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RESUMO

FOLLI-PEREIRA, Muriel da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2012.
Fungo micorrizico arbuscular e glicina betaina aumentam a tolerancia de pinhéo-
manso em condi¢des de estresse abidti€@rientadoraMaria Catarina Megumi Kasuya
Coorientadores: Wagner Campos Oteflenise Mara Soares Bazzolli.

As associacdes micorrizicas arbusculares (MA) promovem melhorias no crescimento e
desenvolvimento das plantas sob condigbes de baixa umidade, por possivelmente
aumentarem as respostas das plantas ao déficit hidrico, podendo ser a glicina betaina
(GB) um dos compostos induzidos relacionados a maior tolerancia das plantas ao
estresse hidrico. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da MA e da aplicacao
exdgena de GB no aumento de tolerancia das mudas de Jatropha curcas ao estresse
abidtico. Sementes de Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) foram lavadas em &agua
destilada esterilizada e desinfestadas superficialmente em solucdo de hipoclorito de
sédio (NaOCl) 4 % (v/v) por 15 min. Em seguida foram lavadas trés vezes em agua
destilada esterilizadativeram o tegumento removido. ApGs a retirada do tegumento, as
mesmas foram imersas em solucdo de NaOCI 4 % (v/v) por 15 min, seguidas de trés
lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada. Posteriormente, foram colocadas
para germinar em bandejas contendo areia esterilizada, e mantidas em casa de
vegetacdo, sendo irrigadas diariamente. Quinze dias apés a germinacdo, as plantulas
obtidas foram transplantadas para vasos contendo substrato constituido de uma mistura
de solo e areia (1:1, v/v) e inoculado com cubos de meio de cultura contendo hifas,
raizes de cenoura transformada e 100 esporos do FMA Glomus clarum. Apés 60 dias da
inoculacéo, metade das plantas recebeu aplicacéo foliar de GB, durante quatro dias, e
em seguida foram submetidas ou ndo ao estresse hidrico pela suspenséao da irrigacao
durante dois dias. O estresse salino foi induzido pela aplicagcdo de solugédo de NacCl
600mM ao substrato de crescimento das plantas por sete dias e o0 estresse térmico pela
exposicao das plantas a temperatura de 50 °C por 36 h. G. clarum e GB alteraram as
respostas das plantas ao déficit hidrico. A alocagédo de biomassa para as raizes (ABR)
foi maior, cerca de 26 %, em plantas com déficit hidrico, tratadas com GB e inoculadas
com G. clarum e naquelas bem irrigadas e tratadas com GB, enquanto que naquelas sem
deficiéncia hidrica, tratadas com GB e inoculadas com G. clarum esse valor foi menor
que aproximadamentEd %. As plantas inoculadas com G. clarum apresentaram alta

eficiéncia em assimilar nutrientes, sendo este efeito mais acentuado sob condi¢cao de
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estresse hidrico. A colonizacdo com G. clarnadicdo de GB aumentou o conteudo

de potassio (K) em plantas sob déficit hidrico. Plantas inoculadas com G. clarum
exibiram maior eficiéncia no uso da agua quando submetidas ao estresse hidrico,
diferentemente ak plantas tratadas com GB, que apresentam@&nor potencial hidrico

foliar e foram menos eficientes no uso da agua. Plantas tratadas com GB e colonizadas
por G. clarum durante déficit hidrico exibiram ajustamentos significativos na captacao e
dissipacao da luz e alta concentragcéo de clorofila. Nas raizelnizacéo micorrizica

reduziu acentuadamente a atividade da superoxido dismutase (SOD) em plantas sob
estresse hidrico. A atividade das enzimas antioxidativas foi maior em plantas nao
micorrizadas do que em plantas micorrizadas (APX-ascorbato peroxidades e CAT-
catalase), quando submetidas ao estresse hidrico. Reducdes na atividade das enzimas
POX (peroxidase), CAT e APXm plantas micorrizadas ndo foram acompanhados por
aumento nos teores de,®. Plantas de J. curcas mostraram-se, naturalmente,
altamente tolerantes ao estresse hidrico, apresentando teores de espécies reativas de
oxigénio (EROS) similares aos encontrados nas plantas bem irrigadas, tanto nas folhas
guanto nas raizes. A inoculacdo micorrizica diminuiu os teores,@g rds raizes e

folhas das plantas sob estresse hidrico, indicando um menor acimulo de EROS em
mudas micorrizadag\ inoculacdo com G. clarum modificou a peroxidacéo de lipideos

nas raizes das plantas submetidas ao estresse hidrico. Nas folhas, o tratamento com GB
aumentou a peroxidacdo de lipideos nas plantas sob estresse hidrico que foram
previamente inoculadas com G. clarum. Associacdo micorrizica arbuscular induziu ao
aumento da expressao do gene JcBD1, que codifica a enzima betaina aldeido
desidrogenase (uma importante enzima envolvida na biossintese da glicina betaina),
apenas quando as plantas foram submetidas ao estresse hidrico e salino e ndo quando a:
plantas foram expostas ao estresse térmico. Estas plantas que tiveram a expressdo do
gene JcBD1 aumentada, acumularam mais GB nas células. Em concluséo, G. clarum
pode amenizar e, simultaneamente, compensar as limitagcdes de crescimento impostas
por condi¢cdes de déficit hidrico, pela influéncia que exerce sobre a expressado do gene
envolvido na biossintese da GB, desempenhando, portanto, um papel essencial na
tolerancia ao estresse e na producdo de biomassa por J, padsslo ser utilizado

como fator de atenuacéo das consequéncias do estresse hidrico em plantas de J. curcas.



ABSTRACT

FOLLI-PEREIRA, Muriel da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2012. Arbuscular mycorrhizal and the increased tolerance of seedlings of
Jatropha curcas to abiotic stress. Adviser: Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-
advises. Wagner Campos Otoni and Denise Mara Soares Bazzolli.

The arbuscular mycorrhizal (AM) pronegimprovements in growth and development

of the plants under low moisture due to increase the response to water deficit. This
response could be the production of glycine betaine (GB) which is related to greater
tolerance of plants to drought stress. The aim of this study was determine the potential
of AM and foliar application of5B to increase resistance of Jatropha curcas seedlings
to abiotic stress. Seeds of Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) were washed in sterile
distilled water and disinfested superficially in sodium hypochlorite solution (NaOCI) 4
% (v/v) for 15 min. Then were washed three times in sterile distilled water and had the
integument removed. After removal of the integument, the seeds were immersed in a
solution of NaOCI 4 % (v/v) for 15 min, followed by three successive washes in sterile
distilled water. Later, were placed to germinate in trays containing sterile sand, were
irrigated daily and kept in the greenhouse. Fifteen days after germination, seedlings
obtained were transplanted to pots containing substrate soil and sand (1: 1, v/v) and
inoculated with cubes of culture medium containing hyphae, carrot roots transformed
and 100 spores of the AMF Glomus claruifiter 60 d, some plants were sprayed by

GB in the leaves, for four days. After this time, the plants were submitted to drought
stress by irrigation suspension for 2 d, to salinity stress by application of sodium
chloride (600 mM) in the growth substrate for 7 d and to thermal stress by incubation
the plants at 50 °C for 36 h. G. clarum and GB affected the response to drought stress.
The biomass allocation for root was higher (~26%) in plants submitted to drought stress,
GB-treated and inoculated with G. clarum or in those plants that were not submitted to
drought stress, busB-treated and inoculated with G. clarum. However, the plants not
submitted to drought stse, GB-treated and inoculated with G. clarum, the biomass
allocation was of 19%. The plants that were inoculated with G. clarum had high
efficiency in the nutrients assimilation and, this effect is higher under drought stress
condition. The colonization witts. clarum and GB application increased the potassium
(K) content in plants that were submitted to drought stress. Furthermore, the plants

inoculated had greater efficiency of the use of water when submitted to drought stress
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than the plants with application of GB. The plants treated with GB and inoculated with
G. clarum during the drought stress had significant adjustments in the capture and light
dissipation and high chlorophyll concentration. In the roots, the mycorrhiza colonization
decreased the superoxide dismutase (SOD) activity, but only in plants under drought
stress. Activities of ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT) in both leaves and
roots was greater in J. curcas non-inoculated than in the plant inoculated when
submitted to drought stress. The decreases in activities of peroxidase (POX), APX and
CAT in J. curcas with mycorrhizal were not accompanied by increase infbge H
content.J. curcas showed be highly tolerant to drought stress, with similar to the
reactive oxygen species (EROS) content to found in plants that were not submitted to
drought stress. In some plants, the mycorrhizal decreased@edhtentin the leaves

and roots under drought stress, and this indicate a smaller accumulation of EROS in
seedlings with mycorrhizal. The colonization with G. clarum modified the lipid
peroxidation in roots under drought stress. In leaves, the GB application increased the
lipid peroxidation in the plants under drought stress that were previously inoculated
with fungus. Only when plants were submitted to thermal stress, the AM increased the
JcBD1 gene expression and, these plants accumulated more GB. Therefore, G. clarum
can decrease and, simultaneously, compensate the limitations of the growth under
drought stress, by induce of the GB gene expression and thus the colonization with this
fungus may be used for decrease the consequences of the water stress in the planting of

J. curcas.
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1. INTRODUCAO GERAL

Vérias formas de simbiose s@o reconhecidas, incluindo associagBes micorrizicas
arbuscular, ecto-, ericéide, arbutéide orquidéide (Smith e Read 2008). Fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo fungos de solo formadores da relacdo mutualista
mais comum na natureza, as micorrizas arbusculares, formadas entre estes e as raizes de
aproximadamente 80% das plantas terrestres, com origem presumida a
aproximadamente 460 milhdes de anos atras (Schifler et al., 2001). Pertencem a ordem
Glomerales dos Glomeromycota e estdo agrupados em sete géneros: Acaullospora,
Archaeospora, Entrophospora, Glomus, Gigaspora, Paragloengutellospora
(INVAM, 2012).

O estabelecimento de associacBes micorrizicas arbusculares (MAs) confere as
plantas uma gama de beneficios, sendo o principal desses, ou pelo menos o mais
evidente até o momento, realizado pelo micélio extra-radicular do fungo e consiste na
absorcdo de nutrientes obtidos de areas localizadas além da zona de deplegcéo da raiz,
em especial fésforo, e translocacao e disponibilizacdo desses nutrientes para células do
cortex de raizes das plantas. Diante de todos esses beneficios para as plantas os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs), por conferirem um melhor status hidrico e
nutricional as plantas, podem contribuir para uma maior tolerdncia das mesmas a
condi¢Oes de estresse abiotico (Tang et al., ;2880@r e Elhindi, 2011), resultando em
crescimento mais rapido, com economia de insumos e reducdo da contaminacao
ambiental (Huang et al., 200dernandez-Ortega et al., 2012

Os FMAs podem afetar o crescimento e produtividade da planta hospedeira sob
condi¢cbes de alta e baixa umidade (Borowicz, 2@&bbaspour et al., 2012), podendo
aumentar respostas da planta ao déficit hidrico moderado por varios mecanismos,
destacando-se: aumento da absorcédo de dgua a partir do solo pelas hifas (Augé et al.,

2003); alteracdo dos niveis hormonais causando mudangas na condutancia estomética



(Augé et al., 2008); aumento da turgescéncia foliar e reducdo do potencial osmatico
(Wu et al., 2006); e melhoria da nutricdo da planta hospedeira (Folli-Pereira et al.,
2012).

Além de todos os efeitos benéficos para as plantas sob condi¢cdes de estresse ja
citados, os FMAs tornam o sistema radicular mais vigoroso e estimulam a producéo de
hormonios vegetais pelas plantas (Yao et al., 2005). Assim, o0 aumento da toleréncia das
plantas ao estresse hidrico e/ou salino pode estar relacionado ao aumento na expressao
de genes responsivos ao estresse.

Os organismos aerodbios, durante o seu metabolismo normal, convertem o oxigénio
molecular a espécies reativas de oxigénio (EROS), tais comogcalsagieroxido (@

), 0 perdxido de hidrogénio ¢B,) e os radicais hidroxil@QH) (Selote et al., 2004).

Essas EROS reagem com macromoléculas e causam danos celulares (Bailey-Serres,
2006). Em plantas, os sistemas antioxidativos inativam as EROS e protegem as células
contra os danos causado pelo estresse oxidativo (Azcon et al., 2009).

Em alguns organismos, a atividade e a expressao diferencial de genes que codificam
enzimas antioxidativas encontram-se relacionadas as condi¢des de estresse. O aumento
da atividade dessas enzimas tem sido relacionado ao estresse hidrico (Porcel et al.,
2003), a presenca de metais pesados (Azcén et al., 2009), a exposicdo a xenobidticos
(Tang et al., 2009) e ao estresse de temperatura (Zhang et al., 2003).

Pelo envolvimento das enzimas do antioxidativas na protecdo contra os danos
provocados pelo aumento da producdo de EROS durante condi¢cdes de estresse, 0s
FMAs podem aumentar a capacidade das plantas em resistir a estresses ambientais e
oxidativos, proporcionando maior tolerancia as EROS, apesar de o papel dessas enzimas
em micorrizas ser pouco elucidado. Porcel et al. (2003) e Ruiz-Lozano (2003)
apresentaram uma hipétese, segundo a qual FMAs protegem as plantas hospedeiras

contra danos oxidativos devido a incrementos de enzimas antioxidativas.



Sob condi¢des de déficit hidrico, as plantas tentam manter o seu indice de agua
acumulando solutos compativeis, ndo toxicos, que ndo interferem nos processos
fisiologicos normais da planta. Alguns desses compostos sdo a prolina e a glicina
betaina (Ma et al., 2006; Zhang et al., 2008). O acumulo desses solutos € um indice
fisiologico sensivel de plantas em responder ao sal e outros estresses (Peng et al., 2008).
Para as plantas sobreviverem sob condi¢cbes de estresse salino, térmico e hidrico, o
ajuste do potencial osmotico foliar € muito importante e exige equilibrio osmético
intracelular. Assim, sob estresse hidrico e salino, as plantas acumulam alguns solutos
organicos (prolina, acucares soluveis, glicina betaina, entre outros) e ions inorganicos
para manter maior ajustamento osmoético (Yang et al., 2009).

Glicina betaina (GB) atua como um osmodlito protetor ndo téxico durante periodos
de déficit hidrico em muitos organismos, incluindo algas, bactérias, plantas superiores e
animais (Treberg e Driedzic, 2007). E sintetizada em elevadas taxas em muitas espécies
de plantas em resposta aos varios tipos de estresses ambientais, atuando ndo apena:
como um osmoprotetor, mas também na estabilidade de membranas e proteinas (Oishi e
Ebina, 2005). Esse composto parece ser um determinante critico da tolerancia ao
estresse. Seu acumulo é induzido sob condicbes de estresse e esse acumulo é
correlacionado com o nivel da tolerancia (Wu et al., 2008).

As plantas sintetizam GB por duas reac¢des de oxidagédo da colina (Rhodes e Hanson,
1993). A primeira reacdo catalisada por uma colina monooxigenase ferredoxina -
dependente (CMO) e a segunda etapa por uma betaina aldeido desidrogenese NAD+ -
dependente (BADH) (Chen e Murata, 2002; Rontein et al., 2002). A sintese se da a
partir de colina ou glicina, por duas vias distintas: desidrogenacédo da colina ou N-
metilacdo da glicina (Rhodes e Hanson, 1993). Para quase todos os sistemas biologicos,

incluindo a maioria das plantas e micro-organismos, a biossintese de GB é realizada



pela conversdo da colina a GB em dois passos: uma oxigenagado e uma desidrogenacéo
passando por um intermediério instavel (betaina aldeido).

O acumulo de GB é associado a uma regulacéo positiva da expressao do gene para
CMO e para BADH concomitantemente, assim conduzindo a uma atividade enzimatica
elevada.

Apesar dos relatos mencionados anteriormente, os estudos sobre possiveis relacbes
entre MAs e GB s&o ainda escassos e contraditorios. Tanto quanto se sabe, nenhum
estudo foi realizado com o intuito de avaliar se os FMAs alteram a expresséo do gene
codificante da enzima BADH (JcBD1). Fica evidente a necessidade de se realizar
estudos nesta linha de pesquisa ndo so6 pelas duvidas existentes, mas também para tenta
esclarecer o modo de ac¢do das MAs na tolerancia das plantas ao estresse. Além disso,
pouco se sabe acerca dos mecanismos fisioldgicos e moleculares envolvidos na

tolerancia de plantas de J. curcas ao estresse.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial da associacdo micorrizica
arbuscular no aumento de tolerancia das mudas de J. curcas ao estresse abiotico.

Para atingir este objetivo, foram avaliados em plantas de J. curcas submetidas ao

estresse abidtico as seguintes variaveis:

a) O efeito da inoculagdo com o FMA G. clarum no crescimento e acumulo de
nutrientes nas plantas.

b) O efeito de G. clarum na alocacg&o de nutrientes e biomassa.

c) O efeito da inoculacdo de G. clarum e da aplicagédo de glicina betaina (GB) na

fotossintese e trocas gasosas.



d) A atividade de enzimas antioxidativas e a producédo de espécies reativas de
oxigénio (ERQOS).

e) Investigar se a inoculacdo com G. clarum altera a expressédo do gene JcBD1
(Betaina desidrogenase |), envolvido na biossintese da GB.

f) O efeito da inoculagdo com o FMA G. clarum no crescimento, desenvolvimento e

acumulo de glicinabetaina (GB) nas plantas submetidas ao estresse abidtico.
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CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

MICORRIZA ARBUSCULAR E A TOLERANCIA DAS
PLANTAS AO ESTRESSE

RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo fungos de solo, biotroficos
obrigatorios e formadores da simbiose mutualista mais comum na natureza
micorriza arbuscular (MA). Esta associacdo ocorre nas raizes da maioria das
plantas terrestres, promovendo melhorias no crescimento, desenvolvimento e
aumento na tolerancia e/ou resisténcia das plantas a varios agentes ambientais
adversos. Além disso, os FMAs podem ser utilizados como potencial agente de
controle bioldgico de doencas de plantas. Esses fungos produzem ainda, glomalina,
uma proteina que desempenha papel fundamental na estabilidade do solo e
bioestabilizacdo de solos contaminados. As diferentes respostas das plantas a esta
simbiose podem ser atribuidas a diversidade funcional das MAs, em func¢do da
interacdo FMAs-planta-condi¢cdes ambientais. O estabelecimento e funcionamento
da MA durante as condicbes de estresse envolve um complexo processo de
reconhecimento e desenvolvimento, concomitantemente as alteragdes bioquimicas,
fisiologicas e moleculares em ambos os simbiontes. Além disso, a colonizagéo
micorrizica das raizes tem impacto significativo na expressao de genes de diversas
plantas que codificam proteinas presumivelmente envolvidas na toleréncia ao
estresse. Neste contexto, considerando que os FMAs sdo essenciais no

estabelecimento e adaptacéo das plantas em locais perturbados, nesta revisao serao



abordados o0s mecanismos fisiolégicos e moleculares da associagdo MA
responsaveis por essa adaptacdo e a maior tolerdncia das plantas aos estresses,

tanto biético como abidtico.

Termos de indexagdo: Fungos micorrizicos arbusculares, sinalizacdo, diversidade

funcional, glomalina.

SUMMARY: ARBUSCULAR MYCORRHIZA AND PLANT TOLERANCE TO STRESS

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are soil fungi, biotrophic mandatory and
form the most common mutualistic symbiosis in nature: the arbuscular mycorrhiza
(MA). This association occurs in the roots of most plants, promoting improvements in
the growth and development of plants and increase in tolerance and/or plant resistance
to various adverse environmental agents. In addition, the AMF can be used as a
potential biological control agent of plant diseases. These fungi produce, glomalin, a
protein that plays a key role in the stability of the soil and stabilization of contaminated
soils. The different responses of plants to this symbiosis can be assigned to the
functional diversity of AM, depending of the interaction between AMF, plants and
environmental conditions. The establishment and functioning of MAs during stress
conditions involves a complex process of recognition and development, concurrently at
physiological, biochemical and molecular changes in both symbionts. In addition,
mycorrhizal colonization of roots has a significant impact on the gene expression of
several plants that encode proteins presumably involved in tolerance to stress. In this
context, whereas the AMF are essential in the establishment and adaptation of plants on
disturbed sites, this review will be covered the molecular and physiological mechanisms
of the association MA, responsible for this adaptation and greater tolerance of plants to

biotic and abiotic stresses.



Index terms: arbuscular mycorrhizal fungi, signaling, functional diversity, glomalin.

INTRODUCAO

Vérias formas de simbiose sdo reconhecidas, incluindo associacdo micorrizicalarbusc
ecto-, ericoide, arbutéide orquiddide (Smith & Read, 200Bungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) formam w@amdas associacfes mais comuns na natureza, a
micorriza arbuscular (MA), formada entre estes fungos e as raizes de aproximadamente
80% das plantas terrestres, com origem presumida a aproximadamente 460 milhdes de
anos atras (INVAM, 2012).

A capacidade de formar MA é restrita a fungos pertencentes a cinco familias
(Gigasporaceae, Glomeraceae, Acaulosporaceae, Paraglomaceae e Archaeosporaceae)
da ordem Glomerales do filo Glomeromycota (Stirmer & Siqueira, 2088)juais sdo
conhecidas cerca de 140 espécies, distribuidas em apenas sete géneros (Acaullospora
Archaeospora, Entrophospora, Glomus, Gigaspora, ParaglemB8sutellospora
(INVAM, 2012).

Plantas em simbiose micorrizica sofrem alterac6es bioquimicas, fisiolégicas e
moleculares relacionadas com o sistema de defesa da planta para que a simbiose seja
estabelecida (Garcia-Garrido & Ocampo, 2002). Estas respostas, entretanto, sdo
limitadas, transientes e restritas a células especificas, mas as rea¢fes nas plantas tém
semelhancas, do ponto de vista fisioldgico, com as reacdes que se observam durante a
infeccdo por patdgenos (Lambais et al., 2003).

Nas associagcdes micorrizicas ocorre uma intima interacdo entre 0s parceiros,
apresentando uma perfeita integracdo morfoldgica e fisiologica, resultando em uma alta

compatibilidade funcional. A planta beneficia-se pelo aumento da absor¢cédo de agua e
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nutrientes, principalmente de fosforo (P), proporcionado pelas hifas fangicas, que
funcionam como extensdo do sistema radicular, enquanto o fungo é beneficiado pelos
fotoassimilados das plantas e permitem o completo ciclo de vida dos FMAs que sO
ocorre em associagdo com a planta hospedeira (Smith & Read, 2008). Embora essa
simbiose seja muitas vezes considerada mutualista, pois h&a troca benéfica entre os
FMAs ea planta, o efeito liquido sobre a aptiddo da planta pode variar de mutualista a
parasitario, dependendo das condi¢Bes ecoldgicas e combinagdes fungo-planta (Kiers et
al., 2006).

Sob diversas condi¢des de estresse, a maioria das plantas superiores é colonizada
por FMAs, beneficiando o seu crescimento (Smith & Read, 2008). Sendo assim, 0s
FMAs sao criticos no estabelecimento e adaptacdo das plantas em locais severamente
perturbados (Vallino et al., 2006), reduzindo as perdas por estresse (Munier-Lamy et al.,
2007). Os FMAs afetam também as caracteristicas fisico-quimicas do substrato e
contribuem para a formacao e manutencéo da estrutura do solo, agregando as particulas
do solo por meio de hifas extraradiculares e de seus exsudatos e residuos. Além disso,
os FMAs produzem e secretam a proteina glomalina (Rillig, 2004), que desempenha
papel fundamental na estabilidade do solo (Bedini et al., 2009).

