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RESUMO

Muitos estudos tém demonstrado que a inoculacdo de plantas com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) melhora o crescimento das plantas sob estresse salino.
Tendo em vista que a salinidade é um problema sério e que afeta de forma direta a
produtividade das plantas, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacéo dos
FMA em plantas de milho sob estresse salino, na presenca ou auséncia de fésforo. O
experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara (Campus do Pici, Fortaleza - Ceara),
com quatro repeticdes. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 2 (plantas inoculadas e ndo inoculadas) x 3 (niveis de salinidade 0,5; 4,0 e
8,0 dS m™) x 2 (presenca ou auséncia de fésforo), totalizando 48 unidades experimentais.
Durante a conducdo do experimento foram realizadas medi¢des da fotossintese liquida, da
taxa de transpiracdo, da condutancia estomatica e do indice SPAD. Aos 40 dias apds a
semeadura das plantas, as mesmas foram coletadas, sendo determinados a area foliar, a
matéria seca da parte aérea (apds secagem do material em estufa), o teor relativo de agua, o
potencial osmatico, as variaveis microbioldgicas (dependéncia e coloniza¢do micorrizica),
os teores de alguns elementos minerais (N, P, K*, Ca®*, Mg*, Na* e CI") e solutos
organicos (carboidratos sollveis, N-aminossollveis, proteina solivel e prolina). A
associagao micorrizica ndo proporcionou incremento no crescimento das plantas de milho,
porém o0s aumentos nos niveis de salinidade reduziram a &rea foliar e a matéria seca da
parte aérea das plantas. De maneira geral, a salinidade reduziu a fotossintese, a condutancia
estomatica e a transpiracdo em todos os tratamentos. O indice SPAD e o teor relativo de
agua ndo foram influenciados por nenhum dos fatores estudados. O potencial osmotico foi
significativamente reduzido nos tratamentos com 4,0 e 8,0 dS m™ de CE em comparacéo
com o nivel de 0,5 dS m™. A colonizacdo micorrizica decresceu com o incremento dos
niveis salinos. Os teores de glomalina ndo foram influenciados pela presenca de P e nem
pelos niveis crescentes de salinidade. A associagdo micorrizica ndo acarretou incrementos
nos teores de solutos inorganicos. A presenca de P no cultivo do milho promoveu, nas
plantas ndo inoculadas, aumento nos teores de fésforo nas folhas e nos colmos, em todos
os niveis de salinidade. O aumento dos niveis de salinidade reduziu os teores de N e Mg**,
porém promoveram o aumento nos teores de Na* e CI" nas plantas de milho. Os teores de

carboidratos soltveis ndo apresentaram diferencas significativas para nenhum dos fatores



analisados. De modo geral, os teores de N-aminossolUveis e de prolina aumentaram com o
incremento da salinidade. J& os teores de proteinas solUveis apresentaram respostas
diferenciadas de acordo com os fatores analisados. Esses resultados sugerem que a
associacdo micorrizica ndao minimizou os efeitos da salinidade nas plantas de milho

(hibrido AG 1051), pelo menos nas condic¢Ges aqui empregadas.

Palavras-chave: Zea mays L., Fungo micorrizico arbuscular, Gigaspora margarita, fons

inorganicos, Solutos organicos, Estresse salino.



ABSTRACT

Many studies have shown that inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi
improved plant growth under salt stress. Considering that the salinity is a serious problem
that directly affects the productivity of plants, the aim of this study was to evaluate the
effects of inoculation of AMF in maize plants under salt stress in the presence or absence
of phosphorus. The experiment was run in a greenhouse of the Department of Biochemist
and Molecular Biology of the Federal University of the Ceara (Campus of the Pici,
Fortaleza - Ceard), with four replicates per treatment. The experimental design was
completely randomized in factorial arrangement 2 (inoculated and not inoculated plants) x
3 (levels of salinity 0.5, 4.0 and 8.0 dS m™) x 2 (presence or absence of phosphorus), total
of 48 experimental units. During the experiment measurements were made of net
photosynthesis, transpiration rate, stomatal conductance and SPAD index. At 40 days
after sowing the plants, they were collected, and determined leaf area, shoot dry matter
(after drying the material under glass), the relative water content, the osmotic potential,
microbiological variables (dependency and mycorrhizal colonization), mineral levels (N, P,
K* Ca®*, Mg®, Na', and CI) and organic solutes (soluble carbohydrates, N-
aminosolubles, proline and soluble protein). The mycorrhizal fungi did not provide an
increase in the growth of corn plants, but elevated levels of salinity reduced leaf area and
shoot dry matter of plants. Generally, the salinity reduced the photosynthesis, stomatal
conductance and transpiration in all treatments. The relative water content was not
influenced by any of the factors studied. The SPAD index and relative water content
were not influenced by any of the factors studied. The osmotic potential was significantly
reduced in treatments with 4.0 and 8.0 dS m™ salinity compared with the level of 0.5 dS m’
' Mycorrhizal colonization decreased with increasing levels of saline. The levels of
glomalin were not influenced by the presence of P and not by increasing levels of salinity.
The mycorrhizal fungi did not cause increases in levels of inorganic solutes. The presence
of P promoted maize cultivation in non-inoculated plants, increased levels of phosphorus
in the leaves and stems, at all levels of salinity. Increased salinity levels decreased the
levels of N and Mg**, but promoted increased levels of Na* and CI” in corn plants. The
water-soluble carbohydrate showed no significant differences for any of the factors. In
general, the levels of N-aminosolubles and proline increased with increasing salinity. Since

the levels of soluble proteins showed different responses according to the factors. These



results suggest that the mycorrhizal fungi did not minimize the effects of salinity in maize
plants (hybrid AG 1051), at least under the conditions employed here.

Keywords: Zea mays L., arbuscular mycorrhizal fungi, Gigaspora margarita, Inorganic

ions, organic solutes, salt stress.
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1. INTRODUCAO

A salinidade é um dos estresses abidticos que mais limita o crescimento e a
produtividade agricola, sendo este problema mais severo nas regides aridas e semiaridas
(ZHU, 2001). O manejo inadequado do solo e da &gua, associado as elevadas taxas
evapotranspiratorias e as baixas precipitacbes pluviométricas, caracteristicas destas
regides, também contribuem para o surgimento de solos salinizados (FAGERIA; GHEY],
1997).

No Brasil, a regido do semiarido nordestino contribui de forma significativa no
percentual de solos afetados por sais, principalmente nos perimetros irrigados,
apresentando uma area potencial de irrigacdo estimada em seis milhdes de hectares. Cerca
de 25% dos perimetros irrigados existentes na regido Nordeste apresentam problemas de
salinidade (BRITO, 2002).

As plantas respondem diferentemente as concentragdes de sais no solo, sendo que
algumas conseguem produzir de maneira satisfatéria em niveis elevados de sais e outras
sdo mais sensiveis a niveis relativamente baixos. A manutencdo dos rendimentos das
culturas, quando submetidas a concentragdes elevadas de sais no solo, depende do grau de
tolerancia das plantas e das praticas de manejo do sistema solo — 4gua — planta (LUCIO,
2008). O milho é considerado uma cultura moderadamente tolerante a salinidade
(RICHARDS, 1974; DAKER, 1976) e que sofre progressiva reducdo do crescimento, com
0 aumento da concentragao de sais no meio radicular.

Segundo Ayres e Westcot (1999), existem varias alternativas que podem ser
utilizadas para facilitar o manejo de solos salinos, como por exemplo, 0 uso de técnicas
adequadas de drenagem, de lixiviacdo e de irrigagdo. Além dessas técnicas convencionais,
um aspecto que vem sendo estudado para manter o rendimento das culturas em areas
afetadas por sais é 0 emprego de plantas colonizadas com fungos micorrizicos arbusculares
(FMA). A colonizagdo das raizes e os beneficios resultantes da simbiose tém sido relatados
por varios autores. O aumento da absorcéo de nutrientes pouco moveis no solo, tais como o
Cu, 0 Zn e, principalmente, o P, que € 0 mais importante do ponto de vista nutricional do
hospedeiro, além de proporcionar maior tolerancia a patdgenos de raiz, condigdes de seca,
altas temperaturas, choques de transplantio e solos salinos, estimulam a fixagdo do
nitrogénio e a producdo de horménios (LIU et al., 2000; YANO-MELO et al., 2003;
COSTA, 2004).
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De acordo com Giri et al. (2003), a maior tolerancia das plantas micorrizadas a
salinidade deve-se, possivelmente, a mecanismos de protecdo proporcionados pelos
fungos, dentre eles a maior absorcéo de nutrientes, alteracdo na morfologia da raiz (maior
numero de raizes adventicias) e a influéncia dos FMA na condutividade elétrica do solo
(diminuicdo da condutividade elétrica, CE, do solo na micorrizosfera).

Diante dos fatos mencionados, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os
efeitos da inoculacdo dos FMA em plantas de milho sob estresse salino, na presenca e
auséncia de fdésforo na solucdo nutritiva, avaliando alguns parametros fisiologicos e

bioquimicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Salinidade: caracterizacdo e ocorréncia

Salinizacdo é o termo utilizado para denominar o processo de acumulo de sais no
solo ou na dgua de irrigacdo, sendo estes prejudiciais para a maioria das espécies vegetais.
De acordo com Richards (1954), um solo é considerado salino quando o valor da CE do
seu extrato de saturacdo é superior a 4,0 dS m™, a 25° C, a percentagem de sédio trocavel
do solo menor que 15 e o0 pH entre 7,0 e 8,5.

Em solos salinos, os principais sais solUveis encontrados sdo cloretos, sulfatos e
bicarbonatos de Na*, Ca** e Mg®*, sendo encontrados, em menores quantidades, os sais de
potassio (K*), amdnio (NH4"), nitrato (NO5") e carbonatos (COs%). As fontes fornecedoras
dos sais solUveis sdo, primeiramente, os minerais primarios formadores das rochas, por
intemperismo quimico, sendo a agua o principal agente carreador (RIBEIRO, 2010).

Os solos salinos geralmente se localizam em areas baixas para onde convergem 0s
sais das areas circunvizinhas. A salinizacdo dos solos esta relacionada com condicdes de
restricdo de drenagem, envolvendo lencol freatico alto ou baixa permeabilidade, que
impedem a lavagem dos sais em profundidade. Em climas &ridos e semidridos, cuja
evapotranspiracdo elevada favorece a ascensdo capilar dos sais para a superficie, esse
processo de salinizacdo se torna ainda mais frequente. A salinizacdo pode ser um processo
natural ou produzido pelo homem, principalmente nas areas irrigadas (USSL STAFF,
1954; SOMMERFELDT; RAPP, 1978; FANNING; FANNING, 1989).

O processo de salinizagdo dos solos e das aguas subterraneas e superficiais € um
dos mais importantes problemas de degradacdo ambiental, com seus efeitos prejudiciais
sendo mais pronunciados nas regides aridas e semiaridas, e que vem crescendo
rapidamente em diversas partes do globo, causando problemas de grandes proporgdes na
produtividade das culturas agricolas. Estimativas da FAO (2003) prevéem que, dos 270
milhGes de hectares irrigados no mundo, aproximadamente, 50% ja apresentam problemas
de elevacdo do lencol freatico e que 1 milhdo de hectares sdo abandonados, anualmente,
em virtude de problema de salinidade.

No Brasil, os solos salinos ocorrem em relevos planos de véarzeas e
esporadicamente em terracos, principalmente nas regides aridas e semiéridas nordestinas,

no pantanal mato-grossense e nas areas litoraneas relacionadas com a vegetacéo de mangue
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(OLIVEIRA, 2001). Nas regides semiaridas do nordeste brasileiro a salinizacdo dos solos é
encontrada principalmente no poligono das secas. Nessa regido, sdo comuns baixas
precipitacOes e altas taxas de evaporacdo, fatores que dificultam a lixiviacdo dos sais,
provocando sua acumulacdo em quantidades prejudiciais ao crescimento de vérias espécies
vegetais. De acordo com Barros et al. (2005) aproximadamente 25% das areas irrigadas da
regido Nordeste encontra-se salinizada. Segundo Medeiro et al. (2003) os solos afetados

por sais ocupam uma area de aproximadamente 9,1 milhdes de ha do Nordeste do Brasil.

2.2. Aspectos gerais dos efeitos da salinidade nas plantas

Os efeitos da salinidade sobre as plantas podem ser causados pelas dificuldades de
absorcédo de agua, toxicidade de ions especificos e pela interferéncia dos sais nos processos
fisiologicos (efeitos indiretos) reduzindo o crescimento e o desenvolvimento das plantas
(DIAS; BLANCO, 2010). A reducdo do crescimento da planta devido ao estresse salino
pode estar relacionada com os efeitos adversos do excesso de sais sob a homeostase ibnica,
0 balanco hidrico, a nutricdo mineral e o metabolismo fotossintético (ZHU, 2001;
MUNNS, 2002). Os mecanismos pelos quais o estresse salino afeta as plantas ainda é uma
questdo discutida devido a natureza muito complexa do estresse salino nas plantas (DIAS;
BLANCO, 2010).

Para Ayres e Wescot (1999), as plantas extraem agua do solo quando as forgas de
embebicdo dos tecidos das raizes sdo superiores as forcas de retencdo da agua exercida
pelo solo. Contudo, a medida que a agua é extraida do solo, as forgas que a retém tornam-
se maiores, podendo chegar ao ponto em que superam as de absorcéo, iniciando-se, assim,
o0 estado de escassez de agua na planta. De acordo com Pimentel et al. (2002), em solos
salinos, a deficiéncia hidrica ¢ a maior causadora de reducdo na produtividade do vegetal,
alterando o crescimento e a fotossintese. A salinidade, como apontado por diversos
autores, inibe os processos de transpiracdo e fotossintese (PARIDA; DAS, 2005; TAIZ;
ZEIGER, 2008). Essa inibicdo pode estar correlacionada com o grau de fechamento dos
estomatos (GREENWAY; MUNNS, 1980) ou com o acumulo excessivo dos ions sédio e
cloreto nos cloroplastos, os quais afetam as reagdes bioguimicas e fisiologicas (TAIZ;
ZEIGER, 2008). Observa-se, também, que a reducéo do crescimento foliar e a diminuicéo
da producdo de massa seca das partes aérea e radicular podem ser influenciadas

diretamente pelo acimulo de altos teores de Na* e CI” nas folhas, ocasionando diminuicdo
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no teor relativo de &gua, na pressdo de turgescéncia e no potencial hidrico celular
(LARCHER, 2000). Quando as plantas se encontram em déficit hidrico elas podem utilizar
mecanismos de tolerancia, como o ajustamento osmdtico, para conseguir manter o
gradiente de potencial hidrico favoravel a absorcédo de agua.

