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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a associacdo de trés espécies de fungos micorrizicos
arbusculates (FMAs) (Rhizophagus intraradices; Gigaspora albida e Claroideoglomus
etunicatum) com Jatropha curcas L., e 0 efeito desta simbiose no desenvolvimento de mudas
pré-micorrizadas, submetidas a estresse salino, em casa de vegetacdo. Foram realizados dois
experimentos, sendo o primeiro para verificar a associagdo dos fungos a planta, em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (controle, espécies isoladas e
as trés inoculadas em conjunto-MIX) e seis repeti¢cdes. O segundo experimento foi em blocos
inteiramente casualizados, num esquema fatorial 4 x 2, com quatro niveis de NaCl (2, 5, 8 e
10 dS / m), e presenca ou ndo de micorrizas (MIX), onde foram avaliados a dependéncia
micorrizica (DM) e o desenvolvimento das mudas em solo salinizado. As trés espécies de
FMAs se associam a J. curcas tanto de forma isolada, como quando inoculadas em conjunto.
A interacdo entre os fatores mostrou que plantas do tratamento controle ndo diferem quanto
presenca de micorrizas, enquanto que, nos tratamentos salinos, as mudas pré-micorrizadas se
desenvolveram melhor que as ndo micorrizadas. A DM foi maior nos tratamentos salinos e o
estresse moderado (5 dS / m) proporcionou o melhor resultado para este indice. A salinidade
reduziu o tamanho das plantas, o desempenho fotossintético, o teor de pigmentos
fotossintéticos, a quantidade de célcio, potéssio, fésforo e magnésio nas folhas, e aumentou a
absorcéo de sodio e cloro, a peroxidacado de lipidios, a atividade das enzimas antioxidantes e a
concentracdo de prolina. As plantas pré-micorrizadas apresentaram maior massa, altura,
diametro do coleto, numero de folhas, area foliar, razdo de area filar, area foliar especifica,
menor alocacdo de biomassa nas folhas e maior, na raiz, aumento da relacdo raiz/parte aérea,
maior taxa fotossintética e teor de pigmentos, menor atividade de enzimas antioxidantes,
reducdo da peroxidagdo lipidica e aumento no teor de prolina em relacdo as plantas ndo
micorrizadas, nas mesmas condicOes salinas. Nas mudas com FMAs, a alta taxa fotossintética,
associada a grande quantidade de sais nas folhas, ao aumento expressivo do teor de prolina e a
auséncia da peroxidacdo de lipidios indica que ha um mecanismo mitigador do efeito da
salinidade associado a presenca de micorrizas. Portanto, mudas de J. curcas previamente
micorrizadas sao uma alternativa para o cultivo da espécie sob estresse salino.

Palavras-chave: Pinhdo manso. Salinidade. Fungos micorrizicos arbusculares.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the association of three species of arbuscular mycorrhizal
(AM) fungi (Rhizophagus intraradices; Gigaspora albida and Claroideoglomus etunicatum)
with J. curcas, and the effect this symbiosis in developing pre-mycorrhizal seedlings
submitted to salt stress at home vegetation. Two experiments were conducted, the first to
investigate the association of the fungus to the plant, in a completely randomized design with
five treatments (control, isolated species and three inoculated together-MIX) and six
repetitions. The second trial was completely randomized blocks in a factorial 4 x 2, with four
levels of NaCl (2, 5, 8 and 10 dS / m), and presence or absence of mycorrhizae (MIX), which
were evaluated mycorrhizal dependency (MD) and the development of seedlings in salinity
soil. The three species of mycorrhizal fungi are associated with J. curcas both in isolation, as
when inoculated together. The interaction between these factors showed that the control plants
did not differ presence of mycorrhizae, whereas in the saline treatments, pre-mycorrhizal
seedlings grew better than non-inoculated. The MD was higher in saline treatments and
moderate stress (5 dS / m) provided the best results for this index. Salinity reduced the size of
plants, photosynthetic performance, the photosynthetic pigment content, the amount of
calcium, potassium, phosphorus and magnesium in the leaves and increased absorption of
sodium and chlorine, lipid peroxidation, the activity of antioxidant enzymes and the
concentration of proline. Pre-mycorrhizal plants had higher mass, height, stem diameter,
number of leaves, leaf area, area ratio pillar, specific leaf area, reduced biomass allocation in
leaves and larger, at root, increased root / shoot , higher photosynthetic rate and pigment
content, lower activity of antioxidant enzymes, lipid peroxidation reduction, and increased
proline content compared to plants not inoculated in the same saline conditions. In seedlings
with AMF, high photosynthetic rate, coupled with the large amount of salts in the leaves, the
significant increase in proline content and the absence of lipid peroxidation indicates a
mechanism mitigating the effect of salinity associated with the presence of mycorrhizae.
Therefore, J. curcas seedlings previously mycorrhizal are an alternative to the cultivation of
the species under salt stress.

Key words: physic nut, salinity, arbuscular mycorrhizal fungi
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1 INTRODUCAO GERAL

O pinhdo manso (Jatrophas curcas L.) é uma oleaginosa com potencial uso para
producdo de biodiesel (NASS, PEREIRA e ELLIS, 2007). Ela se destaca, em relacdo as
demais euforbiaceas, por sua vasta adaptacdo edafoclimatica, perenidade e pela abundancia de
6leo em suas sementes (DE ARRUDA et al., 2004). Varios paises tém voltado esforgos para o
estudo de Jatrophas curcas L., porém sem o intuito de substituir culturas ou ocupar areas
produtivas (ACHTEN et al., 2008). Por ser uma planta de porte arbustivo, tolerante a seca e
com grande perda de folhas e frutos, a cultura também tem sido considerada como alternativa
para a ocupacdo e recuperacdo de &reas marginais, de baixa produtividade ou com solos
comprometidos, como os da regido semiarida brasileira (GUBITZ, MITTELBACH e TRABI,
1999).

No Brasil existem aproximadamente 982.563Km? de &reas caracterizadas por baixa
pluviosidade e chuvas mal distribuidas fisica e temporalmente e, portanto, mais susceptiveis a
salinizacdo (PEREIRA JR., 2007). Nestas areas, a irrigacdo é essencial para tornar o solo
cultivavel. No entanto, quando ndo é bem empregada, essa técnica pode desencadear a
incorporacgdo de quantidades significativas de sais ao terreno, promovendo a saliniza¢do (DE
LIMA e MARQUES, 2002). Em geral, isso ocorre quando a agua utilizada é de méa qualidade
e ou h& deficiéncia ou auséncia de drenagem apropriada. A auséncia de drenagem aumenta o
nivel do lencol freatico e faz com que o sal presente na parte mais profunda do terreno se
acumule na zona das raizes.

O sal reduz o potencial osmético da solucdo do solo, o que diminui a disponibilidade
de &gua para as plantas, promovendo seca fisioldgica (SHABALA e MUNNS, 2012). Muitos
ions salinos, quando absorvidos em excesso. sdo toxicos, induzem estresse oxidativo e geram
um desequilibrio osmotico celular e sistémico nas plantas (MUNNS e TESTER, 2008).
Estudos sobre estresse salino sdo realizados, majoritariamente, com sais adicionados a dgua
de irrigacdo, por um curto periodo de tempo (AL-KARAKI, 2000; GIRI, KAPOOR e
MUKERJI, 2007; DE OLIVEIRA et al., 2010; ENTESHARI e HAJBAGHERI, 2011). A
irrigacdo com agua salina ndo impde as mesmas condigdes que o plantio em solo salinizado,
onde os parametros quimicos e fisicos do substrato sdo modificados pelo excesso de ions
(RICHARDS, 1954). Estes estudos podem estar subestimando os efeitos do cultivo em &reas
salinizadas.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) formam uma associagdo mutualistica

com raizes de plantas, tornando-as mais resistentes a condi¢Ges adversas (EVELIN, KAPOOR
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e GIRI, 2009). Apesar dos FMAs se associarem a 80% das plantas, o nivel de associacao varia
para cada espécie de fungo, ndo sendo uma associagdo generalista indistinta (CESARO et al.,
2008). E notorio que a presenca de FMAS nas raizes aumenta consideravelmente a capacidade
de absorcdo de agua e certos nutrientes, em especial o fésforo (EVELIN, KAPOOR e GIRI,
2009). A rede de hifas permite explorar uma maior superficie, visto que essas s8o0 mais
numerosas e mais finas que as raizes. Os efeitos benéficos das micorrizas ja foram
amplamente relatados em varias culturas de interesse econémico, sendo que os resultados
mais expressivos sdo verificados quando a inoculacdo dos fungos ocorre na formacdo das
mudas (BONFANTE e DESIRO, 2015).

No entanto, a salinidade pode comprometer a colonizacdo micorrizica das raizes
(AGGARWAL et al., 2012). Inicialmente, os esporos dos fungos presentes no solo necessitam
se hidratar para germinar, alcancar a raiz e formar o apressorio. Dessa forma, o baixo
potencial osmotico do solo salino é extremamente limitante para os FMAS num primeiro
momento. Em areas salinas, ha baixa colonizacdo micorrizica e ocorréncia de esporos em
grandes quantidades (EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009). Considerando que o esporo é uma
estrutura de resisténcia do fungo, este resultando é consistente com um ambiente adverso.
Alguns fungos, no entanto, sdo resistentes a salinidade, formando associa¢bes com plantas
haléfitas em ambientes extremos. Dos diversos FMAs encontrados em solos salinos, ganham
destaque as espécies Claroideoglomus etunicatum e Rhizophagus intraradices, sendo este
ultimo a espécie mais abundante nas regides salinizadas (AGGARWAL et al., 2012). Os
mecanismos de tolerancia a salinidade induzidos pelos FMAs incluem maior absorcdo de
agua e nutrientes, aumento da sintese de osmolitos e enzimas antioxidantes, modificacbes na
expressao génica da planta, dentre outros (PORCEL, AROCA e RUIZ-LOZANO, 2012).

