aos meses de amostragens da fluorescéncia e trocas gasosas.

LS/2016 HS/2016 LS/2017 HS/2017
Areas/Amostragem Min. Max. Média Min Max. Média Min. Max. Média Min. Max. Média
JAN - - - - - - 54 15,2 10,6 8,2 27 14,6
FEV - - - - - - 7,7 15,6 12,2 18,4 23,6 21,9*
MAR (Rh4) - - - - - - 73 11,3 9,4 17,7 20 18,8*%
ABR (Rh1) 17,2 18,2 17,8 30,3 31,3 30,8 10,1 16,2 13,2 21,2 24,6 23*
MAI 18,4 18,9 18,6 30,1 31,2 30,7 8 9,2 8,5 17,8 19,8 18,5*
JUN 17,8 18,5 18,1 28,6 28,9 28,8* 9,9 11,5 10,8 17,3 23,6 19,4*
JuL 12,5 17,8 15,3 23,3 28,2 26,8* 15,1 22,1 20 25,7 33,5 30*
AGO 24,4 24,9 24,6 27,4 32,4 29,7* 21,3 26,4 24,9 26,7 32,8 29,8
SET (Rh2 e Rh3) 23,9 27 25,5 34,5 38,6 36,5% 24,6 26,6 25,7 29 37 31,7%
ouT 22,8 28,5 25,3 32,3 36,4 34,2% - - - - - -
NOV 3,2 6,8 51 9,5 13,7 12* - - - - - -
DEZ 1,6 5,9 3,8 11,6 15,7 13,3* - - - - - -

No ano de 2016, a salinidade manteve-se elevada em praticamente todos os
meses de amostragem (Tabela 1.2). O més de setembro registrou 0 maior valor médio
de salinidade, para a area LS (25,5) e em HS (36,5). Dos meses amostrados neste ano, a
salinidade s6 diminuiu nos dois meses finais, destacando-se o més de novembro que
registrou a menor salinidade média em ambas as areas (12,0 e 5,1 de salinidade,
respectivamente, HS e LS). Em 2017 a salinidade média foi mais variavel entre os
meses de janeiro a junho, mas se mantendo inferiores que aquelas registradas no ano
anterior para 0 mesmo periodo. No entanto, em julho deste ano, a salinidade aumentou
em ambas as areas e se conservou elevada até o final da amostragem, em setembro. A
menor salinidade média, em 2017, na area HS foi registrada no més de janeiro (14,6) e
na area LS em maio (8,5 psu), a maior salinidade foi observada em setembro, isto &,
31,7 psu (HS) e 25,7 psu (LS). Apesar de todas as oscilagcdes observadas nos valores
mensais da salinidade, a &rea HS sempre registrou os maiores valores quando
comparada com a LS no mesmo més, independente do ano.

Utilizando dados pretéritos de 2013 com aqueles coletados em 2016 (presente
estudo), as salinidades entre as areas HS e LS quando comparadas ano a ano
apresentaram diferencgas significativas (Figura 1.5). Na figura 5 também é possivel
observar que, comparado ao ano de 2013, a area LS mesmo exibindo aumento nos
registros de salinidade, estes ainda ndo sdo comparaveis com aqueles que foram

observados durante o0 ano de 2013 na area HS.
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Figura 1.5. Dados de valores das medianas das salinidades das areas de estudo (HS e LS) com

base nas coletas dos anos 2013 e 2016. Letras diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p
<0,05).
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1.3.3.2 Estrutura da Vegetacao
As caracteristicas estruturais da floresta (densidade, area basal e altura), a
composicdo de espécies da vegetacdo, bem como, abundancia relativa entre elas sdo

distintas para as duas areas de estudo (Tabelas 1.3 e 1.4).

Tabela 1.3. Valores de salinidade (minima e méxima) e parametros estruturais contendo
densidade de troncos (ha), area basal média (m?.ha*), DAP médio (cm), altura (m) com desvio
padrdo para as florestas de Pontal do Sul (HS) e Barreiras (LS).

Area Salinidade Densidade  Area Basal DAP Altura
(tr.ha) (m2.ha) (cm) (m)

Minima Maxima

HS 20 30 1075° 25,032 17,222 11,52
15,58
LS 5 15 4700° 18,96° 7,16° 4,11°
+1,86

O local de maior salinidade (HS) apresentou a menor densidade de troncos por
hectare e, portanto, maior area basal, assim como os maiores valores médios de DAP e
altura (Tabela 1.3). A area de menor salinidade (LS) registrou a maior densidade de

individuo e menor contribuigdo de troncos por hectare.
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R. mangle, L. racemosa estdo presentes nas duas areas de estudo (HS e LS) e
Avicennia germinans, apenas na area LS. Na &rea HS, R. mangle foi a espécie
dominante, contribuindo com 99,84% da &rea basal total do bosque. J& na area LS, a
contribuicdo em area basal foi mais diversificada, sendo a dominancia distribuida entre
A. germinans e L. racemosa (Tabela 1.4). Nas duas areas, HS e LS, a contribuicdo de

area basal morta foi nula.

Tabela 1.4. Parametros estruturais representando a dominancia de area basal por espécie (%)
para as florestas de Pontal do Sul (HS) e Barreiras (LS).

Area Dominancia em area basal (%)

R. mangle L.racemosa A. germinans

HS 99,84 0,15 0

LS 6,62 58,61 34,76

A figura 1.6 apresenta a relacdo da distribuicdo em percentagem de individuos
por intervalo de classe de DAP, nas duas areas de estudo. Na figura 1.7A é possivel
observar a maior distribui¢do de individuos nas classes de DAP acima de 10 cm, isto &,
registrando 65% dos individuos adultos na floresta, todos representados por R. mangle.
A contribuicdo em torno de 21% ocorreu para o intervalo de 0,7 cm até 5,7 cm, sendo 0s
individuos de L. racemosa aqueles mais representativos. Destaca-se que a espécie s
apresentou individuos neste intervalo de diametro no bosque. Na figura 1.7B, observa-
se a maior ocorréncia de individuos nos primeiros intervalos de DAP, com dominio em
78,2% das observacGes para o bosque. Destes, 53% individuos sdo da espécie L.
racemosa, 23% de R. mangle e apenas 2% dos individuos neste intervalo correspondem
a A. germinans. Esta distribuicdo de frequéncia de diametros por classe de intervalos
possibilitou a observacdo de lacunas no ingresso de individuos com auséncia de arvores
no porte de 12,1 até 19,5 cm. Acima deste intervalo registra-se a ocorréncia de um Unico
individuo de L. racemosa na faixa de didmetro entre 19,6 a 23,2 cm e dois individuos

mais maduros acima de 27,0 cm de didmetro de A. germinas e de L. racemosa.
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Figura 1.6. Distribuicdo de individuos por classes de DAP. A) Pontal do Sul (HS). B) Barreiras

(LS). Legenda:

1.4 DISCUSSAO

Av (A. germinans) ®Le (L. racemosa) ®Rh(R. mangle).

Estudos com pléantulas de mangue da familia Rhizophoraceae (Rhizophora

mucronata Lam), mostraram que estas tiveram o melhor desempenho em inundagéo

moderada (isto é, entre 3 a 9 h), onde foi observado o méaximo desempenho

fotossintético, além do maior acimulo de biomassa e producdo foliar (Hoppe-Speer et

al.,, 2011). Em outro trabalho, Krauss et al. (2006) identificaram que duracdo da

inundacéo de até 4622 hora/ano, aproximadamente 6 h por dia, ndo alterou a producgao
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de biomassa total em individuos de L. racemosa e R. mangle. Assim, o intervalo de
tempo de inundagdo observado nas reas de estudo se enquadra dentro daquele definido
em outros trabalhos e que corresponde as melhores condicGes de inundacdo, permitindo
melhor desempenho fotossintético para as espécies. Assim, podemos definir que as
areas escolhidas para estudo, especificamente fundo de HS (PSFBc) e LS, séo
apropriadas para a conducdo dos experimentos in situ que tem como objetivo avaliar a
influéncia do sal na expressdo génica e na eficiéncia fotossintética. Desta forma,
partimos do pressuposto de que estd ocorrendo homogeneidade na variavel inundacéo e
consideramos a salinidade como a variavel de interesse para as areas de estudo.

Os resultados de estrutura observados caracterizam a area HS como aquela que
possui 0 maior desenvolvimento estrutural. Silva et al. (2005) identificaram, que no
estuario inferior do Rio Sdo Mateus, o desenvolvimento estrutural da vegetacdo das
florestas de mangue era menor que daqueles localizados no estuario médio.

As espécies R. mangle e L. racemosa foram encontradas nas duas areas, no
entanto A. germinans s6 foi observada na area mais a montante do rio. Esta Ultima
espécie, no Brasil, tende a ser menos tolerante a valores mais elevados de cloro e sodio,
e é normalmente encontrada em ambientes com menor salinidade nas florestas de
manguezal na linha de costa brasileira (Tognella, comunicacdo pessoal). Resultados
similares de distribuicdo e de contribuicdo em area basal foram observados por Silva et
al. (2005) para os manguezais localizados no estuario inferior e superior do rio S&do
Mateus, respectivamente. Sendo registrado dominancia de R. mangle na area HS e
codominancia de L. racemosa e A. germinans na area LS. Nas duas areas, HS e LS, a
contribuicdo de area basal morta foi nula, sendo um indicativo de que ndo h& maiores
tensores sobre as florestas.

Os resultados da estrutura e sua analise por classes de diametro permitem avaliar
0s processos ecoldgicos que estdo envolvidos na colonizacdo da floresta (Tognella De
Rosa et al., 2008). O objetivo desta analise é reconhecer a distribuicdo das espécies por
didmetros e interpretar como se deu o processo de colonizacdo de cada floresta. Este
diagndstico é importante para a interpretacdo dos resultados de assimilagéo de carbono e
de emissBes de fluorescéncia por espécie. Em relacdo a floresta de mangue da &rea LS,
as analises da estrutura deixam claro que se trata de uma area onde estdo ocorrendo
novos estagios de colonizacdo, devido ao processo natural de substituicdo de individuos

maduros por individuos jovens. Uma vez que ocorre a senescéncia da populagdo hé o
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surgimento de clareiras que vao permitir o ingresso de novos individuos, processo
também observado por Soares (1999) em bosques de mangue na Lagoa da Tijuca.

O bosque na &rea mais salina (HS) foi caracterizado como apresentando maior
grau de desenvolvimento e, praticamente, dominado por R. mangle com arvores de
grande porte, com boa representatividade ao longo dos diferentes didmetros observados.
L. racemosa foi uma espécie pouco representativa na composi¢do da estrutura da
floresta. O bosque na area de menor salinidade (LS) foi caracterizado como mais jovem
apesar de ter individuos mais desenvolvidos. Esta estrutura da comunidade se destaca
pela presenca de poucas arvores de grande porte e presenca marcante de individuos de
médio porte de L. racemosa. A presenca de individuos de A. germinans nessa area
corrobora a distin¢do de salinidade existente entre as areas HS e LS, uma vez que,
mesmo o género sendo considerado um dos mais tolerantes a salinidade (Jimenez et al.,
1985), a espécie apresenta melhor desenvolvimento e, normalmente, so é encontrada em
ambientes com salinidades mais baixas (Cintron and Schaffer-Novelli, 1992). Em
ambas areas, ocorre a presenca de individuos de R. mangle e L. racemosa menores que
um metro de altura, que ndo foram contabilizados devido a metodologia classica de
avaliacdo da estrutura da floresta de manguezal (Schaeffer-Novelli and Cintron, 1986).
Por outro lado, nas observacGes em campo, registra-se a ocorréncia de um numero alto
de individuos que estdo sendo estudados nas analises fisioldgicas (fotoquimica e
bioquimica) e, posteriormente, nas analises de expressdo génica nos individuos de R.
mangle.

A regido onde se encontra a area de estudo, assim como outras adjacentes,
enfrentou um periodo de estiagem prolongado que tem diminuido a vazdo do rio Séo
Mateus possibilitando a maior influéncia da maré no seu estuario e, consequentemente,

0 aumento da salinidade que ja esta elevada.

1.5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ser uma espécie que coloniza area com menor salinidade, individuos
de R. mangle tiveram pouca representatividade na area LS. Com isso estudos
fisioldgicos e moleculares podem contribuir para o entendimento desse processo, ja que
pardmetros ecologicos sozinhos ndo sdo suficientes. O que permitird interpretar o
funcionamento da espécie em condigdes salinas diferentes e contribuir para o

entendimento do étimo fisioldgico e ecoldgico das mesmas.
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CAPITULO 2

Fluxo de elétrons na espécie de mangue Rhizophora mangle L. crescendo em

condic¢des de campo sob distintas de salinidade

RESUMO

Rhizophora mangle constitui uma espécie de grande importancia ecoldgica para o
ecossistema manguezal e o estudo das suas estratégias fisioldgicas para crescer e se
desenvolver em um ambiente extremo é de grande interesse. Assim, 0 presente estudo
teve como objetivo avaliar a eficiéncia fotossintética, pela técnica de analise da
fluorescéncia da clorofila a em individuos jovens de R. mangle crescendo em condigdes
similares de inundacéo e contrastante de salinidade no Estuario do Rio S&o Mateus. Os
valores da salinidade apresentaram diferenca entre as areas em todas as amostragens
sendo sempre maior em HS. Valores da Banda L, fase IP e indice de desempenho
(PltotaL) foram maiores na area LS. Os parametros da fluorescéncia inicial (Fo),
fluorescéncia méxima (Fm), Ponto J e ETo/RC foram maiores em HS. O estudo foi
realizado em duas florestas de manguezal na area HS de maior salinidade e na area LS
de menor salinidade, conduzidos em abril e setembro de 2016 e mar¢o e setembro de
2017. Plantas de R. mangle apresentam mecanismos para tolerar o aumento da
salinidade, uma vez que as plantas da area HS exibiram mais RCs ativos, maior
atividade fotoquimica, assim como melhor conectividade energética entre as antenas e
0s RCs do FSII e melhor eficiéncia na transferéncia de elétrons entre o CEO e o lado
aceptor do FSII. Contudo, maiores valores de PltoraL e da fase IP nas plantas de LS
indicam melhor eficiéncia da reducdo dos aceptores finais do FSI, que sugere maior
atividade do FSI. A variacdo salina ao longo das estacdes influéncia o transporte de
elétrons em plantas de R. mangle e consequente, prejudicar o desenvolvido estrutural da
floresta adulta.

Palavras-chaves: Fluorescéncia da clorofila a; Teste JIP; Estresse salino

2.1 INTRODUCAO

Fatores externos de estresse, tais como elevada salinidade, podem resultar em
estresse oxidativo com o consequente acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROS), causando inibicdo da fotossintese e danos celulares (Jithesh et al., 2006). Na
maioria das espécies de mangue o crescimento € estimulado por niveis moderados de
salinidade, enquanto niveis extremos ou a auséncia de sal inibem o crescimento e
desenvolvimento das plantas (Ball, 1988; Takemura et al., 2000; Parida et al., 2004).

Deste modo, as plantas evoluiram sofisticada sinalizagcdo e processos metabdlicos em
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resposta ao sal, incluindo o ajustamento da fotossintese e mecanismos de exclusdo do
sal (Tuteja, 2007).

Os manguezais sdo ecossistemas Unicos que crescem na zona intertidal,
distribuidos desde o nivel médio do mar até os locais onde as marés mais extremas de
sizigia atingem (Naidoo, 2010). Seu funcionamento é regido por forcantes ambientais
que exercem uma forte influéncia sobre o balanco do ganho carbono e na forma de
crescimento de espécies de mangue (Barr et al., 2009), sendo a salinidade um dos
principais tensores e regulador fundamental do desenvolvimento e da produtividade das
florestas de mangue (Medina et al., 1990; Sobrado and Ball, 1999; Watzak and Medina,
2018). A espécie de mangue Rhizophora mangle L. eliminam o excesso de sal por um
mecanismo de ultrafiltracdo que ocorre nas membranas das células da raiz (Scholander,
1968). As espécies da familia Rhizophoracea desenvolvem-se melhor em condicdes de
salinidade de até 30 psu (Krauss and Allen, 2003; Parida et al., 2003)

A fluorescéncia da clorofila a tem sido utilizada como uma ferramenta eficaz e
ndo destrutiva para elucidar varios aspectos relacionados ao desempenho fotossintético
em folhas intactas de plantas superiores (Krause and Weis, 1991; Baker and Rosenqvist,
2004). A técnica envolve mensuracdo de parametros que possibilita verificar se existe
reducdo no transporte de elétrons através do fotossistema Il (FSII) (Baker, 2008).
Dentro desta perspectiva, pode-se identificar se a reducdo no transporte de elétrons é
devido aos danos no FSII ou uma estratégia utilizada pelas plantas como forma de criar
efeito fotoprotetor impedindo que ocorra a foto-oxidacdo do FSII (Yordanov et al.,
2000).

Dentro dos parametros utilizados para avaliacdo da reducdo do transporte de
elétrons destaca-se os transientes da fluorescéncia da clorofila a. A fluorescéncia da
clorofila a tipica exibe uma sequéncia de fases a partir do valor da fluorescéncia inicial
(Fo) para a maxima (Fm). Estes transientes sao denominados de ponto O, quando todos
0s centros de reacdo (RC) estdo abertos, J correspondendo a ~2 ms da emisséo de luz, |
ao intervalo de ~30 ms e P que é a etapa igual a Fm quando todos os RC estdo fechados
(Strasser et al., 1995, 2004, 2010). Além disso, analises dos transientes OJIP pelo “teste
JIP” permitem o calculo de uma gama de parametros estruturais e funcionais que
quantificam o comportamento do FSII (Strassser and Strasser 1995; Strasser et al.,
2004; Stirbet and Govindjee, 2011). Varios estudos mostram que plantas cultivaveis
submetidas a tratamentos de estresse como de temperatura e hidrico (Petkova et al.,

2007; Rong-hua et al., 2006; Oukarroum et al., 2009) além de espécies de mangue sob
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estresse salino (Panda et al., 2006, Parida et al., 2003, Hoppe-Speer et al., 2011; Naidoo
et al., 2011) tiveram o rendimento fotossintético negativamente afetado por meio da
reducdo de Fv/Fm e Fm e aumento de Fo. Resultados que apontam como os
componentes do aparato fotossintético podem ser danificados quando submetidos a
algum tensor. Além disso, o estresse salino resultou em diminuicdo na atividade do
Complexo de evolugdo do Oxigénio (CEO) fotossintético e da atividade de transporte
de elétrons no FSII, mas aumento na atividade de transporte de elétrons no FSI em
cianobactérias (Zhang et al., 2010).

A fase O-J (50 us — 2 ms) refere-se aos primeiros 2 ms da curva e corresponde a
fase fotoquimica priméaria da fotossintese, que leva a reducdo do lado aceptor do FllI,
isto é, Qa para Qa” (Strasser et al., 1995; Téth et al., 2007). A etapa J-1, que vai de 2 ms
até 30 ms, corresponde a reducao do pool de plastoquinonas (PQ) (Téth et al., 2007). A
fase I-P (30ms — 300 ms) refere-se as sequéncias dos eventos de reducdo dos aceptores
finais do fotossistema | (FI), desde a transferéncia de elétrons do FSII a partir da
plastoquinona reduzida (PQH-) até os aceptores finais de elétrons do FSI (Yusuf et al.,
2010). Além do mais, a identificacdo do comportamento das bandas K (0,3 ms) e L (0,1
ms) € um fato importante, pois estes parametros sdo bons indicadores dos distarbios
fisiologicos que ocorrem nas plantas antes que os danos visuais sejam manifestados
(Oukarroum et al., 2009). Desta forma, avaliagdes da fluorescéncia da clorofila a podem
indicar alteracfes na producdo da floresta que seriam respostas as modificacGes dos
fatores que condicionam a fotossintese, como aquisicdo de agua, aumento de
temperatura entre outros.

Por ser uma espécie amplamente distribuida, crescendo em uma gama de niveis
de salinidade e por seu processo de exclusdo de sal, R. mangle constitui uma espécie
com grande importancia ecoldgica para o ecossistema manguezal. Desta forma, o estudo
das suas estratégias fisioldgicas para crescer e se desenvolver em um ambiente extremo,
caraterizado por variacdes didrias nas inundacBes e salinidades intersticial, em
decorréncia das marés, altas temperaturas e luminosidade, torna-se importante. Uma vez
gue R. mangle sdo hal6fitas facultativas que crescem tipicamente em areas costeiras
salinas de regides tropicais e subtropicais, embora sejam capazes de crescer bem em
agua doce (Hao et al., 2009). O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia
fotossintética, a partir da técnica de analise da fluorescéncia da clorofila a em plantas
jovens de R. mangle crescendo em condicOes similares de inundacgéo e contrastante de

salinidade no Estuario do Rio Sdo Mateus.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Area de Estudo
Vide capitulo 1

2.2.2 Amostragem

Para as medicOes de fluorescéncia da clorofila a definiu-se um padrdo de
amostragem, que consistiu na quantificacdo dos dados em cinco folhas consideradas
como jovens e estando completamente expandidas, sem indicios de senescéncia. Para
atender a este padréo, foram amostradas as folhas do segundo par a partir do apice para
a base do ramo. Estas réplicas foram obtidas em doze individuos jovens (amostras) com
até dois metros de altura de R. mangle selecionados no interior das florestas.