O estabelecimento de associa¢cdes micorrizicas resulta em aumento da tolerancia
das plantas a estresses ambientais (Tang et al., 2009b). No entanto, pouco se sabe acerc:

dos mecanismos fisioldégicos e moleculares responsaveis por essa maior tolerancia.
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DIVERSIDADE FUNCIONAL EM ASSOCIACAO MICORRIZICA
ARBUSCULAR COMO UM IMPORTANTE FATOR NA TOLERANCIA A

CONDICOES AMBIENTAIS

Diversidade funcional das micorrizas arbusculares (MAs) tem sido,
frequentemente, definida em termos de respostas no crescimento das plantas, que
podem variar de efeitos negativos a positivos, dependendo da combinacéao particular
fungo-planta e das condicbes ambientais (Johnson et al., 1997). Esta diversidade pode
ser medida pela porcentagem de colonizacdo micorrizica, absor¢cdo de nutrientes e
efeitos sobre o crescimento das plantas. As plantas respondem de modo diferenciado a
diferentes FMAs, sendo estas respostas observadas tanto entre isolados de FMAs
pertencentes a diferentes espécies, bem como entre isolados de uma mesma espécie
(Munkvold et al., 2004; Smith et al., 2004).

Um importante assunto a ser tratado € a questdo da utilizacdo desta diversidade
pelas plantas e sua capacidade de selecionar FMAs ou combinacdes de FMAs que sejam
mais benéficos em termos funcionais (Heijden et al., 2004). No entanto, ainda néo esta
claro se as plantas sédo capazes de selecionar FMAs eficientes quanto a estimulacdo do
seu crescimento. Dessa forma, é importante entender como o incremento da diversidade
de FMAs no solo influencia as plantas e quais combinac¢des planta-fungo ocorrem
preferencialmente e sdo mais eficientes. Outro ponto a ser estudado € a inoculacdo de
plantas com misturas de varios FMAs, reconstruindo a comunidade de FMAs que é
encontrada no campo e, subsequentemente, monitorar o desempenho da planta. Estudos
como estes podem revelar se a diversidade de espécies nas raizes das plantas esté
interligada com a diversidade funcional.

Dados sobre a variabilidade das funcdes ou a diversidade funcional dos FMAs

foram obtidos de experimentos nos quais as plantas tém sido inoculadas com um unico
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isolado de FMA, avaliando o crescimento ou a absorcdo total de P pela planta. Tais
experimentos nao sao totalmente relevantes para situacées de campo, quando mais de
uma espécie de FMA esta geralmente presente em um unico sistema radicular (Jansa et
al., 2003).

Atualmente, o desafio é estabelecer comunidades mistas utilizando diferentes
espécies de FMAs para verificar se as plantas sdo capazes de selecionar FMAs
eficientes ou combinagcbes de FMAs que sejam complementares em suas fungdes. No
entanto, estudos dessa natureza séo dificeis, devido a dificuldade para identificar os
FMAs que estdo colonizando as raizes, o que se torna um fator limitante para o
entendimento do controle dessas relagbes. As consequéncias da colonizagao simultanea
de uma planta por FMAs, funcionalmente diferentes, tém sido pouco exploradas
(Lekberg et al., 2007; Maherali & Klironomos, 2007).

Pouyu-Rojas et al. (2006) sugeriram a existéncia de seletividade e compatibilidade
simbidtica diferenciada, havendo combinacfes preferenciais na formacédo das MAs e
resposta variavel dependente do genoétipo micorrizico envolvido na relacdo fungo-
planta. Alguns estudos tém mostrado que uma dada espécie de FMA originada do
mesmo solo coloniza diferentes espécies de plantas e seus padrdes de esporulacao Ssac
diferentes (Eom et al., 2000Em alguns casos, a espécie que melhor promove o
crescimento de determinada planta hospedeira pode retardar o crescimento de outra
esta relacdo benéfica ou parasitaria vai depender da combinagdo fungo-planta e das
condicbes ambientais (Smith & Read, 2008).

Igualmente, espécies individuais de FMAs podem variar bastante na sua resposta ao
crescimento de diferentes espécies de plantas e estas variacdes podem ocorrer tanto
entre isolados de FMAs pertencendo a diferentes espécies, bem como entre isolados da
mesma espécie (Munkvold et al., 2004; Smith et al., 2004). Consequentemente, a

presenca ou a auséncia de espécies particulares de FMAs e mudancas na estrutura da
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populacdo (Klironomos et al., 2000), bem como a sua diversidade global, podem

influenciar a diversidade, a estrutura e a produtividade da comunidade de plantas
(Heijden et al., 2004), tanto em estudos experimentais de casa de vegetacdo como
também em ecossistemas naturais.

No estudo realizado por Hart & Klironomos (2002), a variagdo no crescimento de
plantas foi maior entre as inoculadas com diferentes espécies de FMAs do que entre
aquelas inoculadas com diferentes isolados da mesma espécie. Contudo, para esses
autores, isso ndo significa que a variacdo dentro de isolados ndo é ecologicamente
importante. Assim, alguns estudos indicam consideravel variagdo dentro das espécies de
FMAs.

Nos estudos realizados por Munkvold et al. (2004), grandes diferengas no
crescimento e na absorcdo de P pelas plantas foram encontradas dentro de espécies de
FMAs, destacando a importancia do potencial ecoldgico da variacdo dentro de espécies.
Hart & Reader (2002), testando o efeito de 21 isolados de FMAs sobre o crescimento de
plantas, verificaram que as familias também diferem nos beneficios conferidos as
plantas hospedeiras, embora exista grande variacdo dentro e entre espécies e géneros de
FMAs. Esses estudos mostram que existe consideravel diversidade funcional nos FMAs
e que variacdes dentro de uma espécie podem ser maiores que entre diferentes espécies
ou géneros de FMAs.

O aumento da diversidade de FMAs na comunidade presente no solo pode
aumentar as chances de estabelecimento de uma espécie de fungo mais eficiente para o
crescimento das plantas. Dessa forma, torna-se importante conhecer a estrutura da
comunidade de FMAs de determinado ambiente ou bioma e avaliar a diversidade
funcional desses simbiontes, visando estabelecer se ha relacdo entre a diversidade de

FMAs e os beneficios as plantas (Finlay, 2004).
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SINALIZACAO MOLECULAR, EXPRESSAO GENICA E TRANSDUCAO
DE SINAIS EM ASSOCIACAO MICORRIZICA ARBUSCULAR SOB

CONDICOES DE ESTRESSE

A colonizagdo das raizes por FMAs envolve uma série de eventos morfo-
fisiologicos e bioquimicos que sdo regulados pela interacdo de plantas e fungos, bem
como por fatores ambientais (Costa & Lovato, 2011). Os mecanismos fisiolégicos e
bioquimicos que melhoram a tolerancia de plantas micorrizadas ao estresse abidtico
ainda nao estéo claros, embora a maior absor¢céao de nutrientes possa ser uma das razées
pela melhoria do estado nutricional da planta (Kafkas & Ortas, 2009).

O estabelecimento e funcionamento de MAs envolve um complexo processo de
desenvolvimento, concomitantes com alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e moleculares
em ambos simbiontes (Moreira & Siqueira, 2006). Um sistema de troca de sinais e
respostas bioquimicas ocorre no estabelecimento da simbiose, envolvendo a expressao
dos denominados “genes de simbiose” na planta e a emissdo de sinais simbioticos pelo
fungo (Parniske, 2004). Isso possibilita a regulacdo da expresséo de genes de defesa da
planta e a sincronizacdo das mudancas morfolégicas e fisioldégicas no hospedeiro
vegetal, fazendo assim com que o hospedeiro “permita” que a simbiose se estabeleca
(Costa & Lovato, 2011).

O primeiro passo para o desenvolvimento da simbiose é o reconhecimento mutuo
entre planta e fungo. A raiz libera moléculas sinais que estimulam a ramificagdo das
hifas (Harrison, 2005)e o fungo libera sinais que induzem a ativacdo de genes
especificos da simbiose na planta (Kozuta et al., 2@D3)rocesso de colonizacéo
ocorre a partir do contato de hifas com as raizes das plantas e, em seguida, eventos
morfologicos e bioquimicos especificos, regulados por ambos simbiontes e afetados por

fatores abidticos, determinam o desenvolvimento da simbiose (Smith & Read, 2008).
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Evidéncias sugerem que, assim como em interacdes planta-patdogeno, proteinas
vegetais sdo liberadas para o espaco apoplastico como reposta de defesa da planta a
colonizagdo fungica entre os FMAs e seus hospedeiros (Suo & Leung, 2002). Os
mecanismos de inducdo/supressao associados ao sistema de defesa vegetal
desempenham importante papel na colonizacdo e compatibilidade fangica entre os
FMAs e seus hospedeiros (Gércia-Garrido & Ocampo, 2002). Assim, a colonizagéo
micorrizica estimula o sistema de defesa primario da planta ao ataque de patégenos,
aumentando dessa forma a tolerancia das plantas ao estresse bi6tico causado por
doencas (Elsen et al., 2008; Vos et al., 2012).

Modificagbes na fisiologia da planta ap6s a colonizagdo micorrizica ativam
mecanismos de defesa e pode explicar, pelo menos parcialmente, a diminuicdo da
suscetibilidade das plantas a patdgenos. Esses efeitos podem surgir através de mudancas
na formacdo de lignina (Saldajeno et al., 2008), producdo de compostos fendlicos
(Zeng, 2006), aparecimento de novas isoformas das enzimas hidroliticas, como,
quitinase e B-1,3-glucanase (El-Khallal, 2007Rroteinas relacionadas a patogénese,
acumulos de fitoalexinas e lignificacdo da parede celular tém sido relatadas em plantas
micorrizadas em locais distantes dos sitios de infeccao, indicando assim, a ocorréncia de
resisténcia sistémica (Selosse et al., 2004).

O efeito bioprotetor dos FMAs contra patdgenos de plantas pode estar relacionado
com a inducéo de resisténcia de forma localizada ou sistémica (Pozo et al., 2002; Elsen
et al., 2008). Quando colonizadas por FMAs, as plantas promovem alteracdes
bioguimicas, fisiologicas e moleculares relacionados com o sistema de defesa da planta
para que a simbiose seja estabelecida (Garcia-Garrido & Ocampo, 2002; De Gara et al.,
2003; Selosse et al., 2004).

Os modos de acdo e estratégias envolvidos na supressdo de patdgenos pelas

micorrizas podem ser sintetizados em quatro grupos: competicdo direta entre FMAS e
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patdégenos; regulacdo da populacdo microbiana no solo em torno do sistema radicular;
modificagdes no crescimento, nutricAo e morfologia vegetal; e alteracées de ordens
bioguimicas e moleculares nos hospedeiros vegetais (Costa & Lovato, 2011).

Plantas com maior atividade de enzimas antioxidativas mostram-se mais tolerantes
a diferentes estresses, e as micorrizas induzem aumento da atividade das enzimas
antioxidantivas como peroxidase, catalase e superéxido dismutase (Lambais et al.,
2003; Arfaoui et al., 2007).

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como radical superoxidp peréxido de
hidrogénio (HO,) e radical hidroxila ©OH) ocorrem normalmente no metabolismo
celular; porém, sob condicbes de estresse bidtico e abidtico podem ter producéo
aumentada e neste caso, tornam-se citotoxicas ao reagirem com outras moléculas,
podendo causar sérios danos ao metabolismo normal através de danos oxidativos a
lipidios, proteinas e &cidos nucléicos. Isso leva a mudangas na permeabilidade seletiva
de bio-membranas (Hernandez et al., 2001; De Gara et al., 2003) e alteracbes na
atividade de enzimas ligadas a membrana (del Rio et al., 2006).

As EROs se formam naturalmente no interior das células, nos cloroplastos e
mitocondrias, como produtos secundarios oriundos da fotossintese e da respiragéao.
Entretanto, podem ser produzidas em excesso, devido a condi¢do de estresse, originando
o fendmeno conhecido como “explosdo oxidativa” (Matamoros et al., 2006; del Rio et
al., 2006).

Plantas que aumentam a producdo de enzimas antioxidativas mostram-se mais
tolerantes a diferentes estresses, e as micorrizas podenn molazmento da atividade
dessas enzimas (Alguacil et al., 2003; Lambais et al., 2003; Selosse et al., 2004; Abdel
Latef & Chaoxing, 2011). Em associagbes micorrizicas as EROs atuam como
mensageiro secundario e alteracdes na expressdo das enzimas antioxidativas, como

peroxidases, estdo relacionados com o desenvolvimento da simbiose (Borde et al.,
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2011). Dessa forma, os FMAs podem aumentar a habilidade das plantas em resistir a
estresses bioticos e abidticos, por permitir uma maior tolerancia as EROs.

A inducao de enzimas que eliminam EROs, como SOD (superdxido dismutase), PO
(peroxidase) e CAT (catalase) é o mecanismo de desintoxicacdo mais comum de EROs
que ocorre durante as respostas ao estresse oxidativo (Mittler, Ed@2pizes de
feijao (Phaseolus wulgaris L.) colonizadas por Glomus clarum, SOD e CAT foram
induzidas em raizes na fase final de desenvolvimento da simbiose sob baixo nivel de P
(Lambais et al., 2003).

Muitas andlises moleculares tém sido feitas, focando alteracdes na expresséo de
genes durante os estagios iniciais do desenvolvimento de MAs e durante condi¢des de
estresses bidticos e abidticos. A expressdo de genes codificard@PHse de
Nicotiana tabacume Medicago truncatula foi observada em células contendo
arbUsculos (Krajinski et al., 2002). AsHATPases transportam prétons para fora da
célula com consumo de ATP podendo acidifcanterface planta-fungo (Guttenberger,
2000) e gerar o gradiente eletroquimico que pode atuar como forca motora para a
transferéncia de nutrientes planta-fungo, como proposto por Stitt (1998). Altos niveis
de expressdo de dois genes codificandAfAPase de Glomus mosseae também foram
detectados durante o desenvolvimento intraradicular (Requena et al., 2003).

Embora poucas proteinas intrinsecas de membranas envolvidas no transporte de
nutrientes tenham sido investigadas por técnicas moleculares, o conhecimento sobre
outras proteinas de membranas com funcdes putativas e reguladas durante a simbiose
micorrizica continua limitado (Valot et al., 2006).

A colonizacao das raizes das plantas por FMAs apresenta impacto significativo na
expressdo de genes de diversas plantas que codificam proteinas presumivelmente
envolvidas na tolerancia a metais pesados / desintoxicacdo (Repetto et al., 2003; Rivera-

Becerril et al., 2002). Informacdes sobre a base molecular dos mecanismos de tolerancia
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dos FMAs a metais pesadosaestlisponivés: a expressdao do gene metalotioneina de
Gigaspora margarita (BEG 34) é regulada em micélios simbiéticos por Cu (Lanfranco
et al.,, 2002) e niveis de transcricdo maiores do gene transportador putativo de Zn
(GintZznT1) da familia de facilitadores de difusédo de cétions (CDF) foram observados no
micélio de Glomus intraradices durante a exposi¢cdo ao Zn, indicando possivel fungéo
desta enzima na protecdo contra o estresse por Zn (Gonzélez-Guerrero et al., 2005).

Tem sido observado aumento da regulacdo do gene que codifica o transportador
ABC putativo (GintABC1) dependente de Cd e Cu no micélio extrarradicular de G.
intraradices. GintABC1 codifica polipeptideo com homologia a regido N-terminal da
subfamilia das Proteinas de Multiresisténcia (PRM), dos transportadores ABC
mostrando, portanto, que pode estar envolvido na desintoxicacdo de Cd e Cu no micélio
extraradicular de G. Intraradices (Gonzélez-Guerrero et al., 2006).

Em abordagem mais abrangente a expressdo diferencial de genes em raizes de
tomate colonizadas por FMAs cultivadas em solo contaminado, verificou-se que o
crescimento das plantas micorrizadas foi melhor do que nas plantas n&o inoculados com
FMAs (Ouziad et al., 2005). Esses autores analisaram a formacgédo de transcritos de
genes, possivelmente, envolvidos na tolerancia a metais pesados, e entre 0s genes
alguns com produtos supostamente envolvidos no alivio ao estresse por metais pesados.
Alguns foram fortemente expressos quando expostos a metais pesados, e estes genes sa
menos regulados pela simbiose com os FMAs. A colonizagdo das raizes diminuiu a
concentracdo de metais pesados nas células da planta a um nivel insuficiente para
induzir a expressao desses genes.

A HSP90, uma chaperona molecular, proteina abundante, evolutivamente
conservada e altamente induzida por estresse, regula a maturacdo, transporte e
degradacdo de uma variedade de proteinas (Cowen & Lindquist, 2005; Sangster &

Queitsch, 2005). Em consonéancia com isso, 0 gene que codifica uma proteina do
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choque térmico de 90 kD (hsp90) foi altamente expresso no micélio extraradicular de G.
intraradices cultivado sob estresse por metal pesado (Hildebrandt et al., 2007). O
produto deste gene pode contribuir para a estabilizacdo e renaturacdo de proteinas
desnaturadas, danificadas por EROS formadas pelo estresse por metal pesado.

O estresse oxidativo pode ser uma das principais causas da toxicidade de varios
metais pesados. Os maiores niveis de inducdo de hsp90 no crescimento @o vitro
micélio extraradicular foram obtidos com altos niveis de Cu, que estimulam a geracdo
de radicaisOH altamente prejudiciais a partir de"Ge HO,, levando ao estresse
oxidativo (Avery, 2001).

Glutationa S-transferases (GSTs) catalisam a conjugacdo da glutationa com uma
variedade de compostos eletrofilicos reativos e podem oferecer protecdo contra estresse
oxidativo (Moons, 2003; Smith et al., 2004). O aumento da regulacéo transcricional do
gene da glutationa S-transferase por Cd, Cu e Zn, pode indicar que GSTs participam da
diminuicdo da toxidez por metais pesados no micélio simbidtico. As metalotioneinas
(MTs) sado proteinas de ligacdo a metais sintetizadas em ampla gama de organismos sob
exposicdo a concentracdes toxicas de metais como Cu, Zn ou Cd (Kumar et al., 2005).

A expressao diferencial do gene da metalotioneina no micélio extraradicular de G.
intraradices pelo estresse por Cu, em certa extenséo por Zn, mas nao por Cd, concorda
plenamente com a funcéo principal da proposta de MTs em fungos na desintoxicacao do
Cu. Esta opiniao é corroborada pela regulacdo Cu-especificas de uma MT do FMA G.
margarita (Lanfranco et al., 2002). No entanto, os niveis de transcricdo do gene da
metalotioneina foram comparativamente baixos no micélio extraradicular e em raizes
micorrizadas de Medicago truncatula (Hildebrandt et al., 2007). Altos niveis de
expressao do transportador de Zn sao encontrados nas raizes, o0 que sugere que este gen

€ expresso, preferencialmente, nas estruturas intrarradiculares de G. intraradices e o
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produto de seu gene pode desempenhar um papel mais especifico na interface fungica
em plantas de M. truncatula (Hildebrandt et al., 2007).

Os FMAs dependentes da baixa regulacdo de genes de plantas potencialmente
envolvidos na tolerancia ao estresse por metais pesados e o concomitante aumento da
expressdo de genes relacionados ao estresse em FMAs indicam que o eficaz
mecanismo(s) de tolerancia a metais pesados em FMAs poderia dar uma contribuicdo
fundamental para o aumento da tolerancia a metais pesados de plantas micorrizadas
(Ouziad et al., 2005).

A inducéo dos genes no micélio do FMA G. intraradices, que codificam a proteina
de choque térmico e glutationa S-transferase na presenca de metais pesados sugere que
a tolerancia ao estresse oxidativo induzido por metais pesados pode ser uma resposta
priméria em FMAs nestas condi¢des (Hildebrandt et al., 2007).

Os FMAs em solos salinos podem minimizar as perdas de producao das plantas
através do aumento da toleranaia sal (ZhongQun et al., 2007). Os mecanismos
subjacentes a tolerancia a salinidade conferida pelos FMAs ainda néo foram elucidados
emnivel molecular.

Tolerancia de plantas a salinidade é uma caracteristica complexa em que diversos
fatores podem contribuir: a geragdo de osmoprotetores (glicina betaina, prolina, poliéis)
no citoplasma, fornecimento de energia por ATPases para a exportacidd eleCNa
proteinas especificas de transporte para a transferéncia desses ions para o vacuolo ou
para 0s espacos apoplasticos, abastecimento adicional de 4gua mediada por aquaporinas
para manter o balanceamento osmotico (Hasegawa et al., 2000). Além disso, qualquer
estudo comparativo no campo € confrontado com o problema de que tais fatores sao
geralmente codificados por familias de genes. Para antiportéfid"Npor exemplo,
seis membros ja foram completamente sequenciados e pelo menos 40 outros sao

potenciais candidatos que ja foram reconhecidos (Xia et al., 2002).
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O genoma de Arabidopsis codifica 35 genes para aguaporina com 13 homdlogos no
subgrupo das proteinas intrinsecas de membrana plasmatica (PIP) (Jang et al., 2004).
Assim, estudos sobre o impacto da coloniza¢do micorrizica sobre a expressdo dos genes
com produtos envolvidos na tolerancia ao sal é confrontado com a multiplicidade e
complexidade dos tracos.

Em estudos de expresséo génica, pode-se concentrar somente em uns poucos genes
que sdo aparentemente de importancia primordial na toleréncia a salinidade. Em uma
abordagem com plantas micorrizadas de tomate cultivadas sob estresse induzido por
NaCl (Ouziad et al., 2006), o gene que codifica aquaporina foi reprimido nas plantas.
No entanto, a expressdo de um gene transportador‘dd"Nmovavelmente envolvido
na tolerancia a salinidade permaneceu inalterada (Sottosanto et al., 2004).

Plantas podem responder ao estresse hidrico em niveis morfoldgicos, anatémicos e
celulares com modificagbes que permitem que se evite 0 estresse ou aumente a sua
tolerancia (Bray, 1997). Uma das principais respostas de todos os organismos ao déficit
hidrico é o ajustamento osmatico. Para enfrentar a seca, muitas plantas reduzem o
potencial osmatico de suas células pela sintese e acumulagdo de osmdlitos compativeis,
tais como prolina que participa da regulacdo osmotica (Kishor et al., 1995). No entanto,
prolina também desempenha uma funcdo importante como osmolito compativel
protetor, eliminando as espécies reativas de oxigénio e facilitando a correcdo do
potencial redox alterado pela reposi¢éo do fornecimento de NABdsegawa et al.,

2000).

Acumulo de prolina ocorre, principalmente, devido a sintese de novo, apesar de
também uma reduzida taxa do catabolismo ter sido observado (Kishor et al., 1995). As
duas primeiras etapas da biossintese de prolina sdo cataljgadaspirrolina-5-
carboxilato sintetase (P5CS) por mét sua atividade y-glutamil cinase e glutamicq-

semialdeido desidrogenase. Em seguida, o A’-pirrolina-5-carboxilato (P5C) formado é
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reduzido por P5C redutase (P5CR) a prolina. A etapa limitante nessa via é representada
pela atividade y-glutamil cinase de P5CS, que € sensivel a inibicdo por feedback por
niveis relativamente baixos de prolina. Além disso, em Arabidopsis, o gene que codifica
P5CS é induzido pela salinidade, estresse hidrico, e ABA, mas o gergpimdifica

P5CR néo € induzido por essses fatores (Yoshiba et al., 1995). Assim, 0 gene que
codifica P5CS é de importancia fundamental para a biossintese de prolina em plantas
(Abraham et al., 2003).

Estudos sobre a osmorregulacdo na simbiose micorriza arbuscular sédo escassas e
contraditorias, evidenciando que h& aumento no acumulo de prolina nas plantas
micorrizadas submetidas ao déficit hidrico; entretanto, isto é variavel com o FMA
envolvido (Ruiz-Lozano & Azcén, 1997; Hasegawa et al., 2000).

Apesar do aumento na compreensédo das rela¢des hidricas em plantas micorrizadas
e 0s processos fisiolégicos envolvidos na maior tolerancia das plantas micorrizadas a
limitacdo de 4gua, ainda ha muitos aspectos desconhecidos que devem ser esclarecidos.
A base molecular da tolerédncia ao estresse hidrico em plantas micorrizadas, por
exemplo, continua longe de ser compreendida. O estabelecimento do padrdo de
expressao de genes tais como p5c¢s em plantas sob condigdes de estresse osmotico, deve
proporcionar maior entendimento sobre o papel da simbiose micorriza arbuscular no

processo de ajustamento osmético durante o estresse hidrico.
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FATORES RELACIONADOS A OCORRENCIA E AO AUMENTO DA
TOLERANCIA A CONDICOES DE ESTRESSE EM ASSOCIACAO

MICORRIZICA ARBUSCULAR

Simbiose entre as plantas e FMAs resulta na reducdo de perdas por fatores de
estresses (Munier-Lamy et al., 2007) e, consequentemente, maior crescimento das
plantas, com economia de insumos e redugédo da contaminagdo ambiental (Huang et al.
2009). Além disso, esses fungos podem atuar como agentes potenciais de controle
biolégico, amenizando os efeitos ou danos causados por fitopatdgenos, provavelmente
por meios indiretos, pois promovem melhor nutricAo das plantas e aumento da
resisténcia do sistema radicular.

Fungos micorrizicos arbusculares podem afetar o crescimento e produtividade da
planta hospedeira sob condi¢des de alta e baixa umidade (Borowicz, 2010). A resposta
das plantas a colonizacédo por FMAs depende da gravidade e da periodicidade de seca,
além de outras condi¢bes edaficas. Assim, a simbiose com FMAs pode aumentar
respostas da planta ao déficit hidrico moderado por varios mecanismos, destacando-se:
aumento da absorcao de agua a partir do solo pelas hifas (Augé et al., 2003); alteracao
dos niveis hormonais causando mudangas na condutancia estomatica (Augé et al.,
2008); aumento da turgescéncia foliar e reducdo do potencial osmaético (Wu et al.,
2006); e melhoria da nutricdo da planta hospedeira (Chen et al., 2005).

Plantas associadas aos FMAs tem frequentemente maior resisténcia ao estresse
salino, talvez com maior consisténcia do que ao estresse devido a seca. Muitos
pesquisadores tém relatado que os FMAs aumentam a tolerancia dasgolastessse
salino (Jahromi et al., 2008; He et al., 2007; Hajibolandl.e2010) por melhorar a
absorcao de agua e nutrientes pelas plantas (Asghari et al., 2005), equilibrio iénico (Giri

et al.,, 2007), e por proteger a atividade de enzimas (Rabie & Almadini, 2005). No
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entanto, sdo poucos os estudos relacionados com a influéncia da inoculagcdo de FMAs
sobre a fotossintese e rela¢des hidricas durante o estresse salino. Alguns relatos indicam
que a colonizacdo micorrizica pode melhorar o conteudo relativo de agua nas folhas de
abobrinha (Colla et al., 2008), potencial hidrico e fotossintese de plantas de milho
(Sheng et al., 2008), e a concentracdo de clorofila nas folhas de vérias espécies de
plantas (Sannazzaro et al., 2006; Colla et al., 2008).

A associacdo micorrizica pode aumentar o teor de clorofila das folhas e,
normalmente, plantas micorrizadas, crescendo sob condicbes de estresse apresentam
folhas mais verdes, sugerindo que o estresse interfere na sintese de clorofila (Colla et
al., 2008). A inoculacdo micorrizica também aumenta a absorcéo de fésforo e magnésio
e reduz as concentracdes de sédio na planta, o que por sua vez, contribui para aumentar
o teor de clorofila e, consequentemente, melhoria do desempenho geral das plantas
micorrizadas sob condi¢cOes de estresse (Sheng et al., 2008).

A salinidade afeta negativamente a formacédo e funcionamento da simbiose
micorrizica (He et al., 2007), o que € evidenciado a reducdo da colonizacdo das raizes
das plantas por alguns FMAs na presenca de NaCl (Giri et al., 2007), provavelmente
devido ao efeito direto de NaCl sobre os fungos (Juniper & Abbott).2006

Sob condi¢bes de déficit hidrico, as plantas tentam manter o seu equilibrio hidrico
acumulando solutos compativeis, nao toxicos, e que nao interferem com 0s processos
fisioloégicos normais da planta (Taiz & Zeiger, 2006). Alguns desses compostos sao a
prolina e a glicina betaina (Ma et al., 2006; Zhang et al., 2008). O acumulo desses
solutos € um indice fisiolégico sensivel de plantas em responder ao sal e outros
estresses (Peng et al., 2008).

Para as plantas sobreviverem sob condi¢cdes de estresse hidrico e salino, o ajuste do
potencial osmoético foliar € muito importante e exige equilibrio osmoético intracelular.

Assim, sob estresses hidrico e salino, as plantas acumulam alguns solutos organicos
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(prolina, acucares soluveis, glicina betaina, entre outros) e ions inorganicos para manter
maior ajustamento osmaético (Yang et al., 2009). Parece que a presenca de FMAS nas
raizes pode modificar o potencial osmotico das folhas assim como eles tém mostrado
influenciar a composicéo de carboidratos e o nivel de prolina.

Prolina € o osmalito compativel mais comum em plantas e desempenha importante
funcdo no aumento da adaptacdo das plantas a seca e a salinidade (Hasegawa et al.,
2000). Além de ajuste osmotico, essa molécula possui outras fungbes propostas em
tecidos de plantas osmoticamente estressadas: mantenedor e protetor da integridade da
membrana plasmatica (Hincha & Hagemann, 2004), fonte de carbono e nitrogénio e
eliminador de radicais hidroxilicos. O acumulo de prolina em plantas micorrizadas
sujeitas a seca foi relatado, e os efeitos variaveis da colonizagdo micorrizica sobre 0s
niveis de prolina nas plantas sob estresse salino tém sido observados. Porém, na
literatura levantada, até o presente ndo ha informacdo a respeito da influéncia da
colonizagdo por FMAs neste acumulo (Sannazzaro et al., 2007).

Além de todos os efeitos benéficos para as plantas sob condicbes de estresse ja
citados, os FMAs tornam o sistema radicular mais vigoroso e estimulam a producéo de
hormoénios vegetais pelas plantas (Yao et al., 2005). Assim, o aumento da tolerancia das
plantas ao estresse hidrico e, ou salino pode estar relacionado ao aumento na expressaa
de genes responsivos ao estresse. Estudos mostram que niveis de ABA (acido abscisico)
acumulados nas células, estimulam a expresséo de genes pelas rotas ABA- dependentes
e ABA-independentes, estimulando, assim, a producédo de prolina e glicina betaina (Taiz
& Zeiger, 2006).

Glicina betaina atua como um osmolito protetor ndo toxico durante periodos de
déficit hidrico em muitos organismos, incluindo algas, bactérias, plantas superiores e
animais (Treberg & Driedzic, 2007). E sintetizada em elevadas concentragbes em

muitas espécies de plantas em resposta aos varios tipos de estresses ambientais, atuandt
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ndo apenas como um osmoprotetor, mas também, na estabilidade de membranas e
proteinas (Oishi & Ebina, 2005). Esse composto parece ser um determinante critico da
tolerancia ao estresse. Seu acumulo é induzido sob condicbes do estresse e
correlacionado com o nivel da tolerancia (Wu et al., 2008).

Apesar do acumulo induzido de prolina em plantas sob estresse ter sido observado
(Andrade et al., 2009; Fariduddin et al., 2009), os resultados sobre os efeitos da
simbiose micorrizica nos teores deste osmolito ou de aminoacidos solUveis em
condicOes de estresse, ainda sdo escassos ou nulos. Andrade et al. (2010), constatararr
que aminoacidos soluveis o conteddo de prolina das folhas de feijdo, micorrizadas e
ndo micorrizadas, aumentaram em resposta a adicdo de Cu ao solo, sugerindo uma
resposta de estresse semelhante ao excesso desse metal no solo. No entanto, teores d
prolina nas folhas das plantas micorrizadas mostrou aumento mais pronunciado em
resposta ao Cu no solo, quando comparadas aquelas ndo-micorrizadas. Resultado este
indicativo do possivel papel deste aminoacido em plantas micorrizadas em resposta a
toxicidade de Cu, que apresentaram maior acimulo de biomassa.

O papel da associacdo micorrizica na atenuacdo do estresse causado por metais
pesados em plantas crescendo em solos contaminados tem sido reconhecido (Gohre &
Paszkowski, 2006). Melhoria do status nutricional e reduzida ou alterada absorgéo de
metais, estdo entre os maiores beneficios relacionados a associagdo micorrizica em
plantas hospedeiras sob estresse com metais (Andrade et al., 2008).

FMAs podem alterar a concentracdo de metais em plantas pela imobilizacdo nos
componentes da parede celular de hifas intra ou extra radiculares, quelacdo do metal por
compostos secretados pelos FMAs, como glomalina (Vodnik et al., 2008) ou
compartimentacdo metalica no interior células fungicas. Assim, estes fungos atuam

como um filtro para o metal, reduzindo as concentra¢des locais nos solos e criando um
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ambiente adequado para o crescimento das plantas em solos contaminados com metais
(Gohre & Paszkowski, 2006).

A associacao micorrizica pode alterar a absor¢do de metais pelas plantas (Toler et
al., 2005; Andrade et al., 2008), com relatos tanto de aumento quanto de reducédo de
suas concentracdes em tecidos vegetais. Como consequéncia de alteracdes fisioldgicas,
plantas micorrizadas tém melhor desempenho sob condicbes de estresse de metal
(Paradi et al., 2003).

Na literatura temserelatado varios mecanismos de desintoxicagdo em plantas, mas
seu modo de acdo em proteger as plantas, em associacdo ou ndao com FMAs, varia de
planta para planta. Isso também é valido para o metal utilizado, a concentracéo aplicada,
orgéo da planta, e tempo de duragdo da exposicao (Gratao et al., 2008).

Ao longo dos ultimos anos, o uso de FMAs como potencial agente biorremediador
por aumentar a tolerancia das plantas a varios agentes adversos tem recebido atencéo
crescente. Tang et al. (2009b) verificaram que a inoculacdo de FMAs pode aumentar a
degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos na rizosfera de Zea mays
Fatores de bioconcentracdo de fenantreno e pireno tendem a diminuir com o aumento
das concentracdes de fenantreno e pireno no solo. Hifas fungicas que emanavam de
raizes colonizadas por FMAs em solo contaminado por hidrocarbonetos de petréleo por
mais de 16 semanas, serviram como transportadoras (Frey-Klett et al., 2007). Em outro
estudo, Liu et al. (2004) mostraram que a inoculagcdo de FMA poderia aumentar a
atividade de enzimas no solo e, consequentemente a degradacao da benzoapireno.

O manejo do solo e o estresse ambiental causam grande modificacdo de
estruturacdo de comunidades fungicas, alterando a distribuicdo e a dominancia das
espécies. Isso ocorre devido a alteracdes bioticas e abibdticas do ambiente edafico, como
modificacdo na vegetacao (raizes) e nas propriedades quimicas do solo, especialmente,

nos componentes da acidez, na disponibilidade de nutrientes, agua, salinidade e
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contaminagdo por metais pesados. Enquanto algumas espécies de Acaulospora sao
favorecidas pelo cultivo do solo nos Cerrados, as de Scutellosfgigaspora tém a
presenca diminuida pela interferéncia antropica nesse ambiente (Moreira & Siqueira,
2006). A ocorréncia das espécies de FMAs é muito variavel, mas bastante diversa
mesmo em solos degradados.

Como as micorrizas sédo sistemas biolégicos compartimentalizados, sofrem enorme
influéncia do ambiente e de inumeros fatores edéaficos de cada componente que
influenciam de modo direto ou indireto a formacéo, o funcionamento e a ocorréncia
dessa simbiose. Os componentes e os fatores controladores apresentam interacao
constante e intensa de modo que a alteracdo em qualquer um deles exercera influéncia
sobre as micorrizas (Entry et al., 2002; Gucwa-Przepidra et al., 2007; Tang et at., 2009a
Martinez & Johnson, 2010).

A presenca de metais pesados, em concentracdes tdxicas no solo, exerce grande
influéncia sobre os FMAs. Em excesso, reduz a germinacédo dos esporos, 0 crescimento
micelial, o grau de colonizacdo e a esporulacao desses fungos, causando grande impacto
na sua ecologia e diversidade (Klauberg-Filho et al., 2005). Apesar desses efeitos, mais
de 30 espécies de FMAs foram encontradas em varias regides de solos contaminados e
algumas com alta frequéncia, como Paraglomus occultum, G. clarum, Glomus
intraradicese Scutellospora pellucida, além de colonizacdo e esporulagdo abundantes.
Mesmo em elevadas concentragdes de metais toxicos, tém sido relatadas altas taxas de
colonizacdo e densidade de esporos (Gaur & Adhoeya, 2004), mas em solos
contaminados com Cd, Zn, Cu e Pb, a riqgueza de espécies decresce com 0 nivel desses
metais no solo (Klauberg-Filho et al., 2002).

Diversos estudos evidenciam o comportamento diferenciado de FMAs em relacao
ao excesso de metais no solo, sendo conhecidos varios isolados tolerantes a diversos

metais contaminantes de solo. Considerando a importancia desses fungos para a
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ecologia das plantas, isolados tolerantes aos metais pesados sdo de grande interesse n:
revegetacdo de solos degradados pelo acumulo desses elementos.

Weissenhorn et al. (1993) e Weissenhorn et al. (1994) avaliaram a tolerancia de
isolados de Glomus mosseae obtidos de areas adjacentes, poluidas ou ndo com metais
pesados (Cd e Zn) e, também, em relagcdo a uma estirpe referéncia mantida em cultura
de laboratério. Testes de germinacdo demonstraram que isolados obtidos de areas
contaminadas apresentaram maior tolerancia a presenca de metais pesados do que
isolados obtidos de é&reas contiguas ndo contaminadas, evidenciando que diferentes
isolados de uma mesma “espécie” sdo funcionalmente distintos e apresentam
capacidade de adaptacdo a mudancas antropicas.

As respostas dos FMAs a metais pesados séo diversas a nivel de espécie ou mesmo
ecotipo (Hildebrandt et al., 2007). Por exemplo, Glomus etunicatum foi encontrado
sendo mais sensivel ao Cd, Pb e Zn do que Glomus intraradices (Pawlowska &
Charvat, 2004) e, Glomus mosseae isolado de solo poluido com metais pesados foi mais
tolerante ao Cd do que a mesma espécie isolada de substrato ndo poluido (Weissenhorn
et al., 1994).

Um bom entendimento da comunidade de FMASs sob estresse por metais pesados
pode contribuir para o reconhecimento das interacdes entre os fungos e metais pesados,
e futuramente para a revegetacdo ou fitorremediacdo em regides poluidas por metais
pesados (Hildebrandt et al., 2007). Estudos indicam que muitas espécies de plantas, tais
como Fragaria vesc¢#&iola calaminaria, Veronica rechingeri, Solidago giante, Thymus
polytrichus e Thlaspi praecox, crescendo bem em areas poluidas por metais pesados
singulares foram colonizadas por diversos FMAs, e que estes FMA isolados podem

atuar positivamente regulando a resisténcia das plantas a este tipo de estresse (Sonjak et

al., 2009 Zarei et al., 2008
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Trabalhos realizados sobre FMAs em areas preservadas e perturbadas mostram a
importancia desses fungos nos ambientes estudados (Caproni et al., 2005; Marinho et
al., 2004; Mergulh&o et al., 2007; Silva et al., 2005). Em caatinga nativa, na regiao de
Xingd, AL, Souza et al. (2003) identificaram 24 taxons de FMAs, com maior
representatividadeem Acaulosporaceae e Glomaceae. Esses autores também
observaram que os fungos formavam associacdo com a maioria das espécies vegetais
encontradas, apesar das limita¢des climaticas da regido.

Estudando a composicdo das comunidades de FMAs em areas revegetadas com
Acacia mangium apos a mineracdo de bauxita na regido de Porto Trombetas, no Par,
Caproni et al. (2005) verificaram que Glomus clarum Nicolson & Schenck e Gigaspora
margarita Becker & Hall apresentavam caracteristicas distintas de esporulacéo,
indicando adaptacBes aos primeiros estagios de recuperacdo nas areas degradadas pel:
mineragao.

Em é&rea de caatinga preservada e em area degradada por mineracao e cobre,
Bahia, Silva et al. (2005) identificaram 15 espécies de FMAs e observaram, nas areas
impactadas, forte reducdo na diversidade vegetal e na comunidade de espécies de
FMAs, afetada quantitativa e qualitativamente pela atividade mineradora. Em areas
salinizadas no Vale do S&o Francisco, em PE, Yano-Melo et al. (2003) identificaram 21
taxons de FMAs, com destaque para Glomus mosseae Gerdemann & Trappe e Glomus
intraradices, e segundo os citados autores, o primeiro ciclo de multiplicacdo em cultura-

armadilha favoreceu a esporulacdo dos FMAS, que decresceu a partir do segundo ciclo.
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GLOMALINA NO SOLO E SUA IMPORTANCIA NO SISTEMA SOLO-

PLANTA-MICRORGANISMO SOB CONDICOES DE ESTRESSE

Os FMAs também beneficiam as plantas por afetar as caracteristicas fisico-
quimicas do substrato e contribuirem para a formagdo e manutencdo da estrutura do
solo, agregando as particulas do solo por meio de hifas extraradiculares e de seus
exsudatos e residuos. Esses fungos produzem glomalina, uma glicoproteina do solo
relacionada a glomalina (GRSP), que desempenha um papel fundamental na
estabilidade da estrutura do solo (Bedini et al., 2009).

A glomalina contém cerca de 60% de carboidratos, possui N ligado ao
oligossacarideo, contém Fe, é insolivel em agua e apresenta alta hidrofobicidade, que
pode contribuir para iniciar a agregagcdo. A quantidade de glomalina imunorreativa
extraivel do solo apresenta alta correlacdo com a estabilidade dos agregados de solos de
véarias regibes do mundo (Rosier et al., 2006), podendo influenciar, indiretamente, o
armazenamento de carbono do solo através da estabilizacdo dos agregados do solo (Zhu
& Miller, 2003). Estabilidade de agregados do solo é uma das propriedades mais
importantes de controle de crescimento de plantas em ambientes &aridos e semi-aridos
por meio do controle do status hidrico solo-planta (Rillig, 2004).

Ao mesmo tempo em que séo estabilizados pelas MAs, os agregados se tornam
importante ambiente funcional e de protecdo as hifas de FMAs no solo. Esse
mecanismo resulta da acéo de hifas, da producao de polissacarideos extracelulares e de
glomalina. Em solos degradados em recuperacdo, a melhoria na agregacao é
acompanhada pela maior quantidade de raizes finas colonizadas e hifas, que pela acéo
agregante, influenciam o diametro geométrico dos agregados. Como solos bem
agregados sdo menos afetados pela erosdo e mais favoraveis ao desenvolvimento das

plantas, os efeitos das MAs na agregacdo contribuem para a produtividade e
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sustentabilidade agricola e para conservacao e funcionalidade dos ecossistemas naturai
(Finlay, 2004; Purin & Rillig, 2007).

As perdas de C no solo de ecossistemas incluem a lixiviagdo e eroséo&(Rillig
Mummey, 2006), e as unidades estruturais de solo estivel (agregados) fornecem
resisténcia contra esta erosdo. A importancia dos FMAs na reducéo de perdas por eroséo
esta relacionada ao seu papel na agregacao do solo (Rillig, 2004) e, consequentemente,
na ciclagem de nutrientes, pela diminui¢ao da lixiviacdo de C dos solos.

Metais pesados (MPs) estdo associados a uma série de componentes do solo que
determinam seu comportamento e influenciam a sua biodisponibilidade. Dependendo
das propriedades condutivas do solo, metais pesados podem ser mantidos em diferentes
fases da fracdo solo, tais como argilas minerais, ligados a 6xidos de ferro e manganés,
ligados a carbonatos e complexados a matéria organica do solo (MOS).

A fracdo orgéanica do solo é muito complexa, porém o procedimento quimico mais
comumente aceito para especiacdo de metais pesados trata-os como um agrupamento.
Extracdo dessa por¢cdo em uma Unica etapa negligencia a distribuicdo detalhada de
metais entre fragdes orgénicas individuais. Alguns estudos sugerem que MPs se ligam,
predominantemente, aos acidos fulvicos, sendo proporcional ao nivel de poluicdo. Em
contraste, a ligacdo é menos pronunciada em acidos humicos, em que uma guantidad
limitada de sitios de sorcado para os metais é assumida (Boruvka & Drabek, 2004).
Substéncias humicas, no entanto, ndo é a uUnica fragcdo da matéria organica com
capacidade de ligacédo a MPs.

Na mistura de material orgéanico insolivel em sistema aquoso (humina) ha diversos
compostos que podem contribuir significativamente para o fenbmeno de ligacado de
metais (Hayes & Clapp, 2001). Foi sugerido que um destes compostos € a gJomalina
que foi detectada em grandes quantidades em numerosos solos (Nichols, 2003), o que

tem sido atribuido ao fato de que os FMAs colonizam as raizes de aproximadamente
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80% das espécies de plantas vascularemelitgribui¢do global. Grandes “pools” de
glomalina também podem resultar de sua alta persisténcia no solo (Rillig et al., 2001).

A quantificagé@o de proteinas do solo relacionadas a glomalina (GRSP), um material
protéico alcalino-soluvel ligado aos FMAs é definida pelas condigcbes de extracao
(Nichols & Wright, 2006), cuja natureza bioquimica ainda nao foi elucidada. GRSPs
transferidas para o solo por meio do desprendimento de hifas (Driver et al., 2005),
parecem ser um complexo de repetidas estruturas monoméricas unidas por interacdes
hidrofébicas (Nichols, 2003). Elas se ligam as particulas do solo e ajuda a estabilizar
agregados (Rillig & Mummey, 2006). Além disso, contém ferro (0,04-8,8%) (Nichols,
2003), mas ndo compostos fendlicos como os taninos (Rillig et al., 2001).

GRSP podem estar ligadas a cations em quantidades que variam em diferentes
solos e, também, apresentam alta capacidade de ligagcéo a alguns metais pesados (Cu, Pt
e Cd), evidenciando-se que este sequestro pode ser importante para a bioestabilizacéo
em solos contaminados por MPs (Gonzalez-Chavez et al., 2004; Nichols, 2003; Chern
et al., 2007). Em trabalho realizado por Bedini et al. (2009), foi demonstrado que a
quantidade de Cu, Ni, Pb e Co ligada a GRSP foi de, respectivamente, 2, 3, 0,83, 0,24,
0,24% do total do teor de MPs presentes em solo contaminado, reduzindo assim a
biodisponibilidade de elementos toxicos e, consequentemente, 0 estresse da planta por
esses metais. Em outro trabalho realizado por Vodnik et al. (2008), foi demonstrado que
GRSP representou 5,4-21,2% da matéria organica do solo contaminado por MPs. Neste
caso, a quantidade de Pb ligado a GRSP variou de 0,69 a 23;4 (mgspa sedala
GRSP, que representava de 0,8-15,5% do total de Pb no solo.

A hipadtese inicial, formulada por Wright et al. (1996), afirmou que a glomalina é
secretada no solo pelos FMAs onde poderia ajudar na agregacéo do solo. Este modelo
foi diretamente baseado na correlacdo observada entre as concentracdes de GRSP com &

estabilidade de agregados do solo em agua. O aumento da agregacdo do solo

34



beneficiaria tanto o hospedeiro quanto os FMAs associados, 0 que justificaria o "custo”
energético da producéo glomalina.

Evidéncias experimentais sugerem que as relagbes entre a producdo de glomalina,
agregacédo do solo e melhoria do crescimento das hifas extraradiculares de FMA podem
de fato existir (Bedini et al., 2010). No entanto, FMAs também parecem produzir GRSP
em solos em que a matéria organica nao € o principal agente de ligacdo do solo, e onde
GRSP e agregacdo do solo ndo sao correlacionados entre si (Rillig et al., 2003). Isto
sugere que a promoc¢ado da agregacao do solo pode nédo ser a funcdo principal de
glomalina. Além disso, as comunidades de FMAs e muitos outros grupos da biota do
solo, lucram com uma estrutura melhorada do solo (Niklaus et al., 2003), o que torna
talvez pouco provavel que a promocado da agregacao do solo seja a funcéo priméria da
glomalina.

H& poucos relatos da ocorréncia de proteinas do choque térmico (Hsp), que incluem
chaperonas, em Glomeromycota, além de glomalina. Com o uso da espécie de FMA G.
intraradices, Porcel et al. (2006) demonstraram a expressdo de uma proteina Hsp de
baixo peso molecular (30 kDa), que melhorou a tolerancia das plantas ao estresse
hidrico. Driver et al. (2005), utilizando sistema de cultivo in vitro, constataram que 80%
da glomalina quantificada estava presente no micélio fungico ao invés de no meio
liguido de cultivo. Este resultado sugere que uma funcao primaria da glomalina pode
estar na subsisténcia do fungo, apesar do sistema utilizado ser um ambiente artificial.
Essa nocao €, naturalmente, apoiada pela constatacdo de que glomalina € homdloga da
proteina putativa do choque térmico.

Com base nas observagdes anteriores, Purin & Rillig (2007) propuseram um novo
modelo de funcéo para a glomalina. Este modelo tem os seguintes componentes-chave:
(a) glomalina tem (ou teve) uma funcéo celular primaria, como chaperonas. E sabido

gue algumas chaperonas tem a capacidade de atuar como sinal, resultando em aumento
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da termotolerancia e controle da viabilidade dos esporos; (b) outra funcdo tem sido
adquirida relativa a localizacdo de proteinas de paredes e os efeitos asobre
compatibilidade do micélio; (c) a fungdo ambiental no contexto da agregacédo do solo

surgiu secundariamente, como um subproduto da funcao fisiolégica priméaria.

CONCLUSOES

Sob diversas condicbes de estresse, a maioria das plantas superiores sao
colonizadas por FMAs, que podem ter varios efeitos benéficos no crescimento da
planta. Como as micorrizas sdo sistemas biologicos compartimentalizados, sofrem
enorme influéncia do ambiente e de inUmeros fatores edaficos de cada componente que
influenciam de modo direto ou indireto a formacao, o funcionamento e a ocorréncia das
MAs. Os componentes e os fatores controladores apresentam interagdo constante e
intensa de modo que alteracbes em qualquer um deles exercera influéncia sobre as
micorrizas. Poucos séo os trabalhos que examinam com detalhes os fatores capazes de
afetar a sobrevivéncia de FMAs especificos em seus habitats naturais. Ao contrario, 0s
efeitos de fatores fisico-quimicos sobre as plantas sdo amplamente relatados. Estudos
sobre os fatores que podem regular o estabelecimento e o funcionamento de MA e as
alteracfes bioquimicas, fisiolégicas e moleculares em ambos o0s simbiontes durante
condicbes de estresse biotico e abidtico tém sido realizados nos ultimos anos
Entretanto, a elucidacdo desses mecanismos ainda estd longe de ser concluida. A
limitada informacdo sobre a genética dos FMAs e as dificuldades encontradas para a
realizagdo destes estudos, que é dificultado pelo simbiotrofismo obrigatério e pela
complexidade gendémica dos fungos, tem contribuido para limitacdo do conhecimento

dessa simbiose.
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CAPITULO I

GLICINA BETAINA E  Glomus clarunALTERAM A ALOCACAO DE
NUTRIENTES E PRODUCAO DE BIOMASSA EM PLANTAS DE Jatropha

curcasSOB CONDICOES DE ESTRESSE HIDRICO

RESUMO

As associacdes micorrizicas arbusculares (MA) promovem melhorias no
crescimento e desenvolvimento das plantas sob condi¢cbes de baixa disponibilidade de
agua por, possivelmente, favorecerem as respostas das plantas ao déficit hidrico,
podendo ser a glicina betaina (GB) um dos compostos induzidos relacionados a maior
tolerancia nestas condi¢cdes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacéo
exdgena de GB e da inoculacdo de Glomus clarum na alocacdo de nutrientes e
acumulacdo de biomassa em plantas de Jatropha curcas em condi¢do de déficit hidrico.
Plantas de J. curcas foram inoculadas ou ndo com esporos de G. clarum. Apés 60 d da
inoculacdo, metade das plantas recebeu aplicacéo foliar de GB, durante quatro dias.
Apés esse periodo, as planttasram submetidas ou ndo ao estresse hidrico pela
suspensao da irrigacdo. A alocacdo de biomassa para as raizes foi maior, cerca de 26 %,
em plantas com déficit hidrico, tratadas com GB e inoculadas com G. clarum ou
naquelas bem irrigadas e tratadas com GB, enquanto que naquelas sem deficiéncia
hidrica, tratadas com GB e inoculadas com G. clarum esse valor foi menor que 19 %. A
alocacdo de biomassa para as folhas (ABF) foi severamente afetada pela imposicado do
déficit hidrico que foi de 6,79 %, comparada com as plantas sem deficiéncia hidrica que
foi de 32,27%. As plantas inoculadas com G. clarum apresentaram alta eficiéncia em
assimilar nutrientes, principalmente fosforo (P), sendo este efeito mais acentuado sob
condicao de estresse hidrico. Colonizacdo com G. clarum e GB aumentou o contetdo de

potassio (K) em plantas sob déficit hidrico. Em conclusdo, G. clarum e GB podem
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amenizar e, simultaneamente, compensar as limitagbes de crescimento impostas por
condicdes de déficit hidrico, desempenhando, portanto, um papel essencial na tolerancia

ao estresse e na producao de biomassa por J. curcas.

Palavras- chave:FMA, Glomus clarum, Déficit hidrico, Biodiesel, Biomassa, Fosforo

1. INTRODUCAO

O beneficio da associacdo micorrizica arbuscular (MA) na nutricdo de plantas é
bem conhecida |2 Entretanto, essa associacao pode resultar na reducéo de perdas por
estresses [3, 4] e, consequentemente, favorecem o crescimento vegetal, com economia
de insumos, em condigbes ambientais ndo ideais para o desenvolvimento das plantas.

Em muitas regides aridas e semi-aridas, o estresse hidrico tem limitado a
produtividade das culturas [6] e a inoculagdo com FMAs pode melhorar as relagbes
hidricas de muitas plantas. Porcel e Ruiz-Lozano [7] verificaram que o potencial hidrico
foliar foi maior em soja micorrizada do que em plantas correspondentes né&o
micorrizadas. No entanto, os mecanismos pelos quais os FMAs melhoram a tolerancia a
seca e normalizam o fluxo de agua nas plantas hospedeiras ainda nédo estéo claros.

Em condic¢des de déficit hidrico, alguns organismos, como algas, bactérias, plantas
superiores e animais [8], apresentam mecanismos de ajustamento osmoético pela sintese
de solutos organicos como a glicina betaina (GB). A GB é sintetizada em elevadas taxas
em muitas espécies de plantas em resposta a varios tipos de estresses ambientais, por
atuar ndo apenas como um osmolito, mas também na estabilidade de membranas e
proteinas [9]. Seu acumulo é induzido em condi¢bes de estresse sendo correlacionado
com o nivel de tolerancia das plantas]|{10

A funcdo de GB no mecanismo de tolerancia a seca ainda néo foi perfeitamente

compreendido. No entanto alguns trabalhos tém revelado resultados interessantes a
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partir de experimentos com aplicagédo de GB e por producado de plantas geneticamente
modificadas [11, 12]. De uma forma geral, plantas cultivadas sob baixa disponibilidade
hidrica acumulam mais GB do que aquelas adaptadas ao cultivo irrighdo [13

O pinhdo manso (Jatropha curdak uma planta considerada tolerante a seca por
se desenvolver razoavelmente bem em solos pobres, necessita de boa fertilidade do solo
e indices pluviométricos acima de 600 mm para a obtencdo de alto potencial de
producdo de sementes [14]. A dependéncia micorrizica de J. curcas, apesar de
reconhecida [3], ainda carece de estudos mais detalhados. No entanto, caracteristicas
atribuidas a cultura como rusticidade, tolerdncia a seca, baixa exigéncia nutricional,
entre outras, podem estar relacionadas a producdo de GB e, ou a dependéncia
micorrizica dessa espécie.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da aplicacG® @eda

inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares na alocagdo de biomassa e nutrientes

em plantas de J. curcas sob condi¢des de estresse hidrico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. In6culo fangico e cultura monoaxénica
Utilizou-se esporos de FMA, Glomus clarum, mantidos e meio M, pH 5,5 com 0,4
% de Fitagel (Bécard e Fortin, 1988), pertencente a colecdo do Laboratério de

Associacoes Micorrizicas/BIOAGRO/UFV.

2.2. Estratégia experimental e tratamentos aplicados

Sementes de Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) foram lavadas em agua destilada
esterilizada e desinfestadas superficialmente em solu¢cdo de hipoclorito de soédio
(NaOCl) 4 % (v/v) por 15 min, seguidas de lavagem agua destilada esterilizada e a
remocao do tegumento. ApoOs a retirada do tegumento, as mesmas foram imersas em
solucédo de NaOCI 4 % (v/v) por 15 min, seguidas de trés lavagens sucessivas em agua
destilada esterilizada. Posteriormente, foram colocadas para germinar em bandejas
contendo areia esterilizada, e mantidas em casa de vegetacdo, sendo irrigadas
diariamente. Quinze dias apds a germinacao, as plantulas obtidas foram transplantadas
para vasos contendo substrato esterilizado constituido de uma mistura de solo e areia
(1:1, v/v) e inoculado com cubos de meio de cultura contendo hifas, raizes de cenoura
transformada e 100 esporos do FMA G. clarum. No controle, as plantas foram
transplantadas para vasos contendo cubos de meio de cultura com raizes de cenoura
transformada sem FMA. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacéo, sob
luz natural. As plantas regadas diariamente e, quando necessario, aplicada solucao
nutritiva de Clark (Clark, 1975), com metade da forca para P.

Apés 60 dias da inoculacdo com G. clarum, as plantas foram submetidas a

diferentes tratamentos hidricos (Tabela 1).
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2.3. Massa vegetal, teor de nutrientes e colonizacao micorrizica

As massas frescas das folhas, caule e sistema radicular foram determinadas
separadamente. Posteriormente, foram colocadas em estufas de ventilacéo forcada, a 70
°C até obtencdo de massa constante para determinacdo da massa seca.

O material vegetal foi moido em moinho elétrico e digerido numa mistura nitrico-
perclorica (3:1; v/v) para determinagdo dos teores de nutrientes. Os teores de Ca, Mg e
Fe foram determinados por espectrofotometria de absor¢cdo atdmica; o teor de K, por
fotometria de chama; e o P, colorimetricamente pelo método da vitamina C, modificado
por Braga e Defelipo [18]. Também foram avaliados os teores de nitrogénio total pelo
método micro Kjeldahl [19].

A colonizacao radicular por G. clarum foi estimada pelo método da contagem em
placa marcada [20], apds a descoloracéo e posterior coloracdo, conforme Giovannetti e
Mosse [2]

A eficiéncia de utilizacdo de nutrientes foi definida como a quantidade de biomassa
produzida por unidade de nutrientes nos tecidos vegetais. Ela foi calculada pela relacao:
Biomassa/ % ou teor de Nutrientes [5].

Os tratamentos foram dispostesn delineamento de blocos casualizados, em
esquema fatorial, com seis repeticées. Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Duncan, a 10% ou 5% de

probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1. Colonizacdo micorrizica e producdo de biomassa
Plantas ndo inoculadas ndo apresentaram colonizacdo por FMA. Todas as plantas

inoculadas apresentaram alta porcentagem de colonizacdo, sendo a menor porcentagem
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de 85,3 %, observada em plantas inoculadas e que foram submetidas ao déficite hidrico
e tratadas com GB (Figura 1).

Deficiéncia hidrica, aplicagdo foliar de GB, e inocula¢cdo com G. clarum, afetaram
a producéo e o acumulo de biomassa (Figuriaior parte da biomassa foi acumulada
no caule de plantas de J. curcas e a imposicdo do estresse hidrico fez com que as plantas
investissem mais na produgdo de biomassa para o caule. Quando submetidas a esta
condicédo, a alocacdo de biomassa para o caule (ABC) foi maior. Acimulo de biomassa
nas folhas (ABF) reduzise com a imposicdo da deficiéncia hidrica. Micorriza
arbuscular e GB contribuiram para maior alocagdo de biomassa para as raizes (ABR)

durante a imposic¢ao do estresse hidrico (Figura 2).

3.2. Teores e eficiéncia no uso de nutrientes

A inoculacdo das plantas de J. curcas com G. clarum n&do aumentou o teemde N
plantas de J. curcas. Entretanto, plantas micorrizadas absorveram mais P, especialmente
quando estavam sob déficit hidrico (Tabela 2). Déficit hidrico aumentou os teores de K,
Ca e Mg nas plantas (P < 0,1), e a combinacdo de G. clarum e a alicacamiol@B
aumentou ainda mais os tesdesses nutrientes em plantas com déficit hidrico.eNest

tratamento, foram observados os maiores teorég (f2 < 0,1).

3.3. AocacaodeN, P,Ke Ca

A imposig¢édo do estresse hidrico alterou a alocacdo de N e Ca em plantas de J.
curcas (Figura 3a e 4a). Quando as plantas foram inoculadas com G. clarum, a alocacao
de N para raizes foi significativamente superior, independente da deficiéncia hidrica (P
< 0,1). Entretanto, quando a alocacdo de Ca foi analisada, verificou-se que a inoculacéo
com G. clarum néo foi suficiente para aumentar a alocacéo deste nutriente para folhas e

raizes.

55



Micorriza arbuscular e GB alteraram positivamente a alocacéo de P para raizes das
plantas (Figura 3b). Entretanto, em folhas de J. curcas estas condi¢bes fizeram com que
menor quantidade de P fosse alocado para esta parte das plantas.

Quando as plantas de J. curcas foram submetidas ao estresse hidrico, a alocacéo de
K para folhas foi afetada positivamente pela inoculagdo com G. clarum, sendo que
tratamento com GB alterou a alocacdo de biomassa para raizes também quando estresse

hidrico foi imposto, independente da inoculagdo com G. clarum (Figura 4b).

4. DISCUSSAO

Colonizagcao micorrizica foi maior nas plantas que nédo foram submetidas a
condicao de estresse hidrico (Figura 1), evidenciando a alta dependéncia micorrizica de
J. curcas para alcancar melhor desenvolvimento, como observado por Carvalho [36],
que verificou porcentagem de colonizagcdo micorrizica superior a 75% em condi¢des de
campo.

Plantas micorrizadas de J. curcas foram mais eficientes na utilizacdo de nutrientes
em condicdes de estresse hidrico do que plantas ndo micorrizadas e bem irrigadas
(Tabela 2b). A simbiose micorrizica € um componente-chave que auxilia as plantas a
lidar com condi¢cdes ambientais adversas [4]. Compreender as respostas das plantas
jovens é particularmente importante para a elucidacdo dos mecanismos de sensibilidade
e tolerancia ao déficit hidrico.

A aplicacdo de GB em plantas micorrizadas de J. curcas resultou em aumento da
biomassa veget& maior alocacdo de biomassa radiculas plantas sob déficit hidrico
(Figura 2). Pequenas moléculas organicas, incluindo solutos organicos e inorganicos
podem proteger as plantas contra o déficit hidrico [23]. A aplicacdo destas moléculas

em mudas de plantas micorrizadas resultou em aumento da biomassa vegetal nestas
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plantas. Plantas de J. curcas sob déficit hidrico, tratadas com GB e inoculadas com
FMAs apresentaram maior alocacdo de biomassa radicular que plantas sob estresse
hidrico que ndo receberam estes tratamentos. Segundo Achten €}, dl. 24cas faz

um medio ou intermediério investimento em biomassa foliar, quando bem irrigadas, em
comparacao com outras arvores e arbustos tropicais e pode crescer no limiar do estresse
hidrico (40 % de agua disponivel para planta) sem alterar a forma do caule e seu padrao
de alocagédo de biomassa. Neste estudo, o padrdo de alocagdo de biomassa para folhas
foi alterado pela imposi¢cédo do estresse hidrico e nem mesmo a inoculacdo com FMAs e
a aplicacéo foliar de GB foi capaz de revdoté=ste comportamento nao foi verificado
quanto a alocacdo de biomassa para o caule, em que plantas sob estresse hidrico
apresentaram maior alocacao de biomassa para este local.

Os efeitos benéficos dos FMA em plantas sob estresse hidrico podem estar
relacionados a maior absor¢do de agua, nutrientes e da atividade fotossintética [25].
Plantas micorrizadas desenvolvem um sistema radicular mais vigoroso, o que a torna
mais eficaz na absorcdo de nutrientes [26]. As plantas, entdo, convertem maior
quantidade de fotossintatos para o desenvolvimento da raiz para aumentar a sua
capacidade de absorgcao 27

Os resultados sobre o uso de nutrientes indicam a alta eficiéncia do fungo G.
clarum no uso destes nutrientes por planta3.darcas. Interessantemente, este efeito
foi mais acentuado sob condi¢Bes de estresse hidrico, onde a aquisi¢cdo de nutrientes
pelas plantas é mais limitada, o que evidencia a importancia da presenca do fungo
nestas condi¢cdes. Plantas micorrizadas de J. curcas mostraram-se mais eficientes na
utilizacdo de N, P, K, Ca, Mg e eencondicdes de estresse hidrico (Tabela 2b).

A contribuicdo de FMAs na acumulacdo de Mg e Fe em plantas € bastante
controversa. Em bananeiras, por exemplo, foi verificado maior acimulo de Mg em

plantas inoculadas com G. clarum ou Acaulospora scrobicelata plantasontrole
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do que em plantas inoculadas com Glomus etunicatum [39]. Aumento na absor¢cao de
Mg é relatado em plantas micropropagadas de J. curcas inoculadas com G. clarum [37]
e em folhas de Cherimoya [38]. Com relacdo ao nutriente Fe, para a maioria das
espécies de plantas associadas a FMAs j4 estudadas, a associacdo micorrizica arbusculal
nao tém desempenhado grandes efeitos paaamento da absor¢céo deste nutriente
pelas plantas [40], provavelmentes pela grande abundancia desse nutriente nos solo de
modo geral. Entretanto, algumas espécies de FMAs tem se mostrado mais eficientes em
relacédo a outras, o que foi verificado por Miransari et al. [41], que estudando diferentes
isolados de FMAs associados a plantas de milho, verificou que Glomus etunicatum (Ird)
mas nao Glomus mosseae (Canad4) aumentou a absorcao deste nutriente pelas plantas.

Em condicdes de estresse hidrico, a inoculagdo com G. clarum aumentou o
contetdo de P em comparacdo com as plantas bem irrigadas (Tabela 2). Plantas néo
micorrizadas sob estresse hidrico apresentaram menor contetdo de P quando
comparadas a plantas colonizadas por G. clarum sob déficit hidrico. Esses resultados se
contrapdem as informacgdes relatadas por diferentes trabalhos realizados em plantas de
citros [23]. Além disso, Subramanian et al. [28] observaram que plantas de tomateiro
micorrizadas apresentaram contetdo de P maior tanto na raiz quanto na parte aérea das
plantas, independentemente da intensidade do estresse hidrico.

A disponibilidade e a concentracdo de P pode afetar o equilibrio de agua no
hospedeiro. Por exemplo, condutancia estomatica pode ser influenciada por deficiéncia
de P. Koide [29] sugeriu que o aumento da condutancia estomatica e da taxa de
transpiracdo em plantas micorrizadas pode ser devido a melhoria na capacidade
fotossintética mediada por P.

Aumento na absorcdo de K em plantas de J. curcas colonizadas por G. clarum,
pode indicar que este ion esta envolvido nos mecanismos de tolerancia dessas plantas

em condi¢cdes de déficit hidrico (Figura 4b). Quando a agua no solo é limitada, as
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plantas sofrem perda de turgor e murchamento - sintomas tipicos de deficiéncia de K
[30]. Acumulando-se no vacuolo, K desempenha papel importante, por ajudar a manter
um nivel elevado de 4gua nos tecidos. O acumulo de K verificado nos tecidos de plantas
micorrizadas sob estresse hidrico, neste estudo, pode ter contribuido para a reducéo do
potencial osmotico e aumento da pressao de turgescéncia.

Em plantas superiores, K afeta a fotossintese em vérios niveis. O papel do K na
fixacdo de CQfoi demonstrado, e um aumento no teor de K nas folhas é acompanhado
por aumento nas taxas de fotorrespiracao e fotossintese [31, 32]. O potassio € um dos
mais importantes solutos inorganicos, e tem papel importante em processos como
extensdo celular, transporte de solutos no xilema e balanco de agua [30, 4]. Extenséo
celular é, entre outros fatores, uma consequéncia do acumulo de K. Nas células
vegetais, potassio € necessaria ndo s6 para a estabilizacdo do pH no citoplasma, mas
também para aumentar o potencial osmético no vacuolo [30].

Plantas micorrizadas de J. curcas que receberam aplicagéo foliar de GB foram mais
eficientes no uso de N sob condi¢des de estresse hidrico (Tabela 2b). Devido a grande
demanda de N pelas plantas e ao déficit hidrico impedir a mobilidade de igu® NO
solo para a planta, a colonizagcado micorrizica € importante para o status nutricional de N
da planta hospedeira em tais condi¢des. O efeito direto dos FMAs na aquisicdo de N por
plantas crescendo em solos sob condi¢cbes de déficit hidrico tem sido observado [33].
Subramanian e Charest [34] relataram que o0 micélio externo tem a capacidade de
transporte de 40% do N sob condi¢cdes de seca moderada, o que modifica a aquisicéo de
N e assimilacdo pelas raizes da planta hospedeira. Azcon- Aguilar et al. [35] relataram
que as plantas micorrizadas tem maior acesso as formas de N que n&o estdo disponiveis
para plantas ndo micorrizadas, o que auxilia na manutengédo do status nutricional da

planta hospedeira em condi¢des de déficit hidrico. Neste estudo, plantas micorrizadas de

59



J. curcas que receberam aplicacdo foliar de GB mostraram-se mais eficientes na

utilizacdo de N sob condi¢des de estresse hidrico.

5. CONCLUSOES

Sob condic¢des de déficit hidrico, a colonizacdo de J. curcas por G. clarum aumenta
a absorcao de nutrientes essenciais pelas plantas, alterando a distribuicdo de biomassa e
nutrientes, caracteristicas estas que aumentam a robustez desta planta as condicBes de
estresse hidrico, uma vez que o baixo indice pluviométrico € uma condi¢do limitante da
producdo de sementes.

G. clarum e GB aumentam a absorcdo de nutrientes em condicbes de déficit
hidrico, devendo desempenhar um papel importante na tolerancia ao estresse e producao

de biomassa em J. curcas.
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Figura 1. Porcentagem de raizes de plantas de Jatropha curcas colonizadas por Glomus
clarum sob diferentes condi¢cBes hidricas (suspenséo da rega - DS e bem irrigadas -
WW), inoculadas com G. clarum (I) e tratadas com glicina betaina (GB). Médias

seguidas de letras iguais entre os tratamentos, ndo diferem entre si a 5 % de

probabilidade pelo teste de Duncan. As barras representam o desvio padrao.
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Figura 2. Alocacéo de biomassarpdolha (ABF - =), caule (ABC g) e raiz (ABR -

m) e *biomassa total (g plantp em plantas de Jatropha curcas sob diferentes

tratamentos hidricos (suspensédo de rega - DS e bem irrigdda§,-inoculadas com

Glomus clarum (I) e tratadas com glicina betaina (GB). Médias seguidas de letras iguais

entre os tratamentos, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Figura 3. Alocacao de N (a) e P (b) para fol#ePF -m), caule (APCg) e raiz (APR -

m) de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas -
WW e suspensao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com
glicina betaina (GB). Médias seguidas de letras iguais entre os tratamentos, ndo diferem

entre si a 10% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Figura 4. Alocacao de Ca (a) e K (b) para fol#ePF -m), caule (APCg=) e raiz (APR

- m) de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas -
WW e suspensao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com
glicina betaina (GB). Médias seguidas de letras iguais entre os tratamentos, nao diferem

entre si a 10 % de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Tabela 1.Descricado dos tratamentos hidricos aplicados em plantas de J. curcas apoés a

inoculacao das plantas com o FMA G. clarum.

Tratamento Descricao

WWwW Plantas bem irrigadas

WWI Plantas inoculadas com G. clarum e bem irrigadas

DS Plantas submetidas ao déficit hidrico

DSI Plantas inoculadas com G. clarum e submetidas ao déficit hidricc
GB + WW Plantas bem irrigadas e tratadas com Glicina betaina (GB)
GB + WWI Plantas bem irrigadas e inoculadas com G. clarum e tratadas cor
GB + DS Plantas tratadas com GB e submetidas ao déficit hidrico
GB + DSI Plantas inoculadas com G. clarum e tratadas com GB, submetic

déficit hidrico
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Tabela 2. Teores de N, P, K, Ca, Mg e Fe (A) e eficiéncia de utilizacdo de nutrientes
(%) (B) em plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem
irrigadas - WW e suspensao de rega - DS), inoculadas (I) ou ndo com Glomuseclarum

tratadas com glicina betaina (GB).

Tratamento N P K Ca Mg Fe

A seeeeseereeeeeeeeeeeneeens (dag/Kg)--rerrereerreernessasnees (mg/Kg)
DS 4,02b 0,25b 4,57a 1,30bc 1,03b 578,75¢c
DSI 3,74c 0,31a 4,04ab 0,97c 0,76cd 827,00c
ww 3,49cde  0,25b 4,20ab 1,31bc 0,71cd 1484,0@b
WWI 3,38de 0,27b 3,80b 1,29bc 0,72cd 622,50c

GB+WW 4,31a 0,26b 4,24ab 1,15bc 0,82c 1237,50b
GB+WWI  3,63cd 0,21c 2,99c 1,19bc 0,58d 1522,75ab
GB+DS 3,24e 0,22bc 4,20ab 1,55ab 1,26a 1457,25ab
GB+DSI 3,44de 0,31a 4,64a 1,89a 1,16ab 1860,00a

B ceeeeeesereeeessneeessneeessneeeens Qo) s
DS 0,60c 8,20b 0,53c 1,86bcd 2,22b  31,76bc
DSI 1,34a 15,93a 1,16a 5,86a 6,09a 57,80a
WW 0,11d 1,37c 0,09d 0,42d 0,45¢c 3,71e
WWI 1,03b 14,99a  0,84b 3,26b 4,56a 49,76ab
GB+WW 0,34cd 5,09bc 0,34cd 1,58cd 1,53bc 18,20cde
GB+WWI  0,96b 16,84a 1,08ab 3,04bc 541a 11,24de
GB+DS 0,43c 6,07b 0,35cd 1,04d 1,34bc 25,95cd
GB+DSI 1,35a 17,41a 1,06ab 2,82bc 4,67a 32,15bc

" Médias seguidas de letras iguais entre os tratamentos, n&o diferem entre si a 10 % de

probabilidade pelo teste de Duncan.
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CAPITULO Il

GLICINA BETAINA E MICORRIZA ARBUSCULAR ALTERAM A
FOTOSSINTESE E A EFICIENCIA DO USO DA AGUA EM PLANTAS DE
Jatropha curcaSOB ESTRESSE HIDRICO

RESUMO

O investimento maci¢co em novas plantagées de pinhdo-manso em todo o mundo
ndo é suficientemente baseado em conhecimento cientifico sobre a sua fisiologia. Por
esta razdo plantacBes de pinhdo-manso localizadas em regifes aridas e semi-aridas tém
mostrado que a produtividade nestas areas esta muito abaixo de seu potencial e,
evidéncias indiretas sugerem o déficit hidrico como principal fator limitante. O objetivo
deste trabalho foi investigar o efeito da associa¢do micorrizica arbuscular e da aplicacéo
foliar de glicina betaina (GB) em plantas de Jatropha curcas, submetidas ao estresse
hidrico. Plantas de J. curcas foram inoculadas ou ndo com esporos de Glomug clarum
apos 60 dias da inoculagéo, parte das plantas recebeu aplicacao foliar de GB durante
quatro dias. Apds tratamento com GB, parte das plantas foi submetida ao estresse
hidrico pela suspensdo da irrigacdo. G. clarum e GB modificaram as respostas das
plantas ao déficit hidrico. Plantas inoculadas com G. clarum exibiram maior eficiéncia
no uso da agua quando submetidas ao estresse hidrico, diferente de plantas tratadas com
GB que apesar de apresentarem potencial hidrico foliar mais negativo, ndo foram téo
eficientes no uso da 4gua. Plantas tratadas com GElarum durante déficit hidrico
exibiram ajustamentos significativos na captacgao e dissipagéo da luz e alta concentracéo
de clorofila. Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que G. @arum
GB podem ser utilizados como fator de atenuacdo das consequéncias do estresse hidrico

em plantas de J. curcas.
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Palavras-chave FMA, Glomus clarum, Déficit hidrico, Biodiesel, Fotossintese.

1. INTRODUCAO

A crescente expectativa em torno de culturas que representem potenciais fontes de
matéria prima para a producgdo de 6leo com fins energéticos tem resultado na demanda
de informacdes acerca de espécies oleaginosas como Jatropha curcas. Essa espécie
cresce nas mais diversas areas, mas pode ter a produtividade comprometida, em regides
aridas e semi-aridas (Maes et al., 2009).

Por raz@es, tanto técnica como econémica, o potencial de producdo de J. curcas
esta longe de ser alcancado. Além das restricbes agron6micas, socioeconémicas e
institucionais, as colheitas previstas por programas de melhoramento estdo falhando
globalmente (Divakaraet al., 2009). Programas anteriores de pesquisa, lancados no
Brasil, Nicaragua e na India, envolvendo plantacbes em grande escala, indicaram que a
produtividade das culturas é muito baixa para ser comercializada e, em casos extremos,
as plantagdes néo conseguiram produzir os frutos (Divakaraet al., 2009).

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo fungos de solo formadares d
relacdo mutualista mais comum na natureza, as micorrizas arbusculares, formadas entre
esses e as raizes de aproximadamente 80% das plantas terrestres, com origem presumida
ha aproximadamente 460 milh6es de anos atras (INVAM, 2012). Os FMAs podem
afetar o crescimento e a produtividade da planta hospedeira sob condicbes de alta e
baixa umidade do solo (Augeé, 2001), aumentando as respostas da planta ao déficit
hidrico por varios mecanismos, destacando-se: aumento da absorcao de agua a partir do
solo pelas hifas (Augé et al., 2003); alteracdo dos niveis hormonais, causando mudancas
na condutancia estomatica (Augé et al., 2008); aumento da turgescéncia foliar e reducéo

do potencial osmotico (Wu e Xia, 2006); e melhoria da nutricdo da planta hospedeira
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(Chen et al., 2005). Em muitas regides aridas e semi-aridas o estresse hidrico tem
limitado a produtividade das culturas (Maggio et al., 2000). Nestas condicdes, o
potencial hidrico foliar €, normalmente, maior em plantas micorrizadas do que em
plantas ndo micorrizadas (Porcel e Ruiz-Lozano, 2004). No entanto, os mecanismos
pelos quais os FMAs melhoram a tolerancia a seca e o fluxo de agua nas plantas
hospedeiras continua obscuro.

Glicina betaina (GB) atua como um osmodlito protetor ndo toxico durante periodos
de déficit hidrico em muitos organismos, incluindo algas, bactérias, plantas superiores e
animais (Treberg e Driedzic, 2007). E sintetizada em elevadas concentragdes em muitas
espécies de plantas em resposta aos varios tipos de estresses ambientais, atuando nac
apenas como um osmoprotetor, mas também na estabilidade de membranas e proteinas
(Hamilton e Heckathorn, 2001; Oishi e Ebina, 2005). Esse composto parece ser um
determinante critico da tolerancia ao estresse. Seu acumulo é induzido sob condicfes de
estresse sendo correlacionado com o nivel de tolerdncia da planta (Moghaieb et al.,
2004; Wu et al., 2008). GB tem sido apontada como responsavel pela tolerancia de
plantas ao estresse hidrico via preservacdo do equilibrio osmoético e estabilizando
estruturas quaternérias de proteinas complexas, membranas e muitas unidades
funcionais como complexo de evolugdo de d® PSIl (Allakhverdiev et al., 2003;
Hincha, 2006). A funcdo protetora de GB parece ndo depender apenas de sua
capacidade osmoprotetora, mas também de efeitos fisiolégicos e fisico-quimicos
especificos na resposta das plantas ao estresse (Demiral e Turkan, 2006). Pesquisas
relacionadas a funcdo de GB na tolerancia a seca envolvem mecanismos bioquimicos
gue podem ser estudados de duas formas: pela aplicaGi® (léa et al., 2006) e pela

producao de plantas melhoradas geneticamente (Zhou et al., 2008).
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O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da associacdo micorrizica
arbuscular e da aplicacao foliar de GB na atividade fotossintética e na eficiéncia do uso

da 4gua em plantas de J. curcas, submetidas a estresse hidrico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. In6culo fangico e cultura monoaxénica
Utilizou-se esporos de FMA, Glomus clarum, mantidos e meio M, pH 5,5 com 0,4
% de Fitagel (Bécard e Fortin, 1988), pertencente a colecdo do Laboratério de

Associac¢des Micorrizicas/BIOAGRO/UFV.

2.2. Material vegetal, condi¢Bes de crescimento e estratégia experimental.

Sementes de Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) foram lavadas em agua destilada
esterilizada e desinfestadas superficialmente em solugdo de hipoclorito de sodio
(NaOCl) 4 % (v/v) por 15 min, seguidas de lavagem agua destilada esterilizada e a
remocdo do tegumento. Apds a retirada do tegumento, as mesmas foram imersas em
solucdo de NaOCI 4 % (v/v) por 15 min, seguidas de trés lavagens sucessivas em agua
destilada esterilizada. Posteriormente, foram colocadas para germinar em bandejas
contendo areia esterilizada, e mantidas em casa de vegetacdo, sendo irrigadas
diariamente. Quinze dias apds a germinacao, as plantulas obtidas foram transplantadas
para vasos contendo substrato constituido de uma mistura de solo e areia (1:1, v/v) e
inoculado com cubos de meio de cultura contendo hifas, raizes de cenoura transformada
e 100 esporos do FMA G. clarum. No controle, as plantas foram transplantadas para
vasos contendo cubos de meio de cultura com raizes de cenoura transformada sem

FMA. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, sob luz natural, as
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plantas regadas diariamente e, quando necessario, aplicada solucdo nutritiva de Clark
(Clark, 1975), com %2 da forca para P.

Apds 60 dias da inoculacdo com G. clarum, as plantas foram submetidas a
diferentes tratamentos hidricos (Tabela 1).

O tratamento com GB foi realizado pulverizando as folhas das plantas com solucéo
aquosa de GB a 100 mM em Tween 20 a 1%, duas vezes por dia, durante quatro dias.
As plantas controle foram pulverizadas solucdo aquosa de Tween 20 a 1%. ApOs este
periodo, as plantas foram submetidas a déficit hidrico induzido pela suspensédo da
irrigacao por dois dias, quando foram feitas as avaliagoes.

Os tratamentos foram dispostos no delineamento de blocos casualizados, em

esquema fatorial, com seis repetigoes.

2.3. MedicgOes fotossintéticas

A taxa de assimilacédo liquida de carbono (A), conduntancia estomatica de vapor de
agua (gs), concentracdes interna de; QC1) e a taxa de transpiracdo instantanea (E)
foram medidas em um sistema aberto, utilizando um analisador de gases infravermelho
(Li 6400 XT, Li-Cor, Lincoln, EUA). Medic6es foram feitas entre 07:00 e 10:00 hs, a
temperatura ambiente e pressao parcial dg @@Pa, sob radiacdo fotossinteticamente
ativa (PAR) equivalente a do ambiente (1000 pnidlst). Dois métodos para estimar
a eficiéncia de uso de agua (EUA) foram usados para a analise dos dados e
interpretacdo: (1) EUA instantanea, calculado pela razéo entre A e E; (2) EUA
intrinseca, calculada pela razdo entre A e gs.

Apoés serem adaptados ao escuro, por 30 min, os tecidos foliares foram inicialmente
expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante (0,03 prifolsth para a
determinacao da fluorescéncia iniciah(FEm seguida, um pulso de luz saturante, com

irradiancia de 6000 pmol (fétons)%st* e duracéo de 0,8 s, foi aplicado para estimar-se
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a fluorescéncia méaxima emitida(f a partir da qual a razao fluorescéncia maxima-
variavel da clorofila, #Fny, = [(Fm — Fo)/Fm)], foi calculada.

O tecido foliar foi exposto a PAR actinica (10@®ol m? s %) por 60 s para se
obter o rendimento da fluorescéncia de estado estaciongrid(f seguida, um pulso
de luz saturante branco (60Qdmol m* s; 1 s) foi aplicado para alcancar a
fluorescéncia maxima adaptada a luz\FA fluorescéncia adaptada a luz iniciab\F
foi estimada de acordo com Oxborough e Baker (1997). Com esses parametros,
estimou-se o rendimento quantico fotoquimico do transporte de elétrons através de
fotossistema II (FSII) [@FSII = (Fy'- FS) / Fy'], conforme Genty et al. (1989).

Para calcular-se a taxa de transporte de elétrons (TTEjdemyu-se que tanto o
FSIl como o FSI absorvem quantidades iguais de luma paestimativa de RFA
absorvida, a absorbéncia foliar foi calculada a pdsirconcentragdo de clorofila por
unidade de area (Evans, 1993). A TTE foi estimada como:=T(RFA interceptada pela
folha) x (absorbancia foliar) ¥es; x 0,5. Foram estimados, ainda, o coeficiente de
extincdo nao-fotoquimica [NPQ = {f’) - 1] e a eficiéncia de captura da energia de
excitagdo pelos centros de reacdo abertos do FIIFF= (Frn’ - Fo’)/Fm’] (Krause e
Weis, 1991).

Clorofila total (Chl) e carotendides totais (Car) foram extraidos em acetona 80%

(v/v) e quantificados de acordo com Lichtenthaler (1987).

2.4. Analise de crescimento e potencial hidrico

Apo6s o periodo de aplicacdo dos tratamentos as folhas foram separadas do caule e
do sistema radicular. Para a determinacdo da massa fresca as folhas, caule e sistema
radicular foram coletados e pesados. Posteriormente foram colocadas em estufa de

ventilacdo forcada, a 70 °C até massa constante para determinacdo da massa seca.
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A densidade de tecido foliar (LTD) foi calculada pela equacéo: LTD= DW/FW; g
Kg™, em que DW é massa seca e FW, massa fresca das folhas.
O potencial hidrico foliar (W) foi determinado em folhas individuais, com uma

bomba de pressao do tipo Sholander, na antemanha (04:00-05:30 h).

2.5. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, e as médias comparadas
pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade. Todas as analises foram feitas utilizando o

software SAEG verséo 9.1 (SAEG, 2007).
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3. RESULTADOS

Das andlises fotossintéticas realizadas, apenas Chl b ndo foi alterada pelos
tratamentos (Figura 2c). Algumas caracteristicas responderam significativamente a
aplicacéo foliar de GB e a manutengdo no suprimento de 4gua e minimamente a
inoculacdo micorrizica (Figuras la, 2b, 4a e 4c), enquanto outras foram mais
responsivas a inoculagdo com FMA (Figura 4b, 5b, 6a e 6b). Entretanto, de uma
maneira geral, as plantas submetidas ao déficit hidrico responderam melhor a aplicacao
foliar de GB do que a inoculacdo com FMA.

A imposicdo do estresse hidrico e inoculagdo com G. clarum afetaram
negativamente a producdo de biomassa pelas plantas (Figura la), eaqmictcao
foliar de GB colaborou para que as plantas submetidas ao déficit hidrico apresentassem
menor potencial hidrico foliar (Figura 1b). Esta resposta também foi observada em
plantas tratadas com GB e micorrizadas ndo submetidas ao déficit hidrico (Figura 1c).

Altos valores de ETR, NPQ e;-f, foram observados em plantas micorrizada
submetidas ao déficit hidrico (Figura 4c, 5a e 5c). Entretanto, reducbes nestas
caracteristicas em plantas de J. curcas tratadas com GB e micorrizadas foram
observadas em plantas bem irrigada®. plantas micorrizadas tratadas com GB e nao
submetidas ao estresse hidrico, aumento nos valoreg fdeaf acompanhados por
decréscimos nos valores dd=f (Figura 4a e 4c).

Plantas submetidas ao estresse hidrico e micorrizadas também apresentaram
maiores valores de,#F,” ¢ ®PSII em relagdo aquelas submetidas déficit hidrico ndo
micorrizadas (Figura 4c, 5b).

Plantas sob déficit hidrico tratadas com GB apresentaram reducdes emefe g
relacdo as plantas WW e WWI (Figura 3a e 3b). Entretanto, estas reducdes foram

acompanhadas por aumentos em Ci, ETRFg Eom nenhuma mudanca em E (Figura
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3c, 5¢ e 4b). Em plantas de J. curcas, independente do tratamento aplicado, maior parte
da energia absorvida pelas moléculas de clorofila a foram liberadas na forma de calor
envolvendo NPQ (Figura 5a).

Plantas inoculadas coi®. clarum exibiram maior eficiéncia no uso da agua,
mesmo aquelas submetidas ao estresse hidrico (Figura 6). Apesar de apresentarem
menor potencial hidrico foliar e, portanto, menor ajustamento osmotico. As plantas
tratadas com GB ndo foram tao eficientes quanto ao uso da agua.

A disponibilidade de 4gua alterou os teores de pigmentos fotossintéticos (Figura 2).
Em geral, plantas micorrizadas submetidas ao déficit hidrico apresentaram menores
concentracdes de Car e Chl (a+b). A aplicacao foliar de GB alterou os teores d@liares
Chl a em plantas submetidas ao estresse hidrico. Plantas bem irrigadas, tratadas com

GB e inoculadas com FMA apresentaram maior razdo Chl a/b.

4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que a inoculacdo com G. clarum foi
eficaz na manutencéo do balanco hidrico da planta, através do ajuste osmético, do que o
tratamento com GB em plantas de J. curcas em condi¢cBes de déficit hidrico (Figura 1b)
Aumento em F foi acompanhado por reducéo no valor déFquando as plantas
foram tratadas com GB e inoculadas com G. clarum, sem que fossem submetidas ao
déficit hidrico (Figura 4a e 4b), indicando dano ao aparato fotossintético e que as
plantas sob estas condi¢cbes se encontravam, de fato, estressadas. GB é conhecida comc
um osmodlito eficiente no ajustamento osmotico e manutencdo do potencial hidrico nas
células das plantas (Agbomaet al., 1997). O ajustamento osmético consiste no acumulo

de pequenas moléculas incluindo solutos organicos e ions inorganicos, sendo um
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importante mecanismo de tolerancia a seca em muitas plantas (Martinez-Ballesta et al.,
2004).

Maior potencial hidrico foliar encontrado em plantas micorrizadas em relacao as
plantas tratadas com GB (Figura 1b) pode ser explicado pelo efeito dissipador do FMA,
que exige acUcares soluveis das folhas (Porcel e Ruiz-Lozano, 2004) que
potencialmente poderiam ser utilizados para o ajustamento osmotico durante o déficit
hidrico.

A aplicacéo foliar de GB aumentou a biomassa vegetal total em plantas de pinhao
manso sob estresse hidrico (Figura 1a), resultante de menor potencial hidrico foliar
(Figura 1b), e maior ajustamento osmético em resposta ao tratamento com GB,
permitindo que as mudas acumulassem mais hidratos de carbono e aumentassem a
biomassa vegetal, assim como em plantas de oliveira (Denaxa et al., 2012).

Plantas tratadas com GB e sob estresse hidrico, reduziram g seengnudancas
em KFy, e ETR, com significativo aumento em Ci, resultados também observados na
literatura (Rousseaux et al., 2007; Roussos et al., 2010; Denaxa et al., 2012), sugerindo
limitacao da fotossintese por fatores estomaticos e bioquimicos (Boughalleb e Hajlaoui,
2010).

O alto valor de Ci em plantas tratadas com GB pode ser conectado diretamente com
limitacdes estomaticas, por restricdes na difusdo deeCOu limitacbes de eficiéncia
de carboxilagdo (Medrano et al., 2002). De acordo com Rouhi et al. (2007) reducdes em
A e g e altos valores de Ci em plantas com déficit hidrico, indicam diminuicdo da
eficiéncia de carboxilacdo. Eles sugeriram que os efeitos ndo estomatico sdo geralmente
mais importantes durante eventos de déficit hidrico mais prolongado e severo (Rouhiet
al., 2007), pois a condutancia no mesofilo é fortemente influenciada pelo déficit hidrico,
temperatura da folha e irradiacéo (De Lucia et al., 2003). Alta densidade de tecido foliar

€ outro fator limitante importante das taxas de difusdo deif@€celular da cavidade
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subestomética para locais de carboxilacdo, devido a estrutura mais densa de células de
mesofilo (Chartzoulakis et al., 1999). Isto foi confirmado pela alta densidade do tecido
foliar (Figura 1c) apresentada pelas plantas de J. curcas.

E reconhecido que os estdmatos respondeariacdes na disponibilidade hidrica
do solo (Lawlor e Cornic, 2002). Eles desempenham papel fundamental na manutencéo
do balanco hidrico das plantas: as reservas de agua nas folhas e caules sdo muito
pequenas quando comparadas com a quantidade de agua perdida por transpiragao.
Assim, as plantas poderiam ser rapidamente desidratadas se ndo houvesse rapidos
mecanismos de resposta, como fechamento estoméatico (Slatyer, 1967). Fechamento
estomatico € mais comumente observado ao meio dia, quando h& declinio da
condutancia estomética devido a diminuicdo do potencial hidrico foliar. Isto pode
resultar em limitacdo da atividade fotossintética através da reducdo de Ci. Tais
respostas, em curto prazo sdo, em teoria, essenciais para conservacdo do balanco hidrico
das plantas.

Ha evidéncias de que o estresse hidrico altera 0 metabolismo do mesofilo (Flexas et
al., 2008) associado com o endurecimento das paredes das células e ao aumento da
lignificacdo da parede celular em resposta a sinais hidraulicos (Chazen e Neumann,
1994).

O aumento da transpiracéo (E), no tratamento com GB e micorriza arbuscular
durante o estresse hidriégoindicativo de maior intensidade de perda de agua e menor
eficiéncia de uso da agua nessas condi¢des (Figura 3d). Contudo, em algumas situacdes
a menor eficiéncia de uso da agua pode estar relacionada a maior capacidade de fixacao
de CQ pela planta, pois, enquanto os estdmatos estdo abertos e a agua € perdida por
transpiracdo, o COentra na folha e pode ser incorporado para formar carboidratos
(Brodribb e Holbrook, 2003). A maior intensidade transpiratoria pode né&o indicar,

necessariamente, menor eficiéncia no uso da agua nestas condi¢cdes. A maior perda de
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agua por transpiracdo pode decorrer da maior necessidade dessa planta de incorporar
CO,, em funcdo da alta atividade fotossintética que ela pode apresentar (Brodribb e
Holbrook, 2003).

Embora plantas de J. curcas tratadas com GB tenham apresentando menor
potencial hidrico foliar, elas foram muito pouco eficientes quanto ao uso da agua
quando submetidas ao estresse hidrico (Figuras 6a e 6b). A hipotese de que limitagdes
bioguimicas séo suficientes para modelar com precisao os fluxos de &fba (sem
quaisquer limitacdes de condutancia) tem sido confirmada (Keenan et al., 2009).

LimitacGes de condutancia estomatica podem superestimar o uso eficiente da dgua
e, portanto, simular efetivamente o fluxo de &gua durante periodos de estresse hidrico
(Keenanet al., 2009). Entretanto, estas limitacOes tosgegficazes na simulacédo de
fluxos de 4gua e COsomente quando combinadas com limitagcbes de condutancia no
mesofilo e vice-versa, sugerindo uma estreita relacédo entre as duas (Flexas et al., 2008).
Isto sugere uma possivel funcdo comum na regulacdo da fotossintese durante os
periodos de estresse hidrico (Grassi e Magnani, 2005).

Plantas micorrizadas e nado micorrizadas geralmente exibem respostas
fotossintéticas diferentes. Plantas de J. curcas tratadas com GB, inoculadas com G.
clarum e submetidas ao déficit hidrico exibiram ajustamentos significativos na captacao
e dissipacao da luz, em contraste com plantas DS (Figura 5a, 5b e 2d). Estes ajustes
incluem ainda o decréscimo nas concentracdes de Chl (Krause, 1988); decréscimo no
®PSII; concordante aumento do NPQ (Rodriguez-Calcerrada et al. 2008), o que pode
estar associadmgrandes pools de zeaxantina e ao alto estado de de-epoxidacdo do ciclo
da xantofila, tal como ocorre em café (Matos et al., 2009). Além disso, Fv/IFm
permaneceu em niveis elevados, independentemente da disponibilidade hidrica, da GB e
da micorriza arbuscular (Figura 4b). Coletivamente, estas informagdes sugerem que J.

curcas possui mecanismos de foto-protecdo bem desenvolvidos para evitar a
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fotoinibicdo e que o tratamento com GB e o estabelecimento da associacdo micorrizica
arbuscular aumentam, ainda mais, a eficiéncia dos mecanismos fotoprotetores durante o
estresse hidrico.

Concentragao de Chl a, expressa em massa fresca de folhas, n&o foi alterada pelos
tratamentos aplicados, com excecéo das plantas tratadas com GB e bem irrigadas, com
menor concentragdo deste pigmento. Entretanto, aumento na concentragdo deste
pigmento foi verificado em algumas espécies sob déficit hidrico (Teixeira e Pereira,
2007). Houve reducédo da concentragéo de Chl (a+b) no tratamento combinado de GB e
G. clarum, sob estresse hidrico (Figura 2d). Neste caso, aplicacdo foliar de GB foi
eficiente para maior acamulo de clorofila e carotendides somente quando as plantas nao
haviam sido previamente inoculadas com G. claeugstavam sob estresse hidrico
(Figura 2b e 2d). Nos demais casos, GB reduziu as concentragdes destes pigmentos e
inoculacdo com G. clarum, por si s6, ndo foi suficiente para manter altos teores de Chl
(a+b) e Car em plantas sob déficit hidrico. Assim como ocorreu neste estudo, plantas
micorrizadas de Citrus tangerine também acumularam menos clorofila quando
submetidas a seca (Wu e Xia, 2006).

Diferentes espécies de FMAs variam na sua eficacia em favorecer aumento no teor
de pigmentos fotossintéticos e algumas espécies de Glomus podem ser menos eficientes
dependendo da espécie de planta em que se associam (Mathur e Vyas, 1995).
Provavelmente, no presente estudo, sob déficit hidrico, G. clarum néo foi eficiente em

aumentar o conteudo de clorofila e carotenodides em plantas de J. curcas.

5. CONCLUSOES

A capacidade de plantas de J. curcas modificar suas caracteristicas morfolégicas,

fisioldgicas e estruturais em resposta a seca € alterada pela inoculacdo com FMAs e pelo
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tratamento com GB. Na maioria dos casos, os efeitos de G. clarum e GB em plantas sob
estresse hidrico sdo independentes. Aplicacao foliar de GB € eficiente na manutencgéo
do potencial hidrico foliar nas plantas submetidas ao déficit hidrico, em contrapartida,
causa reducdes significativas em grande parte das caracteristicas fotossintéticas. Apesar
de exibirem significativa reducdo do potencial hidrico foliar, como consequéncia do
ajustamento osmatico, e maior producdo de biomassa vegetal sob estresse hidrico,
plantas tratadas com GB apresentam baixa eficiéncia de uso da agua. Neste caso,
associacdo micorrizica arbuscular em plantas de J. curcas mostram-se mais eficientes.
Com base nos resultados apresentados acima, pode-se concluir que a associacao
micorrizica arbuscular pode ser utiizada como um fator de atenuagdo das

consequéncias do estresse hidrico em plantas de J. curcas.
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Tabela 1.Descricao dos tratamentos hidricos aplicados em plantas de J. curcas apos 60
dias da inoculacdo das plantas com o Glomus clarum .

Tratamento Descricao

wWw Plantas bem irrigadas

WWI Plantas bem irrigadas e inoculadas com G. clarun
DS Plantas submetidas ao déficit hidrico

DSI Plantas submetidas ao déficit hidrico e inocule

com G. clarum
GB + WW Plantas tratadas com GB e bem irrigadas
GB + WWI Plantas tratadas com GB, bem irrigadas e inocul

com G. clarum

GB + DS Plantas tratadas com GB e submetidas ao de
hidrico
GB + DSI Plantas tratadas com GB, submetidas ao dé¢

hidrico e inoculadas com G. clarum
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Figura 1. Biomassa seca total (a), potencial hidrico foliar na antemanha (b), densidade
do tecido foliar (LTD) (c) de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos
hidricos (bem irrigadas - WW e suspenséo de rega - DS), inoculadas com Glomus
clarum (I) e tratadas com glicina betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo
diferem do tratamento controle (WW) a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Figura 2. Teores de clorofila a (Chl) &a), carotenoides (Car) (b), razdo entre clorofila

a e clorofila b (Chl (a/b)) (c), clorofila total (Chl (a+b) (d) e clorofila b (Chl b) (e) de
plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas - WW e
suspensao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum () e tratadas com glicina
betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem do tratamento controle
(WW) a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Figura 3. Taxa de assimilacao liquida de carbono (A) (a), condutancia estomgtica (g
(b), concentracédo interna de £€@i) (c) e transpiracédo (E) (d) de plantas de Jatropha
curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas - WW e suspenséo de rega -
DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com glicina betaina (GB). Barras
seguidas de letras iguais, ndo diferem do tratamento controle (WW) a 5% de
probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Figura 4. Fluorescéncia inicial @ (a), eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (FvFm)

(b) e eficiéncia de captura de energia de excitacdo pelos centros de reacdo abertos do
PSIT (Fv’Fm’) (c) de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos
(bem irrigadas - WW e suspensao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (1) e
tratadas com glicina betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem do
tratamento controle (WW) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Figura 5. Coeficiente de extincdo nao fotoquimico (NPQ) (a), eficiéncia quantica d
transporte de elétrons do PSII (®PSII) (b) e taxa de transporte de elétrons (ETR) (c) de
plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas - WW e
suspensao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum () e tratadas com glicina
betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem do tratamento controle
(WW) a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.

95



(a)

2.5 1

A/E (umol mmol')

ww WWI GB+DS GB+DSI GB+WW GB+WWI
307 (b)

£~ 225

E

o

£

5

= a

sf

2

-«

i b
—

WW  WWI  GB+DS GB-DSI GB+WW GB+WWI

Figura 6. Eficiéncia instantanea (A/E) (a) e eficiéncia intrinseca de uso da agudpn (A/g

(b) de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas -
WW e suspensao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com

glicina betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem do tratamento

controle (WW) a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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CAPITULO IV

METABOLISMO DE OXIGENIO REATIVO E ALTERADO PELA
APLICACAO FOLIAR DE GLICINA BETAINA E MICORRIZA
ARBUSCULAR EM PLANTAS DE PINHAO-MANSO SOB ESTRESSE
HIDRICO

RESUMO

Jatropha curcas apresenalta dependéncia pela associacdo micorrizica
arbuscular, o que pode estar associada a sua rusticidade, toleréncia a seca e a baixa
exigéncia nutricional. Em condicdes de estresse hd aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), porém, as plantas possuem um sistema de defesa
responsavel pela sua remoc¢do. Dentre estes sistemas, ha as enzimas antipxidativas
como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e ascorbato
peroxidase (APX). Tendo como hipbétese que a associacdo micorrizica arbescular
aplicacao foliar de GB aumentam a tolerancia das mudas de pinhdo-manso ao estresse
hidrico, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito destes, sobre as atividades da
enzimas do estresse oxidativo, teor de EROS e peroxidagcdo de lipideos em raizes e
folhas de plantas submetidas ao estresse hidrico. O estresse hidrico foi induzido pela
suspensao da rega apos a inoculagdo com Glomus ataplinacdo de GB. Nas raizes,

a colonizagdo micorrizica reduziu acentuadamente a atividade da SOD, mas apenas em
plantas sob estresse hidrico. A atividade das enzimas antioxidativas tanto nas folhas
guanto nas raizes, foi, em geral, maior em plantas ndo micorrizadas do que em plantas
micorrizadas (APX e CAT), quando submetidas ao estresse hidrico. Reduc¢des na
atividade da POX, CAT e APX, nas plantas micorrizadas ndo foram acompanhados por

aumento nos teores de,®. Plantas de pinh&o-manso mostraram-se, naturalmente,
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tolerantes ao estresse hidrico, apresentando teores de EROS similares aos encontrados
nas plantas bem irrigadas, tanto nas folhas quanto nas raizes. A inoculacdo micorrizica
diminuiu os teores de 4, nas raizes e folhas das plantas sob estresse hidrico,
indicando menor acumulacdo de EROS em mudas micorrizadasculacdo com G.

clarum modificou a peroxidacdo de lipideos nas raizes das plantas submetidas ao
estresse hidrico. Nas folhas, o tratamento com GB aumentou a peroxidacao de lipideos
nas plantas sob estresse hidrico que foram previamente inoculadas com G. clarum.
Plantas de pinhdo-manso, independente da acdo de GB e G. clarum, apresentaram alta
atividade de enzimas antioxidativas, indicando assim, que esta espécie possue sistema

de defesa enziméatico muito eficiente.

Palavras-chave: estresse oxidativo, enzimas antioxidativas, déficit hidrico, EROs.

1. INTRODUCAO

Os solos raramente fornecem as condicBes ideais para 0 crescimento e a
sobrevivéncia de plantas e micro-organismos. Ao contrario, as plantas estédo
constantemente expostas a condicbes de estresse, que desencadeiam processos d
resposta, causando alteracdes na expressao de genes e no metabolismo celular (Wu et
al., 2006).

Sob diversas condi¢cdes de estresse, a maioria das plantas colonizadas por fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) sédo beneficiadas (Smith e Read, 2008). Sendo assim,
FMAs sao criticos no estabelecimento e adaptacdo das plantas em locais severamente
perturbados (Vallino et al., 2006), reduzindo as perdas por estresse (Munier-Lamy et al.,
2007).

Um aspecto comum aos fungos e as plantas, quando submetidos a condi¢cdes

7

ambientais que resultam em estresse, € a geracdo de formas reativas de oxigénio
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(EROs), tais como, o anion superéxido, Qo peroxido de hidrogénio ¢(B,) e os

radicais hidroxilicos (HQ (Allen e Tresini, 2000; Selote et al., 2004). Essas EROs
reagem com macromoléculas e causam danos celulares (Bailey-Serres, 2006). A
descontrolada acumulacdo de EROs gera estresse oxidativo e pode causar peroxidacao
lipidica na membrana, inativacdo de enzimas contendo grupos SH e danos em RNA e
DNA. As EROs, particularmente o radical superoxide)@ peroxido de hidrogénio

(H20,), sado geradosno citoplasma, cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e
apoplasto.

Em plantas, os sistemas antioxidativemovem as EROs e protegem as células
contra os danos causados pelo estresse oxidativo (Azcon et al., 2009). Os componentes
desses sistemas incluem enzimas antioxidativos, tais como superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) e metabdlitos do ciclo ascorbato-glutationa
(Alscher et al., 2002). A sintese e a atividade dessas enzimas ndo sdo altas durante o
crescimento normal das plantas; porém, quando as concentracdes de superdxido ou
peroxido de hidrogénio sdo elevadas, a sintese ou a atividade dessas enzimas €
aumentada (Khan et al., 2009). Evidéncias sugerem que a seca pode causar dano
oxidativo resultante do aumento das EROS e da incapacidade do sistema de defesa
antioxidativo em remover tais espécies reativas (Smirnoff, 1993).

O estabelecimento de associa¢cdes micorrizicas resulta em aumento da tolerancia
das plantas a estresses ambientais (Tang et al., 2009). No entanto, pouco se sabe acerce
dos mecanismos fisiolégicos e moleculares responsaveis por essa maior tolerancia. O
aumento da atividade e a inducédo de novas isoenzimas que participam do sistema
antioxidativo em plantas micorrizadas permite a remoc¢ado do excesso de EROs em
condicOes de estresse e 0 aumento da toleréncia das plantas.

Historicamente, as pesquisas tém demonstrado que o estabelecimento da associacao

micorrizica resulta no aumento da tolerancia das plantas a fatores adversos do ambiente.
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Embora muitos dos efeitos sejam atribuidos a uma melhor nutricdo da planta associada
aos FMAs (Folli-Pereira et al., 2012), o aumento da atividade e a inducdo de novas
isoenzimas que participam do sistema antioxidativo em plantas micorrizadas permitem
gue a planta tolere o excesso de EROs gerados durante a prevaléncia de condi¢cbes de
estresse (Costa, 2003).

Informacdes sobre a resposta do sistema de defesa antioxidativo as condi¢des de
estresse em plantas micorrizadas sdo contraditérios: o aumento, nenhuma alteracéo, ou
mesmoa diminui¢do da atividade de SOD, CAT, APX e POD foram relatados em
plantas de soja micorrizadas submetidas ao estresse hidrico (Porcel et al., 2003) e
tomate submetido a salinidade (He et al., 2007; Hajiboland et al., 2010).

Sob condi¢Bes de déficit hidrico, as plantas tentam manter o seu indice de agua
acumulando solutos compativeis, nao toxicos, e que nao interferem com 0s processos
fisioldgicos normais da planta (Ma et al., 2006). Alguns desses compostos sao a prolina
e a glicina betaina (GB) (Ma et al., 2006; Zhang et al., 2008). O acumulo desses solutos
€ um indice fisiologico sensivel de plantas em responder ao estresse hidrico (Peng et al.,
2008). Para as plantas sobreviverem sob condicées de estresse hidrico, o ajuste do
potencial osmatico foliar € muito importante e exige equilibrio osmético intracelular.
Assim, sob estresse hidrico, as plantas acumulam alguns solutos orgéanicos (prolina,
acucares soluveis, glicina betaina, entre outros) e ions inorganicos para manter maior
ajustamento osmotico (Yang et al., 2009).

A GB é, portanto, requerida para proteger a planta, mantendo o balanceamento de
agua entre a ceélula vegetal e o ambiente, estabilizando as macromoléculag (Chen
Murata, 2002). Entretanto, a funcéo protetora de GB parece ndo depender apenas de sua
capacidade osmoprotetora, mas também de efeitos fisioldégicos e fisico-quimicos

especificos na resposta das plantas ao estresse (Demiral e Tirkan, 2004).
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Inicialmente, atribuiu-se aos solutos compativeis o papel principal no ajuste
osmatico, porém alguns estudos tém sido relacionados com outras possiveis funcdes
(Serraj e Sinclair, 2002). O acumulo destes solutos por si s6 ndo pode ser
completamente responsavel pela tolerancia osmotica, mas as vias que regem o0s
mecanismos de tolerancia sdo moduladas por estes fatores (Hasegawa et al., 2000). Uma
hipotese adicional é que, os solutos compativeis estdo envolvidos também na reducao da
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (Akashi et al.,, 2001; Chen e Murata,
2002).

As pesquisas relacionadas a funcdo de GB no mecanismo de tolerancia a seca
envolvem mecanismos bioquimicos que podem ser estudados de duas formas: pela
aplicacdo exégena de glicina betaina (Ma et al., 2006) ou pela producdo de plantas
melhoradas geneticamente (Zhou et al., 2008; Li et al., 2003).

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer uma relacdo entre a formacéo de
EROS nos tecidos radiculares e a atividade de enzimas relacionadas com a eliminagéo
destes intermediarios de oxigénio reativo, sob condi¢des de estresse hidrico, verificando

se a aplicacao foliar de GB e colonizacao por FMAs alteram esta relacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. INOCULO FUNGICO

Utilizou-se esporos de FMA, Glomus clarum, mantidos em meio M, pH 5,5 com

0,4 % de Fitagel (Bécard e Fortin, 1988), pertencente a colecdo do Laboratorio de

Associacoes Micorrizicas/BIOAGRO/UFV.
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2.2.  OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL E TRATAMENTOS

Sementes de Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) foram lavadas em &gua de
torneira, e desinfestadas superficialmente em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) 4
% (v/v) por 15 min. Em seguida, as sementes foram lavadas em &agua destilada
esterilizada, retirando-se o tegumento. A desinfestac&o superficial em solucédo de NaOCI
4 % (v/v) por 15 min foi repetida e, posteriormente foram realizadas trés lavagens
sucessivas em agua destilada esterilizada. As sementes foram, entdo, colocadas para
germinar em bandejas contendo areia esterilizada, sendo irrigadas diariamente.

Quinze dias ap6s a germinacgdo, as plantulas obtidas foram transplantadas para
vasos contendo substrato constituido de uma mistura de solo e areia (1:1, v/v) e
inoculado com cubos de meio de cultura contendo hifas, raizes de cenoura transformada
e 100 esporos do FMG. clarum. No controle, as plantas foram transplantadas para
vasos contendo cubos de meio de cultura com raizes de cenoura transformada sem
FMA. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, sob luz natural, as
plantas regadas diariamente e, quando necessario, aplicada solucao nutritiva de Clark
(Clark, 1975), com % da forca para P. Apés 60 dias da inoculacdo com G. clarum, as
plantas foram submetidas a diferentes tratamentos hidricos.

Assim, as plantas foram divididas em oito grupos: (1) WW= bem irrigadas e nao
tratadas com GB; (2) WWI= bem irrigadas, ndo tratadas com GB e inoculadas com G.
clarum; (3) DS= submetidas ao estresse hidrico e n&o tratadas com GB; (4) DSI=
submetidas ao estresse hidrico, ndo tratadas com GB e inoculadas com G. clarum; (5)
GB + WW-= tratadas com GB e bem irrigadas; (6) GB + WWI= tratadas com GB, bem
irrigadas e inoculadas com G. clarum; (7) GB + DS= tratadas com GB e submetidas ao
estresse hidrico e, (8) GB + DSI= tratadas com GB, submetidas ao estresse hidrico e

inoculadas com G. clarum.

102



Apoés estes tratamentos, raizes e folhas de J. ciomems coletadas, congeladas

em N; liquido e armazenadas a - 80 °C até a realiza¢do das analises.

2.3.  AVALIACAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDATIV ~AS

2.3.1. Obtencédo dos extratos enzimaticos brutos

Os extratos enzimaticos foram obtidos pela maceracdo de aproximadamente 0,2 g
de tecido foliar e radicular em,Niquido e, entdo, adicionado 2 mL de meio de
homogeneizacdo, constituido de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al.,, 1999). O
homogeneizado, depois de filtrado através de quatro camadas de gaze, foi centrifugado
a 12.000 g por 15 min, a %€, e o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico

bruto.

2.3.2. Determinacédo da atividade da superoéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da superéxido dismutase foi determinada pela adicdo de 30 pL do
extrato enzimético bruto a 2,97 mL de um meio de reacdo constituido de tampao de
fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio
(NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A reacao foi
conduzida a 25 °C numa camara de reacao sob iluminacdo de uma lampada fluorescente
de 15 W, mantida no interior de uma caixa fechada. Apds 5 min de exposicao a luz, a
iluminacgéao foi interrompida e a formazana azul produzida pela fotorreducdo do NBT foi
medida a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977). A absorbéancia a 560 nm, de um meio de
reacao exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro, por igual tempo, serviu de

“branco” e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminag¢ao. Uma unidade de
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SOD foi definida como a quantidade da enzima necesséaria para inibir em 50% a

fotorreducé&o do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

2.3.3. Determinacéo da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada pela adicdo de 0,1 mL do extrato
enzimético bruto a 2,9 mL de um meio de reacdo constituido de tampé&o de fosfato de
potassio 25 mM pH 6,8, pirogalol 20 mM e® 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A
atividade da POX foi determinada pelo acréscimo na absorbancia a 420 nm, a
temperatura de 25°C, durante o primeiro minuto de reacdo pela produgcédo de
purpurogalina. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 2,47 micm™ (Chance e Maehley, 1955) e o resultado expresso em

pmol mir* mg* proteina.

2.3.4. Determinacao da atividade da catalase (EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de um meio de reacdo constituido de tampé&o de fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e,B, 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na
absorbancia, no primeiro minuto de reacao, foi medido a 240 nm a 25°C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de*38mVi
(Anderson et al., 1995) e expressa em pmaéeperoxido de hidrogénio mtrmg*

proteina.

2.3.5. Determinacao da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada de acordo com o método de
Nakano e Asada (1981), modificado por Koshiba (1993). Aliquotas de 0,1 mL do
extrato enzimatico bruto foram adicionados a 2,9 mL de um meio de reacao constituido

de tampéao de fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, acido ascoérbico 0,8 mihLd H
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mM. O decréscimo na absorbéancia, no primeiro minuto de reagéo, foi medido a 290 nm
a 25° C. A atividade enziméatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extincédo
molar de 2,8 mM cm™ (Nakano e Asada, 1981) e o resultado expresso em pnidl min

mg’ proteina.

2.4. AVALIACAO DOS TEORES DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

2.4.1. Determinacgdo dos teores de anion superoxido

Para determinacéo dos teores de anion superoxid, @nostras de tecido foliar e
radicular de 0,2 g foram trituradas em IMjuido, e, entdo, homogeneizadas em 2,0 mL
de tampao de fosfato de sodio 100 mM, pH 7,2. Apés filtragcdo através de quatro
camadas de gaze, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 15 min, a 4°C,
coletando-se o sobrenadante (Sha et al.,)2@0fquotas de 100 pL do sobrenadante
foram adicionados em 2 mL de meio de reacdo constituido do sal dissédico do acido
etilenodiamino tetracético (NEBDTA) 100 uM, B-nicotinamida adenina nucleotideo
reduzida (NADH) 20 uM e tampéao de fosfato de sodio 20 mM, pH 7,2 (Mohammadi e
Karr, 2001) em frascos hermeticamente fechados. A reacéo foi iniciada pela introducéo
de 100 uL de epinefrina 25,2 mM em HCI 0,1 N. Apos este procedimento, as amostras
foram incubadas a 28 °C sob agitacdo continua por 5 min e iniciou-se a leitura da
absorbancia a 480 nm, durante 5 min. O branco foi realizado sob as mesmas condi¢des,
adicionando-se agua ao invés do extrato enzimatico. A producde” dei@valiada
pela determinacdo da quantidade de adenocromo acumulado (Misra e Fridoovich,
1971), utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 4,6md@™ (Boveris,

1984).
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2.4.2. Determinacgéao dos teores ¢©H

Para determinacao dos teores d®t+amostras de tecido foliar e radicular de 0,2 g
foram trituradas em nitrogénio liquido e, entdo, homogeneizadas em 2,0 mL de tampé&o
de fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM. ApGés filtracdo
através de quatro camadas de gaze, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por
15 min, a 4°C, coletando-se o sobrenadante (Kuo e Kao, 2003).

Aliquotas de 50 pL do sobrenadante foram adicionadas a um meio de reacao
constituido de FeNKSO,) 100 uM, &cido sulftrico 25 mM, laranja de xilenol 25M
e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram
mantidas no escuro por 30 min e a absorbancia determinada a 560 nm. Brancos para as
cores dos reagentes e dos extratos vegetais foram preparados em paralelo e subtraidos
da amostra. As concentracdes dgdFnas amostras foram estimadas com base em
curva de calibracdo preparada com padrées A& KMerck, Rahway, NJ, USA) na
faixa de 0,21,0 pm. A padronizacéo de J@- foi realizada de acordo com Patterson et
al. (1984). O perdéxido de hidrogénio (30%, v/v) foi diluido a aproximadamente 10 mM
em tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, padronizando sua absorvancia a 240

nm utilizando o coeficiente de extingdo molar de 40dvi™.

2.5. AVALIACAO DA PEROXIDACAO DE LIPIDIOS

Para determinacdo da peroxidacdo de lipidios amostras de 0,2 g de tecido foliar e
radicular foram trituradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de acido
tricloroacético (TCA) 1% (p/v). Os homogeneizados foram filtrados através de quatro
camadas de gaze e centrifugados a 12.000 g por 15 min. Todas as etapas necessarias af
processo de extracdo foram conduzidas a 4 °C. Aliquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes

foram adicionadas a 1,5 mL de uma solucao de acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v)
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em TCA 20% (p/v), os tubos de ensaio foram fechados e incubados em banho-maria a
95° C. Apos 30 min, a reacado foi paralisada transferindo-se os tubos de ensaio para
banho de gelo. Posteriormente, foram centrifugados a 9.000 g por 10 min e a
absorbancia dos sobrenadantes determinadas a 532 nm. A absorvancia inespecifica a
600 nm foi medida e subtraida das amostras. A concentracdo do complexo aldeido
maldnico (MDA)-TBA foi calculada usando o coeficiente de absortividade molar de

155 mM*cm* (Heath e Packer, 1968).

2.6. DETERMINACAO DE PROTEINAS

Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo método de

Bradford (1976), utilizando BSA como padréo.

2.7. ESTRUTURAS TIPICAS DA ASSOCIACAO MICORRIZICA

ARBUSCULAR

Para detecc¢do da coloniza¢do micorrizica, os sistemas radiculares das plantas foram
lavados em agua, descorados em solucdo KOH 10 % e corados com azul de tripano 0,05
% em lactoglicerol (Giovannetti e Mosse, 1980). As imagens das estruturas tipicas da
associagdo micorrizica arbuscular foram observadas sob microscopio éptico (Olympus
BX50) e capturadas utilizando a maquina digital (Qcolor 3 Olympus) e o programa

QCapture Pro 6.0.0.412.

2.8. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Os tratamentos foram dispostos em delineamento de blocos casualizados, em

esquema fatorial (2x2x2x6): dois tipos de tratamento hidrico (plantas bem irrigadas e
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com suspenséo da rega), dois niveis de GB (0 e 100 mM) e dois tratamentos (com e sem
FMA), com 6 repeticbes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 10% de probabilidade.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAEG, versdo

9.1 (SAEG, 2007).

3. RESULTADOS

Estruturas tipicas da associacdo micorrizica arbuscular, tais como hifas, vesiculas,
arbusculos e esporos, foram observadas nas plantas de J. curcas inoculadas com esporos
e hifas de G. clarum (Figura 1). A presenca destas estruturas foi observada em todas as
plantas inoculadas. Nao foi observada a presenca de quaisquer estruturas tipicas da
associacao micorrizica arbuscular nas plantas ndo inoculadas.

A atividade de superoxido dismutase (SOD) em raizes de plantas micorrizadas e
naquelas tratadas com GB foi reduzida quando submetidas ao déficit hidrico (Figura
2a). Ja nas folhas a inoculagdo com G. clarum, ndo alterou a atividade de SOD durante
o déficit hidrico e, de forma geral, a atividade desta enzima foi aumentada pela
aplicacao foliar de GB, mesmo quando as plantas foram bem irrigadas e micorrizadas
(Figura 3a).

Atividade de catalase (CAT) foi aumentada nas raizes das plantas sob estresse
hidrico pela aplicacao foliar de GB (Figura 2b), enquanto nas folhas, a acdo combinada
de GB e G. clarum reduziu significativamente a atividade desta enzima em plantas sob
estresse hidrico (Figura 3b).

Quando a atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi avaliada em folhas de J.
curcas, o efeito da micorriza arbuscular foi mais pronunciado em plantas bem irrigadas.
Plantas micorrizadas expostas ao estresse hidrico apresentaram menor atividade desta

enzima nas folhas (Figura 5a). Em raizes, plantas que foram tratadas com GB e sob
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estresse hidrico apresentaram alta atividade de APX (Figura 4a). Em contrapartida,
inoculagdo com G. clarum reduziu significativamente a atividade desta enzima nas
raizes.

O estresse hidrico ndo afetou a atividade da peroxidase (POX) em raizes e néo
foram observadas diferengas significativas entre nenhum dos tratamentos aplicados
(Figura 4b). Em folhas, aplicagdo foliar com GB foi eficiente para aumentar a atividade
de POX, apenas quando as plantas foram inoculadas com G. clarum (Figura 5b).

Quanto ao teor total de proteina nas plantas de J.curcas, o efeito dos tratamentos
aplicados em plantas sob estresse hidrico foram mais pronunciados nas folhas do que
nas raizes (Figura 6a e)6b

O efeito do tratamento com GB foi mais pronunciado nas folhas do que nas raizes,
quando a producdo de peroxido de hidrogénigOgHfoi avaliada (Figura 7 e 8a).
Enquanto nas raizes as plantas tratadas com GB e bem irrigadas apresentaram maior
teor de HO,, nas folhas estas mesmas plantas, porém inoculadas com G. clarum, foram
as que apresentaram maior de teor ge,H

Quanto aos teores de anion superéxidg @®m plantas de J. curcas, 0 estresse
hidrico resultou em aumento nas raizes e o tratamento com GB &.adarum néo
foram eficientes na reducédo da concentracdo desta EROS (Figura 7b). Nas folhas, a
producdo desta EROS foi aumentada em plantas bem irrigadas e tratadas com GB em
relacéo a plantas sob estresse hidrico (Figura 8b).

A inoculagdo com G. clarum modificou a peroxidagéo de lipideos nas folhas e raizes
das plantas submetidas ao estresse hidrico (Figura 9a e 9b). Nas folhas, o tratamento
com GB aumentou a peroxidacao de lipideos nas plantas sob estresse hidrico que foram
previamente inoculadas com G. clarum quando comparas as plantas submetidas ao

estresse hidrico que receberam apenas o tratamento com G. clarum (Bigura 9a
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4. DISCUSSAO

J. curcas é capaz de sintetizar e acumular GB, sendo este acumulo aumentado
quando a planta € exposta a algum tipo de estresse osmoético (Zhang et al., 2008; Kumar
et al., 2010). Aplicacdo exdgena de GB pode aumentar a tolerancia de espécies de
plantas a algumas condi¢cdes de estresse abittico, melhorando o crescimento e
rendimento subsequente.

As atividades de praticamente todas as enzimas antioxidativas (CAT e SOD) foram
aumentadas pela aplicagéo foliar de GB em condi¢Bes de estresse hidrico (Figura 2 e 3).
A partir destes resultados, pode ser sugerido que a aplicacdo foliar de GB pode
contribuir para a eliminacdo das EROS em condicdes de estresse hidrico, pelo aumento
da atividade destas enzimas. Plantas de J. curcas que receberam aplicagao foliar de GB,
apresentaram também menores teores fJeg@ando bem irrigadas (Figura 7b). SOD
catalisa a dismutacdo de @ H,0,. Tal efeito diferencial da GB sobre a atividade da
enzima SOD em plantas sob estresse hidrico foi observado em outras espécies de
plantas (Demiral e Turkan, 2004). As plantas tém sistemas de defesa bem desenvolvidos
contra EROS, que atuam na remocédo das EROS. Para isso, as plantas eliminam as
EROS através de enzimas antioxidativas, como superéxido dismutase (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT).

Nas raizes, colonizagdo micorrizica reduziu acentuadamente a atividade da SOD,
mas apenas em plantas sob estresse hidrico (Figura 2a). Em trabalho realizado por
Porcel e Ruiz-Lozano (2004), resultados semelhantes foram observados, mostrando que
a colonizagao micorrizica diminuiu significativamente a atividade da SOD em brotos de
soja bem irrigada. No entanto, a atividade da SOD foi maior na parte aérea e raizes de
Lactuca sativa colonizada por G. mosseae do que em plantas nao-micorrizadas de

Lactuca sativa sob condi¢cdes de estresse hidrico (Ruiz-Lozano et al., 1996). Além
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disso, trés isoenzimas de SOD, incluindo Mn-SODI, Cu, Zn-SODI (M, 31000) e Cu,
Zn-SODII (M, 34300) foram encontradas em folhas e raizes de Trifolium pratense
enquanto Cu, Zn-SOD (M, 40500) foram encontradas em esporos de G. mosseae (Palma
et al.,, 1993). Duas novas isoenzimas, Mn-SODII (M, 37800) e Zn-SOD (M, 33300,
também foram observadas nas raizes de T. pratense colonizadas por G. mosseae. Isto
sugere que FMAs podem induzir novas isoenzimas de SOD nas raizes coloizadas.
simbiose micorrizica aumentou a expressdo do gene Mn-SODII em plantas de alface ao
estresse hidrico, que é, por sua vez, correlacionado com a tolerancia desta planta ao
estresse hidrico (Ruiz-Lozano et al., 2001).

Em plantas de pinhdo-manso, a atividade das enzimas antioxidativas tanto nas
folhas quanto nas raizes, foi, em geral, maior em plantas ndo micorrizadas do que em
plantas micorrizadas (SOD, APX e CAT), quando submetidas ao estresse hidrico. Em
plantas de soja colonizadas por G. intraradices também houve menor atividade de APX
em raizes e parte aérea em relagcdo as plantas ndo micorrizadas antes e durante estress
hidrico (Porcel e Ruiz-Lozano, 2004). Entretanto, estes resultados sdo contrarios aos
resultados obtidos em trés espécies arbustivas inoculadds.adamroidum em um solo
do semi-arido degradado (Alguacil et al., 2003), em plantas de Glycine max colonizadas
com G. etunicatum e submetidas ao estresse osmotico (Ghorbanli et al., 2004), e em
folhas de mudas de laranja colonizada por G. mosseae durante estresse hidrico (Wu et
al., 2005). As diferengas na influéncia da micorriza arbuscular quanto a atividade das
enzimas foram, talvez, devido a espécie de FMA utilizada, condicbes experimentais, a
sanidade e fenologia da planta, que no presente estudo resultou em respostas diferentes
de varias enzimas antioxidativas.

Em nosso estudo, reducbes na atividade das enzimas POX, CAT e APX, nas
plantas micorrizadas ndo foram acompanhados por aumento nos teor€3,,deohho

era esperado (Figura 7a e 8a). Isto pode ser explicado pelo fato das EROS serem
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produzidas continuamente como produtos de diversas vias metabdlicas, mesmo quando
as plantas ndo estéo crescendo sob condi¢des de estresse (Chen e Murata, 2008).

Quando as plantas superiores sdo submetidas a estresse hidrico, o equilibrio entre a
producéo e a eliminagdo de ER®8Iterado, resultando em dano oxidativo a proteinas,
lipideos e acidos nucleicos. MDA (aldeido malénico) é um dos subprodutos e pode
refletir o grau de peroxidagéo de lipidos da membrana (Lacan e Baccou, 1998). No
presente estudo, estresse hidrico aumentou a peroxidacdo de lipideos em raizes, e em
folhas o tratamento combinado de GB e G. clarum resultou em aumento de MDA, que
foi relacionado com a producédo de @Figura 9).

Em plantas superiores, EROS sao continuamente produzidas nos cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos (Apel e Hirt, 2004). Producédo e remocéo das EROS séo
estritamente controladas sob condi¢gbes de rega normal.

Os teores de #D, e O, foram maiores nas plantas tratadas com GB, independente
da imposicdo do estresse hidrico, resultando em peroxidacdo lipidica da membrana
(Figura 8a, 8b e 9a). Tratamento com GB foi eficiente em reduzir o teaGdeapkenas
mediante a imposi¢do de estresse hidrico e quando as plantas ndo foram submetidas ao
estresse hidrico, tratamento com GB provocou aumento no teaiOdelsto pode ser
explicado pelo efeito inverso que GB pode provocar quando em excesso nas células,
podendo provocar estresse oxidativo pelo excesso de agua nas células.

Quando aplicada nas folhas das plantas, GB é prontamente absorvida pelos tecidos
foliares (Park et al., 2006). GB também pode ser absorvido pelas raizes (Park et al.,
2003). Quando GB é aplicado as folhas de tomateiro (Solanum lycopersicum), a maioria
da GB absorvida pode ser localizada no citosol e apenas uma pequena fracdo de GB
citosélica é translocada para cloroplastos (Park et al., 2006). Qui@oGB foi
aplicada as folhas de nabo (Brassica rapa L.), GB radiomarcada foi translocada as

raizes dentro de duas horas (Park et al., 2003). Apés 24 h da aplicacao foliar de GB, GB
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radiomarcada foi translocado para todas as partes da planta. Em plantas de tomate,
grandes quantidades de GB aplicada as folhas foram translocadas para tecidos
meristematicos, incluindo botdes florais e apices caulinares. GB pode ser translocada
para partes da planta crescendo ativamente e em expanséao, sendo a translocagao de GE
entre partes mais distantes das plantas mediadas pelo floema (Mékela et al., 1996).

Edas EROS sé&o eliminadas por uma variedade de sistemas de defesa
antioxidativos, que mantem a homeostase celular. Todas as formas de estresse abiotico,
incluindo estresse hidrico, causam uma exploséo oxidativa em células vegetais. GB ndo
afeta EROS diretamente, mas diminui os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo, por
exemplo, através da ativacdo ou estabilizacdo de enzimas antioxidativas e/ou
reprimindo a produgdo de EROS por um mecanismo ainda desconhecido (Chen e
Murata, 2008).

Plantas de pinhdo-manso mostrarsetelerantes ao estresse hidrico, apresentando
teores de EROS similares aos encontrados nas plantas bem irrigadas, tanto nas folhas
quanto nas raizes. Em parte das plantas, a inocula¢cdo micorrizica diminuiu os teores de
H.O, nas raizes e folhas das plantas sob estresse hidrico, indicando uma menor
acumulacdo de EROS em mudas micorrizadas (Figura 7a e 8a). Salzer et al. (1999)
utilizaram a técnica de coloracdo de diaminobenzidina para examinar a acumulacéo de
H.O, nas raizes de Medicago trundatgolonizadas por G. intraradices, mostrando
que HO, acumulou-se em arbusculos. Além disso, foi observado acumulgQdesi
torno das pontas de hifas que penetravam a célula hospedeira. No entanto, acumulo de
H.O, néo foi observado nas pontas de hifas, apressorios e vesiculas. Posteriormente,
Fester e Hause (2005) observaram acumulo intracelulap@grté citoplasma de Zea
mays colonizada por G. intraradices proOXimo a estruturas intactas e colapsadas das
estruturas fungicas, enquante® intercelular foi localizado na superficie de hifas de

fungos. Isto sugeriu que nas células de raizes micorrizadasumulo localmente
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induzido de HO, foi limitado, tanto em hifas intracelulares quanto em hifas
intercelulares superficiais.

As plantas que séo tolerastedeterminado tipo de estresse, sdo muitas vezes, mais
tolerantes a outros tipos, um fendmeno conhecido como tolerancia cruzada (Bowler e
Fluhr, 2000). Estresse hidrico pode causar estresse oxidativo em plantas superiores. Em
plantas de pinhdo-manso, a inoculagdo com G. clarum alterou o metabolismo do
oxigénio reativo (EROS e enzimas antioxidativas), pelo menos parcialmente, aliviando
0 estresse oxidativo em condi¢des de estresse hidrico. EROS sdo componentes centrais
para o controle da tolerancia cruzada, pelo menos ao nivel celular. Portanto, colonizacéo
micorrizica pode influenciar a tolerancia cruzada nas plantas hospedeiras. Maior
ajustamento osmético foi observado em algumas espécies de plantas, quando inoculadas
com FMAs, durante estresse hidrico, sugerindo que a simbiose micorrizica pode,
também, amenizar o estresse osmoético em condi¢cdes de déficit hidrico (Wu e Xia,
2004). Assim, provalmente a tolerancia cruzada (por exemplo, estresse osmoético e
estresse oxidativo) pode ocorrer em plantas micorrizadas e ser reforcada pela simbiose
micorrizica. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar como, e quando,
FMAs conferem tolerancia cruzada aos seus hospedeiros em condi¢cdes de estresse

hidrico.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

1) Plantas de pinhdo-manso mostram-se, altamente tolerantes ao estresse hidrico,
apresentando teores de EROS similares aos encontrados nas plantas bem irrigadas, tanto

nas folhas quanto nas raizes.
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2) Plantas de pinh&o-manso, independente da acédo de GB e G. clarum, em geral
apresentam alta atividade de enzimas antioxidativas, em alguns casos, mesmo quando
bem irrigadas, indicando assim, a existéncia de sistema de defesa enzimético muito

eficiente.

3) A tolerancia diferencial das plantas de J. curcas neste estudenefaxiona com a

producao diferencial de EROS.
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Figura 1. Fotomicrografia Otica de estruturas tipicas da associacdo micorrizica
arbuscular produzidas em plantas de pinhdo-manso sob diferentes tratamentos hidricos
(bem irrigadas - WW e suspensdao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (1) e
tratadas com glicina betaina (GB). (a): raiz de planta ndo inoculada com Glomus
clarum; (b): esporos (e) e hifas extra radiculares (he); (c) Vesiculas (v) e hifas intra
radiculares (hi); (d): arbusculo e hifas intra radiculares (hi).
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Figura 2. Atividade superoxido dismutase (SOD) (a) e catalase (CAT) (b) em raizes de
plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas - WW e
suspensao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (1) e tratadas com glicina
betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente, a 10%
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 3. Atividade superoxido dismutase (SOD) (a) e catalase (CAT) (b) em folhas de
plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas - WW e
suspensao de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com glicina
betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente, a
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Atividade daascorbato peroxidase (APXd) e peroxidase (POX) (b) em
raizes de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricasgheéas i

WW e suspensdo de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com
glicina betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente, a
10% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 5. Atividade daascorbato peroxidase (APXd) e peroxidase (POX) (b) em
folhas de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas
- WW e suspenséo de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com
glicina betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente, a
10% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 6. Teor de proteina total (Ptn) em folhas (a) e raizes (b) de plantas de Jatropha
curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas - WW e suspenséao de rega -
DS), inoculadas com Glomus clarum () e tratadas com glicina betaina (GB). Barras
seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente, a 10% de probabilidade, pelo

teste de Tukey.
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Figura 7. Teores de peréxido de hidrogénio,() (a) e anion superdéxido (0 (b) em

raizes de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas -
WW e suspensdo de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com
glicina betaina (GB). Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente,
10% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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folhas de plantas de Jatropha curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas
- WW e suspensdo de rega - DS), inoculadas com Glomus clarum (I) e tratadas com
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Figura 9. Peroxidacdo de lipideos em folhas (a) e raizes (b) de plantas de Jatropha
curcas sob diferentes tratamentos hidricos (bem irrigadas - WW e suspenséao de rega -
DS), inoculadas com Glomus clarum () e tratadas com glicina betaina (GB). Barras
seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente, a 10% de probabilidade, pelo
teste de Tukey.
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CAPITULO V

MICORRIZA ARBUSCULAR AUMENTA A BIOSSINTESE DE GLICINA
BETAINA ENVOLVIDA NA ADAPTACAO DE PLANTAS DE  Jatropha curcas
AO ESTRESSE AMBIENTAL

RESUMO

O cultivo de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) como fonte de matéria-prima para
producdo de biodiesel tem crescido, e para isto a utilizacdo de areas marginais tem
aumentado. Entretanto, a producéo de biomassa vegetal nestas areas € bastante reduzida
pois geralmente apresentam algum tipo de limitacdo, seja de disponibilidade de agua, de
salinidade ou de temperaturas e com grande variagdo. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos do estresse salino, hidrico e térmico; e da interacdo dos fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) sobre a expressdo do gene JcBD1. O gene JcBD1
esta envolvido na biossintese de glicina betaina (GB), um importante soluto compativel
acumulado nas células de plantas expostas as condi¢cdes de estresse osmatico, sobre c
conteudo relativo de 4gua e sobre a concentracdo de GB. Plantas de J. curcas foram
inoculadas ou ndo com esporos de Glomus clarum e apés 60 dias da inoculacdo as
plantas foram submetidas a diferentes tipos de estresse abiético: hidrico, salino e
térmico. Parte das plantas foi submetida ao déficit hidrico, induzido pela suspenséo da
irrigacdo por dois dias e apos, folhas, caules e raizes foram coletados para analises. O
estresse salino foi induzido pela aplicacao de solugdo de NaCl 600 mM ao substrato de
crescimento das plantas, durante sete dias. O estresse térmico foi induzido pela
exposicdo das plantas a temperatura de 50 °C, por 36 h. O gene JcBDBlateve
expressdo aumentada nas plantas micorrizadas submetidas as diferentes condi¢Ges de
estresse (estresse salino, hidrico e térmico). Os niveis de transcritos de JcBD1 nas
plantas micorrizadas submetidas ao estresse salino, por exemplo, foram cerca de 75%
maor do que os encontrados em plantas ndo inoculadas submetidas a mesma condicao
de estresse abidtico. Plantas micorrizadas sujeitas as condi¢cdes de estresse salino e
térmico acumularam mais GB e apresentaram maior conteudo relativo de agua em
relacdo as plantas ndo micorrizadas. Conclui-se que a associa¢cdo micorrizica em plantas

de J. curcas modifica suas caracteristicas fisiolégicas, principalmente, pelo aumento na
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producao de GB, em resposta aos estresses abidticos, o que faz com essa espécie vegeta
tolere e se desenvolva em condi¢des de limitacdo de recursos hidricos, salinidade e altas

temperaturas.

Palavras-chave: BADH, FMAs, expressao génica, GB, tolerancia, JcBD1

1. INTRODUCAO

Plantas em situacfes adversas, como altas concentracdes de sal e déficit hidrico
respondem a estas condi¢Bes reduzindo o potencial osmoético, acumulando osmaolitos
que nao perturbam as fungbes enzimaticas normais, de modo a manter a absor¢ao
continua de agua a partir do solo com baixo potencial hidrico (Robinson & Jones,
1986). O acumulo desses solutos compativeis (osmoprotetores), como a glicina betaina
(GB), permite a manutencao do turgor e/ou a estabilizacdo de proteinas e membranas
contra os efeitos desestabilizadores de estresses abidticos, como alta salinidade, baixa
disponibilidade de agua e temperaturas extremas, que causam deplecdo de agua das
células (Heuer, 2003; Demiral & Turkan, 2006; Ma et al., 2006; Zhang et al., 2008).
Este composto parece ser um determinante critico da tolerancia ao estresse, sendo seu
acumulo correlacionado com o nivel da tolerancia (Moghaieb et al., 2004; Wu et al.,
2008).

GB atua como um osmolito protetor ndo toxico durante periodos de déficit hidrico
em muitos organismos, incluindo algas, bactérias, plantas superiores e animais (Treberg
& Driedzic, 2007). E sintetizada em elevadas concentragdes em muitas espécies de
plantas em resposta aos varios tipos de estresses ambientais, atuando ndo apenas comc
um osmoprotetor, mas também na estabilidade de membranas e proteinas (Hamilton &

Heckathorn, 2001; Oishi & Ebina, 2005).
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Portanto, GB € requerida para estabilizar as macromoléculas e proteger a planta,
mantendo o balanceamento de agua entre a célula vegetal e o ambiente (Chen &
Murata, 2002; Rontein et al., 2002). De forma que as suplementacdes exdgenas de GB
protegem distintamente as plantas contra o estresse (Tijen & Ismail, 2006).

As plantas sintetizam GB por duas reacdes de oxidacdo da colina (Rhodes &
Hanson, 1993). A primeira reacdo catalisada por uma colina mono oxigenase
ferredoxina - dependente (CMO) e a segunda etapa por uma betaina aldeido
desidrogenase NAD+ - dependente (BADH) (Chen & Murata, 2002; Rontein et al.,
2002). A sintese se d& a partir de colina ou glicina, por duas vias distintas:
desidrogenacéo da colina ou N-metilacdo da glicina (Rhodes & Hanson, 1993). Para
quase todos os sistemas biologicos, incluindo a maioria das plantas e micro-organismos,
a biossintese de GB ¢é realizada pela conversédo da colina a GB em dois passos: uma
oxigenacdo e uma desidrogenacdo, passando por um intermediario instavel (betaina
aldeido).

A maioria das enzimas biossintéticas de GB sao induzidas por estresse (Moghaieb
et al., 2004). O acumulo de GB esta associado a uma regulacdo positiva da expressao
dos genes CMO e BADH concomitantemente, resultando em uma atividade enzimatica
elevada. Os principais fatores que limitam o acimulo de GB s&o a disponibilidade de
colina para que ocorra a reacao de oxidagédo e seu eventual transporte dos cloroplastos
até o citossol (Huang et al., 2000; Rontein et al., 2002).

Alguns genes BADH tém sido isolados e estudados, sendo observada maior
tolerancia de plantas transgénicas BADH ao sal em re@gatantas controle, com
aumento aparente da atividade de BADH (Wu et al., 2008; Zhou et al., 2008). BADH
desempenha um papel importante na tolerancia das plantas a seca e a salinidade,
especialmente de Chenopodiaceae, Amaranthadeaaceae, Avicenniaceae, entre

outras (Wood et al., 1996).
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Em muitas regides aridas e semi-aridas o estresse hidrico tem limitado a
produtividade das culturas e a inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) pode melhorar as relagcbes hidricas de muitas plantas (Maggio et al., 2000).
Porcel e Ruiz-Lozano (2004) relataram que o potencial hidrico foliar € maior em soja
micorrizada do que em plantas correspondentes nao micorrizadas. No entanto, os
mecanismos pelos quais os FMAs melhoram a tolerancia a seca e o fluxo de 4gua nas
plantas hospedeiras continua obscuro.

Plantas associadas aos FMAs apresentam maior tolerancia ao estresse salino, com
maior consisténcia do que a seca, como demonstrado em bananeiras inoculadas com
isolados de Glomus (Yano-Melo et al., 2003). Em milho, a maior tolerancia das plantas
micorrizadas foi relacionada a melhoria na osmoregulacdo e no acumulo de solutos
compativeis (Feng et al., 2002). Outros autores associam essa resposta a melhoria na
aquisicao de P e crescimento das plantas (Sannazzaro et al., 2007).

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), um arbusto comumente encontrado em areas
tropicais e subtropicais, tem atraido cada vez mais a atencdo da comunidade cientifica,
pelo fato de sua semente ser utilizada como matéria-prima para producdo de biodiesel.
Esta espécie tem mostrado alta tolerancia a seca e a temperatura elevada. J. curcas
apresenta alta dependéncia micorrizica, com porcentagem de colonizagcdo micorrizica
superior a 76% em condicbes de campo (Carvalho, 2008). Em condi¢cdes de estresse
ambiental pode ocorrer, portanto, alteracdo da expressao do gene que codifica a enzima
BADH e, consequentemente, o acumulo de GB, em plantas de J. curcas associadas aos
FMAs. Para investigar a relagdo entre a enzima BADH e a toleréncia de J. curcas ao
estresse abidtico, avali@mea expressao do gene codificante da enzima betaina aldeido

desidrogenasel (denominado JcBD1).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Indculo fungico e cultura monoaxénica
Utilizou-se esporos de FMA, Glomus clarum, mantidos em meio minimo (M), pH
55 com 0,4 % de Fitagel (Bécarde & Fortin, 1988), pertencente a colecdo do

Laboratério de Associagcfes Micorrizicas/BIOAGRO/UFV.

2.2.  Material vegetal e tratamentos

Sementes de Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) foram lavadas em &gua de
torneira e desinfestadas superficialmente em solugcéo de hipoclorito de sddio (NaOCI) 4
% (v/iv) por 15 min. Em seguida, as sementes foram lavadas em &gua destilada
esterilizada, retirando-se o tegumento. A desinfestacéo superficial em solucdo de NaOCI
4 % (v/v) por 15 min foi repetida e, posteriormente, foram realizadas trés lavagens
sucessivas em agua destilada esterilizada. As sementes foram colocadas para germinar
em bandejas contendo areia autoclavada, sendo irrigadas conforme a necessidade.
Quinze dias ap0s a germinacao, as plantulas de tamanho uniforme foram transplantadas
para vasos contendo substrato constituido de uma mistura de solo e areia (1:1, v/v) e
inoculado com cubos de meio de cultura contendo hifas, raizes de cenoura transformada
e 100 esporos do FMA. No tratamento controle, foram adicionados cubos de meio de
cultura com raizes de cenoura transformada, sem FMA. Os experimentos foram
conduzidos em casa de vegetacao, sob luz natural, e as plantas foram irrigadas quando
necessario, e a solucao nutritiva de Clark (1975), com ¥z da forca para P, foi utilizada
em intervalos de 15 dias.

Apo6s 60 dias da inoculagdo com G. clarum, as plantas foram submetidas a
diferentes tipos de estresse abidtico: estresse hidrico, salino ou térmico. Parte das

plantas foi submetida ao déficit hidrico, induzido pela suspensao da irrigacao por dois
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dias, sendo folhas, caules e raizes coletados para andlises subsequentes. O estresst
salino foi induzido pela aplicacdo de solucdo de NaCl 600 mM ao substrato de
crescimento das plantas, durante 7 d. O estresse térmico foi induzido pela exposi¢ao das
plantas a temperatura de 50 °C, por 36 h. Apds estes tratamentos, folhas jovens de J.
curcas foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até a

realizacdo das analises.

2.3. Analise da expressao do gene JcBD1 pela técnica RT-PCR (Real Time PCR)

A extracdo do RNA total de amostras de folhas jovens de J. curcas foi realizada em
tampéao CTAB, conforme metodologia proposta por Sangha et al. (2010), com pequenas
adaptacdes. ApOs a extrac®NA total foi tratado com DNAse e 1 pg deste RNA
tratado foi utilizado para sintese da primeira fita de cDNA com oligo (dT)15 (Improm
I, PROMEGA®, Madison, USA).

Os primers utilizados, JCACTIN e JcBADH (tabela 1) foram desenhados a partir de
sequéncias altamente conservadas do gene JcBD1 (nimero de acesso: EF1§4190.1)
JCACTIN (nimero de acesso: GQ256649k J. curcas depositadas no GenBank
utilizando o programa PRIMER 3.

Para quantificar a expressao do gene JcBD1, as reacOes de polimerase em cadeia
foram conduzidas no sistema de PCR em tempo real (BIORAD CFX 96). Para cada
reacdo de PCR foram utilizados 1 pL da mistura de cDNA, 0,2 uM de cada
oligonucleotideo (Tabela 1) e SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
California, USA) para concentracéo final de 1X, em um volume final de 25 pL por
reacdo. O gene de JCACTIN (actina) de J. curcas foi utilizado como normalizador
referencia. O calculo da quantificacao relativa foi realizado de acordo com o método do
2T proposto por Livak e Schmittgen (2001). Os testes para a eficiéncia de

amplificacédo e validacdo dos experimentos foram realizados como descrito por Pfaffl
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(2001). Os experimentos foram repetidos seis vezes para cada ponto testado, utilizando

seis preparacdes de RNA total obtido de amostras bioldgicas independentes.

2.4. Determinacdo de GB e status hidrico

O status hidrico (conteudo relativo de 4gua-RW) foi medido na parte mais alta das
plantas e em folhas completamente expandidas de cada grupo de tratamento das plantas.
O conteudo relativo de 4gua foi medido como descrito por Premachandra et al. (1994) e
Ma et al. (2006).

O contetudo de GB foi determinado como descrito por Chen et al. (2000) e Ma et al.

(2006), em folhas completamente expandidas de cada grupo de planta.

2.5. Colonizagao micorrizica

A colonizacao radicular por FMAs foi estimada pelo método da contagem em placa
marcada (Koske & Gemma, 1989). Para isso, as raizes foram descoradas em solugéo
KOH 10 % (p:v), acidificadas com HCL 1% (v:v) por 24 h e coradas com azul de

tripano 0,05 % em lactoglicerol (v:v) a 70 °C (Giovannetti & Mosse, 1980).
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2.6. Analise estatistica

Os tratamentos foram dispostos em delineamento de blocos casualizados, com 6
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, e as médias
comparadas pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade. Todas as andlises foram

feitas utilizando o software SAEG versao 9.1 (SAEG, 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A colonizacdo micorrizica das plantas de J. curcas inoculadas com G. clarum
aumentou quando as mesmas foram submetidas as diferentes condicbes de estresse
abidtico, confirmando, assim, a alta dependéncia micorrizica dessa Euphorbiaceae
(Figura 1 e 5a).

A associacdo micorriza arbuscular em plantas de J. curcas ndo foi afetada
negativamente pela salinidade (Figura 1). Este resultado contradiz as evidéncias de que
a salinidade afeta negativamente a formacéo e funcionamento da simbiose micorrizica
(Sheng et al., 2008), na qual a reducéo da colonizacdo das raizes das plantas por alguns
FMAs na presenca de NacCl (Giri et al., 2007), pode ocorrer devido ao efeito direto de
NaCl sobre determinadas espécies de fungos (Juniper & Abbott, 2006) indicando que a
salinidade pode inibir a formacao de micorrizas (He et al., 2007; Sheng et al., 2008).

Alguns estudos mostram que a salinidade reduz a porcentagem de colonizagéo
micorrizica em raizes de J. curcas (Kumar et al., 2010). Como os componentes e fatores
controladores da associagcdo micorrizica arbuscular apresentam interagdo constante e
intensa, alteracbes que ocorram em qualquer um deles, exercera influéncia sobre as
micorrizas (Entry et al., 2002; Gucwa-Przepioéra et al., 2007; Tang et al., 2009; Martinez
& Johnson, 2010). Entretanto, dependendo da espécie de FMA, os efeitos dos disturbios

ambientais sobre a associacdo micorrizica arbuscular podem ser minimos ou

137



inexistentes. Isto pode ser explicado pelo fato de algumas espécies de FMAs serem mais
adaptadas a determinada condic&o de estresse que outras (Munkvold et al., 2004; Smith
et al., 2004). Assim, a partir desse estudo pode-se sugerir que G. clarum é uma espécie
de FMA adaptada as condi¢gBes de estresses abidticos impostos sobre as plantas de J.
curcas, sendo a associacdo micorrizica arbuscular importante ferramenta para o
aumento da tolerancia destas plantas ao estresse.

O conteudo relativo de agua nas folhas sob estresse abidtico foi inferior ao controle
apenas quando as plantas foram expostas ao estresse salino ou térmico (Figuya 2a e 2c
e nestas condi¢fes, a inoculacdo com G. clarum melhorou o status hidrico das plantas.
Aumento no conteldo relativo de dgua em plantas desta espécie em relagdo as plantas
ndo micorrizadas sob estresse salino também foi observado com a inoculagdo de FMAs
de diferentes espécies (Kumar et al., 2010). Assim, a simbiose com FMAs pode ter
aumentado a resposta destas plantas por varios mecanismos, destacando-se: aumento d:
absorcao de agua a partir do solo pelas hifas (Augé et al., 2003); alteracdo dos niveis
hormonais causando mudancas na condutancia estoméatica (Augé et al., 2008); aumento
da turgescéncia foliar e reducéo do potencial osmético (Wu & Xia, 2006); e melhoria da
nutricdo da planta hospedeira (Chen et al., 2005).

A capacidade das plantas micorrizadas tolerar melhor o estresse salino pode esta
associado a melhoria na absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas (Asghari et al.,
2005), manutencéo do equilibrio i6nico (Giri et al., 2007) e por proteger a atividade de
enzimas (Rabie e Almadini, 2005), bem como, melhoria no conteudo relativo de agua
(Colla et al., 2008), esta ultima evidenciada no presente estudo.

O gene JcBD1 foi transtoiem todas as condi¢cdes testadas, com oscilacoes em seu
nivel de abundancia. Neste contexto, a expressdo do gene JcBD1 foi especialmente
abundante nas plantas micorrizadas submetidas ao estresse salino (Figura 3a). Os niveis

de transcritos de JcBDdm plantas micorrizadas foi 75% maior do que em plantas néo
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inoculadas, ambas submetidas ao estresse salino, e 59%sukioqgue o controle.
Resultados similares foram relatados em plantas de J. curcas submetidas ao estresse
salino e ndo micorrizadas (Zhang et al., 2008), demonstrando que esse gene € expresso
pela planta nestas condi¢cdes e a associa¢cdo micorrizica pode favorecer o aumento na
expressao do gene JcBD1. Em muitas plantas, estresse salino poderia provocar aumento
consideravel nos niveis do RNA mensageiro (mMRNA) correspondente a BADH (Hibino

et al., 2001). Em sorgo, os niveis de mMRNA BADH aumentaram aproximadamente 3,5
vezes, em resposta ao estresse salino (Saneoka et al., 2001).

Os niveis de GB examinados em plantas sujetagstresse salino e térmico
revelaram que as plantas micorrizadas acumularam mais GB em relagdo as plantas ndo
micorrizadas (Figura 4a e 4c). Foram encontradas diferencas significativas (p<0.05) nas
concentracdes GB entre as plantas inoculadas e n&o inoculadas com G. clarum apenas
quando o estresse salino ou térmico foi imposto, o que nao foi evidenciado nas plantas
expostas ao estresse hidrico (Figura 4b e 5b). O aumento de GB seria causado pela
ativacdo de enzimas apdés a imposicdo das condi¢des de estresse. Portanto, o acumulo de
GB em niveis elevados, em plantas de J. curcas, substancialmente expressando o gene
JcBD1 e alta porcentagem de raizes colonizadas por FMAs, nestas condi¢des de estresse
(Figura 1), seriam um dos fatores responsaveis pela tolerancia desta espécie a condi¢cdes
de estresses abidticos.

O acumulo deste soluto € uma estratégia das plantas em resposta ao estresse
osmoético (Peng et al.,, 200§ ara as plantas sobreviverem sob condicbes de estresse
hidrico e salino, o ajuste do potencial osmotico foliar € muito importante e exige
equilibrio osmotico intracelular. Assim, sob estresse hidrico e salino, as plantas
acumulam GB para realizar o ajustamento osmatico (Yang et al., 2009). Ao que tudo

indica, a presenca de FMAs nas raizes pode modificar o potencial osmotico das folhas
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assim como eles tém mostrado influenciar a composicdo de carboidratos e o nivel de
GB.

GB é um soluto importante para ajustamento osmético de J. curcas sob condi¢des
de estresse salino (Silva et al., 2010). Aparentemente, o elevado nivel de GB em tecidos
foliares de J. curcas € constitutivo, ou seja, sua sintese ndo é provocada pela seca
(Figura 4) ou condi¢des de salinidade (Silva et al., 2010).

Assim como o acumulo de GB, a expressao de JcBD1 foi regulada pelo estresse
salino em maior intensidade que os outros tipos de estresse abibtico. Estes resultados
sdo consistentes com resultados relatados por varios pesquisadores, tanto para J. curcas
quanto para outras espécies de plantas (Zhang et al., 2008; Moghaieb et al., 2004). Para
os demais tipo de estresse abidtico, aumento de expressdo génica de JcBD1 ndo foram
acompanhados por aumentos nas concentracdes de GB nas plantas micorrizadas, 0 que
pode ser atribuido, em parte, ao efeito dissipador dos FMAs associados as raizes das

plantas.

4. CONCLUSOES

Sob as condicbes de estresse abidtico, neste estudo, a colonizacao de J. curcas por
G. clarum aumenta a expresséo de JcBD1, concentracdo de GB e com melhora o status
hidrico, desempenhando um papel essencial na tolerancia ao estresse.

A associacdo micorrizica em plantas de J. curcas promove mudancas nas
caracteristicas fisiologicas destas plantas, principalmente pelo aumento na producéao de
GB, em resposta ao estresse abiotico, 0 que faz com que essa espécie vegetaetolere e
desenvolva em condigcbes de limitagdo de recursos hidricos, salinidade e altas

temperaturas.
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Tabela 1: Sequencias de oligonucleotideos para as reac6es de PCR em tempo real

Gene Identificacdo dos Sequéncia Produto
alvo oligonucleotideos 5 -3 do PCR
Actina JCACTIN-R TCAGCAGTGGTGGTGAACAT 101
JCACTIN-L CCACATGCTATCCTCCGTCT 101
BADH JBADH-R TCACCTGCTTCACACTCAGG 101
JABADH-L ATGCTTCTGTCAGGCTCCAT 101
- 100 - b b b
S 90 -
~§ 70 - a
= 50 -
=]
~
E 30 -
= 20 -
2
= 10 -

Controle GC EH GC 600 mM NaCl GC 50°C GC

Figura 1. Porcentagem de raizes de plantas de Jatropha curcas colonizadas por Glomus
clarum sob diferentes condi¢cdes de estresse (suspensédo diHegasem irrigadas-
Controle) e inoculadas com G. clarum (GC). Barras seguidas de letras iguais, ndo
diferem do tratamento control€d@ntrole - GC) a 5% de probabilidade pelo teste de

Dunnett.
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RW (%)

Figura 2. Conteudo relativo de agua em plantas de Jatropha curcas sob diferentes
condices de estresse abiotiGmntrole - plantas ndo submetidas ao estresse abioético;
Controle GC - plantas ndo submetidas ao estresse abidtico e inoculadas com G.
clarum EH - plantas submetidaso estresse hidrico pela suspenséo dg EgasC -

plantas submetidago estresse hidrico pela suspensédo da rega e inoculadas com G.
clarum; 600 mM NacCl - plantas submetidaeo estresse salinG00 mM NaCl GC -

plantas submetidas ao estresse salino e inoculadas com G. cHrU@;- plantas
submetidas ao estresse térmig0;°C GC - plantas submetidas ao estresse térmico e
inoculadas com G. clarum. Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem do tratamento

controle Controle) a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Figura 3. Expressédo relativa do gene JcBD1 em plantas de Jatropha curcas sob
diferentes condi¢Bes de estresse abié@mmtrole - plantas ndo submetidas ao estresse
abidtico; Controle GC - plantas ndo submetidas ao estresse abidtico e inoculadas com
G. clarumEH - plantas submetida® estresse hidrico pela suspensao da Edg&C

- plantas submetida@o estresse hidrico pela suspensdo da rega e inoculadas com G.
clarum 600 mM NacCl - plantas submetidas ao estresse sab00; mM NaCl GC -

plantas submetidas ao estresse salino e inoculadas com G. cHxuU@;- plantas
submetidas ao estresse térmig0;°C GC — plantas submetidas ao estresse térmico e
inoculadas com G. clarum. Barras seguidas de letras iguais, nao diferem do tratamento

controle Controle) a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Figura 4. Concentracdo de GB em plantas de Jatropha curcas sob diferentes condic6es
de estresse abidtic@ontrole - plantas ndo submetidas ao estresse abidiontrole

GC - plantas ndo submetidas ao estresse abidtico e inoculadas com G; ElArum
plantas submetidaao estresse hidrico pela suspensédo da; iegla GC - plantas
submetidaso estresse hidrico pela suspensao da rega e inoculadas com G; 6@0um

mM NaCl - plantas submetidas ao estresse salgi) mM NaCl GC - plantas
submetidas ao estresse salino e inoculadas com G. cla@ui@, - plantas submetidas

ao estresse térmicd0 °C GC - plantas submetidas ao estresse térmico e inoculadas
com G. clarum. Barras seguidas de letras iguais, ndo diferem do tratamento controle

(Controle) a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Figura 5. (a) Fotomicrografia 6tica de estruturas tipicas da associagdo micorrizica
arbuscular produzidas em plantas de pinhdo-msasdiferentes condi¢cdes de estresse
abidtico 60 dias ap6s a inoculacdo com G. clahMmesiculas (v) e hifas intra radiculares

(hi); (b) plantas submetidas ao estresse hidrico, inoculadas (I) ou ndo (NI) com G.
clarum; (c) plantas controle (ndo submetidas ao estresse abiético), inoculadas (I) ou ndo
(NI) com G. clarum; (d) plantas submetidas ao estresse térmico, inoculadas (I) ou ndo

(NI) com G. clarum.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente estudo mostram que sob condi¢cdes de déficit hidrico, a
colonizacéo de J. curcas por FMAs aumenta a absor¢cdo de nutrientes essenciais pelas
plantas, alterando a distribuicAo de biomassa e nutrientes. Estas caracteristicas
aumentam a robustez desta planta as condi¢des de estresse hidrico, uma vez que o baixo
indice pluviométrico € uma condicéo limitante da producdo de sementes. FMAs e GB
podem assim, amenizar e compensar as limitacbes de crescimento impostas por
condicdes de déficit hidrico, desempenhando, portanto, um papel essencial na tolerancia
ao estresse e producao de biomassa em J. curcas.

Plantas de pinhdo-manso, independente da acdo de GB e G. clarum, apresentaram
alta atividade de enzimas antioxidativas, mesmo quando bem irrigadas, indicando
assim, que estas plantas possuem sistema de defesa muito eficiente.

A capacidade de plantas de J. curcas modificar suas caracteristicas morfolégicas,
fisiol6gicas, moleculares e estruturais em resposta a seca no fornecimento de recursos
hidricos € alterada pela inoculacdo com FMAs e por GB. A associacdo micorrizica
arbuscular pode ser utilizado como um fator de atenuacédo das consequéncias do estresse
hidrico em plantas de J. curcas.

Sob condicBes de estresse abiodtico, a colonizacdo de J. curcas por G. clarum
aumenta a expressdo do gene JcBD1 envolvido na toleréncia ao estresse, com
consequente aumento da concentragdo de GB, melhorando assim, o balanco hidrico

nesta espécie.
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