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RESUMO

SOMBREAMENTO E APLICA(;AO DE NITROGENIO EM PLANTAS JOVENS DE
Jatropha curcas L.

Autora: SIMONE SILVA HIRAKI

Orientador: Prof. Dr. Enes Furlani Junior

O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) é uma planta conhecida e cultivada na América
desde tempos remotos, porém, somente nas ultimas trés décadas passou a ser estudado
agronomicamente. E considerada uma espécie promissora no processo de producdo de
biocombustiveis devido ao seu elevado teor de 6leo nas sementes. Por tratar-se de uma planta
ainda em fase de domesticacdo, os estudos acerca de seu crescimento e fisiologia ainda sdo
escassos, porém necessarios para a expansdo da cultura em todo o pais, por isso, 0 objetivo
desta pesquisa foi analisar o crescimento e o metabolismo do nitrogénio de plantas jovens de
J. curcas cultivadas sob quatro condi¢es de sombreamento (0, 30, 50 e 70 % de cobertura) e
quatro concentracdes de nitrato (0, 15, 30 e 45 mM). Durante 120 dias as plantas foram
tratadas e avaliadas biometricamente quanto a altura, diametro, namero de folhas, area foliar e
massas fresca e seca. Fisiologicamente analisou-se a atividade das enzimas redutase do nitrato
e glutamina sintetase, proteina total sollvel, analise quantitativa de nitrato e amonia. Os
resultados obtidos sugerem que com relacdo ao crescimento inicial J. curcas é responsiva ao
sombreamento, como caracteristicas ecofisiologicas que se refletem em adaptacGes
morfologicas de expansdo da area foliar, alongamento do peciolo e maior crescimento em
altura buscando ambientes com maior luminosidade, sendo que ambientes com sombreamento
de 30% sdo eficazes no controle da temperatura foliar e retencdo de agua no substrato
permitindo o melhor desenvolvimento das plantas, entretanto, niveis acima de 50% de
sombreamento sdo prejudiciais ao crescimento inicial da espécie por provocarem intenso
estiolamento e reducdo