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a associacdo de trés espécies de
FMAs (Rhizophagus intraradices; Gigaspora albida e Claroideoglomus etunicatum) com J.
curcas, bem como o efeito desta simbiose em mudas previamente micorrizadas e submetidas

a estresse salino.
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2 ASSOCIACAO E DEPENDENCIA MICORRIZICA EM MUDAS DE Jatropha curcas
L. SUBMETIDAS A ESTRESSE SALINO

2.1 Resumo

O cultivo de Jatropha curcas L. visando a producao de biodiesel € uma possibilidade de
utilizacdo de areas salinas; porém a producdo de biomassa é limitada nesses solos. Os fungos
micorrizicos arbusculares (FMASs) sdo uma alternativa promissora para a biorremediacdo em
solos salinizados. No entanto, a salinidade também afeta os FMAs e, neste caso, nem sempre
a simbiose se estabelece. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a associacao de trés
espécies de FMAs com J. curcas e a dependéncia micorrizica (DM) em mudas previamente
inoculadas com micorrizas e submetidas a estresse salino. Foram realizados dois
experimentos, o primeiro, em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
(controle, Rhizophagus intraradices, Gigaspora albida, Claroideoglomus etunicatum e as trés
espécies em conjunto - MIX) e seis repeticdes, com o objetivo de investigar tal associacéo e, 0
segundo experimento, realizado em blocos ao acaso, em esquema fatorial 4x2 (2, 5, 8 e 10 dS
/ m, com e sem micorrizas), com oito repeticdes, para avaliacdo da DM. As trés espécies de
FMAs se associam a J. curcas tanto isoladamente como em conjunto. A DM aumentou com a
salinidade, indicando que J. curcas é uma espécie facultativa. Portanto, o uso de mudas pré-
inoculadas com FMAs é uma alternativa para o estabelecimento de J. curcas em areas
salinizadas.

2.2 Introducao

Jatrophas curcas L. é uma planta Euphorbiaceae com potencial para producdo de
biodiesel (NASS, PEREIRA e ELLIS, 2007). Ela se destaca em relacdo a outras oleaginosas
por sua ampla adaptacdo edafoclimatica, perenidade e abundéncia de dleo em suas sementes
(ACHTEN et al., 2008). O cultivo de J. curcas visa, em particular, pequenas propriedades,
mas sem a intencdo de substituir culturas ou ocupar areas produtivas (DE ARRUDA et al.,
2004). Esta espécie também tem sido considerada como uma alternativa para revegetacdo e
reabilitacio de areas abandonadas e ocupacdo de areas secas e salinas (GUBITZ,
MITTELBACH e TRABI, 1999).

A salinizacdo do solo é um problema crescente em todo o mundo (SHABALA e
MUNNS, 2012). A irrigacdo com agua de méa qualidade e / ou drenagem inadequada adiciona
grande quantidade de sal ao terreno, tornando-o salino (RICHARDS, 1954). Esse problema é
agravado nas regiGes aridas e semi-aridas, onde a falta ou a ma distribuicdo de chuvas
provoca a evaporacdo do baixo teor de agua do solo, levando o sal a zona de raizes (DE
LIMA e MARQUES, 2002). A salinidade reduz o potencial hidrico do solo, dificultando a
obtencdo de &gua pelas culturas. Além disso, em plantas, o efeito toxico do excesso de
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absorcdo de ions leva a ruptura de membranas e organelas, aléem de causar desequilibrio
osmatico celular, o que pode tornar a area imprépria para o cultivo (MUNNS e TESTER,
2008).

A associacdo de plantas com fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) é uma
alternativa para melhorar a tolerancia de culturas a ambientes adversos (EVELIN, KAPOOR e
GIRI, 2009). Os FMAs penetram nas raizes das plantas, e sua rede de hifas se espalha no solo,
aumentando consideravelmente a area de absorcdo (SILVA et al., 2001; BONFANTE e
DESIRO, 2015). No entanto, em condic@es salinas, a dificuldade de obtencio de agua afeta a
germinacdo de esporos de FMAS e, neste caso, a simbiose nem sempre se estabelece (SHENG
etal., 2008; AGGARWAL et al., 2012).

Grande parte dos estudos sobre micorriza associada a J. curcas em condi¢des salinas
sdo realizados com fungos nativos sem definicGes precisas das espécies presentes nos
indculos (KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010; KUMAR et al., 2015). Este fato leva a uma
generalizacdo de resultados e afirmacgdes sobre a inespecificidade dos FMA, indicando que
eles podem se associar a quase todas as espécies de plantas. No entanto, estudos sobre o
estabelecimento da relacdo entre fungos e plantas revelaram o oposto, relacionando diferentes
respostas de associacdo a diferentes espécies (KIERS et al. 2011; ANUROOPA e
BAGYARAJ, 2015). Observa-se que nem sempre o FMA presente no solo esta associado a
cultura ou promove o melhor beneficio mutualistico (CESARO et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2011).

A eficiéncia da associacdo entre FMAs e plantas é quantificada pelo indice
dependéncia micorrizica (DM) que é calculado com base na diferenca entre a massa seca de
plantas inoculadas e ndo inoculadas (GERDEMANN, 1975). Este indice pode ser definido
como o quanto a planta depende de seu parceiro fungo para obter seu melhor crescimento ou
producdo (AZCON e OCAMPO, 1981). A DM é uma caracteristica essencial da planta que
pode ser classificada como ndo micorrizica, quando a simbiose ndo ocorre; obrigatoria,
qguando a sobrevivéncia da planta depende desta associagdo ou facultativa, caso em que a
relacdo € intensificada em situacdes adversas (HABTE e MANJUNATH, 1991). Esta
simbiose também varia de acordo com a idade da planta, estado fisioldgico e nutricional e em
relacdo a cada espécie de fungo (BALOTA et al., 2011).

Portanto, este estudo teve como objetivo verificar a associagdo de trés espécies de
FMAs com J. curcas (Rhizophagus intraradices, Gigaspora albida, Claroideoglomus
etunicatum). Também buscamos determinar a dependéncia micorrizica de mudas de J. curcas

pré - micorrizadas e submetidas a estresse salino.
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2.3 Materiais e Métodos

2.3.1 Local do estudo e andlises de solo

O estudo foi realizado em casa de vegetacao, localizada a 09°28°02°’S; 35°49°43”°W ¢
127 m de altitude, entre os meses de margo a setembro de 2015. As condi¢cBes ambientais
dentro da casa de vegetacdo foram monitoradas por meio de estagdo meteoroldgica
automatica, WS - GP1 (Delta-T Devices Ltd, England). A temperatura e umidade relativa do
ar foram medida a cada cinco minutos, a luminosidade a cada dez segundos e as médias salvas
a cada 15 minutos (Figura 1).

Foi utilizado um Latossolo Argilo-Arenoso (Tabela 1), que foi autoclavado por 50
minutos para o plantio das mudas. O restante do solo foi salinizado, adicionando-se NaCl com
base no peso seco, em quatro concentracdes distintas: 0; 0,6; 1,2 e 2,4 g de NaCl.Kg™ de solo.
O material permaneceu incubado por quatro meses, em capacidade de campo, 0 que aumentou
a condutividade elétrica (CE) inicial de 2 (0g NaCl — controle) para 5, 8 e 10 dSm™ para 0,6;
1,2 e 2,4 g de NaCl.Kg" de solo, respectivamente. Posteriormente o solo salinizado foi
esterilizado em estufa de ventilagdo forgada a 120 °C por 30 horas, destorroado e adicionado

em vasos de 20 L cobertos com filme plastico até 0 momento do transplante das mudas.

Tabela 1 - Caracterizagdo quimica do solo utilizado no experimento. NaCl ad. — gramas de NaCl
por quilograma de solo seco, CE - condutividade elétrica, PO - potencial osmoético, RAS - razédo
de adsorc¢do de sodio, PST - porcentagem de sodio trocavel, V - saturacdo por bases, CTC -
capacidade de troca de cations e SB - soma de bases.

NaCl CE PO pH RAS PST V CTC Na* AFF K" ca® Mg SB P B Cu
ad. dS/m Mpa e —— T ---mg/dm?---

0,0 2 -01 6 0 2 87 100 1 0 3 76 8 87 18 02 03
0,6 ) -03 6 1 4 93 146 6 0 2 114 13 135
1,2 8 -0,7 6 2 11 91 133 13 0 2 92 14 121
2,4 10 -12 6 4 22 93 154 31 0 3 92 17 142

Fonte: Laboratdrio de Fertilidade do Solo, USP, Botucatu - SP, 2014.
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Figura 1 - Temperatura (A), déficit de pressdo de vapor (DPV) (B) e radiacdo (C) registrados
dentro da casa de vegetacdo durante a conducéo do experimento. Médias a cada 10 dias. A seta
marca o inicio do estresse salino.
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Fonte: Autora, 2015.

2.3.2 Primeiro experimento: associacdo de micorrizas com J. curcas.

A associagdo fungo-planta foi verificada através de um primeiro experimento, cujo
delineamento foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos: ndo inoculadas; inoculadas
com cada uma das trés espécies FMASs isoladas (Rhizophagus intraradices, Gigaspora albida,
Claroideoglomus etunicatum) e inoculadas com uma mistura de partes iguais dos trés fungos

(MIX), com seis repeticdes cada.
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Sementes de J. curcas, oriundas de uma area de plantio experimental (09°28°02°’S;
35°49°43**W), foram lavadas e desinfetadas por meio de uma solugdo de hipoclorito de sédio
a 2,5% por quatro minutos e enxaguadas trés vezes com agua destilada. Os isolados de FMAs
foram fornecidos pela Colecéo Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG da FURB,
Blumenau, SC, Brasil www.furb.br/cicg), e consistiam de raizes de sorgo colonizadas por:
Rhizophagus intraradices SPL301A (Schenck & Smith) Walker & Schupler; Gigaspora
albida SCT200A (Schenck & Smith) e Claroideoglomus etunicatum SCT101A (Becker &
Gerd) Walker & Schipler. Aproximadamente seis gramas de cada isolado micorrizico foram
adicionadas cinco centimetros abaixo das sementes, que foram plantadas em sacos plastico de
1 L contendo solo néo salino previamente autoclavado a 120 °C por 50 minutos.

Noventa dias apds o plantio, amostras de 1g de raizes finas foram coletadas,
clarificadas com KOH 1M e coradas com Azul de Tripano para a confeccdo de laminas para
microscopia (MIRANDA, 2008), que foram fotografadas com um sistema de captura de

imagem acoplado a microscopio BioVideo (BEL, Brasil).

2.3.3 Segundo experimento: influéncia da salinidade sobre a dependéncia micorrizica em

mudas de J. curcas

Um segundo experimento foi conduzido para verificar a DM de mudas de J. curcas
sob estresse salino. O delineamento foi em blocos casualizados em esquema fatorial 4x2. Os
fatores foram solos com quatro niveis de salinidade (2, 5, 8 e 10 dS / m) e plantas pré-
micorrizadas (M1X) e ndo micorrizadas, com oito repeti¢des.

