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RESUMO

Sementes de Hydrocotyle bonariensis Lam. (Apiaceae) foram germinadas em cinco concentragdes de NacCl (zero, 15, 30, 60 e
120 mM NacCl) e trés diferentes condicdes de estocagem (por 15, 30 e 45 dias) em agua do mar (600 mM NaCl) e apds
transferidas para agua destilada. A sobrevivéncia e crescimento das plantulas foram testadas em seis regimes de salinidade
(zero, 5, 10, 20, 40 e 80 mM NacCl). Os testes de germinagdo indicaram que as sementes de H. bonariensis germinam melhor
em condi¢cdes de agua doce, diminuindo gradualmente com o aumento na concentracdo de NaCl, a qual é completamente
inibida em 120 mM NaCl. A biomassa das plantulas, nimero de folhas e tamanho da folha foram progressivamente reduzidos
com o aumento na concentragao de NaCl. A diminuicéo da viabilidade das sementes ap6s exposicéo a alta salinidade, a baixa
germinacéo e crescimento reduzido sob altas concentracdes de NaCl, sdo provavelmente as causas determinantes da
distribuicéo restrita de Hydrocotyle bonariensis em areas estaveis mais afastadas da praia.
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ABSTRACT
Germination and seedling growth of ~ Hydrocotyle bonariensis Lam. (Apiaceae) in different concentrations of NaC  |.

Hydrocotyle bonariensis seeds were germinated at five constant concentrations of NaCl (zero, 15, 30, 60 and 120 mM NacCl)
and three recovery conditions from salt exposure (seed were soaked in 600 mM NaCl seawater) for 15, 30 and 45 days and
afterwards transferred to distilled water. Additionally, survival and growth of seedlings were tested in six constant salinity
regimes (zero, 5, 10, 20, 40 and 80 mM NacCl). Germination tests indicate that H. bonariensis seeds germinate better in
freshwater, decreased gradually with the increase in NaCl concentration. Germination was completely inhibited at 120 mM
NaCl. Seedling biomass, number of leaves and leaf size were progressively reduced with increase in NaCl concentration. The
decrease of viability after high salt exposure, low germination and growth at high NaCl concentration are probably the
determinant causes of the restrict distribution of Hydrocotyle bonariensis to stable and no-salt areas of coastal dunes.
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INTRODUCAO

A salinidade do solo (Ungar 1987, Cordazzo 1999, Tobe et al. 2000, Scott et al. 2000, Houle et al., 2001) e o
borrifo marinho (Cheplick & Demetri 1999) sao condigcbes ambientais que podem prejudicar a germinacao das
sementes e impedir o estabelecimento de plantulas de dunas (Seneca 1972, Cordazzo 1999), reduzir o tamanho
da planta, sua capacidade reprodutiva e o tamanho das sementes (Seneca 1969, Cheplick & Demetri 1999). Desta
forma, a concentracdo de NaCl no substrato pode atuar seletivamente, determinando o estabelecimento de
plantulas e sobrevivéncia em areas costeiras (Seneca 1972, Cordazzo 1999).

A alta salinidade diminui o potencial de agua no substrato e deste modo restringe a 4gua e nutrientes para
absorc¢édo pelas raizes, além de poder causar descontrole iGnico e toxicidade nas plantas (Larcher 1995, Houle et
al. 2001) podendo também influenciar no estabelecimento de espécies em funcdo de diferentes respostas aos
fatores abioticos (Noe & Zedler 2000).

Para melhor compreender o efeito da salinidade na germinacdo, sobrevivéncia e crescimento de espécies
de plantas de dunas costeiras no sul do Brasil, alguns estudos vém sendo realizados, especialmente com
Panicum racemosum, Spartina ciliata, Blutaparon portulacoides, Cakile maritima e Senecio crassiflorus (Cordazzo
1999, Farias 1995, Cordazzo & Valero-Aracama 1998). Entretanto outras espécies dominantes nas dunas
costeiras, como Hydrocotyle bonariensis ainda carecem de estudos.

Hydrocotyle bonariensis Lam. (Apiaceae) é uma planta rastejante, perene, que apresenta rizomas delgados
subterraneos e emissdess radiculares muito finas presentes nos nés (Cordazzo et al. 2006). E uma das espécies
de maior distribuicdo espacial nas dunas costeiras, podendo ser encontrada desde as dunas frontais até as
depressbes Umidas mais afastadas da praia (Cordazzo et al. 2006), onde apresenta as maiores biomassas (Costa
& Seeliger, 1990). Apesar de sua grande importancia na zona litoranea pouco se conhece sobre sua biologia, em
especial sob os efeitos de diferentes concentragdes de NaCl.
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Assim, este estudo tem como objetivos avaliar o efeito de diferentes concentragbes de NaCl sobre a
germinacdo das sementes, sobrevivéncia e crescimento das plantulas de Hydrocotyle bonariensis, em condi¢Bes
controladas de laborat6rio.

