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RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma planta oleaginosa com importancia econémica
devido ao seu potencial para a producdo do biodiesel. A espécie possui ampla distribuicdo
geogréfica, principalmente pela capacidade de se adaptar a diferentes condicGes
edafoclimaticas. Com o intuito de verificar possiveis diferencas morfoanatdmicas e
ultraestruturais epidérmicas na lamina foliar de plantas jovens de J. curcas, em resposta ao
estresse salino de alta intensidade e em curto prazo, selecionou-se trés gendtipos (CNPAE183,
JCAL171 e CNPAE218) com contrastantes tolerancias a salinidade que foram avaliados sob a
concentracdo de 750 mM de NaCl, acrescido a solu¢do nutritiva, correspondendo a
46,8 dS m™ de condutividade elétrica. Para as analises, as folhas foram coletadas em trés
momentos: (i) antes do inicio do estresse (Tempo 0 hora), (ii) no maximo estresse, dois dias
apos o inicio do estresse (Tempo 50 horas), quando a planta estressada apresentou uma taxa
fotossintética liquida inferior & 10% do valor medido no momento anterior ao inicio do
tratamento salino; e (iii) na recuperacdo, 35 dias apos a retirada do sal (Tempo 914 horas),
guando as plantas estressadas se recuperaram e apresentaram medidas de fotossintese liquida
com valores semelhantes aquelas apresentadas pelas plantas controle. Apds anélises em
microscopia oOptica, verificou-se que, independente dos genétipos, o choque salino provocou
um acréscimo na espessura do mesofilo, sendo que apds a retirada da condicédo estressante, a
tendéncia de aumento permaneceu nos genétipos JCAL171 e CNPAE218, enquanto que 0s
valores observados no genotipo CNPAE183 foram semelhantes ao do momento anterior ao
estresse. As analises em microscopia eletrdnica de varredura indicaram que os estbmatos do
gendtipo CNPAE183 foram menores e apresentaram indices estomaticos maiores que 0S
valores encontrados nos genoétipos JCAL171 e CNPAE218. Diante disto, dentre 0s gendétipos
analisados, 0 CNPAE183 apresentou indicios que podem ser considerados como um genoétipo
promissor para futuros estudos de melhoramento genético, buscando genotipos elite tolerantes

a salinidade.

Palavras-chave: Pinhdo-manso; anatomia foliar; estresse salino.



ABSTRACT

Jatropha curcas L. is an oleaginous plant with economic importance because of its potential for
the production of biodiesel. The species has a wide geographical distribution, mainly due to the
capacity to adapt to different edaphoclimatic conditions. In order to verify possible
morphoanatomical and ultrastructural differences in the leaf blade of young plants of J. curcas,
in response to high-intensity salt stress in the short term, three genotypes (CNPAE183,
JCAL171 and CNPAE218) were selected with contrasting tolerances salinity that were
evaluated under the concentration of 750 mM NaCl, added to the nutrient solution,
corresponding to 46.8 dS m-1 of electrical conductivity. For the analyzes, the leaves were
collected in three moments: (i) before the beginning of the stress (Time 0 hour), (ii) at the
maximum stress, two days after the beginning of the stress (Time 50 hours), when the plant
stressed presented a net photosynthetic rate lower than 10% of the value measured at the time
before the beginning of saline treatment; and (iii) in the recovery, 35 days after salt removal
(Time 914 hours), when the stressed plants recovered and presented liquid photosynthesis
measurements with values similar to those presented by the control plants. After analysis in
optical microscopy, it was verified that, regardless of the genotypes, the saline shock caused an
increase in the thickness of the mesophyll, and after the withdrawal of the stressful condition,
the tendency of increase remained in the genotypes JCAL171 and CNPAE218, whereas the
values observed in the genotype CNPAE183 were similar to the pre-stress moment. Scanning
electron microscopy analyzes indicated that the stomata of the CNPAE183 genotype were
smaller and had stomatal indices higher than the values found in the genotypes JCAL171 and
CNPAE218. Therefore, among the analyzed genotypes, the CNPAE183 presented indications
that can be considered as a promising genotype for future studies of genetic improvement,
searching elite genotypes tolerant to salinity.

Keywords: Physic nut; leaf anatomy; salt stress.



INTRODUCAO GERAL

A salinidade do solo, juntamente com 0 manejo inadequado da irrigacdo, constitui uma
das maiores preocupacgdes na agricultura moderna, pois séo apontados como os principais
responsaveis para o aumento da quantidade de solos degradados (EPSTEIN; BLOOM, 2006).
Em areas com taxa evapotranspiratdria alta e indice pluviométrico baixo, como é o caso da
regido semiarida do nordeste brasileiro, existe uma demanda muito grande por irrigacéo,
objetivando tornar economicamente vidveis as areas de producdo agricola e suprimir 0s
problemas de escassez hidrica (AGUIAR NETTO et al., 2007). Entretanto, esta alta demanda
por irrigacdo, numa regido onde os solos sdo naturalmente afetados por sais (BARROS et al.,
2004), pode causar uma salinizacdo secundaria, provocada pelo uso de aguas salobras, que,
mesmo em baixas concentragdes, podem ser incorporados ao solo, dificultando a captacdo de
agua pela planta (MEDEIRQOS, 2001; TESTER; DAVENPORT, 2003).

Segundo Andréo-Souza et al. (2010), a alta concentracéo de sais no solo, bem como na
agua de irrigacdo, representa um fator de estresse para as plantas, proporcionando a acdo dos
ions sobre o protoplasma e reducdo do potencial osmético, que provoca a diminui¢do da
disponibilidade hidrica para as plantas, fazendo com que a dgua seja osmoticamente retida na
solucdo salina (RIBEIRO; MARQUES; AMARRO FILHO, 2001). O estresse salino, bem
como o hidrico, seja permanente ou temporario, limita fortemente o crescimento, a distribuicéo
de populag6es naturais e a produtividade das plantas cultivadas, mais do que qualquer outro
fendmeno, como a reacdo a patdgenos e variacdes de luz e temperatura (ALLAKHVERDIEV
et al., 2000; SHAO et al., 2008).

A capacidade das plantas de tolerar a salinidade é determinada por multiplos caminhos
bioquimicos e morfoanatdmicos que facilitam a retencéo e/ou aquisi¢cdo de d&gua como forma
de protecéo as funcdes dos cloroplastos. Em resposta ao estresse salino, as plantas inicialmente
regulam o fluxo de transpiracdo por meio da reducdo da condutancia estomatica (MUNNS;
TESTER, 2008); que, persistindo a condi¢do, podera levar a redugédo da fotossintese, causada
pela diminuicdo do influxo de CO», provocando, por conseguinte, uma redugéo na producdo de
biomassa (HISHIDA et al., 2013).

