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RESUMO GERAL
SILVA, Hellen Fernanda Oliveira. Influéncia da substéancia hiumica em plantas de arroz
(Oryza sativa L.) inoculadas por fungos micorrizicos arbusculares sob estresse salino.
2020. 121 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Biotecnologia Aplicada). Instituto de
Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

A presente dissertacdo teve como objetivo avaliar o efeito da substancia himica (SH) integra
extraida de vermicomposto (Vc) caracterizada mediante técnicas espectroscopica e em
combinacdo com fungos micorrizicos arbusculares em plantas de arroz submetidas a estresse
salino. No capitulo I, foi verificada a influéncia de diferentes niveis de estresse salino nos
parametros morfoldgicos do sistema radicular e fisiologicos da parte aérea da espécie vegetal
em estudo. Foi constatado que a maior concentracdo salina desencadeou danos fisiol6gicos em
algumas etapas da fotossintese, acarretando no decréscimo da producdo de biomassa nas
plantas. Houve influéncia negativa no desenvolvimento do sistema radicular sob os diferentes
niveis de estresse salino. Entretanto, a maxima concentracdo provocou uma reducdo em todas
as caracteristicas morfoldgicas quantificadas, afetando principalmente, o comprimento e
namero de raizes, exercendo efeitos nocivos no crescimento e desenvolvimento da planta. Esse
efeito prejudicial resulta em um declinio na capacidade de absorcdo de agua e nutrientes,
diminuindo, consequentemente, a quantidade de nutrientes disponiveis para serem translocados
aos demais 6rgdos, interferindo na produtividade. Contudo, ficou evidente que as doses de
estresse salino toleradas pelo arroz nas condicBes experimentais foram as que continham 150
mM e 200 mM de NaCl. O capitulo 11 teve como objetivo caracterizar espectroscopicamente a
SH isoladas a partir de vermicomposto e, posteriormente, avaliar o efeito de diferentes
concentragdes da SH, em momentos diferentes sob o desenvolvimento dos indicadores
morfologicos radiculares e os efeitos causados no rendimento quantico fotossintético. Através
do espectro ¥C NMR, notou-se a predominadncia de estruturas alifaticas devido a
predominancia de grupos Caiyl(H,R), Cayi-O e o contetdo de C alifatico foi maior que o
contetdo de C aromatico. Em seguida, ao avaliar a influéncia desta substancia nas plantas de
arroz, foi constatado que apresentaram aumento no desempenho fotossintético com as
concentracOes de 40 e 60 mg (SH) L™, 144 horas ap6s aplicagdo, uma vez tendo ocorrido
inicialmente um declinio. Essa reducdo na eficiéncia fotossintética possivelmente desempenhou
um papel de sinalizagdo para a espécie vegetal, 0 que posteriormente acarretou no aumento do
desenvolvimento da mesma. Houveram alterac@es diferenciadas nas caracteristicas estruturais
do sistema radicular por efeito da aplicagcdo da substancia humica, correlacionada aos aspectos
de desenvolvimento da parede celular vegetal. No capitulo Ill, foi avaliada a influéncia da
interacdo da dose selecionada de SH e dos fungos micorrizicos Acaulospora mellea, Glomus
formosanum, Rhyzoglomus clarum e Glomus sp. na cultura do arroz submetido a dose de
estresse salino. A aplicacdo da SH em plantas inoculadas com FMA, tanto em condicdes
normais como em meio ao estresse salino, incrementaram significativamente a produgéo de
biomassa da parte aérea e os parametros morfologicos do sistema radicular, havendo maior
expressividade de interagdes com o fungo Rhyzoglomus clarum e Glomus sp no estresse salino,
destacando-se por terem apresentado estruturas de estabelecimento de simbiose e reprodutivas,
em relacéo a eficiéncia da colonizagdo micorrizica de acordo com a metodologia utilizada.

Palavras-chave: Acidos Himicos. Atividade bioldgica. Simbioses. Salinidade.



GENERAL ABSTRACT
SILVA, Hellen Fernanda Oliveira. Influence of humic substance on rice plants (Oryza
sativa L.) inoculated by arbuscular mycorrhizal fungi under salt stress. 2020. 121 f.
Dissertation (Master in Agronomy, Applied Biotechnology). Institute of Biology, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

This dissertation aimed to evaluate the effect of humic substances (HS) extracted from
vermicompost (Vc) and characterized by spectroscopic techniques in combination with
arbuscular mycorrhizal fungi in rice plants under to salt stress conditions. The chapter |
evaluated the influence of different NaCl dose on the roots morphological parameters and
physiological systems of the aerial part in plant growth under stress conditions. It was found
that the highest salt concentration triggered deleterius effects in some stages of photosynthesis,
resulting in a production decrease of biomass in plants. Salt treatments in rice plants exerced
negative influence on the development of the root system showing a physiological stress
condition. The higher NaCl concentration caused a reduction in all the quantified morphological
characteristics, mainly affecting the length and number of roots, exerting harmful effects on the
growth and development of plant. This harmful effect results in a decline of water and nutrient
absorption capacity. However, it was evident that the doses of salt stress tolerated by rice plant
were those that contained 150 mM and 200 mM NaCl. Chapter Il aimed to characterize by
spectroscopic technics the HS isolated from vermicompost and, subsequently, to evaluate at
different times, the effect of different HS concentrations on root morphological indicators and
photosynthetic quantum yield. The 13C NMR spectra show a predominance of aliphatic
structures and the predominance of CAlkyl (H, R), CAlkyl-O groups and the aliphatic C content
was greater than the aromatic C content. Then, when assessing the influence of this substance
on rice plants growht, it was found an increase in photosynthetic performance in plant treated
with concentrations of 40 and 60 mg (AH) L-1, 144 hours after application, once there was an
initial decline. There were different changes in the root system due to the application of the
humic substance, correlated with the development aspects of the plant cell wall. The Chapter
Il evaluated the influence of the application of HS and the mycorrhizal fungi Acaulospora
mellea, Glomus formosanum, Rhyzoglomus clarum and Glomus sp. in rice plant under saline
stress. The application of HS in plants inoculated with AMF, both in normal conditions and
under salt stress, significantly increased the biomass production of the aerial part and the
morphological parameters of root system, with greater expressiveness of interactions with the
fungus Rhyzoglomus clarum and Glomus sp in saline stress, standing out for having presented
symbiosis and reproductive structures in relation to the efficiency of mycorrhizal colonization
according to the methodology used.

Keywords: Humic acids. Biological activity. Symbiosis. Salinity.



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

SH Substancia Himica.

CP MAS 13C RMN Ressonancia magnética nuclear do is6topo do *C em
polarizagdo cruzada e rotacdo no angulo mégico.

EROs Espécies reativas de oxigénio.
NaCl Cloreto de sadio.

Na Sadio

K Potassio

P Faésforo

FMA Fungos Micorrizicos Arbusculares.

MA Micorriza Arbuscular
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1 INTRODUCAO GERAL

Dados divulgados pela Food and Agriculture Organization — FAO em 2013
destaca o arroz como principal fonte de energia para mais da metade da populacdo
mundial e que mais de 805 milhdes de pessoas em todo 0 mundo passam fome, com
mais de 50% delas vivendo em areas que dependem da producéo de arroz (FAO, 2015).
E considerado um alimento de amplo consumo, principalmente, pela populaco de baixa
renda. Entre os produtos destinados a alimentagdo humana, foi considerado o terceiro
de maior importancia, ficando atrés do leite e trigo e, em algumas partes do mundo,
especialmente na Asia, € a base da alimentagdo da populag&o.

A Foreign Agricultural Service / United States Department of Agriculture (FAS
/ USDA, 2019) divulgou estimativa de producdo e comercializagdo mundial de arroz, a
expectativa é de que seja consolidada uma colheita global de 501,4 milhdes de toneladas
de arroz beneficiado em 2018/2019, maior 1% que a colheita na temporada anterior,
estimada em 495,49 milhdes de ton. O consumo seguira crescendo, mas ndo N0 Mesmo
ritmo da oferta, pois 0 USDA espera 492,4 milhdes de ton. beneficiadas em 2018/19.
Este crescimento se deve ao aumento populacional na Asia e & demanda otimista na
Africa.

Assim como outras culturas, o arroz tem sua produtividade afetada por diversos
fatores, tais como: nutricdo, clima, genética e fitopatologia. Contudo, diante das
previsdes de crescimento populacional mundial, atingindo nove bilhdes de habitantes
em 2050 (Ash et al., 2010), existe o desafio de criar métodos avangados e eficientes para
aumentar a producdo de alimentos e energia renovavel sem esgotar os recursos naturais.

A escassez de dgua potavel e a falta de alimentos para grande parte da populagéo
serdo as duas fortes crises a serem vivenciadas em 2050. Segundo a Organizacdo das
Nag¢des Unidas (ONU), estima-se que hd no mundo mais de 1,2 bilhdo de pessoas sem
acesso a agua potavel, aproximadamente 20% da populacdo mundial (Unesco, 2007).

As atividades praticadas na agricultura consomem cerca de 70% de agua do
planeta (Aquastat — FAO, 2010), e o uso descontrolado de pesticidas e fertilizantes
contribuem para um maior impacto de contaminacéo dos lengoéis fredticos e mananciais
subterraneos. Do mesmo modo que em algumas regides produtoras do Brasil como, por
exemplo, o nordeste caracterizado por apresentar um clima semiarido, tal qual necessita
da irrigacdo para garantir a produtividade das culturas, constituindo-se em uma
importante alternativa de assegurar a producao de alimentos em periodos de escassez de
chuvas (FIGUEIREDO, 2005). Entretanto, tal pratica provoca aumento da densidade do
solo, devido ao baixo teor de matéria organica em solos tropicais e principalmente, ao
excesso de sais na superficie. Os sais se acumulam no solo provocando mudancas nas
suas propriedades fisicas e quimicas, modificando o contetdo de bases trocaveis no
solo, acarretando na degradacdo do mesmo. Esse processo pode ser agravado pela
utilizacdo de implementos de forma mais intensa visando a maximizacéo da producéo e
em condi¢des de excesso de umidade caracteristicos desse sistema de cultivo.

Frente a este cenario, a biotecnologia aplicada as plantas ocupa um papel central
na busca por solugdes para mitigar os problemas atuais e futuros, causados por escolhas
feitas pela humanidade (Carrer et al., 2010). Atuando de algumas formas para melhorar
a eficiéncia do uso da agua na agricultura, bem como: desenvolvimento de espécies
tolerantes a seca, reduzindo a irrigacdo intensiva e conservando a agua nos solos, além
de preservar a estrutura e composi¢cdo dos mesmos, pois sdo meios bioldgicos ricos em
microrganismos que desempenham importantes fungdes, especialmente no ciclo do
carbono e na génese de substancias hiumicas (SH), caracterizado por ser um produto
obtido através da humificacdo da matéria organica, além de apresentar propriedades
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guimicas e estruturais concedidas pelos materiais organicos e fatores ambientais das
quais séo originarias e consideradas como responsaveis por estimular o crescimento
vegetal (FACANHA et al., 2002). Existindo uma relacdo entre a fonte das SH, sua
estrutura e bioatividade (CANELLAS et al., 2012b). A capacidade das SH e suas fracGes
em promover o crescimento vegetal tem sido muito estudado em diferentes especies
vegetais por diversos autores (CANELLAS et al., 2015; Da SILVA et al., 2015;
GARCIA et al., 2016¢) utilizando diferentes fontes de SH (solo, carvio, leonardita,
vermicomposto, lodo de esgoto, etc), mostrando uma gama de efeitos positivos. Os
principais efeitos tém sido relacionados com o crescimento radicular, acumulo de
biomassa e promocéo de pélos radiculares (FACANHA et al., 2002a). De acordo com
Muscolo et al. (2013), a atuacdo das SH sobre as plantas deve-se ao predominio de
efeitos tipo auxina e de estruturas ndo ligninicas.

Além dos efeitos como promotores do crescimento vegetal, as SH tém um papel
fundamental na biologia do solo, servindo como fonte de energia para 0S
microrganismos nao fotossintéticos, como bactérias e fungos, que necessitam de
substancias contendo carbono residual (WHITBY e VAN den BERG., 2015). Na biota
do solo, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tém uma relevante atribuicdo ao
formar associagdes simbidticas mutualisticas com cerca de 90% das plantas vasculares
(SIQUEIRA et al., 2002), potencializando nas plantas micorrizadas a disponibilidade de
agua e nutrientes (SMITH e READ, 1997), singularmente 0s que apresentam pouca
mobilidade no solo como o fésforo (P) (JANSA et al., 2003), e propiciando a capacidade
de supervivéncia das plantas (BRAHMAPRAKASH e SAHU, 2012; Du JARDIN,
2015). Ha alguns estudos na literatura que relatam a presenca de um efeito sinérgico
entre as SH e FMA. Segundo Lima (2008), a influéncia estaria relacionada colonizacao
micorrizica, ao aumento da esporulacdo (NOBRE et al., 2013) e nimero de hifas intra e
extra radiculares (GRYNDLER et al., 2005). Todos os beneficios fornecidos contribuem
para uma agricultura mais ecologicamente sustentéavel.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como hipdtese cientifica:

HO: ndo existe um estimulo da SH nos parametros morfo-fisiol6gicos em plantas
de arroz (Oryza sativa L.), assim como nédo ha influéncia dos FMAs quando submetidos
ao estresse salino;

H1: existe um estimulo da SH nos parametros morfo-fisiol6gicos em plantas de
arroz (Oryza sativa L.), assim como ha influéncia dos FMAs quando submetidos ao
estresse salino.

O objetivo geral proposto por este trabalho foi:

Avaliar as caracteristicas quimicas da substancia humica, isolada de
vermicomposto na sua forma integra (AH + AF), e o efeito da interacdo de SH em
plantas de arroz (Oryza sativa L.), com a presenca de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) e em condicdes de estresse salino.

Os objetivos especificos da dissertacdo foram:

a. Estabelecer a dose vs. resposta de NaCl, na busca da méxima dose que nao
provoque danos letais ao vegetal;

b. Isolar e caracterizar espectroscopicamente a substancia himica originaria de
vermicomposto;

c. Estabelecer a dose vs. resposta de substancia huimica com maximo estimulo
de crescimento inicial em plantas de arroz;

d. Awvaliar o efeito da substancia humica em plantas de arroz através de
alterac6es morfoldgicas das raizes e sobre a fotossintese;
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e. Caracterizar a interacdo dos FMAs: Acaulospora mellea, Glomus
formosanum, Rhyzoglomus clarum e Glomus sp. com a SH no crescimento e

estabelecimento da simbiose micorrizica em plantas de arroz sob condic¢Ges de
salinidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Arroz (Oryzasativa L.)

O arroz é uma planta da familia das gramineas, do género Oryza, que possui em torno
de vinte espeécies, sendo a mais cultivada a Oryza sativa (JULIANO, 1993) por ter sido
submetida ao processo evolutivo e de domesticacdo, se adaptando as condi¢des agroecoldgicas
de cada ambiente, o que contribuiu para que surgissem diversos tipos geneticamente
divergentes (PEREIRA et al., 1999).

E uma cultura milenar, cuja qual ndo se tem certeza se é originaria da india ou China.
Entretanto, sabe-se que por volta de 2800 a.C. era a planta mais sagrada do imperador da China
(FLANDRIN; MONTANARI, 1998). Este cereal foi introduzido no Brasil pela frota de Pedro
Alvares Cabral, porém seu cultivo em territorio nacional s6 foi relatado apds 1530, na capitania
de S@o Vicente, espalhando-se posteriormente por outras regides do litoral, sempre em
pequenas lavouras de subsisténcia, principalmente na regido Nordeste (PEREIRA, 2002). Em
1904, no municipio de Pelotas, localizado no estado do Rio Grande do Sul, surgiu a primeira
lavoura empresarial, j& instalada a pratica de irrigacdo. Os veiculos movidos a vapor, acionavam
as bombas de irrigacao, facilitando a inundacdo das lavouras de arroz (PEREIRA, 2002).

Atualmente é um dos cereais mais produzidos e consumidos nos cinco continentes,
caracterizando-se como principal alimento de mais da metade da populacdo mundial. Somente
na Asia, de 60 a 70% do consumo caldrico de mais de 2 bilhdes de pessoas é proveniente do
arroz e seus subprodutos (FAO, 2004). Ocupando um ranking de terceiro cereal mais plantado
no mundo, ultrapassado somente pelo milho e trigo. China, india, Bangladesh e Indonésia
respondem por aproximadamente 70% da colheita mundial. O Brasil esta entre 0os dez maiores
produtores, o primeiro fora do continente asiatico, com cerca de 2% da producéo global (DEE,
2018). Em 2015, a FAS/USDA estimou a producao mundial do grdo para mais de 475 milhGes
de toneladas, sendo 8,3 milhdes de toneladas produzidas apenas no Brasil.

2.1.2. Importancia socio-econdmica

A cadeia orizicola desempenha importante papel na 6tica cultural, social e econdmica
brasileira. Ademais, a cadeia produtiva do arroz apresenta destaque na criacdo de trabalho e
renda para a economia interna, com um parque industrial nacional de beneficiamento altamente
desenvolvido. Tratando-se, portanto, de um produto que o pais precisara continuar produzindo
a fim de suprir a demanda interna por alimentos. Apesar desses pontos fortes do setor, a
estrutura de financiamento, as questdes tributarias e os problemas logisticos tém dificultado o
pleno desenvolvimento da cadeia.

Em um estudo relacionado com a sustentabilidade econémica da cultura do arroz no Brasil,
Wander e Silva (2014) concluiram que: (a) 0s precos nacionais e internacionais do arroz tem
oscilado consideravelmente desde 2008; (b) os custos de produgdo aumentaram em 2006/2007
até 2009/2010, e diminuiram em 2010/2011 e 2011/2012; (c) a rentabilidade do arroz de terras
altas foi positiva em todo o periodo analisado, enquanto que no arroz irrigado, a rentabilidade
também foi positiva no periodo, exceto para safra 2010/2011, quando os pre¢os muito baixos
colocaram em risco a sustentabilidade econdmica da cultura; e (d) as politicas publicas vigentes
para o setor arrozeiro no Brasil atendem, parcialmente, as necessidades do setor. Segundo esses
mesmos autores, existem aspectos relacionados aos custos de producéo e comercializacdo, que
podem prejudicar a competitividade de longo prazo da cadeia do arroz.
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Com base nos dados publicados pela ONU (2012), a populacdo mundial em 2024 serd
superior a 8 bilhdes de pessoas e, em 2050, superior a 9,5 bilhdes. Este crescimento deve ocorrer
sobretudo em paises em desenvolvimento, mais especificamente na Nigéria, Republica
Democréatica do Congo, Etiopia e india, cujo nimero médio de filhos vem crescendo de forma
acelerada. Além da expansao populacional, a concentragdo nas cidades e o crescimento da renda
devem ampliar a demanda de alimentos.

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a produgéo nacional de
arroz alcangou 12.071,0 mil toneladas na safra 2017/2018, resultando 2,1% menor em
comparagdo com a colheita obtida em 2016/2017, quando foram colhidas 12.327,8 mil
toneladas. Implicando uma reducéo de 256,8 mil toneladas.

O arroz é o alimento que compde a cesta bésica do brasileiro, com a producgdo ocorrendo
nas cinco regides do pais. A lideranca destacada cabe ao Sul (80,7% da producéo nacional em
2017/2018), vindo a seguir, com expressiva desvantagem, o Norte (8,8%), Centro-Oeste
(5,6%), Nordeste (4,4%) e Sudeste (0,4%).

O Nordeste foi a Unica regido do pais em que a producdo cresceu na safra de 2017/2018.
Porém, a maior produtividade foi obtida no Sul (7.811 kg/hectare), seguido com larga diferenca
0 Norte (4.045 kg/hectare), Centro-Oeste (3.653 kg/hectare), Sudeste (3.611 kg/hectare) e, por
altimo, o Nordeste (2.033 kg/hectare). Os sistemas fundiarios, a utilizacdo de modernas
tecnologias, como a irrigacédo artificial e sementes selecionadas, explicam as diferencas de
produtividade.

Em relacdo ao mercado internacional, segundo dados do USDA, a producdo mundial de
arroz base beneficiado ficou em 501,39 milhdes de toneladas na safra 2018/2019, expansao de
aproximadamente 5,9 milhGes de toneladas em relagdo a safra 2017/18. De acordo com a
Conab, esse resultado foi reflexo principalmente da expectativa de recorde produtivo na india
e da retomada da producdo norte-americana. E no que se refere ao consumo, obteve-se um
significativo incremento de 9,4 milhGes de toneladas, em meio a um aumento da demanda
africana pelo gréo.

Segundo colaboradores do Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada da
Esalg/USP (Cepea — Esalg/USP, 2019) na comercializagdo, a formacéo de precos nacionais
para 0 arroz possui estreita relacdo com o que ocorre com a producdo do arroz nos paises do
Mercosul, principalmente, Uruguai e Argentina. Com base nos dados da FAS/USDA, os paises
integrantes produziram cerca de 14,5 milhdes de toneladas de arroz em casca (retracao de 7,85%
em relacdo a safra anterior), sendo o Brasil responsavel por 75,71% da producdo. Acerca do
consumo, o Brasil destaca-se como 0 maior mercado consumidor, com uma demanda estimada
sempre acima dos 11 milhdes de toneladas. Os outros paises integrantes do Mercosul nao
possuem uma forte cultura de consumo do produto, sendo as suas producdes, em grande parte,
ndo destinadas ao consumo interno, e sim, ao mercado internacional.

2.1.3. Problemas que afetam a producéo do arroz no Brasil

O aumento populacional, as demandas por alimentos e outros recursos indispensaveis a
sobrevivéncia humana, vem provocando importantes impactos na base dos recursos naturais
das regifes semiaridas. Nessas regides os impactos sdo maiores sobre o solo, o qual sofrem com
expressivos problemas de salinizagdo, consequéncia da intensa evapotranspiracdo, baixas
precipitacbes, ma drenagem dos solos e intervencdo do homem com a préatica de irrigacao,
muito comum nessa regido, devido a ocorréncia do déficit hidrico para culturas na época da
seca. Tal préatica no semiarido nordestino € essencial para garantir a produtividade das culturas,
em que consiste em uma importante alternativa de garantir a producéo de alimentos mesmo em
periodos de escassez de chuvas (FIGUEIREDO, 2005).
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Num cenério de mudancas climéticas globais, onde previsdes meteorolégicas apontam
aumento da temperatura e alteragdes em outras variaveis ambientais, como o regime das chuvas,
é fundamental o conhecimento dos fatores ecofisioldgicos e estudos referentes a adaptacéo e
comportamento das principais culturas agricolas, que sdo capazes de desenvolver mecanismos
préprios que mitiguem ou tolerem condi¢des de estresses.

A agricultura vem enfrentando um grande problema em todo o mundo com a falta de
recursos hidricos adequado, forcando muitos produtores a utilizar 4gua salobra para a irrigacéo
das culturas, ou até mesmo produzirem em meio a escassez de agua, 0 que pode provocar
alterac6es em diversos fendmenos fisioldgicos, afetando todo o crescimento e desenvolvimento
das plantas. Em muitas areas de producéo, o uso de agua de baixa qualidade para irrigacdo e a
aplicacdo de quantidades excessivas de fertilizantes s&o as razGes elementares para a ocorréncia
de um dos principais problemas da agricultura, bem como a degradacéao dos solos pelo aumento
da salinidade. Em se tratando de regides aridas e semidridas irrigadas, constitui uma das maiores
adversidades, culminando na limitacdo da producéo agricola e na reducéo da produtividade das
culturas a niveis anti-econémicos.

Apesar dos efeitos benéficos do cultivo em curto prazo, segundo Vasconcelos (2014), a
longo prazo o cultivo intensivo, em &reas irrigadas, provoca aumento na densidade do solo,
devido principalmente ao trafego intensivo de maquinas e ao baixo teor de matéria organica,
td0 necessaria na manutencdo da estrutura dos agregados do solo. O resultado imediato desse
aumento de densidade é a compactacdo, capaz de promover modificagdes nas caracteristicas
fisicas do solo, apresentando um risco maior em solos irrigados, devido as condicGes de
umidades nesses sistemas; essa umidade atua no interior do solo, aproximando as particulas do
mesmo. Os principais atributos fisicos que refletem a compactacdo sdo: a porosidade, a
distribuicdo do tamanho dos poros e a estrutura do solo (SILVA et al., 2007). Corroborado por
Rhoades e seus colaboradores (2000), que dissertaram sobre os impactos negativos no solo
provocados pela salinizacdo bem como: a alteracdo e aumento da densidade aparente e da
retencdo de agua no solo, diminuicdo da infiltracdo de dgua pelo excesso de ions sédicos e
reducdo da fertilidade fisico-quimica. Ja nas plantas, segundo Dias & Blanco (2010), podem
ser provocados por dificuldades na absorcdo de agua, danos causados por ions especificos e
pela influéncia dos sais nos processos fisioldgicos (efeitos indiretos) diminuindo o crescimento
e desenvolvimento das plantas.

A interferéncia préatica da salinidade no solo sobretudo é a perda da fertilidade e a
susceptibilidade a erosdo, além da contaminacdo do lencol freatico e das reservas hidricas
subterraneas. Nas plantas, estes efeitos implicam na perda de produtividade e de qualidade, ou
perda total da producdo. Feedbacks e adaptacBes a estresses abidticos foram largamente
estudadas por Taiz e Zeiger (2010), que discorreram sobre uma diversidade de aspectos
fundamentais referentes ao tema como a adaptacdo e plasticidade fenotipica, o ambiente
abiotico e o impacto bioldgico nos vegetais, a influéncia do clima e solo no crescimento das
plantas, déficit hidrico e resisténcia a seca, ajuste osmotico vegetal em solo seco para acumular
solutos, estresse e choque térmico, estresse pela salinidade e falta de oxigénio, dentre tantos
outros.

O fator ambiental clima, de acordo com Larcher (2004), estabelece as condigdes para o
crescimento da planta e sua area de distribuicdo, impondo limites para sua sobrevivéncia. O
clima pode ser entendido como as condi¢cbes médias e corriqueiras de tempo de uma
determinada regido. O termo recorrente € bioclima, que corresponde o microclima ao redor de
onde as plantas se desenvolvem: compreendendo o limite das superficies das partes aéreas até
onde as raizes se prolongam no solo. E um clima caracteristico, determinado pela estrutura e o
préprio funcionamento da comunidade vegetal (Dias, 20018). Este mesmo autor, relatou que
todas as plantas crescem e se desenvolvem em um emaranhado ambiental que abrange maltiplos
fatores abidticos, quimicos ou fisicos, com grande variacao de tempo e localiza¢do geografica.
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Os fatores abidticos incluem qualidade do ar, vento, intensidade e qualidade de luz,
temperatura, agua, concentracdo de elementos nutricionais, potencial hidrogeniénico (pH) e
potencial redox. Oscilacdes nesses fatores além de taxas normais tém decorréncias quimicas e
fisioldgicas negativas para as plantas. As mesmas no decorrer do seu processo evolutivo
desenvolveram mecanismos que garantem sua sobrevivéncia e, frequentemente, obtém sucesso
frente a um complexo ambiental a qual sdo submetidas. Adaptacdo ao ambiente € caracterizada
como mudancas genéticas dentre a populacdo em que foi exposta a sele¢do natural por muitas
geracOes. Ademais, também podem responder de maneira individual as mudangas no ambiente
por alterar diretamente sua fisiologia e morfologia para conseguir resistir melhor ao novo
ambiente. Tais modificacdes ndo requerem novas mudangas genéticas e, caso essa resposta
genética individual melhora com repetidas exposi¢cdes a nova condicdo ambiental, esse
feedback é denominado de aclimatacdo. De acordo com Dias (2018), a adaptacéo e plasticidade
fenotipica podem colaborar para que as plantas desenvolvam tolerancia aos extremos no
ambiente abidtico.

O clima e as condigdes edaficas (relacionadas ao solo) tém um amplo impacto no vegetal,
que abrange seu crescimento, desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia. Com base nos
fatores climaticos que acometem a homeostase fisiologica, pode-se incluir os gases
atmosfericos, luz, temperatura, umidade, precipitacdo e vento. A humanidade detém a
capacidade de influenciar negativamente o clima de diversas formas: por reduzir &gua
disponivel, pelo aumento do nivel de gases do efeito estufa na atmosfera, através de gases
poluentes do ar e dentre tantas outras. Os fatores abidticos podem também interferir um no
outro, bem como: alta taxa de luminosidade implica na elevacao da temperatura do ar, os ventos
regulam a temperatura através da evaporacdo e 0s oceanos, normalmente, modulam a
temperatura atmosférica e tempestades. As condicGes climaticas podem variar, periodicamente,
em um determinado ecossistema. As variagdes podem ser graduais e previstas ou abruptas e
intermitentes.

Outro ponto de extrema relevancia em um sistema de irrigacao, esta intimamente associado
a qualidade da &gua para a realizacdo de tal pratica, que relacionada as condicdes climaticas da
regido, geram um problema muito frequente nos perimetros irrigados do nordeste brasileiro, a
salinidade. A produtividade da cultura, limitada pela agua, depende da quantidade e qualidade
disponivel deste recurso e da eficiéncia do seu uso pelo vegetal. Uma planta capaz de obter
mais dgua ou que tem maior eficiéncia no seu uso resistira melhor a seca. Algumas plantas
possuem suas apropriacdes, como os tipos fotossintéticos C4e CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas), que lhes permitem explorar ambientes mais aridos. Essas plantas exibem
mecanismos de aclimatacdo que sdo ativados em respostas ao estresse hidrico. Entretanto, o
arroz é definido por sua via fotossintética Cs caracterizada por apresentar dificuldades em
crescer em regides muito quentes pois, seu processo metabolico desencadeia o fendbmeno de
fotorrespiracao provocando um desperdicio energético da planta que limita seu crescimento. E,
principalmente, o arroz de sequeiro, hoje classificado como de terras altas é totalmente
dependente das oscilacdes climéaticas (SANTANA et al., 2004). Embora a cultura do arroz de
sequeiro seja pouco exigente em insumos, vem-se buscando a adocdo de novas técnicas que
permita garantir consideraveis niveis produtivos a cultura, provavelmente em decorréncia do
processo de modernizacdo e racionalizacdo da agricultura, o0 manejo com uma adubacéo
adequada, assim como outros fatores, tem sido integrado especialmente para 0 aumento da
produtividade (FAGERIA et al., 2001).

2.2. Salinidade
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A salinizacdo ocorre pelo fato da irrigacdo conter sais dissolvidos que, mesmo estando em
baixas concentracGes, podem ser agregados ao solo, tornando-o salino em poucos anos
(AGUIAR NETTO et al., 2007). Esses sais se acumulam no solo provocando mudancas nas
suas propriedades fisicas e quimicas, modificando o contedo de bases trocaveis no solo.

Nas regides secas e em paises em desenvolvimento, a agua possui um valor estratégico para
o0 desenvolvimento econdmico e social. Alguns autores, assim como LACERDA & OLIVEIRA
(2007) analisaram que a atividade dos perimetros irrigados no sertdo do estado do Ceara,
aumentam os indices de qualidade de vida. No entanto, é de maxima relevancia desenvolver
estratégias de gerenciamento dos recursos hidricos que atendam a demanda do abastecimento e
maximizem a producao por meio da agricultura irrigada (OLIVEIRA & LANNA, 1997). Assim
como técnicas de gerenciamento que lidem com as consideraveis mudancas climéticas
(GONDIN et al., 2017; DOMINGUES et al., 2011).

A regido semiarida do Nordeste brasileiro tem como caracteristica principal a irregularidade
dos periodos de chuva, o que dificulta aimplantacdo de uma das atividades predominantes nessa
regido, a agricultura. Entretanto, essa realidade comecou a ser solucionada com a expanséao da
modernidade no campo entre os anos de 1968 e 1992, com a implantagdo dos Perimetros
Irrigados (PI), através do critério de disponibilidade de &agua e solos favoraveis ao
desenvolvimento da irrigacdo conforme a potencialidade para represar as aguas (REBOUCAS,
1997; PONTES et al., 2003).

Os beneficios trazidos pela insercdo dos perimetros irrigados no semiarido séo
incontestaveis, todavia quando ma empregada pode acarretar o surgimento de problemas como
a salinizacdo/sodificacdo, provocando a destruicdo da estrutura do solo. A presenca de sais em
excesso no solo pode provocar “[...] danos inerentes a estrutura como a dispersao de coldides e
a formacdo de estratos impermeéveis, decorrentes da precipitacao de carbonatos e silicatos, com
reflexos indesejaveis no arejamento e na taxa de infiltragdo da dgua no perfil” (FERREIRA et
al., 2010). Essas altera¢des na estrutura do solo podem interferir nas condigdes necessarias para
que se tenha o pleno desenvolvimento do vegetal, refletindo negativamente na produtividade
das culturas comerciais. Corroborado por outros autores na literatura que dissertaram sobre a
presenca dos sais no solo e na dgua de irrigacdo que sdo capazes de reduzirem a disponibilidade
da &gua para as plantas, ao ponto de afetarem os rendimentos das culturas (SANTANA et al.,
2007).

Ainda segundo Ferreira e colaboradores (2010), os sais solGveis mais comuns na solucao
do solo de regides semiaridas sdo: sodio (Na*), calcio (Ca*), magnésio (Mg?*), potassio (K*),
cloreto (CI), sulfato (SO4%), bicarbonato (HO3"), carbonato (CO3?), borato (BOs*) e nitrato
(NO3). O acumulo desses sais advém em condicOes imperfeitas de drenagem, baixa
precipitacdo pluvial, elevada evapotranspiracao e existéncia de camadas impermeaveis no solo
(RIBEIRO, 2010). O excesso de ions de sodio (Na+) na solucdo do solo desencadeia outro
processo comum em areas salinizadas, a sodificacdo, que resulta na formacéo de solos sodicos.
O uso intensivo do solo, além de promover alteracdes fisicas, como a compactacdo, pode
contribuir para um problema sério e comum em perimetros irrigados, principalmente em solos
tropicais e com condicdes inadequadas de drenagem, a salinizagdo dos solos. Outro fator a se
considerar € a manutencdo da qualidade quimica do solo, pois o cultivo intensivo retira uma
grande quantidade de nutrientes do solo, e considerando o uso de monocultura, frequentemente
utilizada em grandes areas de cultivo, agrava ainda mais as condi¢bes quimicas dos solos
irrigados. O aumento dos teores de sais ocorre quando a irrigacéo é feita com agua de baixa
qualidade, cuja mesma apresenta altos teores de sais, que associado ao clima quente e a
deficiéncia de drenagem do solo, propicia a saliniza¢do das areas irrigadas.

A forma mais pratica de monitorar a salinidade, segundo Holanda e colaboradores (2016),
seja pelo solo ou pela &gua, é através da condutividade elétrica (CE), por permitir a quantidade
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de sais solUveis, visto que a quantidade de ions presentes na agua é diretamente proporcional a
corrente elétrica. Outra vantagem € por se caracterizar como uma determinacao rapida, simples
e de baixo custo.

A razdo de adsorcao de sédio (RAS) também tem sido bastante adotada como parametro de
qualidade da agua, por expressar a razdo de sodio em relagcdo ao célcio e magnésio. A RAS é
utilizada como critério para quantificar o risco de sodificacdo do solo.

Tomando como base a CE e RAS é possivel classificar a &gua de irrigacdo quanto a restricdo
de uso, utilizando a classificacdo proposta pelo United States Department of Agricultural
(USDA), apresentada por Richards (1954), sendo essa a classificagdo mais utilizada (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo da agua proposta pelo United States Department of Agricultural
(USDA), apresentada por Richards (1954).

CRITERIOS PARA CLASSIFICACAO DA AGUA

Salinidade Sodicidade
Cla| Ris| CE (dSm-1) |Cla| Ris RAS
Cl| B <0,25 S1| B RAS <18,87 - 4,4 log CE
C2| M 0,25-0,75 S2 | M 18,87-4,44 1ogCE <RAS<31,31-6,66 logCE
C3| A 0,75-2,25 S3| A 31,31-6,66 logCE<RAS<43,75-8,87 logCE
C4 | MA >2,25 S4 | MA RAS>43,75-8,87 logCE

Cla —classe, Ris — risco, CE — condutividade elétrica, RAS — razéo de adsorcéo de sodio, B — baixo, M — médio, A — alto, MA — muito alto
Fonte: Silva et al., (2018); adaptado.

A classificagdo de acordo com o conteudo i6nico dominante tem ganhado relevancia nos
altimos anos, pois possibilita qualificar a agua quimicamente em determinados grupos,
facilitando a tomada de deciséo sobre 0 manejo a ser adotado.

Baseado no diagrama de Piper com auxilio do software QualiGraf, é possivel classificar a
agua quimicamente em: magnesianas, calcicas, sodicas, sulfetadas, bicarbonatadas, cloretadas,
sulfatadas, cloretadas/célcicas ou magnesianas, bicarbonatadas calcicas, bicarbonatadas
sodicas, sulfatadas/cloretadas sodicas e mistas. Todavia, essa classificacdo apresenta um custo
oneroso para adquirir todos os parametros quimicos da agua que Sa0 necessarios para construir
o diagrama de Piper.

As classificacBes da agua quanto ao risco de salinizacao e sodificacdo do solo sdo viaveis
por sua praticidade e custos acessiveis, contudo, ao se implantar a irrigacdo torna-se necessario
a avaliacdo de mais parametros, para que se adote a melhor forma de manejo dessa dgua, devido
a complexidade dos sais sob a planta, o sistema de irrigacdo e o solo.

2.2.1. Efeitos dos sais nos aspectos fisicos do solo

Nos perimetros irrigados, impera 0 uso intensivo do solo, com a finalidade de buscar a
méaxima produtividade, sem intervalos amplos entre um cultivo e outro, como ocorre na
agricultura de sequeiro. A cada introdugdo de cultura na area geralmente sdo realizadas
operacdes de preparo do solo, e por ocorrerem com mais frequéncias, esses solos ficam mais
expostos a modificacOes fisicas em sua estrutura, elevando o seu estado de compactacgéo. E é
essa compactacao, resultante do manejo de maquinario agricola em solos sob condicbes de
umidade inadequada, do impacto das gotas de agua da irrigacdo sobre o solo, do excesso de
sais, recorrentes em areas irrigadas, associados aos baixos teores de matéria organica tipico de
solos tropicais (VASCONCELOS, 2014).
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A analise da estrutura do solo em éareas irrigadas é essencial, pois influencia diretamente
nas propriedades fisicas do solo, como aeracdo, retencdo de agua, capacidade térmica e
resisténcia mecanica (MICHELON, 2005). Além destas, a densidade do solo, que esté atrelada
ao processo de compactacdo, a condutividade hidraulica, a capacidade de infiltragdo, dentre
outras séo tdo importantes quanto as anteriores. Essas alteragdes na estrutura do solo podem
interferir nas condicdes necessarias para que se tenha um bom desenvolvimento das plantas,
refletindo negativamente na produtividade das culturas comerciais. Para Sanchez (2012), o solo
é a peca principal de um sistema agricola, e as modificacbes nos seus atributos impactam a
sustentagé@o do crescimento vegetal, e, por conseguinte, o rendimento das culturas, acarretando
em prejuizos para o produtor rural.

A compactacdo é o principal fator que causa mudancas nas propriedades fisicas do solo e
apresenta uma ameaca maior em solos irrigados, devido as condi¢Ges de umidade serem
elevadas nesses sistemas. As principais particularidades fisicas que refletem a compactacéo sao:
a porosidade, a distribuicdo do tamanho dos poros e a estrutura do solo (SILVA et al., 2007).
Essa mesma compactacdo € capaz de modificar o arranjamento das particulas, reduzindo o
volume dos seus poros, restringindo assim, a absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas
interferindo ainda, no crescimento radicular, por elevar a resisténcia mecéanica a penetracéo das
raizes (SILVA et al., 2001).

Alguns sais presentes na dgua de irrigacdo, podem provocar mudancas na estrutura do solo,
mais precisamente o sodio (Na+), esse elemento é capaz de promover a dispersao das particulas
argila, tornando o solo pulverizado, provocando entupimentos nos microporos, reducdo da
aeracdo e infiltracdo de agua (GASPARETTO et al., 2009), bem como o0 aumento da resisténcia
mecanica desses solos, dificultando a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de raizes,
devido a subcompactacdo superficial, ocasionada pela deposicdo da argila para camadas
inferiores.

Diversos autores, assim como Medeiros et al., (2003), salientou que além dos cuidados com
a compactacao e erosdo, que sdo consequéncias das alteracdes fisicas na estrutura do solo
advindas de um manejo inadequado da irrigacdo, hd um outro problema muito recorrente em
areas irrigadas, solos com ma drenagem, logo, o processo de salinizacdo pode ser acelerado
pelo uso da irrigacdo com agua contendo altas concentragdes de sais.

2.2.2. Efeitos dos sais nos aspectos quimicos do solo

O acumulo desses sais além de interferir nos atributos fisicas dos solos, influencia também
as caracteristicas quimicas, propiciando alteracdes no pH, afetando a disponibilidade da maioria
dos nutrientes essenciais no solo e, consequentemente, as suas propriedades biologicas. Além
de afetar o pH, a salinidade infere nas taxas de mineralizagdo do nitrogénio (N), em
conformidade com Gloaguen e colaboradores (2009) ao demonstrarem que 0 aumento da
salinidade gera um decréscimo da taxa de mineralizacdo do N orgéanico do solo.

As particularidades quimicas do solo estdo intimamente atreladas ao pH, pois este € capaz
de inferir na disponibilidade da maioria dos nutrientes essenciais no solo. O pH de solos salinos
pode variar da faixa acida até a faixa alcalina (SILVA et al., 2005). Ainda que exista essa
variacdo que abrange o pH &cido para solos salinos, uma das peculiaridades desses solos é o pH
alcalino, demonstrado por Aguiar Netto e colaboradores (2007), em que o pH foi correlacionado
de forma significativa com a porcentagem de sodio trocével, atingindo valores acima de 9,5.
Quando o pH é ligeiramente alcalino, tendendo a alcalino, o desenvolvimento das culturas pode
ser prejudicado devido a baixa disponibilidade do fésforo e/ou dos micronutrientes como ferro,
manganés, cobre e zinco (CHAVES et al., 1998). Existem trabalhos relatando que a irrigacéo
pode causar acidificacdo dos solos, sendo justificado pela redugdo do conteudo de bases
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trocaveis, mesmo a alcalinidade sendo uma peculiaridade dos solos salinos (SANTOS &
RIBEIRO, 2002). Todavia, isto estd muito relacionado a escolha do manejo adotado nas areas.

Ainda de acordo com Chaves e colaboradores (1998), além do pH, a sutil presenca de sais
no solo reduz a absorcéo de dgua pelas raizes, devido aos efeitos do potencial osmotico sobre
as raizes das plantas, afetando negativamente o desenvolvimento vegetal.

As alteracdes quimicas que ocorrem em solos salinos sob sistema de irrigacdo, também
podem ser resultantes das modificacGes fisicas promovidas pelo excesso de sais no solo. Os
solos salinos apresentam como caracteristica fisico-hidricas: baixa permeabilidade, baixa
condutividade hidréulica e instabilidade dos agregados. O Na* é um dos elementos que mais
promove a desestruturacdo do solo, influenciando negativamente o fluxo de agua deste
aumentando assim, as chances de erosdo que é capaz de carrear as particulas ativas do solo
(argila) responsavel por sua fertilidade, levando consigo nutrientes minerais, gerando um solo
pobre, degradado quimicamente. E Cavichiolo (2005), confirma que a eroséo hidrica tem como
principal consequéncia as perdas de solo, d&gua e nutrientes, em que contribui para a reducao de
sua fertilidade.

A compactacdo, além de influenciar as alteracdes fisicas e quimicas, € capaz de modificar
negativamente as propriedades bioldgicas de um solo, uma vez que qualquer mudanca fisica
decorrente de um processo de compactacdo é suficiente para transformar os microhabitats
compostos por microrganismos, impossibilitando a eficacia do seu potencial na ciclagem de
nutrientes (PUPIN, 2008).

A extenuagdo do solo pelo cultivo intensivo em areas de perimetros irrigados é outro fator
que contribui na qualidade quimica. Para Santos & Ribeiro (2002), as propriedades quimicas
mais impactadas com esse tipo de manejo sdo a capacidade de troca cationica, condutividade
elétrica, pH e matéria organica.

2.2.3. Efeitos dos sais na planta: efeito osmético

Sé&o inumeros os efeitos dos sais sobre as plantas, sejam eles diretos ou indiretos. O primeiro
efeito seria a reducdo do potencial de 4gua do solo, uma vez que, a medida que se adiciona dgua
salina ao solo, o potencial osmotico passa de desprezivel para compor uma fragdo consideravel
do potencial total de agua no solo (DUARTE e SOUZA, 2016).

As plantas retiram agua do solo quando as forcas de absorcdo dos tecidos das raizes sdo
superiores as forgas com que a agua € retirada do solo. A presenca de sais na solugdo do solo
faz com que haja um aumento das forcas de retencdo através do efeito osmético e, assim,
culmine no problema de escassez de agua na planta. O aumento da pressdo osmotica causado
pelo excesso de sais sollveis pode atingir um nivel em que as plantas ndo tenham forcas de
succgdo suficiente para superar essa pressdo e, por conseguinte, a planta ndo absorvera agua,
mesmo em um solo aparentemente Umido gerando entdo, a seca fisioldgica. Muitas vezes,
dependendo do nivel de salinidade, héa a possibilidade da planta perder a 4gua contida no seu
interior. Quando isto ocorre, denomina-se plasmolise, caracterizada por ser um fenbmeno em
que uma célula vegetal é submetida a uma solucdo altamente concentrada, e a agua presente
nesta célula move-se para a solucao.

A salinidade do solo reduz a disponibilidade de agua no mesmo. Entretanto, nem todas as
culturas sdo igualmente afetadas pelo mesmo nivel de salinidade, pois algumas sdo mais
tolerantes que outras e podem retirar a &gua que necessitam com mais facilidade. Com base na
resposta aos sais, as plantas sdo classificadas em glicéfitas e hal6fitas. As glicofitas representam
0 grupo das plantas cultivadas e, na sua maioria, sdo as menos tolerantes a agdo dos sais, em
contrapartida, as haléfitas compdem o grupo de plantas que adquirem condigdes fisioldgicas,
sendo assim, ajustam-se osmoticamente e sobrevivem em meio altamente salino.
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As plantas que sdo mais tolerantes a um ambiente salino tendem a aumentar a concentragéo
salina no seu interior, fazendo com que se prevaleca um gradiente osmatico favoravel para a
absorcdo de agua pelas raizes, isto é, realizam o ajuste osmético que se da pelo acimulo dos
fons absorvidos nos vacuolos das células foliares, mantendo a concentracdo salina no
citoplasma em baixos niveis, de modo que ndo ocorra a interferéncia com 0s mecanismos
enzimaticos e metabdlicos, tampouco, com a hidratacdo de proteinas das células. Esta
compartimentacéo do sal é que possibilitam as plantas tolerantes, viverem em ambientes salinos
(LAUCHI & EPSTEIN, 1984), entretanto, as plantas sensiveis a salinidade tendem a excluir os
sais na solucdo do solo, mas ndo apresentam mecanismos ecofisioldgicos que permita realizar
0 ajuste osmotico, e assim, sofrem com o decréscimo de turgor, acarretando em um estresse
hidrico na planta por osmose. Ainda de acordo com esses autores, para esse ajuste osmatico, na
membrana que separa o citoplasma e o vacuolo ndo ha fluxo de um compartimento para outro,
mesmo que ocorra um elevado gradiente de concentracdo, pois 0 mesmo € obtido através de
substancias compativeis com as enzimas e metabdlitos presentes. Esse ajustamento ocorre pelo
acumulo de prolina, carboidratos soltveis, entre outros solutos compativeis no tecido vegetal
(RODRIGUEZ et al., 2009). Por meio desse actimulo, as plantas conseguem deixar o seu
potencial hidrico menor que o do solo viabilizando a absor¢éo de agua, entretanto, as plantas
tém um gasto excessivo de energia para realizacdo desse ajuste.

Para Dias & Blanco (2010), embora o crescimento da parte aérea das plantas se reduza com
0 aumento da concentracdo salina do meio onde vivem, o fato de ocorrer a diminuicdo da
absorcao de dgua ndo é necessariamente a causa principal do reduzido crescimento das plantas
em ambientes salinos. Outra forma de resposta das plantas ao estresse salino é por meio do
fechamento estomético, uma vez que ao diminuir a transpiracdo mantém o status hidrico da
planta (TAIZ et al., 2017). Ndo obstante, o fechamento estomatico induz a uma reducéo na
assimilacdo de CO», o que justifica o menor crescimento da planta, menor acimulo de
biomassa, uma menor assimilagéo de CO2 promove reducdo na velocidade do Ciclo de Calvin
(por entrar menos CO2 no mesdfilo foliar), resultando uma sobra de elétrons derivados da etapa
fotoquimica da fotossintese, podendo gerar as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), visto que
os elétrons livres se ligam ao oxigénio (SILVA et al., 2010).

Kramer (1983) apontou que as plantas que se desenvolvem em substratos salinos mantém
seu turgor e ressalta ainda, que a suculéncia é uma peculiaridade entre as haléfitas. Isto sugere
que essas plantas ndo perdem &gua por salinidade como se estivessem em solos e ambientes
secos e também ndo consigam se recuperar, como € o caso de plantas estressadas por falta de
agua, ao receberem agua novamente. Plantas muito sensiveis a salinidade também absorve agua
do solo junto com os sais possibilitando a toxidez na planta por excesso de sal absorvido. Este
acumulo propicia o desequilibrio no citoplasma resultando em danos, principalmente, na
bordadura e no apice das folhas, que é onde a planta perde por transpiracdo, uma grande
quantidade de agua, havendo com isso, nestas regifes acimulo do sal translocado do solo para
a planta e, portanto, intensa toxidez de sais.

2.2.4. Toxidez

Os sais também podem apresentar toxidez especifica oriunda de alguns ions como, por
exemplo: cloreto, boro e sbédio. Os danos provocados por esta toxidez podem reduzir
significativamente os rendimentos e sua magnitude depende do tempo, da concentracdo dos
ions, da tolerancia das plantas e do uso da agua pelas culturas implantadas (SOUSA et al.,
2011).

Os problemas de toxicidade frequentemente acompanham ou até mesmo agravam os de
salinidade e permeabilidade, podendo surgir mesmo em baixas concentracfes de sais. Os
sintomas podem aparecer em qualquer cultura, desde que as concentragdes de sais no interior
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sejam suficientemente elevadas ou acima dos niveis de toleréncia suportados pela cultura
(DIAS et al., 2016). Na grande maioria dos casos, a toxicidade é provocada pelos ions cloreto,
sodio e boro; no entanto, muitos outros oligoelementos sdo toxicos as plantas, mesmo em baixas
doses.

O actimulo de Na* e CI- em tecidos vegetais, de acordo com Cavalcante et al. (2010),
acarretam em toxicidade idnica, pois geram mudancas nas relacdes Na/K, Na/Ca, e CI/NO,
acarretando desde reducdes no desenvolvimento até morte das plantas. Todavia, Miranda et al.
(2002), verificaram que a aplicacdo de Si juntamente com a de NaCl, aumentou os teores
foliares de K e Ca e reduziu os de Cl e Na, evidenciadas pela reducéo nas relagcdes Na/K, Na/Ca
e Na/Mg em plantas de moringa.

A absorcao foliar acelera a velocidade de acumulacdo de sais dos ions toxicos na planta
sendo a principal fonte de toxicidade. Os ions sddio e cloreto podem ser absorvidos via foliar a
partir do manejo com irrigacdo por aspersdo e, sobretudo, durante periodos de altas
temperaturas e baixa umidade. O mecanismo de acdo desses ions da-se pela seguinte forma: o
cloreto, ndo é retido, tampouco adsorvido pelas particulas do solo, deslocando-se facilmente
com a agua do solo, mas € absorvido pelas raizes e translocado as folhas, onde se acumulam
através da transpiracdo. O primeiro sintoma deste ion, evidenciado pelas plantas, é a
gueimadura do apice das folhas que, em estagios avancados, atingem as bordas e estimula sua
queda prematura (senescéncia foliar). A clorose e queima das folhas devido a toxidade da
salinidade pode ser consequéncia de alteracdes no balanco hormonal, reducdo generalizada da
atividade metabdlica da planta e da perda da turgescéncia das células guarda (FERREIRA et
al., 2001). Ja o ion sddio, € mais dificil de diagnosticar que o cloreto, no entanto, tem sido
identificado nitidamente como resultado de alta proporcéo de s6dio na agua (alto teor de sodio
ou RAS). A toxidez por este ion apresenta sintomas em forma de queimadura ou necrose ao
longo das bordas. As concentracdes deste elemento nas folhas alcangam niveis toxicos apos
varios dias ou semanas e, entdo, os sintomas aparecem nas folhas mais velhas e em suas bordas,
ao passo que o problema se intensifica, a necrose se espalha progressivamente na area
internervural até o centro das folhas.

Outros danos mais encontrados na literatura sédo a inibicdo no crescimento do sistema
radicular sob condicGes salinas atribuida a reducdo da fotossintese (NASCIMENTO et al.,
2011), adiamento no desenvolvimento de gemas apicais, reducdo do numero de folhas
(OLIVEIRA, 2006), manchas avermelhadas com posterior amarelecimento das folhas mais
velhas, queima das bordas e apice do limbo e queda das folhas em estagios mais avancados
(MELLONI et al., 2000).

2.2.5. Mecanismos de tolerancia

A reducdo do crescimento da planta devido ao estresse salino pode estar atrelada com os
efeitos adversos do excesso de sais sob homeostase idnica, balanco hidrico, nutricdo mineral e
metabolismo de carbono fotossintético (Zhu, 2001; Munns, 2002).

Existem diferentes mecanismos de tolerancia das plantas a salinidade. Tester e Davenport
(2003) sugerem a existéncia de dois grupos de mecanismos de tolerancia: (1) tolerancia
individual das celulas, envolvendo, por exemplo, a compartimentacdo intracelular e a
sinalizagdo bioquimica, e (2) tolerdncia a um nivel superior em relagdo ao grupo anterior,
englobando, por exemplo, o controle da absorcdo e transporte interno de sais e o0 acumulo de
sodio no interior da planta.

Para Munns e colaboradores (2002), uma das estratégias mais adotadas pelas plantas é a
extrusdo do sédio para a solucdo do solo retirando o cation da planta e a expulsdo do Na* de
alguns tecidos, especialmente o xilema, como forma de evitar o acimulo do cation no limbo
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foliar, minimizando os efeitos letais provocados pela salinidade sobre o metabolismo foliar, em
especial sobre o processo fotossintético.

2.3. Matéria Organica do Solo e sua importancia

A matéria organica do solo (MOS) presente nos solos, turfas e sedimentos consiste de um
material biolégico podendo ser encontrada no solo em diferentes estados de conservacao
oriundos da dindmica do meio vivo e interagdes com 0 meio mineral, os fatores ambientais e
tipo de solo (LABRADOR, 2012). Os vivos sdo raizes de plantas e organismo do solo,
constituindo aproximadamente 4% do total. Os integrantes do meio mineral representam a
matéria macrorganica, formada de residuos de plantas em decomposicdo, as substancias
humificadas e as ndo humificadas. Sabe-se que a MOS é composta pelo maior reservatorio de
carbono da superficie terrestre e que é dinamico, podendo variar em virtude da préatica de
manejo. Essa matéria organica é classificada como hdmus ou substancias humicas (SH) e
substancia ndo hamica.

Para Stevenson (1994), a diferenciacdo entre substancias ndo himicas e humicas esta
baseada na natureza definida das substancias ndo humicas, bem como: aminoacidos,
carboidratos, proteinas e acidos organicos, entretanto, as substancias himicas sdo de estrutura
quimica indefinida formando uma combinacdo de compostos.

A importancia da adicdo e conservacdo da MOS nos solos bastante intemperizados como
no semiarido do Nordeste brasileiro, provém do baixo teor, associada ao baixo pH do solo
devido a presenga de 0xidos de aluminio. Em contrapartida, nos sistemas agricolas onde ndo ha
entrada de nutrientes de fontes externas, a matéria organica é a principal fonte de nutrientes,
como ocorre na agricultura de subsisténcia da regido semiérida (TIESSEN et al., 2001). O
manejo da MOS em solos com baixo pH e reduzida fertilidade natural, possibilita 0 aumento
da capacidade de troca cationica e anionica (CTC E CTA, respectivamente), acelera a correcao
da acidez e fornece nutrientes as plantas (SANTOS et al., 2002), apresentando-se como uma
medida de extrema relevancia para a obtencao de melhorias das propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas dos solos dessa regido, reduzindo as perdas de nutrientes por lixiviagdo (TAN,
2011). Esta capacidade da MO de interferir nas propriedades do solo, proporciona seu uso como
um indicador de sua qualidade e as fracBes humificadas sdo apontadas como um marcador
quimico estavel da histdria do solo (CANELLAS & FACANHA, 2004).

2.3.1. Substancias Hamicas, Origem, Formacao e Estrutura
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Diversas s&o as teorias sobre a formagéo das SH. Pelo menos quatro principais vias possiveis
para a formacdo das substancias himicas durante a decomposic¢do de residuos no solo sdo
consideradas (Figura 1). O principal processo é a oxidagdo de substratos hidrolisados
monomeéricos, formando polimeros macromoleculares de coloracdo mais ou menos escura e
elevada massa molar. As quatro vias podem ocorrer simultaneamente no solo, no entanto, com
extensdes e importancia diferentes (ROCHA & ROSA, 2003). Experimentos relacionados com
a sintese de compostos de coloracdo escura, similares as SH, resultaram no surgimento do
conceito de humificacdo preconizando a formacgdo das SH como o produto dos estagios de
decomposicdo microbioldgica da matéria organica.

Ligninas
— modificadas |

—‘ Transformacoes por microrganismos
Agucares Polifendis Plodutos da
nitrogenados decomposicao das
ligninas
Quinonas uinonas
2 3
4 > 1
| SUBSTANCIAS HUMICAS |

Figura 1. Principais vias propostas para formacao das substancias himicas (STEVENSON, 1982).
Fonte: Extraido de VVaz (2006), adaptado.

O mecanismo 1 representa a teoria classica, em que as SH seriam derivadas de ligninas
modificadas. Os mecanismos 2 e 3 envolvem a participacdo de quinonas. E o mecanismo 4
propde a formacdo dos himus a partir da polimerizacao ndo enzimatica por condensacdo entre
aminoacidos e agucares formados como subprodutos da atividade microbiana (ROCHA &
ROSA, 2003).

A via de degradagdo da lignina pode processar com mais predominancia em solos mal
drenados e em areas hidromorficas, enquanto a sintese a partir de polifenois, pode ser
importante em certos solos sob florestas. Em virtude da rapida degradacdo e assimilagdo
bilégica dos agucares, a teoria de condensacdo de aminoacucares é valida principalmente para
ambientes de baixa atividade biol6gica (CARDOSO et al., 1992).

Malcolm & Bloom (1990) afirmou que a lignina néo € o principal precursor de SH do solo.
Além disso, mostra que ha grandes diferencas estruturais entre substancias humicas de
diferentes origens, como de solo, rios e mar.

As 22 e 3% vias sdo a base das teorias dos polifendis, as duas vias sdo muito semelhantes e s6
variam na fonte de polifenois. Na 32 via, a lignina constitui um papel relevante, porém de forma
diferente, em que os aldeidos fenolicos e acidos liberados da lignina pela agdo microbioldgica
sdo convertidos enzimaticamente em quinonas, estas sdo polimerizadas na auséncia/presenca
de compostos amino para formar moléculas semelhantes as SH. A 22 via é similar a 3% com a
diferenca que os polifenois sdo sintetizados por microrganismos das fontes de C ndo ligninicas
como a celulose, e oxidados enzimaticamente em quinonas e posteriormente convertidos em
SH (PINOS, 2018).

Ainda que todas as vias possam ser consideradas como mecanismos de sintese de substancias
himicas, na natureza nao vao ocorrer na mesma intensidade ou ordem de importancia, podendo
sobressair uma em relacdo a outra em funcdo das caracteristicas proprias de cada solo e
ambiente. E sdo estes mecanismos que interferem na complexidade e heterogeneidade estrutural
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das SH e que ndo permitem a definicdo do modelo Unico estrutural genérico, apesar de existirem
diversas propostas estruturais (STEVENSON., 1985; SENESI et al., 1989; STEVENSON.,
1994; HAYES., 1997).

Recentes estudos de Piccolo e colaboradores (2000), baseados em cromatografia e utilizando
eletroforese capilar tém sugerido um novo conceito a respeito das caracteristicas estruturais das
SH. Neste caso, as SH ndo possuiriam estrutura extremamente complexa e seriam formadas
pela agregacdo de pequenas moléculas. A referéncia da estrutura das substancias humicas tem
permanecido, enquanto novos procedimentos analiticos e desenvolvimentos especialmente na
area de espectroscopia tém sido aprimorados visando a obtencdo de resultados mais
contundentes 0s quais suportem as hipoteses propostas (PICCOLO, 2000; STEVENSON,
1994).

Mesmo com as contradi¢Ges existentes quanto ao modelo estrutural, algumas caracteristicas
das SH ja estdo bem definidas, a classificacdo das diferentes fracGes baseia-se em suas
caracteristicas de solubilidade, subdividindo-se em trés fracbes principais: (1) os acidos
hamicos definidos como a fracdo das SH soltvel em meio alcalino diluido e que precipita pela
acidificacdo do extrato alcalino. (2) os acidos fulvicos que permanecem em solucédo quando o
extrato alcalino é acidificado e (3) a humina que é a fracdo ndo extraida por &cido ou alcali
diluido (HAYES, 2011).

Tendo em vista a versatilidade na composicdo das SH, devido ao tipo de material, €
necessario adotar de mais de um método analitico visando obter uma caracterizacdo mais
completa. Dentre os mais comuns destacam-se: a determinacgéo de carbono orgénico das SH e
suas fracOes, possibilitando obter as relacbes entre suas fracdes (Can/Car) que indicam a
mobilidade do carbono no solo, os valores maiores que 1 sdo indicador de maior estabilidade
das SH e solos mais ricos em AH, como em ambientes temperados e naturalmente férteis,
todavia, nas regides tropicais 0s solos mais intemperizados tem menor razdo Can/Car (PINOS,
2018).

Anélise elementar que determina o conteido de C, H, O, N e S das relagdes atdmicas H/C,
O/C, O/H e C/N sdo essenciais para identificar os tipos de SH e suas fracdes, verificar as
alteracdes na estrutura e estabelecer separacOes entre as SH. Valores H/C e O/C de 1 e 0,4,
respectivamente, sdo tipicos de acido hdmico; ja valores de 1,4 e 0,7 sdo comuns para acido
falvico. As condicdes de drenagem do solo, segundo Silva e colaboradores (2009), também
desempenham um fator determinante nas relacbes C/N e O/C atribuindo variacGes de acordo
com a drenagem presente no local e predominio de AF em alguns tipos de solos em condicGes
de drenagem moderada.

Técnicas espectroscopicas, bem como a espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)
obtém informacdes sobre a estrutura quimica dos compostos organicos que compdem as SH:
(@ grupos funcionais: carboxilicos, carbonilas, fendlicos, alcodlicos, nitrogenados; (b)
componentes aromaticos e alifaticos; (c) carboidratos e proteinas; (d) presenca de particulas
inorganicas, como os minerais de argilas, metais e sais; e (e) quantitativas ou semiquantitativas
(STEVENSON, 1994; SOLOMON et al., 2005).

Analises de UV-visivel adquire dados de inferéncia qualitativa do grau de humificacéo,
evolucdo quimica e dimensionamento das moléculas por meio da anélise espectral em um
comprimento de onda de 465 e 665 nm, em que se obtém a relagédo entre a aromaticidade e o
grau de condensacdo dos nucleos aromaticos, altos valores apontam a presenca de compostos
com maior quantidade de cadeias alifaticas e os valores mais baixos indicam a presenca de
compostos de cadeias aromaticas e alto grau de humificagdo (KONONOVA, 1996).

E a Ressonancia Magnética Nuclear (*3C-RMN) afere as principais modificaces na
contribuicdo de grupos funcionais labeis e recalcitrantes, identificagdo de compostos como
ligninas, taninos, carboidratos aminoacidos, biopolimeros alifaticos, dentre outros. Os espectros
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apresentam geralmente os mesmos grupos funcionais, porém com diferencas na intensidade dos
sinais.

Ainda que sejam conhecida as caracteristicas gerais quimicas e estruturais das SH, as
mesmas variam de acordo com a origem das SH, o tempo de transformacéo da matéria organica
préprios de cada origem, assim como de fatores de formacdo do solo, vegetacdo e clima
(JENNY, 1941 em EGLI et al., 2007). As SH podem ser consideradas como um registro natural
do processo de humificagdo que podem refletir a condigdo da formagdo e manejo do solo,
principalmente a fracdo do acido himico, que é a mais estudada devido a sua maior relacéo
com a intensidade do solo e capacidade de demonstrar as transformacdes ocorridas nele
(FONTANA, 2006).

Tomati e colaboradores (2002) discorreram que além da fonte de MO, o tempo de
transformacédo também influencia nas caracteristicas das SH, fator relevante na compostagem,
em gue a falta de maturacdo do material organico pode resultar quantidades desproporcionais
de AF, os quais na maioria das vezes, encontram-se em altas propor¢fes por serem 0s primeiros
a serem sintetizados.

2.3.2. Influéncia das SH no desenvolvimento vegetal

Diversos sdo os efeitos benéficos que as SH refletem no desenvolvimento das plantas e
podem ser diretos e indiretos (NARDI et al., 2002). Os efeitos indiretos estdo concatenados
com o papel que as SH podem exercer na fertilidade do solo e, assim, favorecer 0s processos
nutricionais das plantas como: provimento de nutrientes, aumento da popula¢do microbiana e
da capacidade de troca catidnica (CTC), poder tampdo de nutrientes no solo, evolugdo na
estrutura do solo, fornecimento de compostos quimicos especificos para o vegetal, além de
atuarem como transporte de nutrientes (CHEN et al., 2004). J& os efeitos diretos estdo atrelados
as modificacbes que as SH promovem em diferentes processos e rotas metabdlicas das plantas
através de interacdes que estabelecem com os distintos tecidos vegetais (CHEN et al., 2004).

Segundo Garcia e colaboradores (2018), as interacGes entre as raizes e 0s componentes
abidticos e bioticos do solo representam o meio essencial pelo qual as plantas extraem recursos,
como agua e nutrientes do solo ou solu¢do nutritiva. Mediante os efeitos promovidos pelas SH,
s&o capazes de atuarem sobre a morfologia (GARCIA et al., 2016a), a fisiologia (ZANDONADI
et al., 2007) e a biologia molecular das raizes (JANNIN et al., 2012) favorecendo a eficiéncia
de utilizacdo dos recursos pelas culturas e contribui na toleréncia a adversidade dos efeitos
ambientais.

Um dos efeitos que mais se evidenciam das SH sobre a morfologia radicular é a inducdo
do desenvolvimento radicular com o incremento do nimero de raizes finas, associadas ao
aumento da atividade da enzima H"-ATPase da membrana plasmética e 0 aumento do contetido
desta enzima em plantas de milho tratadas com SH de vermicomposto e relacionadas com uma
atividade similar a hormonal (FACANHA et al., 2002). Esses efeitos dependem da
concentracdo das SH (Elgala et al., 1978; Dobbss et al., 2007; Tavares, 2014; Gracia et al., 2016
a,b), de sua fonte (Hernando et al., 1977), de sua fracdo (AF, AH e subfracdes de AH) (Canellas
et al. 2013), da idade e espécie vegetal (Blanchet, 1958; Guminski, 1968), assim como das
condi¢des de cultivo e do desenho experimental (Trevisan et al., 2010).

O estimulo no sistema radicular aumenta a area superficial e, consequentemente, a
capacidade de exploracéo e absorcao de nutrientes (CANELLAS et al., 2010). Ao que se refere
0 aspecto nutricional, essa promogdo do crescimento vegetal tem sido justificada pelo
incremento da solubilidade de micronutrientes com a formagéo de complexos soltveis (CHEN
et al., 2003;GARCIA-MINA et al., 2004).

Sob a otica bioquimica ha também modificacGes pelo efeito da aplicacdo de SH, assim a
aplicacdo de AH isolados de vermicomposto que, segundo Hernandez et al (2013), induziram
0 aumento na producéo de proteinas totais em plantas de alface (Latuca sativa), e acréscimo
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no contetdo de clorofila e producdo de 6leo em plantas de soja (BEFROZFAR et al., 2013). A
aplicacdo de AF em plantas de pimenta (Capsicum annuum) incrementaram o conteudo de
carboidratos, fendis e carotentides dos frutos (AMINIFARD et al., 2012).

Na literatura, diversos estudos foram realizados avaliando o crescimento e 0s parametros
morfoldgicos do sistema radicular em respostas aos AH isolados de vermicomposto e solo em
plantas de arroz, utilizando o sistema de anélise de raiz Winrhizo (TAVARES, 2014; GARCIA
etal., 20164, b). Foi constatado que o comprimento total, a area total de superficie, volume total
e 0 numero de raizes laterais, dentro das classes de diametro superfino, fino e médio, obtiveram
um padrdo dose/resposta quadratica ao acido humico em diferentes momentos de avaliacdo
(TAVARES, 2014).

Ainda de acordo com Garcia e colaboradores (2018), a capacidade de introducdo das SH
nas plantas e suas interacGes com a superficie das raizes tém inferéncias tanto fisioldgicas como
ambientais. A partir do momento que os AH que estéo disponiveis na rizosfera interagem com
as raizes das plantas de milho, eles podem ser acumulados na superficie das paredes celulares
da epiderme e encobrir os poros. Essa interacdo fisica causa reducdo na condutividade
hidraulica da raiz, crescimento das folhas e resisténcia ao estresse hidrico, no entanto, nao
influencia na velocidade de crescimento das raizes. (ASLI & NEUMANN, 2010). Além disso,
podem refletir no crescimento e desenvolvimento da parte aérea das plantas. Os AH aplicados
em solugdo, em concentracbes consideradas como adequadas, sdo capazes de constituir
interacdes com os poros na superficie das paredes celulares em raizes das plantas de pepino
(Cucumis sativus Ashley), aumentando o crescimento das folhas, possivelmente por um
mecanismo mediado por via ABA (acido abscisico) dependente e com a regulacdo da
condutividade hidraulica e a expressdo de aquaporinas de membrana plasmatica (PIPS)
(Olaetxea et al., 2015).

2.3.3. Influéncia das SH em condicdes de estresse salino

O uso de um condicionante natural do solo, como as substancias himicas, poderia mitigar
os efeitos dos prejuizos causados nas culturas pela irrigacdo com agua salina, afetando a
fertilidade através da disponibilidade de nutrientes, pela detoxificacdo de elementos quimicos,
melhoria das condicdes fisicas e bioldgicas que podem influenciar no desenvolvimento
radicular e na ativacdo das bombas de protons o que poderia ser um dos sinais primarios da
acdo das SH na absorcdo de nutrientes pelas plantas (CANELLAS et al., 2000).

Os AH podem atuar na regulacdo do crescimento da planta, na disponibilidade de nutriente
na rizosfera, na regulacéo das caracteristicas de frutificagdo e floracéo e tolerncia ao estresse
(ARANCON et al., 2006; GARCIA et al., 2014; CANELLAS et al., 2015). Em alguns estudos,
relacionaram a presenca de AH ao aumento no transporte do ion H* e da interagdo com
receptores da enzima H™-ATPase (importante enzima na teoria do crescimento &cido)
(FACANHA et al., 2002). A teoria de Hager demonstra que por meio da hidrolise da ATP
através de estimulos de auxina, a enzima H*-ATPase extrusa um ion H" do citoplasma para o
apoplasto, ocorre a reducdo do apoplasto devido ao excesso de ions H* que ativa a enzima
sensivel ao pH, realizando assim o afrouxamento e expansédo da parede celular, que produz o
alongamento da célula e com a diferenca de potencial hidrico formada na célula, permite a
entrada de agua e solutos na celula. Este processo propicia o turgor da planta (HAGER et al.,
2003; MORSOMME & BOUTRY, 2000; CANELLAS et al., 2015).

Em condicdes de salinidade, as plantas tém maiores dificuldades para se desenvolverem,
devido ao aumento do estresse osmotico pela alta concentracdo de sal na solugéo do solo, o que
reduz o potencial de agua no mesmo, através do aumento na concentracdo de Na* e Clque se
acumula no tecido e pela reducdo na absorcdo de nutrientes minerais (MARSCHNER, 1995).
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Essa reducdo do potencial hidrico do solo interfere na capacidade de absor¢do de nutrientes
pelo vegetal, pois hd uma maior retencdo destes no complexo sortivo do solo e aumenta a
disponibilidade de ions com caréater toxico para a planta (DALIAKOPOULOS et al., 2016).
Devido ao estresse gerado pela reducdo do potencial osmotico do meio, a planta ativa
estratégias de sobrevivéncia, bem como o0 mecanismo da teoria do crescimento &cido (HAGER,
2003).

Para reduzir os danos causados pelos Oxidos reativos formados em sistema de defesa
devido a salinizacdo do meio, as plantas utilizam enzimas antioxidantes, como superoxido
desmutase, catalase e glutationa peroxidase, para reduzir os acimulos (CIA et al., 2012). A
producdo destas enzimas € diretamente influenciada pela presenca de AH, favorecendo a
degradacdo de 6xidos como 0 H202 (AGUIAR et al., 2016).

Desta forma, a aplicacdo de AH influencia positivamente na obtencao de agua e nutrientes
para manutenc¢do da planta, devido a funcdo semelhante a da auxina (CANELLAS et al., 2012,
2015; TAVARES et al., 2016), tem funcdo anti-tdxica, atuando na degradacdo de Oxidos
(AGUIAR et al., 2015), atua como agente indutor do alongamento da raiz (ZANDONADI et
al., 2010; JINDO et al., 2012; CANELLAS et al., 2015; DOBBSS et al., 2016) e reducdo do
potencial osmético das folhas para regulacdo do transporte nutricional no interior da
planta(AGUIAR et al., 2016), todas estas funcdes que agem como atenuadoras do estresse
hidrico.

2.3.4. Relagdo das SH com a biota do solo

As SH tém um papel fundamental no desenvolvimento dos microrganismos do solo. A
aplicacdo das mesmas mostra beneficios na colonizagdo micorrizica de varias espécies vegetais,
assim como uma interacdo positiva na absorcdo de nutrientes. A interacdo positiva entre as SH
e 0s FMA poderia ser descrito pelo estimulo do crescimento de hifas intra e extrarradicais de
FMA sob efeito de pequenas concentracdes de compostos organicos (GRYNDLER et al.,
2002), capazes de aumentar a atividade das H™-ATPases gerando um maior crescimento das
hifas e, consequentemente, uma maior taxa de colonizacdo radicular e maior absorcdo de
nutrientes e 4gua para as plantas ao incrementar o volume de solo explorado através de sua rede
micelial (CAMEL et al., 1999).

As Substancias himicas sdo os principais constituintes organicos de solos e sedimentos,
estdo largamente distribuidas ao longo da superficie da terra e ocorrem em quase todos 0s
ambientes terrestres e aquaticos (SCHNITZER, 1978). Representam a fracdo da matéria
organica humificada, onde os microrganismos exercem um papel crucial na decomposicao
desse material, ciclagem de nutrientes, imobilizacdo de nutrientes em suas proprias células e
outras modificacbes quimicas no solo, devido ao fato dos processos que envolvem essa
transformacéo do material organico presente no solo serem mediados em alguma das fases por
microrganismos. Portanto, os microrganismos, em especial, a biomassa microbiana do solo
(BMS) desempenha uma funcéo vital na regulacdo das alteragdes da matéria/nutrientes em
energia, podendo ser considerada fonte ou dreno destes processos (Cunha et al., 2015).

Para Abbott & Murphy (2007), as enzimas produzidas pelos microrganismos influenciam
diretamente o ciclo dos nutrientes. Com isso, pode sintetizar-se que os efeitos da matéria
organica (MO) sobre as caracteristicas e atributos bioldgicos do solo estdo relacionados ao
fornecimento de carbono, energia e nutrientes para 0s microrganismos quimioheterotréficos e
de energia aos microrganismos quimiautotroficos (Bayer & Mielniczuk, 2008).

Observa-se que a medida da quantidade de carbono e nutrientes imobilizados pelos
microrganismos é essencial para avaliar a funcdo da biomassa microbiana na dindmica do
material organico a ser humificado e na ciclagem de nutrientes. Entretanto, a qualidade
nutricional da matéria organica pode ser definida pela relagdo carbono microbiano/carbono
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organico total, denominada quociente microbiano (QMIC). Em solos com MO de baixa
qualidade nutricional ou na presenca de fatores que provoquem algum tipo de distdrbio aos
microrganismos (pH, deficiéncias nutricionais, presenca de metais pesados), a biomassa
microbiana torna-se incapaz de utilizar totalmente o carbono organico e, nesse caso, as relacdes
Chmicrobiano/ Corganico diminuem (Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008).

Ja estd bem documentado na literatura que as alteragdes na quantidade e na qualidade do
material organico adicionados ao solo favorecem o crescimento e deslocamento de
comunidades microbianas, bem como a diversidade microbiana do solo (Chakraborty et al.,
2011). Desse modo, as caracteristicas e atributos biolégicos do solo sdo 0s mais sensiveis
indicadores para a avaliacdo da sua qualidade.

2.4. Fungos Micorrizicos Arbusculares

Fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) sdo fungos de solo, biotroficos obrigatérios e
formadores da simbiose mutualista mais comum na natureza: a micorriza arbuscular (MA)
(SOUZA et al., 2010). Essa associacdo ocorre nas raizes de diversas plantas terrestres,
promovendo melhorias no crescimento, desenvolvimento e aumento na tolerancia e/ou
resisténcia do vegetal a varios agentes ambientais adversos (Folli-Pereira et al., 2012). Ademais,
os FMAs podem ser utilizados como potenciais agentes de controle bioldgico de doencas de
plantas. Tais microrganismos sdo capazes de produzir a glomalina, uma proteina que
desempenha papel fundamental na estabilidade do solo e bioestabilizacdo de solos
contaminados.

As distintas respostas das plantas a simbiose podem ser atribuidas a diversidade funcional
das MAs, em funcdo da interacdo FMA-planta-condi¢des ambientais (INVAM, 2012). A
colonizagdo micorrizica das raizes tem impacto significativo na expressdo de genes de diversas
plantas que codificam proteinas provavelmente envolvidas na tolerancia ao estresse (Folli-
Pereira et al., 2012). Nesse processo simbidtico, o fungo e a planta apresentam interagdo
genética, morfoldgica e funcional, em que o fungo ao colonizar o tecido cortical radicular
desenvolve estruturas intracelulares denominadas de arbUsculos para, em seguida, formar o
micélio extra radicular, cujo mesmo € responsavel por adquirir 4gua e nutrientes do solo, a
medida que as plantas proveem aos fungos os compostos contendo carbono (HARRISON,
1999; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). As estruturas tipicas dos fungos micorrizicos
arbusculares pode ser observada na Figura 2.

Figura 2. Estruturas tipicas formadas durante a colonizagdo micorrizica dos fungos. Hifas
(h); apressorio (ap); arbusculo (a). Fonte: Pinos et al., 2019.
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A capacidade de formar MA € restrita a fungos pertencentes a cinco familias (Gigasporaceae,
Glomeraceae, Acaulosporaceae, Paraglomaceae e Archaeosporaceae) da ordem Glomerales do
filo Glomeromycota (Stirmer & Siqueira, 2006), das quais sdo conhecidas cerca de 140
espécies, distribuidas em apenas sete géneros (Acaullospora, Archaeospora, Entrophospora,
Glomus, Gigaspora, Paraglomus e Scutellospora) (INVAM, 2012).

Plantas em simbiose micorrizica sofrem modificacbes bioquimicas, fisiologicas e
moleculares relacionadas com o seu sistema de defesa para que a simbiose seja estabelecida
(Garcia-Garrido & Ocampo, 2002). Essas respostas, entretanto, sdo limitadas, transientes e
restritas a células especificas, porém as reagdes nas plantas tém semelhancas, do ponto de vista
fisiolégico, com as reacdes que se observam durante a infeccdo por patdégenos (Lambais et al.,
2003).

Neste tipo de associacdo ocorre estreita interacdo entre os parceiros, apresentando uma
perfeita integracdo morfoldgica e fisioldgica, 0 que resulta em uma alta compatibilidade
funcional. A planta beneficia-se do aumento da absorcdo de agua e nutrientes, principalmente
de fosforo (P), proporcionado pelas hifas fungicas, que funcionam como extenséo do sistema
radicular, enquanto o fungo é beneficiado pelos fotoassimilados exsudados pelas plantas, que
permitem o completo ciclo de vida dos FMAs, que sO ocorre em associacdo com a planta
hospedeira (Smith & Read, 2008). Embora essa simbiose seja muitas vezes considerada
mutualista, pois ha troca benéfica entre os FMAs e a planta, o efeito liquido sobre a aptidao da
planta pode variar de mutualista a parasitario, dependendo das condi¢bes ecoldgicas e
combinag0es fungo-planta (Kiers & van der Heijden, 2006).

Os FMAs transformam as caracteristicas fisico-quimicas do substrato e contribuem para a
formacédo e manutencdo da estrutura do solo, agregando as particulas do solo por meio de hifas
extrarradiculares e de seus exsudatos e residuos (Rillig, 2004). A diversidade funcional das
micorrizas arbusculares (MAs) tem sido, frequentemente, definida em termos de respostas no
crescimento das plantas, que podem variar de influéncia negativas a positivas, dependendo da
combinacgéo particular fungo-planta e das condi¢gdes ambientais (Johnson et al., 1997). Essa
resposta pode ser medida pela percentagem de colonizag¢do micorrizica, absorcdo de nutrientes
e efeitos sobre o crescimento das plantas. As plantas respondem de modo singular a diferentes
FMASs, sendo essas respostas observadas tanto entre isolados de FMAS pertencentes a outras
espécies, como entre isolados de uma mesma espécie (Munkvold et al., 2004; Smith et al.,
2004).

Contudo, ainda ndo esta bem definido na literatura se as plantas sdo capazes de selecionar
FMAs eficientes quanto a estimulacdo do seu crescimento, uma vez que € importante ter
dimensédo do incremento da diversidade de FMAs no solo e o quanto influencia as plantas e
quais combinac@es planta-fungo ocorrem preferencialmente e sdo mais eficientes (Heijden et
al., 2004). Para Klironomos e colaboradores (2000), consequentemente, a presenca ou a
auséncia de espécies particulares de FMAs e mudancas na estrutura da populacdo, bem como a
sua diversidade global, podem interferir na diversidade, na estrutura e na produtividade da
comunidade de plantas (Heijden et al., 2004), tanto em estudos experimentais de casa de
vegetacao como em ecossistemas naturais.

O aumento da diversidade de FMAs na comunidade presente no solo pode aumentar as
possibilidades de estabelecimento de uma espécie de fungo mais eficiente para o crescimento
das plantas (Lekberg et al., 2007). Visto que é 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).

2.4.1. Fungos Micorrizicos Arbusculares e sua interagdo com o arroz
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Do ponto de vista socioecondmico, a utilizagdo da micorriza como tecnologia de baixo custo,
€ uma alternativa a limitacdo dos solos do cerrado (Sieverding e Saif, 1984). Os FMAs sédo
pouco compativeis e desnecessarios em sistemas de producdo manejados intensamente, mas
podem “representar as raizes de uma agricultura sustentavel” em sistemas com insumos
reduzidos ou sistemas organicos (Nosse et al., 2008). As pressdes para reducdo no uso de
agroquimico (fertilizantes e biocidas), a adocdo de sistemas de rotacdo de culturas e de cultivo
reduzido do solo, a necessidade de melhor integracéo agricultura-ambiente e o desenvolvimento
de tecnologias para a exploracdo dos FMAs salientam a importancia destes para a producao
agricola (Moreira e Siqueira, 2006).

Ja foi comprovado em alguns estudos, que a inoculacdo de FMA aumentou as relacdes
panicula: parte aérea, tanto em relacdo ao conteudo de nitrogénio (N) quanto ao conteido de
fosforo (P). E importante ressaltar que o arroz inoculado exibiu maior rendimento de gréos,
com uma melhoria, aproximadamente de 62%, quando cultivado sob baixas doses de
fertilizantes (Zhang et al., 2014). Estes autores demonstraram também que (i) as plantas
inoculadas com FMA estdo em conformidade com a teoria do equilibrio funcional (TEF),
embora em menor extensdo em comparacdo com as plantas ndo inoculadas e, (ii) a inoculacao
com FMA resultou em uma maior alocacdo da biomassa da parte aérea para paniculas e um
incremento na producéo de graos, estimulando a redistribuicdo de N e P para paniculas.

A maneira como as plantas respondem as variagdes na disponibilidade de nutrientes
influencia fortemente sua capacidade de crescer e competir em habitats naturais e modificados
(Benner e Bazzaz 1985; L6pez Bucio et al. 2003), sendo cruciais as altera¢des na alocacdo de
recursos sob baixa e alta oferta de nutrientes (Reynolds e D'Antonio 1996). Por tras dessas
variagOes estdo as alternancias no investimento relativo da biomassa de toda a planta em parte
aérea e raizes e/ou na alocacgdo relativa de estruturas reprodutivas e vegetativas das plantas
(Schmid e Weiner 1993; Vannoordwijk e Dewilligen 1987; Veresoglou et al. 2012). A teoria
do equilibrio funcional (TEF), também chamada de "hipdtese de crescimento equilibrado”
(Shipley e Meziane 2002) ou "teoria de particionamento ideal” (Kleczewski et al. 2010;
McConnaughay e Coleman 1999), propde que quando os recursos do solo, por exemplo,
nitrogénio (N) ou fosforo (P)] tornam-se limitados, as plantas alocam mais biomassa nas raizes
do que na parte aérea; por outro lado, as plantas devem investir menos em raizes quando a
limitacdo de nutrientes é removida, permitindo maior investimento dos recursos na parte aérea
(Vannoordwijk e Dewilligen 1987). A TEF tem sido apoiada por varios estudos em que a taxa
de massa radicular (ou seja, a razdo de biomassa radicular / biomassa de planta inteira) diminuiu
com o aumento da disponibilidade de nutrientes (Kleczewski et al. 2010; Reynolds e D'Antonio
1996; Sims et al. 2012).

Pouco foi relatado na literatura sobre como o FMA afeta a alocacdo de biomassa para parte
aerea e raizes em plantas hospedeiras expostas a alguns tipos de estresse, incluindo a deficiéncia
de nutrientes. Além disso, também n&o esta claro se as plantas inoculadas com FMA estdo em
conformidade com a TEF quando expostas a condi¢des nutricionais alteradas.

A relagdo entre parte aérea e raiz apresentada pela TEF ndo explica as relagdes funcionais
reais que caracterizam a alocacdo de biomassa para 0s 0rgédos vegetativos e reprodutivos. As
folhas fornecem a planta inteira fotossintatos, enquanto os caules funcionam como érgéos de
transporte e fornecem apoio fisico a folhas e flores (Cui et al. 2003). O investimento em 0rgaos
reprodutivos, como paniculas, representa um grande sumidouro de carbono e nutrientes, além
de determinar o rendimento econdémico das culturas de cereais. Diante disso, é necessario
subdividir toda a parte aérea em folhas, caules e paniculas ao avaliar como 0s tratamentos
afetam a alocacdo de biomassa e o desempenho das plantas (Poorter e Nagel 2000; Poorter et
al. 2012). A quantidade relativa de biomassa presente nos varios 6rgdos ndo ¢ fixa, mas varia
entre 0s ambientes (Zhang et al., 2014). Portanto ainda segundo este autor, plantas sob
diferentes condi¢Ges ambientais podem equilibrar a translocacdo de recursos a esses 0rgaos
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acima do solo, de maneira que atenda sua demanda e func@es fisiologicas. Estudos anteriores
relataram que o deslocamento dos recursos para folhas aumenta em mesma proporgao as raizes
com o aumento da fertilizacdo (Poorter e Nagel 2000; Shipley e Meziane 2002). Além disso,
foi relatado que as caracteristicas de raiz e caule estdo estreitamente alinhadas (Fortunel et al.
2012), sugerindo que o caule deva ser o 6rgdo com menos recursos com o aumento da
disponibilidade de nutrientes (Zhang et al., 2014). A maioria das pesquisas nessa area, no
entanto, concentrou-se em impactos ambientais na alocacdo de raizes, caules e folhas durante
0 crescimento vegetativo (Poorter et al. 2012), mas ndo durante o estagio reprodutivo.

Como resultado da forte influéncia que o aporte de nutrientes do hospedeiro exerce sobre o
FMA, o uso de fertilizantes tem um grande impacto na relacdo entre a planta hospedeira e o
FMA (Gosling et al. 2006). Por exemplo, menor colonizacdo de raizes por FMA (em vérias
espécies de culturas) e menor densidade de esporos de FMA foram observadas a medida que a
fertilizacdo com P no solo aumentou (Kahiluoto et al. 2000).

No entanto, ainda ndo foi estabelecido se o impacto do FMA na atribuicdo de biomassa na
parte aérea e na producdo de grdos é afetado pela disponibilidade de nutrientes. Os efeitos
potencialmente benéficos da inoculacdo de FMA para otimizar os sistemas de producéo de arroz
tém recebido muita atengdo na literatura cientifica. Uma gama de respostas positivas foi
observada mesmo em condic¢des anaerdbicas (Purakayastha e Chhonkar 2001; Wangiyana et al.
2006), incluindo aumento do tamanho da planta, concentragcbes de nutrientes nos tecidos
(Solaiman e Hirata 1996, 1997a) e taxas fotossintéticas (Black et al. 2000). As conclus@es sobre
a influéncia da inoculagdo de FMA no rendimento de gréos de arroz sdo conflitantes, no entanto,
com outros estudos notificando aumento de rendimento, declinio ou permanéncia constante em
comparagdo com plantas ndo inoculadas (Li et al. 2011; Secilia e Bagyaraj 1994; Wangiyana et
al., 2006). Portanto, sdo necessarias mais informacdes sobre os efeitos de FMA no rendimento
de gréos de arroz para melhorar a producdo de arroz via inoculagdo destes microrganismos.

2.4.2. Fungos Micorrizicos Arbusculares em ambientes salinos

A pluralidade funcional das micorrizas arbusculares (MAs) é, frequentemente, definida em
termos de resposta no crescimento das plantas, que podem variar de efeitos negativos a
positivos, conforme a combinagdo particular fungo-planta e das condi¢cBes ambvientais
(Johnson et al., 1997). Essa pluralidade pode ser mensurada através da percentagem de
colonizacao micorrizica, absorcao de nutrientes e a repercussao sobre o crescimento das plantas.
O vegetal responde de maneira peculiar aos diferentes FMAS, sendo essas respostas observadas
tanto entre isolados de FMAs das mais distintas espécies, como entre isolados de uma mesma
espécie (Munkvold et al., 2004; Smith et al., 2004). Em algumas situacdes, a espécie que
propicia 0 melhor crescimento de determinada planta hospedeira pode retardar o crescimento
de outra, e essa relacdo benéfica ou parasitéria vai depender da combinagdo fungo-planta e das
condicdes ambientais (Smith & Read, 2008). Do mesmo modo, espécies individuais de FMAS
podem diversificar muito na sua resposta ao crescimento de diferentes espéecies de plantas, e
essas variacdes podem suceder tanto entre isolados de FMAs de diferentes espécies, como entre
isolados da mesma espécie (Munkvold et al., 2004; Smith et al., 2004).

A colonizagdo das raizes por esses microrganismos correlaciona uma serie de eventos
morfofisioldgicos e bioquimicos que sdo regulados pela interacdo de plantas e fungos, assim
como por fatores ambientais (Costa & Lovato, 2011). Ainda ndo estd bem estabelecido na
literatura, a respeito dos mecanismos fisioldgicos e bioguimicos que melhoram a tolerancia de
plantas micorrizadas ao estresse abidtico, embora a maior absor¢édo de nutrientes possa ser uma
das justificativas da melhoria do estado nutricional da planta (Kafkas & Ortas, 2009).

Alteracdes fisioldgicas nas plantas apds a colonizagdo micorrizica ativam mecanismos de
defesae explicam, pelo menos parcialmente, a diminuicdo da suscetibilidade das plantas a
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patdgenos (Folli-Pereira et al., 2012). Esses efeitos podem surgir através de mudancas na
formacédo de lignina (Saldajeno et al., 2008), producdo de compostos fendlicos (Zeng, 2006) e
aparecimento de novas isoformas das enzimas hidroliticas, como quitinase e [3-1,3-glucanase
(El-Khallal, 2007).

Quando colonizadas por FMAs, as plantas sofrem alteragdes bioquimicas, fisiologicas e
moleculares relacionadas com o seu sistem de defesa, para que a simbiose seja estabelecida
(Garcia-Garrido & Ocampo, 2002; De Garaet al., 2003; Selosse et al., 2004). Plantas com maior
atividade de enzimas antioxidativas apresentam-se mais tolerantes a diferentes estresses, e as
micorrizas induzem aumento da atividade das enzimas antioxidativas, como peroxidase,
catalase e superoxido dismutase (Lambais et al., 2003; Arfaoui et al., 2007).

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) formam-se naturalmente no interior das células,
nos cloroplastos e mitocondrias, como produtos secundarios derivados da fotossintese e da
respiracdo. Contudo, podem ser produzidas em excesso, devido & condicdo 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 podem estimular a atividade dessas enzimas (Alguacil et
al., 2003; Lambais et al., 2003; Abdel Latef & Chaoxing, 2011). Em associa¢fes micorrizicas,
as EROs atuam como mensageiro secundario, e alteracfes na expressdo das enzimas
antioxidativas, como peroxidases, estdo relacionadas com o desenvolvimento da simbiose
(Bordeetal., 2011). Dessa forma, os FMAs podem aumentar a habilidade das plantas em resistir
a estresses bidticos e abidticos, por permitirem maior tolerancia para as EROs (Folli-Pereira et
al., 2012). Segundo Zhong Qun e colaboradores (2007), os FMAs em solos salinos podem
atenuar as perdas de producdo das plantas através do aumento da tolerancia ao sal.

A tolerancia de plantas a salinidade é uma peculiaridade complexa, em que muitos fatores
podem contribuir: geracdo de osmoprotetores (glicina betaina, prolina, poliois) no citoplasma;
fornecimento de energia por ATPases para a exportacdo de Na* e CI, proteinas especificas de
transporte para a transferéncia desses ions para o vacuolo ou para 0s espacos apoplasticos; e
fornecimento adicional de agua mediado por aquaporinas para manter o balanceamento
osmotico (Hasegawa et al., 2000).

Plantas podem responder ao estresse hidrico em niveis morfolégicos, anatdmicos e celulares
com modificacdes que permitem que se evite 0 estresse ou aumente a sua tolerancia (Bray,
1997). Uma resposta primordial ao déficit hidrico é o ajustamento osmotico. Para Kishor e
colaboradores (1995), ao tentar enfrentar a falta de 4gua, muitas plantas reduzem o potencial
osmotico de suas células pela sintese e acumulagdo de osmdlitos compativeis, como prolina,
que participa da regulacdo osmatica. Contudo, a prolina também desempenha uma funcéo
importante como osmélito compativel protetor, eliminando as espécies reativas de oxigénio e
facilitando a correcdo do potencial redox alterado pela reposi¢do do fornecimento de NADP+
(Hasegawa et al., 2000).

Plantas associadas aos FMAs tém, frequentemente, maior resisténcia ao estresse salino,
talvez com maior consisténcia do que ao estresse hidrico. Muitos pesquisadores tém relatado
que os FMAs aumentam a tolerancia das plantas ao estresse salino (He et al., 2007; Jahromi et
al., 2008; Hajiboland et al., 2010) por melhorarem a absor¢éo de agua e nutrientes pelas plantas
(Asghari et al., 2005), o equilibrio idnico (Giri et al., 2007) e por preservarem a atividade de
enzimas (Rabie & Almadini, 2005).

A associagdo micorrizica pode aumentar o teor de clorofila das folhas, normalmente, plantas
micorrizadas, crescendo sob condi¢des de estresse, apresentam folhas mais verdes, sugerindo
que o estresse interfere na sintese de clorofila (Colla et al., 2008). A inocula¢do micorrizica
também aumenta a absor¢do de P e Mg e reduz as concentracdes de Na* na planta, o que por
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sua vez, contribui para aumentar o teor de clorofila e, consequentemente, melhorar o
desempenho geral das plantas micorrizadas sob condicGes de estresse (Sheng et al., 2008).

A salinidade modifica a formacé&o e funcionamento da simbiose micorrizica (He et al., 2007),
0 que é manifestado pela reducéo da colonizacao 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).

Para as plantas sobreviverem sob condicdes de estresse hidrico e salino, o ajuste do potencial
osmotico foliar é de alta relevancia e requer um equilibrio osmotico intracelular, sendo assim,
as plantas acumulam alguns solutos organicos (prolina, agucares soluveis, glicina betaina, entre
outros) e ions inorganicos para manter maior ajustamento osmotico (Yang et al., 2009). Parece
que a presenca de FMAs nas raizes pode modificar o potencial osmoético das folhas, assim como
eles ttm mostrado influenciar a composicdo de carboidratos e o nivel de prolina, que € um
osmélito compativel mais comum em plantas, responsavel por desempenhar um aumento da
adaptacdo destas a salinidade (Hasegawa et al., 2000). Além de ajuste osmotico, essa molécula
possui outras fungdes propostas em tecidos de plantas osmoticamente estressadas: mantenedor
e protetor da integridade da membrana plasmatica; fonte de C e N; e eliminador de radicais
hidroxilicos (Hincha & Hagemann, 2004).

2.5. Fotossintese

Os avangos na biologia estrutural e na gendmica comparativa nos permitem identificar
componentes individuais do aparelho fotossintético precisamente em relacdo a localizacao
subcelular de seus genes. Em sua origem evolutiva, plantas e algas eucarioticas adquiriram um
aparelho fotossintético completo a partir da incorporacdo de cianobactérias, que sao
procariontes, como simbiontes intracelulares (Archibald, 2006; Raven e Allen, 2003). Genes
cianobacterianos foram posteriormente copiados para o ndcleo celular do hospedeiro (Bock e
Timmis, 2008; Timmis, 2004). Muitos desses genes sobreviveram e ainda Sd0 expressos
(Martin, 2002; Rujan e Martin, 2001). Genes nucleares de origem cianobacteriana codificam
proteinas precursoras que sdo sintetizadas no citosol, nos ribossomos 80S. Algumas dessas
proteinas precursoras sdo entdo importadas, pos-traducionalmente, de volta aos cloroplastos nos
quais as cianobactérias endossimbioticas evoluiram (Aldridge, 2009; Soll e Schleiff, 2004). No
entanto, o aparelho fotossintético (Figura 3) dos cloroplastos nunca € completamente codificado
no nacleo da célula vegetal, porque algumas proteinas-chave da fotossintese sdo sempre
sintetizadas inteiramente dentro dos proprios cloroplastos, nos ribossomos do tipo bacteriano
70S (Sharma et al., 2007), usando mRNA produzido pela transcri¢do de seus modelos genéticos
no DNA do cloroplasto (Barkan, 2011; Maier, 2008). O DNA do cloroplasto ¢ um
citoplasmatico discreto genoma (Green, 2011; Schmitz-Linneweber et al., 2001).

Tanto para a fotossintese quanto para o sistema genético dos cloroplastos que a suporta,
alguns componentes séo sintetizados in situ, enquanto outros sao importados (Archibald, 2006;
Gould et al., 2008; Barkan, 2011; Woodson e Chory, 2008).

Os principais complexos fotossintéticos de proteinas realizam captura de luz, fotoquimica
primaria, transferéncia secundaria de elétrons, sintese de ATP e assimilacdo de CO2. Esses
complexos séo todas quimeras genéticas, porque contém subunidades codificadas e fabricadas
no proprio cloroplasto que, no entanto, sdo montadas em proximidade e contato funcional
intimo com subunidades codificadas em cromossomos do nucleo e importado, em vez disso, do
citosol (Allen et al., 2011).
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Figura 3. Reagdes fotossintéticas dependentes de luz na membrana tilacoide.
Fonte: Taiz & Zeiger, Plant Physiology, 4° ed.

O aparato fotossintético, e particularmente o fotossistema (PS) Il, € muito sensivel e
precisa sofrer alteraces de estado o tempo todo para manter a funcéo ideal em um ambiente
em constante mudanca. Técnicas de fluorescéncia sdo Uteis para monitorar mudangas in vivo
no estado das plantas detectando e avaliando essas alteragBes através de seu impacto nas
propriedades fotossintéticas funcionais, e analisa a cinética de fluorescéncia direta da clorofila
(Chl) emitida pelas plantas e registrada em alta resolucdo de microssegundos a segundos; para
isto sdo utilizados instrumentos comerciais como PEA, FIM, HandyPEA ou PocketPEA
(Hansatech Instruments, Kings Lynn Norfolk, Reino Unido) (Strasser et al. 2004).

Ha um rapido aumento da fluorescéncia polifasica, de 10 ps para 1 s, exibido por folhas
em diferentes estados fisioldgicos (Strasser e Govindjee 1992; Strasser et al. 1995). Este
aumento mostra as etapas claramente visiveis O, J, | e P (designadas como OJIP). Usando o
derivado de um transiente, ou as diferencas e / ou proporcdes de transientes adequadamente
normalizados exibidos por plantas estressadas e ndo estressadas, permite a deteccdo de mais
bandas / fases, O-L-K-J-1-H-G-P (Strasser et al. 2004); as bandas entre FO e Fp s&o rotuladas
em ordem alfabética, de eventos mais lentos a mais rapidos. Essas fases fornecem uma riqueza
de informacBes sobre a presenca e funcdo de mecanismos que governam importantes
propriedades fotossintéticas funcionais. Além disso, a andlise dos transientes brutos da
fluorescéncia OJIP pelas equacdes do chamado teste JIP, que foram formuladas com base na
teoria do fluxo de energia em biomembranas (Strasser 1978, 1981), leva a uma quantificagdo
dessas propriedades, dai a avaliagdo do impacto das mudancas de estado induzidas pelo
estresse. O teste JIP, que € um procedimento bem elaborado, foi desenvolvido no laboratorio
de Bioenergética de Genebra e hoje € usado mundialmente, pois pode ser facilmente usado para
a descricdo de plantas sob estresse e, portanto, pode servir como uma ferramenta para rastrear
a vitalidade das plantas em qualquer bi6topo.
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3. CAPITULO I

ALTERACOES NOS PARAMETROS MORFO-FISIOLOGICOS
EM ARROZ (Oryza sativa L.) SOB ESTRESSE SALINO
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3.1 RESUMO

Nos sistemas agricolas a producdo é severamente influenciada por condi¢es ambientais
adversas, dentre as quais se destaca a salinidade, tanto dos solos como da agua de irrigagéo,
constituindo um fator limitante para o cultivo do arroz, principalmente nos estagios iniciais do
desenvolvimento e no periodo de floracdo. A utilizacdo de fontes de agua de méa qualidade para
irrigagdo gera como efeito o acimulo de sais no solo, provocando toxicidade na cultura. Com
isso, objetivou-se neste capitulo avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de cloreto de
sodio (NaCl), afim de selecionar a maxima dose que a espécie em estudo tolerasse sem sofrer
danos letais no seu crescimento, desenvolvimento e metabolismo. O experimento foi realizado
em casa de vegetacdo. As plantas foram cultivadas em vasos de 0,7 L contendo areia
previamente lavada e autoclavada, recebendo a cada trés dias uma nova solugdo nutritiva
adicionando os tratamentos compostos pelas concentracgdes salinas utilizadas: 0, 50, 150, 200 e
300 mM. O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizados com dez
repeticbes de cada tratamento. Apo6s 30 dias, foram avaliadas alteracbes no rendimento
fotossintético, a producdo de biomassa, parametros morfolégicos e a dindmica da arquitetura
do sistema radicular, além do acimulo de nutrientes na parte aérea. Todos os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade para as variaveis de fluorescéncia transiente da clorofila a. Os dados
relativos a biomassa foram avaliados por meio de regressao linear. Os rendimentos da biomassa
e fotossintético foram os indicativos para selecéo da dose, uma vez que as plantas ao receberem
o0 tratamento com a maxima concentracdo de NaCl (300 mM) obtiveram perdas consideraveis
em sua producédo, o que inclui o fato de terem sido severamente prejudicadas quanto ao seu
sistema radicular. Nas condicdes experimentais testadas, o tratamento que apresentou ser o
maximo que a cultura tolerasse a salinidade foi a dose de 200 mM.

Palavras-chave: Arquitetura radicular. Fluorescéncia transiente de Chl a. Salinidade.
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3.2 ABSTRACT

In agricultural systems, production is severely influenced by adverse environmental conditions,
among which the salinity of both soil and irrigation water stands out, constituting a limiting
factor for rice cultivation, especially in the early stages of development and in the period of
flowering. The use of poor quality water sources for irrigation has the effect of accumulating
salts in the soil, causing toxicity in the crop. Thus, the objective of this chapter was to evaluate
the influence of different concentrations of sodium chloride (NaCl), in order to select the
maximum dose that the species under study would tolerate without suffering lethal damage in
its growth, development and metabolism. The experiment was carried out in a greenhouse. The
plants were grown in 0.7 L pots containing previously washed and autoclaved sand, receiving
a new nutrient solution every three days, adding the treatments composed of the salt
concentrations used: 0, 50, 150, 200 and 300 mM. The experimental design adopted was
completely randomized with ten replicates of each treatment. After 30 days, changes in
photosynthetic yield, biomass production, morphological parameters and the dynamics of the
root system architecture were evaluated, in addition to the accumulation of nutrients in the aerial
part. All data were subjected to analysis of variance (ANOVA) and the means were compared
by Tukey's test at 5% probability for the chlorophyll a transient fluorescence variables. The
biomass data were evaluated using linear regression. The biomass and photosynthetic yields
were indicative for dose selection, since the plants, when receiving the treatment with the
maximum concentration of NaCl (300 mM), obtained considerable losses in their production,
which includes the fact that they were severely impaired as to its root system. In the
experimental conditions tested, the treatment that proved to be the maximum that the culture
tolerated salinity was the dose of 200 mM.

Keywords: Root architecture. Chl transient fluorescence a. Salinity.
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3.3 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo (FAS/USDA, 2019). Este contexto encontra-se agravado pelo aumento na erosao e
degradacdo dos solos, atrelado a crescente demanda alimentar, devido ao aumento populacional
(Menezes-Benavente et al., 2004).

Nos sistemas agricolas, a producdo é severamente influenciada por condi¢bes ambientais
adversas, que provocam severas perdas na produtividade. Dentre os fatores ambientais, a
salinidade é um dos maiores limitantes para a producio de arroz. E um estresse abidtico que
causa uma série de modificacbes morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares que
reagem com seu potencial genético, limitando seu crescimento, reproducgdo e produtividade
(Mahajan e Tujeta, 2006).

O estresse salino, oriundo do acimulo de cloreto de sédio é um problema para a agricultura
em todo 0 mundo, sendo mais agressivo nas regides aridas e semiaridas, onde as elevadas taxas
evapotranspiratérias e as baixas precipitacbes pluviométricas, correlacionadas ao manejo
inadequado do solo e da agua, tém contribuido para o surgimento de solos salinizados (Zhu,
2011). Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO,
2008), cerca de 20% das terras cultivadas no mundo vém enfrentando problemas de salinizacgéo,
em contrapartida no Brasil, a &rea afetada corresponde a 2% da &rea total.

Altas concentracdes de sal propiciam a reducdo no crescimento e desenvolvimento das
plantas, decorrente de seus efeitos osméticos, toxicos e nutricionais (Munns, 2008). A
salinidade altera a disponibilidade hidrica, uma vez que os sais solUveis presentes em excesso
no solo aumentam a retengdo de solutos na agua do solo, diminuindo assim, a agua disponivel
para a planta. O desequilibrio idnico, provocado devido ao acimulo de ifons téxicos como Na*
e CI" e a deplecéo de ions como K* e Ca*, também é um efeito direto da salinidade (Sumithra
et al., 2006). Dentre as consequéncias do estresse por sal, sdo: distdrbios na integridade das
membranas, alteragdes nos niveis de reguladores de crescimento, bem como modificacdes nas
atividades metabdlicas, incluindo a fotossintese e o incremento da producéo de espécies reativas
de oxigénio (Zhu, 2001; Panda e Khan, 2009).

Em plantas superiores, os principais pigmentos fotossintéticos sdo as clorofilas e os
carotenoides. Conforme a espécie em estudo, cultivar, tempo de exposi¢do e concentracao de
sal existente, a salinidade pode afetar a atividade fotossintética, através da diminuicao da sintese
ou degradacdo de clorofila (Santos, 2004). Além disso, o acumulo de cloreto de sodio (NaCl)
nos tecidos acarreta uma reducdo nos processos de sintese de ATP acoplada a fase fotoquimica
da fotossintese, além de promover alteracdes no processo respiratorio, assimilacdo do
nitrogénio e metabolismo de proteinas (Munns, 2002).

Nos ultimos anos, tem-se dado especial atencdo aos danos que impactam a arquitetura das
raizes sob as condicdes de estresse salino (Julkowska et al., 2014). A dindmica do sistema
radicular pode ser correlacionada com o mecanismo funcional adaptativo nas partes aéreas das
plantas, essenciais para uma existéncia continua (Rogers et al., 2016). As altera¢fes bruscas
que ocorrem na arquitetura radicular podem conferir a capacidade de regular a captacéo de agua
e ions para permitir um controle eficiente do status da &gua na planta diante do estresse,
entretanto, ha uma demanda energeética para tal desempenho (ljaz et al., 2018). Os parametros
da morfologia radicular sdo critérios de extrema relevancia para o crescimento de qualquer
cultura e respostas as condi¢des adversas ao seu desenvolvimento (Mohammad et al., 1998).
Dessa forma, o presente capitulo teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes niveis de
NaCl nos parametros morfolégicos da raiz, fisiologicos sobre a fotossintese e aspectos
nutricionais das plantas de arroz (Oryza sativa L.) da variedade BRS Esmeralda.
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34 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Material vegetal e condigdes experimentais

Sementes de arroz (Oryza sativa L. cv. BRS Esmeralda) foram desinfestadas com
hipoclorito de sodio 2%, seguido de trés lavagens consecutivas em &gua destiladas. Foram
semeadas em vasos de trés litros, sob uma camada de gaze embebida de agua destilada. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacéo.

Aos sete dias apds a semeadura (DAS), as plantulas foram padronizadas quanto a
uniformidade de sua altura e nimero de folhas, em seguida, transplantadas em vasos de 700
mL, contendo areia lavada e autoclavada e receberam solucéo nutritiva modificada (Hoagland
e Arnon, 1950). Ap6s mais sete dias de aclimatacdo, foram submetidas as seguintes
concentragdes de cloreto de sédio: 0 mM, 50 mM, 150 mM, 200mM e 300 mM de NaCl, em
que foram dissolvidas na propria solugdo nutritiva e reaplicadas de trés em trés dias e mantidas
sob o fotoperiodo de 10 horas, a temperatura ambiente de 30+5°C e umidade relativa de,
aproximadamente, 60%.

Quinze dias ap6s a imposicao do estresse, foi medida a fluorescéncia transiente de Chl a nas
primeiras horas de luz do dia. Ao final desta avaliagéo, todas as plantas foram coletadas e foi
avaliado o efeito da salinidade sob o crescimento das plantas através dos indicadores de
crescimento (massa fresca e massa seca) e percentual de umidade, determinado o acimulo do
sodio (Na*) e nutrientes, como : potassio (K*) e fésforo (P) e os parametros morfoldgicos do
sistema radicular (comprimento total — mm; area total — mm?; niimero total de pontas; niimero
de bifurcacdes; volume total —- mm?3 e didmetro médio. Cada caracteristica dimensionada dentro
de trés classes de raiz: superfina, fina e grossa).

3.4.2 Efeito da salinidade no crescimento das plantas e os indicadores de estresse hidrico
a) Producdo de biomassa

O crescimento tanto da parte aérea como do sistema radicular foi determinado apés a
separacao em parte aérea e radicular, pesadas logo apds a coleta, obtendo assim a massa fresca
e, entdo, colocadas para secar em estufa a 70°C durante 72 horas até peso constante, para
determinacdo de massa seca em balanca analitica.

b) Percentual de umidade

O percentual de umidade da parte aérea e da raiz foi determinado segundo Slavick (1974),
utilizando a seguinte relagao:

%U = [ (MF — MS) / MF] x 100
Para analisar o percentual de umidade da parte aérea foram utilizados valores de:
MF = massa fresca da parte aérea
MS = massa seca da parte aérea

%U = percentual de umidade da parte aérea
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Ao analisar o percentual de umidade da raiz foram utilizados valores de:
MF = massa fresca da raiz
MS = massa seca da raiz

%U = percentual de umidade da raiz

c) Determinagao de macro e micronutrientes em tecidos foliares

Realizaram-se analises referentes ao estado nutricional das plantas. Para tal finalidade, as
amostras da parte aérea, que haviam sido colocadas na estufa a 70°C para a obtencdo da massa
seca, foram picotadas em fragcGes muito pequenas e realizada uma digestéo nitro-perclérica para
a determinacdo de Na, P, K, Ca, Mg, Fe. As determinaces analiticas foram realizadas através
dos equipamentos de espectroscopia de absorcdo atdmica (Ca, Mg e Fe), fotometria de chama
(Na e K) e espectrofotometria colorimétrica (P) (Malavolta et al., 1989).

d) Avaliacdo da cinética de emissdo da fluorescéncia transiente da clorofila a (O-
J-1-P)

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida utilizando-se um fluorémetro portétil
(HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Os clipes utilizados para esta medi¢ao
foram colocados no terco médio de folhas jovens completamente expandidas, no periodo da
manhd, e as medic¢des foram realizadas 20 minutos apds a adaptacdo das folhas ao escuro. A
emissdo de fluorescéncia é induzida em uma area de 4 mm de didmetro da folha pela exposicao
da amostra a um pulso de luz saturante numa intensidade de 3000 pmol.m?. s sendo o intervalo
entre os pulsos de 500 ms. A partir da curva de emisséo de fluorescéncia transiente obtida, as
intensidades determinadas a 50 ps (fluorescéncia inicial — Fo), 100, 300 ps, 2 ms (F;) e Fm
(fluorescéncia maxima), foram utilizadas para o céalculo dos pardmetros estabelecidos pelo
Teste JIP (STRASSER & STRASSER, 1995).

Tabela 2. Principais parametros do Teste JIP (Extraida de Sousa, 2012; adaptada de Strasser et
al., 2004 e Yusuf et al., 2010)

Parametros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primarios obtidos

Fv=Fm-Fo Fluorescéncia variavel.

Fv/Fm Rendimento quantico maximo do FSII.

Vi Fluorescéncia variavel relativa em um tempo “t”.

Vi Fluorescéncia variavel relativa em relagdo ao nivel J.

Vi Fluorescéncia variavel relativa em relacdo ao nivel I.

Mo = 4(F300us —Fo)/(Fm—Fo) Declive inicial aproximado (em ms™) da fluorescéncia transiente V
=f(1).

Ss = ViiMg Avrea total normalizada complementar correspondente apenas a fase

OJ (reflete um Unico volume de eventos de reducéo de Qa).

Sm = (Area)/(Fm— Fo) Avrea total normalizada complementar acima da curva OJIP (reflete
multiplos eventos de reducédo da Qa).
N = Sn/Ss NUmero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de

elétrons entre o tempo de O et (necessario para atingir Fu).

Atividade especifica por centro de reacao (RC)
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ABS/RC = M, (1/Vy) (1/4Po)
TRO/RC = Mo (1/V))
ETo/RC = Mo (1/Vy) Wo

DIo/RC = (ABS/RC) — (TR4/RC)

REJ/RC

Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de
absorcdo por RC.

Maxima taxa pela qual um éxciton é capturado pelo RC resultando
em uma reducdo da plastoquinona (QA").

Reoxidagdo da QA" via transporte de elétrons em um RC ativo.

Raz&o de dissipacdo total de energia de excitacdo ndo capturada do
total de RC, sendo a dissipacdo neste caso a perda de energia na
forma de calor.

Reducdo do aceptor final de elétrons no lado do aceptor de elétrons
do FSI por RC.

Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo

@P0 = TRo/ABS = Fy/Fum
¢EO0 = ETo/ABS

¢DO0 = 1 — gPo = (Fo/Fwm)
0RO = REJABS

Rendimento quantico maximo fotoquimico.

Rendimento quéantico de transporte de elétrons de QA" para o
intersistema de aceptores de elétrons.

Rendimento quéntico para dissipagdo de energia.

Rendimento quéntico de transporte de elétrons de QA" para o aceptor

final de elétrons do FSI.

Eficiéncias
Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um
elétron de Qa para o intersistema de aceptores de elétrons.
Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um
elétron dentro da cadeia de transporte de elétrons de Qa™ para 0s
aceptores finais de elétrons do FSI.

Eficiéncia com que um elétron pode mover o intersistema de
aceptores de elétrons reduzidos no intersistema para o aceptor final
de elétrons do FSI.

indices de desempenho
Plass = (RC/ABS) B (¢gro/10S@po) 0Si (Wo/10¥o) = Indice de desempenho fotossintético (conservagio
(RC/ABS) B (TRo/Dlp) x (ETo/ITSET)) de energia a partir do éxciton para a reducdo dos
aceptores de elétrons do intersistema).

WEo = ETo/TRg

po = REo/TRo

6R0 = REo/ ETo

Pliotar = Plags BS (80/1B30) indice de desempenho fotossintético total
(conservacdo de energia a partir de éxciton para a
reducdo de aceptores finais do FSI).

e) Analise dos paréametros morfoldgicos da raiz

No momento da coleta, algumas repeticbes de cada tratamento foram separadas para esta
finalidade, em que foram previamente lavadas com &gua destilada para total remogdo do
substrato em que foram cultivadas, em seguida, armazenadas em tubo Falcon de 50 ml contendo
alcool 50% e acondicionadas sob refrigeracdo para posterior analise. De acordo com Tavares
(2014), o sistema radicular de cada planta de arroz, foi uniformemente distribuido em uma
camada de agua em uma bandeja transparente de acrilico e a digitalizacdo realizada com uma
resolugéo de 600 dpi com um sistema de digitalizacdo Epson Expression 10000XL. Imagens
das raizes foram convertidas para um formato em tons de cinza de oito bits. Ainda com base no
autor citado anteriormente, as raizes foram individualmente trabalhadas, analisadas e
quantificadas um total de 18 caracteristicas diferentes de raizes: comprimento (mm), area
projetada (mm?), area superficial (mm?), didmetro médio (mm), volume (mm?®), nimero de
pontas, numero de bifurcagdes de raiz. E todas estas caracteristicas mensuradas dentro das trés
classes de raizes: superfino (0,5 <d < 1,5 milimetros), fino (1,5 <d < 3,5 milimetros) e grossas
(d > 3,5 milimetros). Com o uso do software WinRHIZO Arabidopsis, 2012b (Régent
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Instruments, Quebec, Canada Inc.). Foi utilizado o método ndo estatistico Regent para realizar
medicOes da morfologia radicular em WinRHIZO. Os limites das imagens foram definidos e
entdo importados para o software WinRHIZO para analise de caracteres de raiz e quantificagéo.
Posteriormente, os dados foram analisados atraves do XLRhizo (Régent Instruments, Quebec,
Canadé Inc.). Esses macros adicionam analise e comandos graficos de raiz aos comandos
padrdo do Excel (Microsoft Corp.) para andlise de arquivos de dados produzidos pelo
WInRHIZO.

f) Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em cinco tratamentos — 0; 50; 150; 200 e 300 mM de NaCl —
e dez repeticOes. Todos os parametros foram analisados por analise de variancia (ANOVA). As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para as variaveis de
fluorescéncia transiente da clorofila a e percentual de umidade. Os dados de biomassa e
morfologia radicular foram avaliados por meio de regressao linear.
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35 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas visuais de toxicidade foram observados nas folhas de arroz quando submetidas as
doses mais elevadas de NaCl (200 e 300 mM) (Figura 4). Tais sintomas, quando comparados
com as folhas do controle (Figura 4B), foram caracterizados pela presenca de necrose, sendo
notorio a formag&o de palha. Nao foram observados sintomas visuais de toxicidade nas folhas
que receberam tratamento O (controle), 50 e 150 mM.

\\
N

ltl

Figura 4. Sintomas de toxicidade em folhas de arroz exposta a diferentes concentracdes de
NaCl (0, 50, 150, 200 e 300 mM) durante 15 dias.

Manchas avermelhadas ao longo das nervuras foliares, amarelecimento/avermelhamento do
limbo foliar, queima das bordas e apice do limbo, necrose nas folhas basais a partir do sexto dia
de submissao ao estresse salino, além de senescéncia precoce ja foram descritos na literatura
em espécie como aroeira (SILVA et al., 2000) e o cajueiro (VIEGAS et al., 2004; MORAIS et
al., 2007). Sabe-se que um dos primeiros efeitos da salinidade é o estresse osmatico seguido do
ibnico (MUNNS, 2002). Como as plantas de arroz permaneceram por 15 dias nos diferentes
tratamentos com NaCl, tempo de exposicdo longo ao estresse, € provavel que os sintomas
observados nesta cultivar seja devido a ocorréncia do estresse idnico ocasionado por niveis
toxicos de ions salinos no tecido vegetal foliar o que, de acordo com Nabil & Coudert (1995)
pode acarretar em necrose e a morte precoce das folhas.

A salinidade afetou o crescimento das plantas de Oryza sativa L. cv. BRS Esmeralda,
independentemente da concentragéo de sal aplicada. Com o estresse, a curva OJIP e os valores
da intensidade de fluorescéncia nos pontos O-J-1-P da espécie vegetal obtidos aos 30 DAS
demonstraram que no ponto P (Figura 5A e Tabela 3, respectivamente) houve uma elevagéo na
intensidade e emisséo de fluorescéncia nas doses de 50, 150 e 200 mM de NaCl, em relacéo ao
controle. Em contrapartida, a dose de 300 mM apresentou redugéo significativa em todos os
pontos, perdendo completamente a sua forma sigmoide. E no Teste JIP (Figura 5B), este mesmo
tratamento teve uma diminuicdo do indice de desempenho fotossintético (Piass) tendendo a
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zero, além de ter sido reduzido significativamente no indice de desempenho fotossintético total

(PitoTaL), quando comparado ao controle (Tabela 4).
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Figura 5. Dados obtidos na andlise de fluorescéncia da clorofila a em Oryza sativa L. cv. BRS
Esmeralda submetida as diferentes concentracdes de NaCl aos 30 DAS. (A) Intensidade de
fluorescéncia da clorofila a; (B) Parametros do Teste JIP, expresso em relagdo aos valores do
tratamento controle (valor transformado para 1).

Tabela 3. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (F0), J (FJ), I (FI) e P (FM)
obtidas aos 30 DAS da espécie O. sativa L. cv. BRS Esmeralda submetida as diferentes doses

de NaCl.
DOSE (mM) FO FJ FI FM

0 254,40 NS| 749,80a | 984,40a | 1221,00 a
50 268,75 | 795,50a | 1070,25a | 1311,00 a
150 300,75 | 879,25a | 1103,40a | 1494,50 a
200 289,8 793,00a | 1201,75a | 1363,60 a
300 188,67 | 197,67 b | 202,33 b 204,33 b
Cv 24,2 28,52 28,31 28,09

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns = ndo significativo na ANOVA

a 5% de probabilidade.

Tabela 4. Pardmetros da fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 30 DAS da espécie
Oryza sativa L. cv. BRS Esmeralda submetida as doses de NaCl.

DOSE (mM)| PHI(PO) | ABS/RC | TRO/RC | ETO/RC | DIO/RC | REO/RC | PIABS | PITOTAL
0 0,79 a 2,47b 1,95 ns 0,97 ns 0,52 b 0,49 ns 156a 1,68a
50 0,79 a 2,59b 1,00 1,00 0,54 b 0,47 142a 127a
150 0,80 a 241b 0,99 0,99 0,49b 0,47 1,77a 162a
200 042D 2,78 Db 1,17 1,17 0,59b 0,53 152a 1,28 a
300 0,04 c 27,06 a 1,09 1,09 25,09 b 0,41 0,00b 0,01b
CV (%) 2,51 48,97 8,64 15,24 66,66 29,99 22,07 34,65

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns = néo significativo na ANOVA

a 5% de probabilidade.
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Consequentemente, devido aos processos de emissdo da fluorescéncia, como a dissipacao
de calor (DIo/RC) e producéo fotoquimica (¢Po) ocorrerem em competicéo direta, essa drastica
reducdo do desempenho fotossintético levou ao aumento da perda de energia na forma de calor
(Dlo/RC), sendo a maxima dose dos tratamentos que apresentou o maior valor deste aumento,
assim como, estatisticamente elevou o tamanho do sistema antena (ABS/RC) (Tabela 4).
Meloni et al. (2003) relataram que a diminuicdo da fotossintese poderia ser influenciada
diretamente pelo fechamento dos estdmatos ou pelo efeito do estresse salino sobre o aparato
fotossintético. O declinio perceptivel no valor de Fum (Tabela 3) respectivo ao tratamento de
maxima concentragdo é um resultado congruente com os valores observados em cultivares de
arroz expostas ao estresse salino que apresentaram mortalidade sob uma concentracdo de NaCl
equivalente a condutividade elétrica de 6 Ds m™ (Singh e Sarkar, 2014).

A densidade dos centros de reacdo ativos (RC) indica o nimero de RCs ativos na secao
transversal do PSII, enquanto sua diminuicdo reflete uma conversdo de RCs ativos em inativos
(Mehta et al., 2010). Os RCs inativos podem prender o fluxo de energia com eficiéncia, mas
falham na reducdo do aceitador de elétrons (Qa) na cadeia de transporte de elétrons
fotossintética. Consequentemente, 0os RCs dissipam toda a sua energia na forma de calor. A fase
inicial da salinidade é caracterizada por desequilibrio hidrico derivado do estresse
hiperosmotico (Rachoski et al., 2015).

Nos cloroplastos, a limitacdo da fixacdo de CO; atrelada a reducéo excessiva das cadeias
de transporte de elétrons é a principal causa da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs). Sempre que a dissipagdo fotoquimica e os mecanismos fotoprotetores séo
insuficientes, a clorofila excitada reage com o oxigénio singlete (*O2) e espécies de oxigénio
especialmente reativas com o &cido graxo poliinsaturado (M@LLER et al., 2007). Ainda de
acordo com estes autores, o malondialdeido (MDA) é um produto final do &cido linoleico
peroxidado, que € o principal &cido graxo dos galactolipideos das membranas dos tilacéides das
plantas. Representa cerca de 1% da composicdo de acidos graxos no arroz (LUGAY &
JULIANO, 1964). A peroxidacdo extensiva de acidos graxos poli-insaturados causa
modificacdo oxidativa nas proteinas dos tilacéides do PSII, afetando a funcdo normal do PSlI
(OKADA et al., 1996; M@LLER et al., 2007; YAMAUCHI et al., 2008; YAMAUCHI &
SUGIMOTO, 2010).

Diversos estudos comprovam que a redugdo no crescimento das plantas pode ser
acompanhada por decréscimo na taxa de fotossintese (AZEVEDO-NETO et al., 2004; OMOTO
et al., 2010; ZAHRA et al., 2014). Em virtude desse impacto notorio gerado nos processos do
metabolismo primario, pode-se constatar com a producéo de biomassa (Figura 6) que houve de
fato interferéncia direta no seu rendimento nas doses mais altas de 200 mM e 300 mM de NaCl,
em que tanto a massa da parte aérea e a do sistema radicular decrescem, assim o estresse salino
limitou severamente o crescimento das plantas, sendo os efeitos mais pronunciados na méaxima
concentracdo que reduziu significativamente a massa fresca da parte aérea (MFPA) quando
comparada ao controle, em que também foi possivel verificar este impacto nas raizes (Figura
7). Alguns estudos apontam o acumulo de biomassa como um indice essencial para avaliar o
grau de toleréncia das plantas a estresses abioticos JANMOHAMMADI et al., 2012).

Zahra et al. (2014) em estudos com algumas cultivares de trigo com tolerancia diferencial
a salinidade, observaram que houve reducdo do crescimento tanto na parte aérea como nas
raizes devido ao estresse salino (150 e 300 mM de NaCl), entretanto esta atenuacdo foi
relativamente menor no gendtipo tolerante. Sob o tratamento com NaCl, as raizes de arroz
absorvem o Na" da solucdo do solo, submetendo as plantas tanto ao estresse osmotico como ao
i6nico, devido a alta concentracdo do Na*. Este fato tem sido demonstrado em alguns estudos
anteriores com elevadas concentragdes do mesmo em solugdo nutritiva ou no préprio solo (YEO
e FLOWERS, 1989).
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Figura 6. Producdo de biomassa de plantas de arroz da variedade BRS Esmeralda submetidas
a diferentes concentracdes de NaCl. Massa seca da parte aérea (MSPA, A); Massa fresca da
parte aérea (MFPA, B); Massa seca da raiz (MSR, C); Massa fresca da raiz (MFR, D).

300mM

Figura 7. Influéncia do estresse salino no crescimento do sistema radicular de arroz cv. BRS
Esmeralda ap6s 15 dias de exposicéao as doses crescentes de NaCl.

A reducéo e/ou inibicéo do crescimento e a producéo de fitomassa causadas pela salinidade
tem sido amplamente notificado em outras espécies como Ricinus communis L. (PINHEIRO et
al., 2008), Anarcadium occidentale L. (FERREIRA-SILVA et al., 2008), Schinopsis spp.
(OUESLATI et al., 2010) e Jatropha curcas (SILVA et al., 2009; DIAZ-LOPEZ et al., 2012).
Tal fenbmeno € atribuido a: i) mudancas drasticas no estado hidrico da planta devido a
disrupcdo na homeostase do potencial de agua causada pelo efeito osmotico; ii) toxicidade
ibnica devido ao desbalanco idnico, gerando danos metabdlicos, fisiologicos e estresse
oxidativo e iii) desequilibrio nutricional provocado pela interferéncia na absorcéo de nutrientes
essenciais (MUNNS, 2006; MUNNS & TESTER, 2008). Com base nisso, a avaliagdo do
percentual de umidade (%U) é considerada uma das avaliagdes mais utilizadas para determinar
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os efeitos fisioldgicos do déficit de dgua nas células vegetais. Mensurando o estado hidrico da
planta e exprime a quantidade absoluta de 4gua que ela precisa para alcancar a saturacéo total
em um determinado momento (GONZALES & GONZALES-VILAR, 2001).

A Tabela 5 mostra o percentual de umidade (%U) das plantas de arroz submetidas a cinco
concentragdes de estresse salino, sendo uma destas o controle. O %U apresentou uma reducao
significativa tanto do sistema radicular quanto da parte aérea, quando o tratamento foi com a
méaxima dose, emitindo assim, o menor percentual hidrico. O status da agua é altamente sensivel
a salinidade e, portanto, € dominante na determinacdo das respostas das plantas ao estresse (Yeo
et al., 1985). De acordo com Munns (1993), a reducdo observada € resultado da elevada
concentracdo de sal na solugdo externa, que acarreta em um estresse osmético e desidratacédo a
nivel celular. Os sintomas de desidratacdo foram maiores no tratamento com 300 mM de NaCl
do que no tratamento de 50 mM, porque concentracGes mais altas de cloreto de s6dio aumentam
a perda de agua celular (STEPIEN & KLOBUS, 2006). Ainda de acordo com estes autores, em
particular, a salinidade altera as taxas de absorcao e a propria absor¢do de todos os nutrientes
minerais, resultando em sintomas de deficiéncia. No entanto, hé evidéncias de que as espécies
glicofiticas e halofiticas se ajustam a alta concentracdo de sal, diminuindo os potenciais
osméticos teciduais com um aumento do acumulo de ions inorgénicos nos tecidos (Cachorro et
al., 1995). Embora, 0 ajuste osmético tenha sido alcangado pela captacdo de ions inorganicos,
isso também pode levar a problemas de compartimentacdo de ions e a um declinio celular
(Rivelli et al., 2002). Foi possivel notar que as doses crescentes de NaCl diminuem o acimulo
de K* (Figura 8-B). E provavel que a redugfo na captano teor de K+ causada pelo Na* seja
consequéncia do influxo intracelular competitivo de ambos os ions (Cerda et al., 1995) e
também para manter o equilibrio osmético e de cargas. Alguns estudos ja comprovaram que
muitos sistemas de transporte de K* tém afinidade com Na+ (Blumwald et al., 2000;
Schachtman e Liu, 1999).

Tabela 5. Indicador de estresse hidrico em raizes e partes aéreas de arroz submetido a diferentes
concentracdes de NaCl (0 mM — controle; 50 mM; 150 mM; 200 mM e 300 mM) durante 15
dias.

PERCENTUAL DE UMIDADE (%)
Tratamentos (mM) Raiz Parte Aérea
0 87 a 76 a
50 86 ab 78 a
150 86 ab 76 a
200 85 ab 76 a
300 82D 70 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 1% de probabilidade. Os resultados
foram analisados por analise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,01).
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Figura 8. Absorcao de sodio (A) e de potassio (B) na parte aérea de plantas de arroz (Oryza
sativa L.) cv. BRS Esmeralda submetidas as diferentes concentracdes de NaCl.

As plantas que receberam a dose mais baixa de NaCl ndo mostraram uma alteragdo brusca
na morfologia das raizes (Figura 9) e como visto também na producdo de fitomassa (Figura 6)
quando comparadas ao controle, portanto, estavam com uma maior condutividade hidraulica e
fluxo de ions dissolvidos para as partes aéreas. As diferencas obtidas nas plantas que receberam
as demais doses de NaCl (150 e 200 mM) podem ser correlacionadas com diferentes niveis de
captacao de nutrientes, fluxo de agua e ions das raizes para a parte aérea e, por conseguinte, um
contetdo variavel de Na* e K* na parte aérea. Ndo obstante, o crescimento e desenvolvimento
radiculares das que receberam a méaxima concentracdo de NaCl (300 mM) foram fortemente
inibidos, acarretando na mortalidade devido a falha na tolerancia ao Na*, provocado pela
toxidez. Resultados semelhantes sobre o crescimento radicular foram obtidos em mutantes de
arroz sensiveis ao sal (Toda et al., 2013).

O equilibrio i6nico apoplastico € comumente alterado mediante a um estresse salino
(Krishnamurthy et al., 2011), afetando a pressédo do turgor. Os resultados demonstram um
aumento no teor de Na* na parte aérea proporcionalmente ao aumento dos niveis de NaCl. A
retencdo de ions Na* e K* na parte aérea sugere uma baixa relacdo K*/Na*, propondo que nao
houve um controle rigoroso sobre a extrusdo, sequestro e carregamento de Na* nos xilemas.

A reducdo nos pardmetros de crescimento das plantas (biomassa das raizes e parte aérea),
menor conservacdo da agua, e crescimento das raizes modificado, juntamente com o
desequilibrio do K* e Na*, apresentam uma forte correlacdo com os danos letais constatados
nas plantas sob a dose méaxima de estresse.

Resultados relatados por outros autores, também demonstraram que no decorrer da
desidratacdo foliar, toda a cadeia de transporte de elétrons foi afetada (Cornic e Massacci,
1996). Corroborando assim, os resultados obtidos através da analise da fluorescéncia transiente
da clorofila a, que apontaram para um aumento na quantidade da forma reduzida de
plastoquinona Qa e, consequentemente, uma menor eficacia de transferéncia da cadeia de
transporte de elétrons (ETo/RC). Também foi relatado por Cornic (2000), que tanto a salinidade
quanto a seca causaram um aumento reversivel na dissipagéo térmica da energia capturada pelo
PS I, que contribuiu para o efeito deletério da luz excessiva durante a assimilagdo reduzida de
CO.. Tal dissipacéo térmica tambeém foi observada (Figura 5-B e Tabela 3) devido a presenca
de NaCl.

O fechamento estomatico € um mecanismo eficaz para a utilizagdo econémica da agua sob
estresse salino e limitacdo da captagdo prejudicial de ions salinos (HASEGAWA et al., 2000).
Em mudas de pepino cultivadas sob estresse salino, a eficiéncia no uso da agua foi
significativamente modificada como resultado de alteracfes relatadas na taxa fotossintética
liquida e na taxa de transpiracdo (STEPIEN & KLOBUS, 2006).
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Para verificar os impactos ocasionados pelo estresse salino na planta como um todo e tendo
em vista que a raiz é o principal 6rgdo que explora além da agua, os nutrientes do solo, sendo
0 contetido i6nico e o estado da agua do solo que interferem diretamente na arquitetura das
raizes, garantindo a sobrevivéncia e o crescimento (JULKOWSKA et al., 2014). A anélise
morfoldgica das raizes (Figura 9 e 10) apresentou diferengas na arquitetura do sistema radicular
em resposta ao estresse salino, o que também pode ser correlacionado ao comprometimento da
condutividade hidréulica e a conservacdo da agua somada a falta de carboidratos que seriam
produzidos pela fotossintese e foi severamente prejudicada (Figuras 5A e 5B).
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Figura 9. Dose-resposta de NaCl sobre comprimento, area superficial, nGmero de pontas,
numero de bifurcacdes, volume e didmetro médio das raizes em plantas de arroz cv. BRS
Esmeralda apds 15 dias. Cada ponto corresponde a média de 20 plantas. (A) Comprimento Total
da Raiz; (B) Area Total da Raiz; (C) Nimero Total de Pontas; (D) Nimero de Bifurcacdes
Totais; (E) Diametro Médio da Raiz; (F) Volume Total da Raiz.
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Figura 10. Dose-resposta de NaCl sobre classes de raizes superfino (0,5< d <1,5 milimetros),
fino (1,5 < d < 3,5 milimetros) e grossa (d > 3,5 milimetros) em plantas de arroz cv. BRS
Esmeralda. Cada ponto corresponde a média de 20 plantas.

O estresse salino influenciou negativamente a maioria dos parametros radiculares,
conforme revelado pela analise quantitativa das raizes pelo software WinRHIZO Arabidopsis,
2012b. As plantas foram severamente inibidas de crescer o sistema radicular dentro dos 15 dias
expostas ao tratamento do sal (Figuras 9). Todavia, algumas ndo conseguiram responder ao
estresse salino ocasionando em sua perda.

As raizes do arroz sdo caracterizadas como fibrosas e finas, com didmetro médio inferior a
0,5 mm (Gu et al., 2017). O sistema radicular do arroz consiste em uma raiz nodal central com
0 maior didmetro e serve como o principal caminho para o fluxo de dgua e nutrientes para as
partes aéreas. As raizes laterais emergem da raiz nodal e ramificam-se para formar um novo
sistema radicular lateral superior que forma o principal local de absor¢éo de agua e nutrientes
(ROBIN & SAHA, 2015).

As plantas foram reduziram a densidade radicular (volume e massa — Figuras 9 e 6,
respectivamente), diminuindo os parametros morfologicos da raiz, devido ao estresse osmotico
e idnico nos tratamentos. Também se constatou a diminuicdo no comprimento das raizes,
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inclusive as laterais (nimero de bifurcacdes) sendo mais agressivo nas altas concentra¢fes dos
tratamentos (200 e 300 mM). Esses dados sobre o comprimento total da raiz em resposta ao
estresse salino sdo consistentes com alguns estudos anteriores sobre o trigo (SHAHZAD et al.,
2012) e Arabidopsis (BRUSSENS et al., 2000), enguanto contrastam com os resultados em grao
de bico (BOOMINATHAN et al., 2004) e posteriormente, em Arabidopsis (HE et al., 2005)
que demonstraram um incremento na massa lateral da raiz com elevados niveis de NaCl para
combater o comprometimento hidraulico da raiz (Krishnamurthy et al., 2011).

Além do comprimento e nimero de bifurcacdes, foi possivel observar uma reducéo na area
superficial (Figura 9B) e nimero de pontas (Figura 9C) nas plantas tratadas com NaCl, quando
comparadas ao controle (Figura 9). Resultados semelhantes foram relatados por Roger e
colaboradores (2016) por meio de tomografia computadorizada de raios-X em raizes de arroz.
A reducéo do diametro medio na dose de 300 mM pode estar relacionada a um risco reduzido
de cavitacdo do xilema (Gowda et al., 2011) ou a um mecanismo estratégico de aumentar sua
eficiéncia no suprimento de agua e nutrientes. Ja a reducdo no quesito area da superficie sugere
reducdo da densidade das raizes laterais, uma vez que h4 uma relacdo diretamente proporcional
em que quanto menor a massa e o volume, menor sera a area superficial. Enquanto um nimero
menor de pontas especifica uma reducdo significativa nas zonas meristematicas, de
alongamento e de absorcdo de agua. Uma diminuicao similar no comprimento e na biomassa
foi relatada em raizes de cevada (SHABALA et al., 2003) Arabidopsi thaliana (Wang et al.,
2008) e arroz (Gu et al., 2017) sob estresse hidrico. Essa reducdo na densidade da raiz lateral e
consequente area superficial pode ser de natureza adaptativa, visto que as raizes laterais finas
séo faceis de murchar, principalmente em condicGes de estresse hidrico (Kawada, 1984).
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3.6 CONCLUSOES

A maior concentracdo salina (300mM) desencadeou danos fisiol6gicos em algumas etapas
da fotossintese como, no transporte de elétrons e, sobre o rendimento quantico fotossintético,
levando ao decréscimo da producdo de biomassa em plantas de arroz cv. BRS Esmeralda.

Houve influéncia negativa no crescimento do sistema radicular sob os diferentes niveis de
salinidade. Entretanto, a méxima concentracdo provocou maior reducdo nas caracteristicas
morfoldgicas quantificadas, afetando o comprimento, nimero de raizes, exercendo efeitos
nocivos no crescimento e desenvolvimento da planta. Esse efeito prejudicial pode acarretar em
um decréscimo na capacidade de absor¢do de dgua e nutrientes, diminuindo, consequentemente,
a quantidade de nutrientes disponiveis para serem translocados para os demais Orgaos,
interferindo na produtividade. Interferiu negativamente na retencdo de ions K* na parte aérea,
ficando evidente & medida que as doses de NaCl aumentavam e com isso houve um maior
influxo de Na*.

Contudo, ficou evidente que as doses toleradas pelo vegetal em questdo foram 150 mM e
200 mM de NaCl.
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4. CAPITULO 2

OBTENCAO DA DOSE-RESPOSTA DE SUBSTANCIA HUMICA EXTRAIDA DE
VERMICOMPOSTO E SUA INFLUENCIA NA FISIOLOGIA E MORFOLOGIA DE
Oryza sativa L.
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41 RESUMO

A vermicompostagem € considerada uma pratica altamente sustentavel, em que ha uma
transformacdo da matéria organica através da acdo combinada das minhocas e o0s
microrganismos que vivem em seu trato digestivo, responsdveis por garantir uma maior
estabilizacdo dos residuos, pois os mesmos sofrem reacGes enzimaticas adicionais que 0S
convertem de forma acelerada em substancias humicas. Essa técnica permite um menor uso de
insumos e possibilita uma producdo mais equilibrada ecologicamente. As Substancias Hamicas
expressam muitos efeitos benéficos tanto direto como indiretamente no desenvolvimento das
plantas. Os efeitos indiretos estao atrelados ao papel que as SH podem exercer na fertilidade do
solo e assim, favorecer oS processos nutricionais das plantas como: maior absorcdo de
nutrientes, aumento da populacdo microbiana e da capacidade de troca catiénica (CTC), poder
tampdo dos nutrientes no solo, fornecimento de compostos quimicos especificos para o vegetal.
Ja os efeitos diretos estdo associados as modificacbes que a SH promove em diferentes
processos e rotas metabolicas ds plantas por meio de interacbes que estabelecem com os
distintos tecidos vegetais. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi caracterizar, por
espectroscopia CP MAS 3C-RMN, a substancia htimica isolada de vermicomposto e avaliar
seus efeitos aplicados a solucdo nutritiva em arroz, determinando-se 0s parametros
morfofisiologicos do sistema radicular, a intensidade da cinética de fluorescéncia transiente da
clorofila a e o fluxo de energia através dos centros de reacGes do fotossistema Il (FSII). As
plantas foram crescidas em casa de vegetacédo, e apds o transplantio foi aplicada a substancia
himica em diferentes concentragdes: 0; 1; 5; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 mg (SH) L e momentos
diferentes de submisséo e avaliagdes. O delineamento experimental foi em blocos casualizados,
com nove concentracdes de SH, cinco repeti¢des e cinco horéarios diferentes de coletas. Os
dados foram submetidos 8 ANOVA e as médias da analise de fluorescéncia foram comparadas
pelo teste de Tukey. A SH-Vc caracterizada apresentou maiores percentuais em estruturas
alifaticas do tipo Cark-H, r (21,43%), Cak-on (17,34%) e Cark-o (18,36%). Os resultados
demonstraram que os tratamentos de 40 e 60 mg. L foram eficientes em promover um
incremento significativo no desenvolvimento radicular apresentando uma resposta quadréatica a
adicdo de substancia hiumica e aos momentos de avaliagcdo, por conseguinte, influenciaram
positivamente no desempenho fotossintético, no aumento da dissipagdo de energia em forma
de calor e no sistema do complexo antena.

Palavras-chave: Acido himico. Bioatividade. Sistema radicular. Fotossintese.
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42  ABSTRACT

Vermicomposting is considered a highly sustainable practice, in which there is a transformation
of organic matter through the combined action of earthworms and the microorganisms that live
in their digestive tract, responsible for ensuring greater stabilization of the residues, as they
undergo additional enzymatic reactions that convert them quickly into humic substances. This
technique allows less use of inputs and enables a more ecologically balanced production. Humic
Substances express many beneficial effects both directly and indirectly on plant development.
The indirect effects are linked to the role that SH can play in soil fertility and, thus, favor the
nutritional processes of plants such as: greater nutrient absorption, increased microbial
population and cation exchange capacity (CTC), buffering power of nutrients in the soil, supply
of specific chemical compounds for the plant. The direct effects are associated with the changes
that SH promotes in different processes and metabolic routes of plants through interactions that
they establish with different plant tissues. Thus, the objective of this study was to characterize,
by CP MAS 3C-NMR spectroscopy, the humic substance isolated from vermicompost and to
evaluate its effects applied to the nutrient solution in rice, determining the morphophysiological
parameters of the root system, the intensity of the kinetics of transient fluorescence of
chlorophyll a and the flow of energy through the reaction centers of photosystem 11 (FSII). The
plants were grown in a greenhouse, and after transplanting the humic substance was applied in
different concentrations: 0; 1; 5; 10; 20; 40; 60; 80 and 100 mg (SH) L and different times of
submission and evaluations. The experimental design was in randomized blocks, with nine
concentrations of SH, five replications and five different collection times. The data were
submitted to ANOVA and the averages of the fluorescence analysis were compared by the
Tukey test. The characterized SH-Vc showed higher percentages in aliphatic structures of type
CaLk-H, R (21.43%), CaLk-o, N (17.34%) and Cark-o (18.36%). The results showed that the 40
and 60 mg. L treatments were efficient in promoting a significant increase in root
development, presenting a quadratic response to the addition of humic substance and the
evaluation moments, therefore, positively influenced the photosynthetic performance, in the
increased heat dissipation in the form of heat and in the complex antenna system.

Keywords: Humic acid. Bioactivity. Root system. Photosynthesis.
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43 INTRODUCAO

Novas tecnologias em prol de uma produgdo sustentavel vém sendo desenvolvidas e
adotadas em diversas regides do pais, a fim de alcancar maiores produtividades das culturas
sem aumentar a abertura para exploracdo de novas areas e associados a estes sistemas, ha o uso
crescente de produtos de controle hormonal (Vasconcelos, 2016). Os bioestimulantes séo ainda,
descritos por Russo e Berlyn (1992), como produtos ndo nutricionais, que podem reduzir o uso
de fertilizantes e aumentar a producdo e a resisténcia aos estresses causados por condi¢Oes
adversas.

Os principais componentes de bioestimulantes comercialmente disponiveis podem incluir
materiais humicos. Uma pratica bem estabelecida é a utilizacdo de biotecnologia artesanal, para
a producdo de compostos organicos que existem naturalmente e podem ser aplicados como
biofertilizantes (Rodda et al., 2006). Nesse sentido, 0 uso de vermicomposto tem sido muito
promissor (Canellas et al., 2002).

A vermicompostagem é a transformacao da matéria organica, decorrente da acdo combinada
das minhocas e dos microrganismos que vivem em seu trato digestivo, aumentando a velocidade
de decomposicdo dos residuos organicos (Albanell et al., 1988). Uma das peculiaridades do
vermicomposto € sua maior estabilizacdo dos residuos que, ao passarem pelo trato digestivo da
minhoca, sofrem reacdes enzimaticas adicionais, convertendo de forma acelerada os residuos
em substancias himicas (SH) (Almeida, 1991).

As substancias humicas ndo apresentam caracteristicas quimicas e fisicas bem definidas, ou
seja, apresentam estruturas complexas, constituidas de estruturas poliméricas amorfas em
varios graus de polidispersdo, carater &cido, predominantemente aromatico, hidrofilicas,
natureza polieletrolitica e massa molecular entre algumas centenas até milhares (Cotta, 2019).
Séo constituintes da maior parte da matéria organica de solos e sedimentos, responsaveis pela
melhoria das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, especialmente na rizosfera (Santos e
Camargo, 1999). As fracbes himicas mais importantes quanto a reatividade e de maior
ocorréncia nos ecossistemas sdo os acidos humicos e acidos fulvicos. Os grupos funcionais
predominantes nas substancias himicas sdo 0s oxigenados, principalmente carboxilicos
(COOH), hidroxilas (OH), carbonilas (C=0), metoxilas (OCH3) e, ocasionalmente, ésteres
(COOR) e éteres (COC) (Hayes et al., 1989; Garcia et al., 2019). Contudo, as caracteristicas
especificas estruturais das SH e suas fracGes variam conforme a fonte de origem e o tempo de
transformacéo da matéria organica na fonte (Berbara e Garcia, 2014).

Diante da grande diversidade e complexidade estrutural das SH, existe a necessidade de uma
melhor compreensdo de suas fun¢des nos sistemas agricolas e no ciclo global do carbono (Bayer
et al., 2002), para isso tém sido usadas diversas técnicas analiticas quimicas e espectroscdpicas
evidenciando-se a andlise elementar, a ressonancia magnética nuclear de carbono (13C-RMN),
a pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massa (Py-GC/MS), a
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), ultravioleta visivel (UV-Vis) entre outras
(NOVOTNY, 2004; PRIMO et al., 2011; PENA-MENDEZ et al., 2007), para estudar suas
caracteristicas quimicas.

Neste sentido, ha muitos estudos de caracterizacdo de SH que manuseiam conjuntamente
varias técnicas de analise das diferencas estruturais destas substancias oriundas de diversas
fontes. Técnicas que podem ser apontadas como uma ferramenta fundamental para avaliar o
papel das SH nos processos agricolas e ambientais (MARTINEZ-BALMORI et al., 2014).
Tendo em vista que as técnicas de espectroscopia, como a analise de *C-RMN tem permitido
observar a existéncia de uma relagdo entre os atributos quimicos da SH, independente da sua
fonte e sua formacdo (DOBBSS et al., 2009), proporcionando um melhor entendimento de
como afetam os processos de humificacdo e a qualidade da matéria organica de materiais
compostados. Pouco se conhece sobre a agdo das SH no metabolismo primario, especificamente
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a fotossintese e sua relacdo com a morfologia radicular. Com isso, 0 objetivo deste capitulo foi
extrair e caracterizar a substancia hdmica integra (SH) oriunda de vermicomposto, e
posteriormente, avaliar em momentos diferentes o efeito dose-resposta de concentragoes
crescentes de SH sobre a cinética de emisséo da fluorescéncia transiente da clorofila a e, sobre
a morfologia do sistema radicular de plantulas de arroz.
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44  MATERIAL E METODOS

4.4.1. Localizacao da area para coleta das amostras de vermicomposto

O vermicomposto (Vc¢) utilizado foi produzido a partir de esterco bovino, proveniente de
vacas leiteiras e processado por minhocas vermelhas africanas (Eudrilus eugeniae) durante 70
dias, no Sistema Integrado de Producdo Agroecoldgica (SIPA) — Fazendinha Agroecoldgica da
Embrapa Agrobiologia, localizado no Municipio de Seropédica, Rio de Janeiro. As amostras
de vermicomposto humificado foram peneiradas, para a retirada das minhocas e deixado secar
a sombra.

4.4.2. Extracdo da Substancia Hamica

A substancia humica utilizada tinha em sua composicéo as fracdes de &cido humico e acido
falvico (AH + AF) e foi extraida com o hidroxido de potéssio (0,1 mol L) para o preparo da
solugdo extratora. Para realizar a extracdo, uma quantidade do extrator foi adicionada ao
vermicomposto em atmosfera inerte de N2em razdo de 10:1 (v:m). A mistura foi agitada durante
16 horas e posteriormente deixada em repouso por aproximadamente 3 horas. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado mediante centrifugagdo (5000 rpm) e submetido a filtracdo para se
obter a substancia humica e ajuste para pH 7,0, segundo a metodologia da Sociedade
Internacional de Substancias Humicas (IHSS) (Swift, 1996).

4.4.3. Caracterizacgao espectroscopica por ressonancia magnética nuclear em estado sélido
do is6topo do **C em polarizagédo cruzada e rotagdo no angulo magico (CP MAS**C-NMR)

A espectroscopia de polarizacdo cruzada com rotacdo em torno do angulo méagico CP MAS
13C-RMN foi realizada no aparelho Bruker AVANCE Il RMN A 400 MHz, equipado com
probe de 4mm Narrow MAS e operando em sequéncia de ressonancia de *C a 100.163 MHz.
Para a obtencéo dos espectros, as amostras dos materiais humificados foram colocadas em um
rotor (porta-amostra) de Dioxido de zirconio (ZrO2) com tampas de Kel-F sendo a frequéncia
de giro de 8 + 1 KHz. Os espectros sdo obtidos pela coleta de 2048 data points para igual nimero
de scans a um tempo de aquisicdo de 34 ms e com recycle delay de 5 s. O tempo de contato
para a sequéncia em rampa de 1H ramp é de 2 ms. A coleta e a elaboracdo espectral foram
realizadas utilizando o Software Bruker Topsin 2.1. Os decaimentos livres de inducdo (FID)
foram transformados aplicando um zero filling igual a 4 k e posteriormente um ajuste por fungéo
exponencial (line broadening) de 70 Hz.

As regides dos espectros foram integradas para a obtencdo da quantidade relativa de
estruturas, assim as regides foram divididas em: alquil — C (Caig-1,r): 0-46 ppm; metoxilas e
N-alquil C (Caig-on): 46-59 ppm; O-alquil C (Caig-0): 59-91 ppm; di—O-alquil C (carbono
anomeéricos) (Caig-di-0): 91-110 ppm; carbono aromatico (Car-H,r): 110-142 ppm; O-aromatico
C (Car-0): 142-156 ppm,; carboxila C (Ccoo-H,r): 156-186 ppm e carbonilas C (Cc-0): 186-230
ppm.

A aromaticidade foi calculada segundo a férmula: (Car-+,r) + (Car-0) *100/ area total, assim
a alifaticidade foi calculada como: 100-Aromaticidade (%). O indice de hidrofobicidade
(HB/HI) foi calculado como segue: (0 ppm-46 ppm) + (110 ppm-156 ppm) / (46 ppm-110 ppm)
+ (156 ppm-240 ppm) (Garcia, 2016).

Os espectros *C-NMR da substancia hdmica (AH + AF) foram carregados a partir do
software ACD/Spectrus Processor 2019 1.2 e normalizados segundo a normalizagdo por area.
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A faixa selecionada para conformar as matrizes de dados espectrais **C-NMR foi desde -20
ppm até 240 ppm, os valores foram desta faixa foram descartados para evitar falsas
contribui¢des nas anélises.

4.4.5. Conducéo do Experimento e Aplicacdo da SH extraida

Foi realizado um ensaio experimental utilizando plantas de Oryza sativa L. cv BRS
Esmeralda. Foram semeadas em vasos plasticos (4 litros) contendo agua e quando germinaram
(quatro dias apds semeadura — DAS) receberam solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)
modificada com ¥4 da forga i6nica (f.i.). O experimento foi realizado em casa de vegetacéo.
Oito dias ap6s a semeadura (DAS) foram transplantadas para vasos de 700 mL. Os vasos foram
preenchidos com areia previamente lavada e autoclavada utilizando a mesma solucdo nutritiva
modificada, porém a %2 f.i. As plantas com quatro dias apds o transplantio (DAT) receberam os
tratamentos de substancias humicas (SH) extraida de vermicomposto via sistema radicular, que
foram dissolvidas na solu¢do com as seguintes concentracgdes: 0; 1; 5; 10; 20; 40; 60; 80 e 100
mg/L de SH. Com a finalidade de estabelecer a concentracdo a ser selecionada que promovesse
0 méximo crescimento das plantas. As mesmas foram reaplicadas duas vezes de acordo com a
troca da solucdo nutritiva que foi realizada de trés em trés dias. As plantas foram avaliadas as
24,48, 72, 96 e 144 horas (Figura 10).
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Figura 10. Esquema representativo da condugéo do ensaio experimental.

4.4.5.1. Avaliacdo da cinética de emissdo da fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida em cinco momentos diferentes,
utilizando-se um fluorémetro portatil (HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Os
clipes utilizados para estas medi¢cdes foram colocados no terco médio de folhas jovens
completamente expandidas, no periodo da manha (as 7:00 horas) durante os cinco dias apés o
inicio dos tratamentos, e as medic¢des foram realizados 20 minutos apds a adaptacdo das folhas
ao escuro. A emissao de fluorescéncia é induzida em uma area de quatro mm de didmetro da
folha pela exposicdo da amostra a um pulso de luz saturante numa intensidade de 3.000 pumol
m? s, sendo o intervalo entre os pulsos de 500ms. A partir da curva de emissdo de
fluorescéncia transiente obtida, as intensidades determinadas a 50 ps (fluorescéncia inicial -
F0), 100, 300us, 2 (FJ) e 30 (FI) ms e FM (fluorescéncia maxima), foram utilizadas para o
calculo dos parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER & STRASSER, 1995)
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(Tabela 6). E ap6s as medigOes, realizava-se a coleta referente aos respectivos tempos de
aplicacdo de SH.

Tabela 6. Principais parametros do Teste JIP (Extraida de Sousa, 2012; adaptada de Strasser et
al., 2004 e Yusuf et al., 2010)

Fv=Fm-Fo Fluorescéncia variavel.

Fu/Fm Rendimento quantico maximo do FSII.

Vi Fluorescéncia variavel relativa em um tempo “t”.

\Y Fluorescéncia varidvel relativa em relagéo ao nivel J.

Vi Fluorescéncia varidvel relativa em relagéo ao nivel I.

Mo = 4(F300us —Fo)/(Fm—Fo) Declive inicial aproximado (em ms™) da fluorescéncia transiente V
=f(1).

Ss = VMg Area total normalizada complementar correspondente apenas a fase

OJ (reflete um Unico volume de eventos de reducéo de Qa).

Sm = (Area)/(Fm—Fo) Area total normalizada complementar acima da curva OJIP (reflete
multiplos eventos de reducédo da Qa).
N = Sp/Ss Numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de

elétrons entre o tempo de 0 et (necessario para atingir Fu).

ABS/RC = Mg (1/V;) (L/6Po) Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de
absorcéo por RC.

TRo/RC = Mo (1/Vy) Maxima taxa pela qual um éxciton é capturado pelo RC resultando
em uma redugdo da plastoquinona (QA).

ETo/RC = Mo (1/V3) Yo Reoxidagdo da QA" via transporte de elétrons em um RC ativo.

DIo/RC = (ABS/RC) — (TRo/RC) Razdo de dissipagdo total de energia de excitacdo ndo capturada do

total de RC, sendo a dissipagdo neste caso a perda de energia na
forma de calor.

RE«/RC Reduc&o do aceptor final de elétrons no lado do aceptor de elétrons
do FSI por RC.

©P0 = TRo/ABS = Fv/Fm Rendimento quéntico maximo fotoquimico.

¢EO0 = ETo/ABS Rendimento quéntico de transporte de elétrons de QA" para o
intersistema de aceptores de elétrons.

¢DO0 =1 — @Po = (Fo/Fwm) Rendimento quéntico para dissipagdo de energia.

oRO = RE(/ABS Rendimento quantico de transporte de elétrons de QA" para o aceptor

final de elétrons do FSI.

yEo = ETo/TRo Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um
elétron de Qa para o intersistema de aceptores de elétrons.
po = REo/TRo Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um

elétron dentro da cadeia de transporte de elétrons de Qa™ para os
aceptores finais de elétrons do FSI.

d8Ro = REo/ ETo Eficiéncia com que um elétron pode mover o intersistema de
aceptores de elétrons reduzidos no intersistema para o aceptor final
de elétrons do FSI.

(o)) |



Plags = (RC/ABS) B (ppo/10Sopo) 0Si (¥o/10%¥o) = Indice de desempenho fotossintético (conservacio
(RC/ABS) B (TRo/Dlp) x (ETo/ITSETo) de energia a partir do éxciton para a reducdo dos
aceptores de elétrons do intersistema).

Pliotar = Plass BS (80/1B3g) indice de desempenho fotossintético total
(conservacgao de energia a partir de éxciton para a
reducdo de aceptores finais do FSI).

4.4.5.2. Analise dos parametros da morfologia radicular

No momento da coleta, as raizes foram lavadas e armazenadas em tubo Falcon de 50 mL
contendo alcool 50% e conservadas em geladeira para posterior digitalizacdo e quantificacao
através de um scanner Epson Expression 10000XL. Segundo Tavares (2014), individualmente
trabalhadas, analisadas e quantificadas em trés diferentes caracteristicas nas classes superfina,
fina e grossa: comprimento total da raiz (mm), niimero total de bifurcacbes, area total (mm?).
Utilizando o software WinRHIZO Arabidopsis, 2012b (Régent Instruments, Quebec, Canada
Inc.). Foi adotado o método ndo estatistico Régent para realizar medicdes da morfologia
radicular em WinRHIZO. Os limites das imagens foram definidos e importados para o software
WInRHIZO para andlise de caracteres de raiz e quantificacdo, feito isto, os dados passaram a
ser analisados através do XLRhizo (Régent Instruments, Quebec, Canada Inc). Cujos macros
adicionam analise e comandos gréficos de raiz aos comandos padrdo do Excel (Microsoft Corp.)
para analise de arquivos de dados produzido pelo winRHIZO. J& para a determinacdo da
producdo de matéria fresca e seca, lavaram-se as raizes para total remocao do substrato e foram
pesados tanto a parte aérea como a raiz, separada uma parte da outra, e 0 material vegetal foi
destinado ao forno Pasteur com circulacdo forcada de ar (50£5°C). Assim sendo, pesados em
balanca analitica para definir o peso seco.

4.4.5.3. Andlises estatisticas

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com nove doses de SH, cinco
horarios diferentes de coleta e cinco repeticdes (9x5x5), totalizando 225 unidades
experimentais. Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias das variaveis de
fluorescéncia transiente da clorofila a, foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade e os dados de morfologia da raiz foram analisados por meio de regresséo linear,
realizada através do Programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).
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45 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1. Caracteristicas estruturais da substancia humica integra isolada de vermicomposto
mediante 13C NMR-CP/MAS

O resultado da CP-MAS 13C RMN da SH € apresentado na Figura 12. A assinatura
espectral indica diferencas quanto a intensidade dos picos, demonstrando maior intensidade
presente em torno de 52 ppm (Caiqii-(O, N)), 68 ppm (Caiqi-O) e 170 ppm (Ccoon-(H, R)). E
notorio a presenca de picos menos intensos em algumas outras regides, aproximadamente em
99 ppm, 128 ppm e 149 ppm. Segundo Kumar e colaboradores (2013), a regido entre 60 e 110
ppm correspondem a polissacarideos e proteinas. Uma observagdo similar feita por estes
autores, referente as cadeias polissacaridicas é relatada no caso da presenca de tecidos lenhosos
vegetais (Vane et al., 2001). Uma leve intensidade entre os picos de 114 ppm e 122 ppm
corresponde a carbonos aromaticos (Kumar et al., 2013). Ainda segundo estes autores supdem-
se que os polissacarideos de cadeia longa foram facilmente digeridos com a ajuda de col6nias
microbianas presentes no intestino das minhocas, resultando na alteracao da estrutura da lignina
em novos polissacarideos e humina. Os polissacarideos nos materiais vermicompostos finais
foram transformados em C. alifatico rico. Logo, a partir do espectro 13C NMR, pode-se dizer
que o contetdo de C alifatico € maior que o conteido de C aromaético, e resultados semelhantes
foram relatados (Carrasquero-Duran, 2009; Jackson & Line, 1997; Gerasimowisz & Byler,
1985). E de acordo com Wooten (1995), os picos entre 110 e 160 ppm correspondem a carbonos
aromaticos e fendlicos, especialmente aos carbonos arométicos e olefinicos.
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Figura 11. Espectro *3C NMR CP MAS de substancia hiimica na integra (acido himico + &cido
falvico) obtida de vermicomposto.
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A distribuicdo de carbono da amostra de cada regido calculada com o espectro da SH é
apresentada na Tabela 7, indicando uma grande variabilidade de estruturas, com predominio de
carbono alifatico. Demonstando maiores percentuais em estruturas alifaticas do tipo Caiquil-(H.R)
(21,43%), Caromatico-0,N) (17,34%) e Caiquito (18,36%). Segundo Garcia (2013), essa
predominancia de estruturas alifaticas pode indicar a presenca de substancias em estado inicial
de humificagdo e estar atrelada & presenca de material compostado com pouca maturidade
(Spaccini e Piccolo, 2007).
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Tabela 7. Distribuicio relativa de carbono (% da area total) em espectros de *C NMR de
substancias himicas (SH) na sua forma integra obtida de VVermicomposto.

_ . I indice de
Regio (ppm) | Lo ® | sHve (%) Amm(‘f‘;‘;'dade A"fa(t(;')dade Hidrofobicidade
(%)
0-46 CAIquiI—(H,R) 2143
46 - 59 Calqil-(0.N) 17,34
59 - 91 Calqil-o 18,36
91-110 CAIquiI-di-O 8,16 21,42 78,58 0,55
110- 142 | Caromatico-(HR) 14,28
142 - 156 CAromético-(O,N) 7,14
156 - 186 Ccoo-(HR) 11,22
186 - 230 Cco 2,04

Extrator Utilizado: KOH

4.5.2. Avaliacdo da cinética de emissdo da fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila, aléem de ndo-destrutiva, é altamente sensivel e de facil
manuseio, permitindo a obtencdo de informagdes qualitativas e quantitativas sobre a condicéo
fisiolégica do aparato fotossintético (PAPAGEORGIOU; GOVINDJEE, 2011). Foram
observadas modificagdes significativas nos parametros estabelecidos pelo Teste JIP (Figuras
12 e 13) derivados da fluorescéncia transiente da clorofila a (STRASSER & STRASSER,
1995).

As 24 horas ap6s a aplicacdo de SH-Vc, houve um incremento significativo no indice de
desempenho fotossintético (Plass) com a dose de 10 mg L™ (SH) (Figura 12 e 13). Enquanto
apos 48 horas, as doses de 60 e 80 mg L (SH) apresentaram maiores alteragdes, com aumento
da intensidade de fluorescéncia entre os passos O-J na curva OJIP quando comparado ao
controle na concentracdo de 80 mg (Figura 12), havendo uma maior relacdo com a reducao
fotoquimica do principal aceptor do FSII (Quinona A - Qa), acarretando no aumento da perda
de energia na forma de calor (DIo/RC), segundo Schansker e colaboradores (2005), é a fase em
que a cinética é fortemente dependente da densidade do fluxo de luz. Devido ao fato das formas
de emissdo de energia serem competitivas na fotossintese, observa-se no Teste JIP, no mesmo
horario e com estas doses, como respostas fisioldgicas da planta, apresenta um menor
desempenho fotossintético (PlroTaL € Plass) e maiores alteragdes na dissipacdo de energia em
forma de calor (D1o/RC) e tamanho aparente do sistema complexo antena (ABS/RC). Como o
tratamento com 80 mg, propiciou um aumento da intensidade de fluorescéncia visto na curva
OJIP (Figura 12), isto influenciou para uma reducdo no desempenho fotoquimico, aumentando
assim, o tamanho do sistema do complexo antena e elevando a perda de energia na forma de
calor. Entende-se por ser um mecanismo compensatério desenvolvido pelo vegetal, pois pode
ter ocorrido uma aglomerag&o das substancias humicas na parede celular das raizes, obstruindo
o0 transporte de agua e nutrientes indicando um efeito inibitorio no crescimento das plantas,
comprovado as 72 h de aplicacéo que a dose de 80 mg reduziu e a de 60 mg se manteve maior
quando comparada ao controle entre os passos O-J (Figura 12 C). Contudo pelo Teste JIP, as
96 h apos aplicagéo, houve diminuicdo no indice Plags com todas as concentragdes, exceto as
do controle e de 1 mg L (SH), ou seja, a substancia hiimica possivelmente atuou como um

67



fator de estresse na planta. Em uma das literaturas encontradas, demonstrou que os indices de
desempenho fotossintético sdo considerados mais sensiveis a detec¢do de qualquer nivel de
estresse nas plantas do que o proprio rendimento quantico maximo do PSII (Oukarroum et al.,
2007). Decorrente da relacdo destes indices com a eficiéncia de absorcéo, captura e
transferéncia de energia de excitacdo pelo fotossistema Il que propicia uma visdo mais ampla
do grau de efeito do ambiente estressante (GONCALVES, 2005). De acordo com Thach e
colaboradores (2007), essa diminui¢do nos indices de desempenho indica perda de eficiéncia
fotoquimica pelas plantas. Contudo, esse estresse ndo foi intenso o suficiente para causar
injurias na planta. Contrariamente, ficou evidente o aumento do desempenho fotossintético as
144 h apos o tratamento (Figura 12), presume-se que teve como finalidade de acelerar a
atividade metabdlica para ativar algum mecanismo de aclimatacéo e de protecédo da planta.
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Figura 12. Intensidade da fluorescéncia transiente da clorofila a obtida de Oryza sativa L. cv.
BRS Esmeralda submetidas a diferentes concentragdes e intervalos de tempos de aplicagéo de
substancias himicas, aos 13 DAS. (A) 24 horas; (B) 48 horas; (C) 72 horas; (D) 96 horas; (E)
144 horas.
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Figura 13. Parametros do Teste JIP obtidos de Oryza sativa L. cv. BRS Esmeralda submetidas
a concentracdes de SH e intervalos de tempos de aplicacdo de substancias humicas. Expressos
em relagdo ao tratamento controle (valor transformado para 1), aos 13 DAS.
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4.5.3 Morfologia radicular

A utilizag8o da solug&o nutritiva incrementada com as concentragdes de SH extraidas a partir
de vermicomposto favoreceu o crescimento tanto da area como do comprimento do sistema
radicular (Figuras 14 e 15). O efeito promovido foi dependente da concentragéo crescente e do
maior tempo de submissdo aos tratamentos. Tavares (2014) constatou que 0 comprimento total,
a area total de superficie e 0 numero de raizes laterais, nas classes de didmetro superfino, fino
e médio, demonstraram um padrao de dose-resposta quadratica ao acido humico em momentos
distintos de avaliagdo. Neste estudo as concentragdes de 40 e 60 mg L™ de SH as 96 horas de
aplicacdo (Figura 14), proporcionaram um maior acréscimo nos parametros comprimento, area
total e numero de bifurcacdes, mesmo em relacdo a méxima concentragdo utilizada (100 mg L~
1, foi observado estimulo no crescimento radicular em relago as plantas crescidas sem adicao
de SH.

As variaveis area superficial e numero de bifurcacdes (Figura 14) estdo intimamente
correlacionadas, pois demonstram a existéncia de raizes finas (Figura 15) que séo
fisiologicamente mais ativas por propiciarem maior absorcéo de agua e, consequentemente, de
ions (Rodda et al., 2006). Este fato é justificado por Vaughan et al. (1985) que relaciona o
aumento da absorcdo de nutrientes pelas plantas devido a influéncia das SH na permeabilidade
da membrana celular confirmado por Tavares et al., 2017; Zanin et al. (2018) por meio dos
aumentos de transportadores de nitrogénio e enxofre (Jannin et al., 2012). Comprovado o
aumento de raizes por Canellas et al. (2002), ao tratar plantulas de milho e Tavares et al. (2017)
em plantula de arroz com concentracdes crescentes de acido himico em que tanto o
alongamento como a multiplicacdo de raizes secundarias foram estimuladas, resultando no
aumento da area superficial e do comprimento total radicular.

Sze (1985) afirmou que a provavel presenca de substancias indutoras de crescimento
radicular do tipo auxinas no humato de vermicomposto influencia positivamente a ramificacao
das raizes, o desenvolvimento de raizes laterais, induzindo a atividade de hidrolise de ATP da
membrana plasmatica (Zandonadi, 2007), acarretando uma maior acidificacdo do apoplasto e
energizagio dos transportadores de ions. E possivel inferir que estas substancias demonstram
efeitos positivos sobre o metabolismo bioquimico das plantas estimulando o alongamento
radicular.

Os resultados obtidos estdo de acordo com alguns trabalhos citados na literatura que
comprovam o maior crescimento das raizes com menor raio médio em presenca de substancias
himicas, aumentando a eficiéncia das raizes de azevém e inclui o fato da area superficial ser
consequéncia do raio médio e da biomassa fresca produzida, em que ambas sdo estimuladas
pela dose utilizada (SILVA et al., 2000).
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Figura 14. Dose -resposta das variaveis radiculares de plantas de arroz cv. BRS Esmeralda sob doses crescentes de substancia himica (AH+AF),
isolada de vermicomposto a cada 24h, a partir das 72 até 144h. (A) Comprimento Total da Raiz; (B) Area Total da Raiz; (C) Bifurcacdo Total da

Raiz.
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Figura 15. Dose vs. resposta das variaveis radiculares mensuradas comprimento e area dentro das classes de raizes superfina (0,5 <d < 1,5), fina
(1,5<d<3,5) e grossa (d > 3,5) em plantas de arroz cv. BRS Esmeralda sob concentragdes crescentes de substancia humica, avaliadas as 72, 96,

120 e 144 horas.
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De acordo com Garcia e colaboradores (2019), ja é reconhecido na literatura a capacidade
que as SHs possuem para estimular o crescimento, a morfologia e arquitetura radicular das
plantas e estabelecido que diversas espécies de plantas, inclusive o arroz (Oryza sativa L.)
(Garcia et al., 2016; Tavares et al., 2017). Ainda segundo estes autores, os efeitos diretos que
as SHs exercem nas plantas ocorrem por intermédio da regulacdo do seu crescimento e
desenvolvimento, especificamente e em maior extensao no crescimento radicular.
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46 CONCLUSOES

A SH extraida foi caracterizada apresentando 21,43 % de Caiquil-(H, R), 17,34% de Caiquil-oN,
18,36% Caiquil-o, 8,16% Caiquil-di-o, 14,28% Caromatico-(H,R), 7,14% Caromético-(0,N), 11,22% Ccoo-(H,Rr)
e 2,04% de Cc=0 com predominio das estruturas alifaticas (21,43 % de Caiquil-(H,r), 17,34% de
Caiquil-on, 18,36% Caiquil-o), indicando assim, 78,58% de alifaticidade, 21,42% de aromaticidade
e 0,55% do indice de hidrofobicidade. Com isso h& presenca de substancias em estado inicial de
humificacéo.

As plantas de arroz (Oryza sativa L.) cv. BRS Esmeralda tratadas com a SH, apresentaram
inicialmente um declinio na eficiéncia fotossintética, que por sua vez, desempenhou um papel de
sinalizagdo, em que posteriormente acarretou no aumento do desempenho fotossintético com as
concentragdes de 40 e 60 mg L™ as 144 horas ap6s aplicagdo, havendo assim, um incremento no
crescimento da planta.

Houve alteracGes diferenciadas nas caracteristicas morfologicas do sistema radicular por
efeito da aplicacdo da substancia himica (AH+AF), especialmente na dose de 60 mg SH L%,
doses maiores estimulou antes seguido das doses menores aumentando 0 comprimento, area total,
numero de pontas e bifurcagdes.
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5. CAPITULO 3

INTERACAO DA SUBSTANCIA HUMICA E FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES SOBRE O CRESCIMENTO DE ARROZ (Oryza sativa L.) SOB
ESTRESSE SALINO
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5.1 RESUMO

O estabelecimento de uma agricultura sustentavel, que conserve o meio ambiente e proporcione
seguranca alimentar futuramente, é um fator essencial para o desenvolvimento da humanidade
ante as mudancas climaticas e o declinio das reservas energéticas ndo renovaveis. Diante das
previsdes de crescimento populacional mundial, alcangando nove bilhdes de habitantes em 2050,
existe o desafio de criar métodos eficientes para aumentar a producéo de alimentos e energia
renovavel sem, entretanto, esgotar 0s recursos renovaveis. A biotecnologia baseada em
bioestimulantes a base de microrganismos que sdo capazes de estabelecer uma associacao
simbidtica com a planta ocupa um papel fundamental na busca de solucbes para atenuar 0s
problemas, tanto atuais como futuros, resultantes do estilo de vida adotado pelo homem. Nesse
contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da intera¢do da substancia himica em
plantas de arroz micorrizadas submetidas ao estresse salino, sobre os parametros morfologicos
da parte aérea e do sistema radicular, acimulo de nutrientes na parte aérea e o percentual de
colonizacao das raizes. As plantas foram crescidas em casa de vegetacdo, e cinco dias apds a
germinacao foram transplantadas, onde um grupo de plantas recebeu o indculo do seu respectivo
fungo micorrizico arbuscular (Acaulospora mellea, Glomus formosanum, Rhyzoglomus clarum
e Glomus sp.) e foram tratadas com ou sem substancia humica, com e sem NacCl; representando
um total de 20 tratamentos. Os resultados mostram que a aplicacdo de substancias humicas e a
inoculacdo dos fungos: Acaulospora mellea, Glomus formosanum, Rhyzoglomus clarum e
Glomus sp. estimularam significativamente parametros morfolégicos como o conteido de
biomassa e o crescimento das raizes em relacdo aos tratamentos ndo inoculados. O contetdo de
fésforo foliar foi consideravelmente incrementado quando as plantas estavam expostas ao
estresse salino. Observou-se um maior acumulo de sodio na parte aérea das plantas que nédo
receberam a aplicacdo de SH, em contrapartida, houve menor acimulo do contetido de potéssio
em condicBes de salinidade. Em relacdo a colonizacdo micorrizica foi obtido um percentual
méaximo de 20%, relativamente baixa, segundo a metodologia adotada e também devido ao tempo
de conducéo experimental que foi curto para se obter um percentual maior de colonizacao.

Palavras-chave: Acido himico. Simbioses. Bioatividade. Salinidade.
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5.2 ABSTRACT

The establishment of sustainable agriculture, which conserves the environment and provides food
security in the future, is an essential factor for the development of humanity in the face of climate
change and the decline of non-renewable energy reserves. In view of world population growth
forecasts, reaching nine billion inhabitants in 2050, there is a challenge to create efficient
methods to increase the production of food and renewable energy without, however, exhausting
renewable resources. Biotechnology based on biostimulants based on microorganisms that are
capable of establishing a symbiotic association with the plant plays a fundamental role in the
search for solutions to mitigate the problems, both current and future, resulting from the lifestyle
adopted by man. In this context, the objective of this study was to evaluate the influence of humic
substance interaction in mycorrhizal rice plants subjected to salt stress, on the morphological
parameters of the aerial part and the root system, accumulation of nutrients in the aerial part and
the percentage of colonization of the roots. The plants were grown in a greenhouse, and five days
after germination they were transplanted, where a group of plants received the inoculum of their
respective arbuscular mycorrhizal fungus (Acaulospora mellea, Glomus formosanum,
Rhyzoglomus clarum and Glomus sp.) And were treated with or without humic substance, with
and without NaCl; representing a total of 20 treatments. The results show that the application of
humic substances and the inoculation of fungi: Acaulospora mellea, Glomus formosanum,
Rhyzoglomus clarum and Glomus sp. significantly stimulated morphological parameters such as
biomass content and root growth in relation to non-inoculated treatments. The leaf phosphorus
content was considerably increased when the plants were exposed to salt stress. There was a
greater accumulation of sodium in the aerial part of the plants that did not receive the application
of SH, in contrast, there was less accumulation of the potassium content under salinity conditions.
Regarding mycorrhizal colonization, a maximum percentage of 20% was obtained, relatively
low, according to the methodology adopted and also due to the experimental conduction time
that was short to obtain a higher percentage of colonization.

Keywords: Humic acid. Symbiosis.Bioactivity. Salinity.
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5.3 INTRODUCAO

Diante de previsdes estatisticas, hd uma grande possibilidade da humanidade vivenciar,
futuramente, a influéncia de trés crises anunciadas: a diminuicdo das reservas de petroleo, a
escassez de agua potavel e a falta de alimentos para uma extensa parte da populacao (Carrer et
al., 2010).

Segundo a Organizacdo das Nac6es Unidas (ONU), estima-se que ha no mundo mais de 1,2
bilh&o de pessoas sem acesso a dgua potavel, representando cerca de 20% da populagdo mundial
(Unesco, 2007). A agricultura é responsavel por cerca de 70% do consumo de agua do planeta
(Aquastat-FAO, 2010), e o uso descontrolado de pesticidas e fertilizantes contribui para a
contaminacgdo da gua de lencdis fredticos e mananciais subterraneos (Carrer et al., 2010).

Na produgéo de alimentos, a biotecnologia pode fornecer ferramentas que proporcionem
aumento da producdo agricola atraves da aplicacdo de bioestimulantes artesanais, produzindo
compostos organicos que existem naturalmente podendo ser utilizados como biofertilizantes
(Rodda et al., 2006) e do uso de microrganismos que vivem simbioticamente com a maioria das
plantas, onde estdo inclusos os fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

Os FMA sdo organismos do solo gue vivem simbioticamente com a maioria das plantas
(Barrer, 2009). Eles proporcionam beneficios, dando-lhes vantagens sobre plantas néo
micorrizadas, como facilitar a planta a receber nutrientes de baixa disponibilidade ou baixa
mobilidade no solo, evitando a a¢do de microrganismos patogénicos na raiz, aumentando a
tolerancia da planta a condicBes de estresse abiotico no solo (Smith e Read, 2008), além de
aumentar a decomposicéo e a ciclagem de carbono e nutrientes, pelo que desempenham uma
funcéo relevante no funcionamento e sustentabilidade dos agroecossistemas (Truber, 2013; Silva,
2016).

A adicdo de compostos organicos, independentes da fonte, como celulose, ou compostagens
em substratos ndo esterilizados ou em solos, acarreta em estimulos na quantidade de hifas intra
e extraradiculares (Gryndler et al., 2009). Em condic6es axénicas, a aplicacdo de acido humico
estimulou a producédo de esporos de Glomus proliferum e o crescimento de Lunularia cruciata
(Nobre et al., 2013), assim como a colonizac¢éo micorrizica de Glomus clarum em raizes de trevo
e manjericao (Lima, 2008).

A influéncia das substancias humicas no crescimento vegetal e no solo pode ocorrer por
diversas formas (Nardi e Pizzeghello, 2002), seja com um efeito similar ao auxinico ou
relacionado com suas caracteristicas estruturais. As substancias himicas ao ser o maior
componente da matéria organica do solo podem estabelecer um maior contato com as hifas dos
FMAs (Gryndler et al., 2009), o que poderia estimular a micorrizagdo além do crescimento
vegetal por um aumento da atividade enzimatica e do metabolismo do nitrogénio (Lima, 2008).

Portanto, o presente capitulo teve como objetivo avaliar a influéncia da interagéo da substancia
himica, na sua forma integra (AH+AF), e de quatro espécies de fungos micorrizicos:
Acaulospora mellea, Glomus formosanum, Rhyzoglomus clarum e Glomus sp, no crescimento,
acumulo de nutrientes, na morfologia do sistema radicular e percentual de colonizacéo em plantas
de arroz submetidas ao estresse salino.
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54  MATERIAL E METODOS

5.4.1 Localizacéo e caracterizacdo do experimento

O experimento foi conduzido na Embrapa Agrobiologia; localizada em Seropédica-RJ. As
atividades ocorreram no Laboratério de Micorrizas; Laboratério de Quimica Agricola;
Laboratorio de Quimica Bioldgica do Solo e no Laboratorio de Estudos das Relacbes Solo-
Planta. A espécie utilizada foi o arroz (Oryza sativa L.) da variedade BRS Esmeralda.

Figura 16. Ensaio experimental na casa de vegetagdo da EMBRAPA Agrobiologia.

5.4.2. Cultivar de arroz e microrganismos

As sementes de arroz (Oryza sativa L.) da variedade BRS Esmeralda foram fornecidas pela
EMBRAPA-Agrobiologia; Seropédica-RJ. A variedade selecionada tem como principal
caracteristica a sua resisténcia ao déficit hidrico; além de ser uma cultivar de terras altas.

As espécies de FMA utilizadas foram Acaulospora mellea (Spain & N.C. Schenck) — (CNPAB
050); Glomus formosanum (C. G. Wu & Z. C. Chen) — (CNPAB 020); Rhizoglomus clarum (T. H.
Nicolson & N. C. Schenck) — (CNPAB 005) e Glomus sp. — (CNPAB 056). Provenientes da
Colecdo de Fungos Micorrizicos da Embrapa Agrobiologia (COFMEA). A mesma foi aplicada na
forma de solo-in6culo com uma densidade de 120 esporos/g de solo.

5.4.3. Cultivo das plantas de arroz

As sementes de arroz foram desinfestadas previamente com hipoclorito de sédio (2%) por 10
minutos e posteriormente lavadas com agua destilada. Em seguida; as sementes foram transferidas
para potes com gaze que continham somente agua destilada. Cinco dias ap6s a germinacgdo das
sementes; as plantulas receberam uma solucéo de Hoagland (Hoagland e Arnon;1950) modificada.
A cada trés dias esta solucdo foi trocada. Doze dias ap6s a germinacgdo; as plantas foram
transplantadas para potes de 0,7 L; onde continha areia previamente lavada e esterilizada em
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autoclave e a solucédo nutritiva de Hoagland modificada para que néo interferisse na atividade dos
Fungos Micorrizicos Arbusculares que foram inoculados no mesmo dia do transplantio. Nos
tratamentos com inoculacdo adicionou-se 1g de indculo de cada FMA contendo aproximadamente
120 esporos na cova central feita na areia contida em cada vaso entre as quatro plantulas de cada
vaso. Dois dias apds o transplantio foi aplicado o filtrado (Figura 17) com a troca da solugéo
nutritiva em todos os tratamentos. Trés dias apos foram adicionados os tratamentos com as doses
de substancia htimica (selecionada no capitulo I1): 40 mg L™ de SH; e cloreto de sddio (no capitulo
1): 200 mM de NaCl. A cada trés dias foram realizadas a troca de solu¢cdo com reaplicagdo dos
tratamentos referidos anteriormente. O experimento foi concluido aos 44 dias apds a germinacao
(DAG).

S G Tel F SH e NaCl c
4DAS|  18DAS | 20 DAS | 23DAS | 48 DAS
] Sem FMA
] A. mellea \
S= semeadura ’ G. formosanum ‘
G= germinagéo ’ R ol ‘
T= transplantio  clarum
I= inoculado ] Glomus sp ‘
F= filtrado
C=coleta ” Sem SH “
SH
‘ Sem NaCl
| NaCl |

Figura 17. Esquema representativo da conducao experimental.

- Preparo do filtrado:

O filtrado ¢ utilizado devido aos Fungos Micorrizicos Arbusculares apresentarem uma “biota
acompanhante”; e para que ndo haja uma subestimacéo ou superestimacao da influéncia dos FMAs
€ necessario que todos os tratamentos contenham esta biota; filtrando os fungos.

Foram separados 9;0 g de cada inoculante; totalizando 36 gramas. Utilizou-se um
liquidificador com 1 litro de agua destilada sendo adicionados os 36 g dos inoculantes; em seguida;
houve a decantacdo da parte sélida da mistura e foi passado na peneira de 0;053 mm em outro
recipiente; esperou-se a decantacdo novamente e transferido o liquido para a proveta; a partir dai
o material foi filtrado por duas vezes e armazenado em frasco ambar.

5.4.4. Desenho experimental

O delineamento experimental foi de blocos casualizados; em esquema fatorial 5x2x2; com
quinze repetigdes por tratamento. O primeiro fator foram as quatro espécies de FMA e um
controle; o segundo foi com e sem a substancia himica; e o terceiro foi com e sem o estresse
salino.

5.4.5. Avaliacdo da massa fresca e seca da parte aérea e raiz

Passados 44 DAG, procederam-se a coleta do experimento. A parte aérea foi pesada a fim de
obter a massa fresca (MFPA) do material e armazenada em sacos de papel para serem secas em
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estufa de circulacéo forcada de ar (60°C) por 72 horas até atingir peso constante. Posteriormente;
avaliou-se a massa seca da parte aérea (MSPA) utilizando balanca analitica.

As raizes foram removidas do substrato e lavadas em agua corrente. Foram pesadas para obter
a massa fresca (MFR) e armazenadas em tubo Falcon de 50 mL contendo alcool 50% e
conservadas sob refrigeracéo; para posterior digitalizacdo e quantificacdo através de um scanner
Epson Expression 10000XL; o mesmo utilizado nos experimentos anteriores.

Apos a digitalizacdo das raizes, aproximadamente, 1g de raizes finas foi retirada para
avaliacéo da colonizacéo micorrizica. O restante do sistema radicular foi colocado em sacos de
papel e em estufa; da mesma forma que a parte aérea; para a determinacdo de massa seca radicular
(MSR).

5.4.6. Determinacdo de fosforo nas pontas das folhas

Fungos Micorrizicos promovem aumentos de absorcgao e teores de nutrientes na parte aérea,
principalmente de fdsforo, sendo importante a analise deste nutriente para avaliar o
funcionamento da simbiose. Entretanto, as metodologias de analises dos teores de fésforo nos
tecidos vegetais envolvem grandes quantidades de material vegetal seco, exigindo no caso de
plantas pequenas a colheita total da mesma para a realizacéo de tal analise. Esta metodologia
utiliza uma amostra diminuta do tecido foliar analisando o teor de P nas folhas, possibilitando
diversas outras anélises.

A metodologia de analise do P é a descrita por Murphy e Riley (1962) e tradicionalmente
utilizada para determinagdo de baixas concentracdes de P em aguas naturais. A adaptagdo desta
metodologia para analises de tecido foliar ap6s a combustdo em mufla foi feita por Aziz e Habte
(1987) para discos de folhas e por Habte e colaboradores (1987); para foliolos. Ambas as
metodologias foram agrupadas no trabalho de Habte (1992).

5.4.7. Avaliagdo da colonizagao micorrizica

O método mais frequentemente utilizado para avaliar a colonizagdo de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) em raizes é o da intersecdo em placa quadriculada (Gridline Intesect
Method); adaptado por Giovannetti e Mosse (1980) a partir do método descrito por Newman
(1966) para estimativa de comprimento de raizes. Este método pode estimar tanto a proporcao
de raizes colonizadas; como o comprimento total de raizes colonizadas; sendo a primeira
avaliacdo mais comumente apresentada nos trabalhos cientificos. Neste método a amostra de
raizes é disposta em uma placa de Petri com um quadriculado de % polegada desenhado e as
raizes sdo observadas em microscépio estereoscéopico (Lupa).

As raizes sdo clarificadas e com as estruturas fangicas coloridas sdo observadas sob
microscopio em pontos que cruzam linhas de referéncia (pontos de intersecdo). Neste ponto séo
avaliadas quanto a presen¢a ou auséncia de estruturas de FMAs que indicam colonizagédo
micorrizica das raizes.

5.4.8. Determinacao de macronutrientes

Realizaram-se analises referentes ao estado nutricional das plantas. Para tal finalidade; as
amostras da parte aérea; que haviam sido colocadas na estufa a 70°C para a obtencéo da massa
seca; foram picotadas em fragGes muito pequenas e realizada uma solubilizacéo (digestao) nitro-
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perclorica para a determinacdo de Na e K. As determinacdes analiticas foram realizadas por
fotometria de chama (Na e K).

5.4.9. Avaliacdo da morfologia e desenvolvimento radicular

A avaliacdo do desenvolvimento do sistema radicular das plantas mediante os diferentes
parametros foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Tavares (2014). Todas as
repeticbes de cada tratamento foram destinadas para esta finalidade; cujas raizes foram
previamente lavadas com &gua destilada para total remocdo do substrato em que foram
cultivadas, em seguida, armazenadas em tubo Falcon de 50 mL contendo alcool 50% e
conservadas sob refrigeracdo para posterior analise. O sistema radicular de cada planta de arroz
foi uniformemente distribuido em uma camada de &gua em uma bandeja transparente de acrilico
e a digitalizacdo realizada com uma resolucao de 600 dpi com um sistema de digitalizagdo Epson
Expression 10000XL. Imagens das raizes foram convertidas para um formato em tons de cinza
de oito bits.

Individualmente trabalhadas, analisadas e quantificadas um total de 18 caracteristicas
diferentes de raizes: comprimento (mm); area projetada (mm?); area superficial (mm?); diametro
médio (mm); volume (mm?); nimero de pontas; nimero de bifurcacdes de raiz. E todas estas
caracteristicas mensuradas dentro das trés classes de raizes: superfino (0;5 <d < 1;5 milimetros);
fino (1;5 <d < 3;5 milimetros) e grossas (d > 3;5 milimetros). Com o uso do software WinRHIZO
Arabidopsis, 2012b (Régent Instruments; Quebec; Canada Inc.). Foi utilizado o método nédo
estatistico Regent para realizar medi¢6es da morfologia radicular em WinRHIZO. Os limites das
imagens foram definidos e entdo importados para o software WinRHIZO para anélise de
caracteres de raiz e quantificacéo.

Posteriormente, os dados foram analisados através do XLRhizo (Régent Instruments;
Quebec; Canada Inc.). Esses macros adicionam analise e comandos graficos de raiz aos
comandos padrdo do Excel (Microsoft Corp.) para analise de arquivos de dados produzidos pelo
WInRHIZO.

5.4.10. Anélises estatisticas

O delineamento experimental adotado foi blocos casualizados; em esquema fatorial triplo
(5x2x2) e 15 repetigdes; contendo quatro plantas por pote. Todos os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) realizada através do teste de Tukey a 5% de probabilidade no
Programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Producéo de massa fresca e seca das plantas

Na Figura 17, é possivel notar caracteristicas contrastantes que cada tratamento promoveu
tanto no sistema radicular como na parte aérea de cada planta; para isto foi selecionado o material
vegetal mais representativo.

Figura 17: Plantas representativas de cada tratamento.

Legenda: Tratamentos (1. Solugdo nutritiva (controle); 2. Sol + SH; 3. Sol + NaCl; 4. Sol+NaCl+SH; 5. Sol + F1745; 6. Sol+F1588; 7.
Sol+F1597; 8. Sol+F1738; 9. Sol+SH+F1745;10.Sol+SH+F1588; 11. Sol+SH+1597; 12. Sol+SH+F1738; 13. Sol+NaCl+F1745; 14.
Sol+NaCl+F1588;15.Sol+NaCl+F1597;16.Sol+NaCl+F1738;17.Sol+SH+NaCl+F1745;18.Sol+SH+NaCl+F1588;19.Sol+SH+NaCl+F1597;20.
Sol+SH+NaCl+F1738.)

Sol= solugdo nutritiva

F1745= Acaulospora mellea

F1588= Glomusformosanum

F1597= Rhyzoglomus clarum

F1738= Glomus sp.

O crescimento das plantas de arroz foi afetado pela interagdo dos fatores SHXFMAxNaCl
(Figura 18 e 19). Para a massa seca da parte aérea (MSpa) das plantas de arroz (Figura 18), a
partir do desdobramento dos FMAs (letras minusculas) dentro de cada nivel de SH e NaCl, no
controle de SH e controle de NaCl foi maior para controle, A. mellea e G. formosanum em relacéo
aos demais FMAs. Na presenca de SH e controle de NaCl, o controle e A. mellea apresentaram
maior producdo de MSpa. Contudo, no controle de SH e presenca de NaCl foi maior para A.
mellea e R. clarum em relac&o aos demais FMAs. O mesmo ocorre na presenca de SH e presenca
de NaCl, onde controle e A. mellea apresentaram maior producéo de MSpa.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl, a
MSpa quando tratadas com SH no controle de NaCl e FMAs: controle, A. mellea e Glomus sp.
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proporcionaram melhores respostas. Por outro lado, quando tratadas com SH na presenca de
NaCl e FMAs: G. formosanum proporcionou maior MSpa em relacdo ao controle, os demais néo
diferiram.

A partir do desdobramento de NaCl (letras maiusculas) dentro de cada nivel de FMA e
SH, a MSpa foi maior no controle em relagéo a presenga de NaCl, com isso observa-se que 0
estresse salino reduziu significativamente a MSpa.

Resultados semelhantes em que nem sempre a interacdo de FMA resultou em uma elevada
producdo de biomassa ou outro parametro fitotécnico, ou variagao na resposta da interacéo, foram
observados por Salgado (2014), cuja inoculacdo dos FMAs D. heterogama e R. clarum nas
culturas de algoddo e milho tiveram uma inibi¢do no acumulo de MSPA. Este fato é justificado
pela presenca de especificidade entre planta e hospedeiro (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006), e de
mesmo modo ndo € apropriado afirmar que as associa¢des sempre estimulardo o crescimento da
planta (Klironomos, 2003).

Existem poucos relatos na literatura, quanto a interacdo da inoculacdo micorrizica e SH.
Destaca-se nesse sentido um estudo realizado por EL-KHATEEB e colaboradores (2011), os
quais verificaram um efeito sinérgico positivo da aplicacdo conjunta de Glomus sp e AH
comerciais, em que adquiriram resultados com incrementos significativos na producdo de
biomassa seca, altura e didmetro do caule de plantas A. saligna.
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Figura 18. Massa seca da parte aérea das plantas de arroz produzida pela interagdo da SHxNaCl
e a inoculagéo por FMA aos 44 DAG.

Letras mindsculas iguais entre FMA dentro de cada nivel de SH e NaCl, nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras gregas iguais entre SH dentro de cada nivel de FMA e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas iguais entre NaCl dentro de cada nivel de FMA e SH, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Essa submissdo ao estresse reduziu significativamente a biomassa produzida,
possivelmente devido aos efeitos direto da toxicidade de ions e os efeitos indiretos de ions salinos
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que provocam desequilibrio osmatico no solo/planta (Abdel Latef, 2010). Resultado similar foi
encontrado na literatura, ao avaliarem o efeito da interagdo dos fungos micorrizicos arbusculares
em plantas de tomate sob estresse salino, observando que houve uma reducdo significativa da
matéria seca das raizes, caule e folhas, além da area foliar, quando comparados com o tratamento
controle, e demonstrou que a interagdo micorrizica promoveu um efeito positivo, principalmente,
na matéria seca e area foliar nas plantas estressadas com a salinidade, sendo este efeito mais
pronunciado na biomassa aérea do que na radicular (ABDEL LATEF & CHAOXING, 2011).

Todavia, foi perceptivel a contribuicdo das associagfes micorrizicas arbusculares, ao
mitigar os efeitos propiciados pela concentracao salina, principalmente, quando a interacao foi
combinada com SH. Para reduzir os danos causados pelos éxidos reativos formados em sistema
de defesa devido a salinizacdo do meio, as plantas utilizam enzimas antioxidantes, como
superoxido desmutase, catalase e glutationa peroxidase, para reduzir os acimulos (CIA et al.,
2012). A producdo destas enzimas é diretamente influenciada pela presenca do AH, favorecendo
a degradacdo de 6xidos como 0 H202 (AGUIAR et al., 2016). Desta forma, a aplicacdo de AH
influencia positivamente na obtencao de agua e nutrientes para manutencdo da planta, devido a
funcdo semelhante a da auxina (CANELLAS et al., 2012, 2015; TAVARES et al., 2016), tem
funcéo anti-tdxica, atuando na degradacéo de 0xidos (AGUIAR et al., 2015), atua como agente
indutor do alongamento da raiz (ZANDONADI et al., 2010; JINDO et al., 2012; CANELLAS et
al., 2015; DOBBSS et al., 2016) e reducdo do potencial osmético das folhas para regulacédo do
transporte nutricional no interior da planta(AGUIAR et al., 2016), todas estas fun¢des que agem
como atenuadoras do estresse hidrico.

Na Figura 19, tem-se a massa fresca do sistema radicular (MFr) que a partir do
desdobramento dos FMAs (letras minusculas) dentro de cada nivel de SH e NaCl no controle de
SH e controle de NaCl houve maior MFr na presenca de G. formosanum em relagéo aos demais
FMAs. Entretanto, na presenca de SH a MFr foi maior para o Controle, G. formosanum e A.
mellea na auséncia de NaCl. Quando foram tratadas sem SH sob estresse salino (presenca de
NaCl) em presenca de A. mellea e R. clarum apresentaram maior MFr. Porém, quando tratadas
com SH e NaCl em presenca de G. formosanum, R. clarum e Controle houve maior massa fresca
radicular.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl,
quando tratadas com SH, s6 ocorreu menor MFr no controle de NaCl em presenca de G.
formosanum. Por outro lado, quando tratadas com SH houve menor MFr na presenca de NaCl
na associacdo com A. mellea.

A partir do desdobramento de NaCl (letras maitsculas) dentro de cada nivel de FMA e SH,
a MFR foi maior no controle em relacdo a presenca de NaCl. Foi possivel observar que a
salinidade reduziu significativamente a massa fresca da raiz.

Certas espécies podem apresentar respostas variadas na capacidade de colonizar o
hospedeiro, como demonstrado por Zaller e seus colaboradores (2011), em plantas de Calendulla
officinalise, em trés espécies de Artemisia (Binet et al., 2011), os quais verificaram que a
simbiose com FMA e planta ndo promoveu respostas significativas na massa seca radicular, ou
até mesmo ocasionou reducdo de 60%, em relacdo ao controle ndo micorrizado, como foi
mencionado por Binet et al. (2011).
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Figura 19. Massa fresca da raiz das plantas de arroz produzida pela interacdo da SH e a
inoculagdo por FMA sob estresse salino aos 44 DAG. F1= Acaulospora mellea; F2= Glomus

formosanum; F3= Rhyzoglomus clarum; F4= Glomus sp

Letras mindsculas iguais entre FMA dentro de cada nivel de SH e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras gregas iguais entre SH dentro de cada nivel de FMA e NaCl, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maitsculas iguais entre NaCl dentro de cada nivel de FMA e SH, nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Como alteragdes morfoldgicas, ha evidéncias que os FMAs podem aumentar a expressdo de
uma variedade de caracteristicas funcionais da planta além da biomassa. Bem como 0s
parametros de crescimento, como comprimento da parte aérea, comprimento da raiz, peso fresco
e seco, numero de nodulos, numero de folhas, niUmero de vagem e dentre outros. 1sso ocorre
devido as diferencas genéticas de nivel populacional na capacidade de resposta que
provavelmente da-se por meio das condi¢Bes expostas no isolamento geografico (BORDE et al.,
2017; OSBORNE et al., 2017). Em alguns estudos na literatura, encontram-se resultados
semelhantes em que os tratamentos com fungos micorrizicos arbusculares, independente da
adicdo de fdsforo, apresentaram aumentos na massa seca de raiz de 30,1% (4,88 g/planta) e
26,1% (4,73 g/planta), quando se inoculou as plantas com G. margarita e G. clarum,
respectivamente, em relacéo as plantas cultivadas sem FMA (3,75 g/planta) (HEITOR et al.,
2016).

5.5.2 Determinacéo de P na ponta da folha

O fosforo € um nutriente importante para o desenvolvimento das plantas, sendo capaz de
aumentar as producdes de massa seca e frescas da parte aérea e raizes de caléndula (Moreira et
al., 2005). Ele esta envolvido diretamente nos processos de fosforilacdo e, portanto, no
metabolismo energeético, na transdugdo de sinais e na regulacdo da atividade celular (Berbara et
al., 2006). Sua falta ocasiona significante declinio no contetdo de ATP e ADP, bem como dos
conteudos de enzimas (Duff et al., 1989).
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Com os resultados desta analise verifica-se o nivel de infec¢do micorrizica e o efeito de
sua atividade, mensurados em termos de conteudo de P na ponta das folhas (Figura 20).
Sugerindo que a partir do desdobramento de FMA (letras minusculas) dentro de cada nivel de
SH e NaCl, o conteudo de fésforo foliar (P) no controle de SH e controle de NaCl ndo houve
diferenca significativa entre as simbioses e o Controle. O mesmo ocorreu na presenca de SH e
controle de NaCl. Por outro lado, no controle de SH e em presenca de NaCl houve maior alocagéo
de P com o Glomus sp., G. formosanum e R. clarum. Entretanto, quando tratadas com SH e com
NaCl houve maior P em presenca de A. mellea, R. clarum e Glomus sp. em relagéo ao Controle
e G. formosanum.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl, na
presenca de SH e controle de NaCl ndo houve diferenca significativa entre associacdes
micorrizicas e o Controle. Quando tratadas com SH e presenca de NaCl, houve diferenca
significativamente maior para A. mellea, e controle de FMA em comparacao as plantas sem SH,
0s demais néo diferiram entre si.

A partir do desdobramento de NaCl (letras mailsculas) dentro de cada nivel de SH e FMA,
a presenca de NaCl aumentou significativamente o contetdo de P em relacdo a auséncia de NaCl.
Houve uma contribuicdo significativa no aporte de P na parte aérea para plantas submetidas ao
NaCl em relacéo aos demais.

Isto é justificado devido a SH ter a capacidade de regular a expresséo de genes que codificam

para transportadores de macro e micronutrientes (N, P, S e Fe) (Quaggiotti et al., 2004; Aguirre
et al., 2009; Jannin et al., 2012; Jindo et al., 2016; Tavares et al., 2016).
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Figura 20. Contetdo de P (fésforo) na ponta das folhas em arroz obtido pela interagdo da
substancia hdmica e a inoculagdo do FMA sob estresse salino aos 44 DAG.F1= Acaulospora

mellea; F2= Glomus formosanum; F3= Rhyzoglomus clarum; F4= Glomus sp

Letras mindsculas iguais entre FMA dentro de cada nivel de SH e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras gregas iguais entre SH dentro de cada nivel de FMA e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas iguais entre NaCl dentro de cada nivel de FMA e SH, néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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N&o obstante, os resultados foram bem explicitos que em condicdo adversa (sob estresse
salino), independente do fungo e, principalmente, na presenca de substdncia humica os
tratamentos denotaram sua contribui¢cdo no aporte de fosforo na parte aérea para as plantas
quando se compara ao grupo de plantas que ndo se desenvolveram sob estresse salino. O
metabolismo do fosforo nas plantas é também regulado pela acdo das SH tanto de forma direta
(Jindo et al., 2016) como indireta (Broadbent, 1986; Chen e Avead, 1990). De forma indireta, a
matéria organica pode agir aumentando a disponibilidade de P para as plantas; isso pode ocorrer
pela capacidade que os acidos himicos demonstram em diminuir a fixacdo de P no solo (Erro et
al., 2012). Ainda que ndo sejam muitos os relatos sobre a acdo direta das SH no metabolismo
nutricional do P em plantas, ha estudos que relacionam a capacidade das SH ao disponibilizar o
P para as plantas e incrementar seu conteido em raizes e folhas na forma de P livre e de
compostos complexos (Urrutia et al., 2013). Esse aumento na incorporacdo de P em plantas pela
acdo das SH pode ocorrer através do estimulo da expressdo de genes que codificam para 0s
transportadores de P (Garcia et al., 2018). Segundo Jindo e colaboradores (2016), em estudos
realizados com plantas de tomate, relataram que o tratamento com acido humico induziu a
expressao do transportador de P de alta afinidade LePT2 e aumentou a biomassa radicular e a
distribuicdo de espécies de P (glicerofosfodiéster e fosforilcolina) nas folhas.

Foi relatado na literatura, o aprimoramento das plantas na captacéo de P (Giri et al., 2007)
por intermédio dos FMASs, sendo considerado uma das principais razdes para a melhoria do
crescimento em plantas micorrizadas quando afetadas pela salinidade (Ruiz-Lozano e Azcon,
2000). Segundo Berbara e colaboradores (2006), os aumentos na taxa de absorcdo do P
propiciados pelas MAs podem ser atribuidos ao aumento do volume de solo explorado pelas hifas
extra-radiculares do fungo arbuscular; diametro pequeno da hifa que permite explorar espacos
do volume do solo inatingiveis pela raiz; maiores taxas de influxo por unidade de superficie; a
formacdo de polifosfatos (moléculas organicas sintetizadas pelo FMA ricas em P) os quais
ocasionam a diminuicdo da concentracdo de Pi no interior das hifas, com o acimulo de P em
condices de alta disponibilidade deste elemento, e sua remobilizagcdo em condigGes de estresse,
permitindo que ocorra um fluxo continuo ao hospedeiro; e a producdo de enzimas como
fosfatases, que catalisam a liberacdo de P dos complexos organicos, permitindo sua absorcdo na
forma idnica pelas plantas nas unidades arbusculares (Marschner & Dell, 1994).

De acordo com Bucking e Schachar-Hill (2005), o incremento da nutri¢cdo de P em plantas
colonizadas ocasionard um aumento no crescimento e na atividade fotossintética; incremento na
taxa de transferéncia de carboidratos para as raizes e uma elevacdo no efluxo ao apoplasto, em
direcdo ao dreno imposto pelo fungo micorrizico. Assim como outros nutrientes, o fosfato é
absorvido de forma seletiva contra um gradiente de potencial eletroquimico, esse processo de
absorcdo é energeticamente dependente dos transportadores de P (simporte) e da acdo das H*-
ATPases. Estudos realizados por Smith e seus colaboradores (2003, 2004), demonstraram que 0S
transportadores de fosfato envolvidos na sua absorcdo por raizes sdo distintos dos envolvidos
pela absorcéo por raizes colonizadas. Supdem-se que hd uma regulacdo genética dos mecanismos
de transporte de Pi em sistemas MAs e que esta regulacdo é controlada diretamente pelo fungo,
pois € reconhecido que genes que codificam para esses transportadores apenas Sa0 expressos na
presenca do fungo simbionte (Karandashov & Bucher, 2005).

Para Giri e colaboradores (2007), a simbiose micorrizica ¢ um componente essencial para
ajudar as plantas a lidar com condi¢des ambientais adversas. Os resultados encontrados aqui
estdo de acordo com algumas literaturas, ao identificar uma influéncia positiva da inoculagédo
com micorrizas arbusculares no crescimento das plantas demonstrando que a colonizacdo das
raizes com FMA pode aliviar os efeitos antagonicos do estresse salino (Giri et al., 2007). Tais
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descobertas sdo consistentes com relatos anteriores para resposta do FMA em condicGes salinas
(Feng et al., 2002, Hirrel e Gardemann, 1980, Ojala eta I., 1983).

O nivel ideal de fosforo ameniza o estresse por sais nas plantas (Awad et al., 1990). Ja esta
bem consolidado nos estudos, que os MAs melhoram o status de P na planta, enquanto crescem
em condi¢bes naturais deficientes de nutrientes. O crescimento melhorado das plantas
micorrizadas em condigdes salinas esta relacionado, principalmente, ao aperfeicoamento do
FMA na nutricdo de P da planta hospedeira (Al-Karaki, 2000, Hanway e Heidel, 1952, Pond et
al., 1984, Poss et al., 1985). Essa captacdo aprimorada de P pelas plantas inoculadas ndo explica
totalmente a melhoria da tolerancia ao sal, uma vez que outros mecanismos podem estar
envolvidos (Duke et al., 1986). Segundo Pfeiffer e Bloss (1988), sustentaram que o principal
efeito da micorriza na captacao de sddio é atraves da mediacdo do acumulo de P. Neste estudo,
o tecido da parte aérea de plantas micorrizadas, apresentaram concentrag¢fes aparentemente mais
altas de P para algumas espécies, pois para outras ndo houve incremento de P, do que as plantas
que ndo foram inoculadas em condi¢des salinas. O maior acimulo de P pelas plantas inoculadas
justifica o fato de que essa captacdo melhorada na planta sob estresse é uma estratégia primaria
dos fungos micorrizicos para proteger a planta do efeito deletério do excesso de sais (Giri et al.,
2007).

5.5.3 Absorcéo de Nae K

Observou-se com os resultados obtidos por esta analise (Figura 21) que na quantificacdo do
contetido de potéssio ndo houve interagfes entre os tratamentos, observou-se a partir do fator
principal SH (letras mindsculas) que ndo houve uma influéncia significativa no acumulo de
potéssio nos tecidos da parte aérea com aplicacdo de SH independente da relagdo simbidtica
estabelecida. Esta mesma resposta pode ser notada através do fator principal NaCl (letras gregas),
em que ocorreu uma significativa reducao na concentracdo de K™ em condices de salinidade.

Contrariamente a resposta do conteido de K*, pode ser verificado na Figura 21, com relacéo
ao acumulo de Na* na parte aérea. A partir do fator principal NaCl (letras gregas), um teor alto
de Na* em plantas submetidas ao estresse salino, independente da relacdo simbidtica. E através
do fator principal SH (letras minusculas), o teor de Na* foi maior na auséncia de SH, pois ndo
ocorreu incrementos devido a aplicacdo de SH, impedindo o acumulo de Na* nos tecidos do
vegetal.

Segundo Giri e colaboradores (2007), as plantas sujeitas a salinidade elevada acumulam
menos potassio. O efeito prejudicial do Na, é em grande parte consequéncia de sua capacidade
em competir com o K por sitios de ligacdo essenciais para varias funcdes celulares (Abdel-Latef
e Chaoxing, 2011). O ion K* encontra-se predominantemente como cation livre ou como cation
adsorvido e pode facilmente ser deslocado das células ou dos tecidos vegetais (Lindhauer, 1985).
O potéssio tem diversas fungdes no metabolismo das plantas, ativa uma série de enzimas, cujo
sodio ndo pode substituir este papel (Bhandal e Malik, 1988), ademais é considerado o mais
importante e ativo componente inorganico osmotico (Clarkson & Hanson, 1980).
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Figura 21. Conteudo de sodio (Na) e potassio (K) na parte aérea das plantas de arroz com a
interacdo da SH e a inoculagdo de FMA submetidas ao estresse salino. F1: A. mellea; F2: G.

formosanum; F3: R. clarum; F4: Glomus sp.
Letras minusculas iguais dentro de cada nivel de SH, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maitsculas iguais entre NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Supostamente, altos niveis de Na* ou elevadas taxas de Na/K podem interromper varios
processos enzimaticos no citoplasma (Abdel-Latef e Chaoxing, 2011). O K* além de ativar
diversas enzimas, atua na fotossintese, favorece um alto estado de energia (necesséria para a
producdo da ATP), mantém o turgor celular, regula a abertura e fechamento dos estdmatos,
promove a absorcao de agua, regula a translocacdo de nutrientes na planta, favorece o transporte
e armazenamento de carboidratos, incrementa a absorcao do nitrogénio e a sintese de proteinas,
participa na sintese de amido nas folhas (Marschner, 1995). Ainda de acordo com este autor, em
condicdes de salinidade, as plantas tém maiores dificuldades para se desenvolverem, devido ao
aumento do estresse osmotico pela alta concentracdo de sal na solugdo do solo, o que reduz o
potencial de &gua no mesmo, através do aumento na concentracdo de Na* e Cl" que se acumula
no tecido e pela reducdo na absorcdo de nutrientes minerais. Essa reducdo do potencial hidrico
do solo interfere na capacidade de absorcdo de nutrientes pelo vegetal, pois hd uma maior
retencdo destes no complexo sortivo do solo e aumenta a disponibilidade de ions com carater
toxico para a planta (DALIAKOPOULOQS et al., 2016). Supde-se que mediante ao estresse salino
ocorra uma produgdo em excesso das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), podendo originar
o fendmeno conhecido como “explosdo oxidativa” (Matamoros et al., 2006; del Rio et al., 2006).

Segundo Bernardo (1996), a cultura do feijdo, por exemplo, é considera pouco tolerante a
salinidade da &gua de irrigacdo, podendo haver redugdo de até 50% na producdo da cultura
quando irrigada com agua contendo valores acima de 2,4 dS m™ de condutividade elétrica. Ainda
ndo estd bem estabelecido na literatura, a respeito dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
que melhoram atolerancia de plantas micorrizadas ao estresse abiotico, embora a maior absor¢éo
de nutrientes possa ser uma das justificativas da melhoria do estado nutricional da planta (Kafkas
& Ortas, 2009). Entretanto, a salinidade pode modificar a formacao e funcionamento da simbiose
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micorrizica (He et al., 2007), o que é manifestado pela 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).

5.5.4 Colonizagdo micorrizica

A colonizacdo micorrizica nos tratamentos, foi detectado um percentual relativamente baixo
de colonizacdo (Figura 22-G). Contudo, ao analisar algumas raizes (Figura 22 e 23) que
receberam aplicacdo de SH e foram inoculadas com os FMAs Glomus sp (Figura 22 A-D) e R.
clarum (Figura 22 E-F) e de acordo com os critérios estabelecidos pela metodologia, foi possivel
contabilizar a presenca de colonizacéo, sendo encontrado estruturas fungicas nas raizes.
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Figura 5. Estruturas de coloniza¢do micorrizica arbuscular [MA] em plantas de arroz cv. BRS
Esmeralda, tratadas com substancia himica (SH); e colonizagcdo micorrizica. Plantas tratadas
com SH e a inoculacdo do FMA (Acaulospora mellea; Glomus formosanum; Rhizoglomus
clarum; Glomus sp.), em condicdes de estresse salino ou controle aos 44 DAG. Estruturas de
colonizacdo MA de Glomus sp. (A) esporos recém formados envolta da raiz; (B) hifas; (C)
aglomerado de esporos recém formados, proximo a raiz; (D) esporo. (E, F) Estruturas de

colonizagdo MA de R. clarum. (G) Percentual de coloniza¢do micorrizica.

Letras mindsculas iguais dentro de cada nivel de SH, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maitsculas iguais entre NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com base em estudos anteriores que se concentraram nos efeitos do suprimento de nutrientes
e do FMA no crescimento das plantas e na alocacdo dos recursos disponiveis (Miller et al., 2002,
Yucel et al., 2009), a colonizagdo micorrizica depende da disponibilidade de nutrientes do solo,
especialmente a disponibilidade de fésforo (P). Com baixa disponibilidade desse nutriente, ou
seja, quando as plantas sao limitadas por P, as mesmas normalmente alocam uma fracdo maior
de carbono disponivel, promovendo assim a coloniza¢do por FMA (Johnson, 2010). Com alta
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disponibilidade de P no solo, os FMAs recebem menos carbono do hospedeiro (planta) e séo
amplamente limitados em carbono, como consequéncia, espera-se uma baixa colonizacdo
(Treseder e Allen, 2002). Na Figura 22-G, ao analisar quanto a infeccédo nas raizes foi detectado
uma taxa de 20% de colonizacdo. Diante disso, notoriamente as plantas que receberam a SH e
foram inoculadas com os FMAs R. clarum e Glomus sp. apresentaram estruturas fungicas nas
raizes (Figura 22 A-F).

Sendo assim, foi observado o percentual de colonizacdo micorrizica e os resultados
demonstraram a partir do desdobramento de SH (letras mindsculas), que a aplicacdo de SH néo
expressou uma contribuicdo favoravel significativamente na taxa de colonizacdo. No entanto, ao
considerar o desdobramento de NaCl (letras gregas), foi constatado que ocorreu variacdo média
de 0 a 12% de colonizacao nas raizes, cujo tratamento com SH e o fungo A. mellea expressou o
maior percentual.

Além disso, foi verificado que a taxa de colonizacdo por FMA foi reduzida com a submisséo
a salinidade. Isso esta de acordo com estudos anteriores feitos em Pistacia, trevo, citros e
morangos (McMillen et al. 1998; Abbaspour et al. 2006; Yang et al. 2009; Wu et al. 2010). A
colonizacdo reduzida pode ocorrer porque o sal inibe a germinagdo de esporos de FMA ou a
colonizacdo de plantas hospedeiras (Juniper e Abbott 1993; Smith e Read 2008). As plantas
podem responder ao estresse salino nos niveis morfoldgico e celular com modificacdes que Ihes
permitem evitar o estresse ou aumentar sua tolerancia. E ainda assim, houve uma predominancia
dos fungos A. mellea, R. clarum e Glomus sp, quando os mesmos foram combinados com
aplicacdo de SH na auséncia de estresse salino. Contrariamente a esta condicao, o Glomus sp foi
mais expressivo sob a salinidade e sem a utilizagdo do humato, em que foi possivel encontrar
suas estruturas de colonizacdo. Segundo Santos Carrenho (2011), exsudados radiculares
favorecem a germinacdo de esporos de algumas espécies do género Glomus fazendo com que
este género ocorra em maior quantidade quando comparado a esporos de outros géneros de FMA.
A alta frequéncia desse género pode ainda estar relacionada a sua funcionalidade ecoldgica ou a
sua capacidade de adaptarem-se e perpetuarem-se em sistemas com baixo ou alto nivel de
degradacdo ambiental (BAREA et al., 2011). Miras-Avalos et al. (2011) concordam com o
resultado do presente estudo, pois em uma &rea de cultivo convencional, espécies do género
Glomus prevaleceram sobre outras espécies, indicando maior adaptacdo desse género a solos com
manejo intenso.

Possivelmente, a metodologia utilizada ndo tenha sido tdo benéfica e até mesmo o tempo de
colonizagdo. De acordo com padrdo morfolégico de colonizagdo micorrizica apresentado na raiz
de arroz, a habilidade do fungo para colonizar e fornecer nutrientes, como P, Cu, além de outros
macro e micronutrientes, podera diferir em razdo do tipo morfoldgico de raiz, justificando
estudos sobre a ocorréncia do padrdo morfoldgico em plantas consideradas de interesse
agrondmico, como espécies produtoras de gréos, plantas frutiferas, arbéreas e até mesmo em
plantas de crescimento espontaneo, pois essas possuem rapido desenvolvimento e impactam
negativamente a producdo das plantas cultivadas (MAJEWSKA et al., 2015; GALVAO et al.,
2014).

No estudo de Demir e colaboradores (2015), avaliaram a colonizacéo radicular do tomateiro
inoculado no FMA e com adigdo de &cido humico e observaram que a colonizagdo radicular
variou de 21 a 44%. Porém, de acordo com Douds Jr. e colaboradores (2016) conduzido a campo
por sete anos com plantas de tomate inoculadas com FMAS, observaram que colonizagdo
radicular do tomateiro inoculado variou de 1 a 10%, mesmo assim com baixa colonizacéo, 0s
autores concluiam que houve aumento significativo no crescimento e na producgéo do tomateiro,
mesmo em condic¢des que apresentam elevada presenca de P. Isto indica que o tomateiro ndo
apresenta uma elevada colonizagéo radicular, como foi observada no presente estudo. Segundo
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Zangaro e colaboradores (2012), ao analisarem culturas de sucessao ecoldgica verificaram
aumento das concentracdes de nutrientes no solo e nas raizes acompanhado por diminuicéo da
area das raizes e da colonizacdo micorrizica. Estudos conduzidos com plantas arbdreas
inoculadas com FMA ja apresentaram CV baixo para colonizagdo micorrizica (SCABORA et al.,
2011). Diversos fatores podem influenciar o percentual de colonizagdo micorrizica, sendo que
um dos mais importantes € a relacdo entre a espécie de FMA e a planta, pois a espécie vegetal
possui mecanismos de sinalizacao e controle da colonizacéo radicular (ANGELINI et al., 2013).
Duponnois (2005) relataram que a inoculagdo de Glomus intraradices aumentou a biomassa da
planta e a concentracdo de P em Atriplex nummularia, mas nenhum arbusculo foi observado no
interior das raizes. Manjarrez et al. (2010) mostrou que os arbusculos ndo sdao uma exigéncia
absoluta na transferéncia de P para a planta, sendo esta funcdo desempenhada por hifas
intracelulares. Smith e Smith (2011a), relataram que hifas intracelulares, arbdsculos e estruturas
da morfologia intermediaria estdo envolvidos na transferéncia de nutrientes para a planta
hospedeira e ndo apenas os arbisculos. Brundett (2009) afirma que estruturas microscopicas de
FMA, como os arbusculos, podem ser dificeis de serem identificados em raizes coletadas de areas
de cultivo ou &reas nativas. Devido a idade da raiz, se elas ndo sdo jovens, maior sera a
dificuldade para identificar estruturas de FMA, além disso, o autor recomenda a coleta de raizes
em diferentes estadios de crescimento da planta. Todavia, Stonor et al. (2014) observaram em
trigo que a taxa de colonizacdo micorrizica com Rhizophagus irregulares e Gigaspora margarita
aumentou com a idade da planta no momento da colheita das raizes para analise, devido a
colonizagdo por FMA nas raizes desta planta ocorrer de forma lenta.

5.5.5 Morfologia do sistema radicular

Ao analisar os parametros morfoldgicos radiculares (Figura 23), foi possivel observar que
houve uma influéncia positiva na variavel &rea de superficie total radicular (Figura 23-A) (S.A.)
observando-se a partir do desdobramento dos FMAs (letras mindsculas) dentro de cada nivel de
SH e NaCl, a S.A. no controle de SH e controle de NaCl foi maior para Controle, A. mellea, G.
formosanum e R. clarum em relacdo ao Glomus sp. Entretanto, nas mesmas condicdes, apenas 0
Controle, G. formosanum e A. mellea na classe de raizes grossas (Figura 25) proporcionaram
maior S.A. quando comparados aos demais FMAs. Porém, na presenca de SH e controle de NaCl
destacaram-se o Controle, A. mellea e G. formosanum promovendo maior S.A. do que R. clarum
e Glomus sp.; contrariamente, na classe de raizes superfina (Figura 25) ndo houve diferenca entre
o0s tratamentos, mas, nas classes fina e grossa (Figura 25) houve menor S.A. para R. clarum e
Glomus sp. No controle de SH e presenca de NaCl a S.A foi maior para A. mellea e R. clarum
em relacdo aos demais FMAs. O mesmo ocorreu nas trés classes de raiz (Figura 25). Contudo,
na presenca de SH e de NaCl e presenga de Glomus sp. houve menor S.A. Na classe de raizes
grossas (Figura 25), apenas o Controle e G. formosanum promoveram maior S.A. quando
comparados aos demais FMAs.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl quando
tratadas com SH no controle de NaCl ocorreu menor S.A. apenas em presenca de R. clarum. O
mesmo ocorreu nas classes fina e grossa (Figura 25) e na classe de raizes superfinas (Figura 25)
né&o houve diferenca significativa entre os FMA e o Controle. Todavia, quando tratadas com SH
na presenga de NaCl houve menor S.A. para A. mellea e Glomus sp. No entanto, nas trés classes
de raizes (Figura 25) a menor S.A. foi em presenca de A. mellea tratadas com SH e NaCl.
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A partir do desdobramento de NaCl (letras maitsculas) dentro de cada nivel de FMA e SH,
tem-se uma reducdo expressiva da S.A. sob o estresse salino (presenca de NaCl) em relacdo a
controle de NaCl, afetando inclusive as trés classes de raizes (Figura 25).

O sistema de raizes finas € diretamente influenciado pela disponibilidade dos nutrientes no
solo durante o crescimento vegetal, apresentando alta plasticidade morfologica (Zangaro et al.,
2008). Sendo assim, a producéo e a superficie de absor¢do aumentam a medida que diminui a
fertilidade do solo (Hodge, 2004) entre as diferentes espécies de plantas (Zangaro et al., 2007).

O aumento na area de absorcdo das raizes para aquisi¢cdo de nutrientes pode também ser
obtido pela associacéo entre raizes de plantas e fungos do solo, como os formadores de micorrizas
(Moreira e Siqueira, 2002). As hifas dos fungos micorrizicos arbusculares apresentam pequeno
didmetro e penetram em pequenos poros do solo onde as raizes finas e o0s pélos absorventes nao
conseguem alcangar, permitindo maior exploracdo de nutrientes, que séo transferidos para planta
hospedeira (Peterson e Farquhar, 1996). Devido ao seu pequeno diametro, a producéo das hifas
dos FMAs é menos custosa em termos de carbono e energia, do que a producdo de raizes finas
(Fitter, 1991), sendo mais eficiente na obtencdo de nutrientes do que as raizes (Smith e Read,
1997).

Para o volume total de raiz (V) (Figura 23-B), observou-se a partir do desdobramento dos
FMAs (letras minusculas) dentro de cada nivel de SH e NaCl, o V no controle de SH e controle
de NaCl foi maior para o Controle e G. formosanum em relacdo aos demais FMAs. Porém, o V
nas classes das raizes superfina e fina (Figura 26) foi menor em presenca de Glomus sp.
Entretanto, na presenca de SH e controle de NaCl nas interagcdes simbidticas com A. mellea e G.
formosanum propiciaram maior V quando comparadas aos demais. Mas, na classe de raizes
grossas (Figura 26) em presenca de A. mellea e no Controle houve maior V. No controle de SH
e presenga de NaCl houve maior V nas associagdes com A. mellea e R. clarum. Na classe de
raizes grossas (Figura 26) a presenca de A. mellea,G. formosanum e R. clarum proporcionou
maior V. Contudo, na presenca de SH e presenca de NaCl nas simbioses com A. mellea e Glomus
sp. proporcionaram menor V. Ja, nas classes de raizes superfina e finas (Figura 26) apenas o
Glomus sp. proporcionou menor V.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl quando
tratadas com SH no controle de NaCl ocorreu menor V em presenca de R. clarum. O mesmo
pode ser verificado nas classes de raizes fina e grossa (Figura 26) com menor V na presenca de
R. clarum. Na classe de raiz superfina (Figura 26) ndo houve diferenca significativa entre a
micorrizacdo e o Controle. Todavia, quando tratadas com SH e com NaCl em presenca de A.
mellea apresentou menor V em relacdo ao controle sem SH. O mesmo ocorre na classe de raiz
superfina (Figura 26), em que A. mellea e Glomus sp. reduziram o V.

A partir do desdobramento de NaCl (letras maitsculas) dentro de cada nivel de FMA e SH,
houve reducéo significativa de V sob estresse salino (presenca de NaCl) em relagdo ao controle
de NaCl, o qual afetou as trés classes de raiz (Figura 26).

A partir do desdobramento dos FMAs (letras minusculas) dentro de cada nivel de SH e NaCl,
0 comprimento total radicular (L) no controle de SH e controle de NaCl (Figura 23-C) foi maior
para Controle, A. mellea, G. formosanum, R. clarum em relacdo ao Glomus sp. Semelhante a
IS0, ocorreu nas classes de raizes (Figura 27). Entretanto, na presenca de SH e controle de NaCl,
0s FMAs proporcionaram maior L do que R. clarum; o L nas classes de raizes finas e grossas
foi menor (Figura 27), em presenca de R. clarum e Glomus sp. No controle de SH e presenca de
NaCl foi maior para A. mellea e R. clarum em relagé@o aos demais. Nestas condicdes, nota-se que
A. mellea se destacou igualmente nas trés classes de raizes, promovendo maior L. Porém, na
presenca de SH e de NaCl apenas A. mellea e Glomus sp. proporcionou menor L. Foi visto que
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na classe de raizes grossas (Figura 27), A. mellea e Glomus sp. expressaram menor L quando
tratadas com SH e submetidas a presenga de NaCl.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl,
quando tratadas com SH no controle de NaCl s6 ocorreu menor L em presenca de R. clarum. O
mesmo pode ser notado nas classes fina e grossa das raizes (Figura 27). Por outro lado, quando
tratadas com SH na presenca de NaCl houve menor L para A. mellea e Glomus sp. De modo
semelhante, na classe superfina (Figura 27) também foi significativo o efeito destas duas
espécies, cujo L foi menor em relacdo aos demais FMAS.

A partir do desdobramento de NaCl (letras maitsculas) dentro de cada nivel de FMA e SH,
0 estresse salino (presenca de NaCl) reduziu significativamente o L em relagcdo a auséncia de
NaCl. Modo semelhante ocorreu em cada classe de raiz (Figura 27).

Na Figura 24-D, com relagdo ao nimero de bifurcacfes das raizes (F) nota-se a partir do
desdobramento de FMA (letras minusculas) dentro de cada nivel de SH e NaCl, o F no controle
de SH e controle de NaCl ndo houve diferenca significativa entre as interagdes micorrizicas e o
Controle. Entretanto, na presenca de SH e controle de NaCl houve maior F para Glomus sp.
quando comparado aos demais. Porém, quando tratadas sem SH sob presenca de NaCl ocorreu
menor F na presenca de R. clarum. Por outro lado, em presenca de SH e NaCl ndo houve
diferenca significativa entre as simbioses e o Controle.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl,
quando tratadas com SH no controle de NaCl houve diferenca significativamente maior entre
Glomus sp. e o controle de SH. Contudo, na presenca de SH e NaCl o F foi menor para Glomus
sp.

A partir do desdobramento de NaCl (letras mailsculas) dentro de cada nivel de FMA e SH,
o F foi menor na presenca de NaCl em relacéo ao controle (auséncia de NaCl). O estresse salino
interferiu na reducéo expressiva do nimero de bifurcacdes radiculares.

De acordo com a Figura 24-E, observou-se a influéncia dos tratamentos no nimero total de
pontas da raiz (T), e a partir do desdobramento dos FMAs (letras minusculas) dentro de cada
nivel de SH e NaCl, o T no controle de SH e controle de NaCl foi maior para Controle, A. mellea
e menor em Glomus sp. Entretanto, na presenca de SH e controle de NaCl houve aumento de T
nas associagdes com Glomus sp. e A. mellea. O mesmo ocorreu no controle de SH e presenca de
NaCl, em que A. mellea e Glomus sp. promoveram maior T. Porém, quando tratadas com SH em
salinidade (com NaCl) ndo houve diferenca significativa entre as simbioses e o Controle.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl,
ocorreu 0 menor T quando tratadas com SH no controle de NaCl em presenca de R. clarum e no
Controle. Por outro lado, quando tratadas com SH em presenca de NaCl houve menor T quando
micorrizada com A. mellea.

A partir do desdobramento de NaCl (letras mailsculas) dentro de cada nivel de FMA e SH,
0 estresse salino (presenca de NaCl) reduziu expressivamente o T em relacdo ao controle de
NaCl.

Alguns autores encontraram resultados semelhantes quando trataram as plantas apenas com
acido humico de diferentes fontes, obtiveram o0 aumento no crescimento das raizes e a
proliferacdo de raizes laterais em plantulas de milho (Canellas et al., 2002, Zandonadi et al.,
2007) e em Arabidopsis (Dobbss et al., 2007) também foi relatado maior crescimento de raizes
secundarias e um maior nimero e comprimento de raizes laterais quando comparadas as plantas
controle.

Na Figura 24-F, em relagdo ao didmetro médio total da raiz (AvD) , tem-se que a partir do
desdobramento de FMA (letras minusculas) dentro de cada nivel de SH e NaCl, no controle de
SH e controle de NaCl houve maior AvD para o Controle, G. formosanum, R. clarum e Glomus
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sp. em relacdo a A. mellea. Entretanto, na presenca de SH e controle de NaCl ocorreu menor AvD
em presencga de R. clarum e Glomus sp. Porém, no controle de SH e presenga de NaCl houve
maior AvD para o Controle, A. mellea, G. formnosanum e R. clarum em relacdo ao Glomus sp.
Contudo, na presencga de SH e NaCl houve menor AvD para R. clarum.

A partir do desdobramento de SH (letras gregas) dentro de cada nivel de FMA e NaCl,
quando tratadas com SH no controle de NaCl houve menor AvD apenas em presenca de Glomus
sp. Por outro lado, em presenca de SH e de NaCl ndo houve diferenca significativa entre as
associacOes micorrizicas e o Controle.

A partir do desdobramento de NaCl (letras maitsculas) dentro de cada nivel de FMA e SH,
0 AvD foi maior na presenga de NaCl em relacdo a auséncia de NaCl especialmente quando
micorrizadas com A. mellea, R. clarum e Glomus sp. O estresse salino influenciou no aumento
significativo do diametro médio radicular.

Segundo Kapoor e colaboradores (2008), a colonizagdo micorrizica pode alterar a
morfologia dos sistemas radiculares de maneira estrutural, espacial, quantitativa e topologica.
Em estudos de Fan e colaboradores (2011), verificaram que o sal diminuiu as caracteristicas
radiculares, incluindo comprimento, area superficial, volume, didmetro médio e nimero de
bifurcacbes em cultivares de morango colonizadas com FMA sob estresse salino. No entanto, a
associacao micorrizica em condicdes favoraveis aumentou esses parametros, o que é consistente
com os estudos sobre cherimdlia, videira e mac¢d (Azcon-Aguilar et al. 1996; Locatelli et al. 2002;
Aguin et al. 2004). Os sistemas radiculares apresentam um alto grau de plasticidade em seu
desenvolvimento em resposta a heterogeneidade local do solo. As diferencas entre os ambientes
de crescimento podem influenciar a capacidade competitiva de adquirir recursos do solo, a
capacidade adaptativa do solo rico em nutriente e pobre em nutrientes da arquitetura do sistema
radicular e, consequentemente, o desenvolvimento e crescimento da planta (Sorgona et al. 2007).
A alteracdo da morfologia do sistema radicular pela FMA provavelmente pode ser interpretada
em dois aspectos: (i) o estado nutricional modificado e (ii) o nivel alterado de fito-horménio (Yao
et al. 2005).

Quando foi quantificada as variaveis relacionadas ao volume (Figura 23), area e
comprimento de raizes totais, em salinidade, foi verificado um efeito na &rea radicular
influenciada pelos FMAs. Diferindo-se estatisticamente o efeito entre as espécies de fungos, em
que Acaulospora mellea (F1) foi mais expressivo. Resultados similares foram encontrados,
relacionados ao incremento de area radicular estimulados por FMAs inoculados em raizes de
manjericdo roxo (Nobre, 2011). Entretanto, ao aplicar a SH em plantas que foram inoculadas,
destacam-se os FMAs Glomus formosanum (F2) e Rhyzoglomus clarum (F3) por promoverem
maior area ocupada pelas raizes quando combinadas com os efeitos da substancia humica.

De acordo com Lima (2008), as raizes de manjericdo desenvolvidas em meio com &cido
himico abundante, constatou que o tratamento com 20 mg C L™ propiciou 0 aumento da éarea
radicular. Ainda segundo este autor, a correlagdo entre 0 comprimento e a area radicular das
diferentes concentracdes de AH em quatro periodos de avaliacdo foi positiva e alta. A interagédo
da substancia himica com os microrganismos € justificada através das caracteristicas estruturais,
participando como aceptoras de elétrons por meio da reducdo de quinonas e de semiquinonas que
ocorre na respiracdo microbiana (Scott et al., 1998). Além disso, as SH podem atuar nas plantas
por meio do fornecimento de fitormonios ou de estruturas semelhantes que se aglomeram e/ou,
penetram na superficie e no interior das plantas. Independente da forma de atuacéo, as condi¢Ges
existentes na rizosfera (pH, potencial redox, microbiota) sdo de extrema relevancia ao explicar
as interagdes (Garcia et al., 2018). Diversos estudos tém relatado as hipoteses da a¢do tipo auxina
das SH (Canelleas et al., 2002; Dobbss et al., 2010; Trevisan et al., 2010; Muscolo et al., 2013),
iSSO porgue as auxinas sdo responsaveis pela emissdo de raizes secundarias e pelo crescimento
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radicular nas plantas (Canellas et al., 2002; Dobbss et al., 2010). Todavia, as SH tém mostrado
regular as sinteses de ABA (Garcia et al., 2014; Olaetxea et al., 2015). O ABA, além de regular
0s processos relacionados com a resposta a estresses bioticos e abioticos, estimula o crescimento
radicular em baixas concentragdes (Xing et al., 2016).

O ABA também participa nas vias de acdo reguladas pelas SH em condicdes de estresse
(Garcia et al., 2014; Olaetxea et al., 2015), tendo em vista que estresses, como 0 osmético,
provocam um aumento nos niveis de ABA nas raizes, relevantes para seu crescimento e
desenvolvimento (Xu et al., 2013; Liu et al., 2014). Em condi¢bes de estresse osmatico
moderado, o acréscimo de ABA pode aumentar o transporte de auxina e, como consequéncia,
induzir a atividade das H*-ATPase e aumentar o alongamento radicular (Xu et al., 2013; Liu et
al., 2014).

Muitos estudos tém evidenciado que as SH exercem efeitos no metabolismo de defesa
antiestresse (Trevisan et al., 2011; Garcia etal., 2012; Jannin et al., 2012; Berbara e Garcia, 2014;
Garcia et al., 2014; Aguiar et al., 2016). Entretanto, a resposta das plantas a estresses aborda
também uma regulacdo das interacGes entre EROs e auxinas (Tognetti et al., 2012). As interacdes
auxina-EROs sdo variadas, envolvendo processos de crescimento e desenvolvimento do sistema
radicular. As auxinas podem induzir a producao de EROs, como o H2O> e 0 anion O, facilitando
o afrouxamento da parede celular e 0 aumento do alongamento celular e do crescimento das
raizes (Tognetti et al., 2012). Contudo, uma elevada producdo de EROs pode ocasionar
degradacéo oxidativa das auxinas (Kawano, 2003). Essas vias de a¢ao das SH associadas as rotas
de sinalizacdo, seja via hormonal ou pela via EROs, através da regulacdo oxidativa nas plantas,
podem resultar em eventos benéficos de crescimento, desenvolvimento radicular e formas de
defesa antiestresse (Berbara e Garcia, 2014).
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Figura 23. Efeitos da SH-Vc nos parametros morfoldgicos da raiz de plantas de arroz inoculadas com FMA sob estresse salino. A-
area total; B- volume total; C- comprimento total.
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Figura 24. Efeitos da SH-Vc nos parametros morfoldgicos da raiz de plantas de arroz inoculadas com FMA sob estresse salino. D-
Ndmero de bifurcagbes; E- Numero de pontas; F- Didmetro médio total.

F1: A. mellea; F2: G. formosanum; F3: R. clarum; F4: Glomus sp.
Letras mindsculas iguais entre FMA dentro de cada nivel de SH e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras gregas iguais entre SH dentro de cada nivel de FMA e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas iguais entre NaCl dentro de cada nivel de FMA e SH, néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 25. Area radicular mensurada dentro das classes de raizes superfino (0;5<d<1;5 mm); fino (1;5<d<3;5mm) e grossa (d >3;5mm)
em plantas de arroz cv. BRS Esmeralda na interagdo da SH com FMA sob estresse salino.

F1: A. mellea; F2: G. formosanum; F3: R. clarum; F4: Glomus sp.

Letras mindsculas iguais entre FMA dentro de cada nivel de SH e NaCl, nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras gregas iguais entre SH dentro de cada nivel de FMA e NaCl, nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maitsculas iguais entre NaCl dentro de cada nivel de FMA e SH, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 26. Volume radicular mensurado dentro das classes de raizes superfino (0;5<d<1;5 mm); fino (1;5<d<3;5mm) e grossa (d >3;5mm)
em plantas de arroz cv. BRS Esmeralda na interacdo da SH com FMA sob estresse salino.

F1: A. mellea; F2: G. formosanum; F3: R. clarum; F4: Glomus sp.

Letras mindsculas iguais entre FMA dentro de cada nivel de SH e NaCl, néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras gregas iguais entre SH dentro de cada nivel de FMA e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas iguais entre NaCl dentro de cada nivel de FMA e SH, néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 27. Comprimento radicular mensurado dentro das classes de raizes superfino (0;5<d<1;5 mm); fino (1;5<d<3;5mm) e grossa (d
>3;5mm) em plantas de arroz cv. BRS Esmeralda na interacdo da SH com FMA sob estresse salino.
F1: A. mellea; F2: G. formosanum; F3: R. clarum; F4: Glomus sp.

Letras mindsculas iguais entre FMA dentro de cada nivel de SH e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras gregas iguais entre SH dentro de cada nivel de FMA e NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas iguais entre NaCl dentro de cada nivel de FMA e SH, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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56 CONCLUSOES

A associacdo da substancia humica, na sua forma integra isolada de vermicomposto,
com os fungos micorrizicos arbusculares R. clarum e A. mellea apresentou um efeito positivo
no crescimento do arroz, em relacdo aos pardmetros morfoldgicos radiculares e producéo de
biomassa tanto da parte aérea como da raiz, ao incrementar a absor¢do de fésforo (P) na parte
aérea quando as plantas foram submetidas ao estresse salino. Sendo o FMA Rhyzoglomus
clarum, o que apresentou de forma mais expressiva a absorcao de tal nutriente. Entretanto, em
relacdo ao Na* e K™ houve aumento do contetido de sodio na parte aérea das plantas que nao
foram tratadas com SH.

A partir da colonizacdo micorrizica na presenca da substancia humica foi possivel
observar estruturas do microrganismo responsaveis por estabelecer a simbiose fungo-planta
(hifas, esporos), resultando assim, um efeito positivo na interagdo desses fatores.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados confirmam a hipdtese de que as substancias humicas influenciam no
desenvolvimento e metabolismo sobre a cultura do arroz, além de promover uma melhor
interacdo fungo-planta submetidos as condicdes de salinidade.

A substancia himica apresentou caracteristicas quimicas e estruturais de acordo com sua
origem, em que demonstraram predominancia de estruturas alifaticas podendo indicar a
presenca de substancias em estado inicial de humificacdo e estar relacionada a presenca de
material compostado com pouca maturidade.

As plantas de arroz tratadas com a SH, na sua forma integra, apresentaram aumento no
desempenho fotossintético com as concentragdes de 40 e 60 mg L, 144 horas apds aplicagao.
Nas primeiras horas, a redugdo na eficiéncia fotossintética possivelmente desempenhou um
papel de sinalizacdo, o que posteriormente acarretou no aumento do crescimento da planta de
arroz. Houve alteracGes nas caracteristicas estruturais do sistema radicular por efeito da
aplicacdo da substancia hdmica.

A aplicacdo de SH em plantas submetidas a estresse salino reduzem os efeitos negativos
da salinidade ao incrementar os parametros morfologicos do sistema radicular, principalmente,
area, nimero de raizes laterais, volume, comprimento e biomassa fresca, em relacdo aos
tratamentos salinos sem SH. Além de promover aumento do contetdo de fosforo na parte aérea
como toleréncia a salinidade.

A interacdo SH e inoculacdo com FMA Rhyzoglomus clarum apresentou um efeito positivo
na morfologia e nutricdo das plantas contribuindo favoravelmente com a biomassa radicular e
da parte aérea. No sistema radicular a interacdo substancia humica com os microrganismos
influenciou na presenca de estruturas micorrizicas.
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