Segundo Taiz e Zeiger (2008), o ajustamento osmatico é um processo pelo qual o
potencial hidrico pode ser diminuido sem que haja decréscimo da turgescéncia ou do
volume celular. Assim, com a manutencdo da turgescéncia € possivel a continuacdo do
alongamento celular e uma condutancia estomatica mais alta sob potenciais hidricos mais
baixos. Portanto, o0 ajustamento osmético é um processo de aclimatagdo que aumenta a
tolerancia das plantas ao estresse salino e pode ocorrer pela acumulacdo de altas
concentracdes de ions inorganicos ou de solutos organicos de baixo peso molecular
(ASHRAF; HARRIS, 2004). Dentre os solutos organicos que podem ser acumulados e,
consequentemente, influenciar no ajuste osmético de plantas cultivadas em condic¢des de
estresse salino, destacam-se a prolina, os carboidratos solUveis e 0s compostos contendo
nitrogénio aminossoltvel (N-aminossoltvel). A prolina € o soluto organico mais analisado
nos trabalhos cientificos envolvendo o cultivo de plantas submetidas aos estresses hidrico e
salino. Acredita-se que, além do seu papel no ajustamento osmoético, ela possa contribuir
para a estabilizacdo de membranas e proteinas e remoc¢do de radicais livres (ASHRAF;
FOOLAND, 2007).

Ashraf e Foolad (2007) relatam que os efeitos da salinidade sobre as plantas séo
consequéncia de fatores osmoticos e idnicos. O componente osmotico resultante das
elevadas concentragdes de sais dissolvidos na solucdo do solo reduz o potencial osmético
dessa solucdo, diminuindo, consequentemente, a disponibilidade de agua para as plantas. O
efeito idnico refere-se aos fons absorvidos pelas plantas (especialmente Na* e CI"), os quais
podem provocar desequilibrios nutricionais, toxidez ou ambos no metabolismo da planta
(MUNNS, 2002).

Elevadas concentracdes de Na* e CI na solucdo do solo acarretam altas relacdes
Na*/Ca**, Na'/K" e CI'/NO5™ na planta (GRATTAN; GRIEVE, 1999). Esses desequilibrios
nutricionais, causados pela salinidade, podem resultar do efeito dos sais sobre a
disponibilidade do nutriente, pela competicdo na absorcdo, no transporte ou na particdo
dentro da planta, na integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica, na reducédo
da atividade de vérias enzimas vitais, bem como pela inativagdo fisiologica de um dado

nutriente, resultando no aumento do requerimento da planta por esse elemento essencial
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(GRATTAN; GRIEVE, 1994; ZHU, 2001; MANSOUR; SALAMA, 2004). Assim, em
geral, o excesso de Na* pode conduzir & deficiéncia de K* e Ca®" e a absorcido de NO5
pode ser inibida por CI"' (SHANNON, 1992). Como resultado, a planta torna-se susceptivel
a distdrbios osmoticos ou ions-especificos, bem como a desordens nutricionais que podem
resultar na reducdo da producdo ou da qualidade das culturas (GRATTAN; GRIEVE,
1999). A concentracdo de K* nas plantas em ambientes salinos tende a ser menor com o
aumento de Na* ou da relacdo Na/Ca®* na solugdo do solo (SANTOS; CAVALCANTE;
VITAL, 2010). A alta concentracdo de sédio na solucdo do solo interfere na absor¢édo de
K" pelas raizes.

Segundo Santos, Cavalcante e Vital (2010), a maioria dos estudos indica que a
absorcéo ou acumulacdo de nitrogénio na parte aérea pode ser reduzida pelas condicbes de
salinidade. Os efeitos deletérios da salinidade sobre o metabolismo do N podem ser
atribuidos ao decréscimo da absor¢do de N, ao decréscimo das atividades das enzimas
envolvidas no metabolismo do N, na alteracdo da sintese de aminoacidos e no aumento da
atividade de enzimas hidroliticas, tais como RNase, DNase, protease, dentre outras,
levando a degradacdo de macromoléculas (GRATTAN; GRIEVE, 1994; NATHAWAT et
al., 2005; FEIJAO, 2009). Entretanto, o efeito da salinidade no metabolismo do N depende
da fonte de N (NATHAWAT et al., 2005; SANTOS; CAVALCANTE; VITAL, 2010).

A interacdo salinidade e fosforo é complexa e depende da espécie vegetal, estagio
de crescimento das plantas, nivel de salinidade e da concentracdo de fésforo no substrato
(GRATTAN; GRIEVE, 1999; SANTOS; CAVALCANTE; VITAL, 2010). De acordo com
Oliveira et al. (2010), o aumento nas doses de P pode minimizar os efeitos adversos da
salinidade sobre o desenvolvimento das plantas. Foram observados acumulos de fésforo
nas folhas de plantas de milho (MAAS; GRIEVE, 1987), arroz (ANDRADE, 1989),
tomate (AWAD et al., 1990) e de feijdo-de-corda (SILVA et al., 2003) submetidas a

estresse salino.
2.3. Fungos micorrizicos arbusculares

O termo micorriza foi empregado pela primeira vez pelo fisiologista de plantas
alemdo Bernad Frank, em 1885, para se referir a uma peculiar associacdo entre raizes de
plantas e fungos (KOIDE; MOSSE, 2004). A associacdo micorrizica é considerada a mais

antiga e amplamente distribuida simbiose mutualistica encontrada na Terra (ALLEN,
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1996). Evidéncias fosseis e analises de sequéncias de DNA provaram o estabelecimento
dessa simbiose ha mais de 410 milhdes de anos (LOGI et al., 1998).

As micorrizas arbusculares sdo de ocorréncia generalizada nas plantas superiores;
estima-se que existam cerca de 300.000 espécies de plantas que sejam capazes de formar
associacao simbiotica com esses fungos. Essas micorrizas sdo encontradas na maioria das
Fanerdgamas (97%), incluindo quase todas as espécies de interesse agrondmico, pastoril e
espeécies florestais nativas dos trépicos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Segundo Yano-
Melo et al. (2003), no Brasil, foram registradas cerca de 80 espécies de FMA distribuidas
em oito familias, sendo seis delas encontradas nos solos do semiarido nordestino.

Em condic¢des naturais, a maioria das espécies de plantas se encontra associada a
FMA do solo numa simbiose mutualistica (BERBARA, 2006). Essa associacdo é
simbiotica pelo fato de 0s organismos co-existirem em um mesmo ambiente fisico (raiz e
solo) e mutualistica porque em geral ambos os simbiontes se beneficiam da associacéo. Ela
é considerada como mutualistica nutricional porque a planta supre o fungo com energia
para seu crescimento e manutencdo via produtos fotossintéticos, enquanto o fungo prové a
planta com nutrientes e agua.

Entretanto, o principal beneficio dos FMA para as plantas esta relacionado & maior
absorcdo de nutrientes do solo, principalmente de nutrientes de baixa mobilidade como é o
caso do fosforo (MARSCHNER, 1995). Segundo Mcarthur e Knowless (1993), considera-
se que o principal beneficio a planta hospedeira pela micorrizacdo é o aumento na absorcao
e translocacdo de fésforo em solos de baixa fertilidade, mas outros nutrientes sdo relatados
como: nitrogénio, enxofre, zinco, cobre e manganés (SYLVIA et al., 1993).

Entre os beneficios proporcionados pelos FMA, ainda pode-se destacar a maior
tolerdncia a doengas, a antecipacdo da fase de aclimatagdo de mudas micropropagadas
(LINS et al., 2003) e a diminuicdo dos efeitos de diferentes tipos de estresses, como 0
hidrico (SOUZA et al., 2002), o salino (AL-KARAKI, 2000) e os causados por metais
pesados (DAVIES JUNIOR et al., 2001).

Além dos beneficios que os FMA trazem para as plantas, eles influenciam no
equilibrio do solo, na manutencao da sua fertilidade (principalmente na estocagem de C e
N no solo) (RILLING, 2004), no intemperismo de minerais (VAN BREEMEN et al.,
2000), e por promoverem efeitos positivos sobre a agregacdo e conservacdo do solo
(WRIGHT et al., 1996; RILLING, 2004, 2005). Eles contribuem com impacto relevante

sobre o crescimento e diversidade das comunidades vegetais (VAN DER HEIJDEN et al.,
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1998), influenciando assim na produtividade primaria dos ecossistemas terrestres (BEVER,
1996).

2.4. Glomalina

Os FMA contribuem significativamente para a biomassa microbiana do solo em
muitos ecossistemas terrestres. E dentre as estruturas dos FMA, o micélio extra-radicular é
0 que apresenta a maior extensdo e biomassa, em comparacdo com esporos, vesiculas ou
arbusculos, concentrando, talvez, a maior quantidade de carboidratos destinados ao fungo
(ZATORRE, 2009).

A contribuicdo das hifas extra-radiculares ndo se limita a sua biomassa ou a
aumentos na capacidade das plantas em mobilizar nutrientes, que sdo caracteristicas
classicas e fundamentais na simbiose micorrizica. Tais hifas também s&o responséveis pela
exsudacdo (ou incorporagcdo em suas paredes celulares bem como de esporos) de
glicoproteinas hidrofobicas chamadas glomalinas.

A glomalina foi descoberta por Sara Wright e colaboradores, em 1996, sendo
quantificada pelo método de Bradford (1976), que indica a quantidade de proteina soltvel
total, ou por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) com o emprego de um
anticorpo monoclonal (MAb32B11) (WRIGHT et al., 1996; RILLIG, 2004; NICHOLS;
WRIGHT, 2004, 2005, 2006). Por imunofluorescéncia indireta com esse anticorpo, a
glomalina foi revelada em hifas fungicas de FMA em raizes colonizadas, matéria organica,
particulas do solo e dentro das células das raizes (WRIGHT et al., 1996; WRIGHT,;
UPADHYAYA, 1999). Segundo Mergulhdo (2006), existem duas fracGes de glomalina: a
facilmente extraivel (GFE) e a total (GT). A GFE é extraida em solugdo tamp&o de citrato
de sodio (20 mM; pH 7,0) apos um ciclo em autoclave a 121°C por 30 minutos. A GT €
extraida em solugdo tampé&o de citrato de sodio alcalino (50 mM; pH 8,0), processo esse
que pode ser repetido por varios ciclos em autoclave, sendo retirada a glomalina depositada
no solo durante o processo simbio6tico.

A glomalina apresenta alta estabilidade no solo, podendo permanecer 42 anos até
sua completa mineralizacdo. Ela € um importante componente do C organico do solo,
podendo atingir 1,45 t ha’ em florestas tropicais apenas nos 10 cm superficiais,
estabilizando-se em geral na fragdo argilica (LOVELOCK et al., 2004). A fun¢do da

glomalina é incerta, entretanto, € provavel que ela tenha impacto sobre a construcdo de
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nichos ao promover a agregacao do solo e sua estruturagdo com a consequente reducao dos
processos erosivos. Em estudos realizados em um gradiente de textura e classes de solos,
comprovou-se que existe estreita e positiva correlacdo entre estabilidade de agregados e
quantidade de glomalina no solo (WRIGHT; UPADHYAYA, 1998). Percebeu-se também
que essas glicoproteinas ficam estocadas dentro desses agregados, protegidas dos
processos de mineralizagdo. Dessa forma, a glomalina representa uma forma estavel de
armazenar C no solo (RILLIG, 2004). Estudos demonstram que a introducdo de FMA em
ambientes contaminados por metais pesados pode exercer efeito positivo na tolerancia das
plantas a elementos toxicos, atuando como agentes de protecdo para as mesmas (SOARES;
SIQUEIRA, 2008), além de aumentar a extracdo dos metais pesados do solo (SILVA;
SOARES; SIQUEIRA, 2006). Este processo é de grande interesse para a fitorremediacdo,
visto que a maioria das plantas forma micorriza mesmo em condi¢bes de elevada
contaminacéo por metais (KLAUBERG-FILHO et al., 2005).

Pelo exposto, é clara a necessidade de se criar condi¢cBes que apontem para 0
aumento da producdo desse metabolito. Sabe-se que o0 manejo (em especial a mecanizagao)
e a diversidade da cobertura vegetal, além de variaveis fisicas e quimicas do solo,
controlam a producdo de glomalina. Sistemas que estimulem a producdo de hifas extra-
radiculares devem também induzir a sintese dessas moléculas, apesar de resultados iniciais
serem contraditorios (PIOTROVSKY et al., 2004). Em solos agricolas, a quantidade de
glomalina detectada é baixa em relacdo aquela observada sob pastagem ou florestas. 1sso
porque, com o revolvimento e a compactacdo do solo, a rede micelial é destrocada e, com
isso, a producdo de glomalina diminui drasticamente (BERBARA et al., 2006).

2.5. Fungos micorrizicos arbusculares e salinidade

Desde a primeira publicacdo sobre a descricdo de uma associagcdo micorrizica por

Frank, em 1885, muitas pesquisas investigaram seu papel no contexto ecoldgico e

fisiologico das plantas. Embora a maioria dos trabalhos enfoque a absorcéo de nutrientes,

ha grande interesse no papel das micorrizas sobre 0 aumento da habilidade das plantas de

se estabelecerem em ambientes naturais ou naqueles alterados pela acéo antropica (REID,
1990).

Os principais beneficios dessa relagdo simbiotica para as plantas é a ocorréncia de

alteracdes metabolicas diversas com reflexos positivos sobre seu desenvolvimento e estado
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nutricional. Plantas micorrizadas apresentam maior atividade fotossintética, alta atividade
enzimatica e maior producao de substancias reguladoras do crescimento. Essas alteracdes
metabolicas conferem as plantas maior resisténcia aos efeitos provocados por estresses de
natureza bidtica (pragas e doencas) ou abidtica (déficits hidricos e nutricionais ou estresses
térmicos e salinos) (COLOZZI FILHO; NOGUEIRA, 2007).

Estudos indicam que a associagcdo micorrizica promove maior tolerancia das plantas
ao estresse salino e, segundo Giri et al. (2003), essa tolerancia deve-se aos possiveis
mecanismos de protecdo proporcionados pelos fungos, dentre eles a maior absorcdo de
nutrientes, a alteracdo na morfologia da raiz (maior nimero de raizes adventicias) e a
influéncia na condutividade elétrica do solo.

Os fungos micorrizicos mais comumente observados em solos salinos sdo os do
género Glomus. De acordo com Wilde et al. (2009), 80% dos esporos encontrados em
solos salinos pertencem a espécie Glomus geosporum. Segundo Cantrell e Linderman
(2001), em condicOes salinas, as plantas associadas aos FMA apresentam uma maior
resisténcia devido aos possiveis processos metabolicos mediados por alguns nutrientes,
principalmente o fosforo, e ainda pela compartimentalizacdo do sodio nos tecidos da
plantas e da hifa flngica. Resultados descritos por Rabie (2005) mostram que as micorrizas
arbusculares sdo primordiais no manejo de ambientes salinos, pois em trabalho realizado
pelo autor, mudas de Vigna radiata cultivadas sob condicdes salinas apresentaram um
aumento significativo na quantidade de matéria seca produzida, altura, contetdo de
clorofila, aglcares e proteinas.