As sementes foram colocadas em solo autoclavado, ndo salino, e previamente
inoculadas com um MIX, contendo partes iguais das trés especies de FMAs (pré-
micorrizacdo). Dois meses apds a semeadura, 0 estresse salino foi imposto. Para evitar um
choque osmético, as mudas foram aclimatadas, por nove dias, com adicdo de pequenas doses
de sal (1/3 da concentracdo final) na 4gua de irrigagcdo, com intervalos de trés dias, entre as
doses. Apos atingirem a mesma concentracao de sais dos vasos contendo o solo salinizado, as
mudas foram transplantadas. O experimento foi irrigado apenas com agua destilada e toda
agua drenada foi recolhida e reposta atraves de um coletor presente em cada vaso. A umidade
do solo foi mantida sempre proxima a capacidade de campo.

A sobrevivéncia das mudas foi verificada mensalmente. Apos 120 dias sob estresse as
plantas foram coletadas, separadas em raiz, caule, folhas e secas em estufa de ventilacdo

forcada a 65° C até atingirem massa constante, para a obtencdo da massa seca. A dependéncia
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micorrizica foi calculada conforme Gerdemann (1975), pela diferenca entre a massa seca de
plantas micorrizadas e ndo micorrizadas, dividida pela massa seca das plantas micorrizadas e
expresso em porcentagem. Os dados foram submetidos a analise de variancia. Os niveis de sal

foram categorizados e as medias comparadas pelo teste Tukey (P < 0,05).
2.4 Resultados e Discussao

As trés espécies de FMAs associaram-se as raizes de J. curcas em 100% das mudas
inoculadas e foi possivel visualizar um grande nimero de vesiculas, arbusculos e hifas (Figura
2). As raizes de plantas ndo inoculadas mostraram auséncia completa de qualquer estrutura
fangica (Figura 2A), atestando que o método de esterilizacdo utilizado foi eficiente. Os
arbusculos de G. albida (Figura 2B) apresentaram contorno irregular, distinguivel das grandes
vesiculas globulosas presentes nas raizes colonizadas por R. intraradices (Figura 2C) e das
longas hifas conspicuas formadas por C. etunicatum (Figura 2D). O mesmo padrdo pdde ser

Figura 2 - Raizes de mudas micorrizadas de J. curcas, coradas com Azul de Tripano, 90 dias
apoés o plantio. Controle (A), Gigaspora albida (B), Rhizophagus intraradices (C),
Claroideoglomus etunicatum (D) e MIX (E). Setas apontam arbusculos (a), vesiculas (v) e hifas
intracelulares (h). Escala de barras = 50um.

Fonte: Autora, 2015.



20

observado em Schenck e Smith (1982), bem como nos registros da colecdo internacional de
cultura de fungos micorrizicos arbusculares - INVAM (MORTON, 2002). As raizes
inoculadas com o MIX apresentaram um grande volume de estruturas fangicas, com
caracteristicas das trés espécies (Figura 2E). Portanto, acredita-se que os FMAs ocorreram de
forma conjunta no tratamento MIX.

Apobs 120 dias sob estresse salino, as mudas de J. curcas apresentaram 100% de
sobrevivéncia em todos os tratamentos. Em ensaios semelhantes utilizando mudas de J.
curcas micorrizadas sob salinidade, a sobrevivéncia foi de 38% a 44% nas plantas nédo
micorrizadas e 45% a 66% nas inoculadas, quando submetidas a uma salinidade de 6,4dS/m e
7,20 dS/m por 90 e 60 dias respectivamente (KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010;
KUMAR et al., 2015) . Nosso trabalho sugere que o plantio de mudas em ambiente ndo salino
melhora a sobrevivéncia de J. curcas em solos salinizados. E provavel que, independente da
presenca de micorrizas, mudas que se desenvolvem sem estresse tem a possibilidade de
estabelecer melhor seu sistema radicular e parte aérea, tolerando melhor e estresse

posteriormente imposto.

Tabela 2 — Massa seca de folhas, caules, raizes e total de mudas de J. curcas, pré-micorrizadas
(M+) e ndo micorrizadas (M-), ap6s 120 dias de estresse salino. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem pelo teste Tukey (P < 0,05, N = 8). Letras maiusculas referem-se aos niveis de sal

(coluna), letras minasculas comparam plantas com e sem micorrizas (linha).

Massa seca da folha (g.planta™) Massa seca do caule (g.planta™)
Tratamento M- M+ Sal M- M+ Sal
2dS/m 9.06™ 8.42% 8.74" 66.59™ 64.58™ 65.59"
5dS/m 7.72% 10.64752 9.18" 39.30%° 79.42% 59.36"8
8dS/m 7.94%° 11.23% 9.58" 54.70780 70.19% 62.45"8
10dS/m 7.83% 10.714% 9.27~ 40.20°° 62.45" 51.328
FMASs 8.14° 10.25° 50.20° 69.16°
Massa seca da raiz (g.planta-1) Massa seca total (g.planta™)
M- M+ Sal M- M+ Sal
2dS/m 28.21% 29.51% 28.86" 103.86™ 102.527 103.19"
5dS/m 16.11%° 30.79% 23.45° 63.13%° 120.86" 91.99%8
8dS/m 17.62%° 34.54" 26.08° 80.26"5° 115.96" 08.1178
10dS/m 16.35%° 30.24% 23.29° 64.37%° 103.40" 83.8"8
FMAs 19.57° 31.27° 77.9° 110.68°

Fonte: Autora, 2015.

Nas plantas ndo micorrizadas, o aumento da salinidade causou redugdo da massa seca
da folha, caule, raizes e da planta como um todo (Tabela 2). No nivel méaximo de salinidade
utilizado (10 dS/m), a reducdo da massa seca foi de 40% na planta, 41% nas folhas, 40% no

caule e 42% nas raizes, em relacdo ao tratamento controle. A menor produgdo de massa seca,
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em funcdo da salinidade, se deve provavelmente & seca fisioldgica devido a redugdo do
potencial osmotico da solugdo do solo, visto que as raizes foram mais afetadas. Em outro
estudo, mudas de J. curcas sofreram uma reducdo de 75% na massa seca total quando
irrigadas com solucdo de NaCl de 4,5 dS/m (DE OLIVEIRA et al., 2010). A inibicdo do
crescimento € uma resposta comum ao estresse salino e pode ser usada como indicador de
tolerancia da planta a esta condi¢cdo. Conforme a classificagcdo proposta por Mass e Hoffman
(1977), nosso estudo sugere que a cultura de J. curcas é sensivel a salinidade, ndo sendo
indicadas para o plantio em areas salinas.

A inoculagdo de FMAs melhorou a producéo de massa seca de folhas, caules, raiz e da
planta nos tratamentos salinos, sendo os resultados iguais ao das plantas cultivadas em solo
ndo salino. No entanto, as micorrizas ndo proporcionaram aumento de matéria seca nas
plantas do tratamento controle. Os FMAs promovem melhor absorcdo de nutrientes,
compartimentalizacdo dos ions toxicos e producdo de osmolitos que atenuam os efeitos da
salinidade (AGGARWAL et al., 2012).

Muitos trabalhos relatam que mudas micorrizadas de J. curcas submetidas a estresse
salino apresentam maior massa seca do que as ndo inoculadas (KUMAR, SHARMA e
MISHRA, 2009; KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010; KUMAR et al., 2015) . Entretanto,
esses dados diferem de nossos resultados quando o incremento de massa seca, proporcionado
pelos FMAs diminuiu com o aumento da salinidade. Nesses estudos, 0 aumento da producédo
de biomassa nédo foi significativo nos tratamentos mais salinos com micorrizas (KUMAR,
SHARMA e MISHRA, 2009; KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010; KUMAR et al., 2015).
Talvez a pré-micorrizacdo das mudas antes da imposi¢do do estresse salino tenha sido o
principal fator que proporcionou o aumento de massa seca quando sob estresse. A inoculagéo
dos FMAs em solo ndo salino proporcionou uma abundante presenca de fungos nas raizes,
antes da imposicdo do estresse, e resultou num melhor efeito da simbiose em relacdo a fungos
inoculados diretamente em solos salinizados. Este método é uma solucdo simples e
econdmica, que pode permitir o plantio de mudas de J. curcas em é&reas relativamente
salinizadas.

O grau de associacdo fungo-planta, indicado pela DM, foi baixo nas plantas do
tratamento controle (2 dS.m™), alto para as plantas sob CE de 5 dS.m™ e média para os
tratamentos sob 8 e 10 dS.m™ (Tabela 3). Logo, o efeito da associacdo micorrizica em J.
curcas é afetado pela presenca do fator estresse. Este resultado caracteriza J. curcas como
uma espécie facultativa quanto a associacdo com o mix de espécies de FMAs utilizado.

Quando submetida a salinidade, a planta libera sinais quimicos que estimulam os fungos, a
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associacdo se intensifica e isso se reflete na producdo de biomassa (MIRANSARI, 2014;
BONFANTE e DESIRO, 2015).

Tabela 3 - Dependéncia micorrizica (DM) de mudas de J. curcas pré-micorrizadas e submetidas
a 120 dias de estresse salino. Classificacdo segundo Habte e Manjunath (1991).

Tratamento DM Classificacdo
2dS/m 1% Baixa
5dS/m 47% Alta
8dS/m 32% Média
10dS/m 39% Média

Fonte: Autora, 2015

Em outro ensaio, a dependéncia micorrizica de mudas de J. curcas, inoculadas
diretamente em solo salinizado foi de 19%; 21% e 18% quando sob CE de 5,6; 6,8 e 7,2
dS.m™ respectivamente (KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010). Estes valores de DM s&o
inferiores aos encontrados em nosso estudo, em todos os tratamentos salinos, e isto
provavelmente também é reflexo da pré-inoculacdo das mudas com FMAs em ambiente sem
sal.

Outro fato observado é que no solo medianamente salino (5 dS.m™), o sal foi
suficiente para promover o aumento da interacdo, apesar de ndo impor um estresse extremo a
planta, resultando em mudas com maior DM. J& nos tratamentos sob CE de 8 e 10 dS.m™, o
beneficio das micorrizas também foi evidente, porém a salinidade mais extrema
provavelmente impds limitagdes aos fungos, resultando numa menor DM, quando
comparados ao tratamento sob 5 dS.m™. Logo, podemos sugerir que situaces de estresse
moderado podem melhorar a associagdo micorrizica com J. curcas. Portanto, utilizando
mudas previamente inoculadas e aclimatadas, € provavel gue se obtenha resultados melhores

no cultivo da espécie em solos salinizados.

