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RESUMO

MELO, Yuri Lima. Suplementacéo de potéssio e calcio contribui na protecdo osmotica e
ibnica em Jatropha curcas L. exposta a salinidade. 2016. 144 p. Tese (Doutorado em
Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro - RN, 2016.

As suplementacdes com 9 mM de K* e 6 mM de Ca** na composicdo de trés tratamentos
salinos (controle; 75 e 150 mM de NaCl), foram avaliadas em folhas, caule e raizes de plantas
Jatropha curcas durante 24 e 240 horas de exposicdo, baseando-se em indicadores de
crescimento, status hidrico, integridade das membranas, indicadores de estresse idnico e de
ajustamento osmotico. O sal reduziu o crescimento das plantas em todos os tratamentos,
independente do tempo. O status hidrico das plantas, apds 24 h, foi mantido em folhas (75
mM) e raizes (150 mM) e em todos os 6rgdos, apds 240 h, independente da adicdo de K* ou
Ca®*. Ndo houve danos as membranas nos tratamentos 75 e 150 mM, em folhas e caule, apés
24 h. Os niveis de sddio aumentaram independente do 6rgdo e tratamento, porém tanto os
niveis de K* quanto os de Ca*" foram maiores que o Na®, auxiliando na minimizacio da
toxicidade ionica (K*/Na*; Ca**/Na’) em quase todos os 6rgéos da planta, independente do
tempo de exposicdo. Observou-se maiores valores nas relacdes K*/Na* e Ca’*/Na* nos
tratamentos salinos suplementados com K* e Ca®*, respectivamente. Observou-se em folhas
(Sall) e raizes (Sal2), 24 h DT, que a manutencdo do status hidrico (CRA) sugere um
ajustamento osmdtico atribuido em parte a0 aumento nos niveis de proteinas solUveis totais
(PST) e prolina (PRO), e ainda, a manutencdo da integridade das membranas em folhas e a
manutencdo nos niveis de aminoacidos livres totais (AALT), acucares soluveis totais (AST) e
amido em raizes de J. curcas. Aumentos nas concentracGes de NaCl, reduziram o CRA em
caules de J. curcas, contudo, a manutencdo da integridade das membranas deste Orgao
aparentemente estd associada ao aumento nos niveis de AALT, PRO e AST. Em folhas,
adicdo de K" a solucéo salina aumentou os niveis de PST e amido no tratamento Sall + K* e
AALT em Sal2 + K*, 24 h DT. Em raizes, o incremento de K* aumentou os niveis de PST,
AALT e PRO no tratamento Sall + K*, bem como os niveis de AST no tratamento Sal2 + K,
24 h DT. A adicdo de K & solugdo salina promoveu um aumento nos niveis de PST, PRO e
AST no tratamento Sall + K*, em caule 24 h DT. A manutencio no CRA que ocorreu em
todos os orgaos da planta, 240 h DT, independente da concentracdo de NaCl, na maioria dos
6rgdos estudados, pode estar relacionado a manutencgdo nos niveis de PST, AALT e PRO. Em
todos os 6rgdos, ndo ficou clara a relacdo dos carboidratos com o ajustamento osmético de J.
curcas, 240 h DT. A adicdo de K a soluc&o salina aumentou, em folhas, os niveis de AALT
(Sall + K"), PRO, AST (Sal2 + K*) e amido (Sall + K*); em caule, os niveis de PST, AALT
(Sall + K) e AST (Sall + K"); em raizes, os niveis de AALT, PRO e amido apenas no
tratamento Sall + K*. Em todos os 6rgdos da planta, expostos ao tratamento Sall + Ca®*, 24h
DT, a suplementacdo com o Ca’* aumentou os niveis de PST. Neste mesmo periodo a
suplementacdo com o Ca®* incrementou os niveis de AALT principalmente em folhas. Apds
240 h de exposicéo, a presenca do Ca’* incrementou os niveis de AALT em todos 0s 6rgaos
expostos ao tratamento Sall + Ca**. Os niveis de PRO foram incrementados com a
suplementacéo de Ca®* principalmente em folhas, 240 h DT. O caule de J. curcas foi 0 6rgéo
gue mais aumentou seus niveis de AST apés o incremento de Ca®* & solugéo salina, em ambos
0s periodos de exposicdo. Incrementos nos niveis de amido foram observados principalmente
em folhas, em ambos os periodos de exposi¢do. Conclui-se que tanto o incremento de K*
quanto o de Ca®* & solucéo salina auxiliou na manutencdo da homeostase idnica e contribuiu
para 0 aumento das relacées K*/Na* e Ca**/Na", reduzindo o efeito toxico do sodio na maioria
dos 6rgéos estudados, independente do tempo de exposicdo ao NaCl e dose utilizada. Ainda, 0
ajustamento osmotico, observado em J. curcas se deu principalmente por compostos



nitrogenados, estando tanto o incremento de K* quanto o de Ca?* relacionados ao aumento da
maioria dos solutos compativeis estudados. A contribuicdo da suplementacéo de K* e Ca** no
ajustamento osmotico, verificados em J. curcas, apresentam respostas distintas quanto ao
tempo de exposicdo, dose de NaCl e 6rgdos da planta.

Palavras-chaves: Pinhdo-manso, estresse i6nico, ajustamento osmdtico, estresse salino,
potassio, calcio.



ABSTRACT

MELO, Yuri Lima. Potassium and calcium supplementation contributes to osmotic and
ionic protection in Jatropha curcas L. exposed to salinity. 2016. 144 p. Thesis (PhD in
Plant Science) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro - RN, 2016.

The supplying of 9 mM K* and 6 mM Ca’* in the composition of three salt treatments
(control; 75 and 150 mM NaCl) were evaluated in leaves, stem and roots of Jatropha curcas
plants for 24 and 240 hours of exposure, based on growth indicators, water status, membranes
integrity and ion stress and osmotic adjustment indicators. Salt reduced plant growth in all
treatments regardless of time of exposure. The water status after 24 h was kept in leaves (75
mM) and roots (150 mM) and in all plant parts after 240 h regardless of the addition K* or
Ca’®*. There were no membrane damage in 75 and 150 mM treatments in leaves and stem after
24 h. The sodium levels increased regardless of the plant part and treatment, however both K*
and Ca2" levels were higher than Na®, helping in the ion toxicity mitigation (K*/Na";
Ca®*/Na*) in almost all the plant parts, regardless of exposure time. The highest values of
K*/Na* and Ca**/Na* ratios were observed in salt treatments supplied with K* and Ca®",
respectively. It was observed in leaves (Sall) and roots (Sal2), 24 h after treatment (DT), that
the maintenance of water status (CRA) suggests an osmotic adjustment partially assigned to
the increase of total soluble proteins (PST) and proline (PRO) levels and also to the
membrane integrity maintenance in leaves and amino acids (AALT), total soluble sugars
(AST) and starch levels maintenance in J. curcas roots. Increases in NaCl concentrations
lowered the CRA in J. curcas stems, however the membrane integrity maintenance of this
part seems to be associated to the increases of AALT, PRO and AST levels. In leaves, the
addition of K* to the salt solution increased PST and starch levels in Sall + K" and AALT in
Sal2 + K" 24 h after treatment. In roots, the addition of K" increased the PST, ALLT and
PRO levels in Sal1+K" treatment, as well as the AST levels in treatment Sal2 + K*, 24 h after
treatment. The addition of K* to the salt solution promoted an increase in PST, PRO and AST
levels in Sall + K" treatment in stem 24 h after treatment. The maintenance of CRA happened
in all plant parts, 240 h after treatment and regardless of the NaCl concentration in most of the
plant parts evaluated may be related to the maintenance in the PST, AALT and PRO levels.
For all plant parts, the relation between carbohydrates and osmotic adjustment in J. curcas
240 h after treatment is not clear. The addition of K* to the salt solution increased AALT
(Sall + K*), PRO, AST (Sal2 + K*") and starch (Sall + K") levels in leaves; PST, AALT (Sall
+ K*) and AST (Sal2 + K") levels in stem; and AALT, PRO and starch levels only in the
Sal1+K* treatment. For all the plant parts and when exposed to the Sall + Ca®* treatment 24 h
after treatment, the supplying with Ca®" increased the PST levels. In the same period, the
supplying with Ca** increased the AALT levels mainly in leaves. After 240 h exposure, the
presence of Ca®" increased the AALT levels in all plant parts exposed to the Sall + Ca®*
treatment. PRO levels were increased with the supplying of Ca?* mainly in leaves, 240 h after
treatment. Stem of J. curcas was the part that had the highest increase of AST levels after the
addition of Ca" to the salt solution in both times of exposure. Increases of starch levels were
observed mainly in leaves in both exposure times. In conclusion, both K* and Ca®* individual
additions to the salt solution supported the maintenance of ionic homeostasis and contributed
to the increase of K*/Na* and Ca®*/Na’ ratios, alleviating the toxicity effects by sodium in
most of the evaluated plant parts, regardless of the exposure time and dosage of NaCl tested.
Additionally, the osmotic adjustment observed in J. curcas occurred mainly by nitrogen
compounds, being both K* and Ca?" individual additions related to the increases of most of
the compatible solutes studied. The contribution of K* and Ca®" supplying in osmotic



adjustment verified in J. curcas showed distinct responses in terms of exposure time, NaCl
dosage and plant organ.

Keywords: Physic nut, ionic toxicity, osmotic adjustment, salt stress, potassium, calcium.
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+ 6 mM de Ca®"), ap6s 24 horas (24 h DT) e 240 horas (240 h DT) de
exposicdo aos estresses.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AALT Aminoacidos livres totais
ANR Acucares ndo redutores
AR Acucares redutores

AST Acucares sollveis totais

C Controle

Ca* Calcio

Ccr Cloreto

CRA Conteudo relativo de dgua
DIC Delineamento inteiramente casualizado
hDT Horas depois do tratamento
K* Potassio

L, Altura inicial

L, Altura final

tn Logaritmo neperiano

MF Massa fresca

MS Massa seca

MT Massa targida

Na* Sodio

PRO Prolina

PST Proteinas sollveis totais
Sall 75 mM de NacCl

Sal2 150 mM de NaCl

ty Tempo inicial

to Tempo final

TCRC Taxa de crescimento relativo caulinar

TCRFFE Taxa de crescimento relativo em fitomassa fresca epigea
UR Umidade relativa
VE Vazamento de eletrolitos
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1. INTRODUCAO GERAL

A seca e a salinidade s&o estresses abioticos com grande impacto no desenvolvimento
das plantas, causando graves perdas no rendimento agricola de inumeras espécies (HA et al.,
2014). Aproximadamente 7% da area terrestre total e 20% das terras agricolas irrigadas sao
afetadas pela salinidade do solo que impde maiores restricdes para a sustentabilidade
produtiva das culturas (AGARWAL et al., 2013). Neste cenério, a previsdo é que a taxa de
salinidade do solo aumente entre 20 e 25% e o crescimento agricola reduza entre 10 a 15% em
um futuro proximo (MIZYED, 2009; MISRA, 2011).

A presenca de sais reduz o potencial osmotico da &gua, tornando mais dificil a
absorcdo deste fluido por parte do sistema radicular das plantas, além de provocar
perturbacBes na homeostase idnica e osmotica, gerando estresse oxidativo, prejuizos a
fotossintese e alteracdo no metabolismo do vegetal (ZHANG et al., 2011). Os principais ions
salinos (Na* e CI") afetam a absorcdo de nutrientes através da interagdo competitiva com o
calcio e o potéssio, por exemplo, ou ainda, desestabilizam a estrutura e prejudicam a
seletividade das membranas, pois elevados niveis de Na' frequentemente induzem a
deficiéncia de fons importantes para a manutencéo do metabolismo vegetal, como o Ca®* e o
K" (SILVA et al., 2015). Nestas condigdes, a composi¢do mineral dos vegetais é alterada e o
principal motivo € a interagdo entre os ions na rizosfera, o que interfere diretamente e
principalmente nas relagdes Na*/Ca®* e Na*/K* por meio da competicdo entre estes solutos
(NING et al., 2015).

Para que a planta contorne os efeitos da salinidade e minimize a atuacdo dos
componentes osméticos e ibnicos, mecanismos que garantam o aporte hidrico dos tecidos,
alogquem e/ou acumulem o sodio nos vactiolos ou até mesmo que estimulem a exclusdo de Na*
do ambiente citosolico, sdo ferramentas de grande importancia para garantir a tolerancia ao
estresse salino de algumas espécies (RENAULT et al., 2010).

Nas células expostas a ambientes salinos, o acimulo de compostos organicos age
como osmdlitos citoplasmaticos, facilitando a absorcdo e retencdo de agua nos tecidos e
ainda, protegendo e estabilizando macromoléculas (ex. proteinas) e estruturas celulares como
membranas e cloroplastos (ZRIG et al., 2015). Além disto, o controle preciso do acimulo
seletivo de K* e Ca®* em detrimento ao Na* nos tecidos vegetais torna-se também uma tarefa
essencial para manter a homeostase celular na presenca de altas concentracdes de sais e alta
osmolaridade externa (HAMAMOTO et al., 2015).
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Algumas espécies apresentam mecanismos eficientes de controle da homeostase
hidrica e i6bnica quando estdo expostas a condic¢Bes de salinidade, uma delas é Jatropha curcas
L. (RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2015). Jatropha curcas L. é uma Euphorbiaceae
promissora para a producao de biodiesel devido ao seu rapido crescimento, facil propagacao,
baixo custo e alto teor de Oleo em suas sementes (~40-60%) e ainda, por apresentar
adaptabilidade a condic¢Bes agroclimaticas adversas de salinidade e seca em terras marginais
(YANG et al., 2009; ALENCAR et al., 2015), comuns em zonas aridas e semiaridas de
regides tropicais e subtropicais do Brasil (LAVIOLA et al., 2013). Contudo, a espécie
encontra-se em fase de domesticacdo, e ainda ndo ha cultivares e sistemas de cultivo
validados, sobretudo em é&reas salinizadas.

Neste sentido, pesquisas que possam ser aplicadas objetivando uma melhor
compreensdo dos complexos mecanismos adaptativos utilizados pelas plantas para combater
os diferentes tipos de estresses abidticos sdo de extrema importancia (PENG et al., 2009).
Adicionalmente, a selecdo de genotipos desta espécie baseou-se, sobretudo, em estudos da
qualidade do Gleo extraido de suas sementes (SAPETA et al., 2013), ao invés de estudos
utilizando indicadores fisiologicos e bioquimicos relacionados a homeostase hidrica e/ou
ibnica. Estudos sobre a fisiologia desta espécie sdo de fundamental importancia, pois podem
apoiar programas de melhoramento genético, auxiliar a selecdo de genotipos superiores e
melhorar 0 manejo da cultura, garantindo formas econémicas e mais viaveis de aumentar a
produtividade agricola em regiGes aridas e semiaridas.

Assim, dada a importancia da Jatropha curcas L. para a producdo de biocombustiveis
e dos efeitos negativos do estresse salino na homeostase hidrica e ibnica da espécie, este
estudo teve como objetivo avaliar o desempenho da planta quanto a resposta aos incrementos
tanto de K* quanto de Ca®* & solugdo salina. Para elucidar a acdo destes dois solutos na
mitigacdo dos efeitos osmaticos e ibnicos da salinidade, foram estudadas as relacGes destes
ions com o sddio e a sintese de osmélitos compativeis e as suas consequentes relagdes com o
crescimento, status hidrico e a manutencdo da integridade das membranas celulares de
Jatropha curcas. Espera-se identificar neste estudo se os incrementos de K* e Ca?* na solucéo
salina contribuem para a homeostase idnica e a osmorregulagdo em diferentes 6rgdos de J.
curcas, por meio das relagdes entre K*/Na* e Ca**/Na’ e acimulo de solutos organicos e
inorganicos, identificando quais destes solutos contribuem de maneira mais efetiva para
minimizar os efeitos deletérios do sal na espécie e se ha modulagdo da resposta em funcéo do

tempo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O pinh&o-manso como oleaginosa promissora

Pertencente a familia das Euforbiaceas, o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), € um
arbusto grande, de crescimento rapido, cuja altura varia frequentemente de dois a trés metros,
podendo alcangar até cinco metros (SATURNINO et al., 2005). A semente do pinhdo-manso
pesa de 0,48 a 0,729 e fornece de 50 a 52% de 6leo extraido com solventes e 32 a 35% em
caso de extracao por trituracéo e aquecimento da améndoa (LAVIOLA et al., 2013).

A espécie pode ser encontrada em quase todas as regides intertropicais do planeta,
estendendo sua ocorréncia & América Central, india e Filipinas (ANDREO-SOUZA et al.
2010). No Brasil, é encontrado principalmente na regido Nordeste, com distribuicdo vasta
devido a sua rusticidade e facil adaptacdo a diferentes condi¢Ges edafoclimaticas, pois sdo
consideradas resistentes a seca e se desenvolvem em varios tipos de solo, inclusive salino-
sodicos, os quais restringem o pleno desenvolvimento do vegetal (ANDREO-SOUZA et al.
2010).

O interesse no conhecimento agronémico da cultura é cada vez maior, visando a
selecdo e o aprimoramento de variedades mais produtivas e economicamente viaveis,
principalmente devido ao alto potencial na producdo de 6leo para fabricar o biodiesel, que
produz, no minimo, duas toneladas de 6leo por hectare (CARNIELLI, 2003; NUNES, 2007).
Com a possibilidade do uso do éleo do pinhdo-manso para a producdo do biodiesel, abrem-se
amplas perspectivas para o crescimento das areas de plantio com esta cultura no semiarido
nordestino, pois além do seu uso para o biodiesel esta espécie auxilia no controle da eroséo e
recupera areas degradadas (ARRUDA et al., 2004; JONGSCHAAP et al., 2007).

2.2 O cenario do biodiesel no Brasil

O Brasil destaca-se como um dos principais paises exportadores de tecnologia e de
matéria-prima para outras nacdes e assume a vanguarda do conhecimento e desenvolvimento
tecnoldgico referente aos biocombustiveis (BRASIL, 2011). O incentivo a descoberta e ao
desenvolvimento de fontes alternativas de energia, principalmente aquelas ndo derivadas de
combustiveis fdsseis, aumentam consideravelmente a prospec¢do por novas fontes
sustentaveis e abrem enormes lacunas para o uso de derivados vegetais. A utilizacdo da

fitomassa como biocombustivel consiste em uma fonte promissora de energia, pois sdo
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renovaveis e causam, portanto, menos danos ao meio ambiente (CORDEIRO E RAMOS,
2010).

Neste cenario, pesquisas referentes ao desenvolvimento e producéo de biodiesel tem se
intensificado tanto no Brasil como no mundo. O sucesso da implantacdo destes combustiveis
no mercado depende, no entanto, da expansdo das fronteiras agricolas e do aumento da
produtividade das lavouras, além do desenvolvimento de tecnologias que aumentem a
eficiéncia da producéo, do transporte e do uso destes combustiveis (SILVA et al, 2005).

Dentre as vantagens do uso do biodiesel, como o provavel substituto do diesel,
podemos destacar: (i) fonte de energia renovavel; (ii) sua combustdo ndo contribui para a
emissdo de COy; (iii) e producdo total mais barata do que o petréleo (CARVALHO et al.,
2012). No Brasil diversos tipos de oleaginosas podem ser utilizadas na producéo de biodiesel.
As mais populares sdo a soja, 0 girassol, algoddo, dendé, amendoim e a mamona, além do
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) (ARRUDA et al., 2004). Este Gltimo é uma espécie
exotica, que ndo foi completamente domesticada e somente nas Ultimas décadas comecou a
ter alguns aspectos pesquisados (SATO et al., 2009; MATSUURA et al., 2010).

2.3 A seca e a salinizacéo dos solos do Nordeste Brasileiro

Apesar de o Brasil apresentar um grande potencial para a producdo de espécies que
podem ser utilizadas na producdo do biodiesel, como € o caso das oleaginosas, 0 pais vem
perdendo constantemente areas consideradas agricultaveis (DANTAS et al., 2006). Na regido
Nordeste do Brasil, por exemplo, de aproximadamente 1.600.000 km? de terras, cerca de 90%
sdo caracterizados como insuficientes em agua, constituindo o chamado “poligono das secas”,
onde 88,6% do territorio do Rio Grande do Norte esta inserido (DANTAS et al., 2002).

Na regido Nordeste do Brasil, onde a viabilidade de diversificacdo de cultivo agricola
é escassa, 0 mercado emergente de biodiesel pode auxiliar no desenvolvimento do setor
agricola local. Esta regido do pais possui imensa diversidade de plantas oleaginosas que na
sua maioria ainda precisam ser estudadas, exploradas e, em alguns casos, domesticadas e
preservadas (BELTRAO E OLIVEIRA, 2007). Apesar disto, devido & aridez da regido, a
agricultura irrigada vem se expandindo e com ela, a salinidade dos solos vem crescendo e
ocupando areas cada vez mais extensas. A irrigacdo ma conduzida com agua contendo altos
teores de sais, além da auséncia de sistemas de drenagem, capazes de retirar 0 excesso de sais
no solo, contribuem para o aumento da concentracdo dos sais atingindo niveis prejudiciais ao
desenvolvimento das culturas (RIBEIRO, 2010).
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O agravamento da saliniza¢do nos solos do nordeste, devido ao crescimento de areas
utilizadas com culturas irrigadas, pode ser reduzido ou controlado através de préaticas de
manejo que sejam capazes de reduzir a salinidade do solo, ou através da selecdo de genotipos
tolerantes as condicGes edafoclimaticas da regido. Como o primeiro procedimento ¢é
dispendioso, demorado e, as vezes, impraticavel, a segunda op¢do apresenta-se como a
alternativa mais promissora (DANTAS et al., 2002).

2.4 Efeitos da seca e salinidade sobre as plantas

Os efeitos da seca e da salinidade sobre as plantas tem sido foco de pesquisas nos
ultimos 100 anos, em virtude dos dois processos, atuando de forma conjunta ou dissociada,
inibirem o crescimento dos vegetais em diversas areas do globo (MAEVSKAYA &
NIKOLAEVA, 2013).

Para a maioria das plantas, o déficit hidrico afeta a absor¢do de &dgua e nutrientes, a
germinagdo da semente, o fechamento e abertura dos estdmatos, a atividade fotossintética, a
transpiracdo, a atividade enzimatica e varios outros processos fisiologicos e metabolicos
(FLEXAS et al., 2007). O efeito desse estresse na planta é caracterizado pelo componente
osmatico, e um dos primeiros sintomas da falta de agua nos tecidos vegetais é a perda de
turgor, com consequente reducdo do crescimento e expansao celular (MUNNS E TESTER,
2008). Ja no estresse salino, além do componente osmotico, causado por uma diminuigdo no
potencial hidrico do solo, o0 componente i6nico, gerado pela absorcdo e acumulacdo de ions
como Na" e CI" nos diferentes 6rgdos da planta, ocasionam disturbios em relaco ao balanco
ibnico e também promovem disturbios na sintese e atividades de proteinas, sobretudo
enzimas, e provocam danos aos sistemas de membranas (NAVARRO, 2007).

Em ambos os estresses, as modificacdes mais representativas estdo relacionadas a
diminuicdo da sintese proteica e 0 aumento da concentracdo de aminoacidos livres
(especialmente a prolina e a glicina betaina), poliaminas, agUcares, dentre outros; estando
todas essas modificagdes associadas a atividades enzimaticas (ZHU et al., 2003).

Entretanto, o grau com que cada um destes agentes estressores afeta o crescimento e
desenvolvimento da planta dependem de fatores intrinsecos do vegetal (genotipo e estagio de
desenvolvimento), aléem de fatores relacionados com o estresse (tipo de salinidade,
intensidade, duragéo e forma de aplicagdo do estresse) e fatores ambientais (luz, temperatura,
umidade relativa do ar e sistema de cultivo), bem como da interacdo entre eles (DIAZ-
LOPEZ, 2014).
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2.5 O ajustamento osmatico nas plantas

Dentre os mecanismos utilizados pelas plantas para contornar os efeitos dos estresses,
aqueles que envolvem o ajustamento osmotico e a exclusdo ou compartimentalizacdo dos ions
toxicos, constituem ferramentas para garantir o balanco homeostatico dos tecidos vegetais,
mantendo a sobrevivéncia da planta como um todo (SILVEIRA et al., 2010).

O ajustamento osmdtico é caracterizado como o aumento liquido na concentragcdo de
solutos na célula. Esses incrementos ocorrem gracas ao aumento na sintese de solutos
organicos, mobilizacdo desses solutos de outros tecidos e aumento na absorcéo e/ou migracao
de outros tecidos de solutos inorganicos, especialmente K* e principalmente dos préprios ions
salinos. Esse mecanismo permite a redugdo no potencial osmético e aumento no potencial de
turgescéncia da célula, facilitando a absorcao de agua e a manutencédo do crescimento celular
(WILLADINO E CAMARA, 2010).

Em halofitas, muitas vezes, a tolerancia a salinidade correlaciona-se positivamente
com a concentracdo de Na' e, quando relacionada com elevadas concentragoes
citoplasmaticas de K", favorece o ajuste osmotico da planta em relagio ao ambiente. Além de
acumular K*, haldfitas e glicofitas sintetizam solutos organicos no citoplasma para fazer
frente ao baixo potencial osmotico do vactolo, devido ao excesso de sais (WILLADINO E
CAMARA, 2010). Dentre os solutos organicos compativeis mais conhecidos na literatura
destacam-se os agucares solUveis, alcoois de agucares, compostos quaternarios de aménio (ex.
glicina-betaina), aminoéacidos livres (ex. prolina) e acidos organicos (ASHRAF & HARRIS,
2004; MUNNS, 2005).

Uma das mais bem estudadas respostas das plantas ao déficit hidrico é a acumulacao
de prolina nas células. A acumulagdo desse aminoécido é resultado do aumento no fluxo de
glutamato, que é metabolizado pela Pirrolina-5-Carboxilato Sintetase (P5CS), enzima que
regula a taxa de biossintese de prolina (HARE E CRESS, 1997), bem como de um decréscimo
no catabolismo da prolina (STRIZHOV et al., 1997). Um decréscimo no potencial osmotico
da célula leva a um aumento na sintese de Pirrolina-5-Carboxilato (P5C), composto
predecessor a Prolina e, consequentemente, a um aumento na sintese de Prolina. A
acumulacdo de prolina em células vegetais submetidas a estresse hidrico tem sido sugerida
como um mecanismo de ajuste osmatico (DELAUNEY E VERMA, 1993).
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2.6 A importéncia do potéssio e do célcio no ajuste osmotico

O potassio desempenha um papel fundamental na capacidade do ajustamento
osmotico, mesmo sob condicdes de estresse (MARSCHNER, 2012). Concentracdes
adequadas de K induzem o acimulo de solutos compativeis, diminuem o potencial osmoético,
mantém a pressdo de turgescéncia e o conteudo relativo &gua, auxiliando no ajustamento
osmatico e melhora a capacidade das plantas de tolerar tanto o estresse hidrico quanto o salino
(PRADO et al., 2006).

Durante o estresse, o rapido fechamento dos estbmatos e a preservacdo da umidade
interna sdo essenciais para a adaptacéo das plantas. Neste sentido, o K* desempenha um papel
crucial na regulagdo da turgescéncia dentro das células guarda durante o movimento
estomatico, controlando a perda de agua pelas plantas através da transpiracdo
(MARSCHNER, 2012). Deficiéncia nos niveis de K, observada sob o estresse salino, por
exemplo, podem induzir o fechamento estomético e inibir a fotossintese em diferentes
espécies (JIN et al., 2011; TSONEV et al., 2011). Altos niveis de sddio na solucéo do solo,
ndo so interfere na translocacio do K* pelas raizes (BOTELLA et. al., 1997), mas também
compete com K* por locais de absor¢io na membrana plasmatica, resultando em menor
absorcdo de K*. Assim, o estresse salino reduz a integridade da membrana plasmatica e
favorece o efluxo de K*, resultando em um répido declinio nas concentragdes de K* do citosol
(COSKUN et al, 2010).

O aumento da oferta de K" promove um maior acimulo deste ion nos tecidos da
planta, reduzindo a concentragio de Na®, e resultando no aumento dos valores reais da realcio
K'/Na" (MIAN et al., 2011). De maneira geral, ndo é a quantidade absoluta de Na* que
influencia na resisténcia ao sal, mas sim a relagdo K*/Na" que determina a tolerancia ao sal do
vegetal (SHABALA & POTTOSIN, 2010). Niveis adequados de K* melhoram a resisténcia
da planta por meio das relagdes hidricas e garantem o crescimento do vegetal em condicdes
salinas (EGILLA et al., 2005).

Da mesma maneira, os efeitos da suplementacdo com calcio a ambientes salinos séo
amplamente relatados e estdo associados & mitigacdo dos sintomas da toxicidade pelo sodio
em varias espécies de plantas (SHORESH et al., 2011). O célcio desempenha um papel
essencial nos processos que preservam a integridade estrutural e funcional das membranas
celulares dos vegetais, atuando na estabilizacdo da parede celular, auxiliando o transporte e
seletividade de ions, e ainda, regulando algumas atividades enzimaticas ou atuando na
transducéo de sinal (SUN et al., 2010).
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Apesar da atuacdo do Ca®* na mitigacdo dos danos & salinidade ainda ndo serem
completamente compreendidos, estudos recentes sugerem alguns mecanismos de atuagéo,
como por exemplo, a importante funcdo do calcio em suprimir diretamente a importacdo de
sodio por canais de cations nao seletivos (RANADE-MALVI, 2011), e ainda, a sua atuagéo
como cofator de enzimas da familia SOS (salt overly sensitive), responsavel pelo mecanismo
de exclusdo de Na* através de proteinas antiportadoras, localizadas na membrana plasmatica
(HASEGAWA, 2013).

2.7 Prospeccéao futura

Apesar da grande demanda por informagdes sobre o pinh&do-manso, os trabalhos de
pesquisa se encontram em fase inicial. Ainda ndo ha material selecionado, sistema de
producdo e zoneamento agricola definidos. Pouco se sabe do real potencial da planta. Assim,
existe uma importante demanda por pesquisas na area da tecnologia de cultivo, sobretudo
aquelas que garantam a domesticacdo e 0 melhoramento genético da espécie, para que assim
seja possivel apresentar niveis econdmicos aceitaveis de producdo de 6leo de suas sementes
em condicdes edafoclimaticas tipicas do semiarido.

De maneira geral, o problema da salinidade e/ou déficit hidrico poderdo ser
amenizados através da selecdo de gendtipos tolerantes aos sais € a seca, baseados em critérios
fisiologicos e bioquimicos. No entanto, apesar dos avancos da engenharia genética e de
existéncia da variabilidade genética entre e dentre espécies e/ou cultivares, ainda ndo existe
exemplares suficientes de cultivares de Jatropha curcas L. tolerantes a esses dois estresses.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa caracterizou a espécie através de mecanismos
fisioldgicos, morfologicos e bioquimicos. Ficou evidenciado, através dos resultados obtidos,
que a Jatropha curcas L. utiliza-se fundamentalmente de mecanismos que evitam a perda de
agua e que os osmolitos compativeis apresentam importante participacdo na osmorregulacao
dos diferentes tecidos vegetais. Contudo, pouco se sabe sobre a contribuicdo da
suplementacdo de potassio e calcio na minimizacdo dos efeitos da salinidade ou ainda dos
reais efeitos na variagdo dos niveis de osmdlitos. Ainda, ndo estd claro se alteracdes
metabdlicas dos osmoprotetores ocorrem em funcéo dos estresses aos quais as plantas foram
submetidas ou se as respostas obtidas sdo simplesmente uma consequéncia de distarbios
metabolicos. Neste sentido a compreensdo destes mecanismos € de grande relevancia para

uma caracterizagdo precisa da espécie em condigdes de salinidade.
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3. HIPOTESES

a)

b)

Os efeitos da salinidade sdo mitigados por adaptacGes fisioldgicas e bioquimicas em
plantas de Jatropha curcas L.
A suplementacdo de potassio e/ou calcio na solucdo salina auxiliam na regulacédo da

homeostase hidrica e i6nica de plantas de Jatropha curcas L.

4. OBJETIVO GERAL

e da suplementacdo de K* e Ca®* as solucdes salinas por meio das relagées entre o K* e 0 Ca

Caracterizar as respostas fisiologicas e bioquimicas de J. curcas em presenca de NaCl
2+

com o Na" e da contribuicio dos osmorreguladores na mitigacéo dos efeitos da salinidade nos

diferentes 6rgdos de J. curcas.

4.1 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Verificar a agdo do NaCl no crescimento, status hidrico, integridade das membranas,
balanco idnico e ajustamento osmatico de diferentes érgdos de J curcas.

Analisar a contribuicdo de solutos organicos e inorganicos no ajustamento osmético e
na homeostase ibnica de folhas, caule e raizes de J. curcas submetidas a diferentes
concentracdes de NaCl.

Determinar quais solutos organicos e inorganicos participam nos processos de
ajustamento osmotico e regulacdo da homeostase i6nica dos diferentes 6rgdos de J.
curcas.

Verificar se a suplementacdo com K* e Ca®* mitigam os efeitos osméticos e idnicos da
salinidade nos diferentes 6rgdos de J. curcas através do ajustamento osmdtico e das
relacdes K*/Na* e Ca®*/Na*.

Avaliar a modulacdo das respostas de J. curcas submetidas as solucBes salinas

suplementadas ou ndo com K* e Ca®* de acordo com a dose e o tempo de exposigao.

5. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi dividido em quatro capitulos. O primeiro estudo verificou-se que

alteracdes na homeostase ionica provocadas pelo NaCl sdo minimizadas pelo incremento de

potassio em diferentes 6rgdos de Jatropha curcas L. No segundo, testamos a hipotese de que

o incremento de K" na solugdo salina contribui para a osmorregulacdo em diferentes 6rgéos

de J. curcas por meio do acimulo de solutos organicos e se tal estratégia € modulada pelo
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tempo de exposigdo. No terceiro, avaliou-se se a suplementacdo com o célcio auxilia o
balango idnico de J. curcas submetidas a concentracdes de NaCl e minimiza os efeitos toxicos
do sodio. No quarto capitulo, identificou-se que a suplementacdo com célcio auxilia o

ajustamento osmatico de J. curcas submetidas a condicdes salinas.

5.1 Caracterizacao da area experimental.

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de Estudos em
Biotecnologia Vegetal localizado no Departamento de Biologia Celular e Genética do Centro
de Biociéncias, na Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN, Natal/RN (5°47’
de latitude ao sul; 35°12° de longitude a oeste e altitude de 30,9 m).

5.2 Material vegetal e condigdes experimentais.

Plantas de J. curcas (acesso CNPAPM-XVIII) foram obtidas a partir da germinagéo
em sistema de rolos de papel toalha do tipo Germitest® (BRASIL, 2009), o qual foram
humedecidos com &gua destilada (1,5 vezes o peso do papel) e mantidos em sala de
crescimento no escuro, a 27 °C. Oito dias apds a germinacao, as plantas foram transferidas
para recipientes contendo 0,8 L de solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com %2 de
forca e pH ajustado para 6,0. As plantas foram cultivadas em sistema hidroponico sob aeragao
constante com bombas de aquariofilia, para manter a oxigenacdo do sistema radicular,
iluminacdo natural, temperatura 30/25 °C (dia/noite), umidade relativa (UR) de 75%.

A solucdo nutritiva foi completada diariamente para compensar a perda por
evapotranspiracdo e trocada semanalmente para reposi¢cdo dos macro e micronutrientes, e 0
pH foi ajustado (pH 6,0+0,5) a cada 2 dias com NaOH (1M) o HCI (1M). As plantas
permaneceram nestas condic¢des por 30 dias, para aclimatacao.

Apbs este periodo, as plantas com cinco folhas completamente expandidas foram
selecionadas e transferidas para vasos maiores, contendo 2,5 L de solugdo nutritiva. A esta
solugéo foram acrescidos ou ndo os tratamentos salinos: Controle (C); 75 (Sall) e 150 mM
(Sal2) de NaCl, suplementados ou ndo com 9 mM de potassio e 6 mm de calcio, na forma de
K2SO,4 e CayS0,, respectivamente, duplicando-se suas concentragdes na solugdo nutritiva,
correspondendo aos tratamentos: 75 mM de NaCl + 9 mM de K* (Sall + K*) e 150 mM de
NaCl + 9 mM de K* (Sal2 + K*); 75 mM de NaCl + 6 mM de Ca*" (Sall + Ca*") e 150 mM
de NaCl + 6 mM de Ca®* (Sal2 + Ca*), conforme a Tabela 1.

