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RESUMO

As mudangas climéticas globais tém causado uma série de consequéncias ao meio ambiente.
Dentre os ecossistemas mais ameacados estdo 0s manguezais que sao grandes provedores de bens
e servicos ecoldgicos e socioecondmicos. Um dos principais fatores relacionados as mudangas
climaticas que podem afetar esse ecossistema € o aumento da salinidade. Pouco se sabe como
mudas, que € um dos estagios mais sensiveis do desenvolvimento das plantas, respondem aos
aumentos da concentracao de sal no solo. Uma problematica que pode existir na realizacdo dos
estudos é a metodologia utilizada para estimar a salinidade. Nosso objetivo foi avaliar as
respostas de crescimento e ecofisiologicas de duas espécies de manguezal (Avicennia germinans
L. e Rhizophora racemosa G. Mey) a um gradiente de salinidade, assim como, desenvolver um
sensor pratico e de baixo custo para avaliar a salinidade do solo. Para cada espécie de manguezal
cinco tratamentos de salinidade (0, 10, 20, 40 e 55 gramas de sal por litro de &gua) foram
estabelecidos e avaliamos a trajetoria temporal de crescimento e atributos ecofisioldgicos,
incluindo: altura, didametro, nimero de folhas, biomassa, area foliar especifica, contelido de
matéria seca da folha, curvas de vulnerabilidade a cavitacdo, curvas pressao-volume, potencial
hidrico e trocas gasosas. Para a calibracdo e teste do sensor amostras de solo foram dispostas nos
mesmos cinco tratamentos, os quais foram acompanhados em dois grupos (solo com reposi¢édo
de sal e solo sem reposicdo de sal). As espécies estudadas mostraram-se bastante resistentes a
salinidade (seca fisioldgica), uma vez que ndo houve grande diferencas no crescimento e
mortalidade entre elas durante os 3 meses de acompanhamento. A. germinans apresentou melhor
desempenho de altura, enquanto R. racemosa investiu em tecidos foliares mais resistente. Entre
os tratamentos houve pouca diferenca para os atributos de crescimento. Nos atributos hidraulicos
e teciduais R. racemosa apresentou menor vulnerabilidade a cavitacdo, menor ponto de perda do
turgor e menor potencial osmético, possuindo maior resisténcia a seca antes da adi¢do do sal,
mas A. germinans conseguiu variar melhor os atributos teciduais de acordo com o tratamento de
salinidade, além de se mostrar mais conservadora no uso da dgua. No quesito temporal, 0s ajustes
osmoticos e no ponto de perda do turgor demostraram ndo conseguir manter a aclimatacdo em
todos os tratamentos até o fim do experimento. Para o sensor 0s resultados demonstram que o
instrumento mostrou boa sensibilidade a perda e acimulo de sal em diferentes tratamentos e
datas, apresentando um desempenho satisfatrio. Nossos resultados trazem importantes
contribuicdes para o entendimento do crescimento e fisiologia das espécies de manguezal e
demonstram uma variacdo nas estratégias hidraulicas, osméticas e de trocas gasosas
desenvolvidas pelas espécies em um gradiente de salinidade. Nossos resultados também
apresentam uma alternativa prética, eficiente e de baixo custo para mensurar a salinidade quando
instrumentos mais robustos néo estdo disponiveis.

Palavras-chave: Estresse salino. Hidraulica de plantas. Mudancas Climaticas. Crescimento



ABSTRACT

Global climate change has caused a number of consequences for the environment. Among the
most threatened ecosystems are mangroves, which are major providers of ecological and
socioeconomic goods and services. One of the main factors related to climate change that can
affect this ecosystem is the increase in salinity. Little is known how seedlings, which is one of
the most sensitive stages of development, responded to increases in salt in the soil. A problem
that may exist when conducting studies is the methodology used to estimate salinity. Our
objective was to evaluate the growth and ecophysiological responses of two mangrove species
(Avicennia germinans L. and Rhizophora racemosa G. Mey) to a salinity gradient, as well as to
develop a practical and low-cost sensor to assess soil salinity. For each mangrove species, five
salinity treatments (0, 10, 20, 40 and 55 grams of salt per liter of water) were established and we
evaluated the growth trajectory and ecophysiological attributes, including: height, diameter,
number of leaves, biomass, specific leaf area, leaf dry matter content, curves of vulnerability to
cavitation, pressure-volume curves, water potential and gas exchange. For the calibration and
testing of the sensor, soil samples were arranged in the same five treatments, which were
followed up in two groups (soil with salt replacement and soil without salt replacement). The
studied species proved to be quite resistant to salinity (physiological drought), since there were
no major differences in growth and mortality between them during the 3-month of
accompaniment. A. germinans showed better height performance, while R. racemosa invested in
more resistant leaf tissues. There was little difference between treatments for growth attributes.
In the hydraulic and tissue attributes R. racemosa showed less vulnerability to cavitation, less
point of loss of the turgor and less osmotic potential, having greater resistance to drought before
the addition of salt, but A. germinans managed to better vary the tissue attributes according to
the salinity treatment, in addition to being more conservative in the use of water. In terms of time,
the osmotic adjustments and the point of loss of the turgor demonstrated that they were unable
to maintain acclimatization in all treatments until the end of the experiment. For the sensor, the
results demonstrate that the instrument showed good sensitivity to salt loss and accumulation in
different treatments and dates, presenting a satisfactory performance. Our results bring important
contributions to the understanding of the growth and physiology of mangrove species and
demonstrate a variation in the hydraulic, osmotic and gas exchange strategies developed by the
species in a gradient of salinity. Our results also present a practical, efficient and low-cost
alternative for measuring salinity when more robust instruments are not available.

Key-words: Saline stress. Plant hydraulics. Climate changes. Growth
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1. INTRODUCAO GERAL

As mudancas climaticas irdo afetar todos ambientes e organismos, uns em maior e outros
em menor grau, de acordo com a plasticidade, resiliéncia (Hoegh-Guldberg e Bruno 2010; Alam
et al. 2017) e intensidade da mudanca. Os ecossistemas costeiros e marinho vem sendo foco de
estudos por serem considerados um dos mais vulneraveis (Gedan et al. 2009). Entre os fatores
que o torna vulneravel, a sua exposicdo a varios desastres naturais, aumento do nivel do mar e
erosdo das margens de rios e estuarios sdo alguns deles (Uddin et al. 2019). Dentre esses
ecossistemas, destaca-se 0s manguezais (Valiela et al., 2001) e apesar deles estarem expandido
a sua faixa latitudinal de ocorréncia a medida que a temperatura aumenta, a previsao € de que
suas florestas diminuam em areas nas quais ha probabilidade de diminui¢do na precipitacdo e
aumento da aridez (IPCC 2013). Sendo assim, as mudangas climaticas causarao mais impactos
negativos que positivos para esse ecossistema (Alongi 2015).

Os manguezais sdo ecossistemas diversificados, caracteristicos das zonas de transi¢éo
entre a terra e 0 mar que séo encontrados ao longo das costas tropicais e subtropicais (Schaeffer-
Novelli 1995; Spalding et al. 2010; Tomlinson 2016). Suas florestas sdo compostas por arvores
e arbustos que crescem em ambientes adversos, sujeitos as mudancas diarias da mare,
flutuacGes de salinidade, alta temperatura, alta taxa de sedimentacao e solos enlameados que
geram variados graus de anoxia (Alongi 2008; Hogarth 2015; Tomlinson 2016). Eles estéo entre
0s ecossistemas de maior produtividade e biologicamente importantes do mundo, uma vez que
fornecem bens e servigos ecossistémicos importantes a sociedade humana e aos sistemas
costeiros e marinhos adjacentes (Barbier et al. 2008; Sanchirico e Springborn 2011; Donato et
al. 2011).

Os componentes da mudanca climética que podem afetar os manguezais incluem aumento
do nivel do mar, da temperatura, da concentracdo de CO2 atmosférico e salinidade; diminuicédo
da precipitacdo e disponibilidade de nutrientes, bem como, mudanca na frequéncia das marés
(Gilman et al. 2008; Lovelock et al. 2016). Essas variaveis aumentam o risco de diminui¢éo
substancial nas areas de floresta de mangue e de ecossistemas vizinhos funcionalmente ligados
(Gilman et al. 2008).

Dentre esses fatores, a salinidade ja é a principal condi¢cdo ambiental que gera estresse
aos manguezias (Parida e Jha 2010). E deve se tornar ainda mais, pois em regides onde a
previsdo de mudanca climatica indica um aumento na temperatura (consequentemente, aumento
da evaporacao) e diminuicdo da precipitagdo, ocorrera o acimulo salino no solo (IPCC 2013).
Essa elevacgdo da salinidade podera acarretar um declinio da produtividade priméria liquida, do
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crescimento e da sobrevivéncia (Ball et al. 1997; Gilman et al. 2008; Alongi 2015) devido a
salinidade em excesso no solo dificultar ainda mais o processo de transporte hidrico e absor¢ao
de nutrientes da raiz as folhas para as espécies de manguezal (Parihar et al. 2015).

Alguns ajustes ja foram mencionados como adaptacdes das espécies de manguezal para
lidar com a salinidade. Dentre esses ajustes estdo 0s osmoticos, que através da
compartimentalizacdo de solutos nos vactolos permitem que as plantas mantenham potenciais
hidricos foliares altamente negativos, mas com baixa toxidade para a planta, e a alta eficiéncia
no uso da agua (Ball et al 1988; Clough e Sim, 1989, Popp et al. 1993; Munns 2002;). A
combinacdo dessas adaptagcdes pode explicar, pelo menos em partes, a ampla tolerancia a
salinidade (Lugo e Snedaker 1974; Odum et al. 1982; Tomlinson 2016). No entanto, niveis de
salinidade acima do tolerado pelas espécies devem tornar o processo de conducéo hidrica falho
e ameacar o desenvolvimento e a sobrevivéncia das espécies de manguezal.

Esse risco de morte dos individuos pode ocasionar a diminuicdo de grandes areas de
manguezal, o que levanta preocupacdes sobre o declinio dos grandes depdsitos de carbono
armazenados em seu solo (Pedleton et al. 2012; Atwoood et al. 2017). Visto que, a destruicdo
de manguezais poderad liberar na atmosfera grandes quantidades do carbono que estava
armazenado nas planats e no solo, contribuindo para o aquecimento global (Kristensen et al.
2008; Bouillon 2011). Além da diminuicdo ou perda de bens e servigcos ecossistémicos
importantes fornecidos pelas florestas de mangue (Duke et al. 2007).

Diante disso, surge a necessidade de mais estudos para compreender a respostas das
espécies, frente a essas previsdes de aumento da salinidade em areas de manguezal (Jiang et al.
2016; Negrdo et al. 2016). Em estudos realizados com mudas em casa de vegetacédo, a forma de
mensurar a salinidade do solo acaba sendo uma problemaética devido a utilizacdo de
equipamentos de custo elevado por alguns trabalhos (Méndez-Alonzo et al. 2016; Kodikara et
al. 2017; Lovelock et al. 2017; Manea et al. 2020).

A forma de mensuracdo da salinidade mais utilizada € a partir da obtencdo de dgua dos
poros do solo, mas devido a constitui¢do lodosa do sedimento de manguezal a obtencéo por
esse método é dificultada, pois poderia ocasionar danos as raizes das plantas. Esses fatos
ressaltam a necessidade de um equipamento que faga a mensuragdo diretamente no solo e que
possuam um custo reduzido para oportunizar que mais pesquisas sejam realizadas sobre como
a salinidade pode afetar as espécies de manguezal.