2.5 Conclusdo

Os FMAs R. intraradices, G. albida e C. etunicatum associam-se as raizes J. curcas
tanto de forma isolada como em conjunto.

A salinidade afeta as mudas de J. curcas reduzindo a producdo de massa seca. A
micorrizacdo melhora o desempenho das mudas em ambientes salinos, tornando-as mais
tolerantes. O estresse salino moderado aumenta a DM de mudas de J. curcas pré-inoculadas
com FMA:s.
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3 MUDAS PRE-MICORRIZADAS: UMA ALTERNATIVA PARA O CULTIVO DE
Jatropha curcas L. EM SOLOS SALINIZADOS

3.1 Resumo

Este estudo teve como objetivo verificar se mudas de Jatropha cucas L. previamente
inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) em solo ndo salinizado e
posteriormente transplantadas para solo salinizado, sdo mais tolerantes ao estresse salino. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, utilizando-se o delineamento de blocos
casualizados em esquema fatorial 4x2. O primeiro fator consistiu de solo salinizado com
condutividade elétrica (CE) de 2, 5, 8 e 10 dS / m, e o segundo, plantas pré-micorrizadas e
ndo micorrizadas, com oito repeti¢des. O sal teve um efeito deletério sobre as plantas ndo
inoculadas com FMAs, que apresentaram uma reducdo no crescimento, na atividade
fotossintética e um aumento nos indicadores de estresse, como na peroxidacdo lipidica,
acumulo de prolina e alta atividade enzimatica antioxidante. Por outro lado, as plantas pré-
micorrizadas foram menos afetadas pela presenca de sal no solo. As mudas pré-inoculadas
com FMAs e o grupo controle apresentaram a mesma taxa de crescimento e atividade
fotossintética em todos os tratamentos salinos. Nao se observou aumento na peroxidagdo
lipidica e na atividade enzimatica antioxidante em mudas pré-inoculadas com FMAS, mesmo
sob uma alta tenséo salina de 10 dS / m de CE. Os resultados sugerem a existéncia de um
mecanismo mitigador dos efeitos do estresse salino em mudas pré-micorrizadas. Portanto,
mudas de J. curcas previamente micorrizadas sdo uma alternativa para cultivo desta espécie
em solos salinizados.

3.2 Introducéo

A salinizacdo dos solos tem ocorrido de forma progressiva em areas produtivas do
planeta (RICHARDS, 1954; EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009). Estima-se que 50% das areas
cultivaveis estardo salinizadas até meados do século XXI (WANG, VINOCUR e ALTMAN,
2003). A irrigacdo com agua de ma qualidade, a drenagem insuficiente e 0 uso excessivo de
adubacdo nitrogenada séo as principais causas do problema (GHASSEMI, JAKEMAN e NIX,
1995). O solo salino apresenta baixo potencial hidrico, que pode resultar em seca fisiol6gica
para as culturas (EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009; MUNNS, 2002). Ao mesmo tempo, 0
excesso de sais gera um desequilibrio de nutrientes na planta, devido a baixa absorcédo e/ou
necessidade de ajustamento osmotico (RIVELLI et al., 2002; EVELIN, KAPOOR e GIRI,
2009). O estresse salino induz o estresse oxidativo e afeta aspectos morfolégicos, fisiologicos
e bioquimicos das culturas (MUNNS e TESTER, 2008).

A associagdo entre plantas e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) é uma
alternativa natural e econémica para melhorar a tolerancia de culturas a ambientes salinizados
(AGGARWAL et al., 2012; EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009). Os FMAs séo importantes
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componentes da microbiota do solo e se associam a mais de 80% das plantas terrestres
(BONFANTE e DESIRO, 2015). Entre os beneficios dos FMAs estdo aumentar a obtencéo de
nutrientes (EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009), melhorar a fotossintese e importantes rotas
bioquimicas (SHENG et al., 2008), modificar a estrutura do solo préximo as raizes
(BONFANTE e DESIRO, 2015), dentre outros.

Alguns relatos qualificam os FMAs como candidatos perfeitos para a bioremediagéo
em terrenos salinos (BONFANTE e DESIRO, 2015; EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009). No
entanto, a salinidade também afeta negativamente os FMAs (AGGARWAL et al., 2012).
Apesar dos solos salinos possuirem grande numero de esporos, esses ndo conseguem
germinar efetivamente, em alguns casos, devido a dificuldade de obtencéo de agua (EVELIN,
KAPOOR e GIRI, 2009). Isso também compromete a colonizacdo e o crescimento das hifas.
Em experimentos onde os fungos sdo inoculados diretamente em solos salinizados, a simbiose
nem sempre se estabelece e ocorre grande mortalidade de plantas (KUMAR, SHARMA e
MISHRA, 2009; KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010; SHENG et al. 2008).

Em muitos trabalhos sobre salinidade com plantas micorrizadas, o0 estresse é imposto
adicionando-se sais a agua de irrigacdo (GIRIl, KAPOOR e MUKERJI, 2007; AL-KARAKI,
2000; DE OLIVEIRA et al., 2010; ENTESHARI e HAJBAGHERI, 2011). Por outro lado, em
solos naturalmente salinizados, o Na® é encontrado ndo apenas na solugdo do solo, mas
também adsorvido as particulas de argila, o que altera a capacidade de troca de cétions (CTC)
do solo e modifica o substrato quanto a composic¢do quimica e estrutura (RICHARDS, 1954).
Logo, experimentos com FMAs que foram irrigados com agua salinizada podem estar
subestimando o efeito do estresse salino sobre a simbiose. E provavel que estes resultados n&o
sejam replicaveis em solos salinizados

Jatrophas curcas (Linnaeus) é uma euforbiacea com potencial para producdo de
biodiesel (NASS, PEREIRA e ELLIS, 2007). Ela se destaca, em relacdo as demais
oleaginosas pela abundancia de O6leo em suas sementes, por sua vasta adaptacao
edafoclimatica e perenidade (ACHTEN et al, 2008). A espécie também tem sido considerada
como alternativa para revegetacdo e recuperacdo de areas abandonadas, bem como ocupacao
de éreas secas e salinizadas (GUBITZ, MITTELBACH e TRABI, 1999). Porém, a cultura é
sensivel & salinidade, ndo se desenvolvendo satisfatoriamente nessas condi¢bes (ANDREO-
SOUZA et al., 2010). Até o momento, ha poucos estudos utilizando mudas micorrizadas de J.
curcas em solos salinizados, e nesses, as micorrizas sdo inoculadas diretamente no ambiente
com sal, comprometendo a colonizagdo (KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2009; KUMAR,
SHARMA e MISHRA, 2010; KUMAR et al., 2015).
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Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da pré-inoculagdo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) em mudas de J. curcas e posterior cultivo em solo

salinizado para verificar alteracdes na tolerancia a salinidade pela presenca de micorrizas.
3.3 Materiais e Métodos

O estudo foi feito em casa de vegetagdo, nas coordenadas 09°28°S; 35°49W e 127 m
de altitude. As condi¢bes ambientais dentro da casa de vegetacdo foram monitoradas por meio
de estacdo meteoroldgica automatica WS—-GP1 (Delta-T Devices Ltd, Cambridge, England).
Os dados de temperatura e umidade relativa do ar foram coletados a cada 5 min e ensolacgao a
cada 10 seg. O déficit de pressao de vapor (DPV) foi calculado com base na temperatura e
umidade relativa do ar (ALLEN, et al., 1998). Durante o experimento a temperatura variou
entre 27 e 31°C; o DPV entre 4,2 e 5,1 KPa; e a radiacéo entre 3,3 e 5,6 MJ m? dia™* (Figura
3).

3.3.1 Salinizacao do solo

O solo utilizado foi um Latossolo Argilo-Arenoso (Tabela 4), o qual foi autoclavado a
120 °C por 50 minutos para a produgdo das mudas. Uma outra por¢cdo do mesmo solo foi
salinizada adicionando-se NaCl, em quatro doses distintas: 0; 0,6; 1,2 e 2,4 g de NaCl.Kg-1
de solo seco. O material foi incubado em capacidade de campo por quatro meses. Isto
promoveu o aumento da condutividade elétrica (CE) do extrato de saturacdo do solo de 2 para
5,8 e 10 dSm-1 nas doses 0,6; 1,2 e 2,4 g de NaCl.Kg™ de solo, respectivamente (Tabela 4).

A CE do solo foi estimada coforme Richards (1954). O solo salinizado foi esterilizado
em estufa de ventilacdo forcada a 105°C por 48 h. Posteriormente, 17 Kg de solo foram
adicionados em vasos de 20 L cobertos com filme pléstico até 0 momento do transplante das

mudas.
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Figura 3 - Temperatura (A), déficit de pressdo de vapor (DPV) (B) e radiacdo (C) registrados

dentro da casa de vegetacdo durante a conducéo do experimento. Médias a cada 10 dias. A seta

marca o inicio do estresse salino.
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Fonte: Autora, 2015.

Tabela 4 - Caracterizag@o quimica do solo utilizado no experimento. NaCl ad. — gramas de NaCl

por quilograma de solo seco, CE - condutividade elétrica, PO - potencial osmético, RAS - razéo

de adsor¢do de sodio, PST - porcentagem de sodio trocavel, V - saturagdo por bases, CTC -

capacidade de troca de cations e SB - soma de bases.

NaCl CE PO pH RAS PST V CTC Na* AF K" Ca¥ Mg SB P B Cu
ad. dS/m Mpa e — mmoly/dm3-----------m - ---mg/dm?®---
00 2 01 6 0 2 8 100 1 O 3 7 8 87 18 02 03
06 5 03 6 1 4 93 146 6 0 2 114 13 135
12 8 07 6 2 11 91 133 13 0 2 92 14 121
24 10 -12 6 4 22 93 154 31 0 3 92 17 142

Fonte: Laboratdrio de Fertilidade do Solo, USP, Botucatu - SP, 2014.
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3.3.2 Producéo das mudas pré-micorrizadas

Foram utilizados isolados de culturas de Rhizophagus intraradices SPL301A (Schenck
& Smith) Walker & Schiifler; Gigaspora albida SCT200A (Schenck & Smith) e
Claroideoglomus etunicatum SCT101A (Becker & Gerd) Walker & Schiipler fornecidos pela
Colecéo Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG da FURB, Blumenau, SC, Brasil
www.furb.br/cicg). Sementes de J. curcas, oriundas de cultivo experimental (09°28’S;
35°49W), foram lavadas e desinfetadas com solucéo de hipoclorito de sodio 2,5% por 4 min.
e enxaguadas trés vezes com agua destilada. O plantio foi realizado em sacos pléasticos,
contendo 0,9 Kg de solo autoclavado, nédo salino. Seis gramas de uma mistura contendo partes
iguais das trés espécies de FMAs foram adicionadas 5 cm abaixo das sementes (trés sementes
por saco).