30



362
363
364

365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389

Tabela 1: Concentragdes salinas e suplemento de calcio (Ca*") e potassio (K*) para o cultivo
hidropdnico das plantas de Jatropha curcas em solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950).

2+ +
Tratamentos Concentrac6es de NaCl (mM) (ﬁwall\/l) (nl1<M)
Controle (C) 0 0 0
Sall 75 0 0
Sal2 150 0 0
Sall + K" 75 0 9
Sal2 + K* 150 0 9
Sall + Ca** 75 6 0
Sal2 + Ca** 150 6 0

O incremento das concentracdes de NaCl ocorreu gradativamente, sendo colocado 50
mM por dia até atingir a concentracdo final pretendida, para evitar o choque osmotico. Apos
24 e 240 horas de exposicdo aos tratamentos, tecidos de folhas, caules e raizes foram
coletados e analisados.

O material vegetal foi avaliado quanto a indicadores de crescimento vegetal; status
hidrico da planta; integridade das membranas celulares, indicadores de estresse idnico e

indicadores de ajustamento osmotico em todos os tratamentos.

5.3 Indicadores de crescimento.

Para a avaliagdo dos indicadores de crescimento, utilizou-se metodologias nao
destrutivas expressas por equacdes matematicas conforme recomendacdo de Silva et al.
(2000). A taxa de crescimento relativo caulinar (TCRC) foi calculada através da equacéo:
TCRC = (¢nL, — ¢nLy) / (t; — ty) [em . (cm . dia)™], onde: L; corresponde a medida da altura
da planta no tempo inicial t; e L, a altura da planta no tempo final t,. A taxa de crescimento
relativo em fitomassa fresca epigea (TCRFFE) foi calculada através da equacdo: TCRFFE =
(tnly . Co* — tnly . C1A) 1 (t, — 1) [em® . dia™], onde: L, corresponde a medida da altura da
planta no tempo inicial t;, L, a altura da planta no tempo final t;; C; corresponde ao diametro

caulinar no tempo t; e C, ao didmetro caulinar no tempo ts.

5.4 Conteudo relativo de agua.

Para aferir o estado hidrico dos diferentes 6rgdos da planta, a determinacdo do
conteudo relativo de agua (CRA) foi realizada segundo Irigoyen et al. (1992) utilizando a
equacdo: CRA = (MF — MS / MT — MS) x 100; onde os tecidos vegetais de cada plantula

foram pesados para obtencdo da massa fresca (MF) e, em seguida, embebidos em agua
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deionizada sob temperatura ambiente de 25 + 5 °C durante seis horas para obtencdo da massa
targida (MT). A massa seca (MS) foi obtida pela desidratacdo da MT por 72 h a 75 °C.

5.5 Vazamento de eletrdlitos.

A integridade das membranas foi determinada através do vazamento de eletrolitos
(VE), estimado de acordo com Blum e Ebercon (1981), utilizando a equacdo VE = (L1 / L,) X
100, onde: L; corresponde a primeira leitura da condutividade elétrica (CE) da solugdo do
frasco, realizada apds 6 horas e L, representa a segunda leitura da CE realizada ap6s o

aquecimento dos tecidos em banho-maria a 100 °C.

5.6 Determinacao dos solutos inorganicos.

Os indicadores de estresse idnico foram representados pelas concentra¢fes do ion
salino sédio (Na*) e das concentracdes de potassio (K*) e célcio (Ca?"). As extracdes de Na®,
K* e Ca*" foram realizadas de acordo com Silva et al. (2009) e a leitura das concentracdes
foram realizadas em fotdmetro de chama (Micronal B462). As concentrages de Na*, K* e
Ca®* foram determinadas com base em curva padrdo ajustada a partir de concentracdes
crescentes de cloreto de sddio, cloreto de potassio e cloreto de célcio, respectivamente. A
relacdo K*/Na* foi determinada segundo Maathuis e Amtmann (1999) e a relacdo Ca**/Na* foi
determinada segundo Wyn Jones (1981), onde valores superiores a 1,0, em ambas as relagoes,
sugerem um nivel minimo aceitavel para o funcionamento normal das plantas sob condicGes

de salinidade, sendo assim, requisitos para a determinacao de um possivel estresse iénico.

5.7 Determinacéao dos solutos organicos.

Proteinas Sollveis Totais (PST)

Para extracdo de PST foi utilizado 1g da massa fresca de folhas e raizes das plantas. O
material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido com o auxilio de gral e pistilo. Em
seguida, foram adicionados 3,0 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 + EDTA 1
mM. O extrato foi entdo colocado em eppendorfs e centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos
em centrifuga refrigerada. Por fim, o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi
armazenado em freezer a -80 °C. A concentracdo de PST foi determinada segundo a
metodologia de Bradford (1976). Aliquotas das amostras de raizes e das folhas foram

colocadas em tubos de ensaio de vidro, acrescidos do reagente de Bradford. A proporcao de
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volume para a quantificacao foi de 100 puL do extrato + 2,5 mL do reagente de Bradford. Em
sequida a solugdo foi agitada manualmente e delicadamente para evitar a desnaturagéo de

proteinas e realizou-se leitura em espectrofotdbmetro a 595 nm de absorbancia.

Aminoécidos Livres Totais (AALT)

O extrato foi obtido a partir da massa seca de folhas, caules e raizes das plantas,
utilizando 50 mg da massa seca para 5 mL de agua destilada, em tubos hermeticamente
fechados e aquecidos em banho-maria a 100 °C por 1 hora. A solucdo liquida restante no
frasco foi filtrada e armazenada a -20°C em freezer para posterior dosagem de
osmorreguladores. A concentracdo de AALT foi determinada segundo o método descrito por
Peoples et al. (1989) com algumas modifica¢des. Aliquotas de 100 pL do extrato foram
colocadas em tubos de ensaio acrescidas de 400 pL. de 4gua destilada. Em seguida foram
adicionados 250 pL de solucao de Tampao Citrato a 200 mM (pH = 5,0) e 250 pL de reagente
de ninhidrina (0,1 mmol L-1 de KCN e 5% de ninhidrina em methoxy etanol). Os tubos foram
hermeticamente fechados, agitados em vértex e levados ao banho-maria a 100°C por 15
minutos. Logo apos, a reacdo da solucdo foi interrompida imediatamente com banho de gelo.
Por fim, foram adicionados a solu¢cdo 1,5 mL de Etanol a 50% (v/v). Ap6s nova agitacdo em
vortex, os tubos permaneceram por 20 minutos em temperatura ambiente para posterior leitura

em espectrofotdbmetro a 570 nm de absorbancia.

Prolina (PRO)

O extrato foi obtido a partir da massa seca de folhas e raizes das plantas, utilizando 50
mg da massa seca para 5 mL de agua destilada, em tubos hermeticamente fechados e
aquecidos em banho-maria a 100 °C por 1 hora. A solucdo liquida restante no frasco foi
filtrada e armazenada a -20°C em freezer para posterior dosagem de osmorreguladores. A
concentragdo de Prolina foi determinada segundo metodologia descrita por Bates (1973). Em
tubos de ensaio foram colocadas aliquotas de 1 mL do extrato obtido e adicionado 1 mL do
reagente de ninhidrina 4cida (1 g de ninhidrina + 24 mL de acido acético glacial 98% + 16 mL
acido fosférico 6 M), mais 1 mL de &cido acético glacial (98%). Apds homogeneizagdo 0s
tubos foram hermeticamente fechados, agitados em vortex e levados ao banho-maria por 1
hora a 100°C. Logo apos, a reacdo foi interrompida imediatamente com banho de gelo. Em
seguida, foram adicionados a solugdo 2 mL de Tolueno (97%) e os tubos foram agitados em

vortex por 20 segundos. Apds estabilizacdo, duas fases foram formadas, sendo a fase aquosa
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superior formada pelo Tolueno + Cromdforo de coloragdo avermelhada. Esta foi recuperada e
submetida a leitura em espectrofotdmetro a 520 nm de absorbancia.

Acucares Soluveis Totais (AST)

O extrato foi obtido a partir da massa seca de folhas, caules e raizes das plantas,
utilizando 50 mg da massa seca para 5 mL de etanol 80% (v/v), em tubos hermeticamente
fechados e aquecidos em banho-maria a 60 °C por 30 min. Apoés a coleta dos sobrenadantes,
os residuos foram re-extraidos com 5 mL de etanol 80% (v/v) sob as mesmas condi¢fes. Os
sobrenadantes foram reunidos em tubos do tipo Falcon com capacidade para 15 mL,
perfazendo 10 mL de extrato total por amostra. Os residuos foram utilizados para a extracao e
a determinacdo do amido.

A concentracdo de AST foi realizada pelo método de “fenol-sulfirico” descrito por
Dubois et al. (1956). Aliquotas de 100 uL. da amostra foram adicionadas a tubos de ensaio,
completados com 400 pL de dgua destilada, acrescido de 500 pL de Fenol a 5% e agitados em
vortex. Para iniciar a reagdo, foi adicionado de uma unica vez e no centro do tubo, 2500 puL de
H,SO, concentrado. Logo apos, os tubos foram agitados em vortex, para usar o calor da
reacdo para uma melhor homogeneizacdo. Posteriormente os tubos permaneceram por 20
minutos em temperatura ambiente para leitura em espectrofotdometro a 490 nm de

absorbancia.

Acucares Ndo Redutores (ANR) e Redutores (AR)

A dosagem de ANR foi realizada com base no método proposto por Van Handel
(1968), com algumas modificagdes, utilizando o reagente de antrona (MORRIS, 1948;
YEMM E WILLIS, 1954). Para cada determinagdo, 100 pL. da amostra, 800 uL de dH,0 e
100 uL de KOH 30% (m/v) foram pré-incubados a 100 °C durante 10 min. Apos resfriamento
em temperatura ambiente, 2,5 mL do reagente de antrona foram adicionados em cada amostra.
A leitura foi realizada a 620 nm e o contetdo de ANR foi calculado utilizando sacarose como
padriio, sendo expresso em umol-g™* MS.

Para estimar os agucares redutores (AR) foi utilizada a equacdo matemaética: AR =
AST — ANR, expressos em mg . g™ de massa seca (SOUSA et al., 2012).
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Amido

O amido foi extraido a partir dos residuos solidos do material vegetal, obtidos apds a
extracdo alcodlica dos acUcares soluveis. Estes residuos foram macerados com 1,5 mL de
HCIO, 30% (v/v). Apobs centrifugacdo a 10.000 xg por 10 min, os sobrenadantes foram
coletados e os precipitados foram re-extraidos com 1 mL de HCIO4 30 % (v/v) por mais duas
vezes. Ao final, os sobrenadantes foram reunidos, perfazendo 3,5 mL de extrato total por
amostra.

A quantificacdo do amido foi realizada utilizando o reagente de antrona (MORRIS,
1948; YEMM E WILLIS, 1954). Para cada determinagdo, foram adicionados 100 pL de
amostra, 900 uL de dH,O e 2,5 mL do reagente de antrona. A leitura foi conduzida a 620 nm
e o conteudo de amido foi calculado de acordo com uma curva padrdo de D-glicose. Os
valores obtidos foram multiplicados pelo fator 0,9 para conversdo em amido, segundo

McCready et al. (1950), sendo expressos em mg-parte™.

5.8 Delineamento experimental e analise estatistica.

O delineamento experimental foi dividido em dois experimentos onde; o primeiro
correspondeu ao estudo do efeito da suplementacdo do potassio a solucédo salina (capitulos | e
I1) e 0 segundo, correspondeu ao efeito da suplementacdo do célcio a solugdo salina (capitulos
Il e IV). Em ambos os estudos, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC) com esquema 5x3.

Para o experimento envolvendo a suplementacdo com potassio, o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC - 5x3) correspondeu a cinco tratamentos salinos
acrescidos ou ndo com K (C; Sall; Sal2; Sall + K*; Sal2 + K") e trés érgdos da planta
(folhas, caules e raizes), com seis repeticbes cada, perfazendo um total de 90 unidades
experimentais, para cada tempo de exposi¢édo (24 e 240 horas).

Ja para o experimento envolvendo a suplementacdo com calcio, o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC - 5x3) correspondeu a cinco tratamentos salinos
acrescidos ou ndo com Ca®* (C; Sall; Sal2; Sall + Ca®*; Sal2 + Ca®") e trés 6rgdos da planta
(folhas, caules e raizes), com seis repeticdes cada, perfazendo um total de 90 unidades
experimentais, para cada tempo de exposi¢éo (24 e 240 horas).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e o teste t-Student, que comparou 0s
efeitos dos contrastes ortogonais. Em todas as analises foi utilizado o nivel nominal o = 0,05
de probabilidade, utilizando o Software ASSISTAT versao 7.7 beta.

35



522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570

6. REFERENCIAS

AGARWAL, P. K.; SHUKLA, P. S.; GUPTA, K.; JHA, B. Bioengineering for Salinity
Tolerance in Plants: State of the Art. Molecular Biotechnology, v. 54, p. 102-123, 2013.

ALENCAR, N. L. M.;: GADELHA, C. G.; GALLAO, M. |.; DOLDER, M. A. H.; PRISCO, J.
T.; GOMES-FILHO, E. Ultrastructural and biochemical changes induced by salt stress in
Jatropha curcas seeds during germination and seedling development. Functional Plant
Biology, v. 42, p. 865-874, 2015.

ANDREO-SOUZA, Y.; PEREIRA, A. L.; SILVA, F. F. S.; RIEBEIRO-REIS, R. C;
EVANGELISTA, M. R. V.; CASTRO, R. D.; DANTAS, B. F. Revista Brasileira de
Sementes, v. 32, n. 2, p. 083-092, 2010.

ARRUDA, F. P.; BELTRAO, N. E. M. B.; ANDRADE, A. P.; PEREIRA, W. E;
SEVERINO, L. S. Cultivo de pinhdo manso (Jatropha curca L.) como alternativa para o
semiarido nordestino. Revista Brasileira de Olericultura Fibrose, Campina Grande, v. 8, n.
1, p. 789-799, 2004.

ASHRAF, M.; HARRIS, P.J.C. Potential biochemical indicators of salinity tolerance in
plants. Plant Science, v. 166, p. 3-16, 2004.

BATES, L. S.; WALDREN, R. P.; TEARE, I. D. Rapid determination of free proline for
water-stress studies. Plant and Soil, v. 39, p. 205-207, 1973.

BELTRAO, N. E. M.; OLIVEIRA, M. I. P. Oleaginosa potencial do Nordeste para a producao
de biodiesel. Campina Grande — PB. Documentos 177, 2007.

BLUM, A. E EBERCON, A. Cell membrane stability as a measure of drought and heat
tolerance in wheat. Crop Science, v. 21, n. 1, p. 43-47, 1981.

BOTELLA, M.A.; MARTINEZ, V.; PARDINES, J.; CERDA, A. Salinity induced potassium
deficiency in maize plants. J. Plant Physiol., v.150, p.200-205, 1997.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Chemistry, v.
72, p. 248-254, 1976.

BRASIL. Pais revoluciona o uso e a producdo de biocombustivel. Disponivel em:
http://www.brasil.gov.br/infraestrutura/2011/12/pais-revoluciona-o0-uso-e-a-producao-de-
biocombustivel. Acesso em: Dezembro de 2015.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para analise de
sementes. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Secretaria de Defesa
Agropecudria. Brasilia, DF: Mapa/ACS, 2009. 395p.

CARNIELLI, F. O combustivel do  futuro. 2003.  Disponivel em:
https://www.ufmg.br/boletim/bol1413/quarta.shtml. Acessado em: Dezembro de 2015.

36



571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620

CARVALHO, H. M.; RIBEIRO, A. B. Biodiesel: Vantagens e desvantagens numa
comparagdo com o diesel convencional. Bolsista de Valor: Revista de divulgagéo do Projeto
Universidade Petrobras e IF Fluminense, Rio de Janeiro, v. 2, n. 1, p. 49-53, 2012.

CORDEIRO, C. S.; RAMOS, L. P. Biodiesel in South America; Knothe, G.; Krahl, J.;
Gerpen, J.V., eds.; AOCS Press: Llinois, 2010, cap. 8.3.

COSKUN, D.; BRITTO, D.T.;, KRONZUCKER, H.J. Regulation and mechanism of
potassium release from barley roots: an in planta 42K+ analysis. New Phytol., v.188, p.1028—
1038, 2010.

DANTAS, J. P.,; MARINHO, F. J. L.; FERREIRA, M. M. M.; AMORIM, M. DO S. N,;
ANDRADE, S. I. DE O.; SALES, A. L. Avaliacdo de genotipos de feijdo-de-corda sob
salinidade. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 6, n. 3, p. 425-430,
2002.

DANTAS, J. A. et al. Efeito da salinidade sobre o crescimento e composi¢do mineral de seis
clones de Pennisetum. Revista Ciéncia Agronomica, v. 37, n. 01, p. 97-101, 2006.

DIAZ-LOPEZ, L. Bases fisiologicas y morfoldgicas de la respuesta de Jatropha curcas L.
al estrés hidrico y salino. Tese 127 p. 2014.

DELAUNEY, A. J.; VERMA, D. P. S. Proline biosynthesis and osmoregualtion in plants.
The Plant Journal, v. 4, p. 215-223, 1993.

DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A.; SMITH, F. Colorimetric
Method for determination of sugars and related compounds. Analytical Chemistry, v. 28, n.
3, p- 350-356, 1956.

EGILLA, J.N.; DAVIES, F.T.; BOUTTON, T.W. Drought stress influences leaf water
content, photosynthesis, and water-use efficiency of hibiscus rosa-sinensis at three potassium
concentrations. Photosynthetica, v.43, p.135-140, 2005.

FLEXAS J.; DIAZ-ESPEJO A.; GALMES J.; KALDENHOFF R.; MEDRANO H.; RIBAS-
CARBO M. Rapid variations of mesophyll conductance in response to changes in CO,
concentration around leaves. Plant, Cell and Environment, v. 30, p. 1284-1298, 2007.

HA, C. V., LEYVA-GONZALEZC, M. A.; OSAKABED, Y., TRANA, U. T;
NISHIYAMAA, R.; WATANABEA, Y.; TANAKAE, M.; SEKIE, M.; YAMAGUCHIF, S;;
DONGB, N. V.; YAMAGUCHI-SHINOZAKIG, K.; SHINOZAKID, K.; HERRERA-
ESTRELLAC, L.; TRAN, L. S. P. Positive regulatory role of strigolactone in plant responses
to drought and salt stress. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 111, n. 2, p. 851-856, 2014.

HAMAMOTO, S.; HORIE, T.; HAUSER, F.; DEINLEIN, U.; SCHROEDER, J. I;
UOZUMI, N. HKT transporters mediate salt stress resistance in plants: from structure and
function to the field. Current Opinion in Biotechnology, v. 32, p. 113-120, 2015.

HARE, P.; CRESS, W. Metabolic implications of stress induced proline accumulation in
plants. Plant Growth Regulation, v. 21, p. 79-102, 1997.

37


http://www.pnas.org/

621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669

HASEGAWA, P. M. Sodium (Na") homeostasis and salt tolerance of plants. Environmental
and Experimental Botany, v. 92, p. 19-31, 2013.

HOAGLAND, D. R. E ARNON, D. I. The water culture method for growing plants
without soils. Berkeley: California Agricultural Experimental Station, 1950. 347p.

IRIGOYEN, J. J.; EMERICH, D. W; SANCHEZ-DIAZ, M. Water stress induced changes in
concentrations of proline and total soluble sugars in nodulated alfafa (Medicago sativa)
plants. Physiologia Plantarum, v. 84, n. 1, p. 55-60, 1992.

JIN, S.H.; HUANG, J.Q.; Li, X.Q.; ZHENG, B.S.; WU, J.S.; WANG, Z.J.; LIU, G.H,;
CHEN, M. Effects of potassium supply on limitations of photosynthesis by mesophyll
diffusion conductance in Carya cathayensis. Tree Physiol. v.31, p.1142-1151, 2011.

JONGSCHAAP, R. E. E.; CORRE, W.; BINDRABAN, P. S.; BRANDENBURG, W. A.
Claims and Facts on Jatropha curcas L., Global Jatropha curcas evaluation, breeding and
propagation programme; Report 158, 42 pages, Plant Research International Wageningen
UR, 2007.

LAVIOLA, B. G.; ALVES, A. A,; ROCHA, R. B.; DRUMOND, M. A. The importance of
Jatropha for Brazil. In: CARELS, N.; SUJATHA, B.; BAHADUR, B. (Ed.). Jatropha,
challenges for a new energy crop. Volume 1: farming, economics and biofuel. New York:
Springer, 2013; p. 71-94.

MAATHUIS, F. J. M. E AMTMANN, A. K" Nutrition and Na* Toxicity: The Basis of
Cellular K*/Na* Ratios. Annals of Botany, v. 84, n. 1, p. 123-133, 1999.

MAEVSKAYA, S. N.; NIKOLAEVA, M. K. Response of Antioxidant and Osmoprotective
Systems of Wheat Seedlings to Drought and Rehydration. Russian Journal of Plant
Physiology, v. 60, n. 3, p. 343-350, 2013.

MARSCHNER, P. Marschner’s Mineral Nutrition of Higher Plants, 3rd ed.; Academic
Press: London, p. 178-189, UK, 2012.

MATSUURA, M. I. S. F.; SILVA, G. A,; KULAY, L. A.; LAVIOLA, B. G. Inventario do
Ciclo de Vida do pinhdo-manso destinado a producdo de Biodiesel. In: Congresso brasileiro
em gestdo de ciclo de vida em produtos e servicos, Floriandpolis. Anais... Floriandpolis,
2010.

McCREADY, R. M.; GUGGOLZ, J.; SILVIERA, V.; OWENS, H. S. Determination of starch
and amylose in vegetables. Analytical Chemistry, v. 22, p. 1156-1158, 1950.

MIAN, A.; OOMEN, R. J.; ISAYENKOQV, S.; SENTENAC, H.; MAATHUIS, F. J.; VERY,
A. A. Over-expression of an Na* and K* permeable HKT transporter in barley improves salt
tolerance. Plant Journal, v. 68, p. 468-479, 2011.

MISRA, A. K. Impact of Urbanization on the Hydrology of Ganga Basin (India). Water
Mesources Management, v. 25, p. 705-719, 2011.

38



670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719

MIZYED, N. Impact of climate change on water resources availability and agricultural water
demand in the west bank. Water Mesources Management, v. 23, n. 10, p. 2015-2029, 2009.

MORRIS, D. L. Quantitative determiantion of carbohydrates with Drywood's anthrone
reagent. Science, v. 107, n. 1, p. 254-255, 1948.

MUNNS, R. Genes and Salt Tolerance: Bringing Them Together, New Phytologist, v. 167, p.
645-663, 2005.

MUNNS, R., TESTER, M. Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review of Plant
Biology, v. 59, p. 651-681, 2008.

NAVARRO, A.; BANON, S.; OLMOS, E; SANCHEZ-BLANCO, M. J. Effects of sodium
chloride on water potential components, hydraulic conductivity, gas exchange and leaf
ultrastructure of Arbutus unedo plants. Plant Science, v. 172, p. 473-480, 2007.

NING, J. F.; CUI, L. F.; YANG, S. H.; Al, S. Y.; LI, M. J.;; SUN, L. L.; CHEN, Y.; WANG,
R. H.; ZENG, Z. B. Basil ionic responses to seawater stress and the identification of gland
salt secretion. Journal of Animal and Plant Sciences, v. 25, n. 1, p. 131-138, 2015.

NUNES, C. F. Caracterizagdo de frutos, sementes e plantulas e cultivo de embrides de
pinhdo manso (Jatropha curcas L.). 2007. 78 p. Dissertacdo (Mestrado em fitotecnia),
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2007.

PENG, Z.; WANG, M.; LI, F,; LV, H.; LI, C.; XIA, G. A proteomic study of the response to
salinity and drought stress in an introgression strain of bread wheat. Molecular and Cellular
Proteomics, v. 8, p. 2676-2686, 2009

PEOPLES, M. B.; FAIZAH, A. W.; REAKASEM, B.; HERRIDGE, D. F. Methods for
evaluating nitrogen fixation by nodulated legumes in the field. Camberra: Australian
International Center of Agricultural Research, 1989. 76p.

PRADO, R.M. & LEAL, R.M. Desordens nutricionais por deficiéncia em girassol var.
Catissol-01. Pesq. Agropec. Trop., v.36, p.187-193, 2006.

RANADE-MALVI, U. Interaction of micronutrients with major nutrients with special
reference to potassium. Karnataka Journal of Agricultural Sciences, v. 24, n. 1, p. 106—
109, 2011.

RENAULT, H.; ROUSSEL, V.; EL AMRANI, A.; ARZEL, M.; RENAULT, D,
BOUCHEREAU, A.; DELEU, C. The Arabidopsis pop2-1 mutant reveals the involvement of
GABA transaminase in salt stress tolerance. BMC Plant Biology, v. 10, p. 1-16, 2010.

RIBEIRO, M. R. Origem e classificagéo dos solos afetados por sais. In: GHEYI, H.R.; DIAS,
N.S.; LACERDA, C.F. Manejo da salinidade na agricultura: estudos béasicos e aplicados.
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Salinidade, p.12-19, Fortaleza, 2010.

RODRIGUES, C. R. F.; SILVA, E. N.; FERREIRA-SILVA, S. L. VOIGT, E. L.; VIEGAS,
R. A.; SILVEIRA, J. A. G. High K" supply avoids Na" toxicity and improves photosynthesis
by allowing favorable K* : Na" ratios through the inhibition of Na* uptake and transport to the

39



720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769

shoots of Jatropha curcas plants. Journal of Plant Nutrition and Soil Science, v. 176, p.
157-164, 2013.

SAPETA, H.; MIGUEL COSTA, J.; LOURENCO, T.; MAROCO, J.; VAN DER LINDE, P.;
MARGARIDA OLIVEIRA, M. Drought stress response in Jatropha curcas: Growth and
physiology. Environmental and Experimental Botany, v. 85, p. 76-84, 2013.

SATO, M.; BUENO, O. C.; ESPERANCINI, M. S. T.; FRIGO, E. P. A cultura do pinhdo
manso (Jatropha curcas L.): uso para fins combustiveis e descricdo agrondmica. Revista
Varia Scientia, v. 7, n. 13, p. 47-62, 2009.

SATURNINO, H. M. et al. Cultura do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.). Informe
Agropecuério, v. 26, n. 229, p. 44-78, 2005.

SHABALA, S.; POTTOSIN, I. I. Potassium and potassium-permeable channels in plant salt
tolerance. Signal. Commun. Plants, p. 87-110, 2010.

SHORESH, M.; SPIVAK, M.; BERNSTEIN, N. Involvement of calcium-mediated effects on
ROS metabolism in the regulation of growth improvement under salinity. Free Radical
Biology & Medicine, v. 51, p. 1221-1234, 2011.

SILVA, L. C.; BELTERAO, N. E. M.; AMORIM NETO, M. S. Analise do Crescimento de
Comunidades Vegetais. Campina Grande: EMBRAPA Algodao, 2000. 18 p. (EMBRAPA
Algodao. Circular técnica, 34).

SILVA J. M. C.; RYLANDS, A. B.; FONSECA, G. A. B. O destino das areas de endemismo
da Amazonia. Megadiversidade, v. 1, p. 124-131, 2005.

SILVA, E. N.; SILVEIRA, J. A. G.; RODRIGUES, C. R. F.; LIMA, C. S.; VIEGAS, R. A.
Contribuicdo de solutos organicos e inorganicos no ajustamento osmotico de pinhdo-manso
submetido a salinidade. Pesquisa Agropecudria Brasileira, v. 44, n. 5, p. 437-445, 2009.

SILVA, E. N.; SILVEIRA, J. A. G.; RODRIGUES, C. R. F.; VIEGAS, R. A. Physiological
adjustment to salt stress in Jatropha curcas is associated with accumulation of salt ions,
transport and selectivity of K*, osmotic adjustment and K*/Na" homeostasis. Plant Biology,
v. 17, p. 1023-1029, 2015.

SILVEIRA, JAG., SILVA, S.LF; SILVA, E.N.; VIEGAS, R.A. Mecanismos
biomoleculares envolvidos com a resisténcia ao estresse salino. In: GHEYI, H.R.; DIAS,
N.S.; LACERDA, C.F. Manejo da salinidade na agricultura: estudos béasicos e aplicados.
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Salinidade, p.161-180, Fortaleza, 2010.

SOUSA, A.E. C,; SILVEIRA, J. A. G.; GHEYI, H. R.; LIMA NETO, M. C.; LACERDA, C.
F.; SOARES, F. A. L. Trocas gasosas e contetudo de carboidratos e compostos nitrogenados
em pinhdo-manso irrigado com &guas residuaria e salina. Pesquisa Agropecudria Brasileira,
v. 47, n. 10, p. 1428-1435, 2012.

TSONEV, T.; VELIKOVA, V.; YILDIZ-AKTAS, L.; GUREL, A.; EDREVA, A. Effect of
water deficit and potassium fertilization on photosynthetic activity in cotton plants. Plant
Biosyst., v.145, p.841-847, 2011.

40



770
771
772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808

809
810
811
812
813
814
815

STRIZHOV, N., ABRAHAM, E.; OKRESZ, L.; BLICKLING, S.; ZILBERSTEIN, A
SCHELL, J.; KONCZ, C.; SZABADOS, L. Differential expression of two P5CS genes
controlling proline accumulation during salt-stress requires ABA and is regulated by ABAL,
ABI1 and AXR2 in Arabidopsis. Plant Journal, v. 12, p. 557-569, 1997

SUN, J.; WANG, M. J.; DING, M. Q.; DENG, S. R.; LIU, M. Q.; LU, C. F.; ZHOU, X. Y.;
SHEN, X.; ZHENG, X. J.; ZHANG, Z. K.; SONG, J.; HU, Z. M.; XU, Y.; CHEN, S. L. H,0,
and cytosolic Ca?* signals triggered by the PM H*-coupled transport system mediate K*/Na*
homeostasis in NaCl-stressed Populus euphratica cells. Plant, Cell and Environment, v. 33,
p. 943-958, 2010

VAN HANDEL, E. Direct microdetermination os sucrose. Analytical Biochemistry, v. 22,
280p. 1968.

WILLADINO, L.; CAMARA, T. R. Tolerancia das plantas a salinidade: Aspectos
fisioldgicos e bioquimicos. Enciclopédia Biosfera, v. 6, p. 1-23, 2010.

WYN JONES, R. G. Salt tolerance. In: JOHNSON, C. B. (Ed.). Physiological processes
limiting plant productivity. Butterworths, London, p. 271-292, 1981.

ZHANG, J.; ZHANG, Y.; DU, Y.; CHEN, S.; TANG, H. Dynamic metabonomic responses of
Tobacco (Nicotiana tabacum) plants to salt stress. Journal of Proteome Research, v. 10, p.
1904-1914, 2011.

ZHU, J. K. Regulation of ion homeostasis under salt stress. Current Opinion in Plant
Biology, v. 6, n. 5, p. 441-445, 2003.

ZRIG, A.; BEN MOHAMED, H.; TOUNEKTI, T.; ENNAJEH, M.; VALERO, D.; KHEMIR,
H. A comparative study of salt tolerance of three almond rootstocks: contribution of organic
and inorganic solutes to osmotic adjustment. Journal of Agricultural Science and
Technology, v. 17, p. 675-689, 2015.

YANG, M. F,; LIU, Y. J,; LIU, Y.; CHEN, H.; CHEN, F.; SHEN, S. H. Proteomic analysis of
oil mobilization in seed germination and post-germination development of Jatropha curcas.
Journal of Proteome Research, v. 8, p. 1441-1451, 2009.

YEMM, E. W.; WILLIS, A. J. The estimation of carbohydrates in plants extracts by anthrone.
Biochemical Journal, v. 57, p. 508-514, 1954.

41



816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830

831

832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848

CAPITULO 1l

ALTERACOES NA HOMEOSTASE IONICA PROVOCADAS PELO NACL SAO
MINIMIZADAS PELO INCREMENTO DE POTASSIO EM DIFERENTES ORGAOS
DE Jatropha curcas L.
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RESUMO

O incremento de potassio na solucdo salina em plantas Jatropha curcas, submetidas a
trés tratamentos salinos (controle; 75 e 150 mM de NaCl) suplementados com 9 mM de K™ foi
avaliado em folhas, caule e raizes durante 24 e 240 horas de exposicao baseando-se em dados
de crescimento, estado hidrico, integridade das membranas, potassio e sodio. O sal reduziu o
crescimento das plantas em todos os tratamentos, independente do tempo. O status hidrico das
plantas, ap6s 24h, foi mantido em folhas (75 mM) e raizes (150 mM) e em todos 0s 6rgaos,
ap0s 240h, independente da adi¢do de K*. N&o houve danos as membranas nos tratamentos 75
e 150 mM, em folhas e caule, ap6s 24h. Os niveis de sodio aumentaram independente do
6rgdo e tratamento, porém os de K* foram maiores que o Na* minimizando a toxicidade
ionica (K*/Na") em quase todos os 6rgdos da planta, independente do tempo. Observou-se
maiores valores K*/Na" nos tratamentos salinos suplementados com K. Conclui-se que o
incremento de K* a solugéo salina auxiliou na manutengio da homeostase idnica e contribuiu
para 0 aumento da relacdo K*/Na", reduzindo o efeito toxico do s6dio na maioria dos 6rgaos
estudados, independente do tempo de exposicéo ao NaCl e dose utilizada.

Palavras-chaves: Pinhd0-manso, toxicidade idnica, estresse salino, K.
ABSTRACT

Potassium increase in the saline in Jatropha curcas plants were submitted to three
saline treatments (control, 75 and 150 mM NaCl) supplemented with 9 mM K" was measured
in leaves, stems and roots for 24 and 240 hours of exposure based on data growth, water
status, membrane integrity, potassium and sodium. The salt reduced the growth of plants in all
treatments, regardless of time. The water potential of the plants, after 24 hours, was
maintained in shoots (75 mM) and roots (150 mM) and all organs after 240 hours, regardless
of the addition of K*. There was no damage to the membranes in the treatments 75 to 150 mM
in leaf and stem after 24h. The sodium levels increased independent of the organ and
treatment, but K* were higher than the Na* ion minimizing toxicity (K*/Na") in almost all
organs of the plant, independent of time. Higher values observed K*/Na" in saline treatments
supplemented with K. It was concluded that increased K* at saline aided in the maintenance
of homeostasis and contribute to the increase of the K'/Na’, reducing the toxic effect of
sodium in most of the organs studied, regardless of the time of exposure to NaCl and dose.

Keywords: Physic nut, ionic toxicity, salt stress, K".

1. INTRODUCAO
A seca e a salinidade sdo estresses abioticos com grande impacto no desenvolvimento
das plantas causando graves perdas no rendimento agricola de inimeras espécies (HA et al.,
2014). Aproximadamente 7% da area terrestre total e 20% das terras agricolas irrigadas séo
afetadas pela salinidade do solo que impde maiores restricdes para a sustentabilidade
produtiva das culturas (AGARWAL et al., 2013).
Os efeitos da salinidade sob a planta sdo marcados pelo componente osmotico, que

causa diminuigdo no potencial hidrico do solo levando a perda da homeostase hidrica; e o
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componente i6nico, causado pela acumulagdo de fons como sodio (Na*) e cloreto (CI)
ocasionando um desbalanco i6nico nos diferentes 6rgdos da planta (AGARWAL et al., 2013).
Tais efeitos repercutem sobre a expansdo e divisdo das celulas, as relacGes hidricas, o
funcionamento de enzimas, a nutricdo mineral, a condutancia estomatica, a fotossintese, a
sintese de solutos compativeis e provocam deficiéncia de célcio (Ca**) e potéssio (K*), entre
outros (FLOWERS et al., 2014, HAMAMOTO et al., 2015).

A sobrevivéncia das plantas sob condi¢cbes ambientais adversas baseia-se na
integracdo de adaptacbes metabdlicas ao estresse e mudancas estruturais durante o
desenvolvimento enddgeno dos vegetais (GOLLDACK et al., 2014). A diminuicdo do influxo
inicial do Na® via xilema, maximizacdo do efluxo via floema, compartimentalizagio
intracelular e até mesmo a sua secrecdo através da superficie foliar sdo alguns dos
mecanismos utilizados para minimizar os danos causados pelo acimulo de Na®
(RAJENDRAN et al. 2009). Embora, o controle preciso do actiimulo seletivo de K*/Na" nos
tecidos vegetais seja uma tarefa essencial para manter a homeostase celular na presenga de
altas concentracdes de sais e alta osmolaridade externa (HAMAMOTO et al., 2015).