As coletas foram realizadas em abril e setembro de 2016 (denominadas ao longo
do trabalho como primeira e segunda amostragem, respectivamente) e marco e setembro
de 2017 (denominadas ao longo do trabalho como terceira e quarta amostragem,
respectivamente). Para a identificacdo da espécie em cada area (area HS e LS) por
amostragem definiu-se as seguintes terminologias: Rh1 refere a primeira amostragem e
Rh2 a segunda amostragem, Rh3 a terceira amostragem e Rh4 a quarta amostragem.
Todas as coletas foram realizadas em dias de céu claro e sem nuvens. Cada amostragem
envolveu dois dias de campo, sendo um dia para cada area. Os dados entre as areas
foram obtidos nos mesmos horarios no periodo da manha para padronizar e evitar

variacdo de radiacdo luminosa recebida por cada floresta.

2.2.3 Mensuracao da Fluorescéncia da Clorofila a

As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram obtidas entre 08:00 e 10:00
horas.

Utilizou-se fluorimetro portatil Handy-PEA (Hanstech Instruments Ltd., King’s
Lynn, Norkfolk, UK), conforme descrito por Strasser and Strasser (1995). Previamente
a realizacdo das medidas de fluorescéncia, as folhas foram adaptadas ao escuro por 30
minutos (Falqueto et al., 2008) utilizando-se clipes foliares apropriados (Hansatech
Instruments Ltd.). O objetivo desta pré-adaptacdo é produzir a oxidacdo completa da
cadeia de transporte de elétrons (Maxwell and Johnson, 2000). Apos este periodo de
obscuridade, a amostra foi submetida a um pulso de luz saturante de 3.000 pmol m?s?

(650 nm) e o transiente da fluorescéncia OJIP foi registrado pelo equipamento de 10 ps
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a 1ls. A intensidade de fluorescéncia em 50 p (considerado com Fg), 100 us, 300 ps, 2
ms (Fj), 30 ms (Fi) e fluorescéncia méxima ou Fm foram coletadas e utilizadas para
obter os parametros do teste JIP. Neste estudo, os pardmetros do teste JIP utilizados
foram os fluxos especificos de energia, por centro de reacdo ativos: fluxo de absorcéo
por centro de reacdo (ABS/RC); fluxo de energia capturada por centro de reacao
(TRo/RC); fluxo de energia transportados por centro de reagdo (ETo/RC); e dissipacdo
de calor por centro de reacdo (DIo/RC). Esta avaliagdo € importante porque fornece
informacdes dos fluxos de energia que passam pelo FS Il (Strasser e Strasser, 1995;
Strasser et al., 2004). Também foram analisados os indices de desempenho: conservacao
de energia na reducdo dos aceptores de elétrons do intersistema (Plags) € conservacao
de energia na reducéo dos aceptores finais do FSI (PltoTaL).

Equacdes provenientes de parametros do teste JIP também foram utilizadas para
calcular as bandas L e K, o ponto J e a fase IP (Desotgiu et al., 2013). Banda L: Vok =
(F1oous — Fo)/ (Fsoous — Fo) — Fluorescéncia variavel em 100 ps (transientes normalizados
entre Fo e Fk) (Strasser e Stirbet, 2001). Banda K: Vo; = Vok (Fzoous — Fo)/ (Fams — Fo) -
Fluorescéncia variavel em 300 ps (transientes normalizados entre Fo e F;) (Sristava et
al., 1997). Ponto J = (Fams — Fo)/(Fm — Fo) (Strasser et al 2004). Fase IP: AVip = (Fm —
Fsoms)/(Fm-Fo) (Oukarroum et al., 2009).

Para evidenciar as diferencgas entre cada ponto da curva OP, OK, OJ, Ol e IP,
foram calculados as curvas das diferencas cinéticas do transiente da fluorescéncia, a
partir da dupla normalizac&o entre cada ponto anteriormente citado, isto é, AVop, AVok,
AVo3, AVor AVip. AV ¢ calculado a partir de (AV (controle)) — AV (tratamento)). Para
isso, os dados de R. mangle obtidos a partir de plantulas cultivadas em laboratdrio, sem

adicdo de NaCl, foram usados como controle.

2.2.4 Salinidade

A salinidade da &gua do solo foi determinada mensalmente ao longo do estudo,
em cada area, no mesmo dia, a partir de trés réplicas. A coleta da agua intersticial foi
realizada a partir da perfuracdo de aproximadamente 30 cm de profundidade no
sedimento e neles inseridos canos de cloreto de polivinila (PVC). Os canos de 50 cm de
comprimento e 5 cm de didmetro, com 20 cm de sua base perfurados em toda sua volta
e vedado com tampa de PVC, em contato com o sedimento armazena a dgua que percola

pelo sedimento. A porcdo superior também foi fechada com tampa de PVC para evitar a



55

entrada de agua da chuva. Essas amostragens permitem o registro da salinidade com
maior periodicidade e menor custo.

O registro da salinidade foi realizado com a abertura da tampa superior e coleta
da agua armazenada no interior do cano de PVC. Apo0s a coleta da agua, a leitura da
condutividade foi feita com um medidor portatil modelo HQ40D (HACH Company).
Desta forma, obteve-se os valores médios mensal, alem dos valores minimos e maximos

de salinidade para cada &rea de estudo.

2.2.5 Andlise Estatistica

Os valores dos parametros da clorofila a foram analisados estatisticamente por
Kruskal-Wallis ANOVA, para determinar diferencas entre areas (HS x LS) e
amostragens. Diferencas entre as medianas também foram avaliadas Kruskal-Wallis, em

que o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Salinidade

A salinidade diferiu entre as areas estudadas em todas as amostragens e foi
maior em HS (Tabela 2.1). No entanto, a comparacdo entre as amostragens revelou
menores valores de salinidade em Rh3 nas duas areas estudadas (18,8 e 9,44 para HS e
LS, respectivamente). Em HS, o maior valor de salinidade (36,5) foi registrado durante
Rh2 enquanto para a area LS os maiores valores foram amostrados em Rh2 e Rh4 (25,5
e 26,01, respectivamente). Em HS, valores intermediarios de salinidade foram obtidos
durante Rhl e Rh4 (30,8 e 31,7, respectivamente) enquanto na area LS salinidade

intermediaria foi observada em Rh1 (17,8).
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Tabela 2.1. Dados mensais de salinidade monitorados entre abril de 2016 a setembro de 2017
nas areas LS (menor salinidade) e HS (maior salinidade). Os dados sdo apresentados como
valores minimo, méximo e média (n = 4). As diferencas significativas (p < 0,05) entre &reas sdo
destacadas por (*), dados em negrito correspondem aos meses de amostragens da fluorescéncia
e trocas gasosas.

LS/2016 HS/2016 LS/2017 HS/2017
Areas/Amostragem Min. Max. Média Min. Max. Média Min. Max. Média Min. Max. Média
JAN - - - - - - 54 15,2 10,6 8,2 27 14,6
FEV - - - - - - 7,7 15,6 12,2 18,4 23,6 21,9*
MAR (Rh4) - - - - - - 73 11,3 9,4 17,7 20 18,8*
ABR (Rh1) 17,2 18,2 17,8 30,3 31,3 30,8 10,1 16,2 13,2 21,2 24,6 23*
MAI 18,4 18,9 18,6 30,1 31,2 30,7 8 9,2 8,5 17,8 19,8 18,5*
JUN 17,8 18,5 18,1 28,6 28,9 28,8* 9,9 11,5 10,8 17,3 23,6 19,4*
JuL 12,5 17,8 15,3 23,3 28,2 26,8*% 15,1 22,1 20 25,7 33,5 30*
AGO 24,4 24,9 24,6 27,4 32,4 29,7* 21,3 26,4 24,9 26,7 32,8 29,8
SET (Rh2 e Rh3) 23,9 27 25,5 34,5 38,6 36,5% 24,6 26,6 25,7 29 37 31,7*
ouT 22,8 28,5 25,3 32,3 36,4 34,2% - - - - - -
NOV 3,2 6,8 51 9,5 13,7 12* - - - - - -
DEZ 1,6 5,9 3,8 11,6 15,7 13,3* - - - - - -

2.3.2 Fluorescéncia da clorofila a

Os resultados da fluorescéncia transiente da clorofila a em plantas de
Rhizophora mangle estdo apresentadas em escala logaritmica (Figura 2.1). As medidas
entre Fo (0,05 ms) e Fm (300 ms) séo referentes a intensidade de fluorescéncia para as
duas areas com salinidades distintas, isto ¢, menor salinidade (LS) maior salinidade
(HS). A maior intensidade de fluorescéncia foi registrada na area HS (2854 u.r) durante
a amostragem Rh2 (2016), seguidos pelos registros na area LS em Rh2 (2715 u.r) e em
Rh1 (2677 u.r.), respectivamente, ambas no ano de 2016. As menores intensidades de
fluorescéncia foram registadas na area LS em Rh3 (2107 u.r.) e em Rh4 (1616 u.r.)
respectivamente, ambas no ano de 2017. Este Gltimo registro foi cerca de 60% menor
que a intensidade da fluorescéncia da area HS em Rh2 (Figura 2.1).

A fluorescéncia variavel (Vop) entre a fase O-P (0,05 ms — 300 ms) é exibida na
figura 2.2. E nitido que existe diferenca entre os pontos J (2 ms) entre as areas. E
possivel observar dois grupos, onde as curvas menos positivas sdo de plantas da area LS

em Rh3 e Rh4, respectivamente.



57

3000

® Rh1_HS
= ORh1_LS
3 2500 | @Rh2_HS
® X Rh2_LS
= Rh3_HS
‘% 200 T CRh3_Ls
o ARh4_HS
S
3 1500 | ARMLS
[
14}
=]
S 1000 |
14}
o
'3
=
@ s00 |
£

0
0,01 0,1 1 10 100 1000

Tempo (ms)

Figura 2.1. Curvas da fluorescéncia transiente da clorofila a (escala de tempo log) de
Rhizophora mangle em duas areas (HS e LS) com diferenca de salinidade mostrando o aumento
da fluorescéncia de Fo (O) até o maximo, Fm (P) , com etapas intermédias J e | para os anos de
2016 (Rh1l e Rh2) e 2017 (Rh3 e Rh4). As curvas da fluorescéncia transiente da clorofila a
exibem intensidade de fluorescéncia (u.r. - unidade relativa).
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Figura 2.2. Fluorescéncia transiente da clorofila a de O a P entre Foe Fp Fluorescéncia variavel
relativa [Vor = (Ft — Fo)/ (Fm — Fo)] de Rhizophora mangle, referente a primeira (Rh1), segunda
(Rh2), terceira (Rh3) e quarta (Rh4) amostragem, na area HS de maior salinidade e &rea LS de
menor salinidade.
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Para evidenciar as diferencas entre cada ponto da curva foram calculadas as
curvas das diferencas cinéticas do transiente da fluorescéncia, relativa ao controle
(plantulas cultivadas em laboratorio sem adigdo de sal) (Figura 2.3). Plantas de R.
mangle da area LS exibiram banda negativa entre O-J e J-1 em Rhl e Rh3. O
aparecimento de banda positiva entre os pontos O-J e J-I foram registradas na area HS

em Rh2 e em ambas as &reas na amostragem Rh4.
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Figura 2.3. Fluorescéncia variavel relativa [Vopr = (Ft — Fo)/ (Fm — Fo)] de Rhizophora mangle,
referente a primeira (Rhl), segunda (Rh2), terceira (Rh3) e quarta (Rh4) amostragem, na area
HS de maior salinidade e area LS de menor salinidade.

Os dados de fluorescéncia relativa entre os pontos O-K (Vok = [Ft — Fo]/[Fk —
Fo]) e O-J (Vos = [Ft — FoJ/[Fy — Fo]) foram normalizados e reportados como sendo a
diferenga cinética em relagdo ao controle AVok (Banda L) e AVo; (Banda K).

Os resultados relativos a banda L, em ambas as areas e amostragens, exibiram
bandas negativas, comparadas ao controle (Figura 2.4). Excecdo foi constatada na area
LS na amostragem Rh3, onde foi observado o aparecimento da banda L positiva. As
bandas negativas tiveram maior amplitude na area HS em Rh2 e em ambas as areas em
Rh4.

A banda K, assim como a banda L, exibiu bandas de amplitude negativa em
todas as amostragens e areas, exceto na area LS em Rh3, que foi positivo (Figura 2.5).
Contudo, as maiores amplitudes negativa da banda K foram registradas em Rh4 na area

LS, seguido pelas plantas em HS.
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Figura 2.4. Fluorescéncia relativa entre os pontos O (0,05 ms) e K (0,3 ms) apresentados como
diferenca cinética AVok = [Vok (tratamento) — Vok (controle)] descreve os resultados da banda
L para as areas HS e LS em Rhizophora mangle referente a primeira (Rh1), segunda (Rh2),
terceira (Rh3) e quarta (Rh4) amostragem, na area HS de maior salinidade e area LS de menor
salinidade.
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Figura 2.5. Fluorescéncia relativa entre os pontos O (0,05ms) e J (2 ms) apresentados como
diferenca cinética AVo;= [ Vo, (tratamento) — Vo; (controle)] corresponde aos dados da banda K
para as areas HS de maior e LS de maior salinidade, em Rhizophora mangle referente a primeira
(Rh1), segunda (Rh2), terceira (Rh3) e quarta (Rh4) amostragem, na area HS de maior
salinidade e area LS de menor salinidade.
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A fluorescéncia entre os pontos O e | foram normalizados (dados né&o
apresentados) e expostos como a diferenga cinética AVos (Figura 2.6). Na figura
podemos observar que os registros obtidos em todas as amostragens e areas foram
curvas positivas, exceto na area LS em Rh1. Entre as curvas positivas destaca-se a de
Rh1_HS como sendo a mais acentuada. Curva positiva menos acentuada também foi

exibida pelas plantas da area LS em Rh3.
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Figura 2.6. Diferenca cinética da fluorescéncia transiente da clorofila a de O (0,05 ms) a | (30
ms) AVoi = Voi (ratamento) — VoI (controle) Para as areas HS de maior e LS de maior salinidade, em
Rhizophora mangle referente a primeira (Rhl), segunda (Rh2), terceira (Rh3) e quarta (Rh4)
amostragem, na area HS de maior salinidade e area LS de menor salinidade.

Por fim, para avaliar os pontos I-P (30 ms a 300ms), os dados de fluorescéncia
também foram normalizados e exibidos como uma diferenga cinética AV p (Figura 2.7).
Entre os pontos I-P, R. mangle registrou curva positiva, pouco acentuada, apenas na
area de menor salinidade (LS) em Rh1l e Rh3. Todas as outras amostragens exibiram

curvas negativas, sendo mais acentuada os registros em Rh2_HS.
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Figura 2.7. Diferenga cinética da fluorescéncia transiente da clorofila a de 1 (30 ms) a P (300
ms) AVip = Vip (ratamento) — VP (controle) Para as areas HS de maior e LS de menor salinidade, em
Rhizophora mangle referente a primeira (Rhl), segunda (Rh2), terceira (Rh3) e quarta (Rh4)
amostragem, na area HS de maior salinidade e area LS de menor salinidade

Outra forma de averiguar o que foi exposto por meio das curvas OJIP é a
descricdo dos resultados das bandas L, K, do ponto J e da fase IP, apresentados na
figura 2.8. Os pardmetros em forma numérica possibilitam a comparacéo estatistica sem
a necessidade do controle.

A banda L nao diferiu entre as areas apenas em Rhl (p = 0,05) (Figura 2.8A).
Todas as demais amostragens exibiram maior valor de banda L na é&rea LS.
Comparac@es entre as amostragens apontaram maior valor da banda L na area HS em
Rh1 e Rh3, respectivamente, e menor valor em Rh2. Na area LS, o maior valor da banda
L foi observado em Rh3. A banda K, assim como a banda L, ndo diferiu entre as areas
HS e LS apenas em Rh1 (p = 0,6) (Figura 2.8B). Os maiores valores da banda K foram
verificados em Rh2 e Rh3 em LS e em Rh4 em HS. Na area HS, os maiores valores da
banda K foram registrados em Rh1 e Rh3 e menor valor em Rh4. Em LS, maior valor
de banda K ocorreram em Rh1, Rh2 e Rh3. Valores de ponto J diferiram entre as areas
em Rh1 (p = 0,000032) e Rh3 (p = 0,0001) e mostrou-se maior em HS (Figura 2.8C).
ComparacOes entre amostragem evidenciaram menor ponto J em HS em Rh3. Em LS,
maior valor de ponto J ocorreu em Rh2 e Rh4. A fase IP nédo diferiu entre as areas
apenas em Rh2. No entanto, valores de fase IP foram maiores em Rh1 (p = 0,00027),
Rh3 (p = 0,000032) e Rh4 (p = 0,013) na area LS (Figura 2.8D). Comparagles entre
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amostragem registrou maiores valores de fase IP na area HS em Rh3 e menores valores
em Rh4. Na éarea LS, maiores valores de fase IP foram reportados em Rhl e Rh3
enquanto menores valores de fase IP foram observados em Rh2 e Rh4.
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Figura 2.8. Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros calculados a partir do teste JIP
(N=12) obtidos de plantas de Rhizophora mangle (Rh1, Rh2, Rh3 e Rh4) nas areas LS (menor
salinidade) e HS (maior salinidade) em abril de 2016 (Rh1), setembro de 2016 (Rh2), mar¢o de
2017 (Rh3) e setembro de 2017 (Rh4). A) banda L, B) banda K, C) ponto J e D) fase IP. (*)
Médias diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05. Letras minusculas
indicam comparagdes entre areas diferentes (HS e LS). Letras mailsculas reportam
comparagdes entre amostragem em uma mesma area.

A fluorescéncia inicial (Fo) foi maior em HS, exceto em Rh2 (p = 0,47), que ndo
diferiu entre as areas (Figura 2.9A). Em HS, quando Fo foi comparado entre
amostragens, foi maior em Rh2 e menor em Rh4. Na area LS, Fo aumentou em Rh2
diminuindo em Rh4. A fluorescéncia méaxima (Fm) ndo diferiu entre as areas apenas em
Rhl (p = 0,45) (Figura 2.9B). No entanto, em todas as outras amostragens, os valores de
Fm foram maiores na area HS. Com relacéo as variacfes entre amostragens, valores de
Fm foi maior e menor em Rh2 e Rh4, respectivamente, na area HS. Na area LS, os
maiores valores de Fn foram verificados no ano 2016 (Rh1 e Rh2) e os menores valores

em 2017 (Rh3 e Rh4). A razdo Fv/Fm ndo diferiu entre as areas apenas em Rh2 (p=0,1)
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(Figura 2.9C), com maiores valores de Fv/Fm observado na area LS em Rhl
(p=0,000053) e Rh3 (p=0,0009) e na area HS em Rh4 (p=0,0002). Comparacdes entre
amostragens evidenciaram diferencas apenas em LS, os quais maior valor foram

reportados em Rh1.
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Figura 2.9. Parametros médios (+ desvio padrdo) do teste JIP (N=12) obtidos de plantas de
Rhizophora mangle (Rh1l, Rh2, Rh3 e Rh4) nas &reas LS (menor salinidade) e HS (maior
salinidade) em abril de 2016 (Rh1), setembro de 2016 (Rh2), marco de 2017 (Rh3) e setembro
de 2017 (Rh4). A) intensidade de fluorescéncia inicial (Fo), B) intensidade méaxima de
fluorescéncia (Fm), C) eficiéncia fotoquimica méaxima do FSIlI (Fv/Fm). Médias diferem
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05. Letras minasculas indicam comparacdes
entre areas diferentes (HS e LS). Letras maiusculas reportam comparagdes entre amostragem
em uma mesma area.