Diante disso, o0 presente estudo tem por objetivo avaliar as respostas de crescimento e

ecofisioldgicas de duas espécies de manguezal (Avicennia germinans L. e Rhizophora
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racemosa G. Mey) a um gradiente de salinidade, assim como, desenvolver um sensor préatico e
de baixo custo para avaliar a salinidade do solo. Para isso, o trabalho foi dividido em dois
capitulos, no primeiro intitulado “Andlise de crescimento, ajustes hidraulicos e teciduais de
mudas de manguezal em um gradiente de salinidade” foi analisada as respostas ecofisiologicas
e de crescimento das espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade e o segundo
intitulado “Testes de um novo sensor de baixo custo para estudos de Ecofisiologia em plantas”
apresenta o desenvolvimento e testes realizados em um sensor de baixo custo para mensurar a

salinidade do solo.
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2. ANALISE DE CRESCIMENTO, AJUSTES HIDRAULICOS E TECIDUAIS DE
MUDAS DE MANGUEZAL EM UM GRADIENTE DE SALINIDADE

RESUMO

As mudancas climaticas podem afetar os manguezais de diversas formas, uma delas é através
do aumento da salinidade. Apesar das espécies de manguezal apresentarem diversas adaptaces
paratolerar o sal, em excesso ele deve aumentar risco de falha hidraulica da planta e diminuicao
do ganho de carbono, podendo afetar o desenvolvimento e ocasionar a morte do individuo. As
fases mais jovens de desenvolvimento sdo as mais vulneraveis e conhecer as suas respostas ao
aumento da salinidade s&o determinantes para saber o futuro do ecossistema. Em nosso estudo,
investigamos se a salinidade iria afetar a sobrevivéncia e o crescimento em um gradiente de
salinidade, se as espécies desenvolveriam ajustes hidraulicos e teciduais para lidar com a
salinidade. Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas mudas de Avicennia
germinans (L.) L. (Acanthaceae) e Rhizophora racemosa G. Mey. (Rhizophoraceae) em cinco
tratamentos de salinidade por trés meses. Para cada uma das duas espécies e em cada tratamento
de salinidade 19 caracteristicas fisiologicas, morfoldgicas e de crescimento foram analisadas.
Nossos resultados mostram que apesar da salinidade no gradiente acompanhado ndo ter se
mostrado um fator limitante para a sobrevivéncia, ela ocasionou diferentes respostas entre as
espécies, com R. racemosa apresentando maior alocacdo de carbono nas folhas que A.
germinans, possivelmente devido a diferenca no uso da dgua entre as espécies. A. germinans
demonstrou melhores adaptac6es osmoticas e maior eficiéncia no uso da dgua nos tratamentos
com maior salinidade, enquanto R. racemosa se sobressaiu na auséncia dela. Variaveis
importantes como o ponto de perda do turgor e o potencial osmético, que sdo atributos chave
para manutencgéo das fungdes vitais, demostraram ndo conseguir manter a aclimatacgao ao final
do experimento, gerando um alerta acerca da exposicdo a alta concentracdo de sal por um
periodo prolongado. Nosso estudo traz importantes informacdes sobre crescimento e fisiologia
das espécies de manguezal a um gradiente de salinidade e demonstra que as estratégias
hidraulicas, osmoticas e de trocas gasosas variam entre as espécies. Além disso, ressaltamos
que o tempo de exposicdo ao sal € um fator importante, que merece maior elucidacdo, para
melhor compreensdo das respostas das espécies e melhores previsdes sobre o futuro das
Florestas de Manguezais frente as previsGes de mudancas climaticas.

Palavras-chave: Ajustes osmoticos. Hidraulica de plantas. Mudangas climaticas. Trocas

gasosa
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ABSTRACT

Climate change can affect mangroves in several ways, one of them is by increasing salinity.
Although mangrove species have several adaptations to tolerate salt, in excess it must increase
the risk of hydraulic failure of the plant and decrease carbon gain, which can affect the
development and cause the death of the individual. The youngest phases of development are
the most vulnerable and knowing their responses to the increase in salinity are decisive for
knowing the future of the ecosystem. In our study, we investigated whether salinity would affect
survival and growth in a salinity gradient, whether species would develop hydraulic and tissue
adjustments to deal with salinity. For the development of the work, seedlings of Avicennia
germinans (L.) L. (Acanthaceae) and Rhizophora racemosa G. Mey were used.
(Rhizophoraceae) in five salinity treatments for three months. For each of the two species and
in each salinity treatment, 19 physiological, morphological and growth characteristics were
analyzed. Our results show that although the salinity in the accompanied gradient has not been
shown to be a limiting factor for survival, it caused different responses between species, with
R. racemosa showing a higher carbon allocation in the leaves than A. germinans, possibly due
to the difference in the water use between species. A. germinans demonstrated better osmotic
adaptations and greater efficiency in the use of water in treatments with greater salinity, while
R. racemosa stood out in its absence. Important variables such as the point of loss of the turgor
and the osmotic potential, which are key attributes for the maintenance of vital functions,
demonstrated that they were unable to maintain acclimatization at the end of the experiment,
generating an alert about exposure to high salt concentration for a prolonged period. Our study
provides important information on the growth and physiology of mangrove species at a gradient
of salinity and demonstrates that hydraulic, osmotic and gas exchange strategies vary between
species. In addition, we emphasize that the time of exposure to salt is an important factor, which
deserves further clarification, for a better understanding of species responses and better
predictions about the future of Mangrove Forests in view of climate change predictions.

Keywords: Osmotic adjustments. Plant hydraulics. Climate changes. Gas exchanges
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2.1 INTRODUCAO

Inimeros impactos ao meio ambiente sdo esperados diante das mudancas climaticas de
carater antropico que tem sido amplamente observada nos ultimos anos (Walthe et al. 2002;
IPCC 2013). Alguns dos ecossistemas mais vulneraveis a alterac6es climaticas sdo 0s costeiros
(Gedan et al. 2009), em virtude de sua localizacdo em areas de transicdo entre o ambiente
marinho e terrestre sujeitos a diversas varidveis ambientais (Gedan et al. 2009). Dentre esses
ecossistemas, 0s manguezais estdo entre os mais ameacados (Valiela et al., 2001; Duke et al.
2007), pois deverdo ser afetados, principalmente, pelo aumento do nivel do mar, mudancas na
salinidade e menor disponibilidade de nutrientes (Gilman et al. 2008; Lovelock et al. 2016).

Os manguezais sdo ecossistemas altamente produtivos e prestam inimeros servigos
ecossistémicos e socioeconémicos (Bouillon 2011; Atwood et al. 2017). Ele é um importante
sumidouro de carbono, serve de local de desova e viveiro para diversas espécies de peixes, suas
raizes servem de barreira natural de protecdo a danos econdmicos, sociais e ecoldgicos
ocasionados por eventos naturais, além de servir de fonte de exploragdo de matéria-prima por
comunidades humanas (Kristensen et al. 2008, Erwin 2009; Turner et al. 2009; Barbier 2012;
Murray 2012; Donato et al. 2011, Duarte et al. 2013; Atwood et al. 2017).

Apesar de sua reconhecida importancia, as areas de manguezal em todo o mundo vém
sendo destruidas em um ritmo alarmante (Murray 2012). Fatores relacionadas as mudancas no
uso da terra vem sendo discutidos em muitos estudos (Klekowski et al. 1994; Agoramoorthy et
al. 2008; Giri et al. 2015; Ferreira e Lacerda 2016; liman et al. 2016; Richards e Friess 2016;
Adame et al. 2018; Estoque et al. 2018;). Assim como, esta sendo cada vez mais enfatizando a
preocupacao com fatores relacionados as mudancas climaticas (Field 1995; Alogi 2008; Gilman
et al 2008; Record et. al 2013, Alongi 2015, Ellison, 2015; Ward et al. 2016).

Dentro das discussdes cientificas sobre os efeitos das mudancas climaticas nos
manguezais, tem se discutido muito sobre o aumento do nivel do mar e os impactos que esse
aumento causara ao ecossistema. Contudo, outros fatores, como: temperatura, precipitacéo,
disponibilidade de nutrientes e salinidade, s&o pouco abordados, mesmo sendo muito
importante para o funcionamento desses ecossistemas (Alongi 2015; Gabler et al. 2017).

Dentre esses fatores abidticos direta e indiretamente relacionados as mudancas climaticas
que podem afetar os manguezais, a salinidade € um dos quais deve trazer mais impacto ao
ecossistema. Ela é controlada principalmente pelo balanco entre precipitacdo e evaporagédo

(IPCC 2013; Ratnawati et al. 2018). Outros fatores como aumento de agua doce pelo
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derretimento das gelerias ou aumento da salinidade pelo intemperismo das rochas podem
influenciar a salinidade oceanica, mas em grau muito menor (IPCC 2013).

De acordo com o IPCC (2013), a salinidade tem aumentado e deve continuar aumentando
no oceano atlantico, que banha a costa brasileira, pois ele vem perdendo mais agua doce por
evaporacdo do que tem ganhado com a precipitacdo. Unindo isso com a previsdo de diminuigéo
dos indices pluviométricos e aumento da temperatura também projetados pelo IPCC (2013)
para 0s proximos anos, espera-se que 0 oceano se torne ainda mais salino, assim como 0s mares
e estuarios que recebem os seus afluentes. Logo, a salinidade tende a ser um fator que deve ser
foco de estudos sobre ecologia e conservacdo de areas que poderdo ser afetas pelo aumento da
salinidade, como as areas de manguezais.

O aumento da salinidade € um fator preocupante, pois as plantas enfrentam o desafio de
extrair agua dos solos e transporta-las até as folhas, onde é evaporada, por um processo baseado
na teoria da "coesdo-tensdo” (Dixon e Joly, 1895; Angeles et al., 2004). Com base nesse
processo, quando a dgua evapora das folhas, no local de evaporacédo se desenvolve uma tensdo
gue atua para puxar as colunas de agua inteiras devido a enorme forca de coesdo da dgua liquida
gue passa a ser transportada sob pressdes negativas (Cochard, 2013). Contudo, a concentragdo
salina nos solos dos manguezais representa um desafio fisioldgico ainda maior das plantas para
manter a condutividade hidraulica devido os potenciais hidricos altamente negativos que
tornam a aquisicdo de agua com mais riscos de falhas (Ball et al. 1988; Ball 2002; Hacke et al.
2006).

O declinio no potencial hidrico da planta leva a diminui¢do da margem de seguranca, uma
caracteristica importante que esta relacionada a resisténcia a falhas na condutividade hidraulica
(Choat et al. 2012). Isso ocorre por causa das mudancas subitas na tensao hidraulica do xilema
gue podem provocar a vaporizacao da dgua liquida, gerando um alto risco de cavitacdo (Madrid
et al. 2014), que é a formacdo de bolhas de gas na seiva do xilema (Tyree e Sperry 1989;
Cochard 2006). Essas bolhas de gas podem entdo bloquear a ascensdo da dgua atraves do vaso
de xilema embolizado e, assim, reduzir a condutividade hidraulica geral (Brodribb e Cochard,
2009; Brodribb et al. 2010; Urli et al. 2013).

Sabe-se que, para tolerar toda essa condicao de estresse ocasionado pelo sal, as espécies
de manguezal possuem diversas adaptacGes anatdmicas e fisioldgicas (Reef e Lovelook 2015).
No entanto, em grande quantidade o sal torna-se um agente estressor que prejudica o

crescimento e pode ocasionar a morte o individuo (Sobrado 2007; Alongi 2015; Méndez-
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Alonzo et al. 2016; Kodikara et al. 2017). Até mesmo espécies adaptadas apresentam
dificuldades em lidar com o sal em excesso no solo, pois ultrapassa seus limites de tolerancia.

Alguns trabalhos discutem sobre os mecanismos que as espécies desenvolvem para
manter o fluxo de agua e evitar embolia em diferentes concentracGes salinas, como ajustes
osmaticos e anatdmicos (Robert et al. 2009; Madrid et al. 2014; Méndez-Alonzo et al. 2016;
Jiang et al. 2017). Esses estudos mostram que as adaptacOes divergem entre as espécies.
Portanto, conhecer os ajustes e limites fisioldgicos de tolerancia de cada espécies é fundamental
para entender como elas responderdo a essas alteracdes previstas na salinidade.

Os estdgios iniciais do desenvolvimento sdo mais vulneraveis, cruciais para o
estabelecimento das plantas e determinantes para a sobrevivéncia dos individuos (Krauss et al.,
2008). Portanto, estudos voltados a essas fases do desenvolvimento sdo importantes na
formacéo de progndstico sobre o futuro desses ecossistemas frente as previsdes de mudancas
climaticas relacionadas ao aumento da salinidade.