O potéassio e o sodio, apesar de serem metais alcalinos e possuirem propriedades
quimicas semelhantes, desempenham diferentes papeis fisioldgicos sobre o metabolismo e
crescimento de plantas (HAMAMOTO et al., 2015). Enquanto o excesso de Na“ no
protoplasma causa toxicidade e ocasiona distlrbios em relacdo ao balango i6nico, provocando
consequentemente desequilibrio nutricional (SHABALA et al., 2012), adequados niveis de
K", além de desempenhar funcdo crucial na regulacio da turgescéncia dentro das células
guarda durante 0 movimento estomatico, participa da ativacdo de enzimas, do ajustamento
osmatico das células, da translocacdo de carboidratos nas plantas e aprimora a utilizagdo de
agua pelas mesmas (MEURER, 2006).

Deste modo, a manutencao dos niveis de K* em detrimento ao Na®, principalmente em
folhas de glicofitas, é considerada uma estratégia importante para a sobrevivéncia destas
plantas em ambientes salinos, onde predominam elevados teores de Na“ (HAUSER &
HORIE, 2010; BADAR-UZ-ZAMAN et al., 2012). Diferentes estudos mostram que nao € a
quantidade absoluta de Na* que influencia na resisténcia ao sal, mas dentre outros fatores, a
relagdo K*/Na" que determina a tolerancia ao sal do vegetal (SHABALA & POTTOSIN,
2010). Neste contexto e, sabendo-se que concentragdes adequadas de K™ mantém o conteido
relativo de agua e diminui o potencial osmotico, melhorando dessa forma a resisténcia das

plantas ao estresse salino e ao déficit hidrico (PRADO et al., 2006), ¢ fundamental a
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viabilizacdo de estratégias para melhorar a producgéo agricola em regides aridas e semiaridas,
pois isto pode levar a um manejo adequado e aumento do rendimento da cultura.

Jatropha curcas L. tem sido considerada uma cultura agroenergética promissora,
principalmente por ser uma oleaginosa muito resistente que cresce naturalmente em areas nao
cultivaveis com caracteristicas de déficit hidrico, altas temperaturas e solos com baixa
fertilidade e excessivamente salinos (DIAZ-LOPEZ et al., 2012; SAPETA et al., 2013).

No entanto, pouco se sabe sobre a fisiologia e a capacidade de adaptacdo de Jatropha
curcas L. a condi¢des climaticas adversas (SAPETA et al., 2013). Adicionalmente, a selecao
de genotipos desta espécie baseou-se, sobretudo, em estudos da qualidade do 6leo extraido de
suas sementes (SAPETA et al., 2013), ao invés de estudos utilizando indicadores fisiologicos,
bioquimicos e moleculares relacionados a homeostase hidrica e/ou ibnica. Tais lacunas
restringem a capacidade de avaliar e prever o desempenho agronémico desta espécie em
resposta a condigcOes de estresse salino, especialmente em termos de crescimento. Diante
disto, estudos sobre a fisiologia desta espécie para apoiar programas de melhoramento, a
selecdo de gendtipos superiores e melhoria do manejo da cultura sdo de fundamental
importancia, pois sdo formas econémicas e mais viaveis de aumentar a produtividade agricola
em regides aridas e semiaridas.

Assim, dada a importéncia da Jatropha curcas L. para a producdo de biocombustiveis
e dos efeitos negativos do estresse salino na atividade agricola, este trabalho teve como
objetivo avaliar o desempenho da espécie quanto & resposta ao incremento de K* em solucéo
nutritiva, visando uma melhor compreens3o da acdo do K* na mitigaco dos efeitos idnicos da
salinidade sobre os indicadores de crescimento, de estado hidrico e de integridade das
membranas. Espera-se identificar neste estudo se o incremento de K* na solugdo nutritiva
contribui para a regulacdo da homeostase idnica em diferentes 6rgaos de J. curcas e se a
aplicacdo deste soluto pode ser utilizada como uma estratégia para minimizar os efeitos

deletérios do sal no crescimento das plantas.

2. MATERIAL E METODOS
Plantas de Jatropha curcas L. (acesso CNPAPM-XVIII) obtidas a partir da
germinacdo em sistema de rolos (BRASIL, 2009) foram transferidas, oito dias apds a
germinacdo, para o sistema hidropénico em frascos contendo 0,8 L de solucdo Hoagland e
Arnon (1950) com %2 de forca, pH 6,0, sob aeragcdo constante com bombas de aquariofilia para

manter a oxigenacdo do sistema radicular das plantas. A solugdo nutritiva foi completada
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diariamente para compensar a perda por evapotranspiragdo e trocada semanalmente para
reposicdo dos macro e micronutrientes. As plantas permaneceram nestas condi¢des por 30
dias, para aclimatacdo. Apds este periodo, as plantas com cinco folhas completamente
expandidas foram selecionadas e transferidas para vasos maiores, contendo 2,5 L de solucao
de Hoagland e Arnon. A solugdo nutritiva foram acrescidos ou ndo os tratamentos salinos:
Controle (C); 75 (Sall) e 150 mM (Sal2) de NaCl, suplementados ou ndo com 9 mM de
potassio em forma de K,;SO, duplicando-se sua concentracdo na solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) e correspondendo aos tratamentos: Controle + 9 mM de K* (C +
K"): 75 mM de NaCl + 9 mM de K* (Sall + K*) e 150 mM de NaCl + 9 mM de K" (Sal2 +
K™"). O incremento das concentracdes de NaCl ocorreu gradativamente, sendo colocado 50
mM por dia até atingir a concentracdo final pretendida, para evitar o chogue osmotico.

Apdbs 24 e 240 horas de exposicdo aos tratamentos, tecidos de folhas, caules e raizes
foram coletados e analisados. O material vegetal foi avaliado quanto a indicadores de
crescimento vegetal; o estado hidrico da planta; a integridade das membranas celulares e
indicadores de estresse idnico de todos os tratamentos.

Para a avaliacdo dos indicadores de crescimento, utilizou-se metodologias néo
destrutivas expressas por equacdes matematicas conforme recomendacdo de Silva et al.
(2000). A taxa de crescimento relativo caulinar (TCRC) foi calculada através da equacdo:
TCRC = (¢nL; — tnLy) [ (t, — ty) [em . (cm . dia)™], onde: L, corresponde a medida da altura
da planta no tempo inicial t; e L, a altura da planta no tempo final t,. A taxa de crescimento
relativo em fitomassa fresca epigea (TCRFFE) foi calculada através da equacdo: TCRFFE =
(tnLy . Co* — tnly . C1A) 1 (t, — t;) [em® . dia™], onde: L, corresponde a medida da altura da
planta no tempo inicial t;, L, a altura da planta no tempo final t;; C; corresponde ao diametro
caulinar no tempo t; e C, ao diametro caulinar no tempo t,.

Para aferir o estado hidrico dos diferentes 6rgdos da planta, a determinacdo do
contetdo relativo de 4gua (CRA) foi realizada segundo Irigoyen et al. (1992) utilizando a
equacdo: CRA = (MF — MS / MT — MS) x 100; onde os tecidos vegetais de cada plantula
foram pesados para obtencdo da massa fresca (MF) e, em seguida, embebidos em agua
deionizada sob temperatura ambiente de 25 + 5 °C durante seis horas para obtencdo da massa
targida (MT). A massa seca (MS) foi obtida pela desidratacdo da MT por 72 h a 75 °C.

A integridade das membranas foi determinada através do vazamento de eletrolitos
(VE), estimado de acordo com Blum e Ebercon (1981), utilizando a equagdo VE = (L;/ Ly) x

100, onde: L; corresponde a primeira leitura da condutividade elétrica (CE) da solucdo do
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frasco, realizada apds 6 horas e L, representa a segunda leitura da CE realizada ap6s o
aquecimento dos tecidos em banho-maria a 100 °C.

Os indicadores de estresse ionico foram representados pelas concentra¢fes do ion
salino sddio (Na") e da concentracdo de potassio (K'). As extracdes de Na* e K foram
realizadas de acordo com Silva et al. (2009) e a leitura das concentragdes foram realizada em
fotdmetro de chama (Micronal B462). As concentracdes de Na* e K* foram determinadas com
base em curva padrdo ajustada a partir de concentracdes crescentes de cloreto de sédio e
cloreto de potassio, respectivamente. A relacio K*/Na" foi determinada segundo Maathuis e
Amtmann (1999) como requisito para a determinacdo de um possivel estresse i6nico.

O delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC - 5x3) correspondeu a
cinco tratamentos salinos acrescidos ou ndo com K* (C; Sall; Sal2; Sall + K*; Sal2 + K*) e
trés 6rgdos da planta (folhas, caules e raizes), com seis repeti¢bes cada, perfazendo um total
de 90 unidades experimentais, para cada tempo de exposicéo (24 e 240 horas).

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e o teste t, que comparou os efeitos
dos contrastes ortogonais. Em todas as andlises foi utilizado o nivel nominal a = 0,05 de

probabilidade, utilizando o Software ASSISTAT verséao 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indicadores de crescimento

Os processos de crescimento sdo particularmente sensiveis ao efeito dos sais, tornando
analises de crescimento como altura média, numeros de folhas, &rea foliar, biomassa e outros,
bons critérios para a avaliacdo da severidade do estresse e da capacidade da planta de supera-
lo (ESTEVES & SUZUKI, 2008).

O estresse salino simulado pelo NaCl, afetou o crescimento das plantas de Jatropha
curcas L. expressos pelas taxas de crescimento relativo caulinar (TCRC) e de crescimento
relativo foliar da fitomassa epigea (TCRFFE). Os tratamentos salinos diminuiram a TCRC
(Figura 1 — A e B), provocando reducgdes em torno de 36% (Sall) e 60% (Sal2); e a TCRFFE
(Figura 1 — C e D), reduzindo em 34% (Sall) e 56% (Sal2) em relagdo aos seus respectivos
controles, desde as primeiras 24 horas de exposicdo ao estresse. Tal efeito foi mais
pronunciado na dose mais elevada de NaCl (150 mM), apenas para a TCRFFE e nos dois

periodos de exposicdo ao estresse. A adi¢do de potéssio a solugdo nutritiva contendo NaCl
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ndo minimizou os efeitos deletérios do sal, pois ndo houve efeito significativo entre os valores

encontrados, independente do tempo de exposicgéo (Figural— A - D).
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Figura 1: Taxa de Crescimento Relativo Caulinar (TCRC) (A e B) e Taxa de Crescimento Relativo
em Fitomassa Fresca Epigea (TCRFFE) (C e D) de plantas de Jatropha curcas L. submetidas a
diferentes concentragfes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM), suplementadas ou néo
com potassio (Sall + K" =75 mM + 9 mM de K*; Sal2 + K" — 150 mM + 9 mM de K"), ap6s 24 horas
(24h DT) (A e C) e 240 horas (240h DT) (B e D) de exposicdo aos estresses. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de teste t-Student (p<0,05).

Os efeitos deletérios da salinidade sob a reducdo e/ou inibi¢do do crescimento em J.
curcas, também foram observados em outros acessos da mesma espécie (SILVA et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2012; DIAZ-LOPEZ et al., 2012), assim como em Ricinus communis L.
(PINHEIRO et al., 2008), Mentha pulegium (OUSLATI et al.,, 2010) e Cajanus cajan
(MONTEIRO et al., 2014). Tais efeitos podem ser devido ao componente osmotico e/ou

componente ionico do estresse salino (ZENG et al., 2015). A reducdo na disponibilidade de
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agua para as plantas provoca diminuicdo de crescimento, de vigor e do ganho de massa
devido ao suprimento de &gua se dar em quantidades inferiores as requeridas, baixando o
componente de potencial de pressdo do protoplasto sobre a parede da célula, resultando em
diminuicdo de turgor e, por fim, afetando a elongacéo e a divisao celular (XIONG & ZHU,
2001; TAIZ & ZEIGER, 2010). Adicionalmente, a acumulagio de ions toxicos como Na*
e/ou CI" no protoplasma provocam uma toxidez idnica interferindo em diferentes processos
metabolicos no meio intracelular (AGARWAL et al., 2013). As reduc¢des do crescimento em
J. curcas, apresentadas neste estudo, podem ainda estar relacionadas a um desequilibrio
nutricional, como sugerido por Diaz-Lopez et al. (2012) estudando a mesma espécie sob
condicBes salinas. Outra hip6tese para explicar a reducdo nas TCRC e TCRFFE observadas
em J. curcas é que possivelmente a energia destinada ao crescimento possa ter sido desviada
para a manutencdo de outros processos metabélicos (FLOWERS et al., 2014).

Uma quantidade suficiente de potéssio € essencial para a sobrevivéncia das plantas em
ambiente normal ou salino, pois a regulacdo estomatica, fotossintese, regulacdo osmdtica, a
sintese de proteinas, dentre outros, depende da disponibilidade de potassio para as plantas
(ASHRAF & FOOLAD, 2007; MUNNS & TESTER, 2008). Contudo, no presente estudo, o
incremento de K* na solucéo nutritiva adicionada de NaCl ndo promoveu efeitos positivos nas
TCRC e TCRFFE em relacdo aos tratamentos salinos, 0 que sugere uma resposta dose e
espécie dependente (LEGOCKA & KLUK, 2005). Trabalhos com algumas espécies (BAR-
TAL & SPARKS, 2004; ABBASI et al., 2015) mostram que alguns vegetais respondem de
forma diferente aos tratamentos com K", reforcando, portanto, que a resposta aos tratamentos
é espécie dependente e que a tolerancia das culturas varia tanto entre espécies como entre
cultivares de uma mesma espécie (SOUSA NETO et al., 2011).

3.2 Indicadores de estresse hidrico e danos as membranas

O conteddo relativo de agua (CRA) diz respeito a quantidade de agua da planta em
porcentagem levando em consideracdo a sua capacidade maxima de agua presente na planta.
Sendo assim, considerado um indicador indireto do status hidrico no vegetal (IRIGOYEN et
al., 1992).

O estresse salino simulado pelo NaCl, durante as primeiras 24 horas de exposicéo,
interferiu na quantidade de &gua das folhas, do caule e das raizes de J. curcas L., expressa
pelo CRA. Tal efeito foi mais acentuado nas folhas, na dose mais elevada de NaCl (150 mM).

Nas raizes, o estresse salino diminuiu 0 CRA em aproximadamente 8%, no caule 7% e nas
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folhas 15% em presenca de 150 mM de NaCl (Tabela 1). A adicdo de K™ na solugdo nutritiva,
contendo NaCl, ndo interferiu no CRA, pois ndo houve efeitos significativos quando
comparados aos tratamentos com NaCl (Tabela 1). Curiosamente, independente da dose de
sal, apds 240 horas de exposicdo ao estresse salino, 0 CRA dos diferentes 6rgaos das plantas

de J. curcas (folha, caule e raiz) néo foi afetado pela salinidade (Tabela 1).

Tabela 1: Conteudo relativo de dgua (CRA) de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L.
submetidas a diferentes concentracBes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM),
suplementados ou ndo com potassio (Sall + K — 75 mM + 9 mM de K*; Sal2 + K" — 150 mM + 9 mM
de K), apds 24 horas (24h DT) e 240 horas (240h DT) de exposicdo aos estresses.

CRA (%) — 24h DT CRA (%) — 240h DT
Tratamentos Partes da Planta Partes da Planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
C 72,7 a 84,7 a 93,3a 82,5a 86,5 a 79,4 a
Sall 70,7 a 771b 72,3b 85,1a 859a 90,3 a
Sal 2 574 c 776D 84,7 a 76,7 a 83,4 a 89,7 a
Sall+K" 69,7 ab 779b 72,8b 80,7 a 85,7 a 90,3 a
Sal2 + K" 63,0 bc 770D 85,3 a 84,1a 86,4 a 88,1 a

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de teste t-Student (p<0,05).

Na primeira fase de alarme, o componente osmético do estresse salino é preponderante
sobre o ibnico fazendo com que a planta absorva uma menor quantidade de dgua (ZENG et
al., 2015). Contudo, passado a fase de alarme, a planta entra em fase de restituicdo buscando
retomar a homeostase hidrica dos seus tecidos. E possivel que, nas primeiras 24 horas de
exposicao ao sal, a planta tenha sofrido um estresse osmotico, mas que apds 240 horas de
exposicdo, o vegetal tenha recuperado seu status hidrico. Provavelmente, os ions salinos
absorvidos tenham sido responsaveis por uma diminui¢do do potencial osmético das plantas
de J. curcas suficiente para manter o status hidrico, anulando parcialmente ou completamente
os efeitos do estresse osmotico pela salinidade, como relatam Silva et al. (2015) estudando os
efeitos da salinidade sob J. curcas e Rodrigues et al. (2014) estudando R. communis em
condicBes salinas. Outra hipOtese para a manutencdo do CRA durante este periodo € a
possibilidade de o ajustamento osmotico ter ocorrido através do acumulo de solutos organicos
e/ou inorganicos que sdo alocados no citosol ou compartimentalizados dentro dos vacuolos
(ZENG et al., 2015).

A condutividade elétrica mede o vazamento de eletrélitos (VE) para a solugéo, sendo
utilizada como medida indireta para avaliar possiveis danos as membranas celulares, causadas
pelo estresse salino (BAJJI et al., 2001).
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O estresse salino simulado pelo NaCl, durante as primeiras 24 horas de exposi¢do, ndo
causou danos as membranas dos tecidos foliares e caulinares de J. curcas, de acordo com o
VE (Tabela 2). Entretanto nas raizes, o NaCl provocou aumento significativo do VE quando
comparado ao controle (Tabela 2). Tal efeito foi mais acentuado na dose mais elevada de
NaCl (150mM). Nas raizes, o estresse salino aumentou 17% na presenca de 75 mM, e de 35%
na presenca de 150 mM de NaCl. A adigdo de K™ a solugdo nutritiva contendo NaCl ndo
interferiu no VE das folhas e caule, quando comparados aos tratamentos salinos sem potassio.
Contudo, na presenca de 150 mM houve um aumento de 7% nas raizes (Tabela 2). Com a
exposicdo prolongada ao NaCl (240 horas), observa-se um aumento significativo do VE em
todas as partes da planta. Tal efeito foi proporcional a dose de NaCl e mais acentuado nas
raizes, seguido do caule e por dltimo das folhas (Tabela 2). Os maiores indices de VE
observados em raizes, em comparagdo ao caule e as folhas, provavelmente pode ser devido a
um contato direto deste 6rgdo com a solucdo salina (LOPES & MACEDO, 2008).
Adicionalmente, 0 aumento da condutividade elétrica em presenca de NaCl, pode ser devido
ao excesso de Na* e CI” no protoplasma, causando assim, toxicidade e distirbios no balango
ibnico, 0 que traz como consequéncia alteracdes na estrutura das membranas e enzimas
(YOKOI et al., 2002).

Tabela 2: Vazamento de Eletrolitos (VE) de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L.
submetidas a diferentes concentracBes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM),
suplementados ou ndo com potassio (Sall + K" — 75 mM + 9 mM de K*; Sal2 + K" — 150 mM + 9 mM
de K"), apds 24 horas (24h DT) e 240 horas (240h DT) de exposicio aos estresses.

VE (%) — 24h DT VE (%) —240h DT
Tratamentos Partes da Planta Partes da Planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
C 109 a 21,4 a 29,2d 4,2d 15,1c 28,8¢C
Sal 1 10,5a 20,3 a 46,9 c 79c 21,7b 60,8 b
Sal 2 9,7a 215a 64,2 b 10,4 b 25,1a 74,6 a
Sall+K" 6,8b 179b 478 ¢ 10,8 b 20,7 b 61,0b
Sal2 + K" 9,7a 20,2 a 71,4 a 17,0a 27,6 a 739a

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de teste t-Student (p<0,05).

3.3 Indicadores ionicos

O estresse salino influenciou significativamente os contetidos de sdédio (Na*) e
potassio (K™, interferindo também na relagdo potassio/sodio (K*/Na") nas folhas, caule e
raizes de Jatropha curcas L. (Tabela 3).
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Tabela 3: ConcentracGes de sodio (Na*), potassio (K*) e relagdo K'/Na" em folhas, caule e raizes de
plantas de Jatropha curcas L. submetidas a diferentes concentra¢cdes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75
mM; Sal2 — 150 mM), suplementados ou ndo com potassio (Sall + K" —75 mM + 9 mM de K*; Sal2 +
K" — 150 mM + 9 mM de K"), ap6s 24 horas (24h DT) e 240 horas (240h DT) de exposicdo aos
estresses.

24h DT 240h DT

Tratamentos Partes da Planta Partes da Planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
Na* (mmol . Kg MS™)
C 71,1d 55,9 ¢ 49,1e 53,3¢ 240d 69,4d
Sal 1l 4799 b 239,8 ab 355,9d 965,2 a 2773 ¢ 629,4 c
Sal 2 433,7bc  239,9ab 821,0b 10159 a 4399b 1133,0a
Sall+K" 359,9¢ 2106 b 534,8 c 554,6 b 296,5¢ 739,7b
Sal2 + K" 668,3 a 263,9 a 920,3 a 962,5a 4799a 1098,3 a
K* (mmol . Kg MS™)
C 19242a 11276b  1429,3c 1851,3 a 8415¢c 1482,5¢
Sal 1l 1918,6a 11444b  11549d 1161,2 b 1043,4 b 1608,9 ¢
Sal 2 1732,3b 1279,1ab 21555b 1361,3b  1155,6ab  1827,2b
Sall+K" 729c¢c 1431,6a 2182/4b 12342b 1162,4ab  23720a
Sal2 + K" 1898,4a 1228,6ab 2758,1a 17323 a 1265,6 a 2323,7 a
K*/Na*
C 22,86 20,08 27,21 36,36 58,91 21,34
Sal 1 3,32 4,55 3,29 0,89 3,45 2,66
Sal 2 2,64 4,71 2,69 1,26 2,67 1,83
Sall+K" 0,21 6,73 4,20 1,46 3,95 3,18
Sal2 + K" 2,85 5,35 3,18 1,82 2,61 2,03

Os resultados foram submetidos a anélise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de teste t-Student (p<0,05).

O Na* pode entrar nas células de forma passiva ou por intermédio de carreadores de
baixa ou alta afinidade, comuns ao K" (HASEGAWA et al., 2000; TESTER &
DAVENPORT, 2003). Contudo, as plantas ndo toleram grandes concentragdes de Na' no
citoplasma, pois elevadas concentraces deste ion causa danos as membranas celulares e a
estrutura de enzimas, interferindo diretamente na homeostase idnica e hidrica das plantas
(YOKOI et. al., 2002; PRISCO & GOMES FILHO, 2010).

O tratamento salino provocou um acimulo de Na® em niveis superiores aos
observados no grupo controle, a partir das 24 horas de exposicdo ao estresse salino (Tabela 3).

Em folhas, o acimulo de Na®, nas primeiras 24 horas de exposicdo, foi mais evidente
na concentragio moderada da NaCl (Sall), com aproximadamente 6 vezes mais Na* que seu
respectivo grupo controle (Tabela 3). Contudo, neste mesmo tratamento, o aciimulo de K™ foi
maior também neste Orgdo, com niveis semelhantes ao tratamento controle, 0 que manteve

valores da relagdo K*/Na" superiores a 3,0 (Tabela 3). No tratamento Sal2, o aumento de
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sddio 6 vezes maior que o grupo controle foi acompanhado da reducdo de K* em quase 10%
no mesmo tratamento (Tabela 3). Apesar disto, o valor referente a relagdo K'/Na’ neste
tratamento, foi superior a 2,5 (Tabela 3). O tratamento salino moderado adicionado de K*
(Sal1+K) diminuiu as concentragcbes de Na® em folhas em aproximadamente 25% em
comparacdo a Sall, no entanto reduziu os valores de K* no tratamento Sal1+K, repercutindo
na relacdo K*/Na* que atingiu valor inferior a 1,0 neste mesmo tratamento (Tabela 3). No
tratamento Sal2+K, a adicio de K" elevou os niveis de Na* em 54%, contudo os niveis de
potassio também aumentaram em 9,5%, ambos comparados ao tratamento Sal2 (Tabela 3). O
valor da relagdo K*/Na" em folhas do tratamento Sal2+K" foi igual a 2,8 (Tabela 3).

O aumento dos niveis de Na* juntamente com os niveis de K*, observados em folhas
de J. curcas submetidas a concentracdes moderadas de NaCl (Sall), apds 24 horas de
exposicao ao estresse, indica uma possivel tolerancia mediada pelo acimulo de potéssio, que
pode ocorrer tanto no vacuolo quanto no citosol, ou em ambos (ZHANG et al., 2015).
Proteinas transportadoras da superfamilia NHX promovem o controle nos niveis tanto de
sodio, por meio da compartimentalizacdo celular (HASEGAWA, 2013), quanto da
homeostase celular do potéssio (LEIDI et al., 2010) em células vegetais submetidas a
salinidade. Principalmente as proteinas NHX da classe I, alocadas no vacuolo, sdo as
responsaveis pela manutencdo do turgor celular (BASSIL et al., 2011; BARRAGAN et al.,
2012), explicando em parte, a manutengdo do CRA em folhas de J. curcas submetidas a
salinidade moderada ap6s 24 horas de exposicdo ao estresse. Ainda, o acimulo de Na* pode
estar associado a um possivel ajustamento osmético em folhas de J. curcas. Recentemente
Silva et al. (2015), estudando J. curcas e, Rodrigues et al., (2014), estudando R. communis em
condic@es salinas, afirmam que as duas espécies apresentam eficiente ajustamento osmético
pelo acimulo de ions salinos como o sédio e o cloreto.

A minimizacdo dos efeitos da salinidade em folhas, em estresse moderado, pode ser
confirmada pela relagio K*/Na* em folhas submetidas ao tratamento Sall, pois segundo
Rodrigues et al. (2013) valores entre 1,0 e 2,0, nesta relacdo, séo suficientes para evitar a
toxicidade pelo Na*, melhorando o desempenho fotossintético e o acimulo de matéria seca
em J. curcas.

A reducéo dos niveis de K™ em folhas de J. curcas, no tratamento severo (Sal2), pode
ter ocorrido em detrimento ao aumento dos niveis de Na® no mesmo 6rgdo. Resultados
semelhantes também foram obtidos por Sousa et al. (2012) estudando folhas de J. curcas

irrigadas com 4gua salinizada. Segundo Shabala et al. (2003) a inducdo do efluxo de K*
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citosolico em condigBes salinas, prejudica a relacio K'/Na’, que reduz drasticamente. A
reducdo nos niveis de K* é resultado da despolarizagdo da membrana induzida pelo NaCl,
conduzindo & ativagdo de canais inespecificos de K™ que acabam por incorporar Na* ao
ambiente intercelular (CUIN et al., 2008). Neste estudo, apesar da reducio nos niveis de K* e
do aumento dos niveis de Na*, o valor de 2,6, referente & relagdo K*/Na" do tratamento Sal2,
ndo indica possivel toxicidade pelo Na*, ao contréario do que foi observado por Silva el tal.
(2015) ao estudar a mesma relacdo em niveis moderados e severos de salinidade em J. curcas.

A adicdo de K" a solucéo salina, apds 24 horas, reduziu os niveis de Na* no tratamento
Sall + K" e, apesar de promover o incremento dos niveis de Na* no tratamento Sal2 + K*, a
relagdo K*/Na* em folhas, nos dois tratamentos, ndo foi suficiente para determinar toxicidade
ibnica em folhas deste tratamento. O incremento de potéssio pode atenuar os trés principais
efeitos prejudiciais da salinidade: 1) toxicidade do metabolismo celular pelo Na',
representado pela redugdo dos niveis deste fon no tratamento Sall + K'; 2) a
hiperosmolaridade, representado pela relagdo K*/Na® positiva no tratamento Sal2 + K e
ainda; 3) atenuar danos pelo estresse oxidativo (SHABALA & POTTOSIN, 2014).

Ainda, durante as primeiras 24 horas de exposi¢cdo ao estresse salino, 0 acimulo de
Na’ no tratamento Sal2 foi 16 vezes maior em tecidos radiculares do que seu respectivo grupo
controle (C) (Tabela 3). O aumento nos niveis de Na’ nas raizes em Sal2 foi também
acompanhado por um aumento de aproximadamente 50% nos niveis de K*, quando
comparado ao tratamento controle (C) (Tabela 3). Adicionalmente, as raizes apresentaram
niveis de potassio superiores a folhas e caule, no tratamento Sal2. A relagido K*/Na* em raizes
atingiram valores superiores a 3,0 no tratamento Sall e superiores a 2,5 no tratamento Sal2
(Tabela 3). Nas raizes, em todos os tratamentos salinos acrescidos de potéssio, a presenca
deste soluto contribuiu para 0 aumento nos niveis tanto de K* (89% em Sall + K* comparado
a Sall e; 27% em Sal2 + K* comparado a Sal2), como de Na* (50% em Sall + K* comparado
a Sall; 12% em Sal2 + K* comparado a Sal2) (Tabela 3). Apesar disto, a relagio K*/Na" para
este orgdo em condi¢bes de salinidade aumentou em relacdo aos seus correspondentes
tratamentos salinos, atingindo valores maiores que 4,0 para o tratamento Sall + K™ e 3,0 para
o tratamento Sal2 + K* (Tabela 3).

Em salinidade severa (Sal2) o acimulo de Na" se deu, em maiores concentragdes, no
ambiente radicular. Tal fendmeno pode estar relacionado a retencdo deste ion por proteinas
antiporte Na*/H" que sequestram o Na* nos vacutolos das raizes e evitam o transporte do sédio

para a parte aérea, reduzindo a toxicidade nos demais 6rgdos da planta (ZHANG et al, 2015).
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Contudo, o aumento de Na* nas raizes foi acompanhado também pelo aumento de K*, sendo
este Ultimo encontrado em maiores concentracGes em ralacdo as folhas e caule no tratamento
Sal2. Da mesma forma, a adicdo de potassio a solucdo salina contribuiu para aumento nos
niveis de Na* e K*. Em todos os tratamentos, adicionados ou ndo de K* na solucgdo salina, os
valores da relagdo K*/Na" em raizes foram positivos e ndo atribuem efeito toxico pelo Na”.
Altas concentragdes de K* no ambiente externo as raizes sdo requeridas para restringir a
absorcéo e o transporte de Na*, principalmente para a parte aérea das plantas (RODRIGUES
et al., 2013). Para Rodrigues et al. (2013), altas concentracdes de K* em tecidos radiculares
representam eficiente absorcdo deste ion pelas raizes e confirmam a elevada afinidade pelo
potéssio em detrimento ao sédio em J. curcas.

Aparentemente, em condic¢Bes de salinidade, o caule foi o 6rgdo que menos sofreu a
acao do efeito ibnico do estresse salino nas primeiras 24 horas. Apesar do aumento nos niveis
de Na* dos tratamentos Sall e Sal2 terem sido 4 vezes maior que o grupo controle; e 0s niveis
K" ndo terem apresentado diferencas entre si, a manutencdo no controle dos referidos solutos
no caule foi bem representado pelas relacdes K*/Na" em ambos os tratamentos salinos (Sall e
Sal2), atingindo valores superiores a 4,5 (Tabela 3). A adicdo de K* a solucdo nutritiva
contribuiu de forma significativa para o incremento desta relagdo, principalmente no
tratamento Sall + K*, que reduziu em 13% o nivel de Na* no caule e incrementou 25% 0
nivel de K* no mesmo 6rgdo, mantendo valores acima de 5,0 nos tratamentos Sall + K* e
Sal2 + K* (Tabela 3).

Em estudo com J. curcas, Diaz-Lopez et al. (2012) observaram um aumento nas
concentragdes de K™ em caule quando a planta foi submetida a condicdes salinas, sendo este
acumulo atribuido & inibicdo na absorcio de Na® por competicdo entre os dois ions,
adicionado a capacidade de acumulacio de K* por este 6rgdo. Neste estudo, o acimulo de K*
em detrimento & reducéo de Na* em caule, somente foi observado apds o incremento de K* na
salucdo salina no tratamento Sall + K*, quando comparado ao tratamento Sall. O actimulo de
Na® foi observado em caule e xilopodio de C. phyllacanthus, que também ¢é uma
Euphorbiaceae, destacando estes 6rgdos como responsaveis por evitar a translocacdo dos ions
toxicos para a parte aérea (OLIVEIRA et al, 2014). Para Oliveira et al. (2014) 6rgdos basais
como o caule e o xilopodio servem como estruturas acumuladoras de Na' e atuam
possivelmente compartimentalizando este ion nos vactolos. Neste estudo, os niveis de K* no
caule de J. curcas ndo apresentaram reducdes, assim como observado por Oliveira et al.

(2014), analisando os niveis de K* em caule de C. phyllacanthus submetido a salinidade.

55



1257
1258
1259
1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288
1289

Entretanto, ao contrario do observado em caule de C. phyllacanthus por Oliveira et al. (2014),
as relacbes K*/Na" apresentaram valores positivos, indicando que o referido 6rgéo néo sofreu
toxicidade pelo ion Na®.

Apls 240 horas de exposicdo ao estresse salino moderado (Sall), as folhas
continuaram sendo o 6rgdo que mais acumularam Na* em seus tecidos (cerca de 18 vezes
mais Na* do que seu respectivo grupo controle), seguido das raizes (9 vezes) e caule (11
vezes) (Tabela 3). No tratamento Sal2, tanto folhas quanto raizes apresentaram niveis
semelhantes de Na', cerca de 19 e 16 vezes mais sodio em folhas e raizes, respectivamente,
comparados aos seus grupos controles. Em folhas, altas concentragdes de Na* reduziram os
niveis de K™ em 37% no tratamento Sall e 27% em Sal2, provocando consequente diminuicdo
na relacdo K*/Na", principalmente no tratamento Sall, onde o valor desta relagéo ficou abaixo
de 1,0 (Tabela 3). Neste mesmo 6rgao, a adicio de K* & solugo salina atenuou os efeitos do
Na®, principalmente no tratamento Sall + K, reduzindo a concentragdo de Na® em
aproximadamente 42%, comparado ao tratamento Sall (Tabela 3). Adicionalmente, o
incremento de K™ & solugdo salina aumentou a concentracio deste jon nos tecidos foliares,
principalmente no tratamento Sal2 + K*, com aumento aproximado de 27% em relagdo ao
tratamento Sal2 (Tabela 3). O incremento de K™ a solugdo salina também influenciou a
relagdo K'/Na" em folhas nos dois tratamentos salinos, apresentando valores entre 1,4 e 1,8,
para os tratamentos Sall + K™ e Sal2 + K”, respectivamente (Tabela 3).

O efeito da salinidade em plantas, ap6s longo periodo de exposicdo, pode estar
relacionado ao influxo excessivo de sal por meio do fluxo transpiratorio, o que amplifica a
distribuicdo dos ions salinos entre o apoplasto e protoplasto e, podendo assim, prejudicar a
condutancia estomatica, como visto por Yeo et al. (1991) em folhas de Oryza sativa L., ap6s
longo periodo de submissdo ao estresse salino. Neste estudo, 240 horas ap0s a exposic¢ao ao
sal houve um aumento excessivo de Na* em folhas, repercutindo na reducgéo dos niveis de K*
no mesmo 06rgdo, nos dois tratamentos salinos, apresentando efeitos toxicos no tratamento
Sall. A absorgdo de K* geralmente é inibida quando os niveis de Na’ sdo elevados em
condic@es salinas, sendo esse fendmeno atribuido as muitas vias de absorc¢éo que sdo comuns
aos dois ions. Neste caso, maiores concentracdes de Na* no ambiente extracelular favorecem
a maior absorcéo deste fon em detrimento ao K* (HISHIDA et al., 2013).

O incremento de K* & solugio nutritiva ndo apenas minimizou a concentragéo de sodio
no tecido (Sall + K¥), como também aumentou a concentragdo de K* em folhas de J. curcas

no tratamento Sal2 + K*, minimizando o efeito toxico do Na" através da relagdo K*/Na’.
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Reducdes nas concentracdes de Na* no apoplasto podem favorecer a incorporagio de cétions
essenciais como o K* e Ca**, que competem pelos mesmos sitios de entrada celular do sédio e
evitam um possivel desequilibrio nutricional (HISHIDA et al., 2013). Para Kudo et al. (2010),
0 equilibrio entre o sodio e outros cations essenciais podem ser utilizados como indicadores
de homeostase nutricional em plantas submetidas a condic@es salinas elevadas.