O estresse salino foi imposto dois meses ap6s o plantio. Para evitar um choque
osmatico, as mudas foram aclimatadas. Durante nove dias foi feita a adicdo de 1/3 da
concentracdo final de sal, na &gua de irrigacdo, com intervalos de trés dias entre as doses.
Apds atingirem a mesma concentracdo de sais dos vasos, as mudas foram transplantadas. Um

més apo6s o transplante foi feito o desbaste, deixando uma planta por vaso.

3.3.3 Design Experimental

O delineamento adotado foi em blocos casualizados em esquema fatorial 4x2. Os
fatores foram solo com quatro niveis de salinidade (2, 5, 8 e 10 dS / m) e plantas pré-
micorrizadas e ndo micorrizadas, com oito repeticdes (vasos). O experimento foi irrigado
apenas com agua destilada. Toda agua drenada foi recolhida e adicionada novamente a planta
através de um coletor presente em cada vaso. O solo nos vasos foi mantido sempre préximo a

capacidade de campo.

3.3.4 Analises de crescimento

O numero de folhas, altura da planta e diametro do caule (primeiro né da base) foram
registrados aos 0, 30, 60, 90 e 120 dias apds impor o estresse salino. Aos 120 dias, realizou-
se a coleta destrutiva quando as plantas foram separadas em raiz, caule e folhas.

A éarea foliar (LA) foi medida com auxilio de um integrador de area LI-3100C (LI-

COR, USA). Em seguida, todo o material vegetal foi seco em estufa de ventilagdo forcada a
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65°C até atingir peso constante. A massa seca foi usada para o calculo da alocacdo de
biomassa nas folhas, caule e raiz, razdo de area foliar, area foliar especifica, relagdo raiz/parte

aérea e massa seca total, segundo Hunt (1982, p.).

3.3.5 Analises fotossintéticas

Todas as medicdes da fotossintese foram realizadas aos 120 dias ap0s impor o estresse
salino. As analises, foram feitas na quarta folha totalmente expandida a partir do apice, no
periodo entre 8:30 h e 11:30 h. O teor de clorofila foi estimado com um clorofilémetro
portatil SPAD-502 (Minolta Corporation, Ramsey, USA).

As trocas gasosas, incluindo a condutancia estomatica (gs), taxa de transpiracéo (E) e
taxa de fotossintese liquida (A), foram mensuradas utilizando um analisador de gases a
infravermelho (IRGA) LI 6400XT (LI-COR, USA). Todas as medidas foram feitas a
concentracdo de CO, e umidade ambiente. Pequenas alteracfes na concentracdo de CO; e
umidade foram eliminadas pela succdo do ar atmosférico numa camara de plastico de 20 L
antes das medi¢des com o equipamento. A concentracdo de CO; no aparelho era estavel perto
de 370 pL L™. A densidade de fluxo de fétons fotossintéticos no IRGA foi fixada em 1000
umol m? s com uma fonte de luz artificial. A eficiéncia instantanea do uso da 4gua (EUA) e
a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) foram calculadas como a razdo entre a
fotossintese e a transpiracdo (A/E), e entre a fotossintese e a condutancia estomatica (A/gs),
respectivamente.

A eficiéncia quéntica maxima do PSII (Fv/Fm) foi estimada com um fluorémetro
PAM-2500 (Walz, Germany). Apds adaptacdo das folhas ao escuro por 30 min, foi aplicado
de um pulso de luz vermelha saturante de 5.000 pmol m > s~' (Maxwell e Johnson, 2000).
Com o0 mesmo aparelho, obteve-se uma curva de resposta a luz com os coeficientes de
extincdo fotoquimica (gP), ndo fotoquimica (qN) e a taxa de transporte de elétrons (ETR)
(Maxwell e Johnson, 2000). Para o calculo da ETR foi usado 0,5 como fracdo de fétons que
ativam clorofilas associadas ou PSII, e 0,84 como quantidade de luz absorvida pelas folhas
(BAKER et al. 2007). Os demais pardmetros da curva foram pré-determinados em curvas
testes, sendo: 11 pulsos progressivos de fotons fotossintéticos, de 0 pmol m™? s a 1303 pmol

m s com intervalos de 20 segundos entre pulsos e duracdo média de quatro minutos.
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3.3.6 Analises da composicédo nutricional foliar

Amostras das folhas foram moidas para analise quimica nutricional. Os elementos P,
K, Ca, Mg, e S foram obtidos por meio de digestdo nitrico-perclorica, 0 N, por digestdo
sulfarica, Na por digestdo via seca com acido nitrico e o Cl por extracdo em agua deionizada.
As determinagfes foram por micro Kjeldahl (N), colorimetria (P e CI); espectrometria de
chama de emissdo (Na e K); espectrometria de absorcao atdmica (Ca, Mg) e turbidimetria (S)
(Kalra 1998).

3.3.7 Anaélises bioquimicas

Para as determinacdes bioquimicas, utilizou-se a quarta folha totalmente expandida a
partir do &pice. Apds 120 dias de estresse salino, a folha coletada e congelada em nitrogénio
liquido e preservada a -60°C.

A quantificacdo das clorofilas e carotenoides foi feita com 50 mg de matéria fresca
(MF). A extracdo foi em acetona 80%, segundo o método proposto por Hendry e Grime
(1993).

A determinacéo da atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase (APX) e
catalase (CAT) seguiu o protocolo proposto por Nakano e Assada (1981) com pequenas
modificagdes. Amostras de 30 mg das folhas congeladas foram maceradas em nitrogénio
liquido e a extracdo feita com tampdo fosfato de potéassio 0,3 M (pH 7,5), EDTA 0,1 M,
Triton X 10% e ascorbato de sddio 20 mM. As proteinas totais foram determinadas no mesmo
extrato, empregando o método BradFord (1976), utilizando para curva padrdo Albumina de
Soro Bovino (BSA) de alta pureza. Os resultados da CAT e APX foram expressos em U mg
proteina®.min™.

A peroxidacdo lipidica foi estimada pela concentracdo de malonaldeido (MDA) em
cem miligramas de folhas fresca (BUEGE e AUST, 1978). A determinacéo da prolina foi feita
pelo método descrito por Bates et al.(1973). O extrato foi obtido com 100 mg de folhas
liofilizadas (MS) e os resultados expressos em umol prolina g* MS. Para curva padréo

utilizou-se prolina PA.
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3.3.8 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia usando o software Sis Var (Ferreira,
2010). Os niveis de salinidade foram categorizados e analisados em esquema fatorial quanto a
presenca de micorrizas. Quando adequado, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(P <0,05).

3.4 Resultados

3.4.1 Desenvolvimento morfologico

As plantas pré-micorrizadas foram em média 35% maiores que as ndo micorrizadas
(Figura 4 A e B), o que refletiu em maior didmetro do coleto (Figura 4 C e D) e maior nimero
de folhas (Figura 4 E e F). A salinidade somente teve efeito negativo sobre o nimero de
folhas nas plantas ndo inoculadas (Figura 4 F).

Entre as mudas pré-micorrizadas (Figura 4 A, C, E), as plantas sob 5 dS / m de
salinidade foram as mais altas (Figura 4 A) e com maior didmetro de coleto (Figura 4 C). Ja o
numero de folhas, aumentou com a salinidade (Figura 4 E).

A presenca de micorrizas aumentou a area foliar, a razdo de area foliar, a area foliar
especifica, a massa seca total da planta, a alocacdo de biomassa na raiz, a relacdo raiz / parte
aérea e reduziu alocacdo de biomassa nas folhas (Tabela 5). Ja o estresse salino teve efeito
negativo sobre massa seca total somente nas plantas ndo micorrizadas. A salinidade também
teve efeito negativo sobre a area foliar na menor dose de sal (5 ds m™) nas plantas n&o

micorrizadas e somente na maior dose (10 ds m™) nas planta pré-micorrizadas.

3.4.2 Desempenho fotossintético

A condutancia estomatica e a transpiracao das folhas foram severamente afetadas pela
salinidade, com reducdo média de 67% e 60% respectivamente, no tratamento sob 10 dS / m.
No entanto, esse efeito foi menos drastico na presenca de micorrizas (Figura 5 A e B).
Enquanto nas plantas pré-micorrizadas foi observada reducéo da gs e E somente em solo com
8 dS / m, nas plantas ndo inoculadas essa reducdo ja foi observada sob 5 dS / m. Se

considerado todos os tratamentos, as mudas pré-micorrizadas apresentaram uma taxa
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fotossintética 42% maior em relacdo as ndo micorrizadas (Figura 5 C). A salinidade reduziu a

fotossintese somente em plantas ndo micorrizadas.

Figura 4 - Altura (A,B), didametro do coleto (C,D) e nimero de folhas (E,F) de mudas de J.

curcas pré-micorrizadas ou nédo e submetidas a quatro niveis de salinidade. Médias seguidas de

mesma letra, aos 120 dias, ndo diferem pelo teste Tukey (p<0,05). (N = 8)
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Tabela 5 - Area foliar (AF), razdo de area foliar (RAF), area foliar especifica (AFE), massa seca
total (MS), alocacdo de biomassa (AB) em folhas, caules e raizes e relagdo raiz/parte aérea em
mudas de J. curcas pré-micorrizadas (+M) ou néo (-M) e submetidas a 4 niveis de salinidade por
120 dias. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey (p<0,05), onde letras
maiusculas comparam os tratamentos salinos, nas colunas e letras minusculas comparam

plantas com e sem micorrizas, nas linhas (N = 8).