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma planta com baixa exigéncia nutricional
(ANDREO-SOUZA et al., 2010) e com grande importancia econdmica devido ao seu potencial
para a producdo de biocombustiveis, (POMPELLI et al., 2010a; PANDEY et al., 2012), a
espécie pode se tornar uma importante alternativa para cultivo em regides que possuem solos

com moderadas concentragoes de sais.
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O desempenho do pinhdo-manso sob estresse salino tem sido alvo de vérios estudos,
sendo que alguns destes trabalhos consideram a espécie sensivel a salinidade (CAMPOS et al.
2012; NIU et al. 2012), enquanto outros classificam como moderadamente tolerante ao estresse
salino (DIAZ-LOPEZ et al. 2012; GARCIA-ALMODOVAR et al. 2014). Estes resultados
contrastantes podem ser explicados pelo fato do pinhdo-manso ainda encontrar-se em fase de
domesticacdo (LAVIOLA et al. 2014) e o Brasil ainda ndo possui cultivares e nem um sistema
de cultivo validado, sendo necessario o desenvolvimento de cultivares para consolidacdo da
espécie como alternativa para a producio do biodiesel (DURAES et al. 2011; LAVIOLA et al.
2013).

Ainda sdo escassos 0s trabalhos que comparam o desempenho de acessos sob estresse
salino com o intuito de conhecer possiveis diferencas morfoanatdmicas e/ou fisiologicas que
possam proporcionar uma maior tolerancia ao sal, visando entender as estratégias adaptativas
da espécie e contribuir no seu processo de domesticacdo. Diante deste cenario, 0 presente
trabalho objetivou avaliar as possiveis alteracdes morfoanatdmicas foliares, em resposta ao
choque salino e apds o estresse (recuperacdo), de trés gendtipos de J. curcas, com contrastantes

tolerancias a salinidade, provenientes de trés regibes distintas do Brasil.
REVISAO DE LITERATURA

Jatropha curcas L.: informac6es botanicas e importancia econémica

A espécie Jatropha curcas L., popularmente conhecida como pinhdo-manso, é uma
planta perene, mondica, com flores diclinas, pertencente a familia Euphorbiaceae, que também
inclui outras plantas cultivaveis como a mamona (Ricinus communis L.), mandioca (Manihot
esculenta Crantz) e a seringueira (Hevea brasiliensis L.) (DURAES et al., 2009).

Segundo Achten et al. (2008), J. curcas caracteriza-se COmo uma pequena arvore ou um
grande arbusto, que atinge até 7 m de altura, possui caule suculento e uma expectativa de vida
de até 50 anos. Segundo Arruda et al., (2004), a planta apresenta folhas verdes, esparsas e
brilhantes, largas e alternas, pecioladas e palmadas, contendo de trés a cinco lébulos. O fruto é
capsular ovoide, trilocular, com uma semente em cada cavidade, indeiscente. Inicialmente de
cor verde, passando a amarelo, castanho e, por fim, preto, quando atinge o estadio de maturagédo
(CASTRO, 2014). As sementes sdo relativamente grandes, medindo de 1,5 a 2 cm de
comprimento e 1,0 a 1,3 cm de largura, quando secas (POMPELLLI et al., 2010). As sementes
de J. curcas séo bitegumentadas, sendo constituido externamente pela testa e internamente pelo
tégmen (LOUREIRO et al., 2013; CASTRO, 2014).
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De acordo com Saturnino et al. (2005), a espécie se adapta a condi¢Bes edafoclimaticas
muito variaveis, possuindo caracteristicas de alta tolerancia a seca (FINI et al., 2013) e ao calor;
moderada tolerancia a metais pesados, baixa tolerancia a temperaturas reduzidas (GARCIA-
ALMODOVAR et al., 2014) e baixa exigéncia nutricional (ANDREO-SOUZA et al., 2010).

O centro de origem de J. curcas é indeterminado (ACHTEN et al., 2010), contudo,
estudos indicam que a espécie € nativa dos paises da América Central e do Sul (HELLER,
1996), ocorrendo de forma espontanea em diversas regides do Brasil (BELTRAO; OLIVEIRA,
2008). Suas caracteristicas de facil propagacdo e sua ampla adaptacdo as mais diversas
condicGes edafoclimaticas, possibilitou seu desenvolvimento e fixacdo em regibes longinquas
do seu centro de origem, como na india, China e Malasia (OPENSHAW, 2000).

O pinhdo-manso possui grande importancia econémica por seu potencial para a
producdo de biocombustiveis, proporcionado pelos altos teores de 6leo que pode ser extraido
de suas sementes, que pode variar entre 27 — 40% (ACHTEN et al. 2012). Devido as
caracteristicas diferenciadas deste 6leo, como a baixa acidez, boa estabilidade a oxidacédo e
excelentes propriedades de fluidez em temperaturas baixas, o 6leo tem sido empregado para
fins medicinais; como purgativo, na indUstria cosmética e para fabricacdo de tintas e sabdes
(TAPANES et al., 2008). Os subprodutos do pinhdo-manso também podem ser aproveitados
em aplicacdes industriais, nas quais o residuo da extracdo do 6leo pode ser transformado e
utilizado como fertilizante natural, devido, principalmente, aos altos teores de nitrogénio,
potéssio, fosforo e matéria organica presentes na torta processada (POMPELLI et al., 2011) e
como base para ragdo animal, desde que devidamente processada para a retirada de substancias
toxicas (ARROYO et al., 2014).

Diante do cenéario atual e do aumento de pesquisas que apontam para o potencial
econbmico da espécie, associado as caracteristicas fisioldgicas que sugerem uma facil
adaptacdo as mais distintas condi¢cOes ambientais e estresses abidticos, como déficit hidrico e
salinizacdo no solo, o pinhdo-manso tornou-se uma opcao de cultivo adequada para pequenos
e médios produtores rurais do nordeste brasileiro, podendo ser considerada uma solucéo
sustentavel para promover o desenvolvimento socioeconémico regional com a producdo de
biocombustivel (POMPELLI et al., 2011).

Histérico do biodiesel no Brasil e no mundo

A maior parte da energia consumida no mundo provém do petroleo, do carvdo mineral
e do gas natural, contudo, estas fontes de energia, além de limitadas e com previsdo de

esgotamento num futuro proximo, favorecem diretamente o aquecimento global, com
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significativos aumentos da temperatura, principalmente devido a liberagdo de gases do efeito
estufa, e.g., dioxido de carbono (CO>) e o dioxido de enxofre (SO2) na atmosfera (POMPELLI
et al., 2011), bem como alteragcdo nos padrdes de distribuicdo das chuvas e o derretimento das
calotas polares; fatos que podem elevar os niveis oceénicos e promover o aumento na frequéncia
e intensidade de fendmenos climéticos extremos (MARENGO et al., 2012, 2014).