MATERIAL E METODOS

Os frutos foram coletados no periodo de fevereiro a marco de 1997, na praia do Cassino (32°12" S;
52°10'W). A germinacdo foi testada em placas de petri, de 9 cm de didmetro, esterilizadas, contendo duas
camadas de papel filtro Whatman n.° 1 e umedecidos com 5 ml de diferentes concentracdes de NaCl, zero
(controle), 15, 30, 60, e 120 mM NaCl. Para evitar flutuacdes na salinidade, pela evaporagéo, as placas foram
fechadas com fita seladora. O experimento foi conduzido com 4 réplicas de 25 sementes cada, distribuidas
aleatoriamente em incubadora com temperatura alternada 15-30C, num regime de 12 horas cada e fotoperi odo
de 12-12 horas (escuro-luz). As condi¢cdes de fotoperiodo e regime de temperatura escolhidos foram os que
apresentaram os melhores resultados de germinagdo em estudos anteriores (Hackbart 2002). Durante 60 dias as
placas foram observadas diariamente e contadas as sementes germinadas. Adicionalmente foi realizado um
experimento com sementes estocadas por 15, 30 e 45 dias em agua do mar (600 mM NacCl), esterilizada em
autoclave por 30 minutos. Apos, as sementes foram retiradas, lavadas com &gua destilada, e postas para
germinar seguindo a metodologia descrita anteriormente, na condigdo sem NacCl.

Os experimentos de sobrevivéncia e crescimento foram realizados com 50 plantulas de similar tamanho
(didmetro foliar = 4,5mm) e idade (= 10 dias), plantadas individualmente em potes plasticos contendo areia da
praia préviamente lavada com agua destilada para retirar possiveis sais e mantidos em uma casa de vegetacao
por 15 semanas. Semanalmente os potes receberam 10 ml de solu¢do nutritiva de Hoagland com diferentes
concentracdes de NaCl (zero, 5, 10, 20, 40 e 80 mM NaCl) (Cordazzo 1999). Ao final de 15 semanas, foi verificado
0 numero de plantas sobreviventes e determinadas as biomassas (peso seco) da parte aérea e subterrénea, bem
como o numero e didmetro das folhas. As taxas de crescimento absoluto (TCA) foram determinadas pela equacéo:

TCA = (Df-Di)/(tf-ti)  onde

“Df" é o diametro final, “Di” é o didmetro inicial, e “tf-ti" representa o tempo decorrido entre o final e inicio do
experimento (Hunt 1990), usando as trés maiores folhas produzidas em cada pote.

Os dados de germinagéo foram transformados inicialmente (transformacdo angular). A andlise de variancia
(ANOVA) foi aplicada para verificacdo das diferencas entre as médias nos tratamentos de germinacdo e
crescimento, e quando F foi significativo a DMS 5% (Tukey) foi determinada. A priori, foram efetuados os testes de
Normalidade e de Homocedasticidade, ambos a 5% de significancia, para todas as varidveis como pré-requisitos
para a analise paramétrica (Zar, 1984).

RESULTADOS

Os resultados mostram, ao longo de 60 dias, um decréscimo significativo (F=61,02; p<0,0001) no percentual
de germinacdo com o aumento da concentracdo de NaCl de 78%, 58%, 46%, 34% e 0%, respectivamente para o
controle, 15, 30, 60 e 120 mM de NaCl (Fig. 1). Observou-se que as plantulas que germinaram na concentragao
de 60 mM de NaCl sofriam necrose de seus tecidos radicular e meristematico. As sementes ndo germinadas na
concentracdo de 120 mM NacCl, apresentaram uma germinacdo de 15% quando lavadas e transferidas para agua
destilada.
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FIGURA 1 — Porcentagem média acumulada da germinagdo de H. bonariensis em diferentes concentragfes de
salinidade ao longo de 60 dias, onde médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes, de
acordo com o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

As sementes embebidas em agua salgada por diferentes tempos, mostraram também uma gradual reducéo
na germinagéo (Fig. 2), de 78%, 67%, 62% e 17%, respectivamente para o controle, 15 dias, 30 dias e 45 dias de
embebicdo em agua do mar. Porém essa reducéo sé foi significativa para 45 dias de estocagem (F=19,19; p <
0,0001). Entretanto o efeito da embebi¢do das sementes na agua salgada, gradativamente retardaram o inicio da
germinacdo com o aumento do tempo de embebicéo de 5 para 22, 26 e 28 dias, respectivamente para o controle,