AF RAF AFE MS total
Solo (mmz.planta™) (mm2.g™planta) (mm2.g*folhas) (g.planta™)
+M -M Sal +M -M Sal +M -M Sal +M -M Sal

2dS/m 152% 102" 127% 128" 126%™ 1274 16" 12 14% 103%™ 104 103"
5dS/m 171%%  70%° 126" 1,26 1,26 126" 15% 117 13* 1210 3B go”B
8dS/m 172"% 80% 120" 1,30" 123" 1274 14" 12" 13* 116" 80" 98"®
10dS/m 123%% 69%° 096 120" 126" 128% 13 10 11* 103 645 838
FMAs 155  80° 1,28% 1,25 14¢ 11° 111 78°

AB - folhas AB - caule AB - raiz Raiz / parte aérea
+M -M Sal +M -M Sal +M -M Sal +M -M Sal

2dS/m 8™ 11" 108 63" 63 3% 28" 26™ 27 0,40 0,35 0,38"
5dS/m 9% 12" 108 65 62" 64t 26™ 26™ 26% 041" 0,35 0,36"
8dS/m 10 11 11* 60 63 614 30M 24 28" 044" 034" 0,38"
10dS/m 10" 12 11 60" 63" 614 20% 26" 28% 042" 0,31 0,38"
FMASs o° 12° 62° 63° 28%  25° 0,40° 0,34

Fonte: Autora, 2015

A eficiéncia quantica maxima do PSII foi afetada pela salinidade somente em plantas
ndo mocorrizadas. Nessas, a reducdo da eficiéncia ocorreu de forma evidente apenas no
tratamento salino mais extremo (Figura 5 D).

A eficiéncia instantdnea do uso da agua e a eficiéncia intrinseca do uso da agua
aumentaram com o incremento da salinidade (Figura 5 E e F). Todavia, este aumento foi
maior na presenga de micorrizas. Nas mudas pré-micorrizadas, observou-se o aumento da
EUA e da EIUA ja no tratamento com 5 dS / m, porém nas ndo inoculadas, esse aumento s6
ocorreu na condicdo salina mais extrema.

Nas plantas pré-micorrizadas, ocorreu aumento da taxa de transporte de elétrons em
todos os tratamentos em relacdo as plantas ndo micorrizadas sob mesma concentragao de sal
(Figura 6 A e B). O estresse salino reduziu a ETR, porém isto foi mais perceptivel nas mudas
ndo micorrizadas. Nas mudas ndo inoculadas foi possivel observar o aumento do gN em
proporcdo ao aumento da salinidade, porém isso ndo ocorre nas mudas pré-micorrizadas
(Figura 6 C e D). De forma oposta, nas mudas sem FMAs, o qP apresenta reducdo com o
incremento das concentracfes salinas no solo, sobretudo em plantas sob tratamento de 10
dS.m™, entretanto, ndo parece haver diferencas entre as mudas pré-micorrizadas (Figura 6 E e
F).
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Figura 5 - Condutancia estomatica — gs (A), transpiracao - E (B), fotossintese liquida — A (C),

eficiéncia quantica maxima do PSII - Fv/Fm (D), eficiéncia instantanea do uso da dgua — EUA

(E) e eficiéncia intrinseca do uso da 4gua — EIUA (F) em mudas de J. curcas pré-micorrizadas e

submetidas a 4 niveis de salinidade por 120 dias. Barras da mesma cor sobrescritas pela mesma

letra ndo diferem pelo teste Tukey (p < 0,05). Barras no mesmo tratamento sobrescritas por

asterisco sdo significativamente diferentes pelo teste F (p < 0,05). A média geral apresenta o

efeito isolado do fator micorrizas (N=8).
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Figura 6 - Taxa de transporte de elétrons - ETR (A,B), quenchig nédo fotoquimico — gN (C,D) e

fotoquimico - gP (E,F) em mudas de J. curcas pré-micorrizadas e submetidas a quatro niveis de

salinidade por 120 dias. Barras verticais indicam as médias * do erro padréo (N = 4).
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3.4.3 Nutricao foliar

O estresse salino aumentou os teores de sodio e cloro e reduziu os teores de fosforo,
potassio, calcio e magnésio nas folhas de J curcas (Tabela 6). Nas plantas inoculadas, as
folhas apresentaram menos P e mais Cl. De forma geral, a salinidade e os FMAs néo tiveram
efeitos sobre os teores foliares de nitrogénio e enxofre.

Em condic¢des ndo salinas, as folhas de plantas pré-micorrizadas apresentaram 99%
mais P que as ndo micorrizadas. No entanto, ocorreu drastica reducdo desse nutriente nas

folhas em solos a partir de 8 dS / m.

Tabela 6 - Teores de nutrientes em folhas de J. curcas pré-inoculadas com FMAs (+M) ou nao (-
M) e submetidas a 4 niveis de salinidade por 120 dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste Tukey (p<0,05), onde letras mailsculas comparam os tratamentos salinos, nas

colunas, e letras mindsculas comparam plantas com e sem micorrizas, nas linhas (N = 4).

CE N (g.Kg-1) P (9.Kg-1) K (9.Kg-1) Ca (9.Kg-1)

M+ M- Sal M+ M- Sal M+ M- Sal M+ M- Sal
2 dS/m 26 247 25% 15% 07 117 24 1% 3% 21 6™ 23R
5dS/m 30% 30" 30% 1,2 1,30 124 1778 1878 17AB oM gt A
8 dS/m 30" 29" 30% 04% 15 0,09° 138 15782 4B o7A% oM p5A
10dS/m* 29% 28" 28% 0,6% 0,9% 0,8° 14% 128 138 o ppf  17B® (P
FMAs 29%  28° 09> 171° 172 16° 23*  23°

Mg (9.Kg-1) S (9-Kg-1) Na (g.Kg-1) Cl (9.Kg-1)

M+ M- Sal M+ M- Sal M+ M- Sal M+ M- Sal
2 dS/m 12788 1M 1A 19% 13 16% 14P® 13PF 13 14%  10B@  13C
5dS/m 147 1% 137 1,7% 17 1,7h 49%f 59% 54 20 158 18B€
8dS/m  127Ba 13M 13A 12 158 14° 848 8B g3B  pgfd 1gABP 9148
10dS/m 9% 8B 9B 147 12 134 1874 174" 18,1% 24" 25"  25°
FMASs 128 118 15 15° 84  82° 218 17°

Fonte: Laboratério de Tecido Vegetal. ESALQ — USP, 2016.

3.4.4 Resultados bioquimicos

O estresse salino reduziu a quantidade clorofilas a, b e totais, e carotenoides somente
nas plantas ndo inoculadas (Figura 7 A-D). O efeito das micorrizas na manutencdo das
clorofilas e carotendides foi observado principalmente nos solos com salinidade de 8 e 10
dS / m. A mesma tendéncia de alteragdo dos pigmentos pdde ser observada no indice SPAD

no entanto, com efeito menos expressivo (Figura 7 E).
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Figura 7 - Teores de clorofilas totais (A), clorofila A (B), clorofila B (C), carotenoides (D), indice
SPAD (E), ascorbato peroxidase - APX (F), catalase - CAT (G), MDA (H) e prolina (I) em mudas
de J. curcas pré-micorrizadas e submetidas a 4 niveis de salinidade por 120 dias. Barras da

mesma cor sobrescritas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey (p < 0,05). Barras no

mesmo tratamento sobrescritas por asterisco sdo significativamente diferentes pelo teste F (p <

0,05). A média geral apresenta o efeito isolado do fator micorrizas (N=4).
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A atividade da enzima APX aumentou proporcionalmente ao incremento da
salinidade, somente nas plantas ndo inoculadas (Figura 7 F). Por outro lado, a atividade da
CAT aumentou em plantas sob salinidade, mas esse aumento foi menor nas plantas pre-
micorrizadas (Figura 7 G). Dentre as plantas ndo inoculadas, o aumento da atividade da CAT
ocorreu em solos com 5 dS / m, enquanto que nas mudas pré-micorrizadas, esse aumento s
foi verificado em solos com 10 dS / m.

O estresse salino promoveu 0 aumento da peroxidacédo de lipideos somente em plantas
ndo micorrizadas (Figura 7 H). Os teores de prolina também aumentaram com o incremento
da salinidade (Figura 7 1). Porém, este aumento foi mais expressivo nas mudas pré-
inoculadas, sendo em média 68% maior que nas ndo micorrizadas. Em todos os niveis de

salinidade, as plantas com FMAs apresentaram mais prolinas que as ndo inoculadas.

3.5 Discussao

A associacao de plantas com micorrizas € uma possibilidade para tornar culturas mais
tolerantes a salinidade (AGGARWAL et al., 2012). Este estudo mostra que plantas de J.
curcas pré-micorrizadas se desenvolveram melhor que as ndo inoculadas mesmo em solos
salinizados com CE de até 10 dS / m. Isso corrobora outros trabalhos onde plantas de J.
curcas micorrizadas toleram melhor o estresse salino no entanto, nestes estudos, nem sempre
0 beneficio da simbiose é evidente nos tratamentos salinos mais extremos (KUMAR,
SHARMA e MISHRA, 2009; KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010; KUMAR et al., 2015).
Atribuimos essa diferenca a pré-micorrizacdo das mudas em solo ndo salinizado. Esta pré-
inoculagdo com FMAs permite uma maior colonizagdo e maior crescimento de estruturas
fangicas nas raizes, antes da imposicdo do estresse salino (CANTRELL e LINDERMAN,
2001). Quando as micorrizas sdo inoculadas diretamente no solo com sal, ocorre baixa
colonizagdo e grande mortalidade de plantas (KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2009;
KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010; KUMAR et al. 2015). Portanto, a pré-micorrizacéo
apresenta-se como uma alternativa para o estudo do estresse salino em planta com FMAs.

A salinidade comprometeu o crescimento das mudas de J. curcas. A pré-micorrizacao
melhorou consideravelmente o crescimento das plantas sob estresse salino em relagdo as
mudas ndo micorrizadas. Além disso, as mudas pré-micorrizadas submetidas a salinidade de 5
dS / m tinham melhor aspecto e maior tamanho, sugerindo que simbiose sobrepujou os efeitos
do estresse salino nesta condi¢do (Anexo 2.3). J& nos tratamentos com 8 e 10 dS / m, apesar

do beneficio micorrizico também ser evidente, a maior salinidade impés limitacbes ao
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crescimento. Em solos salinos, o crescimento das plantas € menor devido a falta de agua, ao
gasto de energia empregado no ajustamento osmético, a deficiéncia de nutrientes e ao estresse
oxidativo (EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009). Plantas micorrizadas apresentam melhor
crescimento sob estresse salino, como observado em Cucumis sativus L. (ROSENDAHL e
ROSENDAHL, 1991). Isso ocorre porque, quando sob estresse, as raizes das plantas liberam
exudatos em maior quantidade e estes atuam como mensageiros quimicos para os fungos,
estimulando o crescimento das hifas (BONFANTE e DESIRO, 2015). Quanto maior a
colonizacdo micorrizica, melhor serd a resposta promovida pela simbiose, resultando em
plantas com maior tamanho, devido & mitigacdo do efeito da salinidade (CANTRELL e
LINDERMAN, 2001).