As raizes, que apresentaram valores de Na* semelhante as folhas no tratamento Sal2,
tiveram suas concentracdes de K* também aumentadas em 8% e 23% nos tratamentos Sall e
Sal2, respectivamente, comparados ao controle (Tabela 3). O aumento de K™ nos tecidos
radiculares contribuiu para a manutencdo da homeostase idnica neste 6rgdo, pois os valores na
relacdo K*/Na* foram de 2,6 e 1,8 para os tratamentos Sall e Sal2, respectivamente (Tabela
3). A adicdo de K" & solucéo salina mitigou os efeitos do Na* neste 6rgdo. Embora ndo houve
diferenca nas concentracdes de K* entre os tratamentos Sall + K" e Sal2 + K", os valores
foram superiores em 47% e 27% aos seus respectivos tratamentos salinos (Sall e Sal2)
(Tabela 3). Tais resultados repercutiram na relagdo K*/Na* nos tratamentos Sall + K* e Sal2
+ K", que atingiram valores entre 3,0 e 2,0, respectivamente (Tabela 3).

Apds 240 horas de exposicdo aos tratamentos salinos, as raizes, juntamente com as
folhas, apresentaram-se como os 6rgdos que mais acumularam Na™ no tratamento Sal2. Nas
raizes, os niveis de K* nos tecidos mantiveram os valores da relagdo K*/Na" aceitaveis para
evitar uma toxicidade idnica em todos os tratamentos salinos. O influxo de Na* na raiz pode
ser mediado por transportadores de alta e baixa afinidade pelo K* (familia HKT) (DREYER
& BLATT, 2009; SZCZERBA et al., 2009) ou ainda através de canais catiénicos nao
selectivos (NSCC) (BRITTO et al., 2010). Neste sentido, é possivel que o acimulo de Na*
neste orgdo tenha favorecido a osmorregulagdo de raizes de J. curcas L., corroborando com
dados encontrados por Silva et al. (2015) estudando a mesma espécie. De todas as formas o
aumento nos niveis de K* sdo requeridos para atenuar os efeitos toxicos do Na* (AKRAM et
al., 2009) e que, altos valores na relagdo K*/Na" no ambiente citosdlico, sdo fundamentais
para manter a homeostase i6nica favoravel em células vegetais e evitar a morte celular
programada sob condicGes de salinidade (CUIN et al, 2003; SHABALA, 2009). Sobretudo, 0s
dados encontrados neste estudo sugerem fortemente que as raizes, apds 240 horas de
exposicdo a salinidade, restringem o transporte de Na* para a parte aérea de J. curcas, assim
como observado por Rodrigues et al. (2013).

Mesmo ap06s 240 horas de exposi¢do ao NaCl, o caule continuou sendo o 6rgdo que

menos sofreu interferéncia dos efeitos i6nicos da salinidade. Apesar de o sal aumentar os
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niveis de Na" no caule em 11 e 18 vezes nos tratamento Sall e Sal2, respectivamente, um
aumento nas concentragdes de K* também foram observadas a medida que aumentou-se a
concentracdo do sal na solugdo nutritiva (Tabela 3). Tal relacio entre K™ e Na* apresenta-se
td0 estavel nos tecidos caulinares que, mesmo apos o incremento de K* & solugdo salina, 0s
valores ndo apresentaram modificacdes contundentes, deixando a relagcio K*/Na* com valores
entre 2,6 e 3,4 para os tratamentos Sall e Sal2, respectivamente e; 2,6 e 3,9 para 0S
tratamentos Sall + K™ e Sal2 + K", respectivamente (Tabela 3).

Provavelmente, a estabilidade idnica observada principalmente na relagdo K*/Na* do
caule, em todos os tratamentos salinos mesmo apds 240 horas, pode estar relacionada a outros
mecanismos adaptativos envolvidos na resisténcia ao estresse salino. Segundo Diaz-Ldpez et
al. (2012), o caule de J. curcas aparentemente possui importante funcdo no ajustamento
osmotico, pois concentra neste 6rgdo elevados niveis de hidratos de carbono que podem servir
como solutos compativeis ou ainda suprir energeticamente os tecidos foliares. No mesmo
sentido, Oliveira et al. (2014) sugerem que o Xilopddio de C. phyllacanthus possivelmente

desempenha papel importante na homeostase iénica.

4. CONCLUSOES

1- O estresse salino simulado pelo cloreto de s6dio (NaCl) induziu respostas
distintas quanto ao tempo de exposicdo, dose de NaCl e aos 6rgdos de Jatropha curcas L.
estudados, sendo o caule o 6rgdo que menos sofreu com os efeitos da salinidade em todos os
tratamentos e tempos avaliados.

2- A salinidade afetou o crescimento das plantas em ambos os periodos de
exposicdo, ndo tendo o incremento de potassio efeito positivo sobre os indicadores de
crescimento estudados.

3- Nas primeiras 24 horas de exposicao ao estresse salino, o efeito do componente
osmotico foi preponderante ao componente ibnico, interferindo no status hidrico dos
diferentes 6rgéos de J. curcas, sendo mais expressivo nas folhas, sem causar toxicidade ionica
pelo s6dio, embora danos as membranas tenham sido observado em raizes.

4- A partir de 240 horas as plantas recuperaram o status hidrico, mas o efeito
ibnico provocou as principais alteracdes fisioldgicas do vegetal, causando danos as
membranas celulares em todos os orgdos estudados. Ainda assim, na maioria dos 6rgéos, néo
foram observados efeitos toxicos pelo sodio, pois a relagdo K*/Na" atingiu valores superiores
al0.
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5- O incremento de K™ a solucdo salina minimizou os danos as membranas de
folhas e caule nas primeiras 24 horas de exposi¢do apenas no tratamento salino moderado, e
ainda, auxiliou a manutencao da homeostase i6nica e contribuindo para o aumento da relacao
K*/Na" e reduzindo o efeito toxico do sddio na maioria dos 6rgdos estudados, independente

do tempo de exposigéo ao NaCl.
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CAPITULO III

O INCREMENTO DE K* NA SOLUCAO SALINA CONTRIBUI PARA A
OSMORREGULACAO EM DIFERENTES ORGAOS DE Jatropha curcas L. POR
MEIO DO ACUMULO DE SOLUTOS ORGANICOS: ESTRATEGIA MODULADA
PELO TEMPO DE EXPOSICAO.
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RESUMO

O incremento de potassio na solucéo salina em plantas Jatropha curcas, submetidas a
trés tratamentos salinos (controle; 75 e 150 mM de NaCl) suplementados com 9 mM de K*
foi avaliado em folhas, caule e raizes durante 24 e 240 horas de exposicdo baseando-se no
status hidrico, integridade das membranas e indicadores de ajustamento osmatico. Observou-
se em folhas (Sall) e raizes (Sal2), 24 h DT, que a manutencdo do status hidrico (CRA)
sugere um ajustamento osmotico atribuido em parte ao aumento nos niveis de proteinas
sollveis totais (PST) e prolina (PRO), e ainda, a manuten¢do da integridade das membranas
em folhas e a manutencdo nos niveis de aminoacidos livres totais (AALT), aglcares solUveis
totais (AST) e amido em raizes de J. curcas. Aumentos nas concentrac6es de NaCl, reduziram
0 CRA em caules de J. curcas, contudo, a manutencdo da integridade das membranas deste
Orgdo aparentemente estd associada ao aumento nos niveis de AALT, PRO e AST. Em folhas,
adicdo de K™ a solucéo salina aumentou os niveis de PST e amido no tratamento Sall + K* e
AALT em Sal2 + K*, 24 h DT. Em raizes, o incremento de K* aumentou os niveis de PST,
AALT e PRO no tratamento Sall + K*, bem como os niveis de AST no tratamento Sal2 + K,
24 h DT. A adigdo de K" & solugo salina promoveu um aumento nos niveis de PST, PRO e
AST no tratamento Sall + K*, em caule 24 h DT. A manutencio no CRA que ocorreu em
todos os orgaos da planta, 240 h DT, independente da concentracdo de NaCl, na maioria dos
Orgdos estudados, pode estar relacionado a manutencgdo nos niveis de PST, AALT e PRO. Em
todos os 6rgdos, ndo ficou clara a relacdo dos carboidratos com o ajustamento osmético de J.
curcas, 240 h DT. A adicdo de K" a solug&o salina aumentou, em folhas, os niveis de AALT
(Sall + K*), PRO, AST (Sal2 + K*) e amido (Sall + K*); em caule, os niveis de PST, AALT
(Sall + K) e AST (Sall + K"); em raizes, os niveis de AALT, PRO e amido apenas no
tratamento Sall + K'. Assim, o ajustamento osmoético observado em J. curcas se deu
principalmente por compostos nitrogenados, estando o incremento de K relacionado ao
aumento da maioria dos solutos compativeis estudados. A contribuicdo da suplementagdo de
K" no ajustamento osmatico, verificados em J. curcas, apresentam respostas distintas quanto
ao tempo de exposicao, dose de NaCl e 6rgédos da planta.

Palavras-chaves: Pinhdo-manso, ajustamento osmatico, estresse salino, potassio.
ABSTRACT

Potassium addiction in salt solution in Jatropha curcas plants treated with three saline
conditions (control, 75 and 150 mM NaCl) supplemented with 9 mM K* was measured in
leaves, stem and roots for 24 and 240 hours of exposure based on water status, membrane
integrity and osmotic adjustment indicators. It was observed in leaves (Sall) and roots (Sal2),
24h after treatment, that the maintenance of water status (CRA) suggests an osmotic
adjustment attributed in part to the increase total soluble proteins (PST) and proline (PRO)
levels and also maintaining the integrity of the leaf membrane and maintaining free amino
acids (AALT), soluble sugars (AST) and starch levels in J. curcas roots. Increases in NaCl
concentration reduced the CRA in J. curcas stems, however the membranes integrity
maintenance in this organ is apparently associated with increased levels of AALT, PRO and
AST. In leaves the addition of K" to the salt solution increased PST and starch levels under
Sall + K™ treatment and AALT levels under Sal2 + K treatment, 24 h after treatment. In
roots, K* addiction increased PST, PRO and AALT levels under Sall + K" treatment as well
as AST levels under Sal2 + K* treatment, 24 h after treatment. The addition of K* to the salt
solution triggered an increase in PST, PRO and AST levels under Sall + K treatment in stem
24 h after treatment. The resulting CRA maintenance in all plant organs, 240 h DT, regardless
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of the NaCl concentration of NaCl and in most of the evaluated organs, may be related to a
maintenance of PST, AALT and PRO levels. The relation between carbohydrates and the
osmotic adjustment in all organs of J. curcas and 240h after treatment is not clear. The
addition of K" to the salt solution increased AALT (Sall + K*), PRO, AST (Sal2 + K*) and
starch (Sall + K*) levels in leaves; PST, AALT (Sall + K*) and AST (Sall + K*) levels in
stem; and AAALT, PRO and starch levels in roots only for the Sall + K* treatment. Thus, the
osmotic adjustment observed in J. curcas occurred mainly by nitrogenous compounds, being
the K" addiction related to an increase of most of the studied compatible solutes. The
contribution of the supplement of K* for osmotic adjustment recorded in J. curcas has
different responses regard to exposure time, NaCl concentration and plant organs.

Keywords: Physic nut, osmotic adjustment, salt stress, potassium.

1. INTRODUCAO

A salinidade é o estresse abiotico que afeta seriamente o crescimento das plantas e a
produtividade das culturas (ZHANG et al., 2014). Com as atuais mudancas climaticas, a
previsdo é de um aumento de 2 a 6 °C na temperatura e uma diminuicdo da precipitacdo de até
16%, reduzindo a reposi¢cdo das &guas subterraneas em até 50%. Desta forma, a taxa de
salinidade do solo ird aumentar em 20 a 25% e o crescimento agricola ira reduzir em 10 a
15% (MIZYED, 2009; MISRA, 2011).

Altas concentracdes de sais no solo impdem tens@es, tanto ibnicas quanto osmdticas
que podem gerar, sobretudo, estresses oxidativos, disturbios hidricos e nutricionais na maioria
das plantas (ZHANG et al., 2014). O ajustamento osmotico € uma estratégia comum das
plantas a fim de manter a turgescéncia dos tecidos e proteger a maquinaria fotossintética dos
efeitos da salinidade (D'SOUZA & DEVARAJ, 2010). Tal mecanismo envolve a sintese de
solutos compativeis, como aminoacidos ou agUcares sollveis e ainda, a absor¢cdo de ions
como sodio (Na*) e/ou potassio (K*) do ambiente radicular (DICHIO et al., 2009; OUESLATI
etal., 2010).

Nas células expostas a ambientes salinos, 0 acimulo de compostos organicos age
como osmdlitos citoplasmaticos, facilitando a absorcdo e retencdo de agua nos tecidos e
ainda, protegendo e estabilizando macromoléculas (ex. proteinas) e estruturas celulares como
membranas e cloroplastos (ZRIG et al.,, 2015). Contudo, o0s agentes osmdticos que
desempenham papeis cruciais no ajustamento osmatico é espécie dependente, e o grau deste
ajustamento pode ser influenciado tanto pela duracdo e intensidade do estresse, idade do
tecido e estagio de desenvolvimento da planta, quanto pelo gendtipo (ZRIG et al., 2015).

O acimulo de Na' e CI" pode ser toxico para varios processos biogquimicos e

fisiologicos da planta, reduzindo a absorcdo de nutrientes essenciais como o K*, que
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desempenha importante funcdo nos processos metabdlicos (MARQUES et al., 2013). Neste
sentido, estudos envolvendo a suplementacdo de potassio (K*) no ambiente radicular tém
mostrado bons resultados na mitigacédo dos efeitos adversos da salinidade, atuando, sobretudo,
na homeostase hidrica (ASHRAF et al., 2010; WANG et al., 2013; RODRIGUES et al.,
2013).

Plantas bem nutridas com K" sdo mais resistentes a condi¢des de seca e salinidade,
pois este ion além de agir como osmorregulador, aumentando a retencdo de agua, melhora a
estabilidade da membrana celular, aumenta o alongamento celular, atua como cofator
enzimaético e ainda estd envolvido na sintese de proteinas (WANG et al., 2013). Portanto, a
manutencdo dos niveis de K* no citoplasma ¢ essencial para a sobrevivéncia das plantas em
ambientes salinos, onde predominam elevados teores de sodio (Na") (ASHRAF et al., 2010).

Estudos com Jatropha curcas L. observaram que tanto a manutencdo da homeostase
hidrica quanto os efeitos deletérios do Na® sobre o metabolismo desta espécie sdo
influenciados pelas relagdes K*/Na" (RODRIGUES et al., 2013) e também por um possivel
ajuste osmotico mediado por osmolitos compativeis como agucares, aminoacidos e proteicas
(SILVA et al., 2010; ZHANG et al., 2014; SILVA et al., 2015). No entanto, a contribuicdo do
K" e 0 seu envolvimento com solutos organicos compativeis ao ajustamento osmaético, como
ferramentas de toleréncia ao estresse salino ainda é pouco compreendido, principalmente as
respostas com relacdo a dose limite e 0 tempo de exposi¢do, e ainda, os efeitos do NaCl sobre
cada 6rgdo especificamente.

Jatropha curcas L. é uma Euphorbiaceae promissora para a producdo de biodiesel
devido ao seu rapido crescimento, facil propagacédo, baixo custo e alto teor de dleo em suas
sementes (~40-60%) e ainda, por apresentar adaptabilidade a condicBes agroclimaticas
adversas de salinidade e seca em terras marginais (GAO et al., 2008; YANG et al., 2009;
ALENCAR et al.,, 2015), comuns em zonas aridas e semiaridas de regiGes tropicais e
subtropicais do Brasil (LAVIOLA et al., 2013). Contudo, a espécie encontra-se em fase de
domesticagéo, e ainda ndo h& cultivares e sistemas de cultivo validados, sobretudo em areas
salinizadas. Neste sentido, pesquisas que possam ser aplicadas objetivando uma melhor
compreensdo dos complexos mecanismos adaptativos utilizados pelas plantas para combater
os diferentes tipos de estresses abidticos séo de extrema importancia (PENG et al., 2009).

Assim, dada a importancia da Jatropha curcas L. para a producdo de biocombustiveis
e dos efeitos negativos do estresse salino na homeostase hidrica da espécie, este estudo teve

como objetivo avaliar o desempenho da planta quanto & resposta ao incremento de K* a
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solugéo salina. Para elucidar a acdo do K* na mitigacdo dos efeitos osmoticos da salinidade,
foi estudada a relacéo deste ion com a sintese de osmdlitos compativeis e consequente relacdo
com o status hidrico da planta e a manutencdo da integridade das membranas celulares.
Espera-se identificar neste estudo se o incremento de K* na soluc&o nutritiva contribui para a
osmorregulacdo em diferentes 6rgédos de J. curcas por meio do acimulo de solutos organicos,
identificando quais destes solutos contribuem de maneira mais efetiva para minimizar os

efeitos deletérios do sal na espécie.

2. MATERIAL E METODOS

Plantas de Jatropha curcas L. germinadas em sistema de rolos (BRASIL, 2009) foram
transferidas, oito dias apds a germinacéo, para o sistema hidrop6énico em frascos contendo 0,8
L de solucdo Hoagland e Arnon (1950) com ¥ de forca, pH 6,0, sob aeracdo constante com
bombas de aquariofilia. A solucdo nutritiva foi completada diariamente para compensar a
perda por evapotranspiracdo e trocada semanalmente para reposicdo dos macro e
micronutrientes. As plantas permaneceram nestas condi¢des por 30 dias, para aclimatacao.
Apods este periodo, as plantas com cinco folhas completamente expandidas foram selecionadas
e transferidas para vasos maiores, contendo 2,5 L de solugdo. A solugdo nutritiva foram
acrescidos ou ndo os tratamentos salinos: Controle - 0 mM (C); 75 mM (Sall) e 150 mM
(Sal2) de NaCl, suplementados ou ndo com 9 mM de potassio em forma de K,SOy,
duplicando-se sua concentracdo na solucdo nutritiva e correspondendo aos tratamentos: 75
mM de NaCl + 9 mM de K* (Sall + K*) e 150 mM de NaCl + 9 mM de K* (Sal2 + K*). O
incremento das concentragdes de NaCl ocorreu gradativamente, sendo colocado 50 mM por
dia até atingir a concentracdo final pretendida, para evitar o choque osmaético.

Posteriormente a exposicdo aos tratamentos, tecidos de folhas, caules e raizes foram
coletados e analisados apds dois periodos, 24 e 240 horas. O material vegetal foi avaliado
quanto a indicadores de status hidrico da planta; a integridade das membranas celulares e
indicadores de ajustamento osmotico.

Para aferir o status hidrico da planta, a determinacdo do conteddo relativo de agua
(CRA) foi realizada segundo Irigoyen et al. (1992) utilizando a equagdo: CRA = (MF — MS /
MT — MS) x 100; onde os tecidos vegetais de cada plantula foram pesados para obtencéo da
massa fresca (MF) e, em seguida, embebidos em agua deionizada sob temperatura ambiente
de 25 + 5 °C durante seis horas para obtengdo da massa tlrgida (MT). A massa seca (MS) foi
obtida pela desidratacdo da MT por 72 h a 60 °C.
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A integridade das membranas foi determinada através do vazamento de eletrolitos
(VE), estimado de acordo com Blum e Ebercon (1981), utilizando a equacdo VE = (L1 / L,) X
100, onde: L; corresponde a primeira leitura da condutividade elétrica (CE) da solugdo do
frasco, realizada apds 6 horas e L, representa a segunda leitura da CE realizada ap6s o
aquecimento dos tecidos em banho-maria a 100 °C.

A concentracdo de proteinas sollveis totais (PST) foi determinada segundo método
descrito por Bradford (1976), com base em curva padrdo obtida a partir de albumina bovina
(BSA\) e 0s resultados expressos em mg . g de massa seca.

A concentracdo de aminodcidos livres totais (AALT) foi determinada segundo o
método descrito por Peoples et al. (1989), onde os AALT foram determinados com base em
uma curva padrdo de L-Glutamina, sendo os resultados expressos em pmol . g™ de massa
seca. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 570 nm de absorbancia.

A concentracdo de prolina (PRO) foi determinada segundo metodologia descrita por
Bates (1973), onde a PRO foi determinada com base em curva padréo de L-Prolina, com seus
resultados expressos em pumol . g de massa seca e a leitura realizada em espectrofotdmetro a
520 nm de absorbancia.

A afericdo da concentragdo de acgUcares sollveis totais (AST) foi realizada pelo
método “fenol-sulfurico” descrito por Dubois et al. (1956), onde os AST foram determinados
com base na curva padréo de D-Glicose, com seus resultados expressos em mg . g de massa
seca. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 490 nm de absorbancia.

A concentracdo de acUcares ndo redutores (ANR) foi determinada conforme o método
“antrona” descrito por Morris (1948), adaptado por Van Handel (1968), onde os ANR foram
obtidos por comparagdo com curva-padréo de sacarose, com seus resultados expressos em mg
. g™ de massa seca. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 620 nm de absorbancia.

Para estimar os acUcares redutores (AR) foi utilizada a equacdo matematica: AR =
AST — ANR, expressos em mg . g™ de massa seca (SOUSA et al., 2012).

A dosagem do amido foi realizada utilizando o reagente antrona (MORRIS, 1948;
YEMM & WILLIS, 1954). Os extratos utilizados foram submetidos anteriormente a extracao
alcodlica e seu precipitado foi re-extraido com HCIO4 30%. A concentragdo de amido foi
calculada com base em uma curva padrdo de D-glicose e sua leitura realizada em
espectrofotbmetro a 620 nm. Para a conversdo em amido, os resultados obtidos foram
multiplicados pelo fator 0,9, segundo proposto por McCready et al. (1950), onde os resultados

foram expressos em mg . g™ de massa seca.
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O delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC - 5x3) correspondeu a
cinco tratamentos salinos acrescidos ou ndo com K* (C; Sall; Sal2; Sall + K*; Sal2 + K) e
trés 6rgdos da planta (folhas, caules e raizes), com seis repeti¢fes cada, perfazendo um total
de 90 unidades experimentais, para cada tempo de exposicéo (24 e 240 horas).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e o teste t, que comparou os efeitos
dos contrastes ortogonais. Em todas as andlises foi utilizado o nivel nominal a = 0,05 de
probabilidade, utilizando o Software ASSISTAT verséao 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indicadores de estresse hidrico e danos as membranas

O conteudo relativo de agua (CRA) diz respeito a quantidade de agua da planta em
porcentagem levando em consideragdo a sua capacidade maxima de agua presente nos
tecidos. Sendo, portanto, considerado um indicador indireto do status hidrico do vegetal
(IRIGOYEN et al., 1992).

O estresse salino simulado pelo NaCl, durante as primeiras 24 horas de exposicéo,
interferiu na quantidade de agua das folhas, do caule e das raizes de J. curcas, expressa pelo
CRA (Tabela 1). Tal efeito foi mais acentuado nas folhas, na dose mais elevada de NaCl (150
mM). Nas folhas, o estresse salino diminuiu 0 CRA em aproximadamente 15%, seguido das
raizes (8%) e do caule (7%) em presenca de 150 mM de NaCl (Tabela 1). A adi¢do de K* na
solucdo nutritiva contendo NaCl, ndo interferiu no CRA, pois ndo houve efeitos significativos
guando comparados aos tratamentos com NaCl (Tabela 1). Curiosamente, independente da
dose de sal, apds 240 horas de exposicao ao estresse salino, 0 CRA dos diferentes érgdos das
plantas de J. curcas (folha, caule e raiz) ndo foi afetado pela salinidade (Tabela 1).

Tabela 1: Contetdo relativo de agua (CRA) de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L.
submetidas a diferentes concentragcbes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM),
suplementados ou ndo com potassio (Sall + K" — 75 mM + 9 mM de K*; Sal2 + K" — 150 mM + 9 mM
de K"), apds 24 horas (24h DT) e 240 horas (240h DT) de exposi¢ao aos estresses.

CRA (%) —24h DT CRA (%) — 240h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
C 72,7 a 84,7 a 93,3a 82,5a 86,5 a 79,4 a
Sal 1 70,7 a 77,10 72,3b 85,1a 85,9 a 90,3 a
Sal 2 574 c 776b 84,7 a 76,7 a 83,4a 89,7 a
Sall+K" 69,7 ab 779b 72,8b 80,7 a 85,7 a 90,3 a
Sal2 + K" 63,0 bc 770b 85,3 a 84,1a 86,4 a 88,1a

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).
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Na primeira fase de alarme, o componente osmatico do estresse salino é preponderante
sobre o ibnico fazendo com que a planta absorva uma menor quantidade de agua (ZENG et
al., 2015). Contudo, passado a fase de alarme, a planta entra em fase de restituicdo buscando
retomar a homeostase hidrica dos seus tecidos. No presente estudo, é possivel que nas
primeiras 24 horas de exposi¢do ao sal, a planta tenha sofrido um estresse osmotico, mas que
apos 240 horas de exposicdo, ela tenha recuperado seu status hidrico. Provavelmente, a
manutencdo da turgescéncia celular apos 240 horas de exposi¢édo aos tratamentos salinos pode
ter ocorrido por meio de um ajustamento osmdtico, decorrente da reducdo no potencial
osmatico celular (HESSINI et al., 2009).

Em J. curcas, o acumulo de solutos organicos (agucares sollveis, aminoacidos livres,
e prolina) e inorganicos (potassio, sodio e cloreto), que sdo alocados no citosol ou
compartimentalizados dentro dos vacuolos, parecem desempenhar um papel importante no
processo de ajustamento osmotico nesta espécie quando submetida a salinidade
(RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2015; ZENG et al., 2015).

A condutividade elétrica mede o vazamento de eletrélitos (VE) para a solugdo, sendo
utilizada como medida indireta para avaliar possiveis danos as membranas celulares, causadas
pelo estresse salino (BAJJI et al., 2001).

O estresse salino simulado pelo NaCl, durante as primeiras 24 horas de exposi¢éo, ndo
causou danos as membranas dos tecidos foliares e caulinares de J. curcas, de acordo com o
VE (Tabela 2). Entretanto nas raizes, o NaCl provocou aumento significativo do VE quando
comparado ao controle (Tabela 2). Tal efeito foi mais acentuado na dose mais elevada de
NaCl (150mM). Nas raizes, o estresse salino aumentou 17% na presenca de 75 mM, e de 35%
na presenca de 150 mM de NaCl. A adigdo de K™ a solugdo nutritiva contendo NaCl ndo
interferiu no VE das folhas e caule, quando comparados aos tratamentos salinos sem potéassio.
Contudo, na presenca de 150 mM houve um aumento de 7% nas raizes (Tabela 2). Com a
exposicdo prolongada ao NaCl (240 horas), observa-se um aumento significativo do VE em
todas as partes da planta. Tal efeito foi proporcional a dose de NaCl e mais acentuado nas
raizes, seguido do caule e por Gltimo das folhas (Tabela 2).

Os maiores indices de VE observados em raizes, em comparacdo ao caule e folhas,
provavelmente pode ser devido a um contato direto deste 6rgdo com a solucdo salina (LOPES
& MACEDO, 2008) ou ainda, que as raizes atuaram na retencdo dos ions salinos em seus
tecidos e preveniram, no primeiro momento, o acimulo de Na* e/ou CI" nos 6rgéos apicais
como caule e folhas (OLIVEIRA et al., 2014). Ap6s 240 horas, o aumento da condutividade
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elétrica em presenca de NaCl, pode ser devido ao excesso de Na* e CI" no protoplasma que,
com o passar do tempo, causa toxicidade e distdrbios no balanco i6nico, o que traz como

consequéncia alteracGes na estrutura das membranas e enzimas (YOKOI et al., 2002).

Tabela 2: Vazamento de eletrolitos (VE) de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L.
submetidas a diferentes concentracBes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM),
suplementados ou ndo com potassio (Sall + K" — 75 mM + 9 mM de K; Sal2 + K — 150 mM + 9 mM
de K"), apds 24 horas (24h DT) e 240 horas (240h DT) de exposicio aos estresses.

VE (%) — 24h DT VE (%) — 240h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
C 109a 21,4 a 29,2d 4,2d 15,1¢ 28,8¢C
Sal 1l 105a 20,3 a 469c 79¢c 21,7b 60,8 b
Sal 2 9,7a 215a 64,2 b 10,4 b 25,1a 746 a
Sal 1+ K" 6,.8b 179b 478¢c 10,8 b 20,7b 61,0b
Sal2 + K" 9,7a 20,2 a 714 a 170 a 27,6 a 739a

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de teste t-Student (p<0,05).

3.2 Ajustamento osmético por compostos nitrogenados

As concentracdes de proteinas solUveis totais (PST) aumentaram apenas em raizes,
com o incremento de NaCl na solu¢do nutritiva (Sall — 77%; Sal2 — 106%), apds 24 horas de
exposicao aos tratamentos salinos (Tabela 3). Apds 240 horas de exposicdo ao tratamento
salino, apenas as folhas do tratamento Sall tiveram seus niveis de PST duplicados com a
adicdo de NaCl a solucdo nutritiva, comparado ao grupo controle (Tabela 3). Os demais
Orgdos ndo apresentaram alteracdes nos niveis de PST, ap6s 240 horas de exposicdo a
salinidade.

O acumulo de PST tanto em raizes, em ambos os tratamentos salinos (24 h DT),
quanto em folhas, ap6s 240 horas de exposicdo ao tratamento salino moderado (Sall), pode
estar relacionado a sintese de proteinas especificas que, em condi¢des adversas, contribuem
para a tolerdncia ao estresse salino (MOHAMMADKHANI & HEIDARI, 2008).
Adicionalmente, em raizes expostas ao tratamento Sal2 (24 h DT) e em folhas expostas ao
tratamento Sall (240 h DT), o aumento nos niveis de PST pode estar associado a manutengédo
do CRA nestes dois 6rgdos. Para Zhang et al. (2014), o aumento da sintese de proteinas da
familia LEA (late embryogenesis abundant) estdo associadas a manutengéo do turgor celular,
bem como a estabilizacdo de proteinas e estruturas celulares em J. curcas, 0 que pode

aumentar a tolerancia da espécie ao sal.
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Tabela 3: Concentracdes de proteinas soluveis totais (PST), aminoacidos livres totais (AALT), prolina
(PRO) e relacdo PRO/AALT em folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L. submetidas a
diferentes concentrac6es de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM), suplementados ou ndo
com potassio (Sall + K" — 75 mM + 9 mM de K*; Sal2 + K — 150 mM + 9 mM de K*), apds 24 horas
(24h DT) e 240 horas (240h DT) de exposi¢ao aos estresses.

24h DT 240h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
PST (mg PST . g MF™Y)
C 4,59 b 7,29 bc 4,16 d 582c 1,22 b 0,53a
Sal 1 501b 6,39 ¢ 7,37b 11,78 a 1,45 ab 0,55a
Sal 2 6,45 ab 6,35 ¢ 8,59 b 4,98 cd 1,28 ab 0,44 ab
Sal1+ K" 7,63 a 8,79 a 11,62 a 10,00 b 1,53 a 0,43 ab
Sal 2 + K* 576 b 7,86 ab 531c 3,72d 1,44 ab 0,29 b
AALT (umol AALT . gMS™)
C 89,9a 112,0b 76,9b 68,6 C 89,7d 55,2d
Sal 1 66,8 bc 1453 a 58,0c 139,6 b 87,1d 99,2¢
Sal 2 51,4d 155,0 a 89,4 ab 157,1b 2345a 167,8 a
Sal1+ K" 60,1c 1452 a 104,2 a 235,2a 138,6 c 124,7b
Sal 2+ K* 75,2 b 116,7 b 86,5b 1452 b 1879b 1619a
PRO (umol PRO . gMS™)
C 4,00 c 2,85b 1,52 bc 6,05 ¢ 2,60 c 157¢c
Sal 1 6,40 b 2,84 b 1,28 ¢ 6,04 c 4,77 b 1,79 bc
Sal 2 7,72 a 3,60 a 1,96 a 9,25b 10,40 a 301la
Sal1+ K" 4,30 c 3,69a 2,23 a 10,18ab 4,42 b 2,96 a
Sal 2 + K* 6,94 ab 2,96 b 1,90 ab 11,47 a 10,57 a 2,64 a
PRO/AALT
C 4,44 2,56 1,97 8,81 2,90 2,84
Sal 1 9,57 1,96 2,20 4,32 5,47 1,80
Sal 2 15,01 2,33 2,19 5,89 4,44 1,79
Sal1+ K" 7,15 2,54 2,14 4,33 3,19 2,37
Sal 2 + K* 9,22 2,54 2,19 7,90 5,62 1,63

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).

O incremento de K* a solucéo salina, 24 h DT, aumentou os niveis de PST em todos 0s
6rgdos das plantas submetidas ao tratamento Sall + K* (folhas — 52%; caule — 37%; raiz —
57%), comparado as suas respectivas concentracdes de PST no grupo Sall (Tabela 3). Na
concentracdo mais elevada de NaCl, suplementada com K™ (Sal2 + K*), observou-se um
aumento nos niveis de PST em caule (23%) e uma reducdo de aproximadamente 38% em
raizes, comparados ao tratamento Sal2 (Tabela 3). Apds 240 horas de exposicdo aos
tratamentos salinos, o incremento de K™ a solucéo nutritiva reduziu as concentragdes de PST

apenas em folhas no tratamento Sall + K™ (15%) (Tabela 3). Os demais 6rg&os, submetidos
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aos diferentes tratamentos salinos, ndo apresentaram diferencas nas concentragdes de PST
apos 240 horas de exposicdo ao NaCl. O aumento nos niveis de PST, 24 h DT, em todos 0s
6rgdos das plantas submetidas ao tratamento salino moderado, suplementado com K* (Sall +
K™, sugere a forte relacdo do potassio como cofator enzimatico e a sua importante fungio na
sintese de proteinas (MARSCHNER, 2012).

A adicdo moderada de NaCl a solucdo nutritiva (Sall), reduziu os niveis de AALT em
folhas (25%) e raizes (24%), ap0Os 24 horas de exposicdo ao sal (Tabela 3). No caule, houve
um aumento de aproximadamente 30% nos niveis de AALT quando a planta foi submetida a
75 mM de NaCl (Sall) (Tabela 3). As plantas que foram submetidas ao tratamento mais
severo de NaCl (Sal2) apresentaram redugdes nos niveis de AALT apenas em folhas (42%) e
um aumento apenas no caule (38%) (Tabela 3). Ap6s 240 horas de exposicdo ao NaCl, o
aumento nas concentracdes de AALT foi observado em todos os 6rgdos e em todos 0s
tratamentos salinos, exceto no caule quando submetido a 75 mM de NaCl (Tabela 3). Em
folhas, tal aumento foi de aproximadamente 2 vezes nos tratamentos Sall e Sal2; no caule,
houve incremento de quase 3 vezes em Sal2 e; nas raizes, um aumento de 79% em Sall e 3
vezes mais AALT em Sal2, comparados aos seus respectivos grupos controles (Tabela 3).

Em folhas submetidas aos tratamentos salinos (Sall e Sal2) e em raizes no tratamento
Sall, apds 24 horas de exposicdo ao NaCl, a reducdo observada nos niveis de AALT pode
estar relacionada a manutencdo da concentracdo de PST, pois nestes 6rgdos, 24h DT, nédo
houve diferenca nos niveis deste ultimo soluto quando foram comparados os grupos controles
com os tratamentos salinos. Neste caso, é possivel que as plantas tenham alterado o
metabolismo dos aminoécidos com intuito de estabilizar ou ainda sintetizar novas proteinas
em resposta ao estresse, como sugere Székely et al. (2008) em plantas de Arabidopsis sob
estresse.

O aumento nos niveis de AALT em caule (Sall e Sal2 — 24 h DT; Sal2 — 240 h DT),
folhas e raizes (Sall e Sal2 — 240 h DT), podem estar relacionados a limitacdo na sintese
proteica que favorece o aumento nos niveis de AALT, indicando que ha um rearranjo do
metabolismo do nitrogénio sob estresse salino, possibilitando o acimulo de aminoacidos
como solutos compativeis, através do mecanismo de sintese “de novo” no ambiente
intracelular (SILVA et al., 2009). O acumulo de aminoacidos soltveis foi também observado
em J. curcas submetidas ao déficit hidrico, sendo tal resposta parte do mecanismo de
ajustamento osmotico que impede a perda de agua pela planta (SANTOS et al., 2013). Tal

mecanismo também pode ser utilizado por J. curcas em condig¢des de salinidade, pois o déficit
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hidrico gerado pelo componente osmético do estresse salino pode aumentar os niveis de
AALT (SILVA et al., 2009). De acordo com Zhou e Yu (2010), o acimulo de AALT na
planta pode agir como osmolitos compativeis, mantendo o turgor celular a potenciais hidricos
inferiores ao do ambiente externo, justificando a manutencdo do CRA em todos os 6rgéos
apos exposicdo aos diferentes tratamentos salinos, 240 h DT, do presente estudo.