O presente estudo foi realizado com mudas duas espécies de manguezal: Avicennia
germinans (L.) Stearn (Avicenniaceae) e Rhizophora racemosa G. Mey (Rizophoraceae).
Estudos sobre a ocorréncia das espécies mostram que A. germinans ocorre em areas com ampla
variacdo na salinidade (Suéarez e Medina, 2005; Madrid et al. 2014), enquanto que R. racemosa
é caracteristica de areas com grande influéncia de 4gua doce, logo, com menor concentracdo de
sal (Breteler 1969; Menezes et al 2008; Ceron-Souza et al. 2014).

Estudos experimentais e de campo realizados com A. germinans mostram algumas
respostas que a espécie apresenta em condicdes de salinidade elevada como: alta eficiéncia no
uso da agua, ajustes osméticos foliares, modificacGes nas caracteristicas dos vasos, menor
crescimento e tamanho das folhas (Sobrado 2000; Suarez e Medina 2005; Krauss et al. 2014;
Madrid et al. 2014). Contudo, estes estudos costumam ser pontuais e quantificam apenas
algumas caracteristicas e nenhum aborda como ajustes hidraulicos e teciduais podem
influenciar no crescimento da espécie em diferentes salinidades. Para R. racemosa a realizacéo
de estudos é ainda mais escassa. Até onde sabemos, trabalhos que abordem as respostas da
espécie a um gradiente de salinidade sdo inexistentes, possivelmente, por causa de sua menor
distribuic&o.

Neste contexto, investigamos os efeitos da salinidade no crescimento, ajustes hidraulicos
e teciduais ao longo do tempo em duas espécies de manguezal na fase de muda. Para isso,
testamos as hipdteses i) diferentes niveis de salinidade afetariam as espécies de forma distinta

devido a abrangéncia de area de ocorréncia das espécies ser diferenciada. Uma vez que A.
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germinans possui maior distribuicdo que R. racemosa, acreditamos que ela seria mais resistente
a salinidade (Potencial hidrico no qual a espécie perde 50% da sua condutividade hidraulica e
potencial hidrico no ponto de perda de turgor mais negativo e maior margem de seguranca).
Também esperamos uma maior eficiéncia no uso da agua para A. germinans. Esse maior
investimento em resisténcia a salinidade resultaria em menor desempenho de crescimento e na
obtencdo e alocagdo de carbono em salinidade mais baixa. Além disso, investigamos se as
espéecies desenvolvem ajustes hidraulicos, osmoticos e de trocas gasosas para manter a
hidratacdo e o0 ganho de carbono nos tratamentos de salinidade mais elevada. Nossa hipotese ii)
foi que o aumento da salinidade ocasionaria respostas plasticas nas espécies. No qual,
esperamos uma diminuigdo do potencial osmatico, resultando em um ponto de perda do turgor
e potencial hidrico foliar mais negativo, permitindo a hidratacdo foliar. Assim como, maior

regulacao estomatica para evitar a falhas hidraulicas e desidratacdo em alta salinidade.
2.2 MATERIAL E METODOS
Desenho experimental

Frutos de Avicennia germinans e propagulos de Rhizophora racemosa foram coletados
em marco de 2018 em Vila de Beja, Abaetetuba, Pard (01°37'34.02"S 48°48'55.02"W). O
material reprodutivo coletado foi inicialmente colocado em copos de poliestireno de 300 e 500
ml para A. germinans e R. racemosa, respectivamente, e preenchidos com solo trazido do local
da coleta. A diferenca no tamanho dos copos corresponde a diferenca no tamanho dos
propagulos e das mudas.

Na fase inicial as mudas foram colocadas para crescer em ambiente coberto para evitar
morte por eventos de chuva e/ou exposicdo solar extrema. As mudas foram regadas com agua
fresca livre de cloro duas vezes ao dia, uma no inicio da manhd e a outra ao fim da tarde. Apds
um més de crescimento, as mudas foram transferidas para a casa de vegetacdo localizada na
Universidade Federal do Para (Belém- Para), onde passaram a ser regadas uma vez ao dia com
agua fresca o suficiente para manté-las sempre bem hidratadas, com o solo saturado e
aclimatando as flutuagdes diarias de radiacdo solar e temperatura do ar.

Apds dois meses de crescimento, as plantulas de A. germinans e R. racemosa foram
transferidas dos copos de poliestireno para sacos de muda de 15x20 e 18x30 cm,
respectivamente, para que ndo houvesse limitacdo de crescimento de suas raizes. Os sacos
foram preenchidos com uma mistura de substrato que corresponde aproximadamente a

proporcdo de 1:1 de solo trazido do local de coleta (substrato natural da espécie) e areia. O
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material reprodutivo das espécies foi coletado em uma &rea de agua doce, logo a salinidade do
solo é bem baixa.

Para o desenvolvimento dos experimentos cinco tratamentos de salinidades foram
estabelecidos. Os tratamentos consistem em cinco concentracdes de salinidade distintas que as
mudas foram irrigadas durante o experimento, que foram elas: 0, 10, 20, 40 e 55 g de sal
marinho puro (comercial) por litro de 4gua. Uma vez por semana a concentra¢do do sal foi
mensurada utilizando um protétipo de sensor de salinidade em desenvolvimento na
universidade (mais detalhes sobre o0 sensor no capitulo 2 dessa dissertagdo). A Tabela 1 mostra
0 quanto a salinidade variou entre os tratamentos durante os 3 meses de experimento. O sensor
foi diariamente calibrado para diferentes concentragdes de salinidade. Com base no resultado
do sensor, sempre que necessario a concentracdo de sal foi ajustada aos valores pré-
estabelecidos para cada tratamento.

Tabela 1 — Média da variacao da salinidade para cada espécie nos tratamentos experimentais ao longo dos 3 meses
de acompanhamento

. Treatment Mea_n _real
Specie salinity
(g/L) (o/L £ SE)
0 0.04 £0.01
Avicennia 10 3.635+1.4
germinans 20 10.075+5.3
40 18.613 +5.8
55 3243 +6
0 0.04 £ 0.002
Rhizophora 10 269+1.6
racemosa 20 8.835+5.4
40 19.54 + 4.6
55 33.74+6.3

O experimento foi realizado de fevereiro a maio de 2019. Foram selecionadas um total
de 200 mudas de 9 meses sem qualquer anomalia aparente para a realizacdo desse estudo, sendo
100 individuos para cada espécie. Em cada tratamento foram colocados 20 individuos por
espécie divididos entre as analises de crescimento (n=8), potencial hidrico (n=6) e curvas
pressdo volume(n=6) (Figura 1). Ao longo do experimento foi feita a quantificacdo de 19
caracteristicas de crescimento e fisioldgicas (Tabela 2). Algumas medidas foram realizadas na
propria casa de vegetacdo, outras foram realizadas no laboratorio de ecologia de produtores da

Universidade Federal do Para.
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Figura 1 — Desenho experimental

Tabela 2 — Caracteristicas ecofisiolégicas e de crescimento avaliadas neste estudo e seus significados ecologicos.

: Siglae . -
Atributos unidade Significado ecologico
Rate of increment in 3
height (Taxa de (cm) refletem as estratégias de produtividade em

incremento em altura) regime de estresse ambiental relacionadas a

Rate of increment in natureza do balanco de carbono (Pérez-
diameter (Taxa de Harguindeguy et al. 2016; Nguyen et al 2015).

incremento em diametro) (cm)

r?jrtre]b%fr %rﬁggs ;2 (t.rll.gx 3 3 aperdade folhgs _esté~relacionada com a protecéo

de mudanca no nimero (unit do caule e limitacdo do ganho de carbono
¢ (Johnson et al. 2011).

de folhas)

Total Biomass (Biomassa B esta relacionado com o armazenamento e

total) ©) balan_go de carbono, a diminuicdo reflete

condicOes de estresse (Mitchell et al. 2014).
Aboveground biomass — . T .
(Biomassa da parte aérea) © 0 crescimento da parte aérea € mais sensivel que

: 0 crescimento da raiz e € uma indicacao
Belowground biomass -
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(Biomassa da parte
subterranea)

(9)

reconhecivel de estresse (Munns e Taster 2008;
Negréo et al 2016).

Specific leaf area SLA refletem uma troca  fundamental no
(Area foliar especifica) (m?/g) funcionamento da planta entre uma répida
Leaf dry-matter contend producdo de biomassa (alto SLA e baixo LDMC)
(Conteudo de matéria LDM_1C e uma conservagdo eficiente de nutrientes (baixo
seca foliar) (Mg g7) SLA e alto LDMC) (Garnier et al 2001)
Water potential at which
plants loss 50% of
conductivity (Potencial Pso
hidrico no qual a planta (MPa)
perde 50% da sua sd0 importantes para caracterizar a resisténcia
condutividade) das espécies a cavitacdo ou embolia, quanto
Water potential at which menor o valor maior tende a ser a resisténcia
plants loss 88% of their (Cochard et al. 1992; Cochard et al. 2013).
conductivity (Potencial Pss
hidrico no qual a planta (MPa)
perde 88% da sua
condutividade)
Safety margin calculated
\S’\égﬁrzzoggvlcggﬁg diepara S'YIME)E;"O) quantifica o grau de conservadorismo na
0 P50) estratégia hldraull_ca, indicando que planta_s com
Safety margin calculated SM balxa_ls experimentam grandes quantldades
with Pgs (Margem de SM (P d_e emb_olla e, portanto, risco potencial de falha
) hidraulica (Choat et al. 2012)
seguranca calculada para (Mpa)
0 P88)
Water potential at turgor . L lacionada & tolerancia 2
loss point (Potencial Yoo € uma caracteristica relacionada a to eréncia a
hidrico no ponto de perda (Mp3) seca quanto menor o valor maior a resisténcia
de turgor) (Bartlett et al. 2012; zhu et al. 2018)
Osmotic potential P Estd relacionado a conc_entragéo de sol~utos,
(Potencial osmotico) (Mpsa) quanto menor o valor maior a concentracdo de
soluto (Bartlett et al. 2012).
Leaf predawn water
E?inrg(;a;n(tz 2tggmal (:\IAIEZ) sdo importantes como uma medida do grau de
amanhecer) hld_ratagéo dos_ 1nd1vidugs, quanto menor 0 Y
Leaf midday water maior a energia potencial para mover a agua
. ) YvD (Negrao et al 2016).
potential (Potencial (Mpa)
hidrico ao meio-dia)
Stomatal conductance s esté} diretament(_e relacionada ao controle da perda
(Condutancia estomética) (ol m?s") de agua (Brodribb e Holbrook 2004; Damour et
al. 2010)
CO; assimilation Amax estd relacionado com o ganho de carbono
(Assimilacdo de CO») (umolm %s 1)  (Nguyen et al 2015)
Intrinsic water use WUEi estd diretamente relacionado a capacidade das

efficiency (Eficiéncia
intrinseca no uso da agua)

(umol mol'l)

espécies de sobreviver a seca (Meinzer et al.
2009; McDowell et al. 2013)
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Anélise de crescimento e sobrevivéncia

Um dia antes da adi¢do do sal (inicio do experimento), todas as mudas que seriam postas
em experimento passaram por mensuracdo prévia de altura, diametro do caule e niumero de
folhas. A cada 15 dias foram novamente realizadas mensuragoes de altura, diametro do caule
e nimero de folhas. Nestas medidas apds a adi¢do de sal também contabilizamos o nimero de
mudas sobreviventes.

Com base na medida inicial nés avaliamos o incremento em altura, o incremento em
diametro e a variagdo no numero de folhas para cada medida. Para isso, subritaimos o valor do
dia pelo valor da medida anterior, sendo a nossa medida 1 (M1) a primeira medida realizada
ap6s a adicdo do sal. Escolhemos essa forma de analisar os dados porque as mudas
apresentavam altura, diametro e nimero de folhas muito diferentes entre as espécies, assim
também anulariamos as diferencas entre os individuos de mesma espécie.

Ao final do experimento, apds 3 meses do inicio, uma analise complementar de biomassa
(total, abaixo do solo e acima do solo) e atributos foliares foi realizada com cinco mudas de
cada espécie de cada tratamento selecionadas aleatoriamente a fim de completar o
estabelecimento das condic¢6es finais de crescimento. Os atributos foliares analisados foram a
area foliar especifica (SLA): area foliar / massa seca, a unidade é m?/ g e o teor de matéria seca
das folhas (LDMC): massa seca em estufa /massa fresca saturada, expressa em mg g ~* (Pérez-
Harguindeguy et al. 2016).