Bezerra et al. (2010), em estudos de quantificacdo de esporos de FMA em éarea
cultivada com milho e feijdo-de-corda irrigados com aguas salinas, observou que o numero
de esporos de FMA aumentou com a elevagdo da salinidade na agua de irrigacdo. Além
disso, esse autor observou que a maior quantidade de esporos de FMA no solo foi no
tratamento com &gua salina a 0,5 dS m™ (o mais baixo nivel de salinidade testado), com
uma média de 68,5 esporos por 50 g de solo e com uma predominancia do género Glomus.

Apesar de existirem alguns resultados divergentes na literatura, sendo esses
associados a mecanismos da associacdo simbidtica ainda ndo totalmente elucidados, &
possivel constatar que hd um beneficio para as plantas quando associadas aos FMA sob
condic@es salinas e, de acordo com Al-Karaki et al. (2000), os beneficios proporcionados
pelos FMA, como o aumento no desenvolvimento e na aquisicdo dos nutrientes pelas

plantas demonstram o potencial da colonizacdo dos FMA na protecdo do cultivo de plantas
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sob estresse salino em regides aridas e semiaridas.
2.6. O fosforo no solo e na planta

O fésforo (P) € um macronutriente essencial que, apesar de ndo ser exigido em
grandes quantidades pelas plantas, como é o caso do N e K, é o mais estudado devido a sua
baixa disponibilidade nos solos, cujas causas estdo relacionadas a sorcdo desse nutriente,
que englobam os processos de adsorcdo e de precipitacdo. A adsor¢do ocorre
principalmente entre o P e as superficies dos 6xidos de ferro (Fe) e aluminio (Al) presentes
no solo, enquanto a precipitacdo pode ocorrer com ions de Fe e de Al, em solos &cidos, ou
com o célcio (Ca®"), em solos neutros ou alcalinos (NOVAIS; SMITH, 1999). Para superar
essa limitacdo, as plantas desenvolveram mecanismos para aumentar a captacao de P do
solo, incluindo a alteracdo da estrutura da raiz e funcdo, bem como a modificacdo da
rizosfera.

Os microrganismos, por meio de mecanismos diversos, exercem profunda
influéncia na aquisicao de fosforo pelas plantas, atuando na disponibilidade e absorcdo do
nutriente. Os fungos, particularmente aqueles que se associam as raizes formando
micorrizas, aumentam a absorcdo de P através de mecanismos fisicos (aumento da
superficie de absorcdo e exploracdo do solo), fisiologicos (alteracBes nos parametros
cinéticos de absorcdo) e quimicos (alteracbes na rizosfera) (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

Respostas tipicas de plantas micotrdficas, aquelas que dependem do fungo para
absorcdo de nutrientes, apresentam tendéncia similar a observada por Saggin-Junior e
Siqueira (1996) em mudas de cafeeiro crescendo em substrato com niveis crescentes de P
disponivel, em que niveis abaixo do 6timo para o crescimento da planta ocorre grande
resposta a inoculagio e elevada taxa de colonizacio radicular. A medida que o P no solo
aumenta acima da dose de 100 mg kg™, a colonizacéo das plantas inoculadas com FMA
diminui e nas plantas sem micorriza, aumentos nas doses de P acima do mencionado
anteriormente, ocasiona crescimento nas plantas, diminuindo, assim, os efeitos da
inoculacdo. Em niveis elevados de P, a colonizacdo € inibida e os beneficios da micorriza
para a planta sdo reduzidos progressivamente.

Existem evidéncias de que a planta regule o processo de colonizagdo de acordo com

sua necessidade através de um balanco existente entre o nivel de P no solo, no
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desenvolvimento e na atividade do fungo na raiz e na resposta da planta. Para que as
plantas se beneficiem das micorrizas € essencial que estejam colonizadas por fungos
eficientes, mas a relacdo entre o grau de colonizacao das raizes e o beneficio ao hospedeiro
nem sempre € observada. A colonizacdo € uma resposta fenotipica da relacdo, enquanto a
resposta do hospedeiro a ela é fisioldgica e muito mais complexa (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006).

Segundo Oliveira et al. (2010), alguns estudos tém sido desenvolvidos para avaliar
a influéncia da adubacéo fosfatada em plantas cultivadas em condicgdes salinas. Cerda et al.
(1977) avaliaram o desenvolvimento e a producdo de gergelim, cultivado em solucdo
nutritiva com diferentes doses de sal e de fésforo, e verificaram que a tolerancia da cultura
a salinidade foi reduzida com aumento do nivel de fdsforo. Lacerda et al. (2006a)
avaliaram o desenvolvimento de sorgo forrageiro, submetido a concentracbes de fosforo
em diferentes niveis de salinidade da solucdo nutritiva, constatando a existéncia de
interacdo entre salinidade e fésforo sobre o desenvolvimento e nutricdo das plantas.

2.7. O milho

O milho, uma planta originaria das Américas, pertence a classe Monocotyledonea,
ordem Glumiflorae, familia Graminae, tribo Maydeae, género Zea e espécie Z. mays L. E
uma planta mondica, anual, robusta e ereta, com um a quatro metros de altura. E um
alimento energético por exceléncia, sendo seu grdo composto, em média, de 71,3% de
carboidratos e 9,1% de proteinas. Além disso, contém as vitaminas A e as do complexo B,
além de calcio, potassio, magnésio e enxofre (PRATA, 1969).

Essa cultura vem sendo utilizada como fonte energética na alimentacdo humana e
animal, representando 70% da demanda mundial, porém, recentemente, seu uso se ampliou
para a industrializacdo com a producdo de amido, alcool, adogantes, 0leos, e surge também
como fonte de biocombustiveis. Caracteriza-se também por sua importancia agrondémica,
sendo utilizado em sistemas de rotacdo de culturas, principalmente em agrossistemas em
que a soja é a cultura predominante (MELO FILHO; RICHETTI, 1997).

De acordo com o Agrianual (2007), ha duas décadas os trés maiores produtores de
milho no mundo continuam os mesmos e na mesma ordem, variando apenas as proporgoes,

em que os Estados Unidos aparecem como primeiro, representando 38% do mercado, a
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China em segundo com 20% e o Brasil, ocupando a terceira colocacdo com 7% do
mercado mundial.

O melhoramento genético do milho tem sido um importante meio para a adaptacao
da cultura a novas condi¢cdes ambientais em que fatores de estresse relacionados ao solo,
clima, pragas e doencas, tendem a inviabilizar a atividade (TEIXEIRA et al., 1997).
Pesquisas envolvendo melhoramento genético, realizadas em diferentes partes do mundo,
tém desenvolvido diferentes tipos de milho (genotipos e/ou variedades), possibilitando o
cultivo dessa cultura desde o equador até o limite das terras temperadas e desde o nivel do
mar até altitudes superiores a 3.600 m. Essa adaptabilidade, representada por genotipos
variados, é paralela a variedade de sua utilizagdo como alimento, forragem ou na industria
(MAGALHAES et al., 2002).

Dentre as pesquisas realizadas para promover melhorias no cultivo do milho
existem trabalhos que demonstram os efeitos benéficos da simbiose entre essa cultura com
os fungos micorrizicos arbusculares, promovendo um aumento do crescimento e uma
melhoria do estado nutricional da cultura do milho (SIQUEIRA et al., 1989; MIRANDA,
MIRANDA, 1997), na melhoria do sistema radicular com aumento do numero de raizes
laterais primarias e secundarias e no aumento do teor de P na planta (BRESSAM,;
VASCONCELOQS, 2002). Segundo Siqueira e Klauberg-Filho (2000), em levantamento
realizado no Brasil quanto a resposta de plantas a micorrizacdo, relatam que o milho
apresenta maior crescimento e melhor nutricdo quando associado as espécies de FMA

Glomus clarum e G. etunicatum.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar, mediante parametros fisiol6gicos e bioquimicos, os efeitos da inoculagao
dos FMA na cultura do milho, sob estresse salino, na presenca e auséncia de fosforo.

3.2. Especificos
Utilizando-se o milho como material experimental, pretende-se:

1. Estudar os efeitos da salinidade e da inoculacdo no crescimento, nas trocas gasosas,

no potencial osmotico e nos teores relativos de agua das folhas;

2. Avaliar os dados de colonizacdo nas raizes e da dependéncia micorrizica nas

plantas;

3. Quantificar os teores de glomalina facilmente extraivel e total presentes no solo

utilizado no experimento;

4. Analisar se houve mudancas nos teores de nutrientes (N, P, K*, Ca**, Mg®*, Na* e

CI') e na relagdo Na'/K™ nas folhas e colmos;

5. Verificar se ha mudancas no acimulo de proteinas soltveis, N-aminossoliveis,

carboidratos solaveis e prolina livre nas folhas da espécie estudada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizacao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, no periodo de janeiro a margo
de 2010. As analises bioquimicas e fisioldgicas foram realizadas no Laboratdrio de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Ceara (UFC), enquanto as andlises microbiologicas foram realizadas no
Laboratdrio de Microbiologia do Solo, pertencente ao Departamento de Ciéncias do Solo
da UFC. Durante o periodo experimental, os valores de temperatura e umidade relativa do
ar foram registrados diariamente com o auxilio de um termohigrografo, observando-se os

valores minimos e maximos de 23 e 31°C e 53 e 80%, respectivamente.

4.2. Solo

O solo utilizado no experimento foi um argisolo vermelho amarelo coletado na
camada aravel (0-20 cm) no Campus Universitario do Pici, o qual foi destorroado e
passado em tamis de 2 mm, sendo em seguida esterilizado em autoclave a 127 °C por duas
horas e pressdo de 1 atm. As propriedades quimicas do solo estdo apresentadas na tabela 1.

Realizou-se calagem, com calcario dolomitico, para diminuir a acidez do solo,
sendo colocado 1 g de calcario e 400 mL de agua em cada vaso, deixando-se o0 solo

descansar por uma semana.

Tabela 1 — Propriedades quimicas da camada do solo na profundidade de 0-20 cm.

cmol; dm'” mg dm"* pH (dSC E]-l)
Ca”” Mg P K Na’
1,8 1,6 2,0 14 25 6,2 0,36

4.3. Material Vegetal

No experimento, foram utilizadas sementes de milho (Zea mays L.), hibrido AG
1051, que passaram por uma selecdo, sendo retiradas as sementes defeituosas. Em seguida,

elas foram esterilizadas superficialmente com hipoclorito de sédio comercial a 0,7% de
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cloro ativo, por 5 minutos. Posteriormente, as sementes foram lavadas exaustivamente com
agua destilada para a retirada do excesso da substancia esterilizante. Esse procedimento
evitou que qualquer propagulo de FMA ativo fosse transportado para o solo esterilizado

dos vasos.
4.4. Delineamento, tratamentos e condugéo do experimento

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 (plantas inoculadas e ndo inoculadas) x 2 (auséncia e presenga de P) x 3 (niveis
de salinidade 0,5; 4,0 e 80 dS m™) com 4 repeticdes, totalizando 48 unidades
experimentais. As sementes de milho foram semeadas em vasos de 4 kg, sendo as plantas
cultivadas em solo com e sem a presenca de propagulos de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) da espécie Gigaspora margarita, sob trés niveis de salinidade: 0,5; 4,0
e 8,0 dS m™. A inoculacdo com os FMA foi realizada antes do plantio das sementes. O
indculo foi depositado cinco centimetros abaixo das sementes, sendo constituido de 100 g
de solo contendo fragmentos de raizes colonizadas e propagulos da espécie G. margarita,
cerca de 100 esporos por vaso. Os propagulos foram oriundos do Laboratério de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia do Centro Universitario Vila Velha — UVV,
localizado na cidade de Vila Velha — Espirito Santo. No tratamento ndo inoculado foram
colocados 5 mL de filtrado obtido do solo inoculado, no intuito de oferecer as mesmas
condicBes presentes no solo com FMA, sendo retirado apenas os propagulos da espécie G.
margarita. Tal filtrado foi obtido pesando-se 200 g de indculo (solo contendo esporos,
hifas de G. margarita e raizes inoculadas) dissolvido em trés litros de agua destilada,
deixando-se decantar por 20 min. Apos, a solucdo foi passada em tamis de 140, 60 e 20
mesh e em papel de filtro qualitativo.

Os niveis de salinidade do solo foram induzidos através da aplicacdo de dgua com
diferentes niveis de condutividade elétrica (CE). Os sais adicionados a &gua de irrigacdo
foram NaCl, CaCl, e MgCl,, na proporcéo 7:2:1, conforme Rhoades et al. (2000). A &gua
de irrigacédo era aplicada diariamente e a quantidade de agua aplicada as plantas foi de
acordo com o principio de lisimetro de drenagem (BERNARDO et al., 2008), mantendo-se
0 solo na capacidade de campo e adicionando fracOes de lixiviacdo para prevenir o
acumulo excessivo de sais. No decorrer do experimento foram realizadas seis aplicagdes de

solugdo nutritiva, de 200 mL cada, sendo as aplicacbes realizadas semanalmente. A
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solugéo nutritiva utilizada no experimento foi a de Hoagland, sendo que, nos tratamentos
com a auséncia de fésforo essa solucdo foi modificada, sendo o composto NHsH,PO,
substituido por NH;NO3.

O plantio das sementes de milho foi realizado no dia 21 de janeiro de 2010 e cada
tratamento consistiu de quatro vasos. No mesmo dia do plantio, foi realizada a montagem
de uma sementeira nas mesmas condicdes citadas anteriormente, com o intuito de realizar
o0 transplantio nos vasos em que a germinagdo das sementes ndao ocorreu. Sete dias ap0s 0
plantio (DAP), foi realizado o transplantio para 0s vasos em que as sementes ndo
germinaram, deixando-se duas plantas por vaso, tal processo ocorreu juntamente com a
primeira aplicacdo da solucdo nutritiva. A aplicacdo da solucdo salina foi iniciada 15 DAP,
sendo feita sempre que necessaria, diariamente ou a cada dois dias, variando com o
desenvolvimento das plantas, sendo mantida uma fracdo de lixiviacdo de 15% em cada

aplicacdo. Na figura 1 € mostrada uma visdo geral do experimento.

Figura 1 — Disposicao dos vasos com as plantas de milho aos 20 dias ap6s o plantio na casa de vegetagdo, na

quarta aplicacdo de agua salina.
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4.5. Trocas gasosas e teores relativos de clorofila

Aos 34 DAP foram realizadas medicOes da taxa fotossintética liquida, da taxa de
transpiracdo e da conduténcia estomatica na primeira folha completamente expandida a
partir do &pice, utilizando-se um analisador de gas no infravermelho (IRGA, ADC System,
Hoddesdon, UK), em sistema aberto, com fluxo de ar de 300 mL min™. As medicdes
ocorreram entre 8:00 e 10:00 h, utilizando-se uma fonte de radiagéo artificial (cerca de
1.200 pmol m?s™).

Os teores relativos de clorofila foram determinados também aos 34 DAP, por meio
de método ndo-destrutivo, através de leituras realizadas com um medidor de clorofila
portatil (SPAD-502, Minota Co. Ltd Osaka, Japan). As leituras foram realizadas na mesma

folha utilizada para a determinacgdo das trocas gasosas.