O ndmero de folhas aumentou nas mudas com FMAS proporcionalmente com o
incremento da salinidade. No entanto, houve reducdo da area foliar e aumento da relacédo
raiz/parte aérea. O maior investimento de recursos nas raizes € uma adaptacdo esperada em
ambientes de dificil obtencdo de agua e nutrientes, como visto em Musa sp. (YANO-MELO,
SAGGIN e MAIA, 2003) e Lycopersicon esculentum (MAYAK, TIROSH e GLICK, 2004).
Um aumento da relacdo raiz/parte aérea também foi relatada em mudas micorrizadas de
Acacia nilotica (GIRI, KAPOOR e MUKERJI, 2007) e Lycopersicon esculentum (AL-
KARAKI, 2000) irrigados com agua salinizada. Também é provavel que a presenca de FMAs
nas raizes crie um forte dreno para a manutencdo energética dos fungos (DODD e PEREZ-
ALFOCEA, 2012). Portanto, a maior massa seca na raiz seria um reflexo da simbiose.

A maior condutancia estomatica e transpiracao indicam que os estdmatos das plantas
pré-micorrizadas estavam mais abertos que os das ndo micorrizadas. Isso poderia estar
associado a melhora da condutividade hidraulica do solo préximo as raizes pela presenca da
glomalina (KUMAR, SHARMA e MISHA, 2010) e a raizes mais longas e ramificadas pela
presenca de hifas, que facilitam a obtencdo de 4gua (BONFANTE e DESIRO, 2015). Isso
também explica a maior EUA e EIUA das mudas de J. curcas pré-micorrizadas.

Muitos fatores abidticos podem comprometer o aparato fotossintético, inclusive a
salinidade (BERRY e DOWNTON, 1982; CHAVES, FLEXAS e PINHEIRO, 2009). Neste
estudo, as mudas pré-micorrizadas mantiveram a taxa fotossintética em relacdo ao controle
mesmo em elevados niveis de salinidade (10 dS / m). Ainda sdo escassos 0s relatos
associando FMAs a fotossintese, em condicdes de salinidade. Acredita-se que a ndo redugéo
da taxa fotossintética em mudas com FMASs possa estar associado aos altos teores de clorofila
sintetizados (EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009).
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Os teores de clorofilas a, b e total reduziram nas folhas de plantas ndo micorrizadas
com o aumento da salinidade nos solo, concordando com diversos relatos (GIRI, KAPOOR e
MUKERJI, 2003; GIRI e MUKERJI, 2004; SHENG et al., 2008; KUMAR, SHARMA e
MISHRA, 2010). O estresse salino promove a reducéo dos teores de clorofilas (SHENG et al.
2008) devido a supressdao de genes especificos responsaveis pela sintese de precursores dos
pigmentos fotossintéticos (MURKUTE, SHARMA e SINGH, 2006). No entanto, nas mudas
pré-micorrizadas ndo ocorreu mudanca no teor de clorofilas em nenhum tratamento salino.
Isto foi observado neste estudo e por diversos autores (GIRlI e MUKERIJI, 2004;
SANNAZZARO et al., 2006; ZUCCARINI, 2007; COLLA et al., 2008; SHENG et al., 2008;
KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010). N&o se sabe ao certo como a presenca dos FMAs
promove o contrabalanco do efeito do sal sobre a sintese de clorofilas. Tem sido proposto que
este mecanismo estaria relacionado a melhor absorcdo de Mg por plantas micorrizadas (GIRI,
KAPOOR e MUKERIJI, 2003). No entanto, nosso estudo se opde a esta hipdtese, visto que
nas mudas com micorrizas, o teor de clorofila ndo reduziu com a salinidade e, estas nédo
tinham maior concentracao de Mg nas folhas.

O estresse salino também reduziu a quantidade de carotenoides. Nas mudas pré-
micorrizadas, a quantidade deste pigmento se manteve, com exce¢do do tratamento salino
mais extremo. Num estudo com plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas com agua salina,
plantas inoculadas com o FMA R. intraradices apresentaram mais carotenoides que as nao
micorrizadas (ENTESHARI e HAIJBAGHERI, 2011). Ha indicios que os carotenoides
exercem uma acdo protetora ao dano oxidativo sobre as clorofilas (ANDERSON e
ROBERTSON, 1960; SIEFERMANN-HARMS, 1987). Logo a manutencdo do teor destes
pigmentos pode estar relacionada a um mecanismo de prote¢do contra a salinidade, induzido
pelos FMASs, que favoreceu a estabilidade das clorofilas sob estresse salino.

O comportamento da taxa de transporte de elétrons nas mudas de J. curcas nos
mostraram que o incremento da salinidade reduziu a eficiéncia fotoquimica da fotossintese. A
menor ETR nas mudas ndo micorrizadas pode ser atribuida a limitagcdes na fixacdo de carbono
e a fotoinibicdo (CHAVES, FLEXAS e PINHEIRO, 2009). Por outro lado, mudas
micorrizadas, mesmo em solo com CE de 10 dS / m, ndo apresentaram reducdo da ETR.
Sheng et al. (2008), acreditam que o efeito toxico dos ions salinos pode danificar o PSII.
Apontam ainda que esse efeito pode ser mitigado pela presenca de FMAs.

A salinidade do solo provocou uma reducdo de gP e aumento de gN em folhas de J.
curcas, indicando um aumento da dissipacdo de energia na forma de calor (MURCHIE e

LAWSON, 2013). Podemos sugerir que isso tenha ocorrido devido a seca fisioldgica que
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reduz a abertura estomatica, a menor producdo de pigmentos fotossintéticos, ou ainda, a
peroxidacdo lipidica que compromete as membranas do tilacoide (MUNNS e TESTER,
2008). Ja nas mudas pré-micorrizadas, tanto o gN quanto o P ndo sofreram alteragdes em
detrimento da salinidade. Uma possivel explicacdo para isso seria a forte presenca do dreno
nas raizes imposto pelos FMAs (DODD e PEREZ-ALFOCEA, 2012). Os fungos podem
consumir até 20% dos fotoassimilados da planta hospedeira (FENG et al., 2002 e
HEINEMEYER et al., 2006). Sendo assim, o constante movimento dos carboidratos em
direcdo a raiz poderia aliviar a inibicdo pelo ciclo de Calvin, estimulando continuamente a
fase fotoquimica (DODD e PEREZ-ALFOCEA, 2012). No entanto, até 0 momento, pouco se
sabe a respeito da influéncia dos FMAs sobre os coeficientes de extin¢do fotoquimicos, em
condicdes salinas.

Em plantas cultivadas sob estresse salino, a absorcdo de diversos nutrientes é
comprometida (SHARIFI, GHORBANLI e EBRAHIMZADEH, 2007). A presenca de FMAS
modifica a obtencdo de minerais em condi¢fes de salinidade (EVELIN, KAPOOR e GIRI,
2009). Para isso, trés mecanismos, associados ao FMAs, sdo apontados: promoc¢do do
aumento da mobilidade dos nutrientes, reforco na absorc¢éo e absorc¢do seletiva (AL-KARAKI,
2000; SHARIFI, GHORBANLI e EBRAHIMZADEH, 2007). No entanto, a modificagdo na
absorcdo de cada mineral varia em relacdo ao solo, cultura e espécie de FMA envolvida
(EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009).

A absorcdo de fosforo € reduzida em solos salinos. Isso ocorre porque no processo de
salinizacdo, os fosfatos precipitam associados ao Ca*?, Mg™ e Zn*? (AZCON , AZCON e
BAREA, 1979). Portanto, a fertilizacdo com P pode ser Gtil na mitigacdo do estresse salino
(CANTRELL e LINDERMANN, 2001). As micorrizas podem aumentar a concentracdo de P
em plantas. O fésforo é apontado como um sinalizador para o estabelecimento da simbiose,
estimulando as hifas a colonizarem as raizes (BONFANTE e DESIRO, 2015). Esses foram os
resultados que encontramos em plantas sob tratamento controle em que mudas de J. curcas
pré-micorrizadas, apresentaram 99% mais P que as ndo micorrizadas. No entanto, sob
salinidade, as mudas ndo micorrizadas absorveram mais P que as pré-micorrizadas. 1sso difere
de alguns estudos (GIRI, KAPOOR e MUKERJI, 2007; SHOKRI E MAADI, 2009) e pode
estar relacionado ao alto teor de P presente no solo utilizado.

A relacdo entre os ions K e Na na planta ¢ afetada em condicGes salinas, visto que
ambos competem pelo mesmo sitio de absor¢do (GIRI, KAPOOR e MUKERJI, 2007). Em
nossos resultados é possivel observar a redugdo dos teores de K™ e o aumento de Na* em

razdo do incremento da salinidade. As micorrizas ndo parecem ter influenciado a absorcéo
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desses nutrientes. Isto esta de acordo com alguns autores (BACH ALLEN e CUNNINGHAM,
1983), porém difere de outros (DIXON, GARG e RAO, 1993; SHARIFI, GHORBANLI e
EBRAHIMZADEH, 2007; ZUCCARINI e OKUROWSKA, 2008).

O calcio e 0 magnésio sdo minerais que também tém sua disponibilidade reduzida em
solos salinos devido a sua precipitacdo. Isso ocorre devido a incorporacdo do sodio na CTC
do solo e modificagdes no pH (RICHARDS, 1954). As informagdes sobre absorcéo de célcio
e magnésio em plantas micorrizadas sob estresse salino sdo divergentes (GIRI, KAPOOR e
MUKERJI, 2003; CANTRELL e LINDERMAN, 2001; YANO-MELO, SAGGIN e MAIA,
2003; EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009). Enquanto alguns trabalhos afirmam que as
micorrizas aumentam a absorcdo destes nutrientes em condicGes salinas (CANTRELL e
LINDERMAN, 2001; YANO-MELO, SAGGIN e MAIA, 2003), outros relatam que os FMAs
ndo alteram sua obtencdo (GIRI, KAPOOR e MUKERIJI, 2003). Nosso estudo concorda com
este ultimo, visto que ndo foram observadas diferencas de concentracdo desse nutrientes em
plantas com e sem micorrizas.

A absorcdo de nitrogénio e enxofre ndo foi afetada pela salinidade ou presenca de
micorrizas. Isso difere de muitos estudos (KALDORF, SCHMELZER e BOTHE, 1998;
FRECHILLA et al., 2001; GIRI e MUKERJI, 2004). No entanto, até 0 momento so escassas
as informacOes sobre a influéncia de FMAS na obtencdo desses nutrientes em condicOes
salinas e, os mecanismos envolvidos ndo sdo conhecidos (EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009).