Curvas de vulnerabilidade a cavitagdo (CVs)

Para construcdo das curvas de vulnerabilidade a cavitacdo foram selecionadas
aleatoriamente 3 mudas saudaveis de nove meses de crescimento de cada espécie. As mudas
utilizadas para essa caracteristica fisiologica ndo entram na contabilidade do desenho
experimental, pois essa caracteritica foi quantificada apenas no inicio do experiemento (antes
da adigdo do sal). As mudas foram levadas para o laboratorio e 1a foram mensurados o potencial
hidrico (V) e a perda de condutividade correspondente a cada potencial. Iniciamos as medidas
com as mudas bem hidratadas, para obter elevado potencial hidrico. Como estavamos

trabalhando com mudas, utilizamos o individuo todo para construgdo das CVs.

Com as curvas, calculamos o potencial hidrico que induz perda de 50% (¥so) e 88% (¥ss)
da condutancia hidraulica do xilema, utilizando 0 método pneumatico descrito por Pereira et al.

(2016). Para as medidas, utilizamos um vacuémetro conectado a um sistema de tubos e valvulas
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que permite aplicar uma tensdo de vacuo com o uso de uma seringa (o vacuo foi monitorado
com um milivoltimetro com precisdo de 0,01 kPa). Uma pressdo de 75-80 kPa foi aplicada ao
reservatorio de vacuo, puxando o émbolo da seringa e, em seguida, o caminho da seringa foi
fechado para o reservatdrio de vacuo e, entdo, o reservatério de vacuo foi aberto para o ramo,
e a pressdo inicial medida (Pi, kPa). A tensdo de vécuo foi aplicada por 2,5 min e parte do ar
contido dentro do ramo foi extraido (ar descarregado, AD), reduzindo a tenséo dentro dos tubos

e entdo a pressao final foi medida no reservatorio de vacuo (Pf, em kPa).

Para obtencéo dos valores do potencial hidrico correspondente uma folha do ramo foi
cortada e seu potencial hidricos foi medido com uma cdmara de pressao (tipo Scholander —
Modelo 1505D PD Instrumentos). Cola branca foi aplicada no galho onde o peciolo foi cortado
para evitar a entrada de ar.

Utilizamos o método de desidratacdo de bancada descrito por Sperry et al. (1988) para
induzir embolia. O tempo de secagem para as duas primeiras medicdes foi entre 15 e 30 min e
de 1 a 2h para medicGes seguintes e cerca de 12h para os potenciais hidricos mais negativos.
Apds a secagem, o galho foi ensacado em um saco plastico preto para equilibrar por 1 h e, em
seguida, conectado ao aparelho para iniciar a proxima medicao.

A partir da equacdo de gases ideais foi calculado o volume de descarga de ar. A partir
dos valores de AD minimos, nos ramos hidratados, e maximo, nos ramos desidratados foi
calculado a porcentagem de ar descarregado (PAD). Em seguida, os valores do Pso e 0 Pgg foram

ajustados seguindo a funcéo logistica (Pammenter e Vander Willigen, 1998):

PAD= 100

(1+ exp (Sp/25(¥- ¥s0))
1)

onde Wso € 0 ¥ quando PAD é igual a 50% e Sp € a inclinagdo da curva. Maiores detalhes do
método podem ser obtidos em Pereira et al. (2016). Com os valores de Wso ou Wgs junto com
os valores de ¥ mais baixo obtido durante o experimento, foi calculado a margem de seguranga
(SM), como: Wmax - Pso.

Curvas de Pressédo-Volume (curvas PV)

As curvas pressdo-volume foram construidas em trés datas, uma antes da adi¢do do sal e

em duas datas posteriores, com 45 e 90 dias. Para a construcdo das curvas PV, em cada data,
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foram utilizadas duas folhas de trés individuos por espécie de cada tratamento. A medida inicial
foi realizada com apenas trés mudas e 0 mesmo valor foi considerado para todos os tratamentos
para fins estatisticos, por esse motivo elas ndo entraram na contabilidade do desenho
experimental. As folhas foram coletadas no periodo da noite sendo cortadas na base do peciolo
com uma lamina de barbear em baixo da agua e depois foram imersas em &gua por cerca de
12h. Apos esse periodo para hidratag@o, iniciamos com a medida do ¥ com uma bomba de
pressdo e as folhas foram imediatamente pesadas em balanca de precisdo digital (g). Esse
procedimento foi realizado até que a massa da folha ndo oscile mais. No final das medicdes, as
folhas foram secas a 70°C por cerca de 48h e pesadas para determinar o contetdo relativo de
agua (CRA). A partir dessas curvas, o ¥ no ponto de perda do turgor (Wup) € 0 potencial

osmético (Ws) foram estimados de acordo com o descrito por Bartlett et al. (2012).
Potencial hidrico (V)

As medidas de potencial hidrico foram realizadas em dois horéarios, antes do amanhecer
(Prp), entre as 6 e 7h, e ao meio dia (Wmp), entre as 12 e 13h. Foi realizada uma medida no
inicio do experimento (M1), antes da adicdo do sal, e a cada duas semanas, até o final dos 3
meses de experimento. Para essa caracteristica fisiologica, foram selecionados 6 individuos de
cada espécie 0s quais revezavamos entre as medidas em razdo do namero limitado de folhas.
As medidas do Wwp sempre foram realizadas nos mesmos individuos da medida do Wep. N&o
foi possivel a realizacéo da medida 3 do Wwmp devido as fortes chuvas no horario de mensuracao.

Para execuc¢do das medidas, foram selecionados trés individuos por espécie de cada um
dos cinco tratamentos. De cada individuo, uma folha foi cortada e colocada em uma cadmara de
pressao, exceto a parte final do peciolo que ficou projetada ao ar livre. O nitrogénio da presséo
da bomba foi aumentado até que um fluido surgisse da haste e pudesse ser visualizado com o
auxilio de uma lupa e luz, para melhor visualiza¢do. Quando o umedecimento da superficie do
corte foi visualizado, a pressurizacdo foi parada e o valor anotado. Este valor negativo

corresponde ao ¥ da folha.
Alteragdes diurnas nas trocas gasosas foliares

A medida de trocas gasosas foi realizada apenas no fim do experimento no mesmo dia
gue a ultima medida de potencial hidrico, em um dia claro e ensolarado. As trocas gasosas
foram medidas em trés folhas por individuo de cada tratamento com um sistema portatil IRGA
(CIRAS 2, PP Systems, Inc., Amesbury, MA, EUA). A Assimilacdo de CO2 (Amax) € a
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condutancia estomatica (gs) foram medidas em trés horarios, de 8 as 10h, de 11 as13h e de 14h
as 16h. A concentracdo de CO> foi mantida em 380 ppm e a temperatura e a umidade foi
ambiente. A eficiéncia intrinseca de uso de agua (intrinsic water use efficiency - WUEI) foi
calculada como WUEI = A/ gs (Seibt et al. 2008).

Analise dos dados

Para testarmos os efeitos dos tratamentos de salinidade, do tempo (aclimatacéo) e se as
espeécies diferem na sua resposta em relacdo a taxa de crescimento, de incremento em diametro,
variagdo no nimero de folhas, no Wpept, ¥s, Wrpo, Ymp, Amax, g € WUEI, usamos 0 modelo
linear de analise mista para todas as caracteristicas com o software R (versdo 3.6.1, R
Development Core Team, Viena, Austria) pacote 'Ime4' (Bates et al. 2015). Para isso, as
espécies, os tratamentos e o tempo foram considerados como fator fixo e os individuos como
fator aleatdrio. Quando necessario, os dados foram transformados para cumprir 0s pressupostos
de normalidade dos residuos e homocedasticidade. Para avaliar se 0 SLA e o LDMC variaram
entre 0s tratamentos e entre as espécies utilizamos ANOVA de dois fatores. Para avaliar se a
biomassa total, acima e abaixo do solo variou entre os tratamentos utilizamos ANOVA um
fator. Para ambos os testes utilizamos um teste de Tukey para comparagédo entre os pares. Para
comparar a resisténcia hidraulica (Pso, Psg) das duas espécies utilizamos um teste T para
amostras independentes (n=3). Todas as analises foram realizadas com o software R (verséo
3.6.1, R Development Core Team, Viena, Austria).

2.3 RESULTADOS
Avaliacdo da sobrevivéncia e crescimento

Nenhum individuo morreu durante o experimento. A Unica excecdo foi um individuo de
A. germinans do tratamento 2, que morreu por volta da sexta semana de acompanhamento, mas
apresentou caracteristicas de morte natural.

A taxa de mudanca em altura diferiu significativamente entre as espécies, ao longo do
experimento (data) e na interacdo das espécies com a data (Tabela 3). A. germinans, no geral,
apresentou taxa de crescimento ligeiramente mais elevada que R. racemosa (Figura 2). As taxas
variaram bastante durante o experimento para A. germinans. A espécie apresentou as maiores
taxas de crescimento na Ultima data de mensuragdo, enquanto que R. racemosa apresentou suas
maiores taxas de crescimento em altura no inicio do experimento, em seguida o incremento em

altura decaiu e manteve-se com poucas oscilagdes ao longo do experimento (Figura 2).
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A taxa de incremento em didmetro apresentou diferencas entre as datas de mensuracéo,
entre a interacdo i) data e espécie, ii) data e tratamento e data e iii) espécie e tratamento (Tabela
3). O menor incremento em didmetro foi observado na medida 2 (M2) (Figura 2). Considerando
a interacao entre espécie e data, A. germinans apresentou maior taxa de incremento em diametro
na medida 6, com excecdo do tratamento 5. Enquanto que os individuos de R. racemosa
apresentaram suas maiores médias na medida 7, em quase todos os tratamentos, com excecao
do tratamento 1 (Figura 2).

A taxa de variacdo no numero de folhas apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos e na interagdo entre os tratamentos e as espécies (Tabela 3). A média variou de
valores positivos a valores negativos (perda maior que o ganho de folhas) durante o periodo de
acompanhamento para ambas as espécies estudadas. Os individuos de A. germinans
apresentaram maior ganho foliar no tratamento 2, que diferiu dos demais tratamentos da
espécie, bem como, da maioria dos tratamentos de R. racemosa. Os individuos de R. racemosa
apresentaram maior incremento no numero de folhas no tratamento 3 (Figura 2).

Tabela 3 — Resultado dos modelos mistos lineares para as caracteristicas de crescimento de duas espécies de
manguezal a cinco tratamentos de salinidade durante trés meses de acompanhamento. Height corresponde a taxa

de incremento em altura a cada data em relacdo a data anterior, Diameter ao incremento em diametro a cada data
em relacdo a data anterior e Number of leaves a variacdo no nimero de folhas em relacéo a data anterior.

Height Diameter Nulmber o
eaves

DF F p DF F p DF F p

Date 6 14.8 <0.001 5 44.3 <0.001 6 0.3 0.888
Specie 1 38.3 <0.001 1 0.2 0.665 1 0.2 0.606
Treatment 4 21 0.078 4 0.1 0.986 4 8.9 <0.001
Date:Specie 6 7.5 <0.001 5 14.3 <0.001 6 0.7 0611
Date: Treatment 24 1.3 0.135 20 4.2 <0.001 24 0.6 0914
Specie: Treatment 4 1.2 0.294 4 1 0405 4 5.7 <0.001
Date:Specie: Treatment 24 15 0.043 20 2.6 0.001 24 0.9 0.541
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Figura 2 — Variagao no incremento em altura (Height), incremento em didmetro (Diameter) e variacdo no
numero de folhas (Number of leaves) de duas espécies de manguezal Avicennia germinans e Rhizophora
racemosa a cinco tratamentos de salinidade ao longo de trés meses de acompanhamento. T1= 0g, T2=10g,
T3=20g, T4=40g, T5=55¢g de sal marinho puro por litro dgua.