O incremento de K* a solugdo nutritiva, apds 24 horas de exposi¢do ao NacCl,
aumentou os niveis de AALT apenas em raizes no tratamento Sall + K* e apenas em folhas
no tratamento Sal2 + K*, comparados aos tratamentos Sall e Sal2, respectivamente (Tabela
3). No caule, quando a planta foi submetida a condi¢cGes severas de NaCl, suplementada com
K*, houve uma reducdo nos niveis de AALT no tratamento Sal2 + K, comparado ao
tratamento Sal2 (Tabela 3). Ap6s 240 horas de exposicdo ao NaCl, o tratamento Sall + K*
aumentou os niveis de AALT em todos os 6rgdos da planta (folha — 68%; caule — 59%; raiz —
25%), comparados ao tratamento Sall (Tabela 3). No tratamento Sal2 + K*, 240h DT, o caule
foi o Unico 6rgdo que apresentou redugdo nos niveis de AALT (20%), comparado ao
tratamento Sal2, ndo havendo diferencas entre folhas e raizes do tratamento Sal2 + K* com
seus respectivos controles salinos (Sal2) (Tabela 3).

O actimulo de AALT observado em raizes (Sall + K*) e folhas (Sal2 + K*) ap6s 24
horas de exposicdo ao NaCl e também em todos os 6rgdos no tratamento Sall + K*, 240 h
DT, podem estar relacionadas a alteracbes nas concentragdes de potassio intracelular
(SLAMA et al., 2007). Segundo Cuin e Shabala (2007), os aminoacidos podem atenuar
substancialmente os efeitos do estresse salino através da homeostase idnica mediada pelo K*
e, em ultima analise, aumentar a adaptacdo das plantas a salinidade, diminuindo o efluxo de
K" em detrimento & inducdo de NaCl e contribuindo indiretamente para o ajustamento
osmotico celular, através de retengdes de potassio intracelular.

Apbs 24 horas de exposicdo aos tratamentos salinos, houve um aumento nas
concentra¢fes de PRO somente em folhas apds exposicdo moderada ao NaCl (Sall — 60%)
(Tabela 3). Apos exposicdo severa (Sal2), todos os 0rgaos apresentaram aumento nos niveis
de PRO (folhas — 93%; caule — 26%; raizes — 29%). Contudo, apds 240 horas de exposi¢ao a
salinidade, apenas o caule apresentou aumento de aproximadamente 83% nos niveis de PRO
quando as plantas foram submetidas a concentracdo moderada de NaCl (Sall) (Tabela 3). Na
concentracdo mais elevada de NaCl (Sal2), todos os 6rgdos aumentaram seus niveis de PRO
(folhas — 52%; caule — 4 vezes mais PRO; raizes — 91%), comparado aos seus respectivos

controles (Tabela 3).
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A prolina é um dos amino4cidos que comumente estdo associados a resposta da planta
frente a um fator de estresse, podendo seus niveis aumentar em até 80% da reserva de
aminoacidos totais (JOSEPH et al., 2015). Na maioria dos 6rgdos analisados no presente
estudo, independente da concentracdo salina, observou-se um aumento nos niveis de PRO,
principalmente 240 h DT. Tal elevagdo nas concentragdes de PRO foi acompanhada do
aumento nos niveis de AALT, e os valores encontrados na relagdo PRO/AALT,
principalmente em folhas, sugerem uma relativa contribuicdo deste aminoacido no
ajustamento osmotico de J. curcas. Adicionalmente, a prolina pode estar relacionada
diretamente com a estabilidade da membrana (BABU et al., 2012), representado pelo
percentual de VE (folhas e caule — 24 h DT), e ainda a manutencéo do status hidrico da planta
(ZENG et al., 2015), representado pelos niveis de CRA em folhas (Sall) e raizes (Sal2), 24 h
DT, e em todos os 6rgdos independente do tratamento salino, 240 h DT.

No tratamento salino moderado incrementado com K* (Sall + K¥), 24 h DT, apenas
caule e raizes apresentaram aumentos de 30% e 74%, respectivamente, nos niveis de PRO,
comparados aos seus respectivos controles salinos (Sall) (Tabela 3). As folhas reduziram seus
niveis de PRO em aproximadamente 32% no tratamento Sall + K*. O incremento de K* na
concentracdo severa de NaCl reduziu os niveis de PRO, apenas nos caules das plantas em
aproximadamente 17%, comparado ao tratamento Sal2 (24 h DT) (Tabela 3). Apds 24 horas
de exposicdo ao tratamento, tanto em folhas quanto em raizes, o incremento e K* a solucéo
salina ndo alterou os niveis de PRO apds comparagdo com o tratamento Sal2. Contudo, apds
240 horas de exposicdo ao tratamento salino, o incremento de K* & solucio salina moderada
(Sall + K) aumentou a concentragio de PRO em folhas (68%) e raizes (65%), comparados
aos seus respectivos controles salinos (Sall) (Tabela 3). A suplementacdo da solucdo salina
com o K" aumentou os niveis de PRO apenas de folhas (aproximadamente 24%) na
concentracdo mais severa de NaCl (Sal2 + K*), comparado ao tratamento Sal2, n&o
apresentando efeito nos demais 6rgéos, 240 h DT (Tabela 3).

O aumento nos niveis de prolina, nos tratamentos onde houve um incremento de
potassio, observados em caule e raizes (Sall + K*), 24 h DT, e em folhas (Sall + K™ e Sal2 +
K™) e raizes (Sall + K), 240 h DT, sugere uma interagdo entre o soluto organico e o soluto
inorganico. Hamdia e Shaddad (2010), discutindo a resposta de C. dactylon submetidas a
condigdes salinas, concluem que a relativa tolerancia desta espécie ao sal estd relacionada,
dentre outros fatores, a0 aumento nos niveis de prolina associado ao aumento na captacéo de

K* e Ca®* pelo ambiente radicular, auxiliando na restricdo da absorcdo de Na*. A interacéo
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entre a suplementacdo de K™ com aumento nos niveis de prolina em condicdes de estresse
também foram observadas por Moh Zain e Ismail (2016) em Oryza sativa, Khan et al. (2015)

em Hibiscus esculenus e Ahanger et al. (2015) em Avena sativa.

3.3 Ajustamento osmético por carboidratos

Os AST tiveram seus niveis reduzidos em folhas com o aumento da concentragdo de
NaCl na solucéo nutritiva, tanto apos 24 quanto 240 horas de exposicao ao estresse (Tabela
4). Nestas folhas, o tratamento Sall reduziu em aproximadamente 35% os niveis de AST, 24
h DT e 48% apds 240 horas de exposi¢do ao estresse, comparados aos respectivos grupos
controles (Tabela 4). Neste mesmo tratamento salino, 24 h DT, observou-se um aumento de
20% nos niveis de amido em folhas, entretanto, 240 h DT, os niveis de amido reduziram em
folhas cerca de 58%. No tratamento Sal2 a reducdo na concentracdo de AST foi de 49% e
65%, ap0s 24 e 240 horas de exposicdo ao NaCl, respectivamente (Tabela 4). Em Sal2, a
reducdo observada nos AST de folhas apenas 240 h DT, foi acompanhada de reducGes de
54% nos niveis de amido. Neste 6rgdo, tanto apds 24 quanto 240 horas de exposi¢do ao NaCl,
0s AR contribuiram com a maior parcela nas concentragcdes de AST observadas, independente
do tratamento salino (Tabela 4).

No caule, ap6s 24 horas de exposicdo ao NaCl, os niveis de AST aumentaram de
acordo com o aumento da concentracdo de NaCl na solugéo nutritiva (Sall — 73%; Sal2 — 3
vezes mais AST), comparado ao grupo controle (Tabela 4). Neste caso, ap6s 24 horas de
exposicdo ao NaCl, os ANR contribuem com a maior parcela nas concentracdes de AST no
tratamento salino moderado (Sall) e os AR contribuem com a maior parcela nas
concentracfes de AST no tratamento salino severo (Sal2). Neste mesmo periodo, reducdes de
11% e 25% foram observadas nos niveis de amido em caules expostos aos tratamentos Sall e
Sal2, respectivamente (Tabela 4). Apds 240 horas de exposicdo ao NaCl, observou-se no
caule uma reducéo nos niveis de AST de acordo com o aumento da concentracdo de NaCl na
solugdo nutritiva (Sall — 44%; Sal2 — 55%), comparado ao grupo controle (Tabela 4).
Contudo, no referido periodo, observou-se que a maior parcela na concentracdo de AST em
caule se deu pelos AR no tratamento Sall e pelos ANR no tratamento Sal2. Os niveis de
amido em caule, 240 h DT, ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos salinos e seus

respectivos grupos controle (Tabela 4).
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Tabela 4: Concentragdes de agucares sollveis totais (AST), acucares ndo redutores (ANR), aglcares
redutores (AR) e amido em folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L. submetidas a
diferentes concentracoes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM), suplementados ou nao
com potassio (Sall + K" — 75 mM + 9 mM de K*; Sal2 + K — 150 mM + 9 mM de K*), apds 24 horas
(24h DT) e 240 horas (240h DT) de exposi¢ao aos estresses.

24h DT 240h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
AST (mg AST . gMS™)
C 95,7 a 78,5d 14,3 b 201,2a 130,7 a 339b
Sall 61,6 b 135,7¢ 20,4 a 104,0b 72,7b 16,8 ¢
Sal 2 48,5¢c 2559 a 145D 68,9 c 58,8 bc 53,2a
Sal 1+ K" 60,6 b 209,8 b 19,7a 39,4d 112,8a 199¢c
Sal 2+ K* 36,3d 247,6 a 20,6 a 96,2 b 46,6 c 63,1a
ANR (mg ANR . gMS™)
C 16,2 a 24,3 d 6,1 bc 13,2 a 515b 40c
Sall 14,7 a 86,7 b 154 a 13,2 a 28,8 ¢ 45c¢
Sal 2 11,8b 1049 a 6,8 bc 9,0b 3l1c 79 a
Sal 1+ K" 14,7 a 36,8 d 74b 7,8 be 81,0a 57b
Sal 2 + K* 10,7 b 92,1ab 58¢c 6,5¢C 32,7¢ 6,3b
AR (mg AR . gMS™)
C 79,4 a 54,1b 82b 192,6 a 67,8a 299c
Sall 46,8 b 54,2 b 56¢ 90,7b 429b 12,3d
Sal 2 36,7b 151,0a 8,1b 61,2c 27,7¢ 452 b
Sal 1+ K" 459 b 173,0a 12,2 ab 33,3d 23,6 ¢C 14,2 d
Sal 2 + K* 25,6 C 1514 a 14,7 a 89,6 b 8,8 d 56,7 a
AMIDO (mg Amido . gMS™)
C 23/4c 336,0 a 14,6 ab 245a 363,5a 10,8 a
Sal 1 28,3b 296,6 b 10,9 cd 10,1¢c 352,6 a 10,4 a
Sal 2 19,0c 2490 cd 149 a 111c 362,9 a 114a
Sal 1+ K" 352a 235,7d 10,5d 16,2 b 348,7 a 11,8a
Sal 2 + K* 199¢c 270,0 bc 12,7 bc 8,9¢c 356,2 a 11,3a

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).

Apds 24 horas de exposicdo ao estresse salino, observou-se em raizes um aumento de
42% nas concentracOes de AST apenas no tratamento Sall (Tabela 4). Durante a exposi¢ao ao
estresse salino moderado (Sall), observou-se uma maior contribuicdo dos ANR no aumento
da concentracdo de AST em raizes. Neste mesmo 6rgdo e tratamento salino, observou-se uma
reducdo de aproximadamente 25% nos niveis de amido, 24 h DT (Tabela 4). Os niveis de
AST e amido em raizes, quando expostas ao tratamento Sal2, ndo apresentam diferencas em
relacdo ao grupo controle, 24h DT. Neste 6rgdo, 240 h DT, o tratamento salino moderado

(Sall) reduziu em 50% os niveis de AST (Tabela 4). Entretanto, as raizes submetias a
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concentra¢do mais severa de NaCl (Sal2) aumentaram em 56% os niveis de AST. Nas raizes,
em ambos os tratamentos salinos, 240 h DT, os AR contribuiram com a maior parcela nas
concentracdes de AST (Tabela 4). Neste 6rgdo, 240 h DT, os niveis de amido ndo sofreram
alteracdes em nenhum dos tratamentos salinos.

Altas concentragfes de NaCl podem causar desbalango no perfil de carboidratos
podendo aumentar ou reduzir os niveis deste soluto organico em todo o vegetal (SILVA et al.,
2010). Em folhas de J. curcas, tanto 24 h DT quanto 240 h DT, é possivel que as reducoes
observadas nos niveis de AST estejam associadas a uma reducdo intensa na taxa de
assimilacdo de CO, acompanhada de forte decréscimo dos conteudos de sacarose em folhas
(SOUSA et al., 2012) e/ou pelo aumento na intensidade de translocacdo dos fotoassimilados
das folhas para outros o¢rgdos da planta (ALBACETE et al., 2014). Alteracdes no
metabolismo fotossintético de J. curcas foram relacionadas a exposicdo desta espécie a
salinidade e ao déficit hidrico por Silva et al. (2010), Diaz-Lopéz et al. (2012) e Garcia-
Almodovar et al. (2014).

As reducdes nos niveis de AST e ANR em folhas podem ser relacionadas ao aumento
nos niveis de AST em caule (Sall e Sal2) e em raizes apenas no tratamento salino moderado
(Sall), quando expostas a 24 horas de exposicao aos tratamentos salinos. Ja ap6s 240 horas de
exposicao, as reducbes observadas nos AST e ANR estdo associadas a0 aumento nos niveis
de AST em raizes apenas no tratamento salino severo (Sal2). Em ambos os casos, pode-se
inferir que o aumento na translocacdo destes solutos das folhas (6rgdo fonte) para tecidos ndo
fotossintetizantes (6rgdos dreno) ocorreu na tentativa de suprir a demanda por agucares nos
Orgdos basais do vegetal, estratégia comum utilizada por plantas expostas a salinidade
(ALBACETE et al., 2014).

Especificamente no tratamento Sall em folhas (24 h DT) e em ambos os tratamentos
salinos em caule (240 h DT), as redugdes nos niveis de AST nestes dois 6rgdos podem estar
relacionadas ao aumento ou manutengdo nos niveis de amido. O acumulo de amido pode ser
resultado da sintese deste polissacarideo a partir da hidrdlise da sacarose, quando as plantas
sdo submetidas a salinidade (PATTANAGUL & THITISAKSAKUL, 2008). As plantas
acumulam e armazenam carboidratos na forma de amido, podendo este ser mobilizado em
periodos de fornecimento limitado ou aumento das demandas energéticas, comuns durante 0
estresse salino (KRASENSKY et al., 2012).

Provavelmente, o acimulo de AST (24 h DT) e amido (240 h DT) em caules de J.

curcas, sugerem a ocorréncia tanto de um aumento na intensidade de drenagem dos
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fotoassimilados das folhas para o caule (ALBACETE et al., 2009), quanto pela funcdo de
estrutura armazenadora de carboidratos exercida por este Orgdo, sendo responsavel por
transportar tais solutos para os demais 6rgéos da planta sob condicdes de estresse (GARCIA-
ALMODOVAR et al., 2014).

Especificamente ap6s 24 horas de exposi¢do aos tratamentos salinos, o acimulo de
AST observados tanto em caule (Sall e Sal2) quanto em raizes (Sall), aparentemente néo
estdo relacionados a uma manutencdo do status hidrico destes 6rgdos em condices de
salinidade. Contudo, € possivel que tal incremento nos valores deste soluto esteja relacionado
ao aumento da hidrdlise de amido, representado pelas reducBes nas concentragdes deste soluto
nos mesmos tratamentos do presente trabalho, ou ainda, sugere a diminuic¢do da sua utilizacéo
como fonte de esqueletos de carbono para a biossintese e crescimento da planta (SILVA et al.,
2010).

Curiosamente, ap6s 240 horas de exposicdo ao NaCl, os niveis de AST em caule
reduziram, sugerindo uma mudanca de estratégia da planta em funcdo do tempo de exposicdo
aos tratamentos salinos. As reducgdes nos niveis de ANR no caule, 240 h DT, principalmente
no tratamento Sall, podem estar associados a frequente reducdo na migracdo destes aclcares
das folhas para o caule, comuns em plantas submetidas a salinidade (McCORMICK et al.,
2008). No estudo de Diaz-Lopez et al. (2012), as concentracdes de AST em caules de J.
curcas tambem foram reduzidas com o incremento de NaCl na solucéo nutritiva.

O actimulo de AST observado em caule de J. curcas em ambos tratamentos com NacCl,
24 h DT, ndo foram suficientes para manter o status hidrico deste 6rgdo em ambiente salino,
porém podem ter contribuido para a manutencdo da integridade das membranas celulares
neste 6rgdo, como representado pela manutencdo da taxa de VE. Aumentos nos niveis de
ANR em caule, como observados no presente estudo, sugerem a contribui¢do da sacarose na
protecdo e estabilizacdo das membranas celulares de tecidos desidratados (HASSINE &
LUTTS, 2010).

Apos 240 horas de exposicdo ao NaCl, os niveis de AST em raizes aumentaram no
tratamento Sal2. A capacidade de acumulo de AST em células radiculares pode estar
relacionada a um mecanismo de resisténcia ao sal (FLOWERS, 2004). O acUmulo
principalmente de AR no presente estudo sugere a contribuicdo das hexoses na osmoprotecéo
e ajustamento osmotico principalmente nas regides de crescimento, como ocorre em algumas
espécies (ASHRAF & HARRIS, 2004). O aumento nos niveis de AST em raizes expostas ao

estresse salino severo (Sal2) parece contribuir para a manutencdo do CRA deste 6rgdo. Em
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plantas jovens de J. curcas o aumento nos niveis de AST estdo relacionados a manutengéo do
ajustamento osmotico de raizes quando expostas a condi¢des de restrigdo hidrica (SILVA et
al., 2010).

A suplementacio com K" apds 24 horas de exposi¢do & solucio salina reduziu em 25%
os niveis de AST em folhas apenas no tratamento salino severo (Sal2 + K*), comparado ao
tratamento Sal2 (Tabela 4). A reducdo nos niveis de AST se deu principalmente devido a
reducdes de 30% nos niveis de AR. Em folhas submetidas ao tratamento Sal2 + K*, 24 h DT,
os niveis de amido ndo foram alterados. Da mesma forma, 240 h DT, observou-se uma
reducdo de aproximadamente 62% nos niveis de AST, neste mesmo 6rgdo, apos exposi¢do ao
tratamento Sall + K*, comparado ao tratamento Sall (Tabela 4). Tal reducdo foi
acompanhada da diminuicdo nos niveis de ANR (40%) e AR (63%), porém os niveis de
amido aumentaram em aproximadamente 60%, neste mesmo tratamento apds 240 horas de
exposicdo. Em folhas expostas ao tratamento Sal2 + K*, 240 h DT, o aumento de 39% nos
niveis de AST foi acompanhado do incremento de 31% nos niveis de AR que se deu
provavelmente em detrimento a reducéo de 27% nos niveis de ANR (Tabela 4).

No caule, tanto apos 24 quanto 240 horas de exposi¢do ao tratamento Sall + K,
observou-se que o incremento de K* a solucdo salina aumentou os niveis de AST em
aproximadamente 55%, em ambos os periodos de exposi¢do e comparados ao tratamento Sall
(Tabela 4). Ap6s 24 horas de exposicdo ao tratamento Sall + K*, observou-se uma reducio de
20% nos niveis de amido, comparado ao tratamento Sall, enquanto que ap6s 240 h de
exposicdo ao tratamento Sall + K*, os niveis de amido permaneceram semelhantes ao
controle salino (Sall). Caules expostos aos tratamentos Sal2 + K*, tanto 24 quanto 240 h DT,
ndo apresentaram alteragBes nos niveis de AST e amido ap6s a suplementacdo de K* a
solucdo salina (Tabela 4). Contudo, 24h DT, verificou-se que os AR contribui com a maior
parcela dos AST encontrados nos caules expostos ao tratamento Sall + K*, enquanto que, 240
h DT, sdo os ANR que contribuem com a maior parcela dos AST neste mesmo 6rgao e
tratamento salino (Tabela 4).

O aumento nos niveis de AST em raizes, 24 h DT, apenas foi observado no tratamento
Sal2 + K* (41%), comparado ao tratamento Sal2 (Tabela 4). Apds 24 horas de exposicao,
observou-se um aumento apenas nos niveis de AR (81%), comparado ao tratamento Sal2,
contribuindo assim com a maior parcela na concentracdo de AST em raizes submetidas ao
tratamento Sal2 + K* (Tabela 4). Neste mesmo tratamento e periodo de exposicdo, uma

reducdo de 14% nos niveis de amido foi observada em raizes. Apo6s 240 horas de exposi¢éo ao
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NaCl, os tratamentos Sall + K* e Sal2 + K* ndo apresentaram diferencas nos niveis de AST e
amido comparados aos seus respectivos tratamentos salinos (Sall e Sal2) (Tabela 4).

As concentracdes de AST em folhas, 24 h DT, reduziram ap0s exposi¢do ao
tratamento Sal2 + K*, acompanhado de reducdes principalmente nos niveis de AR. Neste
mesmo tratamento e periodo de exposicdo, observou-se também um aumento nos niveis de
AST em raizes, acompanhados do incremento de AR neste mesmo 6rgéo. Tal evento sugere a
participacdo do potassio na translocacdo de hexoses das folhas para as raizes em condicdes de
salinidade. Especificamente ap6s 240 h DT, a reducdo de AST acompanhadas da diminuigédo
de ANR, observada em folhas no tratamento Sall + K*, pode estar relacionada ao aumento de
AST e ANR em caule de J. curcas neste mesmo tratamento. Neste caso, a adi¢do de K™ a
solucdo salina facilitou o transporte de sacarose das folhas para o caule, pois o potassio pode
ativar enzimas que estdo envolvidas no processo de transporte de sacarose, havendo assim
uma relacdo de co-transporte entre estes dois solutos (YUAN et al., 2015). Adicionalmente, o
aumento nos niveis de amido em detrimento a reducdo dos AST no tratamento Sall+K”
sugere a atuacdo do potassio como cofator enzimatico de enzimas responsaveis pela sintese
deste polissacarideo (RANADE-MALVI, 2011).

O acumulo de AST, especialmente dos AR, observado em folhas de J. curcas
submetidas ao tratamento Sal2 + K*, 240 h DT, pode estar relacionado & contribuicdo na
manutencdo dos niveis de CRA de ambos os 6rgaos submetidos a condicdo de estresse. Para
Saglam et al. (2010), os aclcares e especialmente a glicose sdo os solutos organicos
preferencialmente utilizados no ajustamento osmotico das células, permitindo que a planta
continue a absorcdo de &gua em condi¢des de deficiéncia hidrica, como observados no
presente estudo.

O aumento nos niveis de AST em caule 24 horas apds exposicdo ao tratamento Sall +
K" pode ter ocorrido por meio da reducdo nos niveis de amido. Em condigbes salinas, a
similaridade entre os ions K e Na* pode dificultar a absorcdo do primeiro e afetar a taxa de
conversdo dos aclcares solveis em amido, pois baixos niveis de K* nos tecidos vegetais
reduzem a atividade catalitica de enzimas que dependem deste ion para a sua sintese (DKHIL
& DENDEN, 2010; RANADE-MALVI, 2011). Adicionalmente, o acumulo nos niveis de
AST no tratamento Sall + K*, 240 h DT, pode ter contribuido para um actimulo maior de
amido, comparado a 24 h DT em caules de J. curcas. Neste caso, a suplementacdo com
potassio pode ter aumentado a atividade das enzimas envolvidas na sintese de amido, pois

concentracdes adequadas de K™ favorecem a ativacéo destas enzimas (WAKEEL et al., 2011).
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Um aumento nas concentragdes de carboidratos no caule também foi observado por Diaz-
Lépez et al. (2012) e Silva et al. (2010) estudando J. curcas em ambiente salino, estando este
efeito associado a funcao de estrutura acumuladora de agUcares solUveis e amido que podem
auxiliar no ajustamento osmotico de plantas desta espécie.

Em raizes, alteracBes nos niveis de AST e amido foram percebidos apenas no
tratamento Sal2 + K* e ap6s 24 horas de exposi¢do. O aumento nos niveis de AST em raizes
(Sal2 + K%), 24 h DT, foi estimulado pelo incremento do potéssio & solugdo salina que, neste
caso, pode ter contribuido para a manutencdo dos niveis de CRA observados neste mesmo
tratamento e periodo de exposicdo. Para Shabala e Cuin (2007) e Peréz-Peréz et al. (2009),
alteracbes nos niveis de potéssio associados a mudancas nos niveis de aclcares podem
contribuir substancialmente para a osmorregulacdo de espécies vegetais sob salinidade, como
observados no presente estudo. O aumento na sintese e acimulo de agucares sollveis totais
associados a importancia de concentracdes ideais de potassio para o cultivo de plantas em
condigOes de estresse foram reportados por Ahanger et al. (2015) e Khan et al. (2015)
estudando A. sativa e H. esculenus, respectivamente.

A maior contribui¢do dos AR no pool total de AST, na maioria dos 6rgdos estudados,
independente do tratamento salino, incrementado ou ndo com potassio, pode estar
relacionado, possivelmente, ao predominio da glicose e frutose na parcela de AST, sendo
assim os mais importantes para o metabolismo das plantas (McCORMICK et al., 2008). E
possivel também que ocorra a liberacdo de hexoses a partir da hidrélise da sacarose,
favorecendo a utilizacdo de seus produtos em processos anabdlicos ou catabolicos
favorecendo a manutencdo do crescimento e/ou armazenamento nos diferentes &rgdos
(CHAVES FILHO & STACCIARINI-SERAPHIN, 2001). Para Fougere et al. (1991) e Zhu
(2002), solutos compativeis como sacarose e glicose sdo importantes para minimizar o
estresse osmotico induzido pela salinidade. Entretanto, no presente estudo, as contribuicdes
destes compostos para a manutencéo nas taxas de CRA néo ficaram claras.

De forma geral, as variacdes observadas nos niveis dos principais representantes do
metabolismo de carboidratos ndo permitem afirmar a real contribuicdo de aglcares no
ajustamento osmotico durante o estresse salino em J. curcas. Para Sanchez et al. (1998) a
contribuicdo dos carboidratos no efetivo ajustamento osmotico s € possivel a partir do
conhecimento da proporcdo entre monossacarideos, dissacarideos e oligossacarideos. Para
Khelil et al. (2007) e Dkhil & Denden (2010), variacbes nos niveis de AST podem ainda
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sugerir disturbios no metabolismo de carboidratos, sendo os esqueletos de carbono utilizados
como fonte de energia facilmente disponivel para células sob condi¢des de estresse.

4. CONCLUSOES

1- Plantas de Jatropha curcas submetidas a condi¢cbes de salinidade e
suplementadas com potéssio apresentam respostas complexas e moduladas de acordo com o
0rgdo, a dose e 0 tempo de exposicao.

2- O NaCl causou danos as membranas celulares e foi responsavel por reducoes
no status hidrico da planta evidenciando assim o efeito do componente osmotico do estresse
salino apds 24 horas de estresse.

3- Apds 240 horas de exposicdo, a planta recupera seu status hidrico devido a
acumulacdo de solutos organicos, utilizando, portanto, a estratégia de ajustamento osmotico.

4- Em ambos os periodos de exposicdo, a osmorregulagcdo se da em cada érgéo
especificamente de acordo com a dose de NaCl aplicada a solugdo, estando as proteinas
sollveis, os aminoacidos livres, a prolina e os carboidratos totais agindo como osmolitos
compativeis e atuando de forma conjunta ou ndo na mitigacdo dos efeitos osméticos da
salinidade.

5- A complexidade e a modulacdo da estratégia de resisténcia foram influenciadas
pela suplementagdo de potassio a solugdo salina, estando este ion atuando no incremento das

concentracdes dos osmaticos em cada 6rgao especificamente.
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CAPITULO IV

SUPLEMENTAGCAO COM CALCIO AUXILIA O BALANCO IONICO DE Jatropha
curcas L. SUBMETIDAS A CONCENTRACOES DE NACL E MINIMIZA OS
EFEITOS TOXICOS DO SODIO
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RESUMO

O incremento de célcio na solucao salina em plantas Jatropha curcas, submetidas a
trés tratamentos salinos (controle; 75 e 150 mM de NaCl) suplementados com 6 mM de Ca?*
foi avaliado em folhas, caule e raizes durante 24 e 240 horas de exposicao baseando-se em
dados de crescimento, status hidrico, integridade das membranas, célcio e sédio. O sal reduziu
0 crescimento das plantas em todos os tratamentos, independente do tempo de exposicdo. O
status hidrico das plantas, apds 24 h, foi mantido em folhas (75 mM) e raizes (150 mM) e em
todos 0s 6rgaos, apds 240 h, independente da adicdo de Ca**. Ndo houve danos s membranas
nos tratamentos 75 e 150 mM, em folhas e caule, ap6s 24h. Os niveis de sodio aumentaram
independente do 6rgéo e tratamento, porém os de Ca®* foram maiores que o Na* minimizando
a toxicidade i6nica (Ca’*/Na*) em quase todos os 6rgdos da planta, independente do tempo.
Observou-se maiores valores Ca**/Na" nos tratamentos salinos suplementados com Ca’".
Conclui-se que o incremento de Ca** & solucéo salina auxiliou na manutencéo da homeostase
idnica e contribuiu para o aumento da relacdo Ca®*/Na*, reduzindo o efeito toxico do sédio na
maioria dos 6rgaos estudados, independente do tempo de exposicdo ao NaCl e dose utilizada.

Palavras-chaves: Pinhdo-manso, toxicidade idnica, estresse salino, Ca?".
ABSTRACT

Calcium increase in the saline in Jatropha curcas plants were submitted to three saline
treatments (control, 75 and 150 mM NaCl) supplemented with 6 mM Ca*" was measured in
leaves, stems and roots for 24 and 240 hours of exposure based on data growth, water status,
membrane integrity, potassium and sodium. The salt reduced the growth of plants in all
treatments, regardless of time. The water potential of the plants, after 24 hours, was
maintained in shoots (75 mM) and roots (150 mM) and all organs after 240 hours, regardless
of the addition of Ca®*. There was no damage to the membranes in the treatments 75 to 150
mM in leaf and stem after 24 h. The sodium levels increased independent of the organ and
treatment, but Ca®* were higher than the Na* ion minimizing toxicity (Ca?*/Na*) in almost all
organs of the plant, independent of time. Higher values observed Ca®/Na’ in saline
treatments supplemented with Ca*. It was concluded that increased Ca* at saline aided in the
maintenance of homeostasis and contribute to the increase of the Ca®*/Na*, reducing the toxic
effect of sodium in most of the organs studied, regardless of the time of exposure to NaCl and
dose.

Keywords: Physic nut, ionic toxicity, salt stress, Ca?".

1. INTRODUCAO
A alta concentracdo de sais € um problema agricola e eco-ambiental mundial que ndo
somente reduz a produtividade e a qualidade da cultura pela diminui¢do do potencial hidrico
do solo e por provocar a toxicidade i6nica em diferentes culturas, mas também limita a
escolha destas culturas (ROY et al., 2014; NING et al., 2015). Estimasse que a eficiéncia dos
sistemas de irrigacdo, na maioria das areas irrigadas do mundo, atinja aproximadamente 50%

(DAGAR & MINHAS, 2016). Tal cenario sugere um relativo grau de salinizacdo da agua
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utilizada para este fim e levanta a suspeita do uso indiscriminado de aguas salinas devido a
auséncia de estratégias adequadas de manejo do solo, da &gua e dos sistemas de cultivo,
gerando um alerta sobre graves riscos a saude do solo e do meio ambiente (MINHAS et al.,
2015).

Os efeitos negativos da salinidade sobre o crescimento e 0s processos metabolicos das
plantas estdo, sobretudo, associados com a perda da homeostase hidrica, a toxicidade por ions
e a deficiéncia nutricional (SEDAY et al., 2014). Nestas condi¢des, a composicao mineral dos
vegetais € alterada e o principal motivo é a interacdo entre os ions na rizosfera, o que interfere
diretamente e principalmente nas relagdes Na*/Ca®* e Na'/K* por meio da competicdo entre
estes solutos (NING et al., 2015). O desbalanco i6nico a nivel celular, gerado pelo excesso de
NaCl, ndo somente reduz a disponibilidade de calcio, mas também prejudica o seu transporte
e mobilidade para érgdos vegetativos e reprodutivos das plantas (SHORESH et al., 2011).

Os efeitos da suplementacdo com calcio a ambientes salinos sdo amplamente relatados
e estdo associados a mitigacdo dos sintomas da toxicidade pelo sddio em varias espécies de
plantas (SHORESH et al., 2011). O calcio desempenha um papel essencial nos processos que
preservam a integridade estrutural e funcional das membranas celulares dos vegetais, atuando
na estabilizacdo da parede celular, auxiliando o transporte e seletividade de ions, e ainda,
regulando algumas atividades enzimaticas ou atuando na transducdo de sinal (SUN et al.,
2010). Apesar da atuacdo do Ca®* na mitigacdo dos danos & salinidade ainda ndo serem
completamente compreendidos, estudos recentes sugerem alguns mecanismos de atuacédo,
como por exemplo, a importante funcdo do calcio em suprimir diretamente a importacédo de
sodio por canais de cations ndo seletivos (RANADE-MALVI, 2011), e ainda, a sua atuacao
como cofator de enzimas da familia SOS (salt overly sensitive), responsavel pelo mecanismo
de exclusdo de Na* através de proteinas antiportadoras, localizadas na membrana plasmatica
(HASEGAWA, 2013).

Algumas espécies apresentam mecanismos eficientes de controle da homeostase idnica
quando estdo expostas a condi¢Oes de salinidade, uma delas é J. curcas (SILVA et al., 2015).
Esta espécie, pertencente a familia das Euforbidceas, é um arbusto grande, de crescimento
rapido, encontrado principalmente na regido nordeste do Brasil, mas com vasta distribui¢do
devido & sua rusticidade e facil adaptagio a diferentes condicdes edafoclimaticas (ANDREO-
SOUZA et al., 2010). A espécie é considerada resistente a seca e ndo somente se desenvolve
em varios tipos de solos, como os salino-sédicos, mas também, o plantio de J. curcas melhora
a fertilidade e diminui a sodicidade do solo (ANDREO-SOUZA et al., 2010; SINGH et al.
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2013). A espécie apresenta muitos valores comerciais, dentre eles, destacam-se a utilizacéo do
6leo obtido a partir de suas sementes como matéria-prima para a producéao de biodiesel (KOH
& MOHD GHAZI, 2011), e ainda, a sua utilizacdo nos processos de reflorestamento de areas
em processo de desertificacdo (MAKKAR & BECKER, 2009).

Apesar da grande demanda por informacges sobre J. curcas, os trabalhos de pesquisa
se encontram em fase inicial. Ainda ndo h& material selecionado, sistema de producgédo e
zoneamentos agricolas definidos, o que restringe a ciéncia do real potencial da planta. Assim,
existe uma importante demanda por pesquisas na area da tecnologia de cultivo, sobretudo
aquelas que garantam a domesticagdo e o melhoramento genético da espécie, para que assim
seja possivel apresentar niveis econdmicos aceitaveis de producdo de dleo de suas sementes
em condicdes edafoclimaticas tipicas do semiarido.

A resposta dos vegetais ao estresse salino é considerada complexa, pois depende da
espécie, do nivel de sal no meio de crescimento, do periodo de exposicdo ao estresse, do
genotipo e do estagio de desenvolvimento da planta (BAHRANI & JOO, 2011; ASHRAF &
ASHRAF, 2012). Contudo os problemas da salinidade e/ou déficit hidrico poderdo ser
amenizados através da selecdo de gendtipos, ou ainda, do aprimoramento genético de espécies
tolerantes a ambos os estresses. Em ambos o0s casos, estudos que envolvam critérios
fisioldgicos e bioquimicos podem fornecer ferramentas que garantam avancos na selecdo ou
melhoramento desta espécie.

Assim, dada a importancia da Jatropha curcas L. para a producdo de biocombustiveis
e dos efeitos negativos do estresse salino na atividade agricola, este trabalho teve como
objetivo avaliar o desempenho da espécie quanto & resposta ao suplemento de Ca** & solucéo
salina, visando uma melhor compreensdo da acdo deste ion na mitigacdo dos efeitos ibnicos
da salinidade através de indicadores de crescimento, de status hidrico e de integridade das
membranas. Espera-se identificar neste estudo se a suplementacdo com o Ca®* contribui para
a regulacdo da homeostase idnica em diferentes drgdos de J. curcas e se a aplicacdo deste
soluto pode ser utilizada como uma estratégia para minimizar os efeitos deletérios do sal no

crescimento das plantas.