Diante deste cenario, torna-se cada dia mais necessario a mudanca da matriz energética
global, com investimentos em fontes de energia limpas e renovaveis. Os combustiveis, advindos
de animais e vegetais (i.e., 0s biocombustiveis) sdo étimos exemplos de fontes renovaveis de
energia, cuja utilizacdo na matriz energética dos paises tem sido recebida com grande distin¢ao
por empresas e pesquisadores ao redor do mundo. Dentre os principais biocombustiveis
destacam-se o biogas, o bioetanol, o biometanol, o bio-hidrogénio e o biodiesel (ESCOBAR et
al., 2009; LINDFELDT; WESTERMARK, 2009). O biodiesel é virtualmente livre de enxofre
e compostos aromaticos; possui aproximadamente 11% de oxigénio (O2) e maior viscosidade,
bem como maior ponto de fulgor que o diesel convencional. Ademais, apresenta um valor
agregado relativamente superior ao diesel comum (RAMOS, 1999), mas que pode se tornar
vantajoso se considerarmos que na producdo sdo gerados diversos subprodutos, como a
glicerina e a torta residual, os quais podem ser utilizados na industria farmacéutica e de vernizes
ou na producdo de biogas e suplemento para alimentacdo animal (ARROYO et al., 2014). Desta
maneira, 0 biodiesel se tornaria muito mais competitivo do que o 6leo diesel convencional
(PARENTE, 2003).

Dentre as plantas oleaginosas com grande potencial para a producdo de biodiesel, o
pinhdo-manso vem recebendo amplo destaque mundial, principalmente por suas caracteristicas
agrondémicas e por seu grande potencial econémico gragas a sua alta produtividade e rendimento
elevado de 6leo (POMPELLLI et al., 2011; KUMAR; CHAUBE; JAIN, 2012; SINGH et al.,
2013). Desde a década de 30 séo realizadas pesquisas acerca da utilizacdo de 6leo de J. curcas
em motores a combustdo, que o 0leo poderia ser utilizado como combustivel, sem qualquer
tratamento prévio especial, para estes tipos de motores, obtendo uma boa performance e com
desempenho semelhante aos obtidos com o diesel puro de petréleo (ARRUDA et al., 2004).

No Brasil, os estudos com biodiesel vém recebendo amplo destaque e nas ultimas
décadas houve a criacdo de programas e de planos que buscam impulsionar a producgéo desta
fonte renovavel de energia. Desde novembro de 2014 sdo adicionados 7% (B7) de biodiesel ao
6leo diesel comercializado a qualquer consumidor, em todo o territério nacional, contudo, a

demanda pelo biodiesel devera aumentar com a lei n® 13.263, de 23 de marc¢o de 2016 (BRASIL,
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2016), que elevou a mistura de biodiesel ao diesel vendido ao consumidor para 8% (B8) a partir
23 de marco de 2017; para 9% (B9) ate dois anos depois, e 10% (B10) no periodo de trés anos.
A norma ainda autoriza o Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) a elevar a mistura
obrigatdria para 15%, caso testes validem a utilizac&o dessa mistura em veiculos e motores.
Apesar do grande potencial para exploracdo do 6leo proveniente do pinhdo-manso em
solo brasileiro, seu uso ainda é bastante insignificante, a maior parte do biodiesel produzido
aqui é proveniente do 6leo de soja e de gordura bovina (ANP, 2016). A subexploracdo do
pinhdo-manso deve-se a inimeros fatores, como a falta de incentivo dos 6rgdos competentes e
de estudos que possibilitem a resolucdo de problemas que vao desde o aprofundamento do
conhecimento da cultura e melhoramento genético da espécie até a caracterizacdo das areas

prioritarias para o plantio e o processamento industrial (FERREIRA et al., 2013).

Efeitos da salinidade nas plantas

A salinidade do solo constitui o principal fator abidtico limitante do crescimento e da
produtividade das plantas ao redor do mundo (BOUGHALLEB; DENDEN; TIBA, 2009).
Segundo Parida e Das (2005), a salinidade dos solos é causada pela presenca de ions, mais
comumente Na* e CI, em quantidades excessivas. A salinidade é conhecida por afetar
diferentes aspectos do metabolismo das plantas, além de induzir mudancas fisioldgicas e
morfoanatémicas. Por efeito da salinidade, as plantas podem ter os processos de sintese de
proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese alterados/danificados (ESTEVES; SUZUKI,
2008), como consequéncia da diminuicdo nas taxas de assimilacdo de carbono, de condutancia
estomatica e de transpiracdo (CAMPOS et al., 2012). Entretanto, as plantas respondem ao
estresse salino de maneiras distintas, existindo algumas culturas que conseguem alcancar
rendimentos consideraveis sob niveis de salinidade elevado, enquanto que outras sdo bastantes
sensiveis mesmo quando submetidos a niveis relativamente baixos (SANTANA; CARVALHO;
MIGUEL, 2010).

Em resposta imediata ao estresse salino, bem como hidrico, a planta reduz o ritmo de
expansdo da superficie foliar, o que pode levar a cessacdo total da expansdo com o aumento da
concentracdo de sal (WANG; NII, 2000). A salinidade também costuma provocar 0 aumento
na espessura da epiderme e do mesofilo (LONGSTRETH; NOBEL, 1979). Em folhas de batata,
0 estresse salino provocou arredondamento das células e uma redugdo no numero de
cloroplastos (BRUNS; HECHT-BUCHHOLZ, 1990). Em plantas de tomate, a salinidade
provocou reducdo da area foliar e da densidade estomatica das plantas estressadas (ROMERO-
ARANDA,; SORIA; CUARTERO, 2001).
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Segundo Mitsuya, Takeoka e Miyake (2000), o estresse salino provocou (i) o
desenvolvimento de vacuolos e inchaco parcial do reticulo endoplasmatico, (ii) diminuicdo das
cristas mitocondriais e inchago das mitocondrias, (iii) vesiculacdo e fragmentacdo de
tonoplasto, e (iv) degradacéo do citoplasma pela mistura das matrizes citoplasmatica e vacuolar.

Boughalleb et al. (2009), investigaram as alteracGes anatdmicas em folhas, caule e raiz
de Nitraria retusa (Forssk) e Atriplex halimus L., plantas xero-hal6fitas e Medicago arborea
L., ndo-halo6fita e observaram que as espécies halofitas obtiveram crescimento maximo em
salinidades moderadas e que os parametros anatdmicos do caule e da raiz foram reduzidos
apenas em concentracdes elevadas de NaCl para além de 400 mM, enquanto que para a espécie
ndo-halofita todos os niveis de salinidade foram prejudiciais para o crescimento. Nas trés
espécies houve um aumento nos parametros anatdémicos da folha com a concentracéo de sal;
onde as espécies haldfitas apresentaram um aumento na espessura do mesofilo, acompanhado
com uma alta suculéncia, enquanto que na espécie meséfita foi observado um aumento nos
espacos de ar no mesofilo, além de promover uma diferenciacao precoce do xilema da raiz e do
caule em xilema secundario, que pode significar uma estratégia adaptativa para facilitar o