N&o houve diferenca na biomassa total entre os tratamentos para ambas as espécies
(Tabela 4, Figura 3), no entanto, as espécies mostraram respostas diferentes para alocacdo de
biomassa abaixo e acima do solo. Os individuos de A. germinans diferiram significativamente
na alocacdo de biomassa acima e abaixo do solo (Tabela 4). O tratamento 2 apresentou a maior
média de alocacdo de biomassa acima e abaixo do solo e as menores médias ficaram nos
tratamentos 3 e 1, respectivamente (Figura 3). Os individuos de R. racemosa ndo apresentaram
diferenca entre os tratamentos para a biomassa abaixo do solo, mas para biomassa acima do
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solo houve diferenca com a maior média ocorrendo no tratamento 5 e a menor no tratamento 2

(Tabela 4, Figura 3).

Tabela 4 - Resultado da ANOVA para biomassa total (Total biomass), acima (Aboveground biomass) e abaixo do
solo (Belowground biomass) em de duas espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade.

Total biomass Aboyeground Belo_wground
biomass biomass
DF F P DF F p DF F p
Avicennia germinans 4 23 0.099 4 3.1 0.046 4 3.4 0.041
Rhizophoraracemosa 4 24  0.082 4 3.6 0.027 4 225 0.104
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Figura 3 — Variacdo na biomassa total (Total biomass), acima (Aboveground biomass) e abaixo do solo
(Belowground biomass) de duas espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade. Letras diferentes
indicam resultados significativamente diferente (maior que 0.05). T1= 0g, T2=10g, T3=20g, T4=40g, T5=55¢ de
sal marinho puro por litro 4gua.

Para os atributos foliares SLA e LDMC houve diferenca significativa entre os tratamentos
e entre as espécies (Tabela 5, Figura 4). Os individuos de A. germinans apresentaram maior
SLA no tratamento 5, se diferenciando dos demais tratamentos, enquanto que o LMDC
apresentou maior média no tratamento 3 e menor no tratamento 4. Os individuos de R. racemosa
apresentaram maior média de SLA no tratamento 4 e média bem abaixo dos demais no
tratamento 3, enquanto que o LMDC foi maior no tratamento 3 e menor no tratamento 5. Os

tratamentos de R. racemosa apresentaram menor SLA e maior LDMC que A. germinans.
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Tabela 5 - Resultado da ANOVA dois fatores para os atributos foliares area foliar especifica (SLA - Specific leaf
area) e conteido de matéria seca (LDMC - Leaf dry-matter contente) de entre duas espécies de manguezal a cinco

tratamentos de salinidade.

SLA LMDC
DF F p DF F p
Treatment 4 13.6 <0.001 4 10.2 <0.001
Specie 1 574.7 <0.001 1 531.1 <0.001
Tratamento - T T2 B4 T3 EJ T4 £ 75
Ab
Aa

125 e
o |
E 100
< e
w Cl a a

751 Bb é
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Bc
0.361 ac
° Babﬁ Bab Bab

F'cn =
o 0.32] pa
E
g 0.28 Aa Aab
3 ' Aab I:] Ab

0.24 1 $

Avicennia germinans Rhizophora racemosa
Espécie
Figura 4 — Variacao nos atributos foliares area foliar especifica (SLA - Specific leaf area) e contelido de matéria
seca (LDMC - Leaf dry-matter contente) de duas espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade.
Letras mailsculas diferentes representam resultados significativamente diferente entre as espécies e letras
minusculas diferentes representam resultados significativamente diferente entre os tratamentos (>0.05). T1= 0g,
T2=10g, T3=20g, T4=40g, T5=55¢ de sal marinho puro por litro agua.

Variacdo hidraulica e tecidual

Vulnerabilidade a cavitagéo

As duas espécies ndo diferiram no Psp (t = 1.37, df =4, p = 0.242) e Pgg (t = 1.42, df = 4,
p = 0.227). R. racemosa foi a espécie que obteve margem de seguranca maior para Psg e Pgs,

com valores positivo para ambos (Tabela 6).
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Tabela 6 - Resultado do potencial hidrico mais negativo obtido ao longo do experimento (¥min), potencial hidrico
quando as plantas perdem 50% (Pso) e 88% (Pgg) da condutividade e Margem de seguranca calculada com Psy SM
(Pso) e Pgg SM (ng).

WYmin Pso Pss SM (Pso)  SM (Pss)
Avicennia germinans -2.634 -2.156 -3.781 -0.478 1.371
Rhizophora racemosa -1.841 -3.212 -5.754 1.147 3.913
(a) Avicennia germinans (b) Rhizophora racemosa
8\,_3\ (o]
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Figura 5 — Curva de vulnerabilidade a cavitagdo de duas espécies de manguezal: a) Avicennia germinans; b)
Rhizophora racemosa. O ponto inferior representa o potencial hidrico quando as plantas perdem 50% da
condutividade e superior o potencial hidrico quando as plantas perdem 88% da condutividade.

Ajustes osmoticos: variacao no Yip e Ws

O ponto de perda do turgor diferiu significativamente entre as datas, entre os tratamentos
e entre as interagdes entre data e tratamento e entre espécie e tratamento (Tabela 7). Para ambas
as espécies a medida realizada 45 dias ap0s o inicio do experimento apresentou valores mais
negativos em todos os tratamentos em relacdo a medida inicial, com excec¢do do tratamento 1
que ndo diferiu para nenhuma das espécies entre as datas de amostragem. A. germinans
apresentou diferenca temporal entre as trés medidas realizadas, enquanto que R. racemosa
apresentou diferenca apenas entre a medida intermedidria e inicial. Na medida 2, quanto mais
elevada a salinidade mais negativo foram os valores de Wup, mostrando uma resposta
coordenada em relacéo a salinidade para as duas espécies. Na medida final, principalmente para
R. racemosa ndo houve essa diferenca clara entre os tratamentos (Figura 6).

O potencial osmatico apresentou diferenca significativa entre as espécies, tratamento,
data e interacdo entre os fatores analisados (Tabela 7). As espécies apresentaram resposta inicial

diferente, com R. racemosa apresentando ¥'s mais negativo que A. germianans, mas isso mudou
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para os tratamentos 3, 4 e 5 nas medidas seguintes (Figura 6). Assim como o Ptlp, o Ws para
A. germinans apresentou resposta média coordenada entre os tratamentos, com os valores
ficando mais negativos nos tratamentos de salinidade mais elevada, enquanto que para R.
racemosa 0 mesmo padrdo nao foi tdo claro, uma vez que os valores foram bem préximos um
dos outros. Na medida final, com exce¢do do tratamento 1, as médias de todos os tratamentos
apresentaram valores menos negativos para A. germinans, mas ndo diferiram entre os
tratamentos para R. racemosa (Figura 6).

Tabela 7 - Resultado dos modelos mistos lineares para o ponto de perda do turgor (W) e potencial osmoético (Ws)
de duas espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade durante trés meses de acompanhamento.

‘Ptlp Ys
DF F P DF F p
Date 2 23.9 <0.001 2 49.7 <0.001
Specie 1 0.1 0.782 1 17.5 <0.001
Treatment 4 6.4 <0.001 4 3.8 0.006
Date:Specie 2 3.3 0.038 2 24.4 <0.001
Date:Treatment 4 4.3 <0.001 8 4.7 <0.001
Specie: Treatment 8 2.6 0.04 4 2.5 0.043
Date:Specie: Treatment 8 1.6 0.119 8 2.1 0.036
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Figura 6 — Variacao no ponto de perda do turgor (Wup) € potencial osmético (Ws) de duas espécies de manguezal
a cinco tratamentos de salinidade durante trés meses de acompanhamento. TO= 0g, T1= 0g, T2=10g, T3=20g,
T4=40¢g, T5=55¢ de sal marinho puro por litro 4gua.
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Variagdo do Potencial hidrico do amanhecer (¥pd) e meio dia (¥Ymd)

A variacdo de potencial do amanhecer e do meio dia foi umas das varidveis que mais
respondeu ao aumento da concentracdo de sal no solo. O Wpd e Wmd apresentaram diferenca
significativa com praticamente todos os fatores analisados (Tabela 8). O Wpd e ¥md se
mantiveram préximos da medida inicial apenas no tratamento 1 (Controle), os demais
tratamentos responderam de forma coordenada de acordo com o tratamento de salinidade em
todas as datas de mensuracdo. Houve diferenca acentuada na data de mensuragédo 4 (M4) para
ambas as espécies, nas demais datas os valores foram bem proximos. A. germinans apresentou
Ypd e ¥md mais negativos que R. racemosa (Figura 7). Os potenciais do meio dia foram bem
mais negativos que os do amanhecer para ambas as espécies (Figura 7).

Tabela 8 - Resultado dos modelos mistos lineares para o potencial hidrico do amanhecer (Wep) € 0 potencial

hidrico do meio dia (Wmp) de duas espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade durante trés meses de
acompanhamento.

b &) ¥mp
DF F P DF F p
Date 7 68.4 <0.001 6 131.2  <0.001
Specie 1 185.6  <0.001 1 939.4  <0.001
Treatment 4 1246 <0.001 4 286.1  <0.001
Date:Specie 7 18.9 <0.001 6 16.7 <0.001
Date:Treatment 28 4.6 <0.001 24 16.3 <0.001
Specie: Treatment 4 4.9 <0.001 4 14 0.212
Date:Specie: Treatment 28 1.2 0.242 24 2.8 <0.001
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Figura 7 — Variac@o no potencial hidrico do amanhecer (\pp) € 0 potencial hidrico do meio dia (Pmp). de duas
espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade durante trés meses de acompanhamento. T1= 0g,
T2=10g, T3=20g, T4=40g, T5=55¢g de sal marinho puro por litro 4gua.

Variacao ao longo do dia nas trocas gasosas foliares

A variacdo ao longo do dia nas trocas gasosas apresentou resposta diferentes entre os
pardmetros analisados (gs, Amax, WUEI). A gs apresentou diferenca significativa entre as
espécies, os horarios de medida e entre as interacGes de espécie e hora, tratamento e hora e
espécie, tratamento e hora (Tabela 9). Apesar dos tratamentos das duas espécies terem
apresentado valores aproximados na medida de 8 as 10h, as espécies apresentaram diferenca
nos padrdes ao longo do dia. A germinans diminuiu bastante a gs na medida de 11 as 13h,
mantendo baixos valores na medida das 14 as 16h. Os tratamentos de R. racemosa mantiveram
uma gs elevada na medida das 11 as 13h, com valores proximos aos da medida do inicio da
manhd. Para a espécie, os valores s6 cairam na medida realizada a partir das 14h, apenas o
tratamento 5 da espécie apresentou uma diferenca mais acentuada do padrdo dos demais
tratamentos com as médias declinando a cada medida.

As medidas de fotossintese variaram entre as espécies, tratamento e hora e na interagdo
entre espécie e tratamento (Tabela 9). As espécies apresentaram padrdes diferentes nas taxas de
A ao longo do dia (Figura 8). As medidas no inicio da manha néao diferiram entre as espécies,

mas A. germinans apresentou um padrdo de queda nas taxas fotossintéticas ao longo do dia,
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com o0s menores valores por tratamento nas medidas das 14h. J4 R. racemosa manteve padrdo
bastante similar desse parametro com os de gs, com manutencédo das taxas entre as medidas das
8 as 10h e de 11h as 13h e decréscimo na medida das 14 as 16h. Para A. germinans o tratamento
1 diferiu dos demais, apresentando altas taxas de Amax a0 longo do dia, seguido dos tratamentos
2 e 3 com valores intermediarios e com menores valores tem-se os tratamentos 4 e 5. Para R.
racemosa, os valores entre os tratamentos foram bem aproximados e apenas o tratamento 3
manteve valor diferenciado dos demais e foi o qual apresentou as maiores médias da taxa
fotossintética para a espécie em cada horario de mensuracao.