4.6. Coleta das plantas, separacdo do material e analise de crescimento

Aos 40 DAP, as plantas de milho foram coletadas e separadas em folhas, colmos e
raizes. A éarea foliar (AF) foi determinada com um medidor de area (L1-3100, Li-Cor, Inc.
Lincoln, NE, USA). Em seguida, as folhas foram separadas em trés grupos: a 12 folha
completamente expandida, a partir da base, que apds a retirada dos discos foliares para
determinacdo do teor relativo de agua, foi utilizada para a obtencdo do suco, no qual se
determinou o potencial osmoético (Ws); as 2% e 3* folhas completamente expandidas, a partir
da base, foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer
a -80 °C, depois foram liofilizadas, pesadas para determinacdo da matéria seca (MS) e
maceradas, sendo utilizadas para a determinacdo dos solutos orgénicos; e o restante das
folhas foi seco em estufa com circulagéo forcada de ar a 60 °C, por 48 h. Os colmos foram
colocados em sacos de papel e postos para secar em estufa nas condicdes descritas
anteriormente, sendo, em seguida, pesados em balanca analitica para a determinacdo da
matéria seca (MS). A matéria seca da parte aérea (MSPA) foi obtida somando-se a MS das
folhas liofilizadas e das secas em estufa + a MS dos colmos. O material seco em estufa
(folhas e colmo) foi utilizado para a determinag@o dos elementos minerais.

As raizes das unidades experimentais foram coletadas, lavadas com &gua destilada e

armazenadas em &lcool 70% para posterior avaliagdo da colonizacéo micorrizica.
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4.7. Teor relativo de agua e potencial osmotico

Para a determinacdo do teor relativo de 4gua (TRA), foram coletados 10 discos
foliares de 1 cm de diametro, retirados da 12 folha completamente expandida a partir da
base, os quais foram pesados para a obtencdo da massa fresca (MF). Os discos foliares
foram transferidos para placas de Petri com &gua destilada e deixados imersos por 8 horas.
A seguir, os discos foram removidos e colocados entre duas folhas de papel de filtro, sendo
pressionados levemente para eliminacdo do excesso de agua e, em seguida, pesados
novamente para a obtencdo da massa tdrgida (MT). Logo ap06s, os discos foram colocados
em sacos de papel e postos em estufa com circulacdo forgada de ar a 60 °C, até atingir peso
constante (cerca de 48 h), quando entdo foi determinada a MS dos discos. O teor relativo
de agua foi calculado pela equacdo: TRA = 100[(MF - MS)/(MT - MS)], sendo expresso
em percentagem.

Para a determinacdo do potencial osmotico (Ws), o material que sobrou apés a
retirada dos discos foliares para determinacdo do TRA foi macerado em almofariz,
prensado e filtrado em uma seringa descartavel, utilizando-se uma tela de nailon. O suco
extraido do material vegetal foi centrifugado a 12.000 x g, por 10 min, a 4 °C, obtendo-se
um sobrenadante, a partir do qual uma aliquota de 10 pL foi retirada e utilizada para a
determinagdo do Ws, com o auxilio de um microosmometro (VAPRO 5520, Wescor,

Logan Utah, USA). Os valores do ¥'s foram expressos em MPa.

4.8. Colonizagéo micorrizica arbuscular

A colonizacdo micorrizica foi avaliada de acordo com a metodologia de coloragao
descrita por Philips e Hayman (1970). As raizes coletadas foram clarificadas através de
aquecimento com KOH a 10%, por 30 min, em banho-maria a 90°C, sendo em seguida,
lavadas com H,O; a 35% e, posteriormente colocadas em solugéo de tinta de caneta em
acido acético 5% e deixadas em banho-maria por 2 min, a 90°C. A quantificagdo da
colonizacdo foi realizada através da observacdo das estruturas tipicas dos fungos
micorrizicos arbusculares na regido cortical das raizes coradas (GIOVANETTI; MOSSE,
1980).
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4.9. Dependéncia micorrizica

A dependéncia micorrizica (DM), definida por Gerdemann (1975), foi estimada
pela diferenca entre as MSPA das plantas inoculadas e ndo inoculadas com FMA, como
um percentual da MSPA das plantas inoculadas, de acordo com a metodologia descrita por
Plenchette et al. (1983).

DM - { MSPA planta colonizada — MSPA planta ndo colonizada

X x100
MSPA planta colonizada }

4.10. Extracgéo e determinacgédo da glomalina

O solo contido nos vasos inoculados com fungo micorrizico foram
homogeneizados. Em seguida, foram retirados 200 g de solo, que foram peneirados em
tamis de 1-2 mm para posterior extragdo da glomalina. Foram quantificadas duas fragdes
de glomalina: a glomalina facilmente extraivel (GFE) e a glomalina total (GT), seguindo-
se a metodologia descrita por Wright e Upadhyaya (1998). Para determinar a GFE, 8 mL
de citrato de sodio (20 mM; pH 7,0) foram adicionados a 1 g de agregados de solo em
tubos de centrifuga, seguindo-se a extracdo em autoclave (121 °C por 30 min) e posterior
centrifugacdo (10.000 x g por 15 min). A fracdo GT foi extraida a partir da adicdo de 8 mL
de citrato de sddio (50 mM; pH 8,0) a 1 g de agregados de solo, sendo conduzidos trés
ciclos de extragdo em autoclave (121 °C por 60 min). Ao final de cada ciclo, o material foi
centrifugado (10.000 x g por 15 min) e o sedimento ressuspenso com 8 mL da solucdo
extratora. Os sobrenadantes de ambas as fragdes foram armazenados a -4 °C e a glomalina
quantificada de acordo com Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovina como
padrdo. Cada extrato (repeti¢do) foi dosado em duplicata, sendo o resultado expresso em

mg g™ de solo.
4.11. Determinacdo dos elementos inorganicos
Os teores de Na*, K™ e CI" foram determinados nas folhas e nos colmos das plantas

de milho. Os extratos brutos foram preparados de acordo com o método do Cataldo et al.

(1975), com pequenas modificagdes. A propor¢do entre a massa de tecido seco em estufa e
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0 volume de &gua desionizada para os extratos de cada coleta foi de 50 mg de folha ou
colmo para 5 mL de agua desionizada. Em tubos de ensaio, foram adicionados o p6 da
massa seca de folhas ou colmos e agua desionizada. As amostras foram, entdo, agitadas
vigorosamente e incubadas a 45 °C, por 1 h, em banho-maria, com agitacdes a cada 15
min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3.000 x g, por 10 min, sendo o
sobrenadante (extrato) coletado, filtrado em papel de filtro e armazenado em frascos de
vidro a -20 °C.

Os ijons Na* e K* foram determinados por fotometria de chama, segundo Malavolta
et al. (1989). Para a determinacdo de CI°, foram utilizados 3,0 mL do extrato
convenientemente diluido, aos quais foram adicionados 0,5 mL da mistura formada por
tiocianato de mercurio [Hg(SCN),] a 13,2 mM, em metanol absoluto, e nitrato férrico
[Fe(NO3)3.9H,0] a 20,2%, em agua desionizada, na proporcdo de 4:1. Ap0s agitacdo, 0s
tubos permaneceram em repouso por 15 min, sendo as concentragdes de cloreto estimadas
através de leituras de absorbancia em 460 nm, utilizando-se NaCl como padrdo. Como
branco, foi utilizado um tubo de ensaio contendo &gua desionizada, em substituicdo ao
suco do tecido foliar (GAINES et al., 1984). Para as determinacdes dos teores de Na* e K,
foi realizada uma leitura no fotbmetro de chama para cada repeticdo, enquanto que para a
de CI" cada extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata. As concentracdes dos ions Na*, K*
e ClI" foram expressas g kg™ MS.

Os nutrientes P, Ca®* e Mg*" foram extraidos do material vegetal através de
digestdo nitrico-perclérica, de acordo com Malavolta et al. (1989). O extrato foi preparado
a partir da homogeneizacao, em tubos digestores, de 0,5 g do material vegetal (folhas ou
colmos secos em estufa e moidos) em 6 mL da mistura de &cido nitrico (HNO3)
concentrado com &cido perclorico (HCIO,4) concentrado na proporcdo 4:1 (v/v). Logo em
seguida, os tubos digestores contendo as amostras foram colocados em uma placa
digestora, na qual a temperatura foi gradativamente elevada até atingir 160 °C,
permanecendo nessa temperatura até o volume da amostra ser reduzido a metade.
Posteriormente, a temperatura foi aumentada para 210 °C até obterem-se fumos brancos de
HCIO, e o extrato apresentar-se incolor. Ap0s o extrato atingir a temperatura ambiente, o
mesmo foi transferido para baldo volumétrico quando seu volume foi completado com
agua desionizada para 50 mL. Com o extrato preparado, foram determinados, por
espectrofotometria de absorcdo atdmica, os teores de Ca** e Mg”, sendo necessario a

adicdo de estroncio nos extratos antes das determinacdes. Os teores de P foram
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determinados por espectrofotometria, de acordo com Fiske e Subbarow (1925), sendo a
leitura realizada a 660 nm, sendo cada extrato (repeticdo) dosado em duplicata. Os teores
de P, Ca®* e Mg®* foram expressos em g kg™ MS.

O nitrogénio total foi determinado por espectrofotometria, de acordo com Baethgen
e Alley (1989). Para isso, 0,5 g do material vegetal (folhas ou colmos secos em estufa)
foram colocados em tubos digestores, nos quais foram adicionados 2 mL de acido sulfurico
concentrado e 1,1 g da mistura catalisadora, composta por sulfato de potassio (K,SQOy),
sulfato de cobre (CuSQ,) e selénio (Se), na propor¢do 100:10:1, em peso, respectivamente,
sendo os homogenatos agitados vigorosamente. Os tubos foram colocados em placa
digestora a qual teve a temperatura elevada gradativamente até 350 °C. Ap0s parcial
resfriamento do extrato, 0 mesmo foi ressuspenso em agua desionizada e o volume aferido
para 25 mL em baldo volumétrico. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 650 nm,
com o extrato devidamente diluido. Cada extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata. Os
teores de N foram expressos em g kg™ MS.

4.12. Determinacdo dos solutos organicos

Para a determinacdo dos solutos organicos (carboidratos solUveis, proteinas
solveis, N-aminossollveis e prolina), foi preparado um extrato base a partir do pé
liofilizado dos tecidos foliares. Na preparacdo desse extrato, 100 mg do material foram
macerados em almofariz com 10 mL de &gua desionizada, sendo a mistura mantida sob
agitacdo constante por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, o homogenato foi
centrifugado a 3.000 x g por 15 min, sendo o precipitado descartado e o0 sobrenadante

congelado a -25 °C, para posterior analise quimica.
4.12.1. Carboidratos soluveis

Os carboidratos sollveis foram determinados de acordo com Dubois et al. (1956).
A mistura de reagéo foi constituida por 0,125 mL do extrato base; 0,125 mL de fenol a 5%
e 0,625 mL de &cido sulfurico concentrado. Utilizou-se como branco a mistura formada
por 0,125 mL de agua destilada em substituicdo ao extrato, acrescida dos demais reagentes
empregados na reacdo. A mistura foi agitada vigorosamente e deixada em repouso por 10

min para o seu resfriamento. Em seguida, as amostras foram submetidas a quantificacao



40

dos carboidratos soltveis por meio de leituras de absorbancia em 490 nm. A curva padréo
foi obtida utilizando-se D(+) glicose anidra. Os resultados de carboidratos solUveis foram

expressos em pmol g™ MS, sendo cada extrato (repeticdo) dosado em duplicata.
4.12.2. Proteinas solGveis

As determinacdes das concentracdes de proteinas solGveis seguiram a metodologia
descrita por Bradford (1976). A 0,1 mL do extrato, convenientemente diluido, foi
adicionado 1,0 mL do reagente de coomassie. Este reagente foi preparado dissolvendo-se
100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Chemical Company) em 50 mL de
etanol a 95%, acrescidos de 100 mL de &cido fosforico a 85%. O volume final da solucéo
foi completado para 1.000 mL com 4&gua desionizada. As proteinas sollveis foram
estimadas pelas medidas de absorbancia em 595 nm, utilizando-se como branco a mistura
de 0,1 mL de agua desionizada e 1,0 mL do reagente de Coomassie. Como padrao foi
utilizado a albumina de soro bovina. Os resultados foram expressos em mg g* MS, sendo

cada extrato (repeticdo) dosado em duplicata.
4.12.3. N-aminossollveis

As concentracdes de N-aminossollveis foram determinadas pelo método de Yemm
e Cocking (1955). Em tubos de ensaio, com tampas rosqueadas, foram adicionados 0,5 mL
do extrato base, 0,25 mL de tampéo citrato de sodio a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de KCN a
0,2 mM em metilcelosolve a 100% e 0,1 mL de ninhidrina a 5%, também, em
metilcelosolve a 100%. Apo6s agitagdo, os tubos fechados foram deixados em banho-maria
a 100°C, por 15 min. Em seguida, interrompeu-se a reacdo abruptamente por meio de
resfriamento dos tubos em banho de gelo, sendo, em seguida, adicionados aos tubos 0,65
mL de etanol a 60%. O branco constituiu-se da mistura formada por 0,5 mL de &gua
desionizada acrescida dos demais constituintes da reacdo. Os N-aminossollveis foram
quantificados por medidas de absorbancia em 570 nm, usando-se como padrédo uma curva
feita com L-glicina. Os resultados expressos em pmol g* MS, sendo cada extrato

(repeticdo) dosado em duplicata.
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4.12.4. Prolina

As concentracOes de prolina foram determinadas de acordo com o método de Bates
et al. (1973), com o uso do reagente da ninhidrina acida (1,25 g de ninhidrina, em 30 mL
de &cido acético glacial e 20 mL de &cido fosforico a 6,0 M). Em tubos de ensaio com
tampas rosqueadas, foram adicionados 1,0 mL do extrato, 1,0 mL de ninhidrina &cida e 1,0
mL de &cido acético glacial, sendo a mistura colocada em banho-maria em H,O fervente,
por 1 h, para o desenvolvimento da cor. Em seguida, os tubos foram resfriados em banho
de gelo por 10 min para interromper a reacdo. Apds o resfriamento, adicionaram-se 2,0 mL
de tolueno aos tubos, os quais foram agitados vigorosamente. Em seguida, os tubos foram
deixados em repouso, sendo observada a formacdo de uma fase superior (croméforo +
tolueno) e outra inferior. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, a fase superior foi aspirada
e colocada numa cubeta de quartzo para quantificacdo de prolina, através das leituras de
absorbancia em 520 nm, sendo o tolueno usado como branco. Utilizou-se como padrédo
uma curva feita com L-prolina e os resultados foram expressos em pmol g* MS. Cada

extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata.
4.13. Analise estatistica
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas

utilizando-se o programa estatistico SigmaStat®, versao 11.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise do crescimento

Por meio da andlise de variancia (valores de F) dos dados de AF (Tabela 2),
observa-se que houve efeito significativo (p < 0,05) da inocula¢do das plantas de milho
com os FMA, bem como os efeitos devido ao fosforo e ao estresse salino. Por outro lado,
em relacdo aos dados de MSPA, os efeitos foram significativos apenas para os fatores
fosforo e estresse salino (p < 0,01) (Tabela 2). Contudo, ndo foi observada nenhuma
interacdo significativa (dupla ou tripla) entre as fontes de variacao (p < 0,01). O mesmo foi
observado por Colla et al. (2008) em plantas de abobrinha inoculadas e ndo inoculadas e
sob diferentes niveis de salinidade e teores de fosforo. Contudo, vale ressaltar que a
capacidade do fungo micorrizico de estimular o crescimento das plantas é determinada
pelas caracteristicas e por todos os componentes da simbiose, principalmente do
microbionte (fungo) que pode apresentar diferentes graus de eficiéncia, podendo ser até
mesmo ineficaz, dependendo da planta hospedeira e das condi¢des de crescimento da
planta (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Tabela 2 — Andlise de variancia (valores de F) para os dados de area foliar (AF) e matéria seca da parte aérea
(MSPA) de plantas de milho inoculadas e ndo-inoculadas com FMA (G. margarita), na presenca ou auséncia
de fésforo na solugdo nutritiva e submetidas a irrigacdo com aguas com diferentes niveis de salinidade.
Diferencas significativas sdo representadas por (**) e (*) para p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente. (ns) =
n&o significativo.

Fonte de Variacao AF MSPA
Inoculacéo (1) 6,68* 0,16™
Faosforo (P) 5,62* 4,84*
Salinidade (S) 116,12** 19,87**
IxP 1,53™ 0,049™
IxS 1,21™ 2,29™
Px$S 2,63" 1,11™
IXPXxS 0,52"™ 0,66™

Como observado na figura 2A, tanto nas plantas inoculadas como nas nao
inoculadas e em presenca ou auséncia de P, a salinidade reduziu a AF das plantas de milho.
Segundo Tester e Davenport (2003), o decréscimo da area foliar, possivelmente, esta
relacionado com um dos mecanismos de aclimatacdo da planta ao estresse salino, ao

diminuir a superficie transpirante.
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Nas plantas ndo inoculadas em presenca de P, as reducdes na AF foram de 27 e
46%, nos niveis de salinidade correspondentes a 4,0 e 8,0 dS m™ em relacio aquele com
CE de 0,5 dS m™, respectivamente. Por outro lado, nas plantas ndo inoculadas em auséncia
de fosforo tais reducbes foram, respectivamente, de 31 e 42% em relacdo ao tratamento a
0,5 dS m™. Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas nos valores de AF
das plantas ndo inoculadas, comparando-se os tratamentos com e sem P, em nenhum dos
niveis de salinidade empregados (Figura 2A).

Levando em conta a média de todos os tratamentos, a AF das plantas inoculadas foi
7% menor em relacdo as plantas ndo inoculadas (Figura 2A). O contrario foi descrito por
Ldcio (2008), que verificou aumento de 47% na AF das plantas de meldo colonizadas com
FMA das espécies Glomus clarum e G. intraradices, em relacédo as plantas ndo colonizadas
sob diferentes niveis de salinidade. Yano-melo et al. (2003), estudando bananeira
submetida a niveis crescentes de salinidade, também encontraram valores de AF maiores

nas plantas inoculadas.
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Figura 2 — Area foliar (A) e matéria seca da parte aérea (MSPA, B) de plantas de milho inoculadas e n&o-
inoculadas com FMA, na presencga ou auséncia de fésforo na solucéo nutritiva e submetidas a irrigagdo com
4guas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e 8,0 dS m™). As barras representam o erro padrao.
Para cada tratamento de fésforo, colunas seguidas de letras minGsculas iguais ndo diferem significativamente
entre si quanto a salinidade. Para cada tratamento de inoculagdo, colunas seguidas de letras maitsculas iguais
ndo diferem entre si de maneira significativa quanto ao fosforo, p < 0,05.

Nas plantas inoculadas em presenca de P, as redugdes na AF nos niveis de 4,0 e 8,0
dS m™?, em relacdo ao nivel de 0,5 dS m™, foram de 27 e 45%, respectivamente (Figura

2A). Contudo, nas plantas inoculadas em auséncia de P, a reducdo na AF nas doses de 4,0
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e 8,0 dS m™ foi cerca de 31%, em relacdo ao tratamento com a menor dose de sal (Figura
2A). Diferentemente do observado para as plantas ndo inoculadas, o tratamento com P
teve efeito nas plantas inoculadas, sendo que as plantas na auséncia de P apresentaram
valores de AF 14 e 17% menores que aqueles em presenca de P nos niveis de 0,5 e 4,0 dS
m™ de salinidade, respectivamente (Figura 2A). Segundo Siqueira e Saggin Junior (2004),
quando o ambiente € estressante para a planta, com baixo suprimento de &gua e de
nutrientes, particularmente de P, geralmente a simbiose com os FMA garante beneficios
para a planta.

A MSPA teve comportamento semelhante ao da AF, apresentando decréscimos
com o aumento dos niveis de salinidade (Figura 2B). Esses resultados confirmam uma
resposta tipica de glicéfitas quando expostas a salinidade do meio (KATERJI et al., 1996;
AZEVEDO NETO et al., 2004). A maior producdo de matéria seca no nivel de salinidade
de 0,5 dS m™ sugere que o Na* quando presente em pequenas quantidades na &gua de
irrigagdo ndo prejudica o desenvolvimento das plantas de milho. De acordo com Daker
(1976), apesar do Na* ndo ser considerado essencial para o desenvolvimento das plantas,
guando em pequenas quantidades, pode estimular o crescimento de certas culturas.

Nas plantas ndo inoculadas em presenca de P, as reducdes na MSPA nos niveis de
4,0 e 8,0dS m™, em relacdo ao nivel de 0,5 dS m™, foi de 25% (Figura 2B). Contudo, nas
plantas ndo inoculadas em auséncia de P, a reducéo na MSPA nas doses de 4,0 € 8,0 dS m™
foi cerca de 8%, em relacdo ao tratamento com a menor dose de sal (Figura 2B). J& nas
plantas inoculadas tais reducdes foram de 31 e 32% nas plantas em presenca e auséncia de
P, nos niveis de 4,0 e 8,0 dS m™ em relacéo ao nivel de 0,5 dS m™, respectivamente.

Neves et al. (2002) verificaram reducdo na massa seca da bananeira “Prata”
submetida a diferentes doses de Na" na solugdo nutritiva, salientando que, nos tratamentos
que receberam maior concentracio de Na', as plantas apresentaram menor producéo de
matéria seca, que € uma das caracteristicas mais utilizadas para a avaliacdo do crescimento

de plantas em condicdes salinas.
5.2. Teor relativo de agua e potencial osmético
A anélise de variancia para os dados de teor relativo de agua (TRA) e potencial

osmotico (Ws) é apresentada na tabela 3. Como pode ser visto, 0 TRA n&o foi afetado

significativamente por nenhum dos fatores estudados. JA 0 Ws foi afetado apenas pela
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salinidade (p < 0,01). N&o foi observada nenhuma interacgdo entre os fatores estudados para
nenhuma das varidveis analisadas.

O TRA foliar, que correlaciona a quantidade de agua do tecido com a maxima
quantidade de agua que os tecidos podem armazenar, ndo foi afetado por nenhum dos
tratamentos empregados (Figura 3A). As diferencas obtidas ndo foram estatisticamente
significativas, sugerindo que o TRA n&o foi influenciado pela colonizagdo micorrizica ou
pelos diferentes niveis de P e de salinidade. Colla et al. (2008) relatam que plantas
inoculadas mantém alto nivel de &gua nas folhas quando em condicGes salinas. Outros
autores utilizando variados niveis de estresse, porém sem o uso de FMA, também
observaram que o TRA ndo foi alterado pelo estresse salino (PIZARRO, 2006;
CAMARGO et al., 2008; FERREIRA-SILVA, 2008; FREITAS, 2010), sugerindo gque as
plantas, dependendo do nivel de estresse salino, desenvolvem efetivos mecanismos de
ajustamento osmotico para regular sua homeostase hidrica a valores similares aqueles das
plantas controle, através da compartimentagem dos fons Na* e CI" no vactolo ou pela

sintese de solutos organicos no citosol.

Tabela 3 — Anélise de variancia (valores de F) para os dados de teor relativo de 4gua (TRA) e potencial
osmético (Ws) de folhas de plantas de milho inoculadas e ndo-inoculadas com FMA (G. margarita), na
presenca ou auséncia de fésforo na solugdo nutritiva e submetidas a irrigagdo com aguas com diferentes

niveis de salinidade. Diferencas significativas sdo representadas por (**) para p < 0,01. (™) = ndo

significativo.
Fonte de Variagao TRA ¥'s

Inoculagdo (1) 1,22" 0,19™

Fosforo (P) 1,61™ 0,002™
Salinidade (S) 1,48"™ 187,02**

IxP 0,21™ 2,07

IxS 0,74™ 0,52

Px$S 0,48"™ 0,21"™

IXPxS 0,08™ 1,12"™

Na figura 3B pode ser observado que o ¥s diminuiu com o aumento dos niveis de
salinidade. Em relacdo ao tratamento de mais baixa salinidade, o milho decresceu seu Ws
em 27 e 71%, respectivamente, nos niveis de 4,0 e 8,0 dS m™, independente do tratamento

de inoculacdo, ou da presenca ou auséncia de P.
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A reducgdo no Ws foliar ¢ comum as plantas sob estresse salino (YOKOI et al.,
2002), podendo ocorrer pelo acumulo de ions inorganicos (RIVELLI et al., 2002;
KOYRO, 2006) e solutos organicos compativeis (WOOD et al., 1996; MATSUMURA et
al., 1998). Diferentemente do observado por Praxedes (2008), a redugdo do Ws nao foi

influenciada pela reducéo da quantidade de &gua dos tecidos foliares, ja que o TRA néo foi

alterado.
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Figura 3 — Teor relativo de agua (TRA, A) e potencial osmético (Ws, B) de plantas de milho inoculadas e
ndo-inoculadas com FMA, na presenca ou auséncia de fosforo na solugdo nutritiva e submetidas a irrigagdo
com é&guas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e 8,0 dS m™). As barras representam o erro
padrdo. Para cada tratamento de fosforo, colunas seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem
significativamente entre si quanto a salinidade. Para cada tratamento de inoculagdo, colunas seguidas de
letras maitsculas iguais ndo diferem entre si de maneira significativa quanto ao fosforo, p < 0,05.

5.3. Trocas gasosas e indice SPAD

As variaveis de trocas gasosas apresentaram diferencas significativas (p < 0,01)
apenas para o fator salinidade como mostrado na anélise de variancia na tabela 4, nédo
sendo observada nenhuma interacdo significativa entre os fatores inoculacdo, fésforo e
salinidade.

A taxa fotossintética liquida foi reduzida significativamente quando as plantas de
milho foram expostas & dose de salinidade correspondente a 4,0 dS m™, n&o observando-se,
contudo, diferencas nesse parametro quando o nivel de salinidade aumentou para 8,0 dS m’
! (Figura 4A). A influéncia negativa da salinidade sobre a taxa fotossintética também tem

sido observada por vérios autores (LUCIO, 2008; SHENG et al. 2008; MASCENA, 2010).
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A condutancia estomatica apresentou valores decrescentes a medida que se
intensificou o estresse salino, tanto nas plantas inoculadas quanto nas ndo inoculadas, nao
sendo influenciada pela aplicacéo de fosforo ou pelos tratamentos de inoculacéo (Tabela 4;
Figura 4B). Tavora et al. (2001), estudando o crescimento e as relagdes hidricas em plantas
de goiabeira submetidas a estresse salino, observaram que o tempo de exposicdo ao
estresse salino ocasionou uma diminui¢do na condutancia estomética e na transpiragao.
Outros autores também observaram essa diminui¢cdo da condutancia estomatica com o
aumento do estresse salino (BEZERRA et al., 2003; LUCIO, 2008; FEIJAO, 2009;
MASCENA, 2010). De acordo com Brugnoli e Lauteri (1991) o efeito priméario do estresse
salino se da pelo fechamento dos estdmatos, sendo as reaces nos cloroplastos afetadas
apenas gquando varios outros processos sdo também afetados.

A transpiracdo também foi reduzida com o incremento dos niveis de salinidade
(Figura 4C). As redugdes na transpiragdo foram semelhantes tanto nas plantas inoculadas
com os FMA como nas ndo inoculadas, ndo ocorrendo diferencas entre os tratamentos com
ou sem a presenca de fosforo na solucdo nutritiva. A reducdo da transpiracdo esta
associada ao fechamento parcial dos estdmatos que, de acordo com Peyrano et al. (1997),
pode ocorrer em funcdo da reducdo na condutividade hidraulica do sistema radicular
provocada pelo estresse salino.

O indice SPAD nao foi alterado significativamente por nenhum dos fatores
analisados (Tabela 4; Figura 4D), dados que diferem dos encontrados por Sheng et al.
(2008), estudando plantas de milho colonizadas e ndo colonizadas por FMA sob estresse
salino. Esses autores encontraram reducdes no teor relativo de clorofila com o0 aumento da

salinidade.

Tabela 4 — Andlise de variancia (valores de F) para os dados de trocas gasosas e indice SPAD de plantas de
milho inoculadas e ndo inoculadas com FMA (G. margarita), na presenca ou auséncia de fésforo na solucéo
nutritiva e submetidas a irrigacdo com aguas de diferentes niveis de salinidade. Diferencas significativas sao
representadas por (**) para p < 0,01. (") = ndo significativo.

Fonte de Variacéo Fotozz:)n tese eg:tzrrfz;ctiig?gi) Transpiracéo (E) SPAD
Inoculagéo (1) 0,95™ 0,21™ 0,94™ 1,53™
Faésforo (P) 0,07™ 0,35™ 0,05™ 1,00™
Salinidade (S) 6,99** 22,54** 25,41** 11,23™
IxP 1,73" 3,73 1,21™ 2,79

IxS 0,01™ 0,11™ 0,54™ 0,11™

PxS 0,41™ 0,56™ 1,31™ 0,60™

IXP xS 0,26™ 0,41" 0,11% 0,22™
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Figura 4 — Taxa fotossintética liquida (A, A), condutancia estomética (gs, B), transpiragdo (E, C) e indice
SPAD (D) de plantas de milho inoculadas e ndo-inoculadas com FMA, na presenca ou auséncia de fdsforo na
solucdo nutritiva e submetidas a irrigacdo com aguas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e
8,0 dS m™). As barras representam o erro padrdo. Para cada tratamento de fosforo, colunas seguidas de letras
mindsculas iguais ndo diferem significativamente entre si quanto a salinidade. Para cada tratamento de
inoculacdo, colunas seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem entre si de maneira significativa quanto
ao fosforo, p <0,05.

5.4. Variaveis microbioldgicas
5.4.1. Colonizacéo e dependéncia micorrizicas

Na avaliagdo da colonizagdo micorrizica radicular verificou-se que em todas as
plantas inoculadas ocorreu a presenca de estruturas caracteristicas dos FMA (Figura 5)
(resultados nédo apresentados). Ja nas plantas ndo inoculadas ndo houve colonizagdo. De
acordo com a analise de variancia (Tabela 5) apenas o fator salinidade foi estatisticamente

significativo (p < 0,01) para o parametro colonizagéo.
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Figura 5 - Células auxiliares de Gigaspora margarita na raiz de milho.

Tabela 5 — Analise de variancia (valores de F) para os dados de colonizagdo micorrizica das raizes de plantas
de milho inoculadas e ndo inoculadas com FMA(G. margarita), na presenca ou auséncia de fésforo na
solucdo nutritiva e submetidas a irrigacdo com aguas com diferentes niveis de salinidade. Diferengas
significativas sdo representadas por (**) para p < 0,01. (™) = néo significativo.

Fonte de Variagéo Colonizagéo micorrizica
Fosforo (P) 0,21"™
Salinidade (S) 14,98**
Px$S 1,21"™

As plantas inoculadas com os FMA na presenca de P apresentaram reducdo média
de colonizacdo micorrizica de 41%, nos niveis de salinidade de 4,0 e 8,0 dS m™, em
relagdo ao nivel de 0,5 dS m™ (Figura 5A), enquanto nas plantas inoculadas na auséncia de
P a reducdo foi de 57%. Colla et al. (2008) estudando abobrinha nas mesmas condic¢Ges do
presente estudo, verificaram que a colonizacdo micorrizica foi maior nas condi¢des de
baixo teor de fosforo (0,3 mM de P) e alta salinidade (5,0 dS m™). Kaya et al. (2009),
estudando pimenteira inoculada sob diferentes niveis de salinidade também verificaram
diminuicdo na colonizacdo das raizes a medida que os niveis de salinidade aumentaram.
Asghari et al. (2005) também verificaram que plantas de Atriplex nummularia diminuiram
a colonizacdo de raizes por FMA com o aumento da salinidade. Além disso, esses autores
verificaram que a colonizacdo apresentava-se maior quando as plantas estavam em seu

ambiente natural do que quando cultivadas em casa de vegetacao.
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E evidente que a diminuicido da taxa de colonizagdo em niveis elevados de
salinidade (Figura 6) indica que 0 excesso de sais inibiu o crescimento dos FMA.
Pesquisas anteriores ja haviam mostrado que a salinidade pode reduzir a colonizacdo de
micorrizas arbusculares, inibindo a germinacdo de esporos e o crescimento de hifas no
solo, mesmo ap6s ocorrida a infecgdo inicial (JUNIPER; ABBOTT, 2006).
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Figura 6 — Colonizagcdo micorrizica de raizes, inoculadas com fungo micorrizico arbuscular da espécie
Gigaspora margarita, de plantas de milho na presenca ou auséncia de fosforo na solugdo nutritiva e
submetidas a irrigacdo com aguas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e 8,0 dS m™). As barras
representam o erro padrdo. Para cada tratamento de fosforo, colunas seguidas de letras mindsculas iguais ndo
diferem significativamente entre si quanto a salinidade. Entre os tratamentos de fosforo, colunas seguidas de
letras maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si quanto ao foésforo, p < 0,05.

A dependéncia micorrizica (DM) das plantas de milho, associadas ao estresse salino
e a presenca ou a auséncia de fosforo no meio de crescimento apresentou valores
percentuais baixos, apresentando valores abaixo de zero (tabela 6), o que pode evidenciar
que o fungo, G. margarita, estava agindo como parasita e ndo como um simbionte
mutualistico. Observa-se que o maior valor de DM encontrado foi de 15% nas plantas
inoculadas na auséncia de fésforo e no tratamento salino a 0,5 dS m™ de CE. De acordo
com Habte e Manjunath (1991), com base em Plenchette et al. (1983), as plantas de milho
inoculadas com G. margarita, apresentam DM marginal quando os valores sdo inferiores a
25%. Tavares (2007) verificou que plantas de sabia sofreram reducGes nos valores de DM
com o aumento dos niveis de salinidade da agua de irrigacdo, observacdo encontrada

também no presente estudo, onde os niveis de maior estresse salino (4,0 e 8,0 dS m™)
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obtiveram valores da DM menor (valores abaixo de zero) em comparacdo ao menor nivel

de estresse, 0,5 dS m™.

Tabela 6 — Valores médios da dependéncia micorrizica de plantas de milho inoculadas com FMA (G.
margarita), na presenca ou auséncia de fésforo na solugdo nutritiva e submetidas a irrigacdo com aguas com
diferentes niveis de salinidade. Pl com P (planta inoculada com fésforo); Pl sem P (planta inoculada sem
foésforo).

Tratamentos Dependéncia micorrizica (%o)
PlcomP (0,5dS m™) 0,8
PlsemP (0,5dS m™) 15
PlcomP (4,0dS m™) -35
PlsemP (4,0dS m™) -18,5
PlcomP (8,0dS m™) -11
PlsemP (8,0dS m™) -15

5.4.2. Teores de glomalina: total e facilmente extraivel

A glomalina ndo foi detectada no solo onde plantas ndo inoculadas foram cultivadas
(resultados ndo apresentados), confirmando a afirmacdo de Leake et al. (2004) de que essa
proteina, muito provavelmente, é produzida pelos FMA, uma vez que, em sua auséncia, a
glomalina ndo é encontrada. As fontes de variacdo, salinidade e fosforo, bem como a
interacdo fdésforo x salinidade, ndo foram estatisticamente significativos de acordo com o
teste de Tukey a 5% de probabilidade, como pode ser verificado na tabela 7.

A glomalina pode servir como fonte de nutrientes no solo (HARNER; RAMSEY;
RILLING, 2005), sendo sua producdo dependente da espécie de FMA (RILLIG et al.,
2005) e da espécie vegetal (BIRD et al., 2002; RILLING; WRIGHT; EVINER, 2002).

Tabela 7 — Andlise de variancia (valores de F) para as concentragdes de glomalina total (GT) e glomalina
facilmente extraivel (GFE) do solo em que plantas de milho foram cultivadas e submetidas a inoculagcdo com
FMA (G. margarita), na presenca ou auséncia de fdsforo na solucéo nutritiva e irrigadas com aguas com
diferentes niveis de salinidade. (™) = n#o significativo.

Fonte de Variacao GT GFE
Fosforo (P) 0,03™ 0,42™
Salinidade (S) 1,62" 3,06™

PXS 1,64™ 0,28™
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Segundo Bird et al. (2002), nas regides semiaridas, os valores de glomalina total no
solo ndo excedem 0,6 mg g™. O valor médio encontrado de glomalina total no presente
estudo foi de 0,10 mg g, valor, portanto, 83% menor que o encontrado por Bird et al.
(2002). Essa glicoproteina é capaz de absorver naturalmente o carbono, mantendo-o no
solo, e ainda ajuda a fertilizar a terra devido a sua caracteristica de adesdo, de modo a
agregar as particulas do solo, criando espacos sobre a superficie que permitem a penetragdo
de 4gua e oxigénio para as raizes (RILLIG, 2004; MERGULHAO, 2006).
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Figura 7 — Glomalina facilmente extraivel do solo (GFE, A) e glomalina total (GT, B) de plantas de milho
inoculadas com FMA, na presencga ou auséncia de fosforo na solucdo nutritiva e submetidas a irrigacdo com
4guas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e 8,0 dS m™). As barras representam o erro padrao.
Para cada tratamento de fésforo, colunas seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem significativamente
entre si quanto a salinidade. Entre os tratamentos de fosforo, colunas seguidas de letras maidsculas iguais ndo
diferem estatisticamente entre si quanto ao fésforo, p < 0,05.

5.5. Elementos inorganicos
5.5.1. Nitrogénio, fosforo e potassio

Nas folhas, os teores de nitrogénio (N) foram afetados significativamente (p < 0,01)
pelos fatores inoculacgdo e salinidade, ndo sendo observadas interacGes significativas entre
as fontes de variacdo analisadas. J& nos colmos, os teores de N foram afetados
significativamente pelos fatores fosforo e salinidade (p < 0,01), sendo observada também
interacdo significativa entre ambos (Tabela 8).

Nas plantas ndo inoculadas, os teores de N nas folhas diminuiram

significativamente com a salinidade nas plantas em presenca de P, 0 mesmo ocorrendo nas
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plantas inoculadas, porém em auséncia de P (Figura 8A). Cantrell e Linderman (2001),
estudando alface e cebola micorrizadas e ndo micorrizadas com FMA isolados de areas
salinas e ndo salinas, verificaram que os teores de N da parte aérea da alface ndo
apresentaram diferencas significativas em relacdo aos tratamentos micorrizicos sob niveis
crescentes de salinidade no solo. Porém, os teores de N na parte aérea das plantas de cebola
ndo micorrizadas apresentaram maiores teores de N em todos os niveis de salinidade

estudados.

Tabela 8 — Analise de variancia (valores de F) para os teores de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) de
plantas de milho inoculadas e ndo inoculadas com FMA (G. margarita), na presenca ou auséncia de fosforo
na solucdo nutritiva e submetidas a irrigacdo com &guas com diferentes niveis de salinidade. Diferencas
significativas sdo representadas por (**) e (*) para p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente. (™) = ndo
significativo.

- N P K*
Fonte de Variagao Folha Colmo Folha Colmo Folha Colmo
Inoculagao (1) 15,92** 7,75™ 4,16* 0,31™ 3,04™ 1,68™
Fésforo (P) 2,64™ 21,29** 26,49** 49,35%* 9,58** 8,54**
Salinidade (S) 7,37** 76,18** 1,88* 3,22* 0,55™ 9,02**
IxP 2,65™ 6,14™ 1,19™ 0,0001™ 3,34™ 0,41™
IxS 0,02 1,51™ 0,77™ 2,68™ 0,91™ 1,15™
PxS 0,44™ 5,96* 0,93™ 5,22* 2,89™ 2,25™
IXPXS 1,93™ 0,75™ 2,37™ 2,73™ 1,79™ 0,84™

De maneira geral, nos colmos, os teores de N foram afetados negativamente com o
aumento da salinidade (Figura 8B). A redugdo nos teores de N foi mais acentuada nas
plantas supridas com fésforo, tanto naquelas inoculadas com os FMA como nas nao
inoculadas. Reducg6es nos teores de N pela salinidade também foram observados por Lucio
(2008) em plantas de meloeiro inoculadas e ndo inoculadas com Glomus clarum e G.
intraradices. Por outro lado, Tavares (2007), analisando plantas de sabid submetidas a
estresse salino, constatou que tanto nas plantas inoculadas quanto nas ndo inoculadas com
FMA os teores de N no caule aumentaram de forma significativa com o aumento dos
niveis de salinidade, dados que sdo contrarios aos encontrados no presente estudo. Por
outro lado, os niveis de N nos colmos das plantas inoculadas ou néo, principalmente no
mais baixo nivel de salinidade (Figura 8B), aumentaram com a presenca de P na solucao
nutritiva, dados também relatados por Colla et al. (2008) estudando plantas de abobrinha
inoculados com FMA sob estresse salino e diferentes teores de P.

Os teores de P nas folhas variaram significativamente com as fontes de variacao:

inoculagdo, fosforo e salinidade, ndo se observando, contudo, nenhuma interacéo
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significativa entre esses fatores (Tabela 8). J& nos colmos, os fatores fosforo e salinidade e

a interacdo entre ambos foram significativos de acordo com a anélise de variancia.
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Figura 8 — Nitrogénio em folha (A) e colmo (B), fésforo em folha (C) e colmo (D), potassio em folha (E) e
colmo (F) de plantas de milho inoculadas e ndo inoculadas com FMA, na presenca ou auséncia de fésforo na
solugdo nutritiva e submetidas a irrigagdo com aguas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e
8,0 dS m™). As barras representam o erro padréo. Para cada tratamento de fosforo, colunas seguidas de letras
minGsculas iguais ndo diferem significativamente entre si quanto a salinidade. Para cada tratamento de
inoculacdo, colunas seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem entre si de maneira significativa quanto
ao fosforo, p < 0,05.
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De modo geral, tanto nas plantas inoculadas como nas ndo inoculadas, os teores de
P nas folhas foram maiores naquelas na presenca de P (Figura 8C). Levando em conta a
média de todos os tratamentos, constatou-se que as plantas em presenca de P apresentaram
maiores teores desse nutriente em relacdo as que ndo o receberam, com acréscimos de 37 e
31% nas plantas ndo inoculadas e inoculadas, respectivamente. Nas plantas ndo inoculadas
em presenca de P e nas plantas inoculadas na auséncia de P, no maior nivel de salinidade
(8,0 dS m™) os teores de P nas folhas foram maiores em relacdo aqueles no mais baixo
nivel de salinidade (Figura 8C). Lacerda et al. (2006b) verificaram um aumento nos teores
de fosforo nas folhas de feijdo-de-corda sob estresse salino, porém essa resposta foi
influenciada pelo tempo e pela idade da folha. O mesmo autor ressalta que o acumulo de
fosforo em folhas de plantas estressadas pode ser consequéncia apenas da reducdo na
retranslocacdo desse nutriente, ndo tendo contribuido para a aclimatizacdo da planta ao
estresse.

Nos colmos das plantas ndo inoculadas com os FMA, os teores de P foram
significativamente maiores nas plantas supridas com P, para todos os niveis de salinidade
estudados (Figura 8D). Por outro lado, nas plantas inoculadas e em presenca de P, os teores
desse elemento aumentaram com 0 aumento da salinidade, atingindo na maior dose de sal
um valor 115% maior que aquele na menor dose de sal. Nas plantas ndo inoculadas (com
ou sem P) e naquelas inoculadas em auséncia de P os teores desse elemento ndo sofreram
alteracdes com salinidade (Figura 8D). Al-Karaki (2006), trabalhando com plantas de
tomate, observou que o cultivo das plantas em niveis crescentes de salinidade
proporcionou diminuicdo dos teores de P na parte aérea, tanto das plantas inoculadas
guanto nas ndo inoculadas com FMA, tendo as primeiras apresentado maiores teores desse
nutriente. Grattan e Grieve (1999) advertem que a interacdo entre salinidade e os teores de
fosforo nas plantas é complexa e dependente da espécie, do cultivar, do estadio fenoldgico
da planta, da concentracdo de fosforo no substrato, dos tipos de sais e do nivel de
salinidade. E interessante ressaltar que os niveis de P, em quase todos os niveis de
salinidade (Figura 8C, B) aumentaram com a presenca de P na solucgéo nutritiva, resultado
semelhante ao observado por Colla et al. (2008), estudando plantas de abobrinha
inoculados com FMA sob estresse salino e diferentes doses de P.

Os teores de potassio (K*) nas folhas foram significativamente afetados (p < 0,01)
apenas pela presenca de fésforo no meio de crescimento ndo ocorrendo interagdes

significativas entre os demais fatores estudados (Tabela 8). Por outro lado, nos colmos, o0s
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teores de K™ foram alterados significativamente pelos fatores fosforo e salinidade (p <
0,01), também ndo sendo observada nenhuma interacdo significativa entre as diversas
fontes de variagdo analisadas.

De modo geral, tanto nas plantas inoculadas como nas ndo inoculadas, em presenca
ou auséncia de P, os teores de K nas folhas praticamente ndo foram afetados pela
salinidade (Figura 8E). De acordo com Ldcio (2008), a manutengdo do K™ nas folhas das
plantas inoculadas com FMA pode contribuir tanto para o ajustamento osmotico quanto
para a manutencdo do movimento estomatico, dentre outros processos celulares. Sharifi et
al. (2007) encontraram diminuicdo nos teores de K* na parte aérea de plantas submetidas a
estresse salino. Esses mesmos autores verificaram que as plantas inoculadas com FMA
quando comparadas com as n&o inoculadas, apresentaram maiores teores de K*, na maioria
dos tratamentos salinos, com exce¢do do tratamento com maior concentracdo de sais (200
mM).

Nos colmos das plantas ndo inoculadas e na presencga de P, no nivel intermediério
de salinidade (4,0 dS m™) ocorreu um aumento nos teores de K* que se manteve no
tratamento salino a 8,0 dS m™ (Figura 8F). Diferentemente do observado aqui, Maathuis e
Amtamann (1999) observaram que houve reducdo no contetdo de potéassio nas plantas sob
estresse salino, reducdo causada pelo processo competitivo entre 0 K™ e 0 Na*. Ja no
tratamento com as plantas inoculadas, os teores de K* nos colmos aumentaram & medida
que os niveis de salinidade se intensificaram, ndo sendo observadas diferencas entre os
tratamentos com ou sem P (Figura 8F). Dados semelhantes foram encontrados por Giri et
al. (2003) com relacdo aos teores de K* na parte aérea de Acacia auruculiformis, que
aumentaram sob condicdes de estresse salino.

Tavares (2007) encontrou resultados que diferem dos encontrados no presente
trabalho, ao estudar o efeito da inoculagio com FMA e da adubacdo organica no
desenvolvimento de mudas de sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.), sob estresse
salino, onde o aumento da salinidade promoveu um incremento nos teores de K* nas folhas
das plantas micorrizadas que receberam &gua de irrigacdo a partir de 4 dS m™, enquanto
nas raizes e no caule ndo se observaram diferencas nos teores de K nas plantas que

receberam diferentes niveis de salinidade.
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5.5.2. Célcio e magnésio

Os teores de célcio (Ca**) nas folhas sofreram influéncia apenas do fator salinidade
(p < 0,01), ndo sendo observadas diferencas significativas nas interacOes entre os fatores
analisados, enquanto nos colmos ndo foram observadas diferengas significativas para

nenhum dos fatores analisados e nem para suas interacdes (Tabela 9).

Tabela 9 — Anélise de variancia (valores de F) para os teores de célcio (Ca®") e magnésio (Mg?") de plantas
de milho inoculadas e ndo inoculadas com FMA (G. margarita), na presenca ou auséncia de fésforo na
solucdo nutritiva e submetidas a irrigagdo com aguas com diferentes niveis de salinidade. Diferencas
significativas sdo representadas por (**) e (*) para p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente. (™) = ndo
significativo.

. Ca” Mg**
Fonte de Variagdo Folha Colmo Folha Colmo
Inoculagéo (1) 0,33™ 1,06™ 0,09™ 0,02™
Fésforo (P) 0,07™ 0,14™ 2,04* 3,87*
Salinidade (S) 10,31** 0,42™ 3,63* 29,26**
IxP 0,42"™ 1,16™ 0,19™ 0,49"™
IxS 1,46™ 0,45™ 4,67* 0,41™
PxS 0,05™ 1,43™ 2,71™ 3,23™
IXPxS 0,75"™ 1,27 5,37** 0,45"™

Como observado na figura 9A, os teores de Ca’* nas folhas das plantas ndo
inoculadas e em presenca de P aumentaram com a salinidade, apresentando um aumento
médio de 54%, nas doses de 4,0 e 8,0 dS m™, em relagdo & dose mais baixa de sal (Figura
9A). Numerosos estudos tém demonstrado que a salinidade acarreta reducéo nos teores de
calcio em plantas de milho (1ZZO, NAVARI-1ZZO, QUARTACCI, 1991; ALBERICO e
CRAMER, 1993; CRAMER, ALBERICO, SCHMIDT, 1994), fato contrario ao observado
no presente estudo. JA Niu et al. (1995) comentam que o NaCl promove um rapido
aumento de Ca no citoplasma, atuando como um sinal de estresse geral, mas esse aumento
ndo poderia ser confirmado como efeito de tolerancia a salinidade, ja que é transitorio. O
Na compete com o Ca na absor¢do e/ou mudanca nos niveis internos de Ca, além de
aumentar a permeabilidade da membrana e reduzir a seletividade de absor¢do (ASHRAF e
O'LEARY, 1997).

J4 nas plantas ndo inoculadas em auséncia de P os teores de Ca*" ndo variaram
significativamente com a salinidade. Por outro lado, nas plantas inoculadas, tanto na
presenca quanto na auséncia de P, os teores de Ca’" aumentaram fortemente com a

salinidade; nas plantas inoculadas, na presenca de P, ocorreu um aumento de 93% no nivel
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de 8,0 dS m™,
aumento foi de 221% (Figura 9A). Nos colmos, os teores de Ca** ndo variaram com a

em relacdo ao nivel mais baixo de salinidade, enquanto na auséncia de P o

salinidade ou com os niveis de P (Figura 9B).
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Figura 9 — Calcio em folha (A) e colmo (B), magnésio em folha (C) e colmo (D) de plantas de milho
inoculadas e ndo inoculadas com FMA, na presenca ou auséncia de fosforo na solucdo nutritiva e submetidas
a irrigacdo com é&guas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e 8,0 dS m™). As barras
representam o erro padrao. Para cada tratamento de fosforo, colunas seguidas de letras mindsculas iguais ndo
diferem significativamente entre si quanto a salinidade. Para cada tratamento de inoculacdo, colunas seguidas
de letras maiusculas iguais ndo diferem entre si de maneira significativa quanto ao fésforo, p <0,05.

Colla et al. (2008), estudando plantas de abobrinha inoculadas com FMA sob
estresse salino e diferentes doses de P, também observaram um aumento nos teores foliares
de ca*

observou um aumento nos teores de Ca?"*

a medida que os niveis de salinidade aumentavam. Tavares (2007) também
, em folhas de plantas de sabia inoculadas e ndo
inoculadas com FMA, em funcdo dos niveis crescentes de salinidade. Yano-Melo et al.
(2003) constatou que os teores de Ca** da parte aérea de bananeira inoculadas com Glomus

clarum e G. etunicatum apresentaram um aumento em relacdo aos niveis crescentes de
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salinidade da agua de irrigacdo. Em contraste, Rabie (2005) observou uma reducdo na
concentracéo de Ca®* em plantas inoculadas com FMA com o aumento da salinidade.

Os teores de magnésio (Mg*), tanto nas folhas como nos colmos das plantas de
milho, variaram significativamente em funcdo dos fatores fosforo e salinidade (Tabela 9).
Nas folhas, as interacBes inoculacdo x salinidade (p < 0,05) e inoculacdo x fdésforo x
salinidade (p < 0,01) foram significativas, enquanto nos colmos ndo foram observadas
interacdes significativas para nenhum dos fatores analisados.

Nas plantas ndo inoculadas, os teores de Mg nas folhas ndo variaram em funcéo
da salinidade ou da presenca ou auséncia de fésforo (Figura 9C). Nas plantas inoculadas
na presenca de P, os teores de Mg* nas folhas sé foram reduzidos no mais alto nivel de
salinidade (15%) em relacdo ao mais baixo. Por outro lado, em plantas inoculadas sem P,
os teores de Mg?* aumentaram com a salinidade, atingindo no nivel de 4,0 dS m™, o qual
ndo diferiu daquele a 8,0 dS m™, um valor 105% maior que aquele no nivel mais baixo de
salinidade (Figura 9C). Nas plantas inoculadas, os teores de Mg?*, no mais baixo nivel de
salinidade, foi maior nas plantas sem a presenca de P. Ja dados relatados por Colla et al.
(2008), estudando plantas de abobrinha inoculadas com FMA em baixa e alta concentracao
de P, mostram que ndo houve diferencas entre os teores de Mg?* nas diferentes
concentracdes de P.

Nos colmos, tanto nas plantas nao inoculadas como nas inoculadas em presenca ou
auséncia de P, os teores de Mg* foram reduzidos pela salinidade (Figura 9D). Nas plantas
ndo inoculadas, na presenca de P, foi observada uma reducédo de 48% no tratamento salino
a 8,0 dS m™, quando comparado com aquele no mais baixo nivel de salinidade, enquanto
na auséncia de P esta reducdo foi de 30%. Reducdo nos teores de Mg** semelhante aquela
observada nos colmos das plantas ndo inoculadas (em presenca de P) no mais alto nivel de
salinidade, também foi observada para as plantas inoculadas (em presenca ou auséncia de
P) nesse mesmo nivel de salinidade (Figura 9D). Azevedo Neto e Tabosa (2000) estudando
estresse salino em plantulas de milho observaram que na raiz e no colmo, as concentragdes
de magnésio diminuiram com a salinidade, enquanto permaneceram relativamente
constantes na bainha e no limbo. Porém, Licio (2008) observou que os niveis de Mg®*
foram maiores nas plantas de meldo colonizadas com FMA sob diferentes niveis de
salinidade. Esta variabilidade dos resultados mostra a importancia de maiores estudos
sobre os teores deste nutriente nos diferentes tecidos da plantas mediante estresse salino.
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5.5.3. Sodio e cloreto

Os teores de sodio (Na*), nas folhas, sofreram influéncia do fator salinidade (p <
0,01) e da interacdo inoculacdo x salinidade, enquanto nos colmos os teores desse ion
variaram significativamente com os fatores fosforo e salinidade (p < 0,01), sendo também
significativa a interacdo inoculacdo x salinidade (Tabela 10).

Tabela 10 — Analise de variancia (valores de F) para os teores de sddio (Na) e cloreto (CI) de plantas de
milho submetidas inoculadas e ndo-inoculadas com FMA (G. margarita), na presenca ou auséncia de fésforo
na solugdo nutritiva e submetidas a irrigacdo com &guas com diferentes niveis de salinidade. Diferengas
significativas sdo representadas por (**) e (*) para p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente. (™) = ndo
significativo.

. Na* Ccr

Fonte de Variagdo Folha Colmo Folha Colmo

Inoculagéo (1) 1,15™ 1,61™ 1,65™ 1,19™
Faésforo (P) 1,69™ 8,67** 0,51™ 11,76**
Salinidade (S) 148,36** 654,93** 51,97** 170,65**

IxP 2,91™ 1,01™ 0,05™ 0,36™

xS 3,42* 3,62* 6,77** 3,88**

PxS 0,11™ 2,93™ 3,12"™ 6,01**

IXPXS 1,42™ 0,04™ 3,77* 0,38™

Nas folhas, tanto nas plantas inoculadas quanto nas nao inoculadas em presenca ou
auséncia de P, os teores de Na* aumentaram progressivamente a medida que o0s niveis de
salinidade aumentaram (Figura 10A). Os teores de Na* nas folhas nos niveis de 4,0 e 8,0
dS m™ de salinidade foram maiores que aquele no nivel a 0,5 dS m™ em 128 e 318% e 187
e 388% para as plantas ndo inoculadas na presenca e auséncia de P, respectivamente. Ja
nas plantas inoculadas na auséncia de P, esses teores aumentaram em 29 e 138%,
respectivamente, nos niveis de 4,0 e 80 dS m™ em relacdo ao mais baixo nivel de
salinidade (Figura 10A). Nas plantas inoculadas, porem na presencga de P, esses aumentos
nos teores de Na* foram de 41 e 180% nos niveis de 4,0 e 8,0 dS m™. Diferentemente do
observado por Colla et al. (2008), em que a concentragdo de Na* foi menor nas plantas de
abobrinha cultivadas com baixos teores de P, ndo foram observadas diferencas
significativas nos teores foliares de sodio das plantas de milho em presenca ou auséncia de
fosforo (Figura 10A).
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Figura 10 - Sadio em folha (A) e colmo (B), cloreto em folha (C) e colmo (D) de plantas de milho
inoculadas e ndo inoculadas com FMA, na presenca ou auséncia de fosforo na solucéo nutritiva e submetidas
a irrigagio com é&guas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e 8,0 dS m™). As barras
representam o erro padréo. Para cada tratamento de fosforo, colunas seguidas de letras mindsculas iguais ndo
diferem significativamente entre si quanto a salinidade. Para cada tratamento de inoculagdo, colunas seguidas
de letras maitsculas iguais ndo diferem entre si de maneira significativa quanto ao fosforo, p < 0,05.

Nos colmos, assim como nas folhas, os teores de Na* aumentaram fortemente em
funcdo do aumento nos niveis de salinidade, observando-se maior valor nas plantas néo
inoculadas e em presenca de fésforo no nivel de 8,0 dS m™ de salinidade (Figura 10B). Nas
plantas ndo inoculadas, na presenca de P, ocorreram acréscimos nos teores de Na* de 241 e
521%, nos niveis de 4,0 e 8,0 dS m™ de salinidade em comparacéo com o nivel de 0,5 dS
m™, respectivamente. Quando feitas as mesmas comparagbes para as plantas nio
inoculadas na auséncia de P tais aumentos foram de 252 e 474%. Ja nas plantas inoculadas,
na presenca de P, os teores de Na* aumentaram em 257 e 452% para os niveis de 4,0 e 8,0

dS m™ de CE em relacdo ao menor nivel de salinidade, sendo observado aumentos de 362
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e 564% nas plantas inoculadas em auséncia de P, respectivamente, para os niveis de 4,0 e
8,0 dS m™ CE em relacéo ao de 0,5 dS m™ (Figura 10B).

Em termos absolutos, os teores de Na' apresentaram-se maiores nos colmos em
comparacdo com os valores encontrados nas folhas (Figura 10A, B). Esse resultado sugere
a existéncia de uma barreira seletiva fazendo com que grande parte desse ion absorvido
pelo sistema radicular fique retida no colmo, protegendo os tecidos fotossintéticos (folhas)
desse ion toxico (SILVA, 2003).

De acordo com a andlise de variancia apresentada na tabela 10, os teores de cloreto
(CI') nas folhas variaram significativamente com o fator salinidade, sendo significativas as
interagBes inoculacéo x salinidade e inoculacéo x fosforo x salinidade. Por outro lado, nos
colmos, os teores de CI” variaram com os fatores fosforo e salinidade e as interacdes
inoculacdo x salinidade e fésforo x salinidade significativas.

Nas folhas, os teores de CI" aumentaram com a elevacao dos niveis de salinidade,
tanto nas plantas inoculadas como nas ndo inoculadas, na presenca ou auséncia de P
(Figura 10C). Esses resultados foram semelhantes aos observados por Tian et al. (2004) ao
estudarem plantas de algodao inoculadas com FMA sob diferentes niveis de salinidade. Por
outro lado, Colla et al. (2008) observaram que os niveis foliares de CI" foram aumentados
em plantas de abobrinha inoculadas com FMA, nos tratamentos com baixo nivel de P. O
mesmo foi observado no presente estudo. Nas plantas ndo inoculadas, os teores de cloreto
ndo sofreram influéncia do fosforo na solugdo nutritiva, porém nas plantas inoculadas o
teor desse ion toxico foi maior nas plantas supridas com P, no mais baixo nivel de
salinidade (Figura 10C). Em termos percentuais, 0s maiores aumentos nos teores de CI°
ocorreram nas plantas inoculadas em presenca de fosforo.

Nos colmos, de modo geral, os teores de CI" aumentaram progressivamente com o
aumento da salinidade, tanto nas plantas inoculadas como nas ndo inoculadas
independentemente da presenca ou ndo de P (Figura 10D).

Diferentemente do que ocorreu nas folhas com os teores de Na®, que foram
nitidamente maiores nos colmos do que nas folhas (Figura 10A, B), ndo foram observadas
diferencas significantes entre folhas e colmos com relacéo aos teores de CI” (Figura 10C,
D). Esses dados diferem parcialmente dos encontrados por Lucio (2008), estudando plantas
de meldo inoculados com FMA sob diferentes niveis salinos, em que foram observados
maiores teores de Na’ e CI" nos caules dessas plantas, indicando a possibilidade do

meloeiro estar operando um mecanismo de toleréncia a salinidade, limitando a absorcéo
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e/ou transporte desses dois ions toxicos da zona radicular para a parte aérea, evitando seus
acumulos em niveis que excedam a habilidade das células em compartimentaliza-los no
vacuolo. No caso do milho aqui estudado, esta habilidade somente foi evidente para a

exclusdo do fon Na™.

5.5.4. Relagdo Na'/K”

De acordo com analise de variancia (Tabela 11) a relagdo Na'/K® foi
estatisticamente significativa nas folhas apenas para o fator salinidade (p < 0,01). J& nos
colmos os fatores fosforo e salinidade (p < 0,01) e a interagdo inoculacéo e salinidade (p <

0,05) se apresentaram significativos.

Tabela 11 — Analise de variancia (valores de F) para os teores da relagio Na'/K* de plantas de milho
inoculadas e ndo inoculadas com FMA (G. margarita), na presenga ou auséncia de fésforo na solucdo
nutritiva e submetidas a irrigacdo com aguas com diferentes niveis de salinidade. Diferengas significativas
sdo representadas por (**) e (*) para p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente. (") = ndo significativo.

Relacdo Na'/K*

Fonte de Variacéo

Folha Colmo

Inoculagdo (1) 2,71 0,07
Fésforo (P) 0,13" 10,39**
Salinidade (S) 123,95** 201,86**

IxP 1,45™ 0,36™

IxS 2,02™ 3,63*

PxS 0,51™ 1,91™

IXPxS 1,45™ 0,06™

Nas folhas e nos colmos das plantas inoculadas ou ndo, em presenca ou auséncia de
P, a relagdo Na'/K" apresentou valores crescentes com o aumento dos niveis de salinidade
(Figura 11). Esse resultado foi semelhante ao observado por Tavares (2007) em plantas
jovens de sabié inoculadas e ndo inoculadas com FMA submetidas a niveis crescentes de
salinidade. De acordo com Maathuis e Amtamann (1999), valores da relagdo Na'/K*, em
células vegetais, igual a 1,0 é geralmente considerada como o valor maximo a partir do
qual pode ocorrer inibicdo dos processos metabolicos. No presente estudo, os valores dessa
relagdo no colmo, nos niveis de salinidade de 4,0 e 8,0 dS m™, ultrapassaram esse valor
considerado critico para inibicdo de processos metabolicos na planta (Figura 11B). Os

elevados valores dessa relagdo, especialmente nos colmos, devem-se ao fato dos teores dos
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fons Na* terem sido fortemente elevados pela salinidade (Figura 10B) ja que os teores de

K" foram poucos alterados pela salinidade (Figura 8F).
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Figura 11 — Relagdo Na*/K* em folha (A) e colmo (B) de plantas de milho inoculadas e néo inoculadas com
FMA, na presenca ou auséncia de fosforo na solucdo nutritiva e submetidas a irrigacdo com aguas com
diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 e 8,0 dS m™). As barras representam o desvio padréo. Para
cada tratamento de fdésforo, colunas seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem significativamente entre
si quanto a salinidade. Para cada tratamento de inoculagdo, colunas seguidas de letras maiUsculas iguais nao
diferem entre si de maneira significativa quanto ao fésforo, p < 0,05.

Considerando-se o tratamento salino a 8,0 dS m™, os colmos das plantas cultivadas
na presenca de P apresentaram valores da relagio Na'/K™ maiores que aqueles em que o P
ndo foi adicionado, tanto para as plantas inoculadas quanto para as nao inoculadas com 0s
FMA (Figura 11B).

Segundo Giri et al. (2007), o Na" é prejudicial ao metabolismo vegetal por sua
capacidade de competir com o K" por sitios de ligacdo essencial para varias funcdes
celulares dependentes deste ultimo ion, como por exemplo varios processos enzimaticos
gue ocorrem no citoplasma. Ainda de acordo com esses autores, é possivel que o maior
acumulo de K* por plantas micorrizadas sob condicGes de estresse salino contribua para a
manutencdo de uma baixa relagdo Na'/K*, evitando assim a ruptura de varios processos de
hidrolise enzimatica e inibi¢do da sintese proteica. Contudo, isso ndo parece ter sido o caso
aqui observado, pois as plantas micorrizadas ndo apresentaram maiores acimulos em K*
em comparagdo as plantas ndo micorrizadas.
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5.6. Solutos organicos

Os teores de carboidratos solUveis ndo variaram significativamente para nenhum
dos fatores estudados (Tabela 12). J& os niveis de N-aminossolUveis apresentaram
diferengas significativas para os fatores fosforo (p < 0,05) e salinidade (p < 0,01), assim

como para a intera¢do inoculacdo x fésforo x salinidade (p < 0,05).

Tabela 12 — Anélise de variancia (valores de F) para os teores foliares de carboidratos sollveis, proteina
solivel, N-aminossoltvel e prolina de plantas de milho inoculadas e ndo inoculadas com FMA (G.
margarita), na presenca ou auséncia de fosforo na solucéo nutritiva e submetidas a irrigagdo com aguas com
diferentes niveis de salinidade. Diferencas significativas sdo representadas por (**) e (*) parap <0,0lep <
0,05, respectivamente. (™) = nio significativo.

Fonte de Variagéo CarbOJdrgtos N-aminossolUvel Prolina Prot}ema
Soluveis soltvel

Inoculacéo (1) 0,09™ 0,21™ 14,73** 13,21**
Fasforo (P) 1,98™ 4,22* 0,56™ 3,46*
Salinidade (S) 3,22™ 19,564** 31,56** 0,91*
IxP 0,11™ 0,16™ 0,01™ 2,19™

IxS 2,38™ 0,96™ 17,46** 12,11**
PxS 0,36™ 1,64"™ 0,69™ 7,09%*

IXPxS 3,42™ 4,28* 2,43™ 20,51**

Os teores de carboidratos sollveis, tanto em plantas inoculadas como néo
inoculadas na presenca e auséncia de fésforo ndo sofreram alteracGes pela salinidade,
apresentando um valor médio em torno de 600 pmol g* MS (Figura 12A). Esses dados,
pelo menos para as plantas ndo inoculadas em presenca de P, diferiram daqueles
observados por Azevedo Neto et al. (2004), que encontraram aumentos nos teores de
carboidratos soltveis em folhas de plantas de milho sob estresse salino.

Nas plantas ndo inoculadas, em presenca ou auséncia de P, bem como naquelas
inoculadas com FMA e supridas com P os teores de N-aminossolUveis aumentaram com a
salinidade (4,0 e 8,0 dS m™) (Figura 12B). Todavia, nas plantas inoculadas na auséncia de

P, os teores de N-aminossoluveis ndo foram alterados pela salinidade.
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Figura 12 — Carboidratos soltveis (A), N-aminossoltveis (B), prolina (C) e proteina soltvel (D) em folhas
de plantas de milho inoculadas e ndo-inoculadas com FMA, na presen¢a ou auséncia de fésforo na solucéo
nutritiva e submetidas a irrigacdo com aguas com diferentes niveis de salinidade (CE de 0,5; 4,0 € 8,0 dS m’
1), As barras representam o desvio padrdo. Para cada tratamento de fésforo, colunas seguidas de letras
minusculas iguais ndo diferem significativamente entre si quanto a salinidade. Para cada tratamento de
inoculacdo, colunas seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem entre si de maneira significativa quanto
ao fosforo, p < 0,05.

Acimulo de N-aminossoliveis nas folhas em fungdo da salinidade tem sido
observado em milho (AZEVEDO NETO et al., 2004), trigo (MATTIONI et al., 1997) e
girassol (ASHRAF; TUFAIL, 1995). Em milho esta resposta ao estresse salino foi
observada tanto para genotipos sensiveis como tolerantes aos sais (AZEVEDO NETO et
al., 2004). O papel da maioria desses N-aminossollveis que sdo acumulados ainda ndo esta
bem esclarecido. E provavel que esses compostos presentes em altas concentrages
contribuam para processos de regulacdo osmotica e de osmoprotecdo. Além de aumentar a
pressdo osmotica do citosol, baixando seu potencial hidrico, eles podem proteger

macromoléculas, ou servir como fonte de N e energia (MANSOUR, 2000).
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No mais baixo nivel de salinidade, os teores foliares de N-aminossoluveis nas
plantas inoculadas foram menores nas plantas supridas com P do que naquelas na auséncia
desse nutriente (Figura 12B).

Os teores de prolina variaram significativamente com os fatores inoculagdo e
salinidade (p < 0,01), bem como a interagdo entre esses dois fatores foi significativa
(Tabela 12). J& os teores de proteinas solUveis variaram com os fatores inoculagdo, fosforo
e salinidade, sendo significativas as interacfes inoculacdo x salinidade, fosforo x
salinidade e inoculacédo x fosforo x salinidade.

Nas plantas ndo inoculadas em presenca de P, os teores de prolina aumentaram com
a salinidade apenas na dose mais elevada (8,0 dS m™), enquanto nessas mesmas plantas,
porém em auséncia de P, os teores desse soluto ndo foram alterados significativamente pela
salinidade (Figura 12C). Ja nas plantas inoculadas ocorreu um decréscimo nos teores de
prolina no nivel de salinidade de 4,0 dS m™, comparado aos demais niveis de salinidade,
independentemente da presenca ou auséncia de P. Considerando a média de todos os
tratamentos, os teores de prolina foram maiores em 10% nas plantas ndo inoculadas em
comparacdo aqueles das plantas inoculadas (Figura 11C). Resultados semelhantes foram
encontrados por Kaya et al, (2009) que também observaram menores teores de prolina em
plantas de pimenta inoculadas e submetidas a salinidade.

O acumulo de prolina nos tecidos vegetais é tido como uma resposta ao estresse
salino, podendo favorecer o ajustamento osmotico (CARVALHO et al., 2003; LUCIO,
2008). Porém, a verdadeira funcdo desempenhada por esse aminoacido em plantas sob
salinidade permanece controversa (DEMIRAL; TURKAN, 2005). Alguns autores, dentre
eles Lacerda et al. (2003), consideram que o0 aumento nos teores desse soluto néo
represente uma resposta adaptativa ao estresse, sendo, possivelmente uma reacéo ao grau
de injuria causado pela acumulagéo de sais, ou do processo de desidratacdo desencadeado
pelos sais nos tecidos das plantas.

As variagbes nos teores de proteinas soluveis diferiram para todos os fatores
analisados (p < 0,01) (Tabela 12 e Figura 12D). Nas plantas ndo inoculadas na presenca de
P houve uma reduc&o nos teores de proteinas soldveis no nivel de salinidade de 4,0 dS m™,
quando comparado ao nivel de 0,5 dS m™, com posterior aumento no nivel de 8,0 dS m™.
Contudo nessas mesmas plantas em auséncia de P, os teores de proteinas sollveis ndo
variaram significativamente com a salinidade. Ja nas plantas inoculadas na presenca de P,

0s niveis de proteinas solGveis aumentaram em, meédia, 45% nos niveis de salinidade de
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4,0 e 8,0 dS m™ (que nao diferiram entre si), em relacio ao nivel de 0,5 dS m™. Nas plantas
inoculadas na auséncia de P os niveis de proteina solivel decresceram a medida que 0s
niveis de salinidade aumentaram (Figura 12D). De acordo com Freitas (2010), o
decréscimo no contetdo de proteina pode ser devido ao retardamento na sintese protéica
ou na aceleracdo de sua degradacgdo, levando ao aumento na quantidade de aminoéacidos
livres ou & inibi¢do da incorporagdo destes aminoacidos nas proteinas. Isto, no entanto, nao
foi observado aqui, pois os teores de N-aminossollveis, que em sua maioria s&o
aminoéacidos livres (KARAMANOS, 1995) e seus derivados (NOLTE; HANSON; GAGE,
1997), nas plantas ndo foram afetados pela salinidade justamente nas plantas inoculadas
néo supridas com P (Figura 12B).

O aumento na concentracdo de solutos organicos no citoplasma de plantas
submetidas a estresse salino tem sido considerado como um mecanismo utilizado pelas
plantas para balancear o potencial osmatico entre o citoplasma e o vacutolo e evitar danos
aos sistemas enzimaticos (MUNNS, 2002). Entretanto, em alguns casos, a manutencdo dos
teores desses solutos em niveis elevados de salinidade possivelmente esta associada a
reducdo de sua demanda pelos tecidos em crescimento, consequentemente nao

influenciando no ajuste osmético (ABREU, 2007).
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6. CONCLUSOES

1. A associacdo entre plantas de milho e o fungo micorrizico arbuscular (G.
margarita) ndo minorou os efeitos deletérios da salinidade no crescimento dessas
plantas;

2. A presenca de P nas plantas micorrizadas ocasionou aumento na area foliar dessa
graminea no nivel de salinidade de 0,5 dS m™, bem como na matéria seca da parte
aérea das plantas ndo inoculadas;

3. Nao houve influéncia da associacgéo das plantas de milho com o fungo G. margarita
com as trocas gasosas;

4. O teor relativo de agua e o potencial osmotico (Ws) ndo foram influenciados pela
associacdo micorrizica (milho e G. margarita), sendo o Ws reduzido com o
aumento dos niveis de salinidade;

5. A colonizagéo micorrizica decresceu com o incremento dos niveis de salinidade;

6. Os teores de glomalina (livre ou total) ndo foram influenciados pela presenca de P e
nem pelos niveis crescentes de salinidade;

7. A associagdo micorrizica utilizada no presente estudo ndo acarretou incrementos
nos teores de solutos inorganicos;

8. A associacdo micorrizica ndo ocasionou aumentos nos teores de carboidratos
sollveis e prolina, sob condicBes de salinidade, porém aumentou os teores de N-
aminossolUveis e proteina nessas condi¢des, especialmente nas plantas supridas

com P.
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