transporte de agua.
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RESUMO

Com o intuito de verificar possiveis diferencas morfoanatdmicas e ultraestruturais epidérmicas
na lamina foliar de plantas jovens de J. curcas, em resposta ao estresse salino de alta intensidade
e em curto prazo, selecionou-se trés gendtipos (CNPAE183, JCAL171 e CNPAE218) com
contrastantes caracteristicas de tolerancia a salinidade que foram avaliados sob a concentracdo
de 750 mM de NaCl, acrescido a solugdo nutritiva, correspondendo a 46,8 dS m™ de
condutividade elétrica. Para as analises, as folhas foram coletadas em trés momentos: (i) antes
do inicio do estresse (Tempo 0 hora), (ii) no maximo estresse, dois dias apds o inicio do estresse
(Tempo 50 horas), quando a planta estressada apresentou uma taxa fotossintética liquida
inferior a 10% do valor medido no momento anterior ao inicio do tratamento salino; e (iii) na
recuperacdo, 35 dias apos a retirada do sal (Tempo 914 horas), quando as plantas estressadas
se recuperaram e apresentaram medidas de fotossintese liquida com valores semelhantes
aquelas apresentadas pelas plantas controle. Apds analises em microscopia Optica, verificou-se
que, independente dos genoétipos, 0 choque salino provocou um acréscimo na espessura do
mesofilo, sendo que apds a retirada da condicdo estressante, a tendéncia de aumento
permaneceu nos genotipos JCAL171 e CNPAE218, enquanto que os valores observados no
genotipo CNPAE183 foram semelhantes ao do momento anterior ao estresse. As analises em
microscopia eletronica de varredura indicaram que os estbmatos do genotipo CNPAE183 sédo
menores e apresentam indice estomatico maiores que os valores encontrados nos genétipos
JCAL171 e CNPAE218. Diante disto, dentre os gendtipos analisados, 0 CNPAE183 apresenta
indicios que podem ser considerados como gendétipo promissor para futuros estudos de
melhoramento genético, buscando genotipos elite tolerantes a salinidade.

Palavras-chave: Pinhdo-manso; anatomia foliar; estresse salino.
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INTRODUCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie lenhosa-arbustiva pertencente a
familia Euphorbiaceae. Mesmo néo se conhecendo ao certo qual o seu centro de origem, estudos
indicam que a espécie seja nativa dos paises da América Central e do Sul (Papazoglou 2014;
Pecina-Quintero et al. 2014; Trebbi et al. 2015). Nos ultimos anos, essa espécie tem sido alvo
de uma série de pesquisas com objetivo na exploracao comercial do 6leo produzido pela espécie
(Mardhiah et al. 2017; Silitonga et al. 2017; Alburquerque et al. 2017), uma vez que suas
sementes apresentam entre 27 a 40% de dleo (Achten et al. 2007), o que associado ao baixo
custo de producdo e sua composicao rica em acidos graxos insaturados (Kumar and Sharma
2008) promovem a espécie para a producdo de biocombustiveis. Além disto, a planta possui
baixa exigéncia nutricional (De Rossi et al. 2016) e grande resisténcia a longos periodos de
estiagem (Pompelli, Barata-Luis, et al. 2010; Fini et al. 2013; Santos et al. 2013), podendo se
adaptar as mais diversas condi¢des edafoclimaticas (Behera et al. 2009; Arroyo and Orozco
2016), contribuindo para que a planta tenha uma ampla distribuicdo geogréafica, estando
presente em praticamente todas as regides intertropicais do mundo (Divakara et al. 2010;
Contran et al. 2013).

As caracteristicas fisioldgicas da espécie, associadas ao seu potencial econémico, pode
transformar o pinhdo-manso em uma cultura alternativa para produtores de regides aridas e
semiaridas (Pompelli et al. 2011). Contudo, a escassez de chuvas e a alta demanda evaporativa,
destas regides, provocam uma alta concentracdo de sais nos solos (Viégas et al. 2001; Barros
et al. 2004), situacdo essa que é agravada com a utilizacdo de aguas salobras para a irrigacao
(Tester and Davenport 2003). E sabido que, a alta concentracdo de sais na solucdo do solo
representa um fator de estresse para as plantas de modo geral (Elhag and Gafar 2014; Arroyo
and Orozco 2016), relacionado com a acéo dos ions sobre o protoplasma e reducéo do potencial
osmotico (Alencar et al. 2015), fazendo com que a agua seja osmoticamente retida na solucéo
salina, diminuindo a disponibilidade hidrica para as plantas (Ribeiro et al. 2001).

O estresse salino, bem como o hidrico, seja em curto ou longo prazo, causam diversos
efeitos na planta, como: (i) limitacdo do crescimento do vegetal (Longstreth and Nobel 1979;
Kao et al. 2006; Lacerda et al. 2006), (ii) fechamento estomético (Romero-Aranda et al. 2001),
(iii) reducdo na condutividade da raiz (Romero-Aranda et al. 2001; Kao et al. 2006), (iv)
acréscimo da suculéncia e da espessura da folha (Longstreth and Nobel 1979; Romero-Aranda
et al. 2001; Lacerda et al. 2006), (v) aparecimento de injurias e abscisdo foliares (Romero-
Aranda et al. 1998) e (vi) reducdo da fotossintese (Kao et al. 2006; Lacerda et al. 2006); fatores
que restringem a distribuicdo de populacGes nativas e a produtividade das plantas cultivadas,
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mais do que qualquer outro fendbmeno, como estresse biodtico e variacdes de luz e temperatura
(Allakhverdiev et al. 2000; Shao et al. 2008).

O desempenho do pinh&o-manso sob estresse salino tem sido alvo de diversos estudos
fisioldgicos, sendo que alguns destes trabalhos consideram a espécie sensivel a salinidade
(Campos et al. 2012; Niu et al. 2012), enquanto que outros classificam como moderadamente
tolerante ao estresse salino (Diaz-Lopez, Gimeno, Simdn, et al. 2012; Garcia-Almodovar et al.
2014). Estes resultados tdo contrastantes podem ser explicados pelo fato de o pinhdo-manso
ainda encontrar-se em fase de domesticacao (Grativol et al. 2011; Laviola et al. 2014). Neste
sentido, varios trabalhos, visando o estudo da variabilidade genética da espécie vém sendo
desenvolvidos nos ultimos anos (Singh et al. 2013; Trebbi et al. 2015; Senger et al. 2015, 2016;
Alburquerque et al. 2017), proporcionando resultados promissores que colaboram para geragédo
de cultivares mais produtivas em diferentes condi¢6es edafoclimaticas, contribuindo assim para
consolidacdo da espécie como alternativa para a producdo do biodiesel (Diaz-Lopez, Gimeno,
Lidon, et al. 2012; Contran et al. 2013; Elhag and Gafar 2014; Arroyo and Orozco 2016).

Diante disto, este trabalho buscou verificar se 0s genotipos de J. curcas apresentam
diferentes caracteristicas morfoanatdmicas foliares e se estes aspectos podem significar
possiveis mecanismos de tolerancia ao estresse salino, além de avaliar o comportamento da

lamina foliar dos trés gendtipos em resposta ao choque salino em curto prazo e na recuperacao.