Para 0 WUEI houve diferenca entre os tratamentos, entre a hora e na relacdo entre espécie
e tratamento, espécie e hora e espécie, tratamento e hora (Tabela 9). Diferente dos outros
parametros ndo houve diferenca entre as espécies de forma geral, mas entre os horarios foi
possivel ver que na medida do meio dia A. germinans foi mais eficiente que R. racemosa e nas
demais medidas ndo houve diferenga. Os individuos de A. germinans apresentaram diferenca
mais clara entre os tratamentos ao meio dia. Para essa espécie, o tratamento 1 se diferenciou
dos demais nas medidas das 11 as 13h, sendo o mais eficiente e o0 4 foi o qual apresentou as
menores medias ao longo do dia. Para R. racemosa, os valores ndo diferiram entre os
tratamentos em nenhuma dos horarios de mensurago.
Tabela 9 - Resultado dos modelos mistos lineares para condutancia estomatica (gs), assimilagdo de CO; (Amax) €

eficiéncia intrinseca de uso de agua (WUEI) de duas espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade
durante trés meses de acompanhamento.

gs Amax WUEi
DF F P DF F p DF F p
Hour 2 57.8 <0.001 2 41.2 <0.001 2 6.7 0.002
Specie 1 11.7 0.001 1 10.7 <0.001 1 1.7 0.185
Treatment 4 24 0.058 4 3.9 0.006 4 29 0.026
Hour: Specie 2 29.6 <0.001 2 2.9 0.061 2 17.3 <0.001
Hour: Treatment 8 22 0.036 8 0.2 0.985 8 19 0.067
Specie: Treatment 4 25 0.058 4 6.5 <0.001 4 7.4 <0.001
Hour: Specie: Treatment 8 2.6 0.015 8 0.2 0.0987 8 3.4 0.002
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Figura 8- Variacdo na conduténcia estomatica (gs), assimilagdo de CO, (Amax) € eficiéncia intrinseca de uso de
agua (WUEI) de duas espécies de manguezal a cinco tratamentos de salinidade ao final do acompanhamento.
T1=0g, T2=10g, T3=20g, T4=40g, T5=55g de sal marinho puro por litro agua.

2.4 DISCUSSAO

Estudos como este que agrupam as respostas hidraulicas, teciduais e de crescimento sdo
escassos, porém, eles sao extremamentes importantes e mais completos para compreender como
as espécies irdo responder a um possivel aumento da salinidade do solo em areas de manguezal.
Com o0s nossos resultados observamos que as respostas ecofisiologicas das duas espécies de
manguezal séo diferentes ao longo do gradiente de salinidade como esperado. Essa diferenca
reflete em resultados divergentes no crescimento e na alocagéo de recursos ao final do periodo

de acompanhamento. Enquanto uma espécie investe no controle osmotico entre os tratamentos
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para manutencdo de alta margem de seguranca (R. racemosa) a outra investe em ¥s bem
negativo com alta WUEI que proporciona a manutencgéo do turgor foliar e ajuda a evitar falha
no transporte hidrico (A. germinans). Essas caracteristicas podem mostrar como as espécies
respondem a concentracdo de sal no solo ao longo de um determinado periodo e como elas
driblam a dificuldade de manter o balango de ions em salinidade mais elevada através de
estratégias que as permitam tolerar o estresse osmoético ocasionado. Muitos fatores podem
influenciar as estratégias das plantas para lidar com a salinidade (Negrao et al. 2016). Portanto,
compreender as adaptacdes que influenciam a captacgéo, transporte e perda de 4gua, mantendo
0 ganho de carbono, sdo importantes para compreender o limite de tolerancia a salinidade de
cada espécie (Reef e lovelook 2015).

Este estudo ndo apresentou morte de individuos durante o periodo de acompanhamento,
com excecdo do individuo de Avicennia germinans que apresentou morte natural. A capacidade
de sobreviver e sustentar o crescimento em uma ampla faixa de salinidade ja foi descrito na
literatura para A. germinans (Suérez et al. 1998; Sobrado 2000; Suarez e Medina 2005; Suarez
e Medina 2008; Mendez-Alonzo et al. 2016). Enquanto que para Rhizophora racemosa, até
onde sabemos, ndo existem outros estudos que abordem os aspectos relacionados a
sobrevivéncia e crescimento em funcdo da salinidade. Sabe-se que ocorréncia da espécie é
relatada principalmente em areas onde a salinidade é baixa ou moderada (Duke e Alem 2005;
Lima et al. 2005; Menezes et al. 2008; Tomlinson 2010), o que nos fez esperar que ela tivesse
um desempenho de crescimento limitado e até alta taxa de mortalidade em nosso tratamento
com maior concentracdo de sal. Resultado semelhante ao encontrado por Mendez-Alonzo et al.
(2016) com a espécie Laguncularia racemosa também considerada menos tolerante ao sal e
que ocorre em manguezais. Um fator relevante para a resposta da espécie é que em nenhum
tratamento a salinidade esteve acima da salinidade do mar, logo, as respostas a salinidade
extrema que poderia ser um fator limitante para a sobrevivéncia de R. racemosa pode néo ter
sido atingida nesse experimento. Contudo, uma ampla faixa de salinidade foi experimentada
pela espécie, com valores acima do qual ela é naturalmente encontrada. Além disso, respostas
fisiolOgicas contrastantes foram observadas em func¢do da manipulagdo da concentragéo de sal
no solo das plantas.

Algumas caracteristicas podem ter sido fundamentais para a sobrevivéncia de todos 0s
individuos independente do tratamento de salinidade, como os ajustes osmoticos desenvolvidos
pelas duas espécies que propiciaram um potencial hidrico mais negativo de acordo com a

concentragfes de sal no solo. O ajuste osmdtico permitiu que as espécies mantivessem a
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condutividade hidraulica mesmo em condigdes mais limitantes (Reef e lovelook 2015; Negrdo
et al. 2016). A. germinans apresentou maior amplitude nos potenciais osmoticos e potencial
hidrico foliar, com resultados lineares de acordo com a salinidade do solo, assim como ja
demonstrado em outros estudos (Suarez et al. 1998; Sobrado 2000; Sobrado 2001; Sobrado
2002; Suarez e Medina 2005; Suarez e Medina 2008). O potencial hidrico apresentou diferenca
clara entre os tratamentos principalmente nas medidas realizadas ao meio dia quando a demanda
atmosférica é maior.

Apesar de ter apresentado incremento em altura ligeiramente menor que A. germinans,
R. racemosa apresentou menores valores de SLA e maiores valores de LDMC, o que pode estar
relacionado com maior investimento em carbono para construcdo de folhas mais resistentes e
potencialmente mais longevas (Wilson et al. 1999; Garnier et al. 2001; Suter e Edward 2013;
Wang et al. 2015). Como as espécies estavam no mesmo gradiente de limitacdo de recurso e a
andlise de crescimento, em geral, pode fornecer informagdes sobre a natureza do balanco de
carbono em condicGes salinas (Nguyen et al. 2015). Essa diferenca pode ter sido ocasionada
por conta da maior eficiéncia do uso da agua de A. germinans, que é uma caracteristica que esta
diretamente relacionada a tolerancia a salinidade (Ball 1988; Ball et al. 1988; Sobrado 2000).
No entanto, a alta eficiéncia no uso da agua pode causar limitacdo nutricional interferindo
diretamente no ganho de carbono (Shipley et al. 2005; Reef et al. 2015). Assim como pode ser
resultado de caracteristica gerais das espécies, com a salinidade contribuindo pouco para a
variacdo desses atributos como apresentado em outro estudo (Wang et al. 2015). N&o apenas
folhas construidas apds a adicdo de sal foram utilizadas para as métricas de SLA e LDMC, pelo
namero limitado de folhas que nasceram no periodo de acompanhamento em alguns
tratamentos, logo, o resultado da diferenca entre as espécies e tratamentos pode estar
potencialmente minimizado ou maximizado.

Entre os tratamentos, os resultados dos atributos de crescimento mostram que a variacao
no numero de folhas e a alocacdo de biomassa acima e abaixo do solo apresentaram melhor
desempenho no tratamento 2 para A. germinans. Esse foi o tratamento que apresentou a segunda
maior taxa de Amax a0 longo dos horarios de medida. Esse resultado vai de encontro a outros
estudos que demostram que a espécie possui melhor desempenho de construcdo de tecido em
salinidade baixa ou moderada (Suarez 2005; Suarez e Medina 2005). O tratamento 5 de A.
germinans foi o qual apresentou SLA mais elevado com um dos valores de LDMC mais baixos,
esse também foi um dos tratamentos que mais perdeu folhas no inicio do experimento. E comum

gue a maior senescéncia e morte foliar ocorra em ambientes de maior salinidade devido a
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toxicidade de ions ocasionada pelo acimulo de sal (Munns 1993; Suarez 2005; Parihar et al.
2014; Negrdo et al. 2016). Isso ocorre, devido a necessidade de construgéo de novas folhas para
manutencdo do ganho de carbono em um ambiente de limitagdo ocasionada pelo acimulo salino
no solo, assim os individuos desse tratamento apresentam ter investido na otimizacdo da
construcdo de tecido foliar mesmo que mais fréagil (Shipley et al. 2005).

A variacdo no numero de folhas para R. racemosa foi maior nos tratamentos
intermediarios, ou seja, 0 maior ganho foliar da espécie aconteceu nesses tratamentos. O
tratamento 3 apresentou menor SLA e maior LDMC e maior taxa fotossintética, logo, esse
demonstra ser o tratamento com melhor desempenho na utilizagéo de recursos para construgéo
de folhas e com tecidos mais resistentes para a espécie (Pooter e Jong 1999; Suter e Edward
2013; Wang et al 2015). Os tratamentos 1 e 5 apresentaram menor taxa de incremento foliar,
as taxas foram inclusive negativas para ambos, esses tratamentos também apresentaram taxa
fotossintética muito similares ao longo do dia. A similaridade nesses resultados para os dois
extremos (maior e menor salinidade) pode demonstrar que condicdes de estresse podem ocorrer
tanto em alta quanto em baixa salinidade (Fowers e Colmer 2008). Demostrando que para R.
racemosa o 6timo fisioldgico parece ocorrer em condicdes intermediarias de salinidade.

Outros resultados importantes sdo os dos atributos hidrdulicos e teciduais que variaram
de acordo com a concentracdo de sal de cada tratamento. O célculo da margem de seguranca ao
Pso € Pgg mostrou que R. racemosa apresentou ambos os valores positivos, enquanto A.
germinans apresentou valor negativo para SM(Pso), sugerindo que a espécie por vezes
ultrapassou a margem de seguranca pela manutencdo de valores bem negativos de tensdo no
xilema no tratamento com maior concentracdo de sal (Fig. 6). Apesar de arriscado, esse
resultado, junto a auséncia de mortalidade de individuos durante o experimento, sugere que a
espécie apresenta maior capacidade de restaurar a condutividade apos eventos de embolismo
(Choat et al. 2012).

Uma estratégia para evitar a falha hidraulica quando os potenciais do solo sdo mais
negativos e podem estar propensos a maiores eventos de cavitacdo € o fechamento estomatico
(Brodribb e Holbook 2004; Sperry 2004). Possivelmente, para A. germinans no tratamento de
maior concentragdo de sal no solo, que foi o qual apresentou potencial hidrico mais negativo
que Pso, 0 fechamento estomatico foi um fator determinante para evitar falhas catastréficas e
até mesmo a morte dos individuos quando a funcdo de transporte de agua do xilema foi
prejudicada. Enquanto para R. racemosa a manuten¢do da abertura estomética em horério de

menor potencial hidrico levanta a preocupacdo de aumento dos niveis de desidratacdo foliar
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que pudessem levar a risco de falha hidraulica no xilema (Brodribb e Holbook 2004; Sperry
2004; Meinzer et al. 2009).