A relacdo entre a absorcdo de ClI na presenca de FMAs em solos salinos é
contraditéria. Alguns autores afirmam que sua absorcdo é reduzida pelos fungos
(ZUCCARINI e OKUROWSKA, 2008), outros afirmam que ela é aumentada (BUWALDA,
STRIBLEY e TINKER, 1983; GRAHAM e SYVERSTEN, 1984). Nossos resultados
corroboram este ultimo, visto que plantas pré-micorrizadas absorveram mais Cl que as nédo
micorrizadas. Bulwada, Stribley e Tinker (1983) propdem que isto ocorre devido ao grande
deslocamento de compostos de carbono para as raizes, imposto pelos FMAs.

O estresse salino aumentou a peroxidacdo de lipidios e a atividade das enzimas APX e
CAT nas plantas ndo micorrizadas. Este € um claro indicador do dano oxidativo induzido pelo
estresse salino (EVELIN, KAPOOR e GIRI, 2009). Por outro lado, nas mudas pré-
micorrizadas, esse aumento foi observado na atividade da CAT, somente em ambiente salino
extremo. Isso indica que a formagdo de radicais livres n&o aumentou com a salinidade, ou
existe outro mecanismo responsavel por controlar o dano oxidativo nas plantas micorrizadas.

Estes resultados diferem de outros estudos com mudas de J. curcas micorrizadas, sob estresse
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salino, onde o teor de MDA e a atividade de enzimas antioxidantes aumentaram com 0
incremento da salinidade (KUMAR, SHARMA e MISHRA, 2010; KUMAR et al. 2015).

Quando observamos a quantidade de Cl e Na, a atividade fotoquimica e os niveis de
MDA nas plantas pré-micorrizadas, suspeitamos que as membranas dos tilacdides néo
sofreram dano oxidativo, apesar da grande quantidade de sais nas folhas. A atividade da
enzima APX nas plantas pré-micorrizadas também corrobora com esta hipotese, visto que esta
permaneceu constante. A APX é importante na defesa de tecidos fotossintético contra o
estresse oxidativo, ja que nos cloroplastos ndo existe a CAT (ASADA, 1999). Podemos
sugerir que, nas mudas pré-micorrizadas, 0s ions salinos ndo entraram nos cloroplastos,
protegendo completamente o aparato fotossintético dos efeitos do sal. Aparentemente, 0s
mecanismos de atenuacdo do estresse salino desencadeados pelos FMAs sdo complexos e
pouco conhecidos, sendo necessarios mais estudos.

O teor de prolina foi bem maior em plantas com FMAs em relacdo as plantas nao
micorrizadas sob todos os tratamentos de salinidade. Trabalhos recentes mostram que a
presenca de prolina pode estar ligada a ativacdo de genes de resisténcia a salinidade
(ASHRAF e FOOLAD, 2007; HAYAT et al., 2012). Relatos com aplicacdo de prolina
exogena em diversas culturas sob estresse salino mostram melhora no crescimento (ROY et
al. 1993) na taxa fotossintética (BEN AHMED et al., 2010) reducdo na formacao de radicais
livres (OKUMA et al., 2004) e da peroxidacao de lipidios (JAIN et al. 2001).

O aumento de prolina em plantas pré-micorrizadas sob alta salinidade, associado ao
grande teor de sais nas folhas e a auséncia de dano oxidativo nos leva a crer que hd uma
relevante relacdo entre a quantidade de prolina e 0 aumento da tolerancia a salinidade. No
entanto, sdo necessarios mais esclarecimentos sobre os mecanismos que envolvem a prolina
no alivio do estresse salino, bem como sua relagcdo com as micorrizas.

Em conclusdo, a pré-micorrizacdo pode ser considerada uma alternativa para a
producdo de mudas de J. curcas destinadas ao plantio em solos salinizados. A simbiose reduz
0 estresse oxidativo e promove a manutencdo do desenvolvimento e do desempenho
fotossintético de J. curcas em condicBes salinas. Ndo ficou claro como as plantas pré-
micorrizadas conseguem lidar com o alto teor de ions salinos nas folhas, mas 0 mecanismo de

mitigacao parece ter relagdo com o aumento do teor de prolina.
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3.6 Conclusdo Geral

Os FMAs R. intraradices, G. albida e C. etunicatum associam-se as raizes J. curcas
tanto de forma isolada como em conjunto.

A salinidade aumenta a DM de mudas de J. curcas portanto, trata-se de uma espécie
facultativa.

A salinidade afeta do desenvolvimento das mudas de J. curcas. A associacdo com
FMAs melhora o desempenho das mudas em ambientes salinos, tornando-as mais tolerantes a
esta condicdo. A pré-micorrizagdo pode ser considerada uma alternativa para a produgdo de

mudas destinadas ao cultivo em solos salinizados.
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ANEXO 1 - ANOVAs

Anexo 1.1 Resumo da ANOVA dos parametros biométricos

F Calculado
0
Fv MS MS M,S MS A DC N AF RAF AFE AB AB AB R/IA
folha  caule raiz plant folhas folha caule raiz

Sal 5 2" 3 3 3 2" 8™ g™ o™ 2" 1™ o" o™ o"
FMA 477" 23™ 5™ 43™ 77" 707 40T 219™ 6" 207 13" o™ 6" 7
Sal X * x Hx x ns ns ns *x ns ns ns ns ns ns
EMA 4 4 6 6 1 2 2 7 1 2 1 1 1 1
BlOCO 2* 1ns 1ns 3* 3 * 2ns 1ns 2ns Ons 1ns 2ns Ons Ons 1ns

* significativo a 5% de probabilidade; ** significativo a 1% de probabilidade; *** significativo a 0,1% de
probabilidade; ns — ndo significativo; FV — fontes de variacdo; FMAs — fungos micorrizicos arbusculares; MS —
massa seca; DC — diametro do coleto; AF — area foliar; RAF — razdo de area foliar; AFE — area foliar especifica;
AB — alocacdo de biomassa; R/A — relacdo raiz/parte aérea.

Anexo 1.2 Resumo da ANOVA dos paréametros fotossintéticos e pigmentos

= F Calculado
gs E A Fv/Fm EUA EIUA Clor. T Clor. A Clor. B Carot. SPAD
Sal 2407 2727 757 1,9™ 21,77 20,7 6,7" 7,87 46" 14,07 0,6
FMAs 4527 5727 966 2797 25677 1457 1877 19,3™ 14,17 37,37 2,6™
Sal x FMAs 1,3™ 3,0 4,0 1,9™ 01m™ 05™ 4.4 4,7 2,8™ 10,0™" 12"
Bloco 26" 3,1* 14" 0,2"™ 2,9% 2,6* 0,0 0,0 0,0m™ 05" 0,0

* significativo a 5% de probabilidade; ** significativo a 1% de probabilidade; *** significativo a 0,1% de
probabilidade; ns — ndo significativo; FV — fontes de variacdo; FMAs — fungos micorrizicos arbusculares; gs —
conduténcia estomaética; E - transpiracdo; A - fotossintese liquida; Fv/Fm - eficiéncia quantica maxima do PSII;
EUA - eficiéncia de uso da agua; EIUA - eficiéncia intrinseca do usa da agua; Clor. T — clorofilas totais; Clor. —
clorofilas; Carot. — carotenoides.

Anexo 1.3 Resumo da ANOVA da composic¢do nutricional foliar, enzimas antioxidantes,

peroxidacao de lipidios e prolina.

Fv F Calculado
N P K Ca Mg S Na Cl APX CAT MDA  Prolina
Sal 1,9 0,8" 75" 26™ 11,7 24™ 102,97 11,37 1097 294 21™ 12,77
FMAs 0,3™ 01m™ 01m™ 0,0™ 1,7™ 04™ 0,0™ 48" 127,27 187" 5357 1757
SalX oo™ 83T o7™ 517 10 22®  04™ 13" 67" 707 15" 33

* significativo a 5% de probabilidade; ** significativo a 1% de probabilidade; *** significativo a 0,1% de
probabilidade; ns — ndo significativo; FV — fontes de variacdo; FMAs — fungos micorrizicos arbusculares. APX —
aspartato peroxidade; CAT — catalase; MDA — concentracdo de malonaldeido.
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ANEXO 2 - REGISTROS FOTOGRAFICOS DO EXPERIMENTO.

Anexo 2.1 Incuba(;o dos vasos para a salinizacao (A). Isolad micorrizicos (B). Esteriliza¢do do
solo (C). Brotamento das mudas apds 4 dias apds o plantio (D). Vasos na casa de vegetagdo 44
dias apds o transplante (E). Diferengas visiveis entre os tratamentos 44 dias ap6s o transplante,
da esquerda para a direita, plantas sob 5, 8 e 10 dS / m (F). Medi¢des de parémetros

fotossintéticos 60 dias apds o transplante, com IRGA e fluorémetro, respectivamente (G e H).
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Anexo 2.2 Mudas de J. curcas ap6s 90 dias de estresse salino (A). Detalhe do coletor de dgua
drenada presente em cada vaso (B e C). Efeito do estresse salino (10 dS / m) aos 90 dias em
planta sem micorrizas (D). Mensurando o diametro do coleto 90 dias ap6s o transplante (E).
Coleta da quarta folha totalmente expandida em nitrogénio liquido para anélises bioquimicas
(F). Espectrofotometria para analise de MDA (G).
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Anexo 2.3 Comparacéo visual do desenvolvimento das mudas de J. curcas com e sem micorrizas
apos 120 dias de estresse salino. Plantas do tratamento controle pré-micorrizada (A), e nédo
inoculada (B). Mudas submetidas a 5 dS / m pré-micorrizada (C), e ndo inoculada (D). Mudas
submetidas a 8 dS / m pré-micorrizada (E), e ndo inoculada (F). Mudas submetidas a 10 dS/ m

pré-micorrizada (G), e ndo inoculada (H).
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Anexo 2.4 Comparacao visual das raizes de J. curcas com e sem micorrizas ap6s 120 dias de
estresse salino. Plantas do tratamento controle pré-micorrizada (A), e ndo inoculada (B). Mudas
submetidas a 5 dS / m pré-micorrizada (C), e ndo inoculada (D). Mudas submetidas a 8 dS/ m
pré-micorrizada (E), e ndo inoculada (F). Mudas submetidas a 10 dS / m pré-micorrizada (G), e
nao inoculada (H).
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ANEXO 3 - TRABALHOS VINCULADOS
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