15, 30 e 45 dias de estocagem.
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FIGURA 2 — Porcentagem meédia acumulada da germinacdo de H. bonariensis em diferentes tempos de
embebicdo em agua do mar ao longo de 60 dias. Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes, de acordo com o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Todas as plantulas de H. bonariensis cultivadas em diferentes concentracdes de NaCl sobreviveram, ao
longo das 15 semanas de observagdo. Os resultados mostraram que os numeros de folhas produzidos
apresentaram um decréscimo gradativo, embora somente significativo a partir de 20 mM de NaCl (Tab. 1). Embora
diferencas significativas no didmetro foliar final e nas taxas de crescimento absoluto (TCA) s6 tenham sido
encontradas para concentracdes acima de 40 mMNaCl (Tabela 1), as regressbes do diametro foliar e TCA em
relacdo ao aumento de concentragdo de NaCl mostraram uma alta e significativa correlagéo (Fig. 3a, 3b). A
biomassa aérea e principalmente a subterrdnea apresentaram marcada redu¢cdo com o aumento da concentracao
de NaCl com diferencas significativas a partir de 80 mM de NaCl (Fig. 4A). Igualmente a razdo entre biomassa
aérea e biomassa subterrdnea demonstrou um maior investimento na por¢ao subterranea que na porgdo aérea em
todas as concentragfes, exceto em 80 mM NaCl (Fig. 4B).

TABELA 1 — Efeito da salinidade (mM NaCl) sobre o crescimento das plantulas de Hydrocotyle bonariensis ao
longo de 15 semanas de cultivo. Onde NF = numero de folhas; DF = didmetro final das folhas; e TCA = taxa de
crescimento absoluto. As médias e desvios padréo de cada tratamento correspondem um n = 10 plantulas.

Concentragéo NF DF TCA

(mM NacCl) (cm) (mm. dia-1)
0 6,1+0,5 (a) 1,57 £0,18 (a) 1,06 +0,17 (a)
5 56+0,9 (a) 1,54+0,16 (a) 1,03+0,15 (a)
10 52+0,8 (ab) 1,51+0,20 (a) 1,01+0,19 (a)
20 4,8+0,7 (b) 1,44 +0,17 (ab) 0,94+0,16 (a)
40 43+0,8 (b) 1,39+0,22 (b) 0,79+0,21 (b)
80 36+1,2 (c) 1,03+0,29 (b) 0,55+0,27 (c)

F =6,02 F=8,64 F =8,69
P <0.0001 P <0.0001 P <0.0001

Médias com diferentes letras na mesma coluna sdo estatisticamente diferentes de acordo com o Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia

DISCUSSAO

As plantas das dunas costeiras estdo expostas a uma grande amplitude nas quantidades de sal, desde sua
completa auséncia apos fortes chuvas, até concentracdes acima de 500 mM NaCl durante inundacdes pelas
ressacas (Cordazzo 1999). A germinacéo das sementes e o crescimento das plantas podem ser reduzidos mesmo
guando submetidos a niveis baixos e moderados de salinidade (Houle et al. 2001).

A salinidade pode inibir a germinacéo de trés maneiras: (i) prevenindo temporariamente a germinacéo sem
danos a viabilidade, em altas salinidades (dorméncia forcada)(Davy & Figueroa 1993, Cordazzo 1999); (ii)
retardando a velocidade e diminuindo o total de sementes germinadas nas salinidades que causam estresse, mas
ndo impedindo a germinagéo ( Seneca 1969, Gulzar & Khan 2001); ou (iii) levando a perda total da viabilidade
(Ignaciuk & Lee 1980, Greipsson & Davy 1994, Cordazzo 1999).

As sementes de Hydrocotyle bonariensis mostraram um decréscimo linear significativo na germinacao,
gquando submetidas a um aumento nas concentracdes de NaCl (com a perda da viabilidade), o que de acordo com
Ungar (1978) e Waisel (1972) é um comportamento tipico de espécies glicéfitas, e semelhante ao observado em
outras plantas de dunas, como Ammophila breviligulata, Panicum amarulum, Uniola paniculata (Seneca 1969),
Leymus arenarius (Greipsson & Davy 1994). Esta perda na viabilidade das sementes em altas concentracdes de
NaCl podem ter afetado e inibido a germinacdo de duas maneiras: (i) prevenindo a absor¢cdo de &gua pelo
embrido devido ao alto potencial osmoético do meio (Waisel 1972, Ungar 1978); e (ii) pelo envenenamento do
embirdo, devido ao efeito tdxico dos ions (Waisel 1972, Ignaciuk & Lee, 1980).
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FIGURA 3 — Regressfes entre a concentracdo de mM NacCl e (A) didmetro foliar; e (B) TCA (taxa de crescimento
absoluto) das plantulas de Hydrocotyle bonariensis.