MATERIAL E METODOS

Condicdes do experimento, germinacao das sementes e exposi¢ao das plantas a salinidade
O experimento foi realizado em casa de vegetacao, sediada na Universidade Federal de

Pernambuco (8°02” S, 39°56° W, 15 m a.s.l), Recife-PE, Brasil. Apds estudos prévios de
germinacdo, crescimento e tolerancia a salinidade, foram selecionados trés genotipos, de
diferentes regifes do Brasil e com respostas contrastantes a salinidade, sendo CNPAE183
considerado tolerante, JCAL171 moderadamente tolerante e CNPAE218 sensivel (Corte-Real,
N.; manuscrito em preparacdo) (Tabela 1). As sementes destes trés genotipos foram germinadas
em bandejas com capacidade para 5 L contendo areia lavada de rio. A partir do surgimento dos
primeiros edfilos, as plantulas foram padronizadas e, em seguida, transplantadas
individualmente em vasos de 9 L contendo areia lavada de rio e irrigadas a cada dois dias com
solucdo de Hoagland (Epstein 1972) diluido a 50%, onde permaneceram por 15 dias para
aclimatacao. Apds este periodo, a solucao nutritiva foi substituida por Hoagland 100%, onde as
plantas permaneceram nesta condi¢do por trés meses, quando atingiram um tamanho adequado

para o inicio do experimento (Tempo 0 hora). A partir deste momento, teve inicio o tratamento
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de choque salino, quando as plantas foram irrigadas diariamente durante trés dias, nas primeiras
horas da manha, com 800 mL de solugdo nutritiva de Hoagland, acrescida de 750 mM L™ de
NaCl, correspondendo a ~ 47 dS m* de condutividade elétrica. Passados o tempo de promogao
do estresse (i.e., 50 horas), o substrato foi exaustivamente lavado com agua destilada para
retirada de todo o sal da solucdo do solo. A completa retirada do sal foi confirmada com a
condutividade elétrica do lixiviado, o qual deveria ser inferior a 3 dS m™. Apds essa lavagem,
as plantas voltaram a receber solucdo nutritiva de Hoagland a 100% por mais 35 dias (914
horas), quando observou-se que a fotossintese das plantas estressadas atingiu as mesmas taxas

fotossintéticas das plantas controle (Corte-Real, N.; manuscrito em preparacao).

Tabela 1. Identificacdo e origem dos genotipos de Jatropha curcas L. selecionados para o projeto.

Genotipos Procedéncia Localizacdo geografica
CNPAE183 Jaiba/MG 15°10'3" S, 43°53'18,4" W / 478 m
JCAL171 Rio Largo/AL 09°28'42" S, 35°51'21" W /134 m

CNPAE 218  S&o Miguel do Araguaia/GO 13°55'57" S, 50°09'17" W /350 m

Determinacéo da &rea foliar e &rea foliar especifica
Para a mensuracao da area foliar (AF), foram coletadas 20 folhas saudaveis e totalmente

expandidas de quatro plantas cultivadas sem adicdo salina. As folhas foram digitalizadas usando
um scanner (mod. HP Scanjet G2410 com resolucao de 1.200 dpi) e medida com o auxilio do
software Image-Pro Plus (ver 4.5.0.29, Media Cybernetics, Silver Spring USA). A partir destas
folhas, foram coletados 40 discos (~1,5 cm?), de pontos aleatorios do limbo, a fim de determinar
a area foliar especifica (AFE), que foi calculada pela razdo entre a area foliar e a massa seca
foliar (Mendes et al. 2017).

Anélises anatdbmicas e ultraestuturais da lamina foliar
Para as avaliagfes anatémicas, fragmentos foliares provenientes da regido mediana do

limbo de folhas saudaveis e totalmente expandidas, retiradas do ter¢co médio da planta, foram
coletados em trés diferentes tempos: (i) antes do estresse (0 hora), (ii) no momento de maximo
estresse (50 horas), e (iii) na recuperagdo (914 horas). Amostras de 0,5 cm? da lamina foliar
foram fixadas em FAA50 (Johansen 1940) desidratadas em série etilica crescente e incluidas
em resina pléastica (Leica historesin embedding kit, Leica Microsystems, Germany). Apds a
incluséo, os materiais foram seccionados transversalmente (7 um) em micrétomo rotativo de
avango automatico (Microtome, mod. RM 2255, Leica Microsystems Inc., Deerfield, IL,
Germany), coradas com azul de toluidina e montadas em resina sintética (Permount™
Mounting Medium, Fisher Chemicals, New Jersey, USA). Para as avaliacdes

micromorfométricas, as ldaminas foram fotografadas em microscopio (mod. DM750, Leica
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Microsystems Germany), acoplado a uma camera em alta definicdo (mod. ICC50 HD Leica
Microsystems, Germany). A partir destas imagens e com o auxilio do software Image-Pro Plus
(ver 4.5.0.29, Media Cybernetics, Silver Spring USA) foram mensuradas a espessura da
epiderme adaxial (EAD) e abaxial (EAB), espessura da parede periclinal externa de ambas as
superficies e dos parénquimas palicadicos e lacunosos, espessura total do mesofilo e do limbo,
além do perimetro dos espacos de ar no mesofilo.

Para contagem estomaética e estudo da estrutura estomatica utilizou-se a microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para tanto, fragmentos de 0,5 cm foram fixados em tampé&o
Karnovsky (Karnovsky 1965) até 0 momento do inicio do processamento, posteriormente, as
amostras foram lavadas triplamente com tampé&o Cacodilato (Sodium cacodylate trihydrate,
part number C0250, Sigma Aldrich, St Louis, USA), desidratado em seérie etilica crescente,
levado a secagem até ponto critico (Bal-Tec CPD 030 critical point dryer, Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein, Germany), coberto com uma fina lamina de ouro em metalizador (Metalizer,
mod. Denton Desk Il Sputter Coater, Torontech Group International, Markham, ON, Canada)
e fotomicrografados em Microscopio Eletrdnico de Varredura (Scanning Electron Microscope,
mod. JSM-5600LV, Jeol, Peabody, MA, USA).

Para a mensuracdo da densidade estomatica e dos indices estomatico e das células
ordinarias, utilizou-se as equacGes de Salisbury (1928) com alteracfes propostas por Pompelli
et al. (2010). A medicdo do comprimento, largura e area do estdmato foi realizada conforme
descrito por Pompelli et al. (2010), enquanto que a abertura do poro estomatico foi realizada

por medicdo direta nas imagens.