2. MATERIAL E METODOS
Plantulas de J. curcas (acesso CNPAPM-XVIII) obtidas a partir da germinacdo em
sistema de rolos de papel toalha (BRASIL, 2009) foram transferidas, oito dias apds a

germinacdo, para o sistema hidropdnico em frascos contendo 0,8 L de solu¢do Hoagland e
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Arnon (1950) com %2 de forca, pH 6,0, sob aeracdo constante com bombas de aquariofilia para
manter a oxigenacdo do sistema radicular das plantas. A solugdo nutritiva foi completada
diariamente para compensar a perda por evapotranspiracdo e trocada semanalmente para
reposicdo dos macro e micronutrientes. As plantas permaneceram nestas condicdes por 30
dias, para aclimatacdo. Apos este periodo, as plantas com cinco folhas completamente
expandidas foram selecionadas e transferidas para vasos maiores, contendo 2,5 L de solucéo
de Hoagland e Arnon. A solucdo nutritiva foram acrescidos ou ndo os tratamentos salinos:
Controle (C); 75 (Sall) e 150 mM (Sal2) de NaCl, suplementados ou hdo com 6 mM de calcio
em forma de CaSQ,, duplicando-se sua concentracdo na solugdo nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) e correspondendo aos tratamentos: 75 mM de NaCl + 6 mM de Ca*" (Sall +
Ca®") e 150 mM de NaCl + 6 mM de Ca®* (Sal2 + Ca?*). O incremento das concentragdes de
NaCl ocorreu gradativamente, sendo colocado 50 mM por dia até atingir a concentracgéo final
pretendida, para evitar o chogque osmético.

Apos 24 e 240 horas de exposicdo aos tratamentos, tecidos de folhas, caules e raizes
foram coletados e analisados. O material vegetal foi avaliado quanto a indicadores de
crescimento vegetal; o estado hidrico da planta; a integridade das membranas celulares e
indicadores de estresse i0nico de todos 0s tratamentos.

Para a avaliacdo dos indicadores de crescimento, utilizou-se metodologias nao
destrutivas expressas por equacdes matematicas conforme recomendacdo de Silva et al.
(2000). A taxa de crescimento relativo caulinar (TCRC) foi calculada através da equacéo:
TCRC = (¢nLy — ¢nLy) / (t; — t,) [em . (cm . dia)™], onde: L, corresponde a medida da altura
da planta no tempo inicial t; e L, a altura da planta no tempo final t,. A taxa de crescimento
relativo em fitomassa fresca epigea (TCRFFE) foi calculada através da equagdo: TCRFFE =
(tnly . Co* — tnly . C1A) 1 (t, — t) [em® . dia™], onde: L, corresponde a medida da altura da
planta no tempo inicial t;, L, a altura da planta no tempo final t;; C; corresponde ao diametro
caulinar no tempo t; e C, ao didmetro caulinar no tempo ts.

Para aferir o estado hidrico dos diferentes 6rgdos da planta, a determinacdo do
contetdo relativo de agua (CRA) foi realizada segundo Irigoyen et al. (1992) utilizando a
equacdo: CRA = (MF — MS / MT — MS) x 100; onde os tecidos vegetais de cada plantula
foram pesados para obtencdo da massa fresca (MF) e, em seguida, embebidos em agua
deionizada sob temperatura ambiente de 25 + 5 °C durante seis horas para obtencdo da massa
targida (MT). A massa seca (MS) foi obtida pela desidratacdo da MT por 72 h a 75 °C.
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A integridade das membranas foi determinada através do vazamento de eletrolitos
(VE), estimado de acordo com Blum e Ebercon (1981), utilizando a equacdo VE = (L1 / L,) X
100, onde: L; corresponde a primeira leitura da condutividade elétrica (CE) da solugdo do
frasco, realizada apds 6 horas e L, representa a segunda leitura da CE realizada ap6s o
aquecimento dos tecidos em banho-maria a 100 °C.

Os indicadores de estresse ibnico foram representados pelas concentragdes do ion
salino sodio (Na*) e da concentracdo de calcio (Ca®"). As extracdes de Na* e Ca** foram
realizadas de acordo com Silva et al. (2009) e a leitura das concentracdes foram realizada em
fotdmetro de chama (Micronal B462). As concentracdes de Na* e Ca** foram determinadas
com base em curva padréo ajustada a partir de concentracdes crescentes de cloreto de sddio e
cloreto de potéssio, respectivamente. A relacdo Ca®*/Na* foi determinada segundo Wyn Jones
(1981), onde valores superiores a 1,0 sugerem um nivel minimo aceitavel para o
funcionamento normal das plantas sob condicdes de salinidade.

O delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC - 5x3) correspondeu a
cinco tratamentos salinos acrescidos ou ndo com Ca** (C; Sall; Sal2; Sall + Ca®*; Sal2 +
Ca®") e trés 6rgdos da planta (folhas, caules e raizes), com seis repeticdes cada, perfazendo
um total de 90 unidades experimentais, para cada tempo de exposicao (24 e 240 horas).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e o teste t-Student, que comparou 0s
efeitos dos contrastes ortogonais. Em todas as anélises foi utilizado o nivel nominal a = 0,05

de probabilidade, utilizando o Software ASSISTAT versdo 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DUSCUSSAO

3.1 Indicadores de crescimento

A adicdo de NaCl a solucdo nutritiva reduziu a taxa de crescimento relativa caulinar
(TCRC) de J. curcas nos dois periodos de exposi¢do aos tratamentos salinos (Figural - A e
B). Apos 24 horas de exposi¢do ao NaCl, as redugdes foram de aproximadamente 35% no
tratamento Sall e 56% no tratamento Sal2, comparados ao grupo controle. Ja apos 240 horas
de exposicdo ao sal, as reducdes na TCRC nesta espécie foram mais evidentes, com reducées
de aproximadamente 56% no tratamento Sall e de 70% em Sal2, ambos comparados ao grupo
controle. O estresse salino induzido pelo NaCl ndo provocou alteracfes na taxa de
crescimento relativo da fitomassa fresca epigea (TCRFFE) de plantas de J. curcas, 24 h DT.
Contudo, 240 horas apds a exposicdo aos tratamentos salinos, houve redugdes de

aproximadamente 12% em Sall e 45% em Sal2, ambos comparados ao grupo controle. A
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adicdo de célcio na solucéo salina ndo interferiu nos indicadores de crescimento avaliados,

independente da dose de NaCl e do tempo de exposigéo estudados.
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Figura 1: Taxa de crescimento relativo caulinar (TCRC) (A e B) e taxa de crescimento relativo em
fitomassa fresca epigea (TCRFFE) (C e D) de plantas de Jatropha curcas L. submetidas a diferentes
concentragdes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM), suplementados ou ndo com calcio
(Sall + Ca** — 75 mM + 6 mM de Ca®*; Sal2 + Ca®* — 150 mM + 6 mM de Ca?"), apds 24 horas (24 h
DT) (A e C) e 240 horas (240 h DT) (B e D) de exposicdo aos estresses. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).

As reducdes observadas nos indicadores de crescimento em ambos os tempos de
exposicdo, independente da concentragdo de NaCl, podem estar relacionadas a alteragdes
metabolicas associadas provavelmente a perda da homeostase hidrica nas primeiras 24 horas,
seguida de uma toxicidade ibnica e deficiéncia nutricional com o passar do tempo de
exposicdo ao estresse (SEDAY et al., 2014). Os efeitos negativos da salinidade sobre os
processos de crescimento de plantas podem ser causados pela competicio de Na* e CI" com

fons inorganicos tais como K* e o Ca** (NING et al., 2015). Outro fator importante na
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manutencdo do crescimento de plantas é a capacidade de absorcdo e utilizacdo da agua em
condi¢Bes de salinidade (MUNNS, 2002). Outra hipotese que justifique a reducdo nos
indicadores de crescimento de J. curcas € o desvio de energia destinada ao crescimento para a
manutencdo de outros processos metabdlicos, como a compartimentalizacdo ibnica e o
ajustamento osmético (FLOWERS et al., 2014). Em Jatropha curcas, todos estes fatores
parecem contribuir para a redugdo no crescimento da planta, sendo cada 6rgéo afetado de
forma diferenciada.

Apesar dos efeitos benéficos da suplementacéo de Ca®* sobre o crescimento de plantas
terem sido observados em algumas espécies como Sorghum bicolor (BERNSTEIN et al.,
1993), Nicotiana tobacum (MADEA et al., 2005) e Zea mays (SHORESH et al., 2011), no
presente estudo, o crescimento de plantas de J. curcas submetidas aos tratamentos salinos nao
sofreu influéncia do incremento de célcio na solucdo nutritiva. Tal divergéncia de resultados

reforca a ideia de que a resposta das plantas é espécie dependente.

3.2 Indicadores de estresse hidrico e danos as membranas

Alteracdes no status hidrico de J. curcas foram observados ap0s 24 horas de exposi¢édo
aos tratamentos salinos através do contetdo relativo de d&gua (CRA). Neste periodo, observou-
se reducdes significativas nos niveis de CRA de aproximadamente 21% em folhas expostas a
150 mM de NaCl, 8% em caule em ambos tratamentos (75 e 150 mM) e, 22% em raizes
submetidas a 75 mM de NaCl (Tabela 1). Ap6s 240 horas de exposic¢do ao NaCl, também néo
foram observadas alteracdes no CRA dos diferentes 6rgaos de J. curcas (folhas, caule e

raizes), independente da dose de sal utilizada (Tabela 1).

Tabela 1: Conteldo relativo de 4gua (CRA) de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L.
submetidas a diferentes concentracBes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM),
suplementados ou n&o com célcio (Sall + Ca** — 75 mM + 6 mM de Ca®*; Sal2 + Ca®* — 150 mM + 6
mM de Ca®"), ap6s 24 horas (24 h DT) e 240 horas (240 h DT) de exposigdo aos estresses.

CRA (%) -24h DT CRA (%) —240 h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
C 72,72 a 84,72 a 93,35a 82,51a 86,52 a 79,45 b
Sall 70,72 a 77,16 b 72,32 ¢C 85,17 a 85,92 a 90,35 ab
Sal 2 57,410 77,68 b 84,71 ab 76,72 a 83,47 a 89,73 ab
Sal 1+ Ca* 71,02a 8l1,71ab 79,42 Dbc 78,21 a 86,30 a 93,95 a
Sal 2 + Ca* 69,70 a 79,10 b 80,75 bc 85,74 a 84,42 a 84,23 ab

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem
significativamente pelo teste t-Student (p<0,05).
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As reducdes observadas no CRA de folhas (Sal2), caule (Sall e Sal2) e raizes (Sall)
indicam a forte restricdo do aporte hidrico destes tecidos, podendo estar associadas as altas
pressdes osmoticas provocadas pelas elevadas concentragdes de sais sollveis na solucao
nutritiva, o que limita a absorcdo de agua pelas raizes (JOUYBAN, 2012; ROY et al., 2014).
Como resultado da restricdo hidrica, as células vegetais perdem turgor, o alongamento celular
¢ inibido, h& fechamento dos estdbmatos e diminuicdo na eficiéncia fotossintética,
prejudicando assim o crescimento das plantas, como representado no presente estudo pela
TCRC (MUNNS & TESTER, 2008; CASSANITI et al., 2012).

A manutencdo do status hidrico observada em todos os 6rgdos e, sobretudo, apos
exposicdo prolongada (240 h DT) ao NaCl pode estar relacionada a um possivel ajustamento
osmotico por meio do acimulo de solutos organicos e/ou inorgénicos que sdo alocados no
citosol ou compartimentalizados dentro dos vactolos (ZENG et al., 2015). Tal capacidade
para manter a turgescéncia celular, observada no presente estudo, em diferentes 6rgéos de J.
curcas, provavelmente resultou da acumulagio de Na* bem como de Ca”* e outros fons nestes
tecidos. Em plantas submetidas a altas concentracdes de NaCl, devido a semelhanca entre
estes fons, canais de potassio e calcio podem servir como sitios para a entrada de Na®
(TAVAKOLI et al., 2010).

Frequentemente, o transporte de Na e CI” da raiz para a parte aérea das plantas e seu
acumulo nos vacuolos sdo considerados mecanismos importantes de toleréncia a salinidade
(ROY et al., 2014), podendo reduzir o potencial hidrico das células e manter a
osmorregulacdo entre as células vegetais e 0 baixo potencial osmético extracelular causado
por sal (BRES et al., 2016). O actimulo de fons salinos nos tecidos vegetais e sua contribuigio
na mitigacdo parcialmente ou completa dos efeitos do estresse osmotico da salinidade foi
reportado por Silva et al. (2015) e Rodrigues et al. (2014) estudando plantas de J. curcas e R.
communis, respectivamente, em condi¢des de salinidade. Apesar do Na' aparentemente
contribuir para a manutencdo de turgor em J. curcas, este fon é incapaz de substituir o Ca**
em funcdes especificas, como a sua atuagdo na expanséo celular, como cofator enzimatico e
na transducdo de sinais envolvidos no ajustamento osmoético (CHEN & JIANG, 2010;
HISHIDA et al., 2013).

A suplementag&o de calcio a solucdo salina manteve os niveis do CRA semelhantes ao
do grupo controle em praticamente todos os orgaos avaliados, independente da concentracao
de NaCl e do tempo de exposicdo. Ap6s 24 horas, a adicdo de Ca®* & solucéo salina severa

(Sal2 + Ca®") aumentou os niveis de CRA em aproximadamente 17% em folhas. Apds 240
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horas de exposicédo, o incremento de Ca2+ a solucdo salina ndo interferiu estatisticamente nos
niveis de CRA dos diferentes érgdos da planta.

O aumento no CRA de folhas no tratamento Sal2 + Ca**, 24h DT, comparado ao
tratamento Sal2, e a manutencdo do status hidrico nos demais 6rgaos e tratamentos salinos
suplementados com Ca?*, em ambos os periodos de exposicdo, sugerem que o aporte
adequado de calcio pode minimizar os efeitos osmoticos do estresse salino através, por
exemplo, da sua atuacdo sobre os canais de agua, aumentando a abundancia das proteinas
aquaporinas e restaurando a permeabilidade hidrica das membranas celulares (MARTINEZ-
BALLESTA et al., 2008). O acimulo de Ca®* em tecidos foliares pode ainda estar relacionado
ao controle do fechamento estomatico, evitando assim a perda de agua por transpiracdo
guando a planta estd submetida a condicdes de estresse (SAGLAM et al., 2010). De acordo
com Shoresh et al., (2011), diferentes mecanismos para contornar os efeitos do estresse salino
sd0 ativados por Ca®" em diferentes 6rgdos das plantas, o que provavelmente pode ter
ocorrido em folhas, caule e raizes de J. curcas.

O estresse salino simulado pelo NaCl, durante as primeiras 24 horas de exposi¢do, nao
causou danos as membranas dos tecidos foliares e caulinares de J. curcas, de acordo com o
VE (Tabela 2). Entretanto nas raizes, o NaCl provocou aumento significativo do VE quando
comparado ao controle (Tabela 2). Tal efeito foi mais acentuado na dose mais elevada de
NaCl (150mM), onde o aumento foi de 35% quando comparado ao grupo controle. Com a
exposicdo prolongada ao NaCl (240 horas), observou-se um aumento do VE em todas as
partes da planta, sendo proporcional a dose de NaCl e mais acentuado nas raizes (Sall — 110%
e Sal2 — 158%), seguido das folhas (Sall — 85% e Sal2 — 143%) e por ultimo do caule (Sall —
49% e Sal2 — 65%) (Tabela 2).

Tabela 2: Vazamento de eletrélitos (VE) de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L.
submetidas a diferentes concentragcbes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM),
suplementados ou n&o com célcio (Sall + Ca** — 75 mM + 6 mM de Ca®*; Sal2 + Ca®* — 150 mM + 6
mM de Ca®"), ap6s 24 horas (24 h DT) e 240 horas (240 h DT) de exposicdo aos estresses.

VE (%) — 24h DT VE (%) —240h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
C 10,92 a 21,43 a 29,29 ¢ 429c¢c 15,16 ¢ 28,86 d
Sal 1 10,59 a 20,36 a 4691 b 7,94 b 21,72 b 60,82 b
Sal 2 9,70 ab 21,58 a 64,29 a 10,46 a 25,15a 74,66 a
Sal 1+ Ca? 7,91 be 21,71 a 59,23 a 11,90a 22,75ab 69,58 a
Sal 2 + Ca®* 6,44 c 20,54 a 49,78 b 12,02a 22,99 ab 69,38 a

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste t-Student (p<0,05).
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A manutencdo das membranas celulares, representada pela ndo alteragcdo nos valores
do VE em folhas e caules de plantas durante as 24 de exposicdo ao NaCl, pode estar
relacionada ao aumento nos niveis de VE observados em raizes, pois devido a um contato
direto deste 6rgdo com a solucdo salina é provavel que esta estrutura tenha funcionado como
6rgdo protetor, acumulando os sais em seus tecidos e prevenindo seu deslocamento em niveis
toxicos para as partes aéreas (LOPES & MACEDO, 2008). Oliveira et al. (2014) observaram
que em C. phyllacanthus, espécie da mesma familia de J. curcas, as raizes foram eficientes
em atuar na retencdo dos ions salinos em seus tecidos e assim prevenir, no primeiro momento,
o acimulo de Na* e/ou CI" nos 6rgéos apicais, pois ndo houve interferéncia dos tratamentos
salinos sob o vazamento de eletrdlitos em folhas e caule, ap6s 24 horas de exposicdo ao
estresse.

O aumento da condutividade elétrica em raizes (24h DT) e em todos o0s 6rgdos ap0os
240 horas de exposicao aos tratamentos salinos sugere um actiimulo excessivo de Na* e CI" no
protoplasma, o que pode causar toxicidade, distirbios no balango idnico e por consequéncia
alteracdes na estrutura das membranas (YOKOI et al., 2002). Os efeitos da salinidade
relacionados ao aumento nos danos as membranas ja foram observados e discutidos por Silva
et al. (2015) em J. curcas, Shoresh et al. (2011) e Bernstein et al. (2010) em Zea mays, Tuna
et al. (2007) em Solanum lycopersicum.

Mesmo ndo havendo efeito do NaCl sobre as folhas de J. curcas, 24h DT, observou-se
que a adicdo de Ca®* & solugéo salina reduziu o nivel de VE neste 6rgdo em aproximadamente
25% no tratamento Sall + Ca®* e 33% no tratamento Sal2+Ca?", comparados aos tratamentos
salinos (Sall e Sal2, respectivamente). Em raizes, 24 h DT, o incremento de Ca*" & solucéo
salina reduziu os niveis de VE em aproximadamente 22% no tratamento Sal2 + Ca®*, quando
comparado ao tratamento Sal2. Apo6s 240 horas de exposicdo aos tratamentos salinos, o
incremento de célcio a solucdo salina ndo apresentou efeitos benéficos sobre a reducédo dos
niveis de VE, independente do 6rgdo e tratamento avaliado.

Apesar de nio estar clara a relacéo direta entre a suplementacdo de Ca** e a reducéo
nos danos as membranas encontrados em folhas (Sall + Ca®* e Sal2 + Ca®*) e em raizes (Sal2
+ Ca’"), é provavel que o calcio exerca funcdo na manutencéo da integridade das membranas
celulares, pois além de estabilizar as estruturas da parede celular, regular o transporte e
seletividade de fons, uma quantidade razoavel de Ca** regula a atividade enzimética de
plantas cultivadas sob estresse salino (KADER & LINDBERG, 2010; SHORESH et al.,

2011). O calcio pode atuar como estabilizador das membranas celulares através de ligacGes
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com fosfolipidios e proteinas, contudo, nestes locais de ligacdo, pode haver uma troca entre
Ca’* e o Na', quando as plantas estdo submetidas a condicdes de salinidade (CRAMER,
2002). No presente estudo, é possivel que altas concentragdes externas de Na®, principalmente
240 h DT, tenham desestabilizado e lesionado as membranas dos 6rgaos de J. curcas devido a
troca do Ca®* pelo Na* na estrutura das membranas e a suplementacio de Ca®* néo tenha sido
suficiente para inibir a entrada de Na" através de canais ndo seletivos de cations (NSCCs)
(DEMIDCHIK et al., 2007).

3.3 Indicadores idnicos

O estresse salino influenciou significativamente os contetidos de sodio (Na*) e calcio
(Ca?"), interferindo também na relacéo calcio/sodio (Ca®*/Na'*) nas folhas, caule e raizes de J.
curcas (Tabela 3).

A adicdo de NaCl na solucéo nutritiva promoveu um aumento nos niveis de sodio nos
diferentes tecidos de J. curcas. Tanto no tratamento salino moderado (Sall) quanto no severo
(Sal2), 24 h DT, o acimulo de Na* foi de aproximadamente 8 vezes em folhas (Tabela 3).
Nos mesmos tratamentos salinos e no mesmo 6rgdo avaliado, a adicdo de NaCl reduziu os
niveis de Ca** em aproximadamente 8 e 9 vezes nos tratamentos Sall e Sal2, respectivamente.
O aumento nos niveis de Na* e a reducéo nos niveis de Ca**, reduziram os valores observados
na relacdo Ca®/Na* para 1,17 e 0,82 nos tratamento Sall e Sal2, respectivamente (Tabela 3).
Ap06s 240 horas de exposicio a salinidade, os niveis de Na* em folhas continuaram altos, com
aproximadamente 25 e 30 vezes mais Na' nos tratamentos Sall e Sal2, respectivamente,
quando comparados ao grupo controle. Neste mesmo 6rgdo, 240h DT, os niveis de Ca*
reduziram em aproximadamente 45% e 18% nos tratamentos Sall e Sal2, respectivamente,
quando comparados ao grupo controle (Tabela 3). Apesar do aumento nos niveis de Na* terem
sido acompanhados por redugdes nos niveis de Ca®*, 240 h DT, a relagdo Ca®*/Na* apresentou
valores positivos entre 3,3 e 3,7 em ambos os tratamentos salinos (Tabela 3).

Os tratamentos salinos simulados pelo NaCl aumentaram os niveis de Na* em caules
de J. curcas ap0ds 24 horas de exposi¢do ao estresse. Nos tratamentos Sall e Sal2, observou-se
aumentos de 5 e 4 vezes ap6s comparacdo com O grupo controle, respectivamente.
Curiosamente, 0 aumento nos niveis de Na* foi acompanhado também por elevacdes nos
niveis de Ca®* de aproximadamente 17% e 19% nos tratamentos Sall e Sal2, respectivamente,
comparados ao controle (Tabela 3). O aumento nos niveis de célcio no caule de J. curcas

submetidas aos tratamentos salinos permitiram que a relacdo Ca®*/Na* alcangassem valores
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superiores a 11,0 em ambos tratamentos com NaCl (Tabela 3). Neste mesmo 6rgédo, 240 h DT,
0s niveis de sodio continuaram aumentando em ambos os tratamentos salinos. A elevagdo nos
teores de Na" em caule, no tratamento Sall foi de 14 vezes o valor atingido no grupo controle,
enguanto que no tratamento Sal2 este valor foi de 19 vezes. Neste mesmo periodo, ndo foram
observadas alteragdes nos niveis de céalcio em caules de J. curcas, contudo, as relagdes
Ca®*/Na* atingiram valores superiores a 6,5 em ambos 0s tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3: Concentracdes de sodio (Na*), calcio (Ca**) e relagdo Ca**/Na* em folhas, caule e raizes de
plantas de Jatropha curcas L. submetidas a diferentes concentra¢cdes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75
mM; Sal2 — 150 mM), suplementados ou ndo com célcio (Sall + Ca% — 75 mM + 6 mM de Ca®*; Sal2
+ Ca’* — 150 mM + 6 mM de Ca*"), ap6s 24 horas (24 h DT) e 240 horas (240 h DT) de exposicdo aos
estresses.

24 h DT 240 h DT

Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
Na* (mmol . Kg MS™)
C 63,3 ¢ 58,0c 21,1c 21,1c 26,4d 79c
Sal 1 548,7 a 2849 a 337,7b 528,1 ab 371,7c 332,7b
Sal 2 5329 a 279,6 a 5434 a 633,7 a 506,9 b 5716a
Sal 1 + Ca** 401,0b 226,8 b 316,5b 480,5b 414,0c 3450b
Sal 2 + Ca* 601,5a 278,6 a 543,4 a 542,1 ab 554,5a 521,0a
Ca”** (mmol . Kg MS™)
C 57919a 2806,8b  579,2a 28559a 2985,1a  3920,7a
Sal 1 705,8 b 3386,0a 4304b 1546,9¢c  29405a  2495,0d
Sal 2 608,4 b 34955a 454,1b 2316,7b  3207,8a  34454b
Sal 1 + Ca** 612,8 b 3475,1a 4596 b 1189,9c  24950b  3029,6¢
Sal 2 + Ca** 629,2 b 3386,0a 5416a 25019ab 3314,8a 3074,2c
Ca’*/Na*
C 53,85 a 46,18 a 27,44 a 128,66a 149,04 a 5249 a
Sall 1,17b 11,40 b 1,27b 3,79Db 7,270 7,31b
Sal 2 0,82b 11,09 b 0,76 b 3,39b 6,54 b 547 b
Sal 1+ Ca?* 1,24 b 13,81b 1,49b 2,01b 6,64 b 8,72b
Sal 2 + Ca** 1,06 b 12,41 b 1,03 b 451b 6,27 b 5,05b

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).

Os niveis de sodio no tecido radicular de J. curcas, 24 h DT, aumentaram de acordo
com o aumento nas concentracdes de NaCl na solugdo nutritiva. No tratamento Sall o
aumento foi de 16 vezes, enquanto que em Sal2, o aumento foi de 25 vezes, comparados aos
valores observados no grupo controle (Tabela 3). Acompanhado ao aumento nos niveis de
Na®, as concentragBes de calcio no tecido radicular sofreram reducGes de aproximadamente

25% e 21% ap0Os exposicdo aos tratamentos Sall e Sal2, respectivamente (Tabela 3). Neste
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6rgdo, as relagdes Ca**/Na* apresentaram valores de 1,27 para o tratamento Sall e 0,76 para
Sal2. Apos 240 horas de exposicdo ao estresse salino, os niveis de sédio aumentaram 41 vezes
apos exposicdo ao tratamento Sall e 71 vezes em Sal2 (Tabela 3). O aumento nos niveis de
sodio no tecido radicular, 240h DT, foram acompanhados de reducdes nos niveis de Ca** em
aproximadamente 36% e 12% ap0s exposicdo aos tratamentos Sall e Sal2, respectivamente,
neste mesmo 6rgdo. Contudo, as relacdes Ca**/Na" apresentaram valores superiores a 5,0, em
ambos os tratamentos salinos (Tabela 3).

O aumento nos niveis de Na* em detrimento & reducdo nos niveis de Ca®*, observado
em folhas e raizes em todos os tratamentos salinos, independente do tempo de exposic¢éo,
pode estar relacionado a deficiéncia de célcio provocada por elevadas concentrag@es de sddio
(GENC et al.,, 2010). Em condi¢bes salinas o referido antagonismo estd associado a
competicdo entre os dois ions por ligacdes em sitios essenciais ao adequado funcionamento
celular (TAIBI et al., 2012). Além disto, o acimulo de NaCl pode prejudicar o transporte e a
mobilidade do Ca®" para os diferentes 6rgdos da planta (SHORESH et al., 2011). Reducdes
nos niveis de Ca** em plantas submetidas a condicdes de salinidade também foram
observados por Kanwal et al. (2013) estudando T. aestivum e Zeng et al. (2015) estudando H.
caspica, ambos em condigdes salinas.

Apenas em folhas e raizes expostas a concentracdo severa de NaCl (Sal2), 24 h DT,
observou-se possivel toxicidade pelo ion Na*, representados por valores inferiores a 1,0 na
relacdo Ca®*/Na*. Em folhas, é possivel que tal toxicidade tenha contribuido para a redugo
nos niveis de CRA, enquanto que em raizes o excesso de Na® tenha contribuido para o
aumento do VE. Em ambos os casos, os valores da relagdo Ca®*/Na* abaixo de 1,0 podem
representar relativa desestabilidade da membrana plasmatica, o que ocasiona uma deficiéncia
hidrica nas células, ou ainda, possiveis lesdes relacionadas ao estresse salino (SHORESH et
al., 2011).

Especificamente em folhas submetidas ao tratamento Sall e em raizes no tratamento
Sal2, 24 h DT, e em todos 0s 6rgios e tratamentos salinos 240 h DT, o acimulo de Na* como
soluto inorganico, pode ter contribuido para o possivel ajustamento osmético de J. curcas,
representado pela manutencdo do CRA destes 6rgdos. Para Silva et al. (2015) e Rodrigues et
al. (2014), o acumulo de ions salinos como o sodio e o cloreto em tecidos de J. curcas e R.
communis, respectivamente, podem estar associados a um possivel ajustamento osmético das

espécies em condic@es salinas.
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Os maiores indices de VE observados em raizes, comparados ao caule e as folhas, em
ambos os periodos de exposi¢do aos tratamentos salinos, provavelmente pode ser devido a um
contato direto deste 6rgdo com a solugédo salina (LOPES & MACEDO, 2008). Apds 240
horas, 0 aumento da condutividade elétrica em presenca de NaCl, pode ser devido ao excesso
de Na* e CI no protoplasma que, com o passar do tempo, causa toxicidade e distlrbios no
balango i0nico, 0 que traz como consequéncia alteragdes na estrutura das membranas e
enzimas (YOKOI et al., 2002).

O aumento nos niveis de Na“ em caules de J. curcas foi acompanhando de um
aumento nos niveis de Ca?*, principalmente apés 24 horas de exposicdo ao estresse salino.
Neste caso, € possivel que o acimulo de célcio em caule de J. curcas seja um indicador
importante da regulacdo metabdlica para a manutencao da homeostase idnica na planta como
um todo, minimizando os efeitos toxicos do NaCl neste 6rgdo e regulando a concentracao de
sodio na planta, como representado pelos maiores valores da relacdo Ca**/Na”.

O incremento de calcio a solucgdo salina, 24 h DT, mitigou os efeitos da salinidade em
folhas de J. curcas apenas no tratamento salino moderado (Sall + Ca®"), reduzindo a
concentracdo de Na* em 27%, comparado ao seu controle salino (Sall) (Tabela 3). Contudo, a
reducdo nos niveis de Na™ neste tratamento ndo foi acompanhada do aumento nos niveis de
Ca®* no tecido foliar o que manteve a relacdo Ca*/Na" em valores proximos a 1,0. Apesar
disto, o incremento de Ca®* minimizou os efeitos toxicos do Na’, pois principalmente no
tratamento Sal2 + Ca®*, o valor encontrado na relacio Ca**/Na* passou de 0,82 (Sal2) para
1,06 (Sal2 + Ca®") (Tabela 3). Apés 240 horas de exposicdo a salinidade, o incremento de
Ca?* ndo influenciou os niveis de Na* em folhas de J. curcas, mas apesar de ndo haver
diferenca estatistica, observou-se reducdes de 9% e 14% nos tratamentos Sall + Ca®* e Sal2 +
Ca®*, respectivamente, quando comparados aos tratamentos Sall e Sal2 (Tabela 3). Em
folhas, 240 h DT, os niveis de céalcio no tecido vegetal ndo sofreram alteracdes com o
incremento de Ca®* na solucdo salina, contudo, apesar de ndo haver diferenca estatistica,
observou-se um aumento de 7% nos niveis de Ca** no tratamento Sal2 + Ca?*, comparado ao
tratamento Sal2. A relacdo Ca**/Na’ neste periodo manteve seus valores superiores a 2,0, com
destaque para o tratamento salino severo suplementado com calcio, que aumentou os valores
desta relacéo de 3,39 (Sal2) para 4,51 (Sal2 + Ca*) (Tabela 3).

Ap0s curto periodo de exposicao ao estresse salino (24 h DT), o incremento de célcio
a solugdo contendo NaCl reduziu os niveis de sodio em tecidos caulinares em

aproximadamente 20% apenas no tratamento salino moderado (Sall + Ca®*) (Tabela 3). Neste
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6rgéo, em ambos os tratamentos salinos acrescidos de Ca®*, ndo foram observadas alteracdes
nos niveis de calcio no tecido caulinar. Entretanto, as relacdes Ca?*/Na* aumentaram seus
valores de 11,4 (Sall) para 13,8 (Sall + Ca®") e 11,0 (Sal2) para 12,4 (Sal2 + Ca®") (Tabela
3). Os niveis de Na" em caules de J. curcas, apos 240 horas de exposicdo ao estresse salino,
ndo apresentaram reduces com o incremento de calcio a solu¢do nutritiva adicionada de
NaCl. O nivel de célcio no tecido caulinar reduziu em 15% apenas no tratamento salino
moderado suplementado com calcio (Sall + Ca®"). Apesar disto, as relacdes Ca’*/Na*
atingiram valores superiores a 6,0 em ambos os tratamentos salinos suplementados com calcio
(Sall + Ca?* e Sal2 + Ca*") (Tabela 3).

Em raizes, o incremento de célcio a solugdo salina ndo interferiu nos niveis de Na*
acumulados nos tecidos deste 6rgdo, 24 h DT. Porém, os niveis de Ca®* no tecido radicular
apresentaram um incremento de 6% e 19% para os tratamentos Sall + Ca®* e Sal2 + Ca*",
respectivamente, comparados aos respectivos controles salinos (Sall e Sal2) (Tabela 3). O
aumento nos niveis de Ca** nas raizes, 24 h DT, aumentaram as relacdes Ca**/Na* de 1,27
(Sall) para 1,49 (Sall + Ca’*) e de 0,76 (Sal2) para 1,03 (Sal2 + Ca*) (Tabela 3). Apds
exposicdo prolongada ao estresse salino (240 h DT), o incremento de calcio a solugdo nédo
influenciou os niveis de Na* em raizes, em nenhum dos tratamentos avaliados. Contudo,
especificamente no tratamento salino moderado, a suplementacéo de Ca®* aumentou os niveis
deste fon nos tecidos radiculares em aproximadamente 21% (Sall + Ca®"), comparado ao
tratamento Sall. Ap6s adicdo de calcio na solucdo salina as relagdes Ca**/Na* mantiveram
seus valores superiores a 5,0 (Tabela 3).

A reducdo nos niveis de Na* observada principalmente em folhas (24 e 240 h DT) e
em caule (24 h DT) submetidas ao tratamento Sall + Ca®*, sugerem a importante funcéo do
calcio em suprimir diretamente a importacdo de soédio por canais de cations ndo seletivos
(RANADE-MALVI, 2011). Ainda, concentracdes ideais de calcio no ambiente citosélico
funcionam como cofator de enzimas da familia SOS (salt overly sensitive), responsaveis por
mecanismos de exclusdo de Na* através de proteinas antiportadoras, localizadas na membrana
plasmatica (HASEGAWA, 2013).

A suplementacgdo de célcio na solucdo salina favoreceu o aumento nas concentracoes
deste soluto no ambiente intracelular, pincipalmente em caules (24h DT) e raizes (240 h DT).
Aumentos na concentracdo de Ca’* em o6rgdos basais sugere a importante funcdo de
mensageiro do Ca** nos processos de sinalizagdo contra o estresse salino, principalmente em
folhas (CHOI et al., 2014).
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Apesar do incremento de célcio em caules apds 24 horas de exposi¢do ao tratamento
Sall + Ca**, ap6s 240 horas de exposicéo, observou-se uma reducéo nos niveis de Ca*". Tal
reducdo foi acompanhada pelo aumento de Na' neste mesmo tratamento 240 h DT. Neste
caso, a competitividade entre o Na* e o Ca®* pelos mesmos sitios de absorcdo podem ter
prejudicado a importagdo de célcio para o ambiente intracelular, reduzindo suas
concentragdes nos tecidos (SALAH et al., 2009).

A suplementacdo de Ca®* reduziu a toxicidade ionica, representada pela relacéo
Ca®*/Na*, principalmente de folhas e raizes submetidas ao tratamento Sal2 + Ca** (24 h DT),
bem como na maioria dos demais 6rgaos em ambos os periodos de exposicdo. O papel do
Ca’* no transporte seletivo e na exclusdo de Na* através das membranas celulares (IMADA et
al., 2009) foi bem representado, em nosso estudo, pelos valores acima de 1,0 atingidos na
relacdo Ca®*/Na* em todos os tratamentos suplementados com Ca**. Para Hashi et al. (2015),
relativos altos valores na relacdo Ca**/Na* podem ser considerados importantes mecanismos
de tolerancia a salinidade. A intensa atividade de proteinas antiportadores situadas na
membrana plasmética exclui o Na* em detrimento & importacéo de Ca* e facilita a adaptagdo
das plantas em ambientes salinos (KARIMOVA et al., 2000).