A auséncia de germinacao das sementes de Hydrocotyle bonariensis quando embebidas em 120 mM NacCl;
a germinacao de apenas 15% ap0s estas sementes serem lavadas com agua destilada e postas para germinar; a
gradativa reducdo na germinacdo das sementes e no tempo para iniciar a germinagdo com o aumento no tempo
de estocagem em agua salgada, similar ao observado em Salsola kali, Medicago sativa (Ignaciuk & Lee 1980) e
Panicum racemosum (Cordazzo et al. 2006), demonstram que o efeito ibnico toxico € irreversivel, pelo menos em
grande parte das sementes de Hydrocotyle bonariensis.

Durante o crescimento das plantulas de Hydrocotyle bonariensis nas concentragfes mais altas de NacCl, foi
observado que algumas folhas amarelavam, secavam e desprendiam-se da planta. Esta senescéncia nas folhas
de H. bonariensis, devido a adi¢do de NaCl foi anteriormente testada (Haddad e Mazzafera 1999), mostrando uma
aceleragdo com o aumento da concentracdo de NaCl. A estratégia de abscisdo foliar € comum em algumas
plantas de dunas (Hesp 1991), como exemplos, Paspalum vaginatum (Pfadenhauer 1979), Plantago maritima,
Triglochin maritimum (Larcher 1995 ), Blutaparon portulacoides (Farias 1995), permitindo eliminar o excesso de sal
de dentro da planta através da perda das folhas mais velhas (Larcher 1995).
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FIGURA 4.(A) — Médias das biomassas aérea ([]) e subterranea ([l] ) e (B) razdo entre biomassa aérea e
subterrdnea em diferentes adicbes de NaCl ao longo de 15 semanas. Médias seguidas de letras diferentes séo
estatisticamente diferentes, de acordo com o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Similar a outras espécies de plantas de dunas, tais como Spartina ciliata, Blutaparon portulacoides, Cakile
maritima (Cordazzo 1994), Hydrocotyle bonariensis mostrou uma significativa redu¢cdo nas biomassas aérea e
subterrdnea conforme aumentou a concentracdo de NaCl, porém tolerando (sobrevivendo) até 80 mM de NaCl,
concentracdo esta, maior que a concentracdo natural encontrada no substrato das dunas costeiras do sul do Brasil
(Cordazzo 1999). A diminuicdo do tamanho das plantas (fenébmeno de miniaturizacdo) com a respectiva reducao
da biomassa em resposta ao aumento da salinidade do substrato sdo comumente observadas em plantas haléfitas
(Waisel 1972) e glictfitas (Houle et al. 2001), tanto de marismas (Gallagler 1979) como de dunas costeiras
(Cordazzo 1999). No caso de Hydrocotyle bonariensis essa reducéo é evidenciada principalmente pela diminuicao
no namero de folhas produzidas, no diametro foliar e nas taxas de crescimento absoluto (TCA).

A biomassa subterrdnea das plantulas de Hydrocotyle bonariensis cultivadas nas condi¢des salinas foi
sempre superior a biomassa aérea, exceto em 80 mM NaCl, o que pode ser visualizado na Figura 4B pela razao
entre biomassa aérea e subterrdnea. Esta maior biomassa de raizes produzida em condigBes salinas
provavelmente seja uma resposta ao baixo potencial hidrico externo (Blits & Gallagher, 1991), similar ao
observado por Houle et al.(2001) em Aster laurentianus, indicando que a biomassa subterrdnea é menos afetada
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gque a biomassa aérea, embora isto seja um comportamento incomum em haléfitas (Waisel 1972). Adicionalmente,
uma reducdo da area foliar conduz também a uma reducdo na taxa de transpiracdo (Ungar 1987, Jefferies &
Rudmik 1991, Houle et al. 2001), diminuindo a necessidade de absorc¢édo de 4gua de reposicdo pelas raizes, o que
acarreta menor entrada de sal (Long & Mason 1983).

Concluindo, as plantulas H. bonariensis apresentaram em laboratério uma sobrevivéncia de 100%, mesmo
em concentragfes de sal acima das normalmente encontradas no ambiente. Assim o efeito das concentracdes de
NaCl pode néo ser a principal causa direta de mortalidade das plantulas no ambiente natural. Entretanto, como a
salinidade reduz o crescimento, elas ficam mais suscetiveis a outros fatores ambientais estressantes,
principalmente o soterramento pela areia (Martinez et al. 1997, Yu et al. 2004), o que poderia dificultar sua
presenca nas areas de dunas frontais, limitando assim sua a distribuicdo em areas mais afastadas da pos-praia e
com maior estabilidade do substrato e disponibilidade de umidade (Costa & Seeliger 1990, Cordazzo et al. 2006).
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