Delineamento experimental e anélise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo quatro

repeticdes e trés acessos. Os resultados obtidos foram submetidos a analise bifatorial para os
dados, seguido de um teste de Student-Newman-Keuls para verificar a existéncia de diferencas
significativas (a = 5%). As analises foram realizadas usando a linguagem de programacdo R

(http://www.r-project.org/).
RESULTADOS

Caracterizacdo morfoanatdémica dos genotipos de Jatropha curcas
Os trés gendtipos avaliados, apresentaram folhas pecioladas e alternas, com limbos

simples e em forma de palma, contendo de 5 a 7 I6bulos (Figura 1). Os gendtipos JCAL171
(168,5 + 8,4 cm?) e CNPAE218 (150,0 + 5,6 cm?) ndo apresentaram diferencas quanto a area

foliar, contudo CNPAE183 (246,5 + 6,2 cm?) apresentou uma folha 32% maior que a dos outros
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genotipos (Figura 1), contudo, a area foliar especifica (AFE) ndo apresentou diferencas
significativas entre 0s gendtipos e nem em resposta ao estresse salino.

O desenvolvimento das plantas nos diferentes genotipos apresentou um perfil semelhante
em todas as plantas controle, entretanto, o desenvolvimento das plantas cultivadas na presenca
de NaCl foi sensivelmente diminuido e dentre estes, o genétipo CNPAE218 foi 0 mais afetado
pela condicdo salina. Tais constatacGes se tornaram mais evidentes apos a retirada da condicéo
estressante, quando houve uma intensa abscisdo foliar nas plantas cultivadas sob salinidade.
Nestes termos, 0 gendtipo CNPAE183 foi 0 mais veloz na recuperacdo da sua condi¢cdo com a
rebrota de folhas. No Tempo 914 horas, verificou-se uma forte reducdo na altura das plantas
submetidas a salinidade (Figura 1), apresentando uma altura final menor do que plantas da
mesma idade que ndo passaram pelo tratamento de choque salino.

AF =246,5 + 6,2 cm’ AF = 168,5 £ 8,4 cmzv AF =150,0 + 5,6 cm’
AFE = 309,6 + 7,1 cm’g’ AFE= 303,2+ 11,9 cm’g’ AFE = 303,9+72cm’g’

Figura 1. A-F: Plantas de trés gend6tipos de Jatropha curcas (CNPAE183 (A e B), JCAL171 (C e D) e CNPAE218
(E e F)), com a mesma idade e sob condic¢des controle (A, C e E) e na recuperacdo, apds exposi¢do ao choque
salino em curto prazo (B, D e F). G-I: Padrao foliar de trés genétipos, CNPAE183 (G), JCAL171 (H) e CNPAE218
(1), de Jatropha curcas, com a mesma idade e em condi¢fes controle. AF (&rea foliar) e AFE (area foliar

especifica). Barra superior = 10 cm e barra inferior =5 cm.

29



184
185

186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213

Efeito do NaCl sobre a anatomia foliar
A folha de pinhdo-manso possui epiderme uniestratificada, células de paredes retas, com

contornos arredondados e tamanhos irregulares, sendo que a superficie adaxial (ADA) possui
uma epiderme cerca de 35% mais espessa que a superficie abaxial (ABA) (Figura 2 e Tabela
2). Com relacéo a espessura da epiderme, observou-se que os gendtipos CNPAE183 e JCAL171
ndo apresentaram variacdes na espessura da epiderme em nenhuma das faces (Tabela 2),
enquanto que o gendtipo CNPAE218, embora nédo tenha apresentado uma significativa variacéo
na espessura da epiderme em funcéo do choque salino, no periodo de recuperacéo, houve uma
diminuicdo da espessura epidérmica de 14% em ADA e 17% em ABA.

O mesofilo € dorsiventral (Figura 2), com uma camada de parénquima palicadico (PP),
com células alongadas e compactadas, voltada para ADA e uma camada de parénquima
lacunoso (PL), voltada para ABA, constituida por uma sobreposicdo de 7 a 10 camadas de
células de tamanhos irregulares e pouco compactadas, resultando em espacos intercelulares
com a presenca de drusas (Figura 2). O estresse salino provocou uma tendéncia de aumento na
espessura do mesofilo de todos os gendétipos avaliados (Tabela 2). No maximo estresse, as
folhas apresentaram PP e PL maiores quando comparadas ao momento anterior a exposicao
salina. O gen6tipo CNPAE183 apresentou um aumento de 7,5% em PP e 13% em PL, o
gendtipo JCALL171 apresentou um aumento de 12% em PP e 18.5% em PL enquanto que o
genétipo CNPAE218 apresentou um aumento de 6% em PP e 20,5% em PL. Quando a
avaliacdo se da nas folhas recuperadas em comparacdo as folhas coletadas no maximo estresse,
verificou-se efeitos distintos entre os genotipos, sendo que CNPAE183 apresentou uma reducéo
de 7,5% em PP e de 21% em PL, JCAL171 apresentou um aumento de 5,5% em PP e de 9,5%
em PL, enquanto que o CNPAE218 ndo apresentou diferenca significativa entre as médias nos
diferentes momentos (Tabela 2).

Os espagos de ar no mesofilo também sofreram variagbes em resposta a salinidade
(Tabela 2), com o gendtipo CNPAE183 apresentando uma reducgéo de 19% do Tempo 0 hora
para o Tempo 50 horas, enquanto que 0s outros genotipos, neste mesmo periodo, apresentaram
um aumento de 49% em JCAL171 e de 20% em CNPAE218. Apos retirada da condigéo salina,
0s gendtipos apresentaram valores semelhantes aos observado no periodo anterior ao estresse
(Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito do estresse salino em curto prazo na espessura da I&mina foliar (da epiderme, do paréngquima
palicadico, do parénquima lacunoso e da area dos espagos de ar no mesofilo) de folhas de Jatropha curcas em trés

tempos: antes do estresse, no maximo estresse e na recuperacao.

Espessura da epiderme (nm) Espessura do mesofilo (um) Espaco de ar
Tempo de estresse Adaxial Abaxial Paré_ngu_ima Parénquima Total
palicadico lacunoso
Antes do estresse
CNPAE183 338+13Aa 225+09Aa 61,0+1,0Ab 93,9+ 3,2 Ab 225+1,1Aa
JCAL171 335+10Aa 228+06Aa 59,7+12Ac 85,0+ 1,5Ab 15,8+ 0,8 Bb
CNPAE218 342+12Aa 209+09Aa 61,1+11Ab 92,8+2,9Ab 209+12Ab
Maximo estresse
CNPAE183 352+09Aa 219+10Aa 656+16Aa 1061+32Aa 183+1,0Bb
JCAL171 314+09Ba 210+08Aa 669+13Ab 1008+42Ab 235%1,7 Aa
CNPAE218 360+12Aa 229+06Aa 648+08Aa 1120+60Aa 250%+12Aa
Recuperacéo
CNPAE183 325+05Aa 210+0,7Aa 608+1,1Cb 87,7+25Bb 22,7+13 Aa
JCAL171 314+11Aa 208+0,7Aa 708+14Aa 1103+44Aa 174+13Bb
CNPAE218 30,7+£09Ab 17,3%+0,7Bb 653+16Ba 1080+38Aa 212+10Ab

Diferentes letras maiUsculas representam diferencas significativas entre os gen6tipos no mesmo tempo. Diferentes letras minusculas dentro da
coluna mostram diferengas significativas do mesmo genétipo nos diferentes tempos. Os valores mostrados na tabela sdo as médias de cada

varidvel seguido dos seus respectivos erros padrao (n = 4).