Especificamente em folhas e raizes, 24 horas ap6s a exposi¢ao aos tratamentos, pode-
se relacionar a reducdo dos danos as membranas celulares, representados pelo VE, aos valores
encontrados na relacio Ca*/Na’. Em folhas expostas ao tratamento Sall + Ca’*, a
manutencdo nos sistemas de membranas se deu devido & reducdo nos niveis de Na'
intracelular, enquanto que tanto em folhas quanto em raizes expostas ao tratamento Sal2 +
Ca®*, a manutencdo se deu devido ao aumento nos niveis de Ca?*. Em ambos os tratamentos
salinos suplementados com Ca**, fica clara a importante fungéo do célcio na estabilizacio das
membranas celulares (ZENG et al., 2015).

A manutencdo da relagdo Ca®*/Na*, principalmente em folhas (Sall + Ca®* — 24 h DT;
Sal2 + Ca®* — 24 e 240 h DT), caule (Sall + Ca®* — 24 h DT) e raizes (Sall + Ca?* — 24 e 240
h DT), estdo diretamente relacionadas & manutencéo do status hidrico de plantas de J. curcas,
representado pelo CRA. Para Cabariero et al. (2004), a suplementacdo com calcio favorece a
manutencdo das relagdes hidricas de plantas submetidas a condigdes salinas por meio do
controle da abertura de aquaporinas, permitindo assim um aporte hidrico adequado aos tecidos
de plantas submetidas ao NaCl.
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4. CONCLUSOES

1- O estresse salino simulado pelo cloreto de sodio (NaCl) induziu respostas
distintas quanto ao tempo de exposicdo, a dose de NaCl e aos orgaos de J. curcas estudados
independente da suplementacao de calcio a solucéo.

2- A salinidade afetou o crescimento das plantas em ambos os periodos de
exposicao e o incremento de célcio ndo minimizou os efeitos do NaCl sobre o crescimento.

3- Apds 24 horas de exposicdo ao estresse salino, ocorreu uma perda da
homeostase hidrica em todos os oOrgdos analisados, evidenciando, portanto, o efeito
preponderante do componente osmético sobre 0 componente iénico.

4- A partir das 240 horas de exposi¢cdo ao NaCl as plantas recuperaram o status
hidrico, mas o efeito idnico provocado, sobretudo pelo sodio, causou danos as membranas
celulares, representado pelo aumento do vazamento de eletrélitos, em todos os 6rgédos e de
forma mais pronunciada nas raizes, com o aumento da concentragdo de NaCl.

5- As diferentes respostas observadas nos dois periodos de exposicdo ao NaCl
mostraram claramente que as plantas possuem estratégias complexas de defesa que foram
moduladas pelo tempo.

6- A suplementacdo de Ca”* & soluco salina atuou reduzindo os niveis de Na*
e/ou aumentando os niveis de Ca®* e como consequéncia, minimizou os efeitos téxicos,
observados pela relacdo Ca®*/Na*, sobretudo em folhas e raizes nas primeiras 24 horas de
exposicdo ao estresse.

7- No presente estudo, sugerimos a atuacdo do caule como estrutura de

armazenamento de Ca®* devido ao actimulo expressivo deste fon.
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CAPITULO V

A SUPLEMENTACAO COM CALCIO AUXILIA O AJUSTAMENTO OSMOTICO
DE Jatropha curcas L. SUBMETIDAS A CONDICOES SALINAS
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RESUMO

A suplementacdo com 6 mM de Ca®* na solugdo salina em plantas Jatropha curcas,
submetidas a trés tratamentos salinos (controle; 75 e 150 mM de NacCl), foi avaliada em
folhas, caule e raizes durante 24 e 240 horas de exposicdo baseando-se no status hidrico,
integridade das membranas e indicadores de ajustamento osmético. Observou-se em folhas
(Sall) e raizes (Sal2), 24 h DT, que a manutencdo do status hidrico (CRA) sugere um
ajustamento osmotico atribuido em parte ao aumento nos niveis de proteinas solUveis totais
(PST) e prolina (PRO), e ainda, a manutencdo da integridade das membranas em folhas e a
manutencdo nos niveis de aminoacidos livres totais (AALT), acUcares soluveis totais (AST) e
amido em raizes de J. curcas. Aumentos nas concentracdes de NaCl, reduziram o CRA em
caules de J. curcas, contudo, a manutencdo da integridade das membranas deste 6rgao
aparentemente esta associada ao aumento nos niveis de AALT, PRO e AST. Em todos os
6rgéos da planta, expostos ao tratamento Sall + Ca’*, 24 h DT, a suplementacfo com o Ca**
aumentou os niveis de PST. Neste mesmo periodo a suplementacdo com o Ca*" incrementou
os niveis de AALT principalmente em folhas. Apés 240 h de exposicdo, a presenca do Ca**
incrementou os niveis de AALT em todos 0s 6rgéos expostos ao tratamento Sall + Ca*". Os
niveis de PRO foram incrementados com a suplementacéo de Ca®* principalmente em folhas,
240 h DT. O caule de J. curcas foi 0 6rgdo que mais aumentou seus niveis de AST ap6s o
incremento de Ca?* & solucdo salina, em ambos os periodos de exposicdo. Incrementos nos
niveis de amido foram observados principalmente em folhas, em ambos os periodos de
exposicdo. Assim, o ajustamento osmotico, observado em J. curcas se deu principalmente por
compostos nitrogenados, estando o incremento de Ca®* relacionado ao aumento da maioria
dos solutos compativeis estudados. A contribuicdo da suplementacdo de Ca?* no ajustamento
osmotico, verificados em J. curcas, apresentam respostas distintas quanto ao tempo de
exposicao, dose de NaCl e 6rgdos da planta.

Palavras-chaves: Pinhdo-manso, ajustamento osmotico, estresse salino, calcio.

ABSTRACT

The supplying of 6 mM Ca’* in salt solution in Jatropha curcas subjected to three salt
treatments (control; 75 and 150 mM NaCl) was evaluated in leaves, stem and roots for 24 and
240 hours of exposure based on water status, membranes integrity and osmotic adjustment
indicators. It was observed in leaves (Sall) and roots (Sal2), 24 h after treatment, that the
water status maintenance (CRA) suggests an osmotic adjustment partially assigned to
increases in total soluble proteins (PST) and proline (PRO) levels and also to the maintenance
of the membrane integrity in leaves and to the maintenance of total free amino acids (AALT),
total soluble sugars (AST) and starch levels in J. curcas roots. Increases in NaCl
concentrations reduced CRA in J. curcas stems, however the maintenance of the membranes
integrity in this organ seems to be associated to the increases of AALT, PRO and AST. In all
plant parts and after exposure to Sall + Ca’" treatment, 24 h after treatment, the supplying
with Ca?* increased the PST levels. For the same exposure time, the supplying with Ca*
increased the AALT levels mainly in leaves. After 240 h exposure, the presence of Ca*
increased the AALT levels in all plant parts exposed to the Sall + Ca?* treatment. The levels
of PRO were increased with the supplying of Ca®* mainly in leaves, 240 h after treatment.
The stem in J. curcas was the part with higher increases in AST levels after Ca®* addition to
the salt solution in both exposure times. Increases of starch levels were observed mainly in
leaves in both exposure times. Thus, the osmotic adjustment observed in J. curcas occurred
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mainly by nitrogen compounds being the Ca®* supplying related to the increases of most of
the compatible solutes studied. The contribution of Ca®* supplying in the osmotic adjustment
observed in J. curcas showed different responses in terms of exposure time, NaCl dosage and
plant organ.

Keywords: Physic nut, osmotic adjustment, salt stress, calcium.

1. INTRODUCAO

A salinidade dos solos, que resulta de processos naturais e/ou antropicos, afeta mais de
20% das terras irrigadas e tem impactado negativamente o desenvolvimento e a produtividade
de espécies agricolas mundialmente. Particularmente em regiGes aridas e semiaridas, 0s
componentes salinos no solo se intensificam devido a taxa de evaporagdo que excede a
precipitacdo e, sobretudo, a utilizacdo de &gua com elevados teores de sais para a irrigacdo das
lavouras (SWANHART et al., 2014).

A presenca de sais reduz o potencial osmdtico da agua, tornando mais dificil a
absorcdo deste fluido por parte do sistema radicular das plantas, além de provocar
perturbacBes na homeostase idnica e osmotica, gerando estresse oxidativo, prejuizos a
fotossintese e alteracdo no metabolismo do vegetal (ZHANG et al., 2011). Os principais ions
salinos (Na" e CI") podem afetar a absorgdo de nutrientes através da interagdo competitiva
com o calcio e o potéssio, por exemplo, ou ainda, desestabilizam a estrutura e prejudicam a
seletividade das membranas, pois elevados niveis de Na® frequentemente induzem a
deficiéncia de fons importantes para a manutencéo do metabolismo vegetal, como o Ca®* e o
K" (SILVA et al., 2015).

Para que a planta contorne os efeitos da salinidade e minimize a atuagdo dos
componentes osméticos e idnicos, mecanismos que garantam o aporte hidrico dos tecidos,
aloquem e/ou acumulem o s6dio nos vactiolos ou até mesmo que estimulem a exclusdo de Na*
do ambiente citosolico, sdo ferramentas de grande importancia para garantir a tolerancia ao
estresse salino de algumas espécies (RENAULT et al., 2010). Somados a estes mecanismos, 0
fornecimento de célcio reduz os sintomas de toxicidade gerada pelo Na® em diferentes
espécies e estimula o crescimento da planta (SOUALEM et al., 2014). Adequados niveis de
Ca®* minimizam os efeitos do estresse salino através da estabilizacdo da membrana e parede
celular, controlando o pH das células, evitando a extrusdo de solutos compativeis a partir de
citoplasma, neutralizando ions no vacuolo e atuando como mensageiro secundario nos
processos de sinalizagédo celular, que resultaram em cascatas de eventos que culminaram na

tolerancia aos estresses abidticos (SIDDIQUI et al., 2012).
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O Ca?* é um fon de sinalizacdo versatil que pode integrar diferentes vias em resposta
ao estresse salino, tendo influéncia direta ou indireta sobre a expressdo génica e/ou a
fisiologia celular (DODD et al., 2010). Ma et al. (2009) demonstraram que o Ca®* participa
em muitos processos bioquimicos das plantas, e a alteracdo da concentracdo de calcio bem
como a sua distribuicdo em diferentes 6rgaos da planta podem ser consideradas respostas de
adaptacdo a condicBes de estresse. Para Nayyar, (2003), concentracdes adequadas de Ca**
podem auxiliar no ajustamento osmético de plantas por meio do acumulo de osmdlitos
compativeis em resposta ao déficit hidrico, comumente relacionado a salinidade.

Nas plantas, os efeitos do déficit hidrico e da salinidade sdo minimizados pelo
ajustamento osmotico que dentre outros fatores ocorre principalmente pelo acimulo de
compostos organicos osmoticamente compativeis (ADEM et al., 2014). O acumulo de
osmorreguladores, tais como acucares soltveis, aminoacidos (ex. prolina), ions inorganicos
(ex. célcio e potéssio), proteinas e outros (JOSEPH et al., 2015), impede a perda de agua e
mantem o turgor vegetal, balanceando assim, os potenciais osmoticos entre o citoplasma e o
vacuolo, o que facilita a retencdo de agua no citoplasma e permite o sequestro de Na* para o
vacuolo ou apoplasto (MUNNS & TESTER, 2008; SHABALA & MUNNS, 2012).

Muitos estudos ressaltam o acumulo de osmorreguladores e o seu papel fisiol6gico em
plantas submetidas ao estresse salino e embora seja amplamente estudado, paradoxalmente
ainda é um fendmeno pouco conhecido e bastante controverso, sobretudo em espécies que,
recentemente, despertaram interesses da comunidade agricola, como é o caso da Jatropha
curcas L.

J. curcas € um arbusto suculento pertence a familia Euphorbiaceae resistente a seca e
salinidade que se desenvolve bem em regides tropicais e subtropicais, capaz de crescer sob
uma vasta gama de regimes de chuva, de 200 a mais de 1500 mm por ano (HSU et al., 2015).
A espécie apresenta muitos valores comerciais, mas, sobretudo, o 6leo obtido de suas
sementes é talvez o principal produto desta planta devido a sua utilizagdo como matéria-prima
para a producdo de biodiesel (KOH et al., 2011). Somada a esta caracteristica, J. curcas pode
também ser utilizada para a restauragdo de ecossistemas afetados por processos de
desertificacdo (MAKKAR & BECKER, 2009). Apesar da alta resisténcia da espécie, a seca e
a salinidade sdo fatores que limitam o desenvolvimento, o cultivo e a distribuigdo da planta
em areas potencialmente agricultaveis (MAES et al., 2009; DIVAKARA et al 2010).

Estudos ndo somente demonstram os efeitos da salinidade sobre alteracbes no

crescimento, na fotossintese, nas relagcbes hidricas e na toxicidade por ions salinos, mas
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também como o ajustamento osmotico pelo acimulo de osmolitos pode minimizar a acdo dos
sais sobre plantas de J. curcas (DIAZ-LOPEZ et al., 2012; SOUSA et al., 2012; SILVA et al.,
2015; RODRIGUES et al., 2016). Contudo, a espécie carece de estudos que envolvam a
suplementacdo de componentes como o Ca®* que possam mitigar os efeitos osméticos da
salinidade atuando principalmente no incremento de osmolitos e na manutengdo da
integridade das membranas celulares. Neste contexto, torna-se necessario encontrar critérios
mais especificos que possam fornecer informacdes sobre as diferentes estratégias de
adaptacdo para lidar com o estresse salino, sobretudo a sua atuacdo nos diferentes 6rgdos em
periodos criticos ao desenvolvimento do vegetal.

Assim, dada a importdncia da J. curcas no cendrio para da produgdo de
biocombustiveis e dos efeitos negativos do estresse salino na homeostase hidrica da espécie,
este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho da planta quanto a resposta ao
incremento de Ca?* & solucéo salina. Para elucidar a agdo do Ca?* na mitigacdo dos efeitos
osmaticos da salinidade, foi estudada a relacdo deste ion com a sintese de osmolitos
compativeis e consequente relacdo com o status hidrico da planta e a manutencdo da
integridade das membranas celulares. Espera-se identificar neste estudo se o incremento de
Ca’" na solucéo nutritiva contribui para a osmorregulacdo em diferentes 6rgdos de J. curcas
por meio do acimulo de solutos organicos, identificando quais destes solutos contribuem de

maneira mais efetiva para minimizar os efeitos deletérios do sal na espécie.

2. MATERIAL E METODOS

Plantulas de J. curcas (acesso CNPAPM-XVIII) obtidas a partir da germinagcdo em
sistema de rolos de papel toalha (BRASIL, 2009) foram transferidas, oito dias apds a
germinacdo, para o sistema hidropénico em frascos contendo 0,8 L de solucdo Hoagland e
Arnon (1950) com ¥ de forca, pH 6,0, sob aeracdo constante com bombas de aquariofilia para
manter a oxigenacdo do sistema radicular das plantas. A solugdo nutritiva foi completada
diariamente para compensar a perda por evapotranspiragdo e trocada semanalmente para
reposicdo dos macro e micronutrientes. As plantas permaneceram nestas condic¢des por 30
dias, para aclimatacdo. Apos este periodo, as plantas com cinco folhas completamente
expandidas foram selecionadas e transferidas para vasos maiores, contendo 2,5 L de solucao
nutritiva. A solucéo foram acrescidos ou n&o os tratamentos salinos: Controle (C); 75 (Sall) e
150 mM (Sal2) de NaCl, suplementados ou ndo com 6 mM de calcio em forma de CaSQ,,

duplicando-se sua concentracdo na solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) e
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correspondendo aos tratamentos: 75 mM de NaCl + 6 mM de Ca** (Sall + Ca®") e 150 mM de
NaCl + 6 mM de Ca?* (Sal2 + Ca?"). O incremento das concentracdes de NaCl ocorreu
gradativamente, sendo colocado 50 mM por dia até atingir a concentracédo final pretendida,
para evitar o choque osmotico.

Posteriormente & exposicao aos tratamentos, tecidos de folhas, caules e raizes foram
coletados e analisados apds dois periodos, 24 e 240 horas. O material vegetal foi avaliado
quanto a indicadores de status hidrico da planta; a integridade das membranas celulares e
indicadores de ajustamento osmotico.

Para aferir o status hidrico da planta, a determinacdo do contedo relativo de agua
(CRA) foi realizada segundo Irigoyen et al. (1992) utilizando a equagdo: CRA = (MF — MS /
MT — MS) x 100; onde os tecidos vegetais de cada plantula foram pesados para obtencéo da
massa fresca (MF) e, em seguida, embebidos em agua deionizada sob temperatura ambiente
de 25 + 5 °C durante seis horas para obtencdo da massa tlrgida (MT). A massa seca (MS) foi
obtida pela desidratacdo da MT por 72 h a 60 °C.

A integridade das membranas foi determinada através do vazamento de eletrélitos
(VE), estimado de acordo com Blum e Ebercon (1981), utilizando a equacdo VE = (L1 / L,) x
100, onde: L; corresponde a primeira leitura da condutividade elétrica (CE) da solucdo do
frasco, realizada apds 6 horas e L, representa a segunda leitura da CE realizada ap6s o
aquecimento dos tecidos em banho-maria a 100 °C.

A concentracdo de proteinas sollveis totais (PST) foi determinada segundo método
descrito por Bradford (1976), com base em curva padrdo obtida a partir de albumina bovina
(BSA\) e 0s resultados expressos em mg . g de massa seca.

A concentracdo de aminodacidos livres totais (AALT) foi determinada segundo o
método descrito por Peoples et al. (1989), onde os AALT foram determinados com base em
uma curva padréo de L-Glutamina, sendo os resultados expressos em pmol. g™ de massa seca.
A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 570 nm de absorbancia.

A concentragdo de prolina (PRO) foi determinada segundo metodologia descrita por
Bates (1973), onde a PRO foi determinada com base em curva padréo de L-Prolina, com seus
resultados expressos em pmol. g™ de massa seca e a leitura realizada em espectrofotdmetro a
520 nm de absorbéancia.

A afericdo da concentracdo de aclcares soluveis totais (AST) foi realizada pelo

método “fenol-sulfirico” descrito por Dubois et al. (1956), onde os AST foram determinados
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com base na curva padréo de D-Glicose, com seus resultados expressos em mg . g de massa
seca. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 490 nm de absorbancia.

A concentracdo de agucares ndo redutores (ANR) foi determinada conforme o método
“antrona” descrito por Morris (1948), adaptado por Van Handel (1968), onde os ANR foram
obtidos por comparacdo com curva-padrdo de sacarose, com seus resultados expressos em
mg. g de massa seca. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 620 nm de absorbancia.

Para estimar os acUcares redutores (AR) foi utilizada a equacdo matematica: AR =
AST — ANR, expressos em mg. g™ de massa seca (SOUSA et al., 2012).

A dosagem do amido foi realizada utilizando o reagente antrona (MORRIS, 1948;
YEMM & WILLIS, 1954). Os extratos utilizados foram submetidos anteriormente a extragio
alcoolica e seu precipitado foi re-extraido com HCIO4 30%. A concentracdo de amido foi
calculada com base em uma curva padrdo de D-glicose e sua leitura realizada em
espectrofotobmetro a 620 nm. Para a conversdo em amido, os resultados obtidos foram
multiplicados pelo fator 0,9, segundo proposto por McCready et al. (1950), onde os resultados
foram expressos em mg. g de massa seca.

O delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC - 5x3) correspondeu a
cinco tratamentos salinos acrescidos ou ndo com Ca®* (C; Sall; Sal2; Sall + Ca®*; Sal2 +
Ca’") e trés 6rgdos da planta (folhas, caules e raizes), com seis repeticdes cada, perfazendo
um total de 90 unidades experimentais, para cada tempo de exposic¢éo (24 e 240 horas).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e o teste t-Student, que comparou 0s
efeitos dos contrastes ortogonais. Em todas as anélises foi utilizado o nivel nominal a = 0,05

de probabilidade, utilizando o Software ASSISTAT versdo 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indicadores de estresse hidrico e danos as membranas

O conteddo relativo de agua (CRA) diz respeito a quantidade de agua da planta em
porcentagem levando em consideracdo a sua capacidade maxima de agua presente na planta.
Sendo, portanto, considerado um indicador indireto do status hidrico do vegetal (IRIGOYEN
etal., 1992).

AlteragGes no status hidrico de J. curcas foram observados em ambos os periodos de
exposicao aos tratamentos salinos através do contetdo relativo de gua (CRA). Apés 24 horas
de exposicédo, observou-se reducdes nos niveis de CRA de aproximadamente 21% em folhas

expostas a 150 mM de NaCl (Sal2), 8% em caule nos tratamentos Sall e Sal2 e, 22% em
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raizes submetidas ao tratamento Sall. Apds 240 horas de exposi¢cdo ao NaCl, ndo houve
diferencas significativas entre os niveis de CRA avaliados nos trés drgdos de J. curcas
(Tabela 1).

Tabela 1: Conteudo relativo de 4&gua (CRA) de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L.
submetidas a diferentes concentracBes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM),
suplementados ou n&o com célcio (Sall + Ca** — 75 mM + 6 mM de Ca®*; Sal2 + Ca®* — 150 mM + 6
mM de Ca®"), ap6s 24 horas (24 h DT) e 240 horas (240 h DT) de exposico aos estresses.

CRA (%) - 24 h DT CRA (%) — 240 h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta
(NaCl) artesdap ) P )

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
C 72,7 a 84,7 a 93,3a 82,5a 86,5 a 79,4 b
Sall 70,7 a 77,1b 72,3¢C 85,1a 85,9 a 90,3 ab
Sal2 57,4 b 776D 84,7 ab 76,7 a 83,4a 89,7 ab
Sall + Ca** 71,0a 81,7 ab 79,4 bc 78,2 a 86,3 a 939a
Sal2 + Ca?* 69,7 a 79,1b 80,7 bc 85,7 a 84,4 a 84,2 ab

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).

Na primeira fase de alarme, o componente osmético do estresse salino é preponderante
sobre o i6nico fazendo com que a planta absorva uma menor quantidade de agua (ZENG et
al., 2015). Contudo, passado a fase de alarme, a planta entra em fase de restituicdo buscando
retomar a homeostase hidrica dos seus tecidos. No presente estudo, é possivel que nas
primeiras 24 horas de exposi¢do ao sal, a planta tenha sofrido um estresse osmético, mas que
apos 240 horas de exposicdo, ela tenha recuperado seu status hidrico. Provavelmente, a
manutencdo da turgescéncia celular apos 240 horas de exposicdo aos tratamentos salinos pode
ter ocorrido por meio de um ajustamento osmético, decorrente da redugdo no potencial
osmotico celular (HESSINI et al., 2009).

Em J. curcas, o acimulo de solutos organicos (agUcares solUveis, aminoacidos livres,
e prolina) e inorganicos (potassio, sodio e cloreto), que sdo alocados no citosol ou
compartimentalizados dentro dos vaclolos, parecem desempenhar um papel importante no
processo de ajustamento osmatico nesta especie quando submetida a salinidade (GARCIA-
ALMODOVAR et al., 2014; SILVA et al., 2015; ZENG et al., 2015).

O incremento de Ca?* & solucdo salina aumentou o CRA de folhas em
aproximadamente 21% no tratamento Sal2 + Ca?*, comparado ao tratamento Sal2, 24h DT
(Tabela 1). Neste mesmo periodo, caules e raizes expostos ao tratamento Sall + Ca®',
aumentaram seus niveis de CRA em 58% e 9,8%, respectivamente, comparados ao

tratamento Sall (Tabela 1). Apds 240 horas de exposicdo, o incremento Ca*"a solugéo salina
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aumentou o CRA apenas de folhas expostas ao tratamento Sal2 + Ca?* (11%), comparado ao
tratamento Sal2 (Tabela 1).

A suplementagdo de Ca®* na solucdo salina proporcionou um aumento no CRA de
folhas no tratamento Sal2 + Ca*, tanto ap6s 24 quanto 240 horas de exposicdo ao tratamento.
Contudo, o incremento de Ca’* & solugdo salina néo teve qualquer efeito sobre a manutencéo
do CRA de folhas submetidas ao tratamento moderado com NaCl (Sall + Ca*), tanto apds 24
quanto 240 horas de exposicdo, nem mesmo em caule e raizes submetidos ao tratamento
salino severo (Sal2 + Ca®"), 24h DT, e em todos os tratamentos salinos acrescidos de Ca?*,
240h DT (Tabela 1). Tal evento sugere que diferentes mecanismos para contornar os efeitos
do estresse salino sdo ativados por Ca?* em diferentes 6rgdos das plantas (SHORESH et al.,
2011), como observado em folhas, caule e raizes e de acordo com o tempo de exposicao da
espécie aos tratamentos do presente estudo.

O aumento no CRA de folhas no tratamento Sal2 + Ca**, 24h DT, comparado ao
tratamento Sal2, e a manutencdo do status hidrico nos demais 6rgdos e tratamentos salinos
suplementados com Ca®*, em ambos os periodos de exposicdo, sugerem que o aporte
adequado de calcio pode minimizar os efeitos osmdticos do estresse salino atraves, por
exemplo, da sua atuacdo sobre os canais de agua, aumentando a abundancia das proteinas
aquaporinas e restaurando a permeabilidade hidrica das membranas celulares (MARTINEZ-
BALLESTA et al., 2008). O acimulo de Ca** em tecidos foliares pode ainda estar relacionado
ao controle do fechamento estomatico, evitando assim a perda de &gua por transpiracdo
guando a planta esta submetida a condicOes de estresse (SAGLAM et al., 2010).

Apesar do Na" aparentemente contribuir a manutengio de turgor em J. curcas (SILVA
et al., 2015), este fons é incapaz de substituir o Ca?* em funcgdes especificas, como a sua
atuacdo na expansao celular, como cofator enzimatico e na transducdo de sinais envolvidos no
ajustamento osmético (CHEN & JIANG, 2010; HISHIDA et al., 2013).

A condutividade elétrica mede o vazamento de eletrdlitos (VE) para a solugdo, sendo
utilizada como medida indireta para avaliar possiveis danos as membranas celulares, causadas
pelo estresse salino (BAJJI et al., 2001).

O estresse salino simulado pelo NaCl, durante as primeiras 24 horas de exposi¢do, ndo
causou danos as membranas dos tecidos foliares e caulinares de J. curcas, de acordo com o
VE (Tabela 2). Entretanto nas raizes, o estresse salino aumentou 17% na presenca de 75 mM,
e de 35% na presenga de 150 mM de NaCl, comparados ao controle (Tabela 2). Ap6s 240

horas de exposi¢do aos tratamentos salinos, observou-se um aumento no VE em todos os
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Orgdos estudados, independente da concentracdo de NaCl. Os aumentos nos VE ap0s
exposicdo ao tratamento salino moderado (Sall) foram de aproximadamente 85%, 43% e
110%, em folhas, caules e raizes, respectivamente. Apds exposicdo ao tratamento salino
severo (Sal2), os aumentos nos VE foram de aproximadamente 143%, 65% e 158%, em

folhas, caules e raizes, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Vazamento de eletrélitos (VE) de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L.
submetidas a diferentes concentragcbes de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM),
suplementados ou ndo com célcio (Sall + Ca** — 75 mM + 6 mM de Ca®*; Sal2 + Ca®* — 150 mM + 6
mM de Ca®"), ap6s 24 horas (24 h DT) e 240 horas (240h DT) de exposicao aos estresses.

VE (%) -24h DT VE (%) —240 h DT
Tratamentos
(NaCl) Partes da planta ] Partes da planta ]

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
C 10,9 a 214 a 29,2 ¢ 42c 15,1 ¢ 28,8¢C
Sall 10,5a 20,3 a 469b 79b 21,7 b 60,8 b
Sal2 9,7 ab 215a 64,2 a 10,4 a 25,1a 74,6 a
Sall + Ca®* 7,9 be 21,7 a 59,2 a 119a 22,7 ab 69,5 a
Sal2 + Ca** 6,4 C 20,5a 49,7b 12,0a 229 ab 69,3 a

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).

Os maiores indices de VE observados em raizes, em comparacao ao caule e folhas,
provavelmente pode ser devido a um contato direto deste rgao com a solugdo salina (LOPES
& MACEDO, 2008) ou ainda, que as raizes atuaram na retencdo dos ions salinos em seus
tecidos e preveniram, no primeiro momento, o acumulo de Na* e/ou CI" nos 6rgéos apicais
como caule e folhas (OLIVEIRA et al., 2014). Apos 240 horas, o aumento da condutividade
elétrica em presenca de NaCl, pode ser devido ao excesso de Na* e CI" no protoplasma que,
com o passar do tempo, causa toxicidade e distdrbios no balanco i6nico, o que traz como
consequéncia alteracfes na estrutura das membranas e enzimas (YOKOI et al., 2002).

A suplementacdo com o Ca®* no tratamento salino moderado (Sall + Ca®*) reduziu em
25% o VE em folhas, contudo, aumentou o VE de raizes em aproximadamente 26% (Tabela
2). J4 no tratamento Sal2 + Ca®*, a reducdo no VE se deu tanto em folhas (33%) quanto em
raizes (22%), comparados aos seus respectivos controles salinos (Sal2). Apds 240 horas de
exposicdo ao tratamento salino moderado suplementado com Ca®" (Sall + Ca?"), observou-se
aumentos nos VE tanto de folhas (49%) quando de raizes (14%), comparados aos Seus
respectivos controles salinos (Sall) (Tabela 2).

As reduges nos danos as membranas encontrados em folhas (Sall + Ca®* e Sal2 +

Ca’") e em raizes (Sal2 + Ca*) sugerem a importante atuacdo do célcio na manutencdo da
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integridade das membranas celulares, pois além de estabilizar as estruturas da parede celular,
regular o transporte e seletividade de fons, quantidades adequadas de Ca** regulam a atividade
enzimatica de plantas cultivadas sob estresse salino (KADER & LINDBERG, 2010;
SHORESH et al., 2011). O calcio pode atuar como estabilizador das membranas celulares
através de ligacGes com fosfolipidios e proteinas, além de minimizar a peroxidacdo dos
lipideos da membrana (SU et al., 2012). Contudo, nos locais de ligacdo entre o célcio e a
membrana, pode haver uma troca entre Ca’* e o Na*, quando as plantas estdo submetidas a
condicdes de salinidade (CRAMER, 2002). No presente estudo, é possivel que altas
concentragdes externas de Na*, principalmente 240h DT, tenham desestabilizado e lesionado
as membranas dos 6rgdos de J. curcas devido a troca do Ca®* pelo Na' na estrutura das
membranas e a suplementacéo de Ca** ndo tenha sido suficiente para inibir a entrada de Na*
através de canais ndo seletivos de cations (NSCCs) (DEMIDCHIK et al., 2007).

3.2 Ajustamento osmotico por compostos nitrogenados

As concentracfes de proteinas sollveis totais (PST) em folhas de J. curcas, apos 24
horas de exposicdo ao tratamento Sall, ndo apresentaram aumento significativo, contudo os
niveis de AALT neste 6rgdo reduziram em aproximadamente 25% neste mesmo tratamento
(Tabela 3). Ainda em folhas, 24 h DT, expostas ao tratamento Sall, observou-se um aumento
de 60% nos niveis de PRO. Neste mesmo periodo, em folhas de J. curcas expostas ao
tratamento salino severo (Sal2), observou-se um aumento de 40% nos niveis de PST (Tabela
3). Tal aumento foi acompanhado de uma reducdo na concentracdo de AALT, de
aproximadamente 42%. Neste mesmo tratamento, 24 h DT, o nivel de PRO aumentou em
93% em folhas de J. curcas. Apds 240 horas de exposicdo ao tratamento salino moderado
(Sall), observou-se um incremento de 102% nos niveis de PST em folhas de J. curcas
(Tabela 3). Tal aumento foi acompanhado também da elevacdo de aproximadamente 103%
nos niveis de AALT, apds 240 horas de exposi¢do ao tratamento Sall. Contudo, ndo foi
observada alteracdo no nivel de PRO neste mesmo periodo e tratamento salino. Apds
exposicdo ao tratamento salino severo (Sal2), a concentracdo de PST em folhas ndo foi
alterada. No entanto, tanto os niveis de AALT quanto os niveis de PRO, aumentaram 128% e
52%, respectivamente, ap0s 240 horas de exposi¢cdo ao tratamento salino severo (Sal2)
(Tabela 3).
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Tabela 3: Concentragdes de proteinas soltveis totais (PST), aminoacidos livres totais (AALT), prolina
(PRO) e relacdo PRO/AALT de folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L. submetidas a
diferentes concentrac6es de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM), suplementados ou ndo
com célcio (Sall + Ca® — 75 mM + 6 mM de Ca*"; Sal2 + Ca** — 150 mM + 6 mM de Ca’"), ap6s 24
horas (24 h DT) e 240 horas (240 h DT) de exposi¢do aos estresses.

24h DT 240 h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
PST (mg PST . g MF™Y)
C 459 c 7,29 ab 4,16 d 582b 1,22 a 0,53 a
Sal 1 5,01 bc 6,39 bc 737b 11,78 a 145a 0,55a
Sal 2 6,45 b 6,35 bc 8,59 ab 4,98 b 1,28 a 0,44 a
Sal 1 + Ca** 9,25a 8,18 a 10,16 a 12,31 a 131a 0,62 a
Sal 2 + Ca®* 413¢ 5,75¢ 5,80 C 3,82¢ 1,19a  060a
AALT (umol AALT . gMS™)
C 89,9a 112,0c 76,9 ab 68,6 d 89,7d 55,2 d
Sal 1 66,8 b 145,3 ab 58,0c 139,6 ¢ 87,1d 99,2 ¢
Sal 2 51,4c¢c 155,0 a 89,4 a 157,1 bc 2345 a 167,8 a
Sal 1+ Ca®* 82,7 a 1195bc 67,0 bc 2464a  1374c 1314b
Sal 2 + Ca®* 78,5a 142,1 ab 75,7b 1714 b 186,7 b 136,2 b
PRO (umol PRO . gMS™)
C 4,00 b 2,87b 1,52b 6,05¢ 2,60c 1,57 b
Sal 1 6,40 a 2,84 b 1,28 b 6,04 c 477b 1,79b
Sal 2 7,72 a 3,60 a 196 a 9,25b 10,40 a 3,01a
Sal 1+ Ca®* 6,98 a 2,42 b 2,33a 12,04 a 474 b 1,64 b
Sal 2 + Ca* 6,57 a 2,82b 1,96 a 12,33 a 9,87 a 3,23 a
PRO/AALT
C 4,44 2,56 1,97 8,81 2,90 2,84
Sal 1 9,57 1,96 2,20 4,32 5,47 1,80
Sal 2 15,01 2,33 2,19 5,89 4,44 1,79
Sal 1 + Ca®* 8,44 2,02 3,48 4,89 3,45 1,25
Sal 2 + Ca®* 8,36 1,99 2,58 7,19 5,28 2,37

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).

Apbs 24 horas de exposicdo aos tratamentos salinos (Sall e Sal2), ndo foram
observadas alteracfes nos niveis de PST em caules (Tabela 3). Entretanto, os niveis de AALT
em ambos os tratamentos salinos aumentaram em aproximadamente 29% (Sall) e 38% (Sal2)
em caules de J. curcas. Ao avaliar a concentracdo de PRO neste mesmo 6rgédo e periodo de
exposicdo, observou-se que apenas no tratamento salino severo (Sal2) os niveis deste
osmolito aumentou em aproximadamente 25%, comparado ao grupo controle (Tabela 3). Em
caules de J. curcas, 240 h DT, as concentragdes de PST n&o sofreram alteragdes em nenhum

dos tratamentos salinos estudados. Entretanto, aumentos de 161% nos niveis de AALT em
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Sal2 e de 83% e 300% nos niveis de PRO em Sall e Sal2, respectivamente, foram observados
em caules de J. curcas, 240 h DT (Tabela 3).