Resultados dos parametros relacionados ao fluxo de energia por centros de
reacdo estdo expostos na Figura 2.10. Valores de ABS/RC néo diferiram entre as areas
apenas em Rh1 (p=0,08). No entanto, valor de ABS/RC foi maior em Rh2 (p=0,013) e
Rh3 (p=0,0046) para a area HS e em Rh4 (p=0,00053) para a area LS (Figura 2.10A).
ComparacOes entre amostragens identificaram maior valor de ABS/RC para LS em
Rh3, seguido por Rh1. Na area HS, maiores valores de ABS/RC foram verificados em
Rh1 e Rh3. TRo/RC também n&o diferiu entre as areas em Rh1 (p=0,6), mas foi maior
em Rh2 (p=0,013) e Rh3 (p=0,028) na area LS e em Rh4 (p=0,00013) na area HS
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(Figura 2.10B). Na &rea LS, maiores valores de TRo/RC foram registrados em Rh1, Rh2
e Rh3, e na area HS em Rhl e Rh3. ET¢/RC diferiu entre as areas em todas as
amostragens, com maiores valores registrados na area HS (Figura 2.10C). Em ambas as
areas, maior valor de ETo/RC foi registrado em Rh3. Finalmente, valores de DIo/RC néo
diferiram entre as areas apenas em Rh4 (p=0,9). Contudo, valores de DIo/RC foram
maiores em Rh1 (p=0,003) na area HS e em Rh2 (p=0,024) e Rh3 (p=0,0018) na &rea
LS (Figura 2.10D). Comparacgdes entre amostragens mostraram diferencas apenas na
area LS, com menores valores de DIo/RC observados em Rhl, e, a partir desta

amostragem, aumentos em valores de DIo/RC foram observados até a amostragem Rh3.
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Figura 2.10. Pardmetros médios (x desvio padrdo) do teste JIP descrevendo os fluxos
especificos de energia por centro de reacdo (N=12) obtidos de plantas de Rhizophora mangle
(Rh1, Rh2, Rh3 e Rh4) nas areas LS (menor salinidade) e HS (maior salinidade) em abril de
2016 (Rh1), setembro de 2016 (Rh2), marco de 2017 (em abril de 2016 (Rhl), setembro de
2016 (Rh2), marco de 2017 (Rh3) e setembro de 2017 (Rh4). A) Absor¢do (ABS/RC), B) Fluxo
de energia capturada (TRo/RC), C) Fluxo de energia transportados (ETo/RC) e D) Dissipacao de
calor (DIo/RC). Médias diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05. Letras
minusculas indicam comparagdes entre areas diferentes (HS e LS). Letras mailsculas reportam
comparagdes entre amostragem em uma mesma area.

Os parametros dos indices de desempenho sdo apresentados na figura 2.11.

Resultados de Plags mostraram que apenas Rhl diferiu entre as &reas, mostrando-se
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maior na area LS (Figura 2.11A). Comparagdes entre amostragens revelaram maior
valor de Plags na area HS em Rh3 e menor valor em Rh2. Na &rea LS maior valor de
Plags foi verificado em Rh1, mas diminuiu em Rh2. Por fim, PlroraL ndo diferiu entre
as areas apenas em Rh2 (Figura 2.11B). Contudo, em Rhl, Rh3 e Rh4 valores de
PltoTaL foram maiores na area LS comparado a area HS. Na area LS, maiores valores

de PlroraL foram registrados em Rh1l e Rh3 e na area HS em Rh3.
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Figura 2.11. Pardmetros médios (x desvio padrdo) do teste JIP descrevendo os fluxos
especificos de energia por centro de reacdo (N=12) obtidos de plantas de Rhizophora mangle
(Rh1, Rh2, Rh3 e Rh4) nas areas LS (menor salinidade) e HS (maior salinidade) em abril de
2016 (Rh1), setembro de 2016 (Rh2), marco de 2017 (em abril de 2016 (Rh1), setembro de
2016 (Rh2), margo de 2017 (Rh3) e setembro de 2017 (Rh4). A) indice de desempenho para
conservacio de energia na reducio dos aceptores de elétrons do intersistema (Plags) e B) indice
de desempenho para conservagdo de energia na reducdo dos aceptores finais do FSI (Plrorad).
Médias diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05. Letras minasculas
indicam comparagdes entre areas diferentes (HS e LS). Letras mailsculas reportam
comparagdes entre amostragem em uma mesma area.

2.4 DISCUSSAO

Plantas de R. mangle apresentaram aumento polifdsico OJIP nos sinais de
fluorescéncia desde um nivel basal (Fo) até um nivel maximo (Fm), evidenciando o
transporte de elétrons fotossintético ao longo da cadeia transportadora (Schanker et al.,
2005), em ambas as areas e amostragens (Figura 1). Esse aumento polifasico dos sinais
de fluorescéncia evidencia que os individuos analisados sdo fotossinteticamente ativos
(Yusuf et al., 2010).

A fase O-J (0,05 ms — 2ms) corresponde a fase fotoquimica primaria da
fotossintese e representa a redugdo do lado aceptor do fotossistema Il (FSII), isto €, a
reducdo da Qa para Qa™ (Strasser et al., 1995; Toth el al., 2007). Os resultados de Vop
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(Figura 2) e AVop (Figura 2.3) no presente estudo demonstram o transporte de elétrons
foi alterado na &rea de maior salinidade, uma vez que a forma do transiente no ponto J
continuou sendo mais positiva, quando comparada ao controle. Este aspecto representa
0 acumulo de Qa no estado reduzido, comprometendo o transporte de elétrons no lado
aceptor do FSII. Neste sentido, uma vez observado aumento pronunciado no ponto J em
individuos de R. mangle analisados em diferentes periodos com situacbes de sal,
temperatura e precipitagdo distintas, e esse comportamento pode ser caracteristico da
espécie naquela area.

Os resultados do ponto J, calculado sem a necessidade de um controle,
confirmaram os resultados das curvas apresentados em Vop (Figura 2) e AVop (Figura
2.3). Desta forma, os maiores valores de ponto J observados na area HS em Rh1 e Rh3
(Figura 8C), quando os niveis de salinidade para ambas as areas eram intermediarios e
baixo (Tabela 2.1), respectivamente, evidenciam o efeito do ambiente mais salino, uma
vez que nesta condigdo houve maior acimulo de Qa no estado reduzido e com isto
menor eficiéncia no transporte de elétrons além da Qa". Resultado similar foi observado
entre as amostragens em ambas as areas quando maior eficiéncia no transporte de
elétrons no lado aceptor do PSII foram registradas nas ocasifes em que a salinidade se
encontrava entre 18 e 9 (Tabela 2.1). Desta forma, por ser uma haléfita facultativa, R.
mangle mostrou maior eficiéncia no transporte de elétrons entre as quinonas Qae Qs em
salinidades consideradas no presente estudo como intermediarias e baixa, apresentando
a condicdo Gtima para esta etapa do transporte de elétrons fotossintético.

Os resultados da diferenca cinética AVok mostraram uma banda L visivel de
amplitude negativa em ambas as areas, quando comparadas ao controle (Figura 2.4).
Curvas negativas da banda L representam uma alta energia de conectividade entre as
unidades dos FSII (Yusuf et al., 2010). A area de menor salinidade exibiu menor
energia de conectividade entre as unidades do FSII (maior valor de banda L) em todas
as amostragens, quando comparados com as plantas da area HS (Figura 2.8A). Analises
por amostragens evidenciaram menor banda L em Rh2 na area HS, para a qual foram
registrados os maiores valores de salinidade (36,5). Estes resultados sugerem que a
espécie apresenta mecanismos para tolerar salinidade elevada com melhor utilizacdo de
energia de excitagdo dos elétrons e melhor estabilidade do sistema fotossintético. A
tolerancia desta espécie para se desenvolver em salinidades elevadas e/ou flutuantes é
reforgada pelo resultado obtido na area LS entre as amostragens, haja vista que em Rh3,

guando se registrou o menor valor de salinidade na area (Tabela 2.1), os individuos
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apresentaram a menor energia de conectividade quando comparados os resultados
obtidos nesta &rea sob condi¢cGes de maior salinidade (26). Estes resultados s&o
indicativos de manutencdo da estabilidade dos RCs do PSIl, uma vez que isto se
constitui como parte da estratégia de adaptacdo ao estresse salino (Strasser et al., 2004;
Goussi et al., 2018).

Os resultados das curvas AV (banda K), assim como os da banda L, mostraram
que na maior salinidade a eficiéncia no transporte de elétrons entre o lado doador de
elétrons do FSII é mais eficiente (Figura 2.5). A banda K também foi maior na area LS
(Figura 2.8B) quando comparada com HS. A banda K reflete os distarbios no complexo
de evolugdo do oxigénio (CEO) coincidindo com a limitacdo do lado doador do FSII
(Strasser et al., 2004; Oukarroum et al., 2007; Yusuf et al., 2010). Assim, 0S maiores
valores da banda K obtidas em LS sugerem menor eficiéncia na transferéncia de
elétrons entre o lado doador e aceptor do FSII, devido a inibicdo na velocidade de
transferéncia de elétrons do CEO para o lado aceptor do FSII (Srivastava et al., 1997,
Strasser, 1997; Tomek et al., 2001). A maior eficiéncia na transferéncia de elétrons
entre o lado doador e aceptor do FSII das plantas na area de maior salinidade (HS) pode
estar ocorrendo por fatores como o acumulo de osmdlitos secundarios. Os osmélitos séo
produzidos em espécies de mangue para manter menor potencial hidrico nos tecidos
(Poop et al., 1985), além de atuarem como um mecanismo de protecdo ao CEO
(Papageorgiou and Murata, 1995; De Ronde et al., 2004). Esta protecdo do CEO e
atuacdo dos osmolitos pode ser considerada pelos menores valores da banda K em Rh2
e Rh3, comparada com a é&rea de menor salinidade (LS). Comparacfes entre
amostragens apontaram que em Rh2 na &rea de maior salinidade (HS), quando ocorreu o
maior valor significativo de salinidade (Tabela 2.1), ndo houve diferenca no valor da
banda K entre as amostragens, indicando que a estabilidade do CEO foi mantida mesmo
em maior salinidade. Entretanto, para a area LS, ndo foi observado o efeito da
salinidade sobre a estabilidade do CEO entre as amostragens Rh1, Rh2 e Rh3, uma vez
que ndo apresentaram diferencas nos valores da banda K e, consequentemente, da
estabilidade do CEO com a variagédo da salinidade. Contudo, a amostragem Rh4, apesar
dos valores de salinidade ndo terem diferido daqueles obtidos para Rh2 na area LS,
apresentou maior radiacdo luminosa e isto associado ao efeito da maior salinidade da
estacdo pode ter favorecido o transporte de elétrons entre o CEO e a tirosina (Guha et
al., 2013) e, assim, refletido na estabilidade do CEO.
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Os resultados da diferenga cinética AV exibiram curvas positivas para as duas
areas, isto sugere perturbacfes na reducdo do pool de plastoquinonas (PQ) (Téth et al.,
2007). A curva positiva mais acentuada na area HS sugere maior acimulo de formas
reduzidas de quinonas (Qa e Qg), indicando alguma perturbacdo na reducdo das
plastoquinonas e, consequentemente, comprometimento na reducdo dos aceptores no
FSI (Figura 6).

Diferenga cinética AVp registrou curvas negativas em ambas as areas (exceto
nas amostragens Rh1l e Rh3 na area HS) (Figura 2.7). A fase I-P (30ms — 200 ms)
refere-se desde a transferéncia de elétrons do FSII, a partir da plastoquinona reduzida
(PQH?>), até a reducgdo dos aceptores finais do lado aceptor do FSI, isto é, ferredoxina,
aceptores intermediarios e NADP (Strasser et al., 2000; Tsimilli-Michael e Strasser,
2008; Yusuf et al., 2010, Kalaji et al., 2016). Desta forma, devido a maior amplitude
negativa da curva, a reducdo dos aceptores finais de elétrons no lado aceptor do FSI
parece ser menos eficiente na maior salinidade (plantas da area HS). Os maiores valores
da IP-phase obtidos nas plantas crescendo na area LS (Figura 2.8D) sugerem maior
atividade do FSI. Este aspecto é mantido quando se compara as amostragens e areas,
sendo que o valor da fase IP sempre foi maior na area LS. O aumento da atividade do
FSI € uma importante estratégia a condicdo de estresse, favorecendo a formacdo do
gradiente de protons e a sintese de ATP, evitando a formacdo excessiva de NADPH: e,
consequentemente, a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Huang et al.,
2012). Este mecanismo fisiologico permite a manutencdo da atividade fotossintética em
um ambiente de maior salinidade, acentuando a atividade do FSII em detrimento da
atividade do FSI. Esta analise é respaldada quando se considera a salinidade, em que na
area LS as plantas estdo em condi¢Ges mais amenas e em maior amplitude na variacédo
da salinidade (entre 9 e 26, com média de 19), respondendo as estacGes secas e
chuvosas, diferentemente do que se observa em HS onde a salinidade é mais elevada e
com menor amplitude entre os niveis extremos, isto €, entre 18 a 36 com média de 30
(Tabela 2.1).

A fluorescéncia inicial (Fo) representa a emissdo de luz pelas moléculas de
clorofila a excitadas antes da energia ser dissipada para o centro de reacdo do FSII
(Krause and Weis, 1991), podendo ser alterada por estresses que causem alteracGes
estruturais nos pigmentos fotossintéticos. Maiores valores de Fo obtidos em HS (Figura
2.9A) sugerem danos aos centros de reacdo do FSII (inativacdo da reacdo fotoquimica)

ou interrupcdo da transferéncia da energia de excitacdo da antena para os centros de
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reacdo de maneira eficiente. A amostragem Rh2, para a qual os maiores valores de
salinidade foram registrados em ambas as areas, Fo ndo diferiu entre as areas, indicando
menor eficiéncia da transferéncia de elétrons para os centros de reacdo com o estresse
salino, ou pode estar ocorrendo a transferéncia reduzida de elétrons da Qa- para a Qs
pela inativacdo do fluxo de elétrons (Mathur et al., 2011). Consequentemente, ocorre
maior gasto de energia para os individuos, resultando em dano & proteina D1,
interferéncia no transporte de elétrons (Aro et al., 1993) e fotoinibicdo (Zlatev and
Yordanov, 2004). Para outras espécies, como Avicennia officinales L. e Heritiera fomes
Buch Ham, maiores valores de Fo foram obtidos sob influéncia da maior salinidade
(Panda et al., 2006). Contudo, na area HS, apesar da salinidade ndo diferir
estatisticamente (30,8 e 31,7, respectivamente, Rh1l e Rh4), Fo foi significativamente
menor na ultima amostragem. Este resultado pode ser decorrente do maior tempo de
exposicdo das plantas a salinidade elevada em Rh1 (Tabela 2.1), tanto no periodo seco
quanto no chuvoso (devido a escassez pluviométrica nos anos anteriores, ver Figura 1.2,
Capitulo 1).

Os menores valores de Fm registrados na area LS (Figura 2.9B) sdo indicativos
de acumulo de centros de reacdo inativos do PSII, prejudicando a transferéncia de
elétrons para reduzir a Qa” (Kalaji et al., 2011), resultando no acimulo resultando no
acumulo de Pego®. Possivelmente estes danos ocorrem devido a reducdo de aceptores Qa
que pelo retardo no fluxo de elétrons através do FSII sdo incapazes de serem
completamente reduzidos (Krause and Weis, 1991) como apontado em AVo, (Figura
2.6). A relacdo da salinidade entre as amostragens aponta para o acumulo de centros de
reacOes ativos (RCs) do FSII com o aumento da salinidade (Rh2) para as plantas
crescendo na area HS. Na area LS, registros de RCs ativos e aptos para o transporte de
elétrons foram maiores nas amostragens com salinidade intermediéria e elevada (Rhl e
Rh2, respectivamente), mas, apesar da salinidade registrada para Rh4 ndo ter diferido da
salinidade de Rh2, maior radiacdo luminosa foi observada em Rh4, que pode estar
atuando como um inibidor da ativacdo do RCs. Contudo, ndo foram registrados os
maiores valores de Fo concomitante com os registros de menor Fm nas plantas, fato que
poderia levar a fotoinibicdo crénica e danos a proteina D1 (Aro et al., 1993; Zlatev and
Yordanov, 2004), indicando que os possiveis danos provocados ao transporte de
elétrons nas plantas de R. mangle crescendo em ambiente natural séo reversiveis.

Os valores do rendimento quantico maximo do PSII (representado pelos valores

da razdo Fv/Fm) foram alterados entre as areas (Figura 2.9C). Os menores valores
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observados para Fv/Fm na area LS (Rh3 e Rh4) indicam a ocorréncia de retardo no
fluxo de elétrons entre Qa- € Qs (Oukarroum et al., 2015), resultante de danos e
inativacdo dos RCs ativos associados ao FSII (Basu et al., 1998). Mudancas na relagdo
Fv/Fm sao atribuidas as mudangas na eficiéncia do ‘quenching’ ndo fotoquimico e
valores entre 0,75 e 0,85 tem sido atribuido para plantas saudaveis (Bolhar-
Nordenkampf and Orquist 1993; Hunt, 2003). Valores abaixo desse intervalo seriam
indicadores de estresses ambientais, em especial, de danos fotoinibitdrios
(Litchtenthaler et al., 2005). No entanto estudo com plantulas de algumas espécies de
mangue como A. officinalese Heritiera fomes (Panda et al., 2006) e Rhizophora
mucronata Lam (Hoppe-Speer et al., 2011) em auséncia de estresse apresentaram
valores de F./Fm num intervalo entre 0,7 e 0,8, sendo que aqueles individuos
considerados sob altas condicGes de estresse apresentaram valores de Fv/Fmn em torno de
0,6. Os valores de Fv/Fm obtidos no presente estudo ainda estdo dentro do intervalo das
plantas de mangue fisiologicamente saudaveis, embora o rendimento quantico maximo
do FSII tenha sido maior nas plantas da area mais salina. Diferengas entre amostragens
foram observadas apenas na area Na area LS, a maior eficiéncia fotoquimica ocorreu na
amostragem com salinidade intermediaria (17,8 em Rh1), mas, foram menos eficientes
em condicGes de salinidade baixa e alta. Este resultado sugere que as plantas, apesar de
estarem crescendo em menor salinidade, estdo mais susceptiveis aos efeitos da
salinidade devido sua variacdo ao longo das estacdes e em suas amplitudes diarias.
Maiores valores da razdo ABS/RC observados nas duas areas pode ser
decorrente do aumento de RCs inativos e do tamanho da antena (Yusuf et al., 2010),
reduzindo o fluxo de energia (Figura 2.10A). Estes resultados indicam que a salinidade
comprometeu a relacdo entre os complexos coletores de luz (ABS) e os RCs ativos do
PS Il (Oukarroum et al., 2015) nas duas areas. Segundo Gomes et al. (2012), a relacdo
dos RCs ativos estdo relacionados com a conectividade energética entre as unidades do
PSII (banda L). Os maiores valores da razdo ABS/RC registrados na area LS, devido ao
aumento no tamanho da antena dos RCs inativos, diminuiu a estabilidade dos RCs do
FSII aspecto corroborado pelos resultados referentes a banda L em Rh3, para a qual os
maiores valores foram registrados (Figura 2.8A). A reduc¢édo do tamanho da antena em
HS (Rh2 e Rh3) e em LS (Rh4) indicam que os RCs ativos estdo aumentados, sendo
transformados em centros redutores de Qa~ ou o tamanho das antenas que fornece
energia para os RCs ativos diminuiu, melhorando a passagem de energia para 0os RCs

ativos (Redillas et al., 2011). Além disso, a presenca da banda K pode indicar o
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tamanho funcional da antena do FSII (Yusuf et al., 2010) e, no presente estudo, a banda
K mais negativa registrada na amostragem Rh2 na area HS (Figura 2.8B) pode sugerir
que ocorre a diminuicdo do tamanho da antena e a melhoria na passagem de energia
para 0s RCs ativos, mesmo sob maior salinidade.

O fluxo de energia aprisionada (TRo/RC) que expressa a taxa pelo qual um
éxciton é aprisionado pelo RC, resultando na reducdo da Qa para a Qa™ (Strasser et al.,
2004; Redillas et al., 2011) foi maior na area LS em Rh2 e Rh3 e na area HS em Rh4
(Figura 2.10B). Este resultado aponta que a espécie apresenta eficiéncia para o fluxo de
energia tanto em alta como em baixa salinidade. Nas plantas da area LS, apesar do
aumento da absorcdo de energia registrado em Rh4 (Figura 2.6A), ndo houve o
aprisionamento dessa energia e a resposta para essa diminui¢cdo na razdo TRo/RC pode
ser efeito da maior incidéncia luminosa registrada nesta amostragem, desta forma a
energia pode estar sendo dissipada e ndo aprisionada, como medida de protecdo ao
aparato fotossintético.

Maior valor do fluxo de energia transportada, representado por ETo/RC
observados na area LS durante Rh1l, Rh2 e Rh3 e na area HS em Rh4 (Figura 2.10C)
indicam maior eficiéncia no transporte de elétrons e uso eficiente da energia absorvida
pelos RCs ativos, capazes de reduzir Qa e promover o transporte de elétrons além da
Qa- (Strasser et al., 2004). Diferencas no fluxo de energia para o transporte de elétrons
também foram registrados entre as amostragens nas duas areas. Melhores taxas de
ETo/RC foram observadas em Rh3 (salinidade baixa) em ambas as areas (Figura 2.10C).
Ja as menores taxas de ETo/RC foram obtidas nas coletas que apresentaram as
salinidades mais elevadas ou as intermediarias, mostrando a influéncia da mesma no
fluxo enérgico para o transporte de elétrons para reducdo da Qaem ambas as areas. Esta
reducdo da taxa de ETo/RC, particularmente sob alta salinidade, pode acionar processos
de dissipacao do excesso de energia luminosa a fim de reduzir o fotodano (Guha et al.,
2013).

Maior valor de DIo/RC nas plantas crescendo na area LS em Rh2 e Rh3 (Figura
2.10D) pode ser atribuido ao mecanismo de protecdo da eficiéncia de absorcdo de
energia do FSII e energia absorvida excessiva (Zushi and Matsuzoe, 2017). Estes
resultados podem ser um indicador da capacidade da prevencdo de danos ao aparato
fotossintético (Oquist et al., 1992). No entanto, este aumento de DIo/RC também pode
estar associado ao acumulo de RCs inativos (Kalaji et al., 2011) que ndo capturaram a

energia absorvida em excesso o que resulta em aumentos na dissipacdo ndo fotoquimica
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(calor) e reducdo do transporte de elétrons de maneira eficiente. Os valores de DIo/RC
foram constantes entre as amostragens na area HS. Porém, diferengas entre amostragens
na area LS indicam menor DIo/RC em Rh1, sugerindo maior eficiéncia de transporte de
elétrons no FSII, uma vez que no mesmo periodo também foi registrado RCs ativos. No
entanto, nesta area houve menor fluxo de energia de dissipacédo de calor (DIo/RC) sem o
aumento da assimilacdo de CO: (apresentado em maior detalhe no Capitulo 3), em
relacdo a area HS no mesmo periodo. Este resultado sugere que a salinidade estd
comprometendo tanto a parte fotoquimica quanto a etapa quimica do ciclo de Calvin
nos individuos amostrados na area LH.

Plags relaciona a eficiéncia de absorcdo, da captura e transferéncia de energia
pelo FSII, proporcionando uma visdo maior do efeito do estresse sobre a eficiéncia
fotossintética das plantas (Gongalves and Santos Jr, 2005). Entre as areas LS e HS este
parametro pouco variou, apresentando diferenca apenas em Rh1, apontando melhor
desempenho para as plantas em LS (Figura 2.11A). Comparagfes entre amostragens
mostraram que em HS as plantas exibiram melhores desempenhos em salinidade baixa e
menor desempenho em salinidade elevada. Em LS as plantas exibiram melhores
desempenhos em salinidade intermediaria e menor desempenho em salinidade elevada.
Nota-se que o efeito da maior salinidade foi danoso em ambas as &reas, no entanto,
salinidade entre 17,8 e 18,8 - consideradas aqui como intermediaria para a area LS e
baixa para a area HS (Tabela 2.1) - possibilitaram melhores condicdes de Plags.
Entretanto, reducdo do Plags aliado ao menor valor de Fv/Fm (registrado em Rh2_HS)
indicam efeito de fotoinibicdo (Tach et al., 2007) e tais mudancas podem levar a perda
de eficiéncia fotoquimica.

O pardmetro PlrotaL, por medir o desempenho fotoquimico desde os fdtons
absorvidos pelo FSII até a reducéo dos aceptores finais do FSI (Oukarroum et al., 2015),
é considerado como um dos parametros mais sensiveis para medir a eficiéncia quantica
do FSII (Smit et al., 2009). Além disso, esta intimamente relacionado com o resultado
final da atividade produtiva da planta, como crescimento ou sobrevivéncia em
condigdes de estresse (Yusuf et al., 2010). Os resultados obtidos neste estudo mostraram
que as plantas da area LS (Figura 2.11B) apresentaram maior PlroTtaL, apesar de terem
apresentado diminuicdo de RCs ativos, atividade fotoquimica e maiores valores de
banda K e L (Figuras 2.8A e 2.8B). Neste caso, 0 aumento do indice de desempenho
total (que mede a vitalidade da planta) representa o incremento da eficiéncia da reducédo

dos aceptores finais do FSI, corroborando com o resultado da fase I-P (Figura 2.8D),
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mostrando que nas plantas da area de menor salinidade (LS) ha uma maior atividade do
FSI. Comparacdes entre amostragens exibiram melhores desempenhos para as plantas
avaliadas em salinidade baixa ou intermediaria, em ambas as areas. Em contraste,
menor PlroraL foi registrado nas amostragens de maior salinidade, fator que pode levar
a ineficiéncia na formacdo de ATP e NAPH como aceptores finais na fase fotoquimica
da fotossintese, uma vez que a atividade lenta da reducdo dos aceptores finais do FSI é
considerado como consequéncia de um menor requisito de redutores, possivelmente

ligado a diminuicao da assimilacdo de CO..

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados aqui apresentados podemos concluir que o transporte de
elétrons em plantas de Rhizophora mangle € influenciado pela salinidade.

Ficou evidente que estas plantas apresentam mecanismos para tolerar 0 aumento
da salinidade, uma vez que as plantas da area de maior salinidade exibiram mais RCs
ativos, maior atividade fotoquimica, assim como melhor conectividade energética entre
as antenas e os RCs do FSII (banda L) e eficiéncia na transferéncia de elétrons entre o
CEO e o lado aceptor do FSII (banda K).

Contudo, os resultados obtidos para Plags e PltoraL evidenciam menor indice de
desempenho para as plantas na maior salinidade comprometendo a reducdo dos
aceptores no FSI e a producdo de NADPH e ATP, necessarios a fase fotoquimica. Os
maiores valores de PlroraL e da fase IP nas plantas da area de menor salinidade indicam
melhor eficiéncia da reducgéo dos aceptores finais do FSI, sugerindo maior atividade do
FSI, uma importante estratégia a condicao de estresse.

Assim, os resultados mostraram que apesar das plantas estarem crescendo em
uma area de menor salinidade, a maior variagdo salina ao longo das estacdes seca e
chuvosa na area LS, também acarretou estresse fotoquimico com relacdo ao transporte

de elétrons no lado aceptor do FSII.
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CAPITULO 3

TROCAS GASOSAS EM PLANTAS JOVENS DE Rhizophora mangle (L.) SOB
DIFERENTE SALINIDADE EM CONDICOES DE CAMPO

RESUMO

Este trabalho buscou avaliar a eficiéncia fotossintética, a partir da determinacdo das
trocas gasosas e indice de clorofila a em individuos jovens de mangue Rhizophora
mangle L. crescendo em condicdes similares de inundacdo e contrastante de salinidade
no Estuario do Rio Sdo Mateus. O estudo foi realizado em duas florestas de manguezal
na area HS de maior salinidade e na area LS de menor salinidade, conduzidos em abril e
setembro de 2016 e marco e setembro de 2017. As quantificagdes dos dados foram
realizadas em cinco folhas de individuos jovens e as coletas foram. Os valores da
salinidade apresentaram diferenga entre as &reas em todas as amostragens sendo sempre
maior em HS. A taxa de assimilacdo de CO> (A), condutancia estomatica (gs),
transpiracdo foliar (E), eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) e clorofila a foram
maiores na area LS. Na &rea de maior salinidade HS as plantas registraram 0s maiores
valores de eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E). Na area de maior salinidade
(HS) na segunda amostragem foi registrado menor A e gs, de tal modo, a menor taxa de
gs limitou o influxo de CO2, consequentemente reduzindo as taxas de assimilacdo.
Contudo, os resultados apontaram diminuicdo na eficiéncia fotossintética para plantas
de R. mangle da area LS sob aumento da salinidade. Os indices de clorofila ndo foram
interferidos pela salinidade, uma vez que ndo foram observadas relacéo efetiva entre a
salinidade e os resultados de clorofila a e clorofila b, seja entre areas ou amostragens.
Caso os niveis de salinidade sejam alterados, plantas de R. mangle poderdo sentir 0s
efeitos do aumento da salinidade no estuario do rio Sdo Mateus e seja assim refletido na
floresta adulta.

Palavras-chaves: Indice de clorofila, uso da 4gua, manguezal

3.1 INTRODUCAO

O ecossistema manguezal forma uma comunidade Unica distribuida ao longo das
linhas costeiras e planicies de maré, crescendo em condicOes de salinidade muito
variadas, desde &gua doce até acima da salinidade da &gua do mar. (Takemura et al,
2000; Sobrado, 2005; Naidoo, 2010; Chen and Ye, 2014). De acordo com Giri et al.
(2010), em todo 0 mundo as florestas de mangue ocupam 137,760 km?, e estdo entre os
ecossistemas mais produtivos. Uma das caracteristicas ecoldgicas mais importantes dos
manguezais é o seu papel na protecdo da linha de costa a erosdo de te provocada por
ondas e tempestades (Alongi, 2014; Barbier, 2016). Além disso, sdo considerados

importantes componentes das cadeias alimentares detriticas, habitats e viveiro de
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alimentacdo para uma grande diversidade de invertebrados e espécies de peixes.
(Takemura et al, 2000; Nagelkerken and Velde, 2004, Duke et al., 2005).

O funcionamento dos manguezais é regido por forcantes ambientais que
exercem uma forte influéncia sobre o balango de carbono e na forma de crescimento de
espéecies de mangue (Barr et al., 2009), sendo a salinidade o principal estressor e
regulador de seu desenvolvimento e produtividade. (Medina et al., 1990; Sobrado and
Ball, 1999). Zhu et al. (2014|), reportou que na planta de mangue da familia
Rhizophoracea Bruguiera gymnorrhiza (L.) Lam. a expressao da proteina ribulose-1 5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) foi regulada partir da concentracdo de
sal concentracdo de sal entre os tratamentos. Varios estudos de campo e em condi¢des
controladas mostraram que no geral a variagdo da salinidade reduziz a taxa
fotossintética (A) em Rhizophora mangle L. (Hao et al., 2009; Bompy et al., 2014),
Rhizophora mucronata Lam. (Hoppe-Speer et al., 2011), B. gymnorrhiza (Zhu et al.,
2012) bem como em Excoecaria agalocha L. (Chen and Ye, 2014), em paralelo com a
taxa de transpiracdo foliar (E) (Chen and Ye 2014) e conduténcia estoméatica em (gs)
(Hao et al., 2009; Chen and Ye 2014). Além disso, mudancas na salinidade podem
resultar em estresse oxidativo com consequente acumulacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) causando inibicdo da fotossintese (ou fotoinibi¢do), declinio da fixacéo
de CO> e danos celulares, uma vez que 0 aumento da exposicdo ao estresse de NaCl
causou declinio nos niveis de expressao dos genes antioxidantes Catll (catalase) e Ferl
(ferrittin), com reportado por Jithesh et al. (2006) para a espécie de mangue A. marina.
Porém, para a maioria das espécies de mangue, o crescimento é estimulado por niveis
moderados de sal (= 8,7 a 17,5) ao passo que niveis altos (a cima de 35) ou a auséncia
de sal o inibem (Ball, 1988; Takemura et al., 2000; Parida et al., 2004).

As condi¢cbes de salinidade constante tendem a ser fisiologicamente menos
exigentes do que a exposic¢do flutuante do sal, devido ao alto custo energético (Krauss et
al., 2008) exigido pelos mecanismos de ajustes osméticos e idnicos. Flutuacbes da
salinidade do solo ocorrem devido a inundacdo das marés ao longo do dia, a
precipitacdo ao longo do ano, e a temperatura que leva a evaporagdo da &gua da
superficie do solo (Hutchings and Saenger, 1987; Dassanayake et al., 2009; Lovelock et
al., 2017). No entanto, para lidar com as variagdes de salinidade, as plantas evoluiram
uma sofisticada sinalizacdo e processos metabdlicos de resposta ao sal, incluindo o
ajustamento da fotossintese e mecanismos de exclusdo do sal (Tuteja, 2007) bem como

mecanismos morfoldgicos e fisioldgicos para a absor¢do de agua sob baixo potencial
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hidrico do solo (Naidoo et al., 2002). Estes ajustes fisioldgicos véo refletir no maior
desenvolvimento vegetal e eficiéncia do uso da dgua (WUE). Em R. mangle o WUE
melhorou a tolerancia ao sal, no entanto diminuindo sua capacidade fotossintética, que
assim pode refletir no desempenho ecofisiolégico sob aumento salino (Lin and
Sternberg 1992; Hao et al. 2009). Avaliar estes processos elucida a tolerancia das
espécies de mangue em resposta a salinidade, haja vista que estudos em diferentes
condicBes salinas ja indicaram que estas plantas tiveram alteragbes em suas
performances fotossintéticas (Sobrado and Ball, 1999; Lovelock and Feller, 2003; Li et
al., 2008; Naidoo et al., 2011; Dangremond et al., 2015). Além disso, a exposicao
prolongada a condig¢des de estresse como salinidade e luminosidade pode resultar na
foto-oxidacédo das clorofilas, que pode levar a morte do individuo. Uma vez que esses
pigmentos sdo responsaveis pela conversdo da energia luminosa em energia quimica, na
forma de ATP e NADPH, e estdo vinculadas a eficiéncia fotossintética, que é refletido
no seu crescimento (Taiz and Zeiger, 2009). Desta forma, a determinacdo da
concentragdo dos pigmentos representa importante ferramenta para estudos
ecofisioldgicos (Lambers et al., 1998).

Rhizophora mangle cresce em zonas costeiras salinas do Leste do Pacifico e
Atlantico (Duke, 1992) apesar de se desenvolver bem em &gua doce (Hao et al., 2009).
A espécie se destaca na linha de costa brasileira (Schaeffer-Novelli et al., 1990) assim
como ao logo da linha de costa do Espirito Santo (Brasil) (Silva et al., 2005; Petri et al.,
2011) em areas sob influéncia marinha e dgua doce. Esta espécie exclui sal por
ultrafiltracdo, que ocorre nas membranas das células da raiz (Scholander, 1968). Em
consideracdo ao seu papel ecol6gico no ecossistema, estudos sobre as estratégias
fisioldgicas apresentadas por R. mangle para manter o crescimento e o desenvolvimento
em um ambiente extremo, caracterizado pela variacdo diaria na salinidade, a partir da
flutuacdo diaria da maré, altas temperaturas, luminosidade e precipitacdo séao
necessarios para uma melhor compreensdo da ecofisiologia dos manguezais. Tais
informagdes sobre as respostas especificas da espécie a salinidade seriam Uteis para
entender os fatores que influenciam a dominancia dos manguezais de R. mangle ao
longo da costa ES.

Desta forma, o presente estudo aborda a seguinte questdo: Como a variacao da
salinidade alteram os processos fotossintéticos em R. mangle crescendo em condic¢des
de campo? Para responder esta questdo foi avaliada a eficiéncia fotossintética, pela

técnica de trocas gasosas e conteddo de clorofila em plantas de Rhizophora mangle
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crescendo em condicgdes similares de inundacéo e distintas de salinidade no Estuario do
Rio Sdo Mateus. Assim, este estudo in situ, envolvendo 0s processos transporte de
elétrons e assimilacdo de CO2 em diferentes salinidades, permitird melhor compreensédo
dos mecanismos fotossintéticos que influenciam a dominancia da espécie R. mangle ao

longo da costa do Espirito Santo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Area de Estudo
Vide capitulo 2

3.2.2 Amostragem

Para as medicGes de trocas gasosas e indice de clorofila definiu-se um padrao de
amostragem, consistindo na quantificagdo dos dados em cinco folhas completamente
expandidas, sem indicios de senescéncia. Para atender a este padrdo, foram amostradas
as folhas do segundo par a partir do apice para a base do ramo ao acaso. Estas réplicas
foram obtidas em doze individuos jovens (amostras) com até 2 metros de altura de R.
mangle selecionados no interior das florestas.

As coletas foram conduzidas em abril e setembro de 2016 (denominadas ao
longo do trabalho como primeira e segunda amostragem, respectivamente) e marco e
setembro de 2017 (denominadas ao longo do trabalho como terceira e quarta
amostragem, respectivamente). Para a identificacdo da espécie em cada area (area LS de
menor salinidade e area HS de maior salinidade) por amostragem definiu-se as seguintes
terminologias: Rhl referem-se a primeira amostragem e Rh2 a segunda amostragem,
Rh3 a terceira amostragem e Rh4 a quarta amostragem. Todas as coletas foram
realizadas em dias de céu claro sem nuvens. Cada amostragem envolveu dois dias de
campo, sendo um dia para cada area. Os dados entre as areas foram obtidos nos mesmos
horarios no periodo da manhd para padronizar e evitar que houvesse variagdo de

radiacdo luminosa recebida por cada floresta.

3.2.3 Trocas Gasosas

Para esta etapa da avaliacdo de producdo primaria foi utilizado medidor portétil
de fotossintese (IRGA) modelo LCi (ADC, Bio Scientific Ltd. Hoddesdon, England).
As medicdes foram realizadas em folhas de R. mangle (Amostragem). Os seguintes
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pardmetros foram analisados: Assimilagio de CO2 (A) em pumol m?s™?; Condutancia
estomatica (gs) em mol m2s?; Transpiracio foliar (E) em mmol m2s?; Temperatura
foliar (T) em °C; Concentracdo interna de CO2 (Ci) em pmol m?s?; Intensidade
luminosa incidente sobre a superficie foliar (Qear) em pmol s> m2. A estimativa da
eficiéncia do uso da agua (WUE pumol CO2/mmol H20) foi calcula e determinada
como: eficiéncia intrinseca do uso da agua — WUE int (A/gs) (Sobrado, 2005) e
eficiéncia instantanea do uso da agua — WUE ins (A/E) (Krauss et al., 2006).

As medicdes de trocas gasosas foram realizadas no periodo entre 08:00 e 11:00

horas.

3.2.4 Indice de clorofila

Inicialmente, as medidas do indice de clorofila foram feitas com medidor
eletrénico portatil, no periodo entre 08:00 e 11:00 horas. (ClorofiLOG, modelo CFL
1030, Falker). Para isso, em cada folha de R. mangle (conforme descrito em
amostragem) foram realizadas trés leituras na lamina foliar, em areas diferentes. O
equipamento fornece o indice de clorofila a, b e totais. Posteriormente, foram calculadas

a média das trés leituras por folha e a razéo clorofila a/b.

3.2.5 Salinidade
Vide capitulo 2

3.2.6 Anélise Estatistica

Os valores de salinidade, parametros das trocas gasosas e indice da clorofila
foram analisados estatisticamente por Kruskal-Wallis ANOVA, para determinar
diferencas entre areas (HS x LS) e amostragens. Diferencas entre as medianas também
foram avaliadas segundo Kruskal-Wallis, em que o valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Salinidade
A salinidade diferiu entre as areas estudadas em todas as amostragens e foi
maior em HS (Tabela 3.1). No entanto, a comparacdo entre as amostragens revelou

menores valores de salinidade em Rh3 nas duas areas estudadas (18,8 e 9,44 para HS e
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LS, respectivamente). Em HS, o maior valor de salinidade (36,5) foi registrado durante
Rh2 enquanto para a area LS os maiores valores foram amostrados em Rh2 e Rh4 (25,5
e 26,01, respectivamente). Em HS, valores intermediarios de salinidade foram obtidos
durante Rhl e Rh4 (30,8 e 31,7, respectivamente) enquanto na area LS salinidade

intermediaria foi observada em Rh1 (17,8).

Tabela 3.1. Dados mensais de salinidade monitorados entre abril de 2016 a setembro de 2017
nas areas LS (menor salinidade) e HS (maior salinidade). Os dados sdo apresentados como
valores minimo, maximo e média (n = 4). As diferencas significativas (p < 0,05) entre areas sdo
destacadas por (*), dados em negrito correspondem aos meses de amostragens da fluorescéncia
e trocas gasosas.

LS/2016 HS/2016 LS/2017 HS/2017
Areas/Amostragem Min. Max. Média Min. Max. Média Min. Max. Média Min. Max. Média
JAN - - - - - - 5,4 15,2 10,6 8,2 27 14,6
FEV - - - - - - 7,7 15,6 12,2 18,4 23,6 21,9*
MAR (Rh4) - - - - - - 73 11,3 9,4 17,7 20 18,8*
ABR (Rh1) 17,2 18,2 17,8 30,3 31,3 30,8 10,1 16,2 13,2 21,2 24,6 23*
MAI 18,4 18,9 18,6 30,1 31,2 30,7 8 9,2 8,5 17,8 19,8 18,5*
JUN 17,8 18,5 18,1 28,6 28,9 28,8* 9,9 11,5 10,8 17,3 23,6 19,4*
JuL 12,5 17,8 15,3 23,3 28,2 26,8* 15,1 22,1 20 25,7 33,5 30*
AGO 24,4 24,9 24,6 27,4 32,4 29,7* 21,3 26,4 24,9 26,7 32,8 29,8
SET (Rh2 e Rh3) 23,9 27 25,5 34,5 38,6 36,5* 24,6 26,6 25,7 29 37 31,7*
ouT 22,8 28,5 25,3 32,3 36,4 34,2*% - - - - - -
NOV 3,2 6,8 51 9,5 13,7 12* - - - - - -
DEZ 1,6 5,9 3,8 11,6 15,7 13,3* - - - - - -

3.3.2 Trocas Gasosas

A taxa de assimilagdo de CO2 (A) e conduténcia estomatica (gs) diferiram entre
areas apenas em Rh2, com maiores valores obtidos em LS (p = 0,013) (Figura 3.1A- B).
Maiores valores de A e gs ocorreram em Rh3 e Rh4. Por outro lado, os valores de gs
obtidos em Rh1 na area LS ndo diferiu significativamente de Rh2, Rh3 e Rh4 (Figura
3.1B). A transpiracdo foliar (E) diferiu entre as areas em todas as amostragens, e,
similarmente aos resultados obtidos para A e gs, foram maiores em LS (Figura 1C)
principalmente para Rh3 (p = 0,001) e Rh4 (p = 0,0002). Para a area HS, os maiores
valores de E ocorreram em Rh3 e Rh2. A concentracdo interna de CO; (Ci) diferiu entre
as areas durantes as amostragens Rh3 (p = 0,004) e Rh4 (p = 0,04), sendo maiores em
HS (Figura 3.1D). Comparacdes entre amostragens diferiram apenas em LS, onde 0s

maiores valores foram registrados em Rhl e Rh2.
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Figura 3.1. Parametros médios (+ desvio padréo) das trocas gasosas (N = 12) obtidos de plantas
de Rhizophora mangle (Rh1l, Rh2, Rh3 e Rh4) nas areas LS (menor salinidade) e HS (maior
salinidade) em abril de 2016 (Rh1), setembro de 2016 (Rh2), margo de 2017 (Rh3) e setembro
de 2017 (Rh4). A) Assimilacdo de CO; (A) em umol ms?, B) condutancia estomatica (gs) em
mmol H,O m?s?, C) Transpiracdo (E) em mmol H,O m* s, D) Concentragdo interna de CO;
(Ci) em pmol m2st, Médias diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05.
Letras minusculas indicam comparacfes entre areas diferentes (HS e LS). Letras maiusculas
reportam comparagdes entre amostragem em uma mesma area.

A temperatura foliar (Tieaf), assim como E, diferiu significativamente entre as
areas em todas as amostragens, com os maiores valores obtidos LS (Figura 3.2A). A
intensidade luminosa incidente sobre a superficie foliar (Qiear) foi maior em LS e diferiu
entre as areas em Rh3 (p = 0,001) e Rh4 (p = 0,001) (Figura 3.2B). Comparacdes entre
amostragens distinguiram maior valor de Qieat em Rh3 e Rh4 e menor valor em Rh1 em
ambas as areas. Rh2 ndo diferiu entre as amostragens em HS, mas foi menor entre as
amostras em LS. A eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) também diferiu entre as
areas em Rh3 (p = 0,004) e Rh4 (p = 0,02), permanecendo maior em LS (Figura 3.2C).
ComparacOes entre amostragens mostram diferencas apenas em LS, registrando maiores
valores de A/gs em Rh3 e Rh4 e menor em Rh1. Por outro lado, os valores da eficiéncia

instantanea do uso da agua (A/E) foram diferentes entre as areas em Rh3 (p= 0,02) e
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Rh4 (p = 0,01), assim como A/gs mas foram maiores em HS (Figura 3.2D). As

amostragens néo diferiam entre si em ambas as areas.
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Figura 3.2. Pardmetros médios (+ desvio padrdo) das trocas gasosas e uso da agua (N = 12)
obtidos de plantas de Rhizophora mangle (Rhl, Rh2, Rh3 e Rh4) nas areas LS (menor
salinidade) e HS (maior salinidade) em abril de 2016 (Rh1), setembro de 2016 (Rh2), marco de
2017 (Rh3) e setembro de 2017 (Rh4). A) temperatura foliar (Trina), B) intensidade luminosa
incidente sobre a superficie foliar (Qiear), C) Eficiéncia do uso da agua intrinseco (WUEinx), D)
Eficiéncia do uso da &gua instantaneo (WUEis) (WUE em pmol CO2/mmol H>0). Médias
diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05. Letras minGsculas indicam
comparacgdes entre areas diferentes (LS e HS). Letras maiusculas reportam comparacgdes entre
amostragem em uma mesma area.

3.3.3. Indice de Clorofila

O teor de clorofila a diferiu entre as areas apenas em Rh1 (p = 0,000032) e foi
maior na area LS (Tabela 3.2). Em HS, o maior valor de clorofila a foi obtido em Rh2 e
na area LS os maiores valores foram observados em Rhl e R2. O teor de clorofila b
diferiu entre as areas em Rhl (p = 0,002) e Rh3 (p = 0,01), com maiores valores
reportados na area LS e HS, respectivamente (Tabela 3.2). Em HS, a comparagéo entre
amostragens revelou maiores valores de clorofila b em Rh2 e menores valores em Rhl e
Rh3. Em LS, os maiores valores do indice de clorofila b foram verificados em Rh1 e
Rh2. O indice de clorofila total (a+b) diferiu entre Rh1 (p = 0,0003) e Rh3 (p = 0,007) e

foi maior em LS e HS, respectivamente (Tabela 3.2). Na area HS, o maior valor de
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clorofila a+b foi observado em Rh2 enquanto o menor valor foi obtido em Rh1. Na area
LS maior valor de clorofila total foi registrado em Rh1 e o menor valor em Rh3. A
razdo clorofila a/b distinguiu-se entre as &reas em Rh1 (p = 0,04) com maior valor
obtido para a area HS e em Rh3 (p = 0,002) na area LS (Tabela 3.2). Na area LS, a
razdo clorofila a/b foi maior na amostragem Rh3 e diferiu das outras areas. Nenhuma

diferenca na raz&o clorofila a/b foi observada entre as coletas na area HS.

Tabela 3.2. Pardmetros médios (z desvio padrdo) dos indices de clorofila a, b e totais (a+b) e da
razdo clorofila a/b (N=12) obtidos de plantas de Rhizophora mangle (Rh1, Rh2, Rh3 e Rh4)
nas areas LS (menor salinidade) e HS (maior salinidade) em abril de 2016 (Rh1), setembro de
2016 (Rh2), marco de 2017 (Rh3) e setembro de 2017 (Rh4). Médias diferem estatisticamente
pelo teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05. Letras minGsculas indicam comparagdes entre areas
diferentes (HS e LS). Letras mailsculas reportam compara¢fes entre amostragem em uma
mesma area.

Rh1 (abril/2016) Rh2 (setembro/2016)
LS HS LS HS
Chla |45,915+1,00* 38,323 $3,12°® (44,891 +1,12** 44,433 +1,09™"
Chlb 25,807 +5,44®*  18,264+539°® (25,402 +5,02** 24,527 5,43
Chl a+b (71,722 +6,18"" 56,588 +7,66"° |70,63 £5,93*® 68,961 +6,36™
Chla/b (1,8807 0,38°®  2,3408 +0,60*" |1,874 +0,3534°® 1,981 0,446
Rh3 (mar¢o/2017) Rh4 (setembro/2017)
LS HS LS HS
Chla |40,10+2,05® 40,862 0,90 |40,505+1,47°° 40,728 +1,11™°
Chlb [15,142 +527°® 19,246 +4,58"° |20,637 £3,51™"° 21,39611,94°"°
Chl a+b |55,242 +7,08°°  67,997+18,11%*%(61,142 +4,83°*C 62,124 +2,74°*®°
Chla/b (3,061 40,639  2,271+0,481° 2,043 £0,322*® 2,015 +0,285™"

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Trocas gasosas e uso da agua sao influenciados pela salinidade

O crescimento da maioria das espécies de mangue é estimulado por niveis

moderados de sal. No entanto, elevadas salinidades impedem o seu desenvolvimento
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pleno (Takemura et al., 2000; Parida et al., 2004). Devido aos efeitos causados pelas
flutuacBes da salinidade da &gua do solo, as espécies de mangue exibem normalmente
reduzidas taxas de assimilacdo de CO2 (A) e conduténcia estomética (gs) quando
comparadas com outras espécies C3 (Ball, 1988) e estas respostas sao mais acentuadas a
medida que se aumentam as concentracBes salinas (Martin et al., 2010; Reef and
Lovelock, 2015). No presente estudo, foram observados valores reduzidos de A e gs
(Figura 3.1 A-B) apenas na amostragem Rh2 na &rea de maior salinidade (HS) quando
se compara as areas por coleta. De acordo com Sobrado (2004), menor gs limita o
influxo de CO; influenciando nas taxas de assimila¢do, haja vista que a condutancia
estomatica € muito sensivel as mudancas da umidade do ar e da salinidade da agua
intersticial. Neste estudo, a amostragem Rh2 ocorreu na ocasido que se registraram as
maiores salinidades na area HS (Tabela 3.1).

Houve reducdo acentuada nos valores médios de assimilacdo nas plantas da area
de maior salinidade no ano de 2016 (Rhl e Rh2), média de 2,18 pumol m?2s?
comparados aos registros de 5,14 umol m2s* em 2013 (Lopes, 2014) e 8,21 pmol m2st
em 2017 (Rh3, Rh4) referentes aos valores médios das duas amostragens em cada ano.
Esta redugdo na assimilagdo de CO> pode ser reflexo do aumento da salinidade que
ocorreu no estuario do Rio Sdo Mateus, devido diminuicdo da precipitagdo a partir do
final de 2013. Uma vez que em 2013 (até o més de setembro) a area HS registrava
valores de salinidade situados entre 20-30 (Lopes, 2014) e no ano de 2016 essa variavel
continuou entre 30-40. A area de menor salinidade (LS) que em 2013 registrava valores
de salinidade entre 5-10 (Lopes, 2014), em 2016 registrou valores entre 17-26. Ao
longo do presente estudo, registraram-se maior assimilacdo de CO2 nas salinidades entre
18 e 31 para a area HS e entre 9 e 26 para a area LS (Figura 3.1A e Tabela 3.1). A
manutencdo da atividade fotossintética nas plantas na area HS foi apoiada pelo aumento
da expressdo de genes envolvidos nos processos fotossintéticos, defesa antioxidante e
sequestro de Na* (apresentado em detalhes no Capitulo 4). Resultados similares foram
observados por Lopez-Hoffman et al. (2006). Os autores relataram maior assimilacao de
CO2 em plantulas de R. mangle, crescendo em condi¢do de campo sob maior salinidade
(25) comparado com a area de menor salinidade (abaixo de 10). Maior desempenho
fotossintético sob alto teor de sal € uma caracteristica das especies da familia
Rhizophoracea. Varios estudos reportam melhor desenvolvimento de R. mangle em
condicGes de salinidade de até 30 (Krauss and Allen, 2003; Parida et al., 2003).
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Assim, as plantas de R. mangle registraram os melhores resultados para
assimilagcdo de CO nas salinidades entre 18 -31 em HS e entre 9 — 26 em LS.
Igualmente, Lopez-Hoffman et al. (2006) notaram que plantulas R. mangle, também em
condicdo de campo, exibiram melhor assimilacdo na area de maior salinidade (25) do
que na area de menor salinidade (inferior a 10 psu). Resultado similar ao encontrado
para plantas jovens de R. mangle nas mesmas areas do presente estudo (HS e LS) em
2013 (Lopes, 2014), uma vez que as espécies da familia Rhizophoracea exibem melhor
desenvolvimento em condicdes de salinidade até 30 psu (Krauss and Allen, 2003;
Parida et al., 2003).

Os resultados deste estudo reforcam estas influéncias da salinidade sobre a
assimilacdo de CO2 em R. mangle, uma vez que houve diferenca significativa entre as
amostragens e identificam que os menores valores de A (Figura 3.1A) ocorreram em
salinidades intermediarias ou altas (nas amostragens Rh1l e Rh2, respectivamente, em
ambas as areas — ver Tabela 3.1). Todavia, durante a amostragem Rh4, quando ocorreu
salinidade intermediéria na area HS e alta na area LS, valores de assimilagcdo de CO-
comparaveis aqueles obtidos para Rh3 (Figura 3.1A) foram registrados, quando a
salinidade foi baixa para ambas as areas. Estes resultados, principalmente aqueles
obtidos para a area de menor salinidade, podem ser explicados pelo aumento da
incidéncia luminosa, uma vez que maior luminosidade pode melhorar a fotossintese.
Dangremond et al. (2015) observaram aumento na assimilacdo de CO2 em plantulas de
R. mangle com o incremento da salinidade e luminosidade (salinidade maxima de 35
sob 1200 pmol m-2 s-1 de densidade de fluxo de fétons fotossintéticos) num periodo de
12 semanas. Segundo as autoras, espécies de mangue comumente saturam a taxa
fotossintética em baixas intensidades luminosas e a exposi¢do diretamente a luz solar
podem resultar em excesso de energia de excitacdo e aumento da temperatura foliar. No
presente estudo, as plantas crescendo na area LS, a partir das amostragens Rh3 e Rh4
(Figura 3.2A) foram submetidas & maior exposicdo a luz solar devido & queda de
arvores maiores do dossel causada por ventos com velocidade elevada, refletindo,
consequentemente, em maior taxa de transpiracdo foliar. De acordo com Larcher
(2000), maior transpiragdo foliar € um mecanismo de protecdo contra a elevacdo da
temperatura. No estudo de Dangremond et al. (2015), o efeito da salinidade e da luz
sobre os processos fotossintéticos de plantulas de R. mangle ndo influenciou a altura
final, biomassa, ou taxa de crescimento, mas resultou em menor mortalidade sob alta

luminosidade em salinidade moderada. Por outro lado, Lopez-Hoffman et al., (2006)
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observaram que em menor luminosidade as taxas de sobrevivéncia das plantulas de R.
mangle foram maiores em maior salinidade (25). Assim, 0 género Rhizophora pode
habitar locais com alta luminosidade (Kitao et al., 2003) desde que o teor de salinidade
seja moderado.

O menor nivel de luminosidade na area HS, devido & maior cobertura do dossel,
ndo foi prejudicial para as plantas, como foi possivel observar a partir dos valores de
assimilacdo registrados para ambas as areas nas duas Ultimas amostragens (Rh3 e Rh4).
No entanto, muito embora a area LS tenha apresentado condicGes propicias para o pleno
desenvolvimento de seus individuos (maior luminosidade e salinidade moderada), isto
ndo resultou em melhores taxas médias de assimilagdo de carbono (Figura 3.1A).
Contudo, este fato pode ser indicativo que os individuos da area HS apresentam uma
série de ajustes fisioldgicos, que lhes permite minimizar os efeitos da salinidade e
desenvolver-se, mesmo a custa de maior gasto energético.

A eficiéncia intrinseca no uso da &gua nao diferiu nas plantas da area HS uma
vez que para todas as amostragens valores similares de WUEin (A/gs) foram obtidos
(Figura 3.2C). ComparacOes entre areas mostraram melhor uso da dgua para as plantas
em LS nas duas Ultimas amostragens Rh3 e Rh4. Contudo, em Rh2, quando a salinidade
foi alta para ambas as areas (Tabela 3.1), valores de WUEin: foram similares, indicando
a influéncia da alta salinidade para as plantas independente da area de crescimento.
Soares et al. (2015) também ndo observaram diferencas no uso intrinseco da agua
comparando florestas com diferentes salinidades para plantas de R. mangle. Por outro
lado, registraram diferencas nas assinaturas isotopicas (C14), que avaliam a eficiéncia
no uso da &gua em longo prazo, na floresta com maior salinidade.

A invariabilidade de WUEins entre as quatro amostragens em ambas as areas,
sugere manutencdo da eficiéncia do uso da agua, independe da salinidade, indicando
adaptacdo dos individuos as condicdes locais. No entanto, diferencas entre as areas
mostraram melhor uso da 4gua para as plantas da area HS nas duas Gltimas amostragens
(Rh3 e Rh4) (Figura 3.2D). E importante ressaltar a ocorréncia de maior luminosidade
em LS (como mencionado acima) que resultou em maior temperatura e transpiragéo
foliar, sem aumentos evidentes da assimilacdo de carbono. Consequente, as plantas da
area LS mostram maior restricdo do uso da agua do que as plantas da area HS (Figura
3.2C). No entanto, também podemos inferir que, apesar de estarem crescendo em um
ambiente mais salino, as plantas em HS podem estar tendo mais acesso a aguas

subterraneas, uma vez que esta area apresenta topografia menos elevada que a area LS.
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Visto que Lovelock et al. (2017), ao analisarem as assinaturas isotdpicas das fontes de
aguas de Rhizophora stylosa Griff., observaram que as &guas subterraneas estavam
menos disponiveis para as plantas que cresciam na area de maior elevacdo. Porém, em
Rh2, muito embora ndo tenha sido registrada diferenca estatistica entre as areas em
WUEint, 0 menores valores de temperatura e transpiracdo foliares na area HS pode ser
um indicativo de restricdo a agua, uma vez que as radiacGes luminosas entre as areas
foram similares. Entretanto, na area LS a assimilacdo foi maior (Figura 3.1C).
Limitacbes do uso da agua, decorrentes do maior custo de aquisicdo da dgua com o
aumento da salinidade contribui para a reducdo do transporte de elétrons fotossintéticos
e consequentemente nas etapas subsequentes de redugdo do carbono. Chen and Ye
(2014) observaram que plantulas de Excoecaria agallocha L., espécie de mangue ndo
vivipara, ndo estdo aptas em manter alta eficiéncia no uso da agua (A/E) em condicGes

de salinidade elevada (25), apesar da acentuada reducdo da transpiracéo foliar.

3.4.2 Indices de clorofila ndo foram interferidos pela salinidade

Geralmente, o aumento da salinidade vem acompanhado pela reducdo na
concentracdo de clorofila a, em consequéncia da fotoinibi¢do cronica. Consequente,
reducdo da capacidade fotossintética ocorre (Naidoo et al., 2002) ao contrério do que foi
evidenciado nas plantas de R. mangle no presente estudo. Diferenca no indice de
clorofila a entre as areas ocorreu somente em Rh1 na area LS, para a qual maior indice
de clorofila a foi registrado (Tabela 3.2). No entanto, maior indice de clorofila a ndo foi
seguido pelo aumento na assimilagdo de CO2, que foi similar entre as areas (Figura
3.1A). Assim como na amostragem Rh2 na area LS, que apesar da maior taxa de
assimilacdo ndo foi observado diferencas entre os indices de clorofilas a em ambas as
areas. Na area HS, ao comparar as diferencas entre as amostragens, também foi
observado maior indice de clorofila a no periodo de maior salinidade (Rh2) comparado
com as amostragens com menor salinidade (Tabela 3.1 e 3.2), sem interferéncia na
assimilacdo de carbono. Goussi et al., (2018) reportaram aumentos no conteudo de
clorofila a na haléfita Thellungiella salsuginea (Pall.) O.E.Schulz com o incremento da
salinidade de 200 a 400 mM. Contudo, o aumento no contetdo de clorofila a foi
negativamente correlacionado com o crescimento. Em plantulas de Kandelia candel (L.)
Druce, a alta salinidade resultou em maior concentracdo de clorofila a (Wang et al.
2105). Os resultados obtidos na area LS indicam que as amostragens que apresentaram

as maiores taxas de A também exibiram os menores indices de clorofila a (Figuras 3.2A
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e). No entanto, em Rh3, quando houve maior taxa de assimilacdo na area LS, foi o
periodo de baixa salinidade (Tabela 3.1).

O conteudo de clorofila total (a + b) esta relacionado a melhoria da eficiéncia na
taxa de transferéncia de energia luminosa e na producdo de energia quimica. Como
resultado, aumentos na taxa de assimilacdo de CO2 ocorrem. Contudo, este fato ndo foi
observado entre as areas, uma vez que nao houve diferenga entre as taxas de A, mesmo
com maior indice de Clor a+b ocorrendo na amostragem Rh1 para a area LS e em Rh3
para a area HS. A reducdo do contetdo de pigmentos nas plantas em ambas as areas,
representado pelo menor valor do indice de clorofila total, pode ser consequéncia da
destruicdo dos complexos de pigmentos protéicos dos tilacdides nos centros de reacao
(RCs) fotossintéticos (Chang et al., 2012) e diminuigdo dos centros de reacao ativos.

Por fim, a razdo clorofila a/b é considerada um indice da capacidade dos
complexos coletores de luz (LHC) e estes sdo regulados por meio da atividade do ciclo
da clorofila (Das et al., 2002; Tanaka and Tanaka, 2007). A menor razdo Clorofila a/b
obtida nas plantas da area de menor salinidade (LS) esta relacionada ao aumento de
clorofilas associadas aos complexos coletores de luz (LHC) do que com os centros de
reacdo, evidenciado pelo maior valor de clorofila b (Lambers, 2008), uma vez que a
clorofila b é essencial para a elaboracéo e funcionamento da maioria dos LHCs (Chen,
2014). O aumento de clorofilas associadas ao LHC junto com a reducgéo de centros de
reacao ativos diminui a transferéncia de energia e eleva a sua dissipacdo na forma de
calor ou fluorescéncia (Kalaji et al., 2011) como um mecanismo de fotoprotecdo. No
entanto, na area de menor salinidade, na primeira amostragem, houve menor dissipacao
de calor (DIo/RC) sem 0 aumento da assimilacdo, em relacdo a area HS, fato que leva a
entender que a salinidade estd comprometendo tanto a parte fotoquimica quanto a etapa
quimica do ciclo de Calvin nos individuos amostrados. Muito embora nenhuma
diferenca significativa foi obtida para a taxa de assimilacdo entre as areas estudadas,
nota-se que estes fatores prejudicaram os processos fotossintéticas das plantas crescendo

sob maior salinidade em ambas as areas.
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3.5 CONSIDERACOES FINAIS

Plantas de Rhizophora mangle de ambas as areas foram influenciadas pelo
aumento da salinidade, seja na area HS ou area LS, como foi observado pela
modificagdo de alguns pardmetros entre as amostras.

Resultados apontaram diminui¢do na eficiéncia fotossintética para plantas de R.
mangle da area de menor salinidade sob aumento da salinidade. Efeitos do sal acarreta
maior gasto energético e ineficiéncia no transporte de elétrons, podendo ser o reflexo da
baixa assimilacéo fotossintética mesmo em menor salinidade.

Os indices de clorofila ndo foram interferidos pela salinidade, uma vez que ndo
foram observadas relacdo efetiva entre a salinidade e os resultados de clorofila a e
clorofila b, seja entre areas ou amostragens.

Finalmente, os resultados obtidos neste estudo contribuem para o entendimento
do comportamento fotossintético de R. mangle em situa¢Bes de salinidade similar ou
préxima a dgua do mar com pequenas amplitudes de variacdo entre as concentracfes
minimas e maximas, bem como, seu funcionamento em condicGes similares, climaticas
e oceanograficas, mas com salinidades menos elevadas e abaixo daquela da &gua do mar

com maior amplitude de variacdo entre os valores minimos e maximos.
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CAPITULO 4

ANALISES FOTOSSINTETICAS E EXPRESSAO DE GENES EM PLANTAS
DE Rhizophora mangle L. QUE CRESCEM SOB CONDICOES DE CAMPO
PROPORCIONAM COMPREENSOES SOBRE ADAPTACOES AO AO SAL

RESUMO

Rhizophora mangle ¢ uma espécie de mangue distribuida na regido da costeira do
Atlantico e leste do Pacifico. Estd adaptado a uma ampla gama de salinidade e tem
grande importancia ecoldgica para 0s ecossistemas de mangue. No entanto, pouco se
sabe sobre a base genética subjacente aos mecanismos de tolerancia a sal desta espécie.
Portanto, investigamos aqui as bases fisioldgicas e moleculares da tolerancia ao sal em
R. mangle em condi¢des de campo, com base em analises de trocas gasosas, teores de
clorofila, fluorescéncia da clorofila a e expressdo génica por gRT-PCR. Os dados de
troca gasosa mostraram que as plantas que crescem em ambas as areas apresentam
comparaveis taxas de assimilacdo de CO: e condutancia estoméatica. A manutengéo
fotossintética sob condi¢bes de alta salinidade foi sustentada por uma atividade
melhorada do fotossistema Il (FSIl), conforme indicado pelos parametros de
fluorescéncia da clorofila a e razéo de clorofila a/b, incluindo o aumento dos centros de
reacao ativa (RCs) e complexos de evolucédo do oxigénio (CEOs). Além disso, 0s genes
psbA (proteina D1 do RC) e PSBO2 (subunidade do OEC) foram positivamente
regulados sob alta salinidade, o que pode estar relacionado ao aumento da eficiéncia no
reparo de lesdes no RC e COE através da sintese de novas subunidades, melhorando a
atividade do FSII. Alem disso, a expressdo de outros cinco genes envolvidos na sintese
de ATP, ativacdo de RubisCO, sequestro de espécies reativas de oxigénio (EROS),
sintese de GABA e sequestro de Na* vacuolar foram regulados positivamente sob alta
salinidade. Desse modo, o balanco de energia e a prevencdo de estresse oxidativo e
toxicidade idnica também foram induzidos sob essa condicdo. Nossos dados langam luz
sobre 0 mecanismo de tolerancia ao sal e fornecem genes especificos regulados pelo sal
em R. mangle sob condic¢des de campo.

Palavras-chaves: Genes regulados pelo sal; Fluorescéncia da clorofila a; Hal6fitas

4.1 INTRODUCAO

Florestas de mangue crescem ao longo de costas protegidas sob forte influéncia
dos regimes das marés e sdo caracterizadas pelo desenvolvimento em solo inundado,
hipoxico e salino (Dangremond et al., 2015; Lovelock et al., 2017). O ecossistema de
mangue é altamente produtivo e é considerado um dos ecossistemas mais valiosos, pois
pode minimizar o efeito das tempestades nas &reas costeiras, entre outros servicos
ecologicos essenciais e unicos (Barbier, 2016). Uma caracteristica tipica da maioria das
plantas de mangue é o seu estilo de vida halofitico, uma vez que sdo necessarias

concentracdes salinas moderadas para um crescimento e desenvolvimento completos
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(Ball, 1988). Assim, essas plantas desenvolveram mecanismos eficientes de tolerancia
ao sal para lidar com ambientes salinos, evitando ou mitigando os efeitos do sal, como
toxicidade idnica, estresse osmotico e dano oxidativo (Takemura et al., 2000; Parida et
al., 2004; Flowers and Colmer, 2008; Parida and Jha, 2010). O processo hidrolégico e
de maré pode alterar o efeito do sal no desenvolvimento destas plantas, mas também
pode ter um efeito sinérgico ou antagonista, aumentando as condi¢fes hipoxicas no
sedimento de manguezal. Estudos sobre a dindmica das inundacOes sdo escassos
(Bompy et al., 2014), dificultando a avaliacdo do comportamento das plantas de mangue
em diferentes condi¢des ambientais e principalmente ex situ e relacionadas com o
tempo de inundacdo (Luzhen et al., 2005; Chen and Yen, 2014). Nesse contexto, Lara
and Cohen (2006) desenvolveram um modelo com dados de previsdo de salinidade da
agua para avaliar o efeito da salinidade intersticial da dgua no desenvolvimento de
manguezais e obtiveram uma forte correlacdo entre a salinidade e a altura do dossel.
Estes estudos mostram os efeitos em escala local sobre 0 comportamento das espécies
de mangue sob diferentes condicBGes e recursos, entretanto, ha pouco entendimento
sobre quais fatores fisiologicos estdo envolvidos e como a expressdo génica ocorre entre
individuos da mesma populacéo.

Estudos fisioldgicos relacionados ao desempenho fotossintético de manguezais
sob diferentes condicbes de sal indicam um papel essencial do ajuste funcional do
mecanismo fotossintético (Ball, 1996; Sobrado and Ball, 1999; Lovelock and Feller,
2003; Sobrado, 2005; Li et al., 2008; Naidoo et al., 2011), e um uso eficiente da agua
para melhorar a tolerancia ao sal (Tuteja, 2007; Dangremond et al., 2015; Lovelock et
al., 2017). Esforcos para entender a base genética subjacente aos mecanismos de
tolerancia ao sal das espécies de manguezais foram concentrados em andlises funcionais
genéticas, transcriptoma e proteoma, que se concentraram principalmente em duas
espécies de mangue, Kandelia candel (L.) Druce e Bruguiera gymnorrrhiza (L.) Lam
(Dassanayake et al., 2009; Yamanaka et al., 2009; Zhu e al., 2012; Jing et al., 2015;
Yang et al., 2015; Wang et al., 2014, 2015; Guo et al., 2017). Esses estudos forneceram
resultados importantes relacionados a genes putativos, envolvidos no mecanismo de
tolerancia ao sal, que incluem genes que atuam na fotossintese, defesa antioxidante e
transporte de sal.

Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae) é uma espécie de mangue pouco
estudada quanto ao seu mecanismo de tolerancia ao sal em niveis moleculares e

fisioldgicos. Esta espécie é distribuida ao longo das costas do Pacifico e Atlantico, que
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incluem o istmo americano e as costas de ambos os lados do Atlantico (Duke and Allen,
2002). Nas Américas Tropicais e Subtropicais, R. mangle ocorre do norte da Florida ao
sul do Brasil, na costa leste do Atlantico (Soares et al., 2012; Dangremond et al., 2015).
Além do estilo de vida halofitico, R. mangle também se desenvolve bem sob agua doce
(Lopez-Hoffman et al., 2006). Esse aspecto € interessante porque favorece sua
distribuicdo austral, j& que seu desempenho fotossintético é mais eficiente em &reas com
alta oferta de &gua doce a baixa temperatura (Soares et al., 2015). Dada a sua
plasticidade ambiental, R. mangle tem grande importancia ecolégica para 0s
ecossistemas de manguezais, onde é encontrada sob uma ampla gama de solos contendo
sal. Como R. mangle ndo produz glandulas salinas, 0 mecanismo evoluido para tolerar
ambientes salinos envolve a exclusdo de sal pela ultrafiltragdo da raiz (Scholander,
1968) restringindo o influxo de sal para as folhas, mantendo baixa a concentracao de sal
vacuolar na raiz (Werner and Stelzer, 1990). Além disso, para evitar a toxicidade idnica
devido aos altos niveis de Na*™ que atingem as células, o sal transportado para as folhas é
armazenado nos vacuolos. Além disso, para evitar a toxicidade i6nica devido aos altos
niveis de Na + que atingem as células, o sal transportado para as folhas é armazenado
nos vacuolos (Naidoo et al., 2002).

Este estudo compara dados sobre a fisiologia de R. mangle em dois manguezais,
contribuindo para o entendimento de aspectos ecoldgicos que favorecerdo o dominio
das espécies na floresta, uma vez que outros fatores correlacionados com as escalas
ambientais podem influenciar a diversidade especifica e estrutural da floresta nos
manguezais (Zamprogno et al, 2016; Lima et al., 2017). Estudos in situ contribuirdo
para avaliar o comportamento das espécies que servem de referéncia para a modelagem
de ecossistemas em relacdo as mudancas climaticas e consequentemente ao aumento do
nivel médio relativo do mar, considerando que 0s manguezais sdo bastante sensiveis a
variacdes na concentracdo de CO2, temperatura e salinidade (Farnsworth et al., 1996
Woodroffe, 1992). Analises de parametros fisiologicos e expressdao génica nos
permitem identificar quais parametros nas diferentes escalas hierarquicas estdo
influenciando o desenvolvimento e o dominio das espécies de mangue em escala local.
Entender o comportamento ecoldgico baseado em ferramentas fisioldgicas e
moleculares em um contexto espacial é um aspecto fundamental para melhorar as
estratégias de manejo para a conservacdo de manguezais em todo o mundo.

Abordamos especificamente as duas questfes seguintes: (i) Em primeiro lugar,

como sao os padrdes de expressdo génica de genes supostamente regulados pelo sal em
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folhas de plantas de R. mangle crescendo em diferentes florestas de mangue? Para
responder a essa questdo, investigamos a expressdo génica de varios genes envolvidos
na fotossintese, defesa antioxidante e sequestro de Na+ vacuolar por gRT-PCR. (ii) Em
segundo lugar, existe uma relacdo entre a expressao génica dos genes putativos
regulados por sais e as respostas fotossintéticas nas plantas de R. mangle que lhes
permitem prosperar na salinidade? Para resolver essa questdo, realizamos analises de
trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e indice de clorofila. Finalmente, os dados
aqui apresentados irdo lancar luz sobre os principais aspectos dos mecanismos de
tolerancia ao sal em R. mangle em niveis moleculares e fisiol6gicos que crescem em

condigdes de campo nos locais de diferentes comportamentos de salinidade.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Area de estudo

Dois locais de estudo foram delimitados no ecossistema manguezal, pertencente
ao estuario do rio Sdo Mateus (Conceicdo da Barra, ES), para garantir oS mesmos
padrdes ambientais recomendados por Twilley et al. (1999) e avaliar a diferenca de
habitat para a mesma espécie. O primeiro local (habitat menos salino) foi definido longe
da foz do rio (7,5 km a montante), que tem um solo com baixa salinidade (cerca de 15
ppu), a area LS. O outro local de estudo (habitat mais salino) foi delimitado proximo a
foz do rio (2,8 Km), onde a salinidade do solo é maior (cerca de 25 ppu), na rea HS. Os
detalhes da localizacéo das areas LS e HS sdo mostrados na Figura 1.1 (ver capitulo 1).
Ambos o0s locais estdo sofrendo taxas de inundacdo semelhantes, que foram
monitoradas durante o ciclo da maré (marés de sizigia e quadratura) usando o
registrador de dados de nivel de 4gua HOBO U20 (Onset) e possuem 0 mesmo
hidroperiodo (por exemplo, frequiéncia e duracdo do evento de inundacdo). Portanto, no
contexto macro do ambiente de habitat, consideramos que o nivel de salinidade foi a
principal variavel entre esses dois locais. O nivel de salinidade nos dois locais foi
monitorado usando o multimetro portatil HQ40D (Hach) e os dados foram expressos
como unidade de salinidade pratica (psu). As medi¢bes foram realizadas mensalmente
de setembro de 2016 a abril de 2017, para este estudo, mas os locais estdo sendo
monitorados para uma salinidade de longo prazo. Bernini et al. (2006) avaliaram a

concentracdo de macronutrientes (N, Ca, K, Mg, S e P) ao longo do estuario do rio S&o
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Mateus e ndo encontraram diferencas significativas para as folhas de R. mangle. Nossas
areas de estudo estdo proximas aos seus 1 e 3 sites.

Embora existam diferencgas de salinidade entre sites, entendemos que esse nédo é
0 Unico parametro que é distinto entre os dois sites. Mesmo que houvesse aumento do
esforco amostral entre as areas, fatores secundarios como potencial redox, sulfeto, micro
e macronutrientes e pH podem influenciar nas respostas fisioldgicas de R. mangle. No
entanto, entendemos que as estratégias fisiologicas desta espécie fazem dela um
importante elemento a ser avaliado em condicdes de campo, embora ndo pudéessemos

cobrir todos os interferentes como o fariam em situacGes de laboratorio.

4.2.2 Amostra vegetal

Para as medicGes de trocas gasosas, indice de clorofila e fluorescéncia da
clorofila a definiu-se um padrdo de amostragem quantificando os dados em cinco folhas
consideradas jovens, completamente expandidas e sem indicios de senescéncia. Para
atender este padrdo, foram amostradas as folhas do segundo par a partir do apice para a
base do ramo. Estas réplicas foram obtidas de doze individuos jovens (amostras) de
Rhizophora mangle selecionados aleatoriamente. Cada amostragem envolveu dois dias
de campos, uma area por dia, realizadas em marco de 2017.

A selecéo das folhas para o estudo de expressao génica seguiu 0 mesmo padréo
de amostragem definidos anteriormente, com modificacdo apenas do nimero amostral,
isto €, quatro individuos jovens de R. mangle escolhidos aleatoriamente. Imediatamente
apos a coleta, as folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a
temperatura de -80°C em ultrafreezer portatil (Shuttle™ Model ULT-25NE) até o
processamento. Amostras foliares foram coletadas no periodo da manhd, entre 9:00 e
11:00 horas, no més de abril de 2017.

4.2.3 Fluorescéncia da clorofila a

A emissdo da fluorescéncia da clorofila a foi registrada utilizando-se um
fluorimetro portatil Handy PEA (Hansatech, UK), entre 08:00 e 10:00 horas em folhas
previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos (Falqueto et al., 2008) utilizando-se
clipes foliares apropriados (Hansatech Instruments Ltd.). A intensidade luminosa sob a
folha foi de 3000 umol (fétons) m=2s2, que é suficiente para o registro da fluorescéncia
méaxima para todos os tratamentos. As intensidades da fluorescéncia em 50pus

(cosiderado como Fo), 100us, 300us, 2ms (Fj), 30ms (Fi) e fluorescéncia méxima ou Fr



106

foram coletadas e usadas para obter os parametros a partir do teste (Strasser and
Strasser, 1995).

EquacBes provenientes dos pardmetros do teste JIP também foram utilizadas
para calcular: L-band Vok = (Fioous — Fo)/ (F300.S — Fo) — Fluorescéncia variavel em 100
us (Strasser and Stirbet, 2001); K-band Vo; = Vok (F3oous — Fo)/ (Foms — Fo) -
Fluorescéncia variavel em 300 us (Sristava et al., 1997) ; J-step 1 — [(Foms — Fo)/(Fm —
Fo)] (Strasser et al., 2004); e, IP-phase AVip = (Fm — Fzoms)/(Fm- Fo) (Oukarroum et al.,
2009).

4.2.4 Trocas Gasosas e Indice de Clorofila

Determinacdo das trocas gasosas foram feitas a partir dos parametros de
assimilagdo de CO> (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E). Para esta etapa
da avaliacdo de producdo primaria foi utilizado medidor portatil de fotossintese (IRGA)
modelo LCi (ADC, Bio Scientific Ltd. Hoddesdon, England).
A estimativa da eficiéncia do uso da agua (WUE pmol CO2/mmol H20) foi
determinada como: eficiéncia intrinseca no uso da agua — WUE int (A/gs) (Sobrado,
2005, Hao et al., 2009) e eficiéncia instantanea no uso da agua — WUE ins (A/E)
(Krauss et al., 2006).

As medidas de clorofila foram obtidas com medidor portétil eletrénico de indice
da clorofila (ClorofiLOG, modelo CFL 1030, Falker). Para isso, em cada folha de R.
mangle (conforme descrito em material vegetal) foram realizadas trés leituras na lamina
foliar e posteriormente calculadas a média das trés leituras por folha. O equipamento
utiliza fotodiodos emissores em trés comprimentos de onda, dois emitem dentro da
banda do vermelho, proximos aos picos de cada tipo de clorofila (635nm e 660nm) e
um outro no infravermelho proximo (880nm) e um sensor inferior recebe a radiacdo
transmitida através da estrutura foliar (Falker, 2008). Desta forma, o aparelho fornece
valores chamados Indice de Clorofila Falker (ICF) proporcionais & absorbancia das
clorofilas.

As medicdes de trocas gasosas e indice de clorofila, foram feitas sob condigdes

de luminosidade no periodo entre 08:00 e 11:00 horas.

4.2.5 Selecao de genes
Foram selecionados cinco genes relacionados ao processo da fotossintese, quatro

genes responsaveis pela detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio e dois genes
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implicados no transporte e armazenamento de Na* nos vacuUolos (Tabela 4.1). Para
serem avaliados os niveis de transcritos em plantas de R. mangle crescendo em duas

areas com diferentes niveis de salinidade.

Tabela 4.1. Genes selecionados para avaliagdo da expressao por PCR em tempo real em plantas
de Rhizophora mangle.

Funcéo Gene Descricdo
Fotossintese ~ psbA Photosystem 11 protein D1
PSBO1 Oxygen evolving enhancer protein 1
atpA ATP synthase CF1 alpha subunit
PGK1 Phosphoglycerate kinase 1
RCA Rubisco activase
Defesa DHAR3 Dehydroascorbate reductase 1
antioxidante FSD3 Fe superoxide dismutase 3
CSD2 Cu/Zn superoxide dismutase
GAD Glutamate decarboxylase 1
Transporte de AVA-P4  Vacuolar H*-pumping ATPase 16 kDa proteolipid subunit 4
Na* NHX1 Vacuolar Na+/H+ antiporter

As sequéncias dos genes selecionados foram extraidas do banco de dados de
transcritos de R. mangle (http://mangrove.illinois.edu/transcriptome) produzido por
Dassanayake et al. (2009). As fungdes preditas para as sequéncias selecionadas foram
confirmadas por meio da busca por genes com alta similaridade de sequéncias de
nucleotidio no banco de dados do NCBI wusando a ferramenta Blast

(https://blast.nchi.nlm.nih.qgov/).

4.2.6 Selecdo e desenho dos primers

Os genes selecionados para este estudo e seus respectivos pares de primers sdo
apresentados na Tabela 4.2. As sequéncias de nucleotideos dos genes selecionados
foram extraidas do banco de dados de transcritos de R. mangle

(http://mangrove.illinois.edu/transcriptome) produzido por Dassanayake et al. (2009;

2010). As funcdes preditas para as sequéncias selecionadas foram confirmadas por meio
de busca no banco de dados do NCBI, wusando a ferramenta Blast

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), por genes homdlogos cujas fungdes ja tenham sido

experimentalmente analisadas. Para o desenho dos primers foram utilizados os

programas PrimerBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e Oligocalc

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).  Todos os  primers
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desenhados para este experimento foram validados quanto a eficiéncia de amplificacdo

(90-110%).

Na conducdo dos experimentos de avaliagdo da expressdo dos genes

selecionados foi usada a técnica da PCR em tempo real. Para tanto, foram desenhados

pares de primers para a amplificacdo de cada gene de modo a alcancar a temperatura de

anelamento de 60°C e fornecer produtos de amplificagdo em torno de 100pb (Tabela

4.2).

Tabela 4.2. Lista de genes selecionados e primers projetados para a analise da expressdo génica.
As seqliéncias utilizadas foram extraidas do Mangrove Transcriptome Database (The Illinois
Mangrove Project) e o0 numero de identificacdo (ID) é mostrado na tabela.

Symbol Description ID Primer sequence (5°=>3’)
Photosynthesis
psbA Photosystem Il protein D1 844802 (F) CCGAATACACCAGCTACGCC
(R) CCTCTAGGAATCTCTGGCACT
PSBO2 Photosystem Il subunit O-2; oxygen 824246 (F) GCTAGTGGCAACAGGCAAGC
evolving/ poly(U) binding (R) GTTGATCCACCCCGTCCCTT
atpA ATP synthase CF1 alpha subunit 844790 (F) ACAGCAGTAGCCACAGATACAATT
(R) ACCTGAGCCACAGAAGATGCT
RCA Rubisco activase 818558 (F) GTCCCCATCATCGTCACTGG
(R) TGTCTTCCCTGGTAGGAGCC
PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 820461 (F) AGGAGCAAACTTGTCTGCAATTAC
(R) CCTGGCAACATCGCTACCTG
Antioxidant defense
DHAR3 Dehydroascorbate reductase 1 831532 (F) CCTGAAGGCAAAGTACCTGTG
(R) TCCCAATGGTGGATCTGGAAAC
FSD3 Iron superoxide dismutase 3 832395 (F) GGAATCAAAATCCTTTTCAATCTGC
(R) CTGCTCAGGTCTGGAATCATG
CSD2 Copper/zinc superoxide dismutase 2 817365 (F) GGATGCATTTCAACAGGAGCAC
(R) TGTTTCCCAGGTCACCCGC
GAD Glutamate decarboxylase 831599 (F) GAGCATCAATGTCAGCGGGC
(R) ATATGGAAGATGAGTTCTTCAGGC
Vacuolar Na* sequestration
AVA-P4  AVA-P4 vacuolar H+-pumping ATPase 843898 (F) ATGGTTATGCACATCTCTCTTCTG
16 kDa proteolipid subunit 4 (R) GCATTAGCTCTGACACCAGCAT
NHX1 Na* transmembrane transporter/ Na*/H* 832773 (F) GTGGCTTTGATGATACTCATGGC
antiporter (Na*/H* exchanger 1) (R) AATCCCGCAGAAGAACACTGTG
Reference gene
EFla Elongation factor 1-alpha 836161 (F) AGATGGATGCCACCACCCCA

(R) CTTATCCGGGTTGTAACCAACC

A expresséo relativa dos genes alvos foi calculada pelo método de Livak (244<Y),

usando dois genes de referéncia para a normalizacdo e parametros (Baseline, Threshold

e Threshold cycle) definidos pelo software StepOne v.2.3. A selecdo dos genes de
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referéncia mais adequados, ou seja, com 0s niveis de expressdo mais constantes através
das amostras, foi feita usando o NormFinder a partir de quatro genes canditados: rpl2
(ribosomal protein L2); TUBGL1 (tubulin gamma-1 chain); TUA4 (tubulin alpha-4
chain); EF-1a (clongation factor 1-alpha). Esses genes candidatos foram selecionados a
partir de trabalhos de expressdo génica em outras espécies, incluindo espécies de
mangue (Jing et al., 2015; Peng et al., 2015).

4.2.7 Extracdo de RNA total de Rhizophora mangle

Uma extracdo de RNA de dtima qualidade é uma etapa essencial para a
conducdo da andlise de expressao génica por PCR em tempo real. Dessa forma, visando
obter amostras de RNA total em quantidade e qualidade compativeis com a técnica da
PCR em tempo real, dois métodos de extracdo de RNA total foram testados usando
amostras foliares de R. mangle crescendo no bosque de menor salinidade (LS). Foram
testados 0 método Trizol (Life Technologies) e o método CTAB (Doyle e Doyle, 1990)
com modificacBes. A seguir o protocolo utilizado para a extracdo de RNA total pelo
método CTAB ¢é descrito.

Método CTAB:
Amostras foliares de R. mangle foram maceradas em nitrogénio liquido e para cada 100
mg de amostra macerada adicionou-se 1 ml de tampdo CTAB (CTAB 2 %; NaCl 1,4 M;
Tris-HC1 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM, B-mercaptoetanol 0,2 %) contendo 4 % de

Polivinilpirrodona (PVP). As amostras contendo tampdo foram homogeneizadas em
vortex e incubadas a temperatura de 65 °C por 30 min em Thermomixer (Eppendorf) a
450 rpm. Apos, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 13000 rpm, sendo em
seguida o sobrenadante coletado e submetido a duas séries de 0,6 ml de Cloroférmio e
centrifugacdo a 13000 rpm por 20 min para a retirada de contaminantes protéicos e
lipossollveis. A fase aquosa coletada na etapa anterior foi entdo submetida a
precipitacdo dos acidos nucléicos pela adi¢do de Isopropanol na proporcéo de 1:1 e
incubacgéo por 12 horas a -20 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13000
rpm por 20 min a 4 °C e o pellet resultante foi lavado em 1 mL de etanol 70% e
novamente centrifugado e por fim ressuspendido em 20 ul de agua MilliQ autoclavada e
tratada com DEPC para a inativagdo das nucleases. As amostras foram quantificadas em
espectrofotémetro e a qualidade da extragdo foi verificada por meio de eletroforese em

gel de agarose 1,5 %.
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O método CTAB (Doyle e Doyle, 1990) com modificacdes mostrou-se o melhor
protocolo para a extragdo do RNA total de folhas de R. mangle conforme imagem do gel
1,5% de agarose apds eletroforese de 40 min a 80 volts (Figura 4.1). Que permitiu a

conducéo da analise de expressdo génica por PCR em tempo real.

Figura 4.1. Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Para cada metodologia testada,
duas repeticdes foram feitas (R1 e R2).

4.2.8 Analise de expressdo génica por PCR em Tempo Real

As amostras foliares coletadas foram maceradas em nitrogénio liquido e
submetidas a extracdo de RNA total através do método CTAB (Doyle and Doyle, 1990),
acrescido de PVP 4% (m/v) e B-mercaptoetanol 0,2% (v/v). Apos a extracdo, o0 RNA foi
tratado com DNase | (Invitrogen) de acordo com recomendaces do fabricante e
quantificado utilizando o kit Qubit RNA BR (Life Technologies). A qualidade e pureza
do RNA foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 2% e também pelas razbes
de absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm. A partir de 2 pg de RNA, procedeu-se a
sintese do cDNA usando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) segundo recomendagdes do fabricante.

As reacOes do PCR em tempo real foram montadas usando o sistema Fast SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) e realizadas no instrumento StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Todos os primers utilizados nesta
analise foram sintetizados para a temperatura de anelamento de 60°C e para produzir
amplicons em torno de 100pb. O programa de reacéo utilizado foi o Fast (desnaturagéo
inicial de 15 s a 95°C seguido por 40 ciclos de 3 s a 95°C e 30 s a 60°C e uma

desnaturacdo final de 20 s a 95°C) com a adicdo do estagio da curva de desnaturagédo
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para verificar a especificidade dos primers. Para cada area em estudo (HS e LS), foram
realizadas 4 repeticGes bioldgicas acrescidas de replicata técnica. Os niveis relativos de
transcritos dos genes alvos foram calculados usando o método 244t (Livak and
Schmittgen, 2001).

4.2.9 Salinidade
Vide capitulo 2.

4.2.10 Analise estatistica

Os valores dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a e
indice de clorofila e foram analisados estatisticamente por Mann-Whitney U test, para
determinar diferencas entre grupos (HS x LS). Para averiguar diferencas entre o0s
valores dos niveis de expressdo génica foi realizado a analise de variancia ANOVA (one
way), seguido pelo teste de Tukey. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Salinidade

Os niveis de salinidade das areas de LS e HS foram monitorados mensalmente
(Figura 4.2). A salinidade da area de LS variou de 3,8 a 25,3 psu ha estacdo chuvosa (de
outubro a marco), atingindo uma salinidade maxima de 26,6 psu durante a estacdo seca
(de abril a setembro). A salinidade da area de HS variou de 12 a 34,2 psu na estacdo
chuvosa, atingindo uma salinidade maxima de 36,5 psu durante a estacdo seca. Assim, a
salinidade foi realmente maior na area de HS em comparacdo com a area de LS durante

todo o periodo de tempo, exceto em janeiro.



112

40

35 A

30 A

20 1

Salinity (psu)

15 1

10 4

Jun. Jul.  Aug. Sep. Nov. Oct. Dec. Jan. Feb. Mar. Apr. May
Months

Figura 4.2. Os niveis de salinidade da area de baixa salinidade (LS) e alta salinidade (HS)
monitorados mensalmente. A estacdo chuvosa (de outubro a margo) e a estagéo seca (de abril a
setembro) sdo exibidas. Os dados sdo apresentados como média + SE (n = 4). As diferencas
significativas (p <0,05) sdo destacadas por (*).

4.3.2 Fluorescéncia da clorofila a

VariagOes nos parametros de intensidade da fluorescéncia da clorofila a entre as
areas de maior e menor salinidade foram analisadas e apresentadas na Figura 4.3. De
todos os parametros analisados, apenas Plass nédo diferiu estatisticamente (p = 0,248)
entre as areas avaliadas (Figura 4.3D). Os valores de Fo (442,93 + 16,42 SD), Fnm
(2520,5 + 107,4 SD), Fv/Fm (0,80 + 0,008 SD) assim como os valores de ponto J (0,331
+ 0,01 SD) foram significativamente maiores na area de maior salinidade, HS (Figura
4.3A). Os valores obtidos para as bandas L (0,306 + 0,03 SD) e banda K (0,589 * 0,02
SD) e fase IP (0,192 £ 0,006 SD) (Figura 4.3B) foram significativamente maiores nos
individuos crescendo na area de menor salinidade (LS). Além disso, plantas da area LS
exibiram os maiores valores dos parametros de fluxos de energia (Figura 4.3C),
ABS/RC (1,71 £ 0,14 SD), TRo/RC (1,32 £ 0,07 SD), ETo/RC (0,78 £ 0,03 SD), DIo/RC
(0,39 £ 0,07 SD) e do indice de desempenho registrado por PlrotaL (35,35 £ 8,00 SD)
(Figura 4.3D).
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Figura 4.3. Parametros derivados do JIP test de transientes da fluorescéncia da clorofila a em
folhas adaptadas ao escuro de plantas jovens de Rhizophora mangle crescendo em ambiente
com salinidade contrastante. (A) Valores descrevem a intensidade de fluorescéncia inical (Fo),
intensidade méaxima de fluorescéncia (Fm) e eficiéncia fotoquimica maxima do PSIl. (B)
Valores descrevendo as bandas K e L, ponto J e fase IP. (C) Fluxos especificos de energia por
centros de reacdo ativos. (D) indice de desempenho. Valores s&o representados como médias +
desvio padréo (n = 12). Asterisco acima das barras indicam diferenca significante, p < 0.05.

4.3.3 Trocas gasosas e Indice de Clorofila

N&o houve diferenca em A (p = 0,148) e gs (p = 0,839) entre as areas de maior e
menor salinidade (Figuras 4.4A-B), mas vale ressaltar que a variabilidade entre os
parametros foi maior nos individuos da area de menor salinidade (LS). Nesta area, 0s
valores de A (4,01 — 15,82, minima e maxima, respectivamente) foram muito superiores
aqueles registrados nos individuos da area HS (4,47 — 10,86, minima e méaxima
respectivamente).

E, Ci, WUEint, WUEins (Figuras 4.4C-F) diferiram significativamente (p < 0,05)
entre as areas avaliadas. Maiores valores de E (3,03 + 0,86 SD) e WUEin: (59,03 + 20,27
SD) foram verificados na area LS (Figuras 4.4C-D). Na area de maior salinidade (HS),
os parametros Ci e WUEins foram significativamente maiores (Figuras 4.4D-F).

A intensidade luminosa incidente sobre a superficie foliar foi maior nas plantas
da area de menor salinidade (p < 0,001) com média de 806 umol s m? (+431 SD)
mostrando diferenca estatistica das médias registradas nos individuos crescendo na area

de maior salinidade (320 umol s m?2 #231 SD). A maior incidéncia luminosa
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registrada em LS refletiu em aumento da temperatura da superficie foliar, cujos valores
foram maiores nas plantas desta area (39,9 °C +1,83 SD) comparados com 0s
registrados nas plantas da area de maior salinidade (32,2 °C £0,79 SD).
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Figura 4.4. Trocas gasosas e uso da agua de obtidas de plantas jovens de Rhizophora mangle
em ambientes de maior de menor salinidade. (A) Assimilagdo de CO; (A); (B) Condutancia
estomatica (gs); (C) Transpiragdo (E); (D) Concentragdo intercelular de CO, (Ci). Valores sdo
representados como médias + desvio padrdo (n = 12). Asterisco acima das barras indicam
diferenca significante, p < 0.05

Os resultados do indice de clorofila mostraram diferencas significativas (p <
0,01) em Chl b e Chl (a+b) entre as areas avaliadas (Figura 4.5). Estes indices foram
maiores na area de maior salinidade. Por outro lado, a razéo Chl (a/b) foi maior na area
de menor salinidade diferindo estatisticamente dos individuos crescendo na area de

maior salinidade (p < 0,01).
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Figura 4.5. Valores do indice de clorofila e razdo Chl a/b de plantas jovens de Rhizophora
mangle crescendo em ambiente natural sob maior e menor salinidade. Valores sdo representados
como médias + desvio padrdo (n = 12). Asterisco acima das barras indicam diferenca
significante, p < 0.05.

4.3.4 Expressdo de genes relacionados a fotossintese, defesa oxidante e

transporte de sal

A anélise por PCR quantitativa indica que existem diferencas nos niveis desses
transcritos quando plantas da area de maior salinidade (HS) sdo comparadas com
aquelas crescendo na area de menor salinidade (LS) (Figura 4.6). Na area HS observa-se
maior nivel de transcritos de genes essenciais para a formacdo e funcdo do PSII, tal
como a subunidade D1 (codificada pelo gene plastidial psbA) e um componente do
complexo de evolucdo de oxigénio (codificado pelo gene nuclear PSBO2). O gene
atpA, que codifica um componente essencial do complexo da ATP sintase plastidial,
também teve maior expressao nas plantas crescendo em area de maior salinidade. Além
de maior expressao de genes relacionados a etapa fotoquimica da fotossintese, também
encontramos niveis aumentados de transcritos do gene RCA, o qual codifica a rubisco
ativasse que atua como um importante modulador da atividade da rubisco e,
consequentemente, da etapa de assimilacdo de carbono. Dos genes relacionados a
fotossintese apenas o gene PGKZ1 apresentou niveis equivalentes de transcritos entre as
areas de menor maior salinidade.

Em relacdo a defesa antioxidante, o nivel de transcritos dos genes FSD3, que
codifica a enzima dissipadora de ROS Fe-superoxide dismutase, foi significativamente
maior na area de maior salinidade. Similarmente, encontramos maior expresséo do gene
GAD (codifica a glutamato descarboxilase), 0 que sugere uma maior sintese de -
aminobutyric acid (GABA) nas plantas crescendo em maior salinidade. Os genes CSD2

(codifica a Cu-superoxide dismutase) e DHAR3 (codifica a dehydroascorbate reductase)



116

ndo apresentaram diferencas significativas entre as areas HS e LS, embora as meédias

dos niveis de transcritos sejam maiores na area mais salina.

Photosynthesis: Antioxidant Salt transport
defence
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Figura 4.6. Andlise quantitativa em tempo real por PCR de genes relacionados a fotossintese,
defesa antioxidante e sequestro de Na + vacuolar em plantas jovens de Rhizophora mangle
crescendo nas areas de menor e maior salinidade. A expressdo génica relativa é dada como fold
expression change usando a equacdo 2-AACt (EFla como gene de referéncia). Os dados sdo
apresentados como média = SE (n = 4). As diferencas significativas (p <0,05) sdo destacadas

por (*).
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Em relagdo aos genes envolvidos no transporte de sal, ndo foram encontradas
diferencas significativas nos niveis de transcritos que codificam a bomba de prétons
vacuolar (gene AVA-P4), importante para o acimulo ativo de prétons no vacuolo, o qual
é essencial para o transporte ativo secundario de solutos para o interior dos vacuolos,
incluindo ions de sodio. Contudo, a expressdo do transportador de Na* (Na+/H+
exchanger), codificado pelo gene NHX1, foi significativamente maior nas plantas da

area de maior salinidade.

4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Melhoria do fotossistema Il é induzida em plantas de R. mangle como
mecanismo de tolerancia ao sal

Os dados aqui obtidos, relacionados as trocas gasosas, mostram que as plantas
de R. mangle crescendo em ambas as areas de manguezal, de alta e baixa salinidade,
apresentam taxas de assimilacdo de CO2 e de condutancia estomatica comparaveis.
Resultados semelhantes foram relatados por Naidoo et al. (2002) na espécie relacionada
B. gymnorrhiza (Rhizophoraceae) crescendo em areas de mangue com diferentes niveis
de salinidade. Ambos os resultados sugerem que estas espécies de mangue da familia

Rhizophoraceae séo capazes de manter um desenvolvimento similar e acumulagéo de
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biomassa numa ampla gama de salinidade. Sabe-se que a alta concentracdo de sal pode
causar varios efeitos nocivos nas plantas, como toxicidade idnica, estresse osmético e
oxidativo (Yang and Guo 2018). Portanto, a manutencdo da habilidade em plantas de R.
mangle sob diferentes condi¢des de sal, sugere a ocorréncia de um mecanismo eficiente
de tolerancia ao sal nesta espécie.

A assimilacéo fotossintética de CO2 e diretamente influenciada pelos niveis de
NADPH e ATP, que sdo fornecidos pela cadeia de transporte de elétrons (CTE) nos
cloroplastos e ATP-sintase (Heldt and Piechulla, 2011). A CTE inclui alguns complexos
de proteinas de membrana que sdo suscetiveis ao dano oxidativo e a regulacdo redox,
como o fotossistema Il (FSII) (Jarvi et al., 2015). A andlise da fluorescéncia da clorofila
a aqui exposta indica um ajuste do desempenho do FSII nas plantas de R. mangle
crescendo na area de maior salinidade (HS). A melhoria da funcdo do FSII é sugerida
pelo valor mais alto de Fv/Fm, que estimam a méaxima eficiéncia quantica do FSII
(Baker and Oxborough, 2004). Isto indica um aumento na fragcdo de centros reagdo
ativos (RCs) do FSII nas plantas que crescem sob alta salinidade. Que é corroborado
pelos valores significativamente menores de L-Band e K-Band que também sugeriram
um melhor desempenho do FSII sob alta salinidade. A banda L estima a conectividade
entre as unidades FSII e uma diminuicdo de seu valor indica estabilidade e
conectividade de unidades PSII (Lin et al. 2009; Yusuf et al. 2010). Por outro lado, a
banda K esté relacionada a inativacdo do complexo de evolugdo do oxigénio (CEO) do
FSII (Strasser et al. 2004), e os valores reduzidos de K-band encontrados aqui nas
plantas sob alta salinidade também estéo associados com a melhoria da estabilidade do
CEO. Em conjunto, estes resultados destacam a atividade do FSII como um importante
alvo de regulacdo da tolerancia ao sal em plantas de R. mangle.

O FSII é um complexo composto por pelo menos vinte subunidades diferentes
codificadas pelos genomas nucleares e plastidiais (Heldt and Piechulla, 2011). A
proteina D1, codificada pelo gene psbA no genoma do plastidio, € uma subunidade
essencial do RC e o principal alvo do dano oxidativo (Jarvi et al., 2015). Assim, uma
renovacdo eficiente da proteina D1 danificada contribui significativamente para a
estabilidade do FSII, manutencdo de RCs ativos e tolerancia ao estresse oxidativo
(Nixon et al., 2010; Suo et al., 2017). Com base em nossos dados de analise qRT-PCR,
0 nivel de transcritos de psbA nas plantas de R. mangle sob alta salinidade apresentou
um aumento de duas vezes em comparacdo com a expressao sob baixa salinidade. Isto

sugere um papel importante da regulacdo transcricional do gene psbA para aumentar a
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disponibilidade do pool de transcrito psbA para a renovacéo da proteina D1 sob alta
salinidade. O estado redox do pool de PQ é o principal sinal de regulagdo para a
expressdo do gene psbA, uma vez que se a maior parte da fracdo do pool PQ é oxidada,
a transcricdo do gene psbA ¢é induzida (Allen and Pfannschmidt, 2000). Portanto, é
possivel que um aumento na oxidacdo da CTE possa ocorrer em plantas de R. mangle
sob alta salinidade, induzindo a expressao do gene psbA. Consequentemente, espera-se
também que um maior dreno de poder redutor ocorra nos cloroplastos de plantas de R.
mangle sob alta salinidade, o que é suportado pela manutencdo da assimilacdo
fotossintética de CO2 e o aumento de vias antioxidantes (discutido em detalhes abaixo).

Além do papel essencial da regulacdo do gene psbA para a estabilidade do PSII
sob alta salinidade, o CEO também é um alvo para a regulacdo, como indicado pelos
valores de K-Band. No CEO ocorre a oxidacdo da agua, e seu funcionamento adequado
é essencial para evitar a formacdo de radicais de oxigénio (Suorsa and Aro, 2007; Liu et
al., 2007; Heldt and Piechulla, 2011). Foi constatado que a regulacdo positiva de
subunidades do CEO ocorre em espécies de mangue sob estresse salino moderado (Tada
and Kashimura, 2009; Wang et al., 2014, 2015). No entanto, a regulacdo negativa €
observada em plantas que crescem sob estresse salino severo (Sugihara et al. 2000;
Wang et al., 2014). No presente estudo foi relatado uma tendéncia para a estabilizagio
do CEO em plantas de R. mangle crescendo sob alta salinidade (menor K-Band). A
melhoria no CEO, aqui observada, pode ser resultado de uma capacidade eficiente de
reparar lesdes através da sintese de novo de novas subunidades, que mantém
eficientemente a reacdo de evolugdo de oxigénio (Tada and Kashimura, 2009; Wang et
al., 2014). Com base em nossa analise génica de expressdao, a expressdo do gene
PSBO2, que codifica uma subunidade do OEC, aumentou significativamente em plantas
de R. mangle sob alta salinidade. Assim, a inducdo transcricional de subunidades de
CEO parece ter um papel importante na sua capacidade de rotatividade e
consequentemente na aptiddo das plantas de suportar condicGes de alta salinidade.

A melhoria do FSIl em R. mangle sob alta salinidade também é sugerida pelos
dados observados de fluxos de energia. Todos os fluxos especificos de energia por RC
(Strasser et al., 2004), incluindo a absorcdo de fotons, energia aprisionada (a energia
canalizada para o RC), transporte de elétrons e fluxos de energia dissipada (ABS/ RC,
TRo/RC, ETo/RC, e DIo/RC, respectivamente), diminuiram sob alta salinidade em
plantas de R. mangle. O aumento do numero de RCs ativos parece ser a melhor

explicacdo para esses resultados (Strasser et al., 2004; Mehta et al., 2010; Oukarroum et
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al., 2015), j& que todos os fluxos de energia diminuiram em uma taxa similar (0,8-0,9).
Além disso, 0 aumento dos valores de DIo/RC sob baixa salinidade pode ser explicado
devido ao aumento do quenching ndo-fotoquimico (Kalaji et al., 2011) como resposta a
alta irradiancia na area de menor salinidade HS, enquanto as plantas analisadas da area
de maior salinidade LS foram mais adaptadas a sombra. Da mesma forma, a
temperatura da folha foi maior sob baixa salinidade (como resposta a alta irradiancia), o
que resultou em uma maior taxa de transpiragdo e diminui¢cdo da WUE. Nossos dados
corroboram com outros resultados previamente reportados para plantas de R. mangle no
sul do Brasil (Soares et al., 2015). Além disso, outros relatorios mostraram uma melhor
adaptacdo das plantas de mangue a alta salinidade sob baixa irradiancia (Kitao et al.,
2003; Lopez-Hoffman et al., 2006). Pelo menos parte dessa preferéncia por areas
sombreadas pode estar relacionada ao aumento do WUE, que € um importante fator de
tolerancia ao sal nas plantas de mangue (Ball, 1996; Sobrado, 2005), e a diminui¢do do
fotodano no FSII.

Curiosamente, embora as plantas de R. mangle parecam ter um FSII melhorado
sob alta salinidade, quando o desempenho da CTE total (de PSII para PSI) é inferido
com base nos dados de PlroraL (Oukarroum et al., 2015), o desempenho das plantas é
diminuido se comparado com plantas de R. mangle sob baixa salinidade. A diminuicéo
do PlrotaL pode ser explicada pela reducdo da atividade FSI sob estresse salino. Além
disso, plantas de R. mangle sob alta salinidade apresentaram maior valor de J-Step, que
estima a taxa de reducdo do lado aceptor no PSII (Chen et al., 2014; Zhang et al., 2015),
e menor IP- Fase, que estima a taxa de reducdo do aceptor final no PSI (Cascio et al.,
2010; Desotgiu et al., 2013), que, juntos, pode ser um indicativo de diminuicdo na
atividade do PSI. Ainda, plantas de R. mangle diminuiram os valores da relacdo
clorofila a/b sob alta salinidade, o que é relatado como relacionado a diminuicdo de
unidades do FSI em comparagdo com o nimero de unidades do FSII (Fan et al., 2007).
Assim, a diminuicdo da atividade do FSI sob alta salinidade pode ser explicada, pelo
menos parcialmente, pela regulacdo negativa das transcri¢cdes das subunidades FSI. Esta
regulacdo negativa tem sido relatada como induzida pelo aumento na oxidagédo da CTE,
que, em contrapartida, induz a regulagdo positiva do FSII, especialmente o gene psbA
(Allen and Pfannschmidt, 2000; nossos dados relacionados a expressdo de psbA
discutida acima).

Finalmente, com base nos dados coletados e aqui discutidos, a alta salinidade

induz em plantas de R. mangle a melhora da atividade do FSII, incluindo uma eficiente
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renovacdo de subunidades essenciais do RC e do CEO. Assim, uma melhora do FSII
pode suportar uma producdo adequada de NADPH e ATP, possibilitando a assimilagédo
de CO2 fotossintética e outras reacdes essenciais nos cloroplastos e, consequentemente,

a capacidade das plantas de R. mangle crescer e se desenvolver sob alta salinidade.

4.4.2 Melhoria do fornecimento de ATP e ativacdo eficiente do RubisCO
parece ser necessaria para a tolerancia ao sal em plantas de R. mangle

A sintese de ATP em cloroplastos é realizada pela ATP sintase (CFo-CF1) em
um processo chamado fotofosforilacdo. As subunidades da ATP sintase do cloroplasto
sdo codificadas pelos genomas nucleares e plastidiais (Heldt and Piechulla, 2011;
Tikhonov, 2013). Relatorios anteriores baseados em analises protedmicas demonstraram
0 aumento da abundancia de algumas subunidades da ATP sintase nas plantas de
mangue K. candel sob estresse salino (Wang et al.,, 2014, 2015). Similarmente,
regulacéo positiva da ATP sintase do cloroplasto foi relatada em espécies de cultivavies
baseadas em andlises transcriptdmicas e protedmicas (Mirzaei et al., 2018; Zorb et al.,
2004). Assim, 0 aumento da sintese de ATP parece ser uma resposta comum ao estresse
salino e tem sido associado ao aumento da necessidade de energia para sustentar o
crescimento e o desenvolvimento sob condi¢Ges de estresse (Wang et al., 2015). De
acordo com esses estudos, nossa analise da expressdo génica também mostra uma
regulacao positiva do gene atpA, que codifica uma subunidade essencial da ATP sintase
do cloroplasto em plantas de R. mangle que crescem na area de maior salinidade HS.
Como o ciclo de Calvin é o maior dreno de ATP nos cloroplastos, tambem investigamos
a expressdao no nivel de transcricdo do gene que codifica uma enzima que utiliza ATP
como substrato nesse ciclo, a fosfoglicerato quinase (gene PGK1). O nivel de transcritos
de PGK1 ndo se alterou em ambas as areas neste estudo, o que poderia indicar uma taxa
semelhante de atividade do ciclo de Calvin. No entanto, é dificil afirmar essa
regulamentacdo com base apenas em dados transcricionais, porque o ciclo de Calvin é
fortemente regulado pés-traducéo (Heldt and Piechulla 2011).

Outro dreno de ATP nos cloroplastos € a enzima RubisCO activase. A RubisCO
activase, apds o consumo de ATP, libera fosfatos inibitérios de agucar a partir do sitio
ativo de RubisCO, permitindo a carbamilagéo e ativacdo do RubisCO livre (Bhat et al.,
2017; Heldt and Piechulla, 2011). Com base em nossa analise de expressdo, a
transcricdo do gene RCA, que codifica a enzima RubisCO, foi regulada positivamente

em plantas de R. mangle crescendo na area de maior salinidade. A expressdo positiva de
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RubisCO activase sob estresse salino foi relatada em outras espeécies, incluindo plantas
de mangue K. candel (Wang et al., 2015). Nesse sentido, 0 aumento da demanda de
ATP sob estresse salino estd relacionado, pelo menos em parte, a necessidade de
suprimento de energia para 0 aumento da atividade da RubisCO activase. Além disso, o
aumento da atividade da enzima RubisCO pode sugerir que as vias espontaneas de
inibicdo do RubisCO durante o processo de fotossintese (Parry et al., 2008; Zhu and
Jensen, 1991) s&o superexpressadas sob condicdes de estresse salino.

4.4.3 A expressdo de genes relacionados ao sequestro de Na* vacuolar,
dissipacdo de ROS e sintese de GABA aumentou em plantas de R. mangle
crescendo sob alta salinidade

Em condicGes de alta salinidade, a célula vegetal pode sofrer toxicidade idnica
devido as altas concentraces de Na* no citoplasma, o que resulta em efeitos
secundarios, como rompimento dos balancos de nutrientes e acimulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Para evitar ou mitigar esses efeitos, varias vias regulatorias
evoluiram em células vegetais para controlar a absorcdo de Na*, transporte e
compartimentacdo do Na* citoplasmatico em vacuolos, uma regido metabdlica inativa
(Liang et al., 2018; Yang and Guo, 2018). A compartimentaliza¢do vacuolar de Na* é
realizada principalmente por um antiportador vacuolar Na*/H", que é um transporte
ativo secundario dirigido por um gradiente de protons gerado por H-ATPases
vacuolares e H*-piperofosfatases (Yang and Guo, 2018). O gene NHX1 codifica um
antiportador vacuolar Na*/H*, que é induzido em resposta a salinidade e foi relacionado
para aumentar a tolerancia ao sal em varias espécies (Banjara et al., 2012; He et al.,
2005; Xue et al., 2004; Zhang and Blumwald, 2001). As plantas de R. mangle
analisadas mostraram uma regulacdo positiva do gene NHX1 sob alta salinidade. 1sso
sugere uma inducdo da compartimentalizacdo do Na* no vacuolo, que é importante para
evitar a toxicidade idnica e o ajuste osmoético em plantas de R. mangle, uma vez que as
espécies da familia Rhizophoraceae ndo apresentam glandulas salinas para a secrecao de
sal (Flowers and Colmer, 2008). Nas plantas de R. mangle, o Na* acumula-se nos
vacuolos das folhas até a senescéncia e é eliminado das plantas pela abscisdo foliar
(Teas, 1979; Werner and Stelzer, 1990). Embora um aumento na atividade da H*-
ATPase vacuolar tenha sido relatado em outras espécies de manguezais, como K.
candel, durante um estresse salino de curto prazo (Wang et al. 2014), ndo observamos

diferencas significativas nas transcri¢cbes do gene AVA-P4 (codifica uma subunidade da
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H*-ATPase vacuolar) de plantas de R. mangle sob diferentes salinidades. No entanto, a
atividade vacuolar da H" -ATPase em plantas de R. mangle sob estresse salino a longo
prazo pode ser regulada por eventos pos-transcricionais e/ou pds-traducionais, que
controlaria a forca motora de prétons necessaria para o sequestro de Na* vacuolar.

Além do aumento da atividade de sequestro vacuolar de Na*, também relatamos
uma melhora do sistema de defesa antioxidante em cloroplastos de plantas de R. mangle
sob alta salinidade, que € baseada na andlise de expressdo génica. No geral, a producédo
de ROS ¢é aumentada durante o estresse salino, o que pode danificar severamente 0s
componentes da célula. Assim, um sistema de resposta antioxidante eficaz € um
importante mecanismo de tolerancia ao sal (Liang et al., 2018; Yang and Guo, 2018). A
enzima superoxido dismutase (SOD) atua como primeira linha de defesa, catalisando a
dismutacédo do radical superéxido em perdxido de oxigénio e agua (Heldt and Piechulla,
2011; Prashanth et al., 2008). Em condicdo de alta salinidade, os transcritos dos genes
CSD2 e FSD3 (que codificam Cu-SOD e Fe-SOD do cloroplasto, respectivamente),
aumentaram nas plantas de R. mangle. No entanto, apenas os transcritos do gene FSD3
mostram um aumento significativo, enquanto os transcritos do gene CSD2 mostraram
alta variacdo do nivel de expressdo sob a condicdo de alta salinidade. Curiosamente, a
Fe-SOD também foi a principal SOD induzida sob condi¢cdes de estresse salino na
espécie de mangue Bruguiera parviflora (Rhizophoraceae) (Parida et al., 2004). A
expressdao induzida de SODs foi relatada como uma resposta ao estresse salino em
plantas de K. candel (Wang et al., 2014, 2015), e sua expressdo positiva em plantas de
tabaco aumentou a toler&ncia a salinidade (Jing et al., 2015). Em plantas de K. candel, o
estresse salino também induziu o aumento de enzimas relacionadas a producdo de
compostos de eliminacdo de ROS ndo enzimaticos, como ascorbato e glutationa (Wang
et al.,, 2014, 2015). Em plantas de R. mangle, o nivel de transcrito do gene DHAR3
(codifica uma redutase de desidroascorbato implicada na biossintese de ascorbato) ndo
se alterou significativamente entre as duas areas analisadas, o que pode indicar um papel
importante da regulacéo pés-traducional na producédo de ascorbato.

Por fim, o acido y-aminobutirico (GABA) tem sido relatado como uma molécula
de sinalizacdo para varias respostas fisioldgicas, incluindo protecdo contra danos
oxidativos e adaptacéo a varios estresses abioticos (por exemplo, estresse salino) (Liu et
al., 2011; Wang et al., 2017). A biossintese do GABA é catalisada pela enzima
glutamato descarboxilase (GAD), que € aumentada em condigdes que exigem adaptacao

da planta ao estresse salino e osmotico (Al-Quraan et al., 2013). Similarmente,



123

relatamos uma expressao aumentada do gene GAD em plantas de R. mangle sob alta
salinidade. Wang et al. (2015) também relataram um aumento no nivel de proteina GAD
em plantas de K. candel sob estresse salino. Portanto, 0 aumento da biossintese de
GABA parece ser um importante mecanismo de tolerdncia ao sal nas especies de

mangue, que é pelo menos parcialmente regulado transcricionalmente.

4.5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, baseado em varias andlises, como troca gasosa foliar, indice de
clorofila, fluorescéncia da clorofila a e expressdo génica, foram relatadas algumas vias
implicadas no mecanismo de tolerancia ao sal das plantas de R. mangle. De acordo com
nossos dados, uma melhoria da atividade PSII foi induzida nas plantas que crescem na
area de maior salinidade HS, incluindo o aumento de RCs ativos e CEQOs estaveis. Um
aumento dos transcritos de psbA e PSBO2 sugere fortemente uma regulagdo positiva
transcricional dos componentes RC e CEO sob estresse salino. A regulacdo positiva dos
transcritos de atpA também sugere um aumento da sintese de ATP sob alta salinidade
para suprir a crescente demanda de energia. Um exemplo de demanda de energia € a
ativacdo da enzima RubisCO pela RubisCO activase, que mostra um aumento no nivel
de transcricdo sob alta salinidade. Nossa analise da expressdo génica também indica a
melhoria do processo vacuolar de sequestro de Na* para evitar a toxicidade dos fons sob
0 aumento da captacdo de sal (Na*). Além disso, os genes envolvidos na eliminagdo de
ROS e na biossintese de GABA também foram positivamente regulados. Portanto, a
melhoria do sistema de defesa antioxidante também é uma estratégia importante
empregada pelas plantas de R. mangle para lidar com altas concentracGes de Na'.
Entendemos que, embora a salinidade tenha grande influéncia nos processos
fotossintéticos, existem outros fatores que também atuam como reguladores. Por outro
lado, caracterizamos aqui varios genes e mecanismos envolvidos na tolerancia ao sal em
plantas de R. mangle em condi¢Ges naturais de campo. No entanto, nosso estudo
procura destacar o papel da salinidade como um importante regulador do solo e essa
perspectiva contribuird para o gerenciamento de situagdes em que ocorrerdo mudancas
nos regimes de precipitacdo, evaporacdo e vazdo dos rios, como as relacionadas as

mudancas climaticas.
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IV. CONCLUSAO GERAL

Plantas jovens de Rhizophora mangle crescendo em areas de maior € menor
salinidade exibiram diferengas no desempenho do transporte de elétrons ao longo da
cadeia transportadora de elétrons. Na area de maior salinidade (HS) as plantas exibiram
melhores desempenhos no transporte de elétron no lado doador e aceptor de elétrons no
PSII. No entanto, ndo apresentaram o mesmo desempenho em relacdo a reducdo dos
aceptores finais de elétron no PSI, sendo mais eficiente nos individuos crescendo na
area de menor salinidade LS, conforme apontaram IP-pahse PlrotaL. Apesar de
apresentar a menor salinidade média, a area de menor salinidade (LS) exibiu maior
variacdo entre minima e maxima salinidade, fato que pode maximizar o estressa salino,
contribuindo com o baixo desempenho no transporte de elétrons no PSII,
principalmente no acumulo de Qa-.

Apesar de ndo ter sido encontrado diferencas nos niveis de assimilacdo de CO»,
(exceto na segunda amostragem) a analise de expressdo apontou aumento de expressao
dos genes relacionado a fotossintese psbA, psBO e RCA, podendo ser determinado
como mecanismos moleculares para plantas crescerem no ambiente salino. Além disso,
0 bom desempenho fotossintético das plantas, mesmo na maior salinidade, também
pode estar atribuido aos maiores niveis de expressdo dos genes de defesa antioxidante e
transporte de sodio, GAD e NHX1, respectivamente. Mecanismo que minimiza 0s
efeitos oxidativos do sal e possibilita seu desenvolvimento. Assim como foi apontando
pela grande representatividade de individuos adultos (maior area basal) na &rea de maior
salinidade.

As duas areas de estudo estdo inseridas em manguezais ainda pouco estudados
em relagdo aos mecanismos moleculares desenvolvidos para lidar com solos salinos,
evitando (ou mitigando) os efeitos danosos do estresse salino nas células da planta. Em
torno destas florestas de mangue vivem comunidades de pescadores e catadores de
caranguejos, sendo assim, relativamente pouco povoadas, e que ainda ndo sofrem os
efeitos do adensamento populacional e dos grandes empreendimentos portuarios
instalados nas regifes vizinhas. Além disso, ao longo dos ultimos cinco anos a
salinidade média do estuério tem estado elevada, devido diminuicdo das precipitacoes.
Este trabalho da inicio aos estudos que buscam relacionar os efeitos do aumento da
salinidade registrado no estuario do rio S&o Mateus, Brasil, com as relagcdes génicas e

fisioldgicas observadas na especie Rhizophora mangle e suas implicacbes com o
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desenvolvimento da floresta madura, uma vez que a espécie, apesar de se desenvolver
em uma faixa ampla de salinidade, apresentou desempenhos fotossintéticos menos
eficientes quando o nivel de salinidade estava mais elevado, que futuramente pode ser
refletido na composicao da floresta adulta. Assim, estudo como este vao contribuir para
se avaliar o comportamento de tolerancia desta espécie nas diferentes situacdes
ambientais as quais estdo sujeitas ao longo de sua distribuicédo global e inferir respostas
fisiologicas em ocasides de elevacdo do nivel médio relativo do mar e de mudangas

climaticas.