Caracteristicas estomaticas dos genotipos
A folha de pinhdo-manso é anfiestomatica com estdbmatos predominantemente

paraciticos, distribuidos pela epiderme (Figuras 2, 4 e 5). Independente do gendtipo avaliado, a
superficie adaxial possui uma densidade estomatica significativamente inferior do que a
observada na superficie abaxial (Figura 4 e 5). Ademais, os estdmatos registrados na superficie
abaxial se encontram numa distribuicdo uniforme ao longo da superficie, enquanto que na face
adaxial eles estdo concentrados nas regides proximas as nervuras.

A densidade de células ordinarias (DCO) na face adaxial do genétipo CNPAE183 néo
sofreu variacdo significativa com relacdo ao estresse salino, contudo, os genétipos JCAL171 e
CNPAE?218 sofreram uma reducdo na DCO, respectivamente, de 21% e de 18%, sendo que na
recuperacdo, os valores voltaram as medias encontradas no periodo anterior ao estresse. Na face
abaxial, a DCO de CNPAE183 sofreu um aumento de cerca de 17% do periodo anterior ao
estresse para 0 momento de maximo estresse, sendo que esta média permaneceu na recuperagao.
Os outros dois genotipos apresentaram comportamento semelhante ao observado na face
adaxial, reduzindo a DCO em cerca de 14% para JCAL171 e 8% para CNPAE218. em resposta
ao choque salino, sendo que na recuperagdo os valores voltaram as médias encontradas no
periodo anterior ao estresse, 846,2 + 30,5 mm? e 788,1 + 7,0 mm?, respectivamente para
JCAL171 e CNPAE218.

A densidade estomatica da superficie adaxial verificada no genotipo CNPAE183

aumentou 56,3% no maximo estresse, elevacdo esta que também foi verificada nas plantas
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recuperadas (5,6%). Nos demais gendétipos ndo se verificou variagao significativa com relacdo
ao estresse salino. A densidade estomatica na superficie abaxial do gen6tipo CNPAE183 seguiu
0 mesmo comportamento daquele descrito para a superficie adaxial, exceto que na recuperacao
a densidade estomatica foi levemente menor do que no maximo estresse, embora maior do
apresentado antes da aplicacdo do NaCl. O gendtipo JCAL171 apresentou uma forte reducao
(20,2%) na densidade estoméatica no mé&ximo estresse, valores estes que prontamente se
elevaram (28,9%) na recuperacao. O gendtipo CNPAE218 ndo mostrou variacdo significativa
na densidade estomatica, apresentando uma média de 150,0 + 5,4 estomatos mm-2.

O indice estomatico da face adaxial apresentou uma varia¢do dependente do genotipo,
uma vez que ndo se verificou alteracdo significativa nos genétipos JCAL171 e CNPAE218,
enquanto que CNPAE183 apresentou uma elevacdo de 45,5% no maximo estresse em
comparacdo com o avaliado antes do estresse, sendo que essa tendéncia de elevacao
permaneceu na recuperacao, aumentando 14,1% em relacdo ao maximo estresse. Na face
abaxial, o indice estomético ndo variou em fungdo do tempo de estresse, com o gendtipo

CNPAE183 apresentando os maiores valores, quando comparado com 0s demais genotipos.
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Figura 3. Densidade de células ordinarias (A, D), densidade estomatica (B, E) e indice estomético (C, F), conforme
medido na superficie adaxial (A, B, C) e abaxial (D, E, F) da epiderme de folhas jovens de trés genétipos de
Jatropha curcas (CNPAE183, JCAL171 e CNPAE218), em trés tempos: antes do estresse, N0 maximo estresse e
na recuperacdo. Diferentes letras maiusculas representam diferencas significativas entre os genétipos no mesmo
tempo. Diferentes letras mindsculas mostram diferengas significativas do mesmo gen6tipo nos diferentes tempos.

Os valores sdo as médias de cada varidvel com seus respectivos erros padrdo (n = 4).

Com relagdo ao perimetro dos estdbmatos da face adaxial, ndo foram encontradas
diferencas entre 0s genotipos, nem em resposta ao sal (Tabela 3). Entretanto, na face abaxial, 0
genodtipo CNPAE183 apresentou células estomaticas 15% menores do que JCAL171 e
CNPAE218 (Figura 4, Tabela 3). A area do poro estomatico na face adaxial sofreu uma
consideravel reducdo na sua abertura com o estresse salino, tendo CNPAE183 reduzido 72%,
enquanto JCAL171 reduziu 67% e o gendtipo CNPAE218 reduziu 54%. Na face abaxial, ndo
houve diferencas significativas entres 0s genotipos e nem entre os tempos de estresse (Figura
5, Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito do estresse salino em curto prazo na area e abertura estomatica de folhas de trés gendtipos Jatropha

curcas em trés tempos: antes do estresse, no maximo estresse e na recuperacéo.

Estémato
Tempo de estresse Perimetro (nm?) Abertura (um?)
Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
Antes do estresse
CNPAE183 517,3+ 12,4 Aa  453,2+ 13,7 Ba 12,0+ 1,5 Aa 32,1+2,3Aa
JCAL171 506,3+12,6 Aa 531,1+10,9 Aa 39+10Ba 36,3+ 3,3 Aa
CNPAE218 4982+ 12,4 Aa 539,6+ 193 Aa 9,1+29Aa 39,9+ 3,7 Aa
Maximo estresse
CNPAE183 501,1+9,2 Aa 469,4+7,1Ba 3,4+0,9Ab 32,5+3,2 Aa
JCAL171 513,1+10,6 Aa 577,3+15,8 Aa 1,3+0,4Bb 375+2,6 Aa
CNPAE218 533,3+14,0 Aa 553,7+13,8 Aa 42+1,7Ab 37,2+ 2,9 Aa
Recuperacéo
CNPAE183 511,4+135Aa 477,7+9,9Ba 11,9+ 2,6 Aa 34,3+ 2,4 Aa
JCAL171 5095+ 11,3 Aa 558,9+ 16,0 Aa 3,3+1,3Ba 34,6 + 3,8 Aa
CNPAE218 510,2+ 18,4 Aa  521,4 +10,0Aa 70+2,4 Aa 34,2+ 2,3 Aa

Diferentes letras maiUsculas representam diferencas significativas entre os gen6tipos no mesmo tempo. Diferentes letras minusculas dentro da

coluna mostram diferengas significativas do mesmo genétipo nos diferentes tempos. Os valores mostrados na tabela sdo as médias de cada

varivel seguido dos seus respectivos erros padrao. n = 4.
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ABA
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Recuperagdo
ABA

ADA

Figura 4. Estématos dos trés genotipos de Jatropha curcas, (CNPAE183 (A-F); JCAL171 (G-L) e CNPAE218
(M-R)), observados em trés tempos (Antes do estresse (A, B, G, H, M e N); no M&ximo estresse (750mM de NaCl)
(C,D, I,J,0eP)enaRecuperacdo (E, F, K, L, Q e R)). (Microscopia Eletronica de Varredura - MEV) (Barra =
10 pm).
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CNPAE183 JCAL171 CNPAE218

Maximo estresse Antes do estresse

Recuperagio

Figura 5. Epiderme foliar dos trés genotipos de Jatropha curcas (CNPAE183 (A-F); JCAL171 (G-L) e CNPAE218
(M-R)), observados em trés tempos (Antes do estresse (A, B, G, H, M e N); no Maximo estresse (750mM de NaCl)
(C,D, I,J,0eP)enaRecuperacdo (E, F, K, L, Q e R)). (Microscopia Eletrénica de Varredura- MEV). Barra =
100 pm.
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DISCUSSAO

Com os resultados obtidos foi possivel verificar que as plantas de J. curcas apresentaram
uma reducdo no crescimento e desenvolvimento, mediante choque salino. Esta € uma resposta
predominante em diversas espécies expostas a salinidade, uma vez que a presenca de sal causa
a reducdo da disponibilidade hidrica, afetando o desempenho do vegetal, pois interfere no
balanco idnico das células, causando danos moleculares, lesbes permanentes e morte celular
(Zhu 2001; Yu et al. 2012; Sarabi et al. 2017), sendo a absciséo foliar e a reducao da abertura
estomatica, estratégias da planta para diminuir a perda de 4gua (Kozlowski and Pallardy 2002;
Fini et al. 2013).

Neste trabalho, verificou-se que a condicdo salina induziu um aumento significativo na
espessura da lamina foliar dos genotipos de J. curcas, resultados que corroboram com dados
anteriormente apresentados na literatura para outras espécies (Acosta-Motos et al. 2017;
Rouphael et al. 2017; Gongalves et al. 2018). Estas modificacOes foliares, principalmente sob
restricdo na abertura estomatica, podem facilitar a difusdo do CO: até os cloroplastos (Acosta-
Motos et al. 2015). Nesse sentido, dentre os genotipos avaliados neste trabalho, destaca-se o
CNPAE183, cujo acréscimo na espessura do mesofilo foi acompanhado pela reducdo dos
espacos intercelulares, o que pode constituir uma estratégia para favorecer o controle das trocas
gasosas e da difusdo do CO; através do mesofilo (Rouphael et al. 2017). Esta variagdo,
observada num prazo relativamente curto, pode ser explicado pelo aumento da suculéncia
foliar, que esta associada ao acumulo de solutos osmoticamente ativos para manutencdo da
pressdo do turgor celular, diluindo a concentragéo de sais no mesofilo e minimizando os efeitos
toxicos da acumulacédo excessiva de ions (Maggio et al. 2000; Debez et al. 2006).

Durante todo o experimento, foi observado a manutencédo dos cristais de oxalato calcio
nas folhas de todos os gendtipos de pinhdo-manso sob choque salino. Resultado que diverge de
Melo et al. (2011), o qual descreve ndo haver a presenca de drusas no mesofilo de J. curcas
submetida a salinidade. A manutencdo das drusas nas plantas sob condicdo salina, pode ser
explicada pela curta duragdo de exposigéo ao sal ou pela presenca da solugao nutritiva acrescida
de NacCl, utilizada no presente trabalho.

Estudos recentes indicam que estes cristais de oxalato de céalcio, quando metabolizados,
podem suprir a planta com uma fonte extra de célcio e carbono (Franceschi and Nakata 2005;
Tooulakou et al. 2016), elementos fundamentais durante o estresse abidtico, sendo o calcio um
importante nutriente para o pleno desenvolvimento da planta e estabilizacdo das membranas
celulares (White and Broadley 2003; Kader and Lindberg 2010), enquanto que uma fonte extra
de carbono poderia manter a fotossintese por um determinado periodo, mesmo sob condic¢Ges
de elevado estresse salino e reducdo da abertura estomatica (Tooulakou et al. 2016). Cumpre
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ressaltar aqui que, o estresse salino levou a uma forte reducdo na abertura estomatica de todos
0s genatipos descritos neste estudo.

A capacidade da planta suportar um estresse abidtico € um complexo processo que
envolve diferentes fatores, como o estadio fenologico da planta, caracteristicas geneticas,
ambientais, concentracdo salina e o tempo de exposicao ao estresse (Miner et al. 2005; Munns
and Tester 2008). As diferengas genéticas intraespecificas possuem um importante potencial
para selecdo de mecanismos de enfrentamento dos mais diversos estimulos ambientais, como
estresse salino e o déficit hidrico (Gutschick and BassiriRad 2003; Hamrick 2004). Essas
variacOes fenotipicas podem estar relacionadas, entre outras coisas, em adaptacdes
morfoanatémicas foliares que otimizem os mecanismos de eficiéncia do uso da &gua (Zhang et
al. 1993; Comstock 2000), como varia¢cdes no tamanho e na densidade estomatica (Mitton et
al. 1998).

Mudangas no tamanho e na distribuicdo dos estobmatos de J. curcas foram observados por
(Hsie et al. 2015), que comparou folhas dessa espécie durante as estacGes seca e chuvosa.
Segundo esses autores, na estacdo seca, as folhas apresentavam uma menor area foliar e maior
densidade estomatica, quando comparada com a estacdo chuvosa. No presente estudo, 0s
diferentes gendtipos de J. curcas, avaliados quanto a ultraestrutura epidérmica, notou-se que o
genétipo CNPAE183 apresentou células estométicas menores, além de maior indice
estomatico, quando comparado com os gendtipos JCAL171 e CNPAE218. Estdmatos menores
apresentam caracteristicas dinamicas mais rapidas (Drake et al. 2013), indicando um maior
controle da abertura do ostiolo, fato que promove uma abertura/fechamento estoméatico mesmo
com pequenas variagfes nas condigdes fisioldgicas. Sendo assim, células estomaticas mais
responsivas contribuem para uma otimizacdo no mecanismo de eficiéncia do uso da agua e,
guando associado a uma maior densidade estomética, podem promover um aumento na
capacidade fotossintética e redugdo dos efeitos do estresse salino.

Desta forma, as caracteristicas ultraestruturais epidérmicas trazem importantes
informagdes a respeito dos diferentes mecanismos de tolerancia ao estresse, tornando-se uma
ferramenta na selecdo de gendtipos elites com adaptacfes morfofisiolégicas ao estresse
(Quarrie and Jones 1979; Farquhar and Richards 1984; Gilbert et al. 2011; Drake et al. 2013).
Diante do exposto, o genotipo CNPAE183 apresenta indicios morfologicos e ultraestruturais
que pode ser considerado como um genotipo promissor devido, principalmente, maior area
foliar e controle do mecanismo estomatico. Dessa maneira, € possivel indicar esse genétipo
como promissor para futuros estudos de melhoramento genético, na busca de genétipos elite

tolerantes a salinidade.
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