Assim como as margens de seguranca calculadas com o Pso e Pgs, R. racemosa apresentou
menor valor (mais negativo) de Ws e Wup na medida realizada antes da adic¢éo do sal, entretanto,
a partir da adicdo do sal os resultados mudaram para os tratamentos com salinidade. Os ajustes
mais negativos nesses atributos desenvolvidos por A. germinans na medida realizada 45 dias
apos o inicio corrobora com outros estudos que demonstram que a espécie varia a concentracdo
de ions na folha de acordo com a salinidade do solo para permitir um menor ¥ foliar
favorecendo o balanco hidrico (Sobrado 2001; Sobrado 2002; Suérez 2005; Suarez e Medina
2006; Suarez e Medina 2008). Nossos resultados para a medida desses atributos realizados ao
final do experimento, com 90 dias, mostram que a aclimatacdo coordenada a salinidade
desenvolvida na medida anterior ndo se manteve para as espécies em quase todos o0s
tratamentos. Uma vez que o tempo de exposicdo a salinidade é um fator determinante para as
alteracOes fisioldgicas e moleculares que sdo observadas (Munns e Tester 2008), quando
exposta a concentracdes salinas acima do habitual por um periodo prolongado, até as plantas
mais tolerantes a salinidade podem ndo conseguir manter os ajustes desenvolvidos devido a
toxicidade de ions, principalmente quando se tratam de mudas que sdo mais sensiveis (Méndez-
Alonzo et al. 2016).

25 CONCLUSAO

A salinidade dentro do gradiente abordado neste estudo demonstrou ser um fator que
ocasionou respostas diferentes entre as espécies na absorcdo e alocacdo dos recursos e, isso,
parece se justificar nas diferentes estratégias de ajustes osméticos foliares e de uso da agua
apresentado pelas espécies. Nossos resultados demonstram que na auséncia de salinidade R.
racemosa apresenta melhores ajustes hidraulicos e osmaticos que A. germinans. No entanto, a
medida que a concentracdo salina aumenta, A. germinans consegue se aclimatar melhor e
desenvolver mecanismos osmoticos e de trocas gasosas que a propicie um melhor desempenho
nesses ambientes sujeito ao alto estresse gerado pela salinidade.

A. germinans apresentou um forte ajuste osmotico foliar para sobreviver com maior
salinidade. Esse aumento no potencial quimico celular pode elevar a tensdo no xilema e colocar
a espécie em risco de cavitacdo levando a uma obrigacdo de maior controle estomatico.
Aparentemente um aumento no investimento em osmolaridade celular esta causando um

prejuizo fotossintético para a espécie.
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O processo de aclimatacdo osmética e o ponto de perda do turgor foliar demonstraram
ndo conseguir persistir por todo o periodo acompanhado. Como eles sdo atributos chave para
manutencdo das funcbes vitais, como o balanco hidrico e a assimilacdo de carbono, seria
interessante a obtencdo de resultados a periodo mais prolongados para saber se as espécies

conseguiriam continuar tolerando a salinidade.
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3. TESTE DE UM SENSOR DE SALINIDADE DO SOLO DE BAIXO CUSTO
PARA ESTUDOS DE ECOFISIOLOGIA DE PLANTAS.

RESUMO

Diversos fatores relacionados as mudancas climaticas globais tém se tornado um problema para
todos os ecossistemas. Um fator preocupante € a salinizagdo dos solos. A intrusdo salina devido
a elevacdo do nivel do mar e o aumento da aridez em algumas areas sdo 0s principais fatores
desse aumento da salinidade em muitas areas. Esse processo de salinizacgéo levanta a incerteza
quanto a resposta das espécies, 0 que ressalta a necessidade de mais estudos. Uma problematica
para realizacdo de estudos é o custo elevado de alguns equipamentos e a metodologia utilizada
que acaba sendo restritiva para algumas especificidades. Diante da necessidade de um
equipamento de baixo custo e eficiente na mensuracdo da salinidade diretamente no solo, este
estudo objetivou desenvolver um aparelho préatico, acessivel e portatil para auxiliar estudos que
visam controlar a concentracdo de sais do solo quando aparelhos mais baratos séo invidveis e
0S mais robustos e caros ndo estdo disponiveis. O sensor de salinidade apresentado aqui foi
construido baseado na teoria de que € possivel medir a habilidade de uma solucéo aquosa em
conduzir corrente elétrica entre dois eletrodos. Para capturar as variacbes na concentracdo de
sais, construimos um circuito eletrénico usando um circuito integrado 555 e um sistema
embarcado Arduino para processar o sistema. Através da variacdo na frequéncia resultante
desse circuito por meio do sistema embarcado Arduino podemos ler a salinidade da solugé&o.
Para testar a eficacia do sensor de salinidade, montamos um experimento em casa de vegetacao
dividindo em dois grupos, um com solo com reposi¢éo de sal e outro com solo sem reposicao
de sal. Cada grupo foi dividido em cinco tratamentos de salinidade. Antes de cada medida teste,
faziamos a calibracdo em concentrages conhecidas de sal diluidos em &dgua. Nossos resultados
mostraram que o sensor detectou um acumulo no grupo com reposicdo de sal e decréscimo no
grupo sem reposicao de sal como era esperado. Os testes confirmam a diferenca entre 0s grupos,
tratamentos e datas, confirmando a sensibilidade do sensor em quantificar salinidades
contrastantes e demostram que o sistema proposto € um dispositivo pratico, de baixo custo e
promissor para tal finalidade.

Palavras-chave: Arduino. Equipamento. Sistema embarcado. Salinizacdo
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ABSTRACT

Several factors related to global climate change have become a problem for all ecosystems. A
worrying factor is the salinization of soils. Saline intrusion due to rising sea levels and increased
aridity in some areas are the main factors behind this increase in salinity in many areas. This
salinization process raises the uncertainty regarding the species response, which highlights the
need for further studies. A problem for carrying out studies is the high cost of some equipment
and the methodology used, which ends up being restrictive for some specificities. In view of
the need for low-cost and efficient equipment for measuring salinity directly in the soil, this
study aimed to develop a practical, accessible and portable device to assist studies that aim to
control the concentration of soil salts when cheaper devices are not viable and the more robust
and expensive are not available. The salinity sensor presented here was built based on the theory
that it is possible to measure the ability of an aqueous solution to conduct electrical current
between two electrodes. To capture variations in salt concentration, we built an electronic
circuit using an integrated 555 circuit and an embedded Arduino system to process the system.
Through the variation in frequency resulting from this circuit through the Arduino embedded
system, we can read the salinity of the solution. To test the effectiveness of the salinity sensor,
we set up an experiment in a greenhouse dividing into two groups, one with soil with salt
replacement and the other with soil without salt replacement. Each group was divided into five
salinity treatments. Before each test measure, we performed the calibration at known
concentrations of salt diluted in water. Our results showed that the sensor detected an
accumulation in the group with salt replacement and a decrease in the group without salt
replacement as expected. The tests confirm the difference between groups, treatments and dates,
confirming the sensitivity of the sensor to quantify contrasting salinities and demonstrate that
the proposed system is a practical, low-cost and promising device for this purpose.

Keywords: Arduino. Equipment. Embedded system. Salinization
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3.1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas tém-se tornado um grande problema para todos os ecossistemas
naturais no mundo (IPCC 2013, 2014). Muitos sdo os fatores relacionados as mudancas nos
padrdes climéaticos que podem afetar os ambientes, dentre eles, um fator importante € a
salinizagdo dos solos (Gilman et al., 2008; Lovelock et al., 2016). Apesar de todos os solos
apresentarem concentragfes de sais diluidos em agua, esses sais costumam ser lixiviados
(Shrivastava e Kumar 2015), permanecendo em concentracdes muito baixas. O problema esta
qguando acontece um aumento excessivo na concentracdo salina no solo (Pimentel 2004).

Esse processo de salinizacdo em decorréncia das mudancas climaticas, entre outros
possiveis fatores, esta relacionado com o aumento do nivel do mar, devido a intrusdo de dgua
salgada em areas de fontes naturais de agua doce (Klan et al. 2019), bem como, aumento da
temperatura junto a diminuicdo da precipitacdo (IPCC, 2013). Esse problema vem afetando
principalmente areas costeiras (Essink et al. 2010), que estdo em contato direto com a agua do
mar, afetando a sua vegetacdo nativa, mas também pode afetar ambientes mais distantes da
costa.

Além das mudancas climaticas, a salinizacdo também ocorre por outros motivos, como,
aumento do uso de fertilizantes e irrigacdo com agua contendo grande quantidade de sais
dissolvidos (Machado e Serralheiro, 2017). Neste caso tornando-se um problema crescente
também para terras agricolas (Parihar et al 2014), isso porque a presenca de sais sollveis em
excesso no solo compete com a absorcdo e o metabolismo de nutrientes minerais essenciais
para a planta (Parirah et al 2014).

Essa ameaca crescente da salinizagéo, tanto em ecossistemas naturais quanto em terras
agricolas, vem gerando incerteza quanto a resposta das plantas e dos perigos que esse aumento
pode gerar para sobrevivéncia de espécies naturais e cultivadas. E provavel que ocorra
alteracdes na produtividade dos ecossistemas e aumento da mortalidade vegetal por conta das
alteracdes nas taxas de salinidade do solo, mas para confirmar é importante a realizacéo de mais
estudos.

Diante da necessidade de entender como as plantas irdo responder ao acimulo de sais no
solo, muitos estudos vém sendo realizados com diversas espécies (Pirlak e Estiken et al 2007;
Hashemi et al. 2010; Silva et al. 2011; Suérez e Medina, 2005 Méndez-Alonzo et al. 2016).
Porém, uma problematica existente ¢ a metodologia utilizada para estimar a salinidade do solo.
Muitos estudos ndo deixam claro a forma que aferem a salinidade, mas no geral, a metodologia
mais utilizada é o uso de equipamentos comerciais para quantificar a condutividade elétrica a
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partir da obtencdo de agua dos poros do solo (Kodikara et al. 2017; Lovelock et al. 2017). Uma
dificuldade existente é a obtencdo de agua dos poros em estudos realizados em casa de
vegetacdo com pouco sedimento ou sedimento lodoso, no qual, a obtencdo de agua dos poros €
dificultada e pode limitar as medidas de salinidade por esse método.

Essa caréncia de dados sobre medidas de salinidade em experimentos ressalta a utilidade
de um sensor de resposta rapida, que possua um facil manuseio e calibrago e que proporcione
um resultado confidvel. Devido a necessidade de utilizar um equipamento de baixo custo e
eficaz para medida de salinidade, o presente artigo verificou a viabilidade de usar um sistema
de baixo custo, acessivel, portétil e replicavel para auxiliar estudos que visam controlar a
concentracdo de sais do solo quando aparelhos mais baratos sdo inviaveis e 0s mais robustos e

caros ndo estdo disponiveis.
3.2 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento e montagem desse sistema foi inspirado no tutorial encontrado no

seguinte site da internet (https://publiclab.org/wiki/555-conductivity-meter) (Figura 1).

Figura 1. A) Sensor de salinidde em teste no solo. B) Probe que faz a medida da
condutividade no solo (é equivalente ao resistor R2 da figura 2).

Materiais

Para a montagem do sensor foram utilizados os seguintes itens:
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e 2 parafusos de aco adquiridos em lojas de material de construgdo com 7 cm de
comprimento para funcionar como probes;

e 1 CI Timer NE555

e 1 Arduino UNO

e 1 placa de solda de montagem de circuitos eletronicos

e 1 visor para leitura do sensor

e 1 capacitor de 2.2 uF

e 1 capacitor de 10 nF

e 1 resistor de 1kOhm

e um tubo de PVC para fixar e proteger os probes

Especificacbes do sensor:

O sensor de salinidade foi construido baseado na teoria de que é possivel medir a
habilidade de uma solucdo aquosa em conduzir corrente elétrica entre dois eletrodos. Ao
submeté-los a uma corrente elétrica, a condutividade elétrica entre os dois pontos é uma fungéo
que depende da concentracdo de ions na solucdo. Portanto, variagdes na concentracdo de sal da
solucdo representam um resistor variavel em analogia a circuitos eletrénicos. Nesse caso, a
resisténcia da solucéo (referida aqui como R2) pode ser entendida por meio da lei de Ohm; a
conduténcia seria, portanto, o inverso da resisténcia (C2 =1/ R2).

Para capturar as variagfes na concentracdo de sais, construimos um circuito eletrénico
usando um circuito integrado 555 e um sistema embarcado Arduino para processar o sistema. O
circuito eletrénico construido baseia-se no circuito oscilador de relaxacéo, onde o resistor (R2)
e um Capacitor (C1) geram uma constante de tempo em um circuito multivibrador ligado de
modo astavel (Malvino e Bates, 2016). Ao induzir corrente elétrica nesse circuito o capacitor
C1 carrega até que sua carga interna atinja uma tensdo proxima da fonte de tensdo;
posteriormente, descarrega completamente e abruptamente. Esse ciclo de carregar e descarregar
a carga do capacitor pode ser traduzida em ondas triangulares, quadradas ou em pulso
dependendo do circuito criado. A frequéncia dessa onda depende de uma constante de tempo
que é o resultado da interacdo de R2 e do C1; portanto, se a R2 for varidvel, a constante de
tempo resultante do carregamento e descarregamento do C1 também vai variar. Assim podemos
ler a salinidade de uma solucgéo pela variacdo na frequéncia resultante desse circuito por meio

do sistema embarcado Arduino (Malvino e Bates, 2016).
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Utilizamos um circuito multivibrador astavel que produz ondas quadradas periodicas,
nesse caso, a amplitude da onda quadrada é constante para um certo periodo de tempo e depois
muda abruptamente dependendo da variagéo do resistor associado (Malvino & Bates, 2016). O
circuito integrado timer 555 ligado no modo astavel gera onda quadrada do modo eficiente e
com uma frequéncia constante e sensivel a variacdo do resistor (R2) (Figura 2). Quando a
voltagem do capacitor (C1) atinge % da tensdo do circuito, um flip-flop interno cria um curto
circuito com o neutro e, portanto, a saida do Cl vai para zero. Nesse caso, a frequéncia de
operacdo do CI é alterada em funcdo da alteracdo da resisténcia variavel (sensor de salinidade)

dada por:
F=1.44/(C x (R1 + 2x R2)).

de acordo com a equacdo, o resistor R2 € o probe usado para medir a salinidade do solo
(Figura 1). Nesse sentido, quanto maior a condutividade elétrica entre os probes (menor a
resisténcia), maior é a frequéncia de saida do timer 555. A frequéncia foi usada como a maior
variavel resposta em funcdo das calibracBes de salinidade e convertidas posteriormente em

concentracdo de g/L de sal dissolvidos a agua.
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Figura 2. A) Esquema do sensor de salinidade solo testado nesse estudo. B) Esquema de
montagem do microcontrolador timer 555. O resistor R2 é o equivalente a ponta do sensor
(parafusos) que é varidvel em fungdo da salinidade. A saida do sensor (pino 3) € ligado ao
Arduino para 0 processamento da  frequéncia  (figura  reproduzida de
https://athoselectronics.com/555-circuito-integrado/.)

Desenho experimental
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Para testar a eficacia do sensor de salinidade, montamos um experimento composto por
50 sacos de 18 x 30 cm, preenchidos com uma mistura de substrato de manguezal e areia
(proporcédo de 1:1). Os sacos continham pequenas aberturas em sua base que permitiam a
lixiviacdo do substrado.

Para realizacdo do experimento, os 50 sacos foram divididos em dois grupos que foram
irrigados de formas distintas. O primeiro grupo, solo com reposi¢do de sal, foi irrigado
semanalmente e sempre com concentracdes salinas pré-estabelecidas, enquanto que o segundo
grupo, solo sem reposicdo de sal, foi irrigado com sal inicialmente e depois apenas com agua
fresca livre de cloro. Os dois grupos foram definidos para verificar a capacidade do solo em
reter e perder sal, respectivamente. Consequentemente, para verificarmos a capacidade do
sensor em mensurar essas condicdes distintas. A mensuragdo da salinidade com o sensor sempre
foi realizada com o solo saturado de agua.

Dentro dos dois grupos foram estabelecidas outras cinco divisdes em tratamentos de
salinidade: 1= 0g, 2= 10g, 3= 20g, 4= 40g e 5= 55¢g de sal marinho puro. Cada tratamento desse
corresponde a quantidade de sal por litro de 4gua que foi utilizada para irrigar os solos. Cinco

sacos de solo foram utilizados em cada um dos 5 tratamentos.
Calibracao

Todos os dias antes das medidas realizadas no solo o sensor foi calibrado com 12 solugdes
salinas conhecidas, sendo elas: 100g, 80g, 50g, 40g, 20g, 10g, 5g, 2,59, 1,25¢, 0,625g, 0,312g
e 0,1g de sal por litro de agua. A quantidade estabelecida de sal foi diluida em agua da torneira,
sendo utilizado 250 ml de cada concentracdo para as medidas. O valor mostrado no sensor em
frequéncia (Hz) para cada concentracdo de sal foi anotado para construcdo das curvas de
calibracéo de cada dia.

Andlise estatistica

Uma vez que o sinal do sensor a concentragdes conhecidas de salinidade segue um
modelo ndo linear, primeiramente foi realizado célculos de ajuste da curva de calibracdo a
partir de dois modelos log-log, nos quais o logaritmo da concentracéo (eixo y) foi plotado contra
o0 logaritmo do sinal medido (eixo x) e os dados das calibragcdes foram ajustados aos modelos
quadréatico e segmentado. No modelo de log-log quadratico é feita a minimizagdo da soma dos
quadrados dos residuos, enquanto que no modelo log-log segmentado encontra-se um ponto de

quebra na equacao e, posteriormente, ajusta-se a duas equacoes lineares superiores e inferiores
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a partir desse ponto de ruptura. Ambos os modelos foram testados a fim de comparar qual
apresentaria um maior coeficiente de determinagdo (R?) e maior coeficiente de determinagéo
observado versus predito (r2.0bs_vs_pred), bem como menor desvio médio quadratico da raiz
(RMSD) e menor erro padréo residual (RSE) nesse processo de lineariza¢ao, nos permitindo
uma melhor predicdo da salinidade das amostras. O modelo que apresentou melhor resultado
foi utilizado para predizer os valores das concentragdes de sal no experimento realizado no
Capitulo 1.

Para avaliar a sensibilidade do sensor em detectar as diferencas entre os grupos, em cada
tratamentos e ao longo das datas de mensuragdo utilizamos modelos mistos lineares com o
pacote 'Ime4' (Bates et al. 2015). Nesses modelos consideramos 0s grupos, os tratamentos e as
datas como fatores fixos e os diferentes sacos com solo como fator aleatério. A frequéncia
registrada pelo sensor em cada medida para cada tratamento de cada grupo é nossa variavel
resposta. Todas as analises foram realizadas com o software R (versdo 3.6.1, R Development
Core Team, Viena, Austria).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Resposta do sensor e linearizacao

As curvas de calibracdo foram construidas em seis datas e em todas as medidas elas
apresentaram resposta logaritmica as concentragdes de salinidade (Figura 2). A calibragdo, em
geral, se baseia em fornecer um estimulo especifico com um resultado conhecido. Dessa forma,
cria-se 0 mapeamento direto entre as saidas do sensor e 0s valores esperados, sendo um processo
muito importante para proporcionar a opera¢do adequada de um dispositivo de medicdo
minimizando erros sistematicos (vieses) (Bychokskiy, 2003). Visto que as respostas sdo
proporcionais entre varidvel conhecida e valores obtidos € necessario que as respostas as
concentracdes conhecidas sejam lineares, mas a ndo linearidade € um dos problemas mais
comuns de erros nos resultados de sensores (Pereira et al. 2001). De fato, nesta analise houve
maior variacdo na resposta do sensor para frequéncias maiores que 300 Hz, o que aumenta o
erro das estimativas de salinidade acimas de 60 g/L. Por conta disso, a linearizagdo é um
processo muito importante no desenvolvimento de um sensor, a qual deve compensar a relacéo

ndo linear dos sinais de entrada e de saida do sensor (Erdem, 2010).

Neste estudo a busca pela linearizacdo do resultado do sensor as concentracfes

conhecidas foi testada por dois modelos log-log quadratico e o log-log segmentado. O modelo
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que apresentou melhor ajuste foi o log-log segmentado comparado ao log-log quadrético
(Figura 2). A Tabela 1 mostra que o modelo log-log segmentado apresentou maior R? em
praticamente todas as datas, bem como, menor valor de RMSD e RSE, o0 que nos permite
afirmar que o log-log segmentado apresentou melhores resultados, sendo mais eficiente no
processo de linearizacdo das curvas de calibracdo neste estudo. Além disso, 0 modelo
apresentou menor residuo, que significa maior a chance de ter boas estimativas dos pardmetros
(Gunst e Mason, 1980).

Tabela 1 - Comparacgdo dos resultados dos modelos log-log quadratico e log-log segmentado.

Log-log Quadratic model Log-log segmented model

Date Rz  obs vs pred RMSD RSE Rz obs vs pred RMSD RSE
02/15/19 0.97 0.97 9.64 0.34 0.99 0.98 5.00 0.19
02/21/19 0,99 0.98 6.90 0.20 0.98 0.97 8.31 0.24
02/28/19 0.98 0.98 5.72 0.23 0.99 0.98 3.82 0.13
03/08/19 0.98 0.98 6.51 0.27 0.99 0.99 3.82 0.22
03/13/19 0.96 0.95 12.87 042 0.99 0.93 9.12 0.17
04/30/19 0.96 0.95 13.16 045 0.99 0.93 9.32 0.19
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Figura 3 - Comparacdo entre a curva de calibracdo sem ajuste e o resultado do ajuste, residuos e relacéo entre
observado versus predito ap6s ajuste por log-log quadrético e log-log segmentado.

Aplicacado do modelo de melhor ajuste

59



Uma vez que o modelo log-log segmentado se mostrou mais eficiente no processo de
linearizacdo dos dados da curva de calibragéo, o seu resultado foi utilizado para predizer os
valores das concentrac6es de sal do solo de cada tratamentos de ambos o0s grupos ao longo do
experimento (Figura 4). Os resultados das predi¢cGes mostram que o sensor apresentou valores
um pouco abaixo do que foi irrigado, mas relativamente proximos em cada tratamento, assim
como, um actimulo no grupo com reposicao de sal e decréscimo no grupo sem reposicao de sal

como era esperado (Figura 4).
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Figura 4 - Concentracdo de sal predita pelo modelo log-log segmentado para cada data de mensuragéo.

Anélise de variacdo de salinidade entre os grupos e tratamentos

A analise por modelos mistos lineares mostrou uma variacdo fortemente significativa
entre todas as varidveis analisadas (Tabela 2). Os solos do grupo sem reposi¢do de sal
apresentaram diferenca mais acentuada entre os tratamentos e aumento (acumulo) de sal
principalmente no tratamento 5 (Figura 4). Além disso, de acordo com o esperado pelo erro
associado as estimativas do modelo para valores acima de 60 g/L (Figura 3), aumentou a
variacdo em torno da média para o tratamento 5. Enquanto que o grupo sem reposi¢éo de sal
apresentou diferenga entre os tratamentos nas primeiras medidas, mas essa diferenca foi
diminuindo com o passar das mensuracgdes. No final apresentou valores bem préximos entre 0s
tratamentos em decorréncia do decréscimo da salinidade pela irrigacdo apenas com agua doce
(Figura 4). Apesar das estimativas apresentarem mais erros em concentracdes elevadas, o
prototipo do sensor ainda foi funcional e capaz de perceber o acimulo de sal no solo no
tratamento de complementacéo de sal, e o decréscimo da concentracdo de sal no tratamento

sem reposicao de sal.
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Tabela 2 - Comparacdo dos resultados dos modelos log-log quadratico e log-log segmentado.

Sensor
DF F p
Grupo 1 317.3 <0.001
Tratamento 4 3298 <0.001
Data 4 38.4 <0.001
Grupo:Tratamento 4 67.4 <0.001
Grupo:Data 4 35.4 <0.001
Tratamento:Data 16 6.1 <0.001
Grupo:Tratamento:Data 16 8.3 <0.001

3.5 CONCLUSAO

Este artigo apresenta um sensor préatico, portatil e de baixo custo para medir a salinidade
do solo. Nossos resultados experimentais demonstram que, se devidamente calibrado, o sensor
apresenta uma boa percepcdo das variacdes de sal no solo, tanto para acimulo quanto para
decréscimo na salinidade, sendo o sistema proposto como um dispositivo promissor para tal
finalidade. No entanto, mais testes sdo necessarios para confirmar seu desempenho, como:
testes em solos diferentes, estudos de campo e comparacdo com outros dispositivos comerciais,

além de identificar um possivel efeito da temperatura no funcionamento do sensor.
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