Em raizes, 24 h DT, o aumento nos niveis de PST foi observado em ambos os
tratamentos salinos (Sall — 77%; Sal2 — 106%) (Tabela 3). Neste mesmo periodo de
exposicao, os niveis de AALT reduziram 24% apenas no tratamento salino moderado (Sall),
contudo, apos exposicdo ao tratamento Sal2, observou-se um aumento de aproximadamente
16% (Tabela 3). O aumento nos niveis de AALT, em raizes expostas ao tratamento Sal2, foi
acompanhando também do aumento nos niveis de PRO (29%). Os niveis de PST em raizes de
J. curcas ndo foram alterados apds 240 horas de exposicdo aos tratamentos salinos. Neste
mesmo periodo, foram observados aumentos nos niveis de AALT em ambos os tratamentos
salinos (Sall — 79%; Sal2 — 203%). Apenas no tratamento salino severo (Sal2), observou-se
um aumento de 91% nos niveis de PRO em raizes de J. curcas (Tabela 3).

O acumulo de PST tanto em folhas (Sal2 — 24 h DT, Sall — 240 h DT) quanto em
raizes (Sall e Sal2 — 24 h DT), pode estar relacionado a sintese de proteinas especificas que,
em condi¢Oes adversas, contribuem para a tolerancia ao estresse salino (MOHAMMADKANI
& HEIDARI, 2008). Adicionalmente, em raizes expostas ao tratamento Sal2 (24 h DT) e em
folhas expostas ao tratamento Sall (240 h DT), o aumento nos niveis de PST pode estar
associado a manutencdo do CRA nestes dois 6rgdos. Para Zhang et al. (2014), o aumento da
sintese de proteinas da familia LEA (late embryogenesis abundant) estdo associadas a
manutencdo do turgor celular, bem como a estabilizacdo de proteinas e estruturas celulares em
J. curcas, 0 que pode aumentar a tolerancia da espécie ao sal.

O aumento ou manutengdo nos niveis de PST em detrimento a redugdes nas
concentragcOes de AALT, observados em folhas (Sall e Sal2) e raizes (Sall), apds 24 horas de
exposicao, sugerem que plantas de J. curcas tenham alterado o metabolismo dos aminoacidos
com intuito de estabilizar ou ainda sintetizar novas proteinas em resposta ao estresse, como
sugerido por Székely et al. (2008) em plantas de Arabidopsis.

As alteragdes no metabolismo de aminoacidos em plantas de J. curcas submetidas a
condic@es salinas ficam evidentes com o aumento nos niveis de AALT em folhas (Sal2 — 240
h DT), caule (Sall e Sal2 — 24 h DT; Sal2 — 240 h DT) e raizes (Sall e Sal2 — 240 h DT).
Nestes casos, 0 acimulo de AALT pode estar relacionado a limitacdo na sintese proteica que
favorece o aumento nos niveis de AALT, indicando que h& um rearranjo do metabolismo do

nitrogénio sob estresse salino, possibilitando o acumulo de aminoacidos como solutos
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compativeis, através do mecanismo de sintese “de novo” no ambiente intracelular (ALVES &
SETTER, 2004; SILVA et al., 2009).

O actmulo de aminoacidos soluveis foi também observado em J. curcas submetidas
ao déficit hidrico, sendo tal resposta parte do mecanismo de ajustamento osmatico que
impede a perda de &gua pela planta (SANTOS et al., 2013). Tal mecanismo também pode ser
utilizado por J. curcas em condi¢Bes de salinidade, pois o déficit hidrico gerado pelo
componente osmotico do estresse salino pode aumentar os niveis de AALT e controlar o
status hidrico da espécie (SILVA et al., 2009), assim como observado em raizes (Sal2 — 24 h
DT; Sall e Sal2 — 240 h DT) e folhas (Sall — 240 h DT) que mantiveram ou até mesmo
aumentaram o CRA de J. curcas no presente estudo. De acordo com Zhou e Yu (2010), o
acimulo de AALT na planta pode agir como osmdlitos compativeis, mantendo o turgor
celular a potenciais hidricos inferiores ao do ambiente externo, estando os AALT
contribuindo para a manutencdo do CRA na maioria dos 6rgdos apds exposicao aos diferentes
tratamentos salinos do presente estudo, principalmente 240h DT.

Na maioria dos 6rgdos analisados no presente estudo, observou-se um aumento nos
niveis de PRO, principalmente na concentracdo salina severa (Sal2). Tal elevacdo nas
concentragfes deste osmdlito foi acompanhada do aumento nos niveis de AALT, com
excecdo de folhas expostas aos tratamentos salinos 24 h DT. Contudo, de forma geral, os
valores encontrados na relagdo PRO/AALT, principalmente em folhas, sugerem uma relativa
contribuicdo deste aminoacido no ajustamento osmotico de J. curcas. A prolina é um dos
aminoacidos que comumente estdo associados a resposta da planta frente a um fator de
estresse, podendo seus niveis aumentar em até 80% da reserva de aminoacidos totais
(JOSEPH et al., 2015). Adicionalmente, a prolina pode estar relacionada diretamente com a
estabilidade da membrana (BABU et al., 2012), representado pelo percentual de VE (folhas e
caule — 24 h DT), e ainda a manutencdo do status hidrico da planta (ZENG et al., 2015),
representado pelos niveis de CRA em folhas (Sall) e raizes (Sal2), 24 h DT, e em todos 0s
Orgaos e tratamentos salinos, 240 h DT.

A suplementacéo de Ca** & solucéo salina incrementou em 84% os niveis de PST de
folhas de J. curcas, ap6s 24 horas de exposi¢do ao tratamento salino moderado (Sall + ca’h),
comparado ao tratamento Sall (Tabela 3). Tal aumento foi acompanhado pelo incremento de
aproximadamente 23% nos niveis de AALT, no mesmo periodo e tratamento de exposi¢do. A
exposicéo de folhas ao tratamento Sal2 + Ca*", durante 24 horas, reduziu em 36% os niveis de

PST, comparado ao tratamento Sal2 (Tabela 3). Contudo, observou-se um aumento de 52%
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nos niveis de AALT, ap6s 24 horas de exposicdo ao tratamento Sal2 + Ca**, comparado ao
tratamento Sal2. Em ambos os tratamentos salinos suplementados com Ca?*, os niveis de PRO
em folhas, 24h DT, néo sofreram alteragdes ap6s a suplementacéo do Ca** na solucéo salina
(Tabela 3). A suplementagdo com o Ca** & soluco salina, 240 h DT, reduziu os niveis de PST
de folhas apenas no tratamento salino severo (Sal2 + Ca®"). Entretanto, os niveis de AALT em
folhas de J. curcas aumentaram em aproximadamente 76% e 9%, tanto no tratamento Sall
qguanto em Sal2, respectivamente, comparados aos seus tratamentos salinos (Sall e Sal2),
assim como os niveis de PRO que também foram incrementados com a suplementacdo de
Ca’* aos tratamentos salinos em aproximadamente 100% e 33% em Sall + Ca®" e Sal2 +
Ca’*, respectivamente (Tabela 3).

A exposicdo do caule ao tratamento Sall + Ca®* durante 24 horas, incrementou em
28% a concentracdo de PST, comparado ao tratamento Sall. Este incremento foi
acompanhado pela reducdo de 17% nos niveis de AALT, no mesmo tratamento e tempo de
exposicao, bem como a manutencdo nos niveis de PRO (Tabela 3). Caules de J. curcas ndo
modificaram suas concentraces de PST ap6s o incremento de Ca®* & solugdo salina severa
(Sal2 + Ca®"). Contudo, observou-se uma reducdo nos niveis de AALT neste mesmo
tratamento (8%), 24 h DT (Tabela 3). No referido 6rgdo, 24 h DT, observou-se uma redugdo
de 21% também nos niveis de PRO, ap6s exposicdo ao tratamento Sal2 + Ca**. Em caule, 240
h DT, a suplementagdo de Ca®* aos tratamentos salinos ndo provocou alteracdes na
concentracdo de PST. Tanto no tratamento Sall + Ca** quanto no Sal2 + Ca®* observaram-se
aumentos de 9% e 57%, respectivamente, nos niveis de AALT, 240 h DT (Tabela 3). No
tratamento Sal2 + Ca*, os niveis de AALT no caule reduziram em aproximadamente 20%, no
mesmo periodo de exposi¢do. Os niveis de PRO ndo apresentaram alteracbes apds a
suplementagdo de Ca®* aos tratamentos salinos, 240 h DT, comparados aos seus respectivos
tratamentos salinos (Tabela 3).

As raizes tiveram suas concentracdes de PST incrementadas em 37% com a
suplementacdo de Ca?* & solucdo salina moderada (Sall + Ca®*), 24 h DT (Tabela 3). Neste
mesmo tratamento e periodo de exposi¢do, observou-se aumentos de 15% nos niveis de
AALT e de 29% nos niveis de PRO, ambos comparados aos seus respectivos controles salinos
(Sall). Ap6s 24 horas de exposicdo ao tratamento salino severo suplementado com Ca®* (Sal2
+ Ca®"), as concentracdes de PST reduziram em aproximadamente 32%, comparado ao
controle salino Sall (Tabela 3). As redugfes nos niveis de PST, foram acompanhadas também

de reducdes de aproximadamente 15% nas concentragfes de AALT, no mesmo tratamento e
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periodo de exposicdo. Em raizes, ndo houve alteracdo na concentragdo de PRO apds a
suplementacéo de Ca®* & solucdo salina severa (Sal2 + Ca**) (Tabela 3). Ap6s 240 horas de
exposicao aos tratamentos salinos suplementados com Ca**, os niveis de PST em raizes néo
sofreram alteracdes. A suplementacdo com Ca®* aumentou em 32% os niveis de AALT apds
exposicao ao tratamento Sall + Ca®*, contudo, reduziu a concentracio deste osmdlito em 18%
no tratamento Sal2 + Ca”*. As concentracdes de PRO em raizes ndo sofreram influéncia da
suplementacéo de Ca** & solucéo salina, independente da dose de NaCl, 240 h DT (Tabela 3).

No presente estudo, a suplementacdo com Ca®* aumentou os niveis de PST em todos
0s 6rgaos expostos ao tratamento salino moderado (Sall + Ca?*), somente ap6s 24 horas. Tal
aumento pode estar relacionado a funcdo de sinalizacdo do Ca®* que, em condicdes de
salinidade, ativam cascatas de eventos que induzem a expressdo de genes que codificam
proteinas atuantes nos inumeros processos de tolerancia a salinidade (DODD et al., 2010). A
suplementacdo de Ca®* ainda pode promover a estabilizacdo de proteinas, evitando a sua
proteolise em condicdes de estresse salino, 0 que mantém ou aumenta os niveis deste osmolito
no ambiente intracelular (AURISANO et al., 1995; LAUCHLI & GRATTAN, 2007). A
estabilizacdo das proteinas e a inibicdo da sua protedlise podem justificar, em parte, as
reducBes nos niveis de AALT em caules (Sal1+Ca®* - 24 h DT e Sal2 + Ca®* - 240 h DT) e
em raizes (Sal2 + Ca®* - 24 e 240 h DT), pois redugdes nos niveis de aminoacidos em
condicBes de estresse podem estar relacionadas a inibicdo da protedlise e/ou incorporacdo de
aminoéacidos as proteinas (MEREWITZ et al., 2013).

O célcio também aumentou os niveis de AALT na maioria dos 6rgaos estudados,
principalmente em folhas expostas a ambos o0s periodos de exposicdo e nos demais 6rgdos
ap6s 240 horas de exposicdo ao tratamento salino moderado (Sall + Ca*"). No presente
estudo, sugere-se fortemente a ocorréncia de uma relacdo direta entre o célcio e o aumento
nos niveis de aminoacidos totais principalmente ap6s exposicao a 75 mM de NaCl. Aurisano
et al. (1995) relacionaram o aumento de Ca?* citosélico & manutencdo dos niveis de
aminoacidos totais e seu papel especifico na sintese de acido y-aminobutirico (GaBa), um
aminoacido que participa dos processos de resisténcia das plantas a salinidade (AKCAY et al.,
2012). Jaleel et al. (2007) relacionaram o incremento de Ca®* na solucdo nutritiva @ mitigacao
dos efeitos gerados pelo déficit hidrico através do aumento nas concentra¢Ges de aminoacidos
como a prolina e glicina betaina em plantas de Catharanthus roseus. Ja Nayyar (2003)
ressalta a importancia da suplementagéo de Ca** no incremento de compostos quaternarios de

amonio derivados de aminoacidos, auxiliando no ajustamento osmotico de Triticum aestivum
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e Zea mays submetidas ao estresse salino. A relagdo entre os aminoécidos e o célcio também
foram relatadas por Girija et al. (2002) e Dodd et al. (2010) em Arachis hypogaea L. e
Arabidopsis, respectivamente.

A suplementagdo com o Ca?* as concentracées de NaCl provocou efeitos positivos as
concentragfes de prolina apenas em folhas apds 240 horas de exposigdo aos tratamentos
salinos. O calcio interage com proteinas quinase que modulam os niveis de prolina, regulando
positivamente a tolerancia da espécie por meio do aumento nas concentragdes citosolicas
deste osmolito (XU et al., 2010; KRASENSKY et al., 2012). Segundo Nayyar (2003) o célcio
tem papel importante na via de biossintese de prolina, ativando a enzima A41-pyrroline-5-
carboxylate synthetase (P5CS) que converte o glutamato em pirrolina-5-carboxilato (P5C),
molécula predecessora a prolina. Aumentos nos niveis de prolina associados a aplicacdo de
Ca®* em plantas de Halocnemum strobilaceum, Vicia faba L. e Atriplex halimus L.
submetidas a concentragdes de NaCl também foram discutidos por Su et al. (2011), Siddiqui
et al. (2012) e Soualem et al. (2014), respectivamente.

Os resultados observados nos diferentes 6rgdos de J. curcas, independente do
tratamento ou tempo de exposicdo, sugerem uma relativa contribui¢do do calcio na mitigacédo
dos efeitos da salinidade através da sua participacdo no incremento do acimulo de compostos
nitrogenados, mecanismo este utilizado para garantir o aporte hidrico dos tecidos por meio de
um ajustamento osmatico celular em condicdes de salinidade (SOUALEM et al., 2012).

3.3 Ajustamento osmético por carboidratos

Os AST tiveram seus niveis reduzidos em folhas com o aumento da concentragdo de
NaCl na solucdo nutritiva, tanto apds 24 quanto 240 horas de exposi¢do ao estresse (Tabela
4). Nestas folhas, o tratamento Sall reduziu em aproximadamente 35% os niveis de AST, 24h
DT e 48% ap06s 240 horas de exposicdo ao estresse, comparados aos respectivos grupos
controles (Tabela 4). Neste mesmo tratamento salino, 24 h DT, observou-se um aumento de
20% nos niveis de amido em folhas, entretanto, 240h DT, os niveis de amido reduziram cerca
de 58%. No tratamento Sal2 a redugdo na concentracdo de AST foi de 49% e 65%, apds 24 e
240 horas de exposicdo ao NaCl, respectivamente (Tabela 4). Em Sal2, a reducdo observada
nos AST de folhas apenas 240 h DT, foi acompanhada de redugdes de 54% nos niveis de
amido. Neste 0Orgdo, tanto ap6s 24 quanto 240 horas de exposicdo ao NaCl, os AR
contribuiram com a maior parcela nas concentracdes de AST observadas, independente do

tratamento salino (Tabela 4).

130



3936
3937
3938
3939
3940

3941
3942

3943
3944
3945
3946
3947
3948
3949
3950
3951

Tabela 4: Concentragdes de agucares sollveis totais (AST), agucares ndo redutores (ANR), aglcares
redutores (AR) e amido em folhas, caule e raizes de plantas de Jatropha curcas L. submetidas a
diferentes concentrac6es de NaCl (C — 0 mM; Sall — 75 mM; Sal2 — 150 mM), suplementados ou ndo
com célcio (Sall + Ca® — 75 mM + 6 mM de Ca*"; Sal2 + Ca** — 150 mM + 6 mM de Ca’"), ap6s 24
horas (24 h DT) e 240 horas (240 h DT) de exposi¢do aos estresses.

24h DT 240 h DT
Tratamentos Partes da planta Partes da planta

Folhas Caule Raizes Folhas Caule Raizes
AST (mg AST . gMS™)
C 95,7 a 78,5d 14,3 ¢ 201,2a 130,7 b 339c
Sal 1 61,6 b 135,7 ¢ 20,4 b 104,0b 72,7 cd 16,8 d
Sal 2 48,5 ¢ 2559 a 145c 68,9 d 58,8 d 53,2a
Sal 1+ Ca® 40,5¢ 163,9b 8,0d 59,2 d 150,3 a 12,1d
Sal 2 + Ca®* 46,2 c 256,7 a 33,0a 82,7c 87,71c¢c 48,2 b
ANR (mg ANR . gMS™)
C 16,2 a 243 b 6,1c 13,2a 515b 40d
Sall 14,7 a 86,7 a 15,4 a 13,2 a 28,8 d 45cd
Sal 2 11.8b 104,9 a 6,8¢C 90b 31,1cd 79a
Sal 1+ Ca®* 13,9 ab 83,0a 6,3¢ 6,2 ¢ 84,4 a 47c
Sal 2 + ca** 14,4 ab 103,8 a 94D 6,5¢C 40,3 bc 6,1b
AR (mg AR . gMS™)
C 79,4 a 541c 8,2b 192,6 a 67,8 a 299b
Sal 1 46,8 b 54,2 ¢ 56D 90,7b 42,9 bc 12,3 ¢
Sal 2 36,7 bc 151,0a 8,1b 61,2 d 27,7¢ 452 a
Sal 1+ Ca®* 26,5d 80,8 b 1,8¢c 52,9d 65,8 ab 7,3d
Sal 2 + Ca®* 32,2 cd 148,7 a 234 a 76,2 C 48,0 bc 42,1a
AMIDO (mg Amido . gMS™)
C 23,4 bc 336,0a 14,6 a 245 a 363,5a 10,8 a
Sal 1 28,3 b 296,6 b 10,9 b 10,1d 352,6 a 10,4 ab
Sal 2 19,0d 2491 ¢ 14,9 a 11,1 cd 362,9a 114a
Sal 1 + Ca®* 471a 2573 ¢ 10,9 b 15,4 b 220,1b 96 b
Sal 2 + Ca** 20,6 cd 251,7¢ 14,7 a 11,6 c 3449 a 10,7 ab

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de t-Student (p<0,05).

No caule, ap6s 24 horas de exposicdo ao NaCl, os niveis de AST aumentaram de
acordo com o aumento da concentracdo de NaCl na solugéo nutritiva (Sall — 73%; Sal2 — 3
vezes mais AST), comparado ao grupo controle (Tabela 4). Neste caso, ap0s 24 horas de
exposicdo ao NaCl, os ANR contribuem com a maior parcela nas concentragdes de AST no
tratamento salino moderado (Sall) e os AR contribuem com a maior parcela nas
concentracdes de AST no tratamento salino severo (Sal2). Neste mesmo periodo, reducées de
11% e 25% foram observadas nos niveis de amido em caules expostos aos tratamentos Sall e

Sal2, respectivamente (Tabela 4). Ap6s 240 horas de exposicdo ao NaCl, observou-se no
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caule uma reducdo nos niveis de AST de acordo com o aumento da concentracdo de NaCl na
solugdo nutritiva (Sall — 44%; Sal2 — 55%), comparado ao grupo controle (Tabela 4).
Contudo, no referido periodo, observou-se que a maior parcela na concentracdo de AST em
caule se deu pelos AR no tratamento Sall e pelos ANR no tratamento Sal2. Os niveis de
amido em caule, 240h DT, ndo apresentaram diferenga entre os tratamentos salinos e seus
respectivos grupos controle (Tabela 4).

Ap0s 24 horas de exposicdo ao estresse salino, observou-se em raizes um aumento de
42% nas concentracfes de AST apenas no tratamento Sall (Tabela 4). Durante a exposi¢ao ao
estresse salino moderado (Sall), observou-se uma maior contribuicdo dos ANR no aumento
da concentracdo de AST em raizes. Neste mesmo 6rgdo e tratamento salino, observou-se uma
reducdo de aproximadamente 25% nos niveis de amido, 24 h DT (Tabela 4). Os niveis de
AST e amido em raizes, quando expostas ao tratamento Sal2, ndo apresentam diferencas em
relagdo ao grupo controle, 24 h DT. Neste 6rgdo, 240h DT, o tratamento salino moderado
(Sall) reduziu em 50% os niveis de AST (Tabela 4). Entretanto, as raizes submetidas a
concentracdo mais severa de NaCl (Sal2) aumentaram em 56% os niveis de AST. Nas raizes,
em ambos os tratamentos salinos, 240 h DT, os AR contribuiram com a maior parcela nas
concentragfes de AST (Tabela 4). Neste 6rgdo, 240 h DT, os niveis de amido ndo sofreram
alteracdes em nenhum dos tratamentos salinos.

Altas concentragdes de NaCl podem causar desbalanco no perfil de carboidratos
podendo aumentar ou reduzir os niveis deste soluto organico em todo o vegetal (SILVA et al.,
2010). Em folhas de J. curcas, tanto 24 h DT quanto 240 h DT, é possivel que as reductes
observadas nos niveis de AST estejam associadas a uma reducdo intensa na taxa de
assimilacdo de CO, acompanhada de forte decréscimo dos contetdos de sacarose em folhas
(SOUSA et al., 2012) e/ou pelo aumento na intensidade de translocacdo dos fotoassimilados
das folhas para outros o¢rgdos da planta (ALBACETE et al., 2014). Alteracdes no
metabolismo fotossintético de J. curcas foram relacionadas a exposicdo desta espécie a
salinidade e ao déficit hidrico por Silva et al. (2010), Diaz-Lopéz et al. (2012) e Garcia-
Almodovar et al. (2014).

As reducbes nos niveis de AST e ANR em folhas podem estar relacionadas ao
aumento nos niveis de AST em caule (Sall e Sal2) e em raizes (Sall), quando expostas a 24
horas de exposicdo aos tratamentos salinos. Ja apds 240 horas de exposicdo, as redugdes
observadas nos AST e ANR estdo associadas ao aumento nos niveis de AST em raizes apenas

no tratamento salino severo (Sal2). Em ambos os casos, pode-se inferir que 0 aumento na
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translocacédo destes solutos das folhas (6rgdo fonte) para tecidos néo fotossintetizantes (6rgaos
dreno) ocorreu na tentativa de suprir a demanda por agucares nos 6rgaos basais do vegetal,
estratégia comum utilizada por plantas expostas a salinidade (FOYER & PAUL, 2001;
ALBACETE et al., 2014).

Especificamente no tratamento Sall em folhas (24 h DT) e em ambos os tratamentos
salinos em caule (240h DT), as redugdes nos niveis de AST nestes dois drgaos podem estar
relacionadas ao aumento ou manutencao nos niveis de amido. O acumulo de amido pode ser
resultado da sintese deste polissacarideo a partir da hidrdlise da sacarose, quando as plantas
sdo submetidas a salinidade (PATTANAGUL & THITISAKSAKUL, 2008). As plantas
acumulam e armazenam carboidratos na forma de amido, podendo este ser mobilizado em
periodos de fornecimento limitado ou aumento das demandas energéticas, comuns durante o
estresse salino (KRASENSKY et al., 2012).

Provavelmente, o acumulo de AST (24 h DT) e amido (240 h DT) em caules de J.
curcas, sugerem a ocorréncia tanto de um aumento na intensidade de drenagem dos
fotoassimilados das folhas para o caule (ALBACETE et al., 2009), quanto pela funcdo de
estrutura armazenadora de carboidratos exercida por este 6rgdo, sendo responsavel por
transportar tais solutos para os demais 6rgdos da planta sob condicdes de estresse (GARCIA-
ALMODOVAR et al., 2014).

Especificamente ap6s 24 horas de exposi¢do aos tratamentos salinos, o acimulo de
AST observados tanto em caule (Sall e Sal2) quanto em raizes (Sall), aparentemente nédo
estdo relacionados a uma manutencdo do status hidrico destes 6rgdos em condices de
salinidade. Contudo, € possivel que tal incremento nos valores deste soluto esteja relacionado
ao aumento da hidrdlise de amido, representado pelas reducGes nas concentracdes deste soluto
nos mesmos tratamentos do presente trabalho, ou ainda, sugere a diminui¢do da sua utilizacéo
como fonte de esqueletos de carbono para a biossintese e crescimento da planta (SILVA et al.,
2010).

Apos 240 horas de exposicdo ao NaCl, os niveis de AST em caule reduziram,
sugerindo uma mudanca de estratégia da planta em funcdo do tempo de exposicdo aos
tratamentos salinos. As redugdes nos niveis de ANR no caule, 240 h DT, principalmente no
tratamento Sall, podem estar associados a frequente reducdo na migracdo destes actcares das
folhas para o caule, comuns em plantas submetidas a salinidade (McCORMICK et al., 2008).
No estudo de Diaz-Lopez et al. (2012), as concentracdes de AST em caules de J. curcas

também foram reduzidas com o incremento de NaCl na solugdo nutritiva.
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O acumulo de AST observado em caule de J. curcas em ambos tratamentos com NaCl,
24h DT, nédo foram suficientes para manter o status hidrico deste 6rgdo em ambiente salino,
porém podem ter contribuido para a manutencdo da integridade das membranas celulares
neste 6rgdo, como representado pela manutencdo da taxa de VE. Aumentos nos niveis de
ANR em caule, como observados no presente estudo, sugerem a contribui¢do da sacarose na
protecdo e estabilizagdo das membranas celulares de tecidos desidratados (HASSINE &
LUTTS, 2010).

Ap0bs 240 horas de exposicdo ao NaCl, os niveis de AST em raizes aumentaram no
tratamento Sal2. A capacidade de acumulo de AST em ceélulas radiculares pode estar
relacionada a um mecanismo de resisténcia ao sal (FLOWERS, 2004). O acumulo
principalmente de AR no presente estudo sugere a contribuicdo das hexoses na osmoprotecao
e ajustamento osmotico principalmente nas regiGes de crescimento, como ocorre em algumas
espécies (ASHRAF & HARRIS, 2004). O aumento nos niveis de AST em raizes expostas ao
estresse salino severo (Sal2) parece contribuir para a manutencdo do CRA deste 6rgdo. Em
plantas jovens de J. curcas o aumento no niveis de AST estdo relacionados a manutencédo do
ajustamento osmdtico de raizes quando expostas a condi¢Bes de restricdo hidrica (SILVA et
al., 2010).

O incremento de Ca®* & soluco salina moderada (Sall + Ca®") reduziu os niveis de
AST em folhas de J. curcas tanto ap6s 24 horas (16%) quanto 240 horas (43%) de exposi¢do
ao tratamento, comparados aos respectivos controles salinos (Sall) (Tabela 4). Neste mesmo
tratamento (Sall + Ca"), os niveis de amido incrementaram tanto ap6s 24 horas (66%) quanto
apos 240 horas (52%) de exposicdo ao tratamento, comparados aos seus respectivos controles
salinos (Sall) (Tabela 4). Apds exposicdo ao tratamento Sal2 + Ca?*, os niveis de AST de
folhas ndo sofreram alteracdes apds 24 horas de exposicdo, contudo, 240 h DT, observou-se
um aumento de aproximadamente 20% nos niveis de AST, comparado ao tratamento Sal2. O
referido tratamento ndo alterou os niveis de amido em folhas ap6s 240 horas de exposi¢do
(Tabela 4). Observou-se que em folhas de J. curcas expostas aos tratamentos salinos
suplementados com Ca*, a maior parcela dos AST foi constituida por acucares redutores,
independente do tratamento ou tempo de exposi¢éo aos tratamentos.

Em caule de J. curcas, observou-se incrementos nos niveis de AST em ambos 0S
periodos de exposicao ao tratamento Sall + Ca** (24 h DT — 20%; 240 h DT — 106%) (Tabela
4). Em ambos os periodos de exposi¢do ao referido tratamento, observou-se reducdes nos

niveis de amido de aproximadamente 13% e 37% ap0s 24 e 240 horas de exposicéo,
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respectivamente. Apds 24 horas de exposicdo ao tratamento Sal2 + Ca*, os niveis de AST
ndo sofreram alteracGes, contudo, 240 h DT, observou-se um incremento de 50% nos niveis
de AST (Tabela 4). Em ambos os periodos de exposi¢do, as concentracbes de amido nao
apresentaram alteracdes apds exposicao ao tratamento Sal2 + Ca**. Em ambos os periodos de
exposicdo, os ANR contribuem com a maior parcela dos AST em caules expostos ao
tratamento Sall + Ca®*, enquanto que os AR contribuem com a maior parcela dos AST em
Sal2 + Ca** (Tabela 4).

Raizes expostas ao tratamento salino moderado, suplementado com Ca*" (Sall +
Ca’"), apresentaram reducdes nos niveis de AST apenas ap6s 24 horas de exposicdo (60%)
(Tabela 4). Neste mesmo perfodo, a suplementagdo com Ca?* incrementou os niveis de AST
em 127% no tratamento Sal2 + Ca®*. Apds 240 horas de exposic&o ao tratamento Sal2 + Ca?",
0s niveis de AST de raizes reduziram 9%, comparado ao tratamento Sal2. Em ambos 0s
periodos de exposicdo, independente do tratamento salino acrescido de Ca*, os niveis de
amido ndo sofreram alteracdes (Tabela 4). Em ambos os periodos de exposicéo aos diferentes
tratamentos salinos suplementados com Ca®*, observou-se que os AR contribuem com a maior
parcela dos AST em praticamente todos os 6rgédos de J. curcas avaliados (Tabela 4).

A suplementacdo com o célcio reduziu os niveis de AST principalmente em folhas
submetidas & concentracdo moderada de NaCl (Sall + Ca®*) em ambos os periodos de
exposicdo. Tal reducdo foi acompanhada do aumento nos niveis de AST também em caules
no mesmo tratamento e periodos de exposi¢cdo, o que sugere a translocacdo de agucares das
folhas (6rgdo fonte) para o caule (6rgdo dreno). Aparentemente o célcio ndo participa
diretamente do processo de translocacéo de actcares, contudo, um aporte adequado de Ca**
facilita o fluxo de K" através da membrana plasmaética e garante concentracdes adequadas de
potassio pelo aumento na seletividade por este ion (SHORESH et al., 2011). Neste caso, com
aportes adequados de K, o transporte de sacarose das folhas para o caule ¢ facilitado, pois 0
potassio pode ativar enzimas que estdo envolvidas no processo de transporte de sacarose
(YUAN et al., 2015). Uma relacao direta entre suplementacdo de calcio e uma reducéo nos
niveis de AST, principalmente glicose e frutose, foi encontrada por Rubio et al. (2009)
estudando plantas de Capsicum annuum L.

No presente estudo, o acimulo de AST nos tecidos caulinares sugere a contribuicéo do
Ca®* na importacdo de aclcares e fortalece a importante contribuicdo deste 6rgdo como
estrutura de armazenamento de carboidratos. Concentragdes adequadas de Ca®* em 6rgéos de

armazenamento induzem uma permeabilidade elevada da membrana e facilita a difusdo e
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acumulo de agUcares nos tecidos via floema (GREGER & BERTELL, 1992). Por outro lado,
a relacdo de aumento nos niveis de AST em detrimento & redugdo nos niveis de amido,
observada em caules, tanto ap6s 24 como 240 horas de exposicéo ao tratamento Sall + Ca**
sugere a atuacdo do calcio como molécula sinalizadora na inducdo da expressao de genes
envolvidos na sintese de amilases, responsaveis pela degradacdo do amido em acucares
soliveis (SMEEKENS, 2000). Além disto, os processos de sinalizacdo mediados pelo
actimulo de Ca®* citosélico podem levar & expressio de genes relacionados com a biossintese
de carboidratos complexos (FURUICHI et al., 2001), justificando em parte 0 aumento nos
niveis de AST em folhas (Sal2 + Ca®" - 240 h DT), caules (Sall + Ca** - 24 h DT; Sall + Ca**
e Sal2 + Ca®* - 240 h DT) e raizes (Sal2+Ca”").

Ja 0 aumento nos niveis de amido observados em folhas de J. curcas, em ambos 0s
periodos de exposicdo aos tratamentos salinos suplementados com Ca®*, podem estar
relacionados a reducdo ou mesmo a inibicdo da sua degradagdo. Para Appenroth e Gabrys
(2003) a degradagdo do amido é parcialmente inibida com a suplementacdo de Ca®* na
solucdo nutritiva.

Observando os resultados obtidos, ficou evidente que as alteragdes nos niveis de Ca**
citosolico ap6s exposicdo de J. curcas aos tratamentos salinos influenciaram no acimulo de
carboidratos e que tal acimulo depende da duracdo e intensidade do estresse, além do tipo de
celula ou tecido avaliado (SOUALEM et al., 2012; KADER & LINDBERG, 2014).

4. CONCLUSOES

1- Plantas de J. curcas submetidas a condi¢cdes de salinidade e suplementadas
com calcio apresentam respostas complexas e moduladas de acordo com o érgdo, a dose e 0
tempo de exposicao.

2- O NaCl causou danos as membranas celulares e foi responsavel por reducoes
no status hidrico da planta evidenciando assim o efeito do componente osmotico do estresse
salino nas primeiras 24 horas.

3- Apos 240 horas de exposicao, a planta recupera seu status hidrico devido ao
acumulo de solutos organicos, utilizando, portanto, a estratégia de ajustamento osmotico.

4- Em ambos os periodos de exposi¢do, a osmorregulacdo se da em cada 6rgéo
especificamente de acordo com a dose de NaCl aplicada a solucdo, estando as proteinas

sollveis, os aminoacidos livres, a prolina e os carboidratos totais agindo como osmolitos

136



4116
4117
4118
4119
4120
4121
4122

4123
4124
4125
4126
4127
4128
4129
4130
4131
4132
4133
4134
4135
4136
4137
4138
4139
4140
4141
4142
4143
4144
4145
4146
4147
4148
4149
4150
4151
4152
4153
4154
4155
4156
4157
4158
4159
4160
4161

compativeis e atuando de forma conjunta ou ndo na mitigacdo dos efeitos osmoticos da
salinidade.

5- A complexidade e a modulacdo desta estratégia de resisténcia foram
influenciadas pela suplementacdo de célcio a solugdo salina, estando este ion atuando no

incremento das concentra¢Bes dos osmolitos em cada 6rgao especificamente.
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CONSIDERCOES FINAIS

SUPLEMENTACAO DE POTASSIO E CALCIO CONTRIBUI NA PROTECAO
OSMOTICA E IONICA EM Jatropha curcas L. EXPOSTA A SALINIDADE

O estresse salino simulado pelo cloreto de sodio (NaCl) induziu respostas distintas
quanto ao tempo de exposicdo, dose de NaCl e aos 6rgdos de J. curcas estudados. A
salinidade afetou o crescimento das plantas em ambos os periodos de exposi¢do, ndo tendo as
suplementacOes de potéssio e célcio efeitos positivos sobre os indicadores de crescimento.
Apdbs 24 horas de exposicdo ao estresse salino, a perda da homeostase hidrica evidencia o
efeito preponderante do componente osmotico sobre o ibnico. A partir das 240 horas de
exposicdo ao NaCl as plantas recuperaram o status hidrico, mas o efeito i6nico provocado,
sobretudo pelo sédio, causou danos as membranas celulares em todos os 6rgdos e de forma
mais pronunciada nas raizes. Ainda assim, na maioria dos Orgaos, ndo foram observados
efeitos toxicos pelo sédio, pois as relagdes K*/Na" e Ca?*/Na* atingiram valores superiores a
1,0. Tanto a suplementacdo com o potassio quanto com o célcio a solucdo salina,
minimizaram os danos as membranas de folhas e caule nas primeiras 24 horas de exposicao
ao tratamento salino moderado, e ainda, auxiliaram na manutencdo da homeostase idnica,
contribuindo para o aumento das relagdes K*/Na* e Ca?*/Na* e reduzindo o efeito toxico do
s0dio na maioria dos 6rgdos estudados em todos os tempos de exposicdo. Em ambos 0s
periodos de exposicdo, a osmorregulacdo se da em cada 6rgdo especificamente de acordo com
a dose de NaCl aplicada a solucédo, estando as proteinas sollveis, 0s aminoacidos livres, a
prolina e os carboidratos totais agindo como osmolitos compativeis e atuando de forma
conjunta, ou ndo, na mitigacdo dos efeitos osmoticos da salinidade. A complexidade e a
modulacdo desta estratégia de resisténcia foram influenciadas tanto pela suplementacdo de
potassio quanto de calcio a solucdo salina, estando estes solutos inorgénicos atuando no
incremento das concentracdes dos osmorreguladores em cada 6rgdo especificamente e de

acordo com o tempo de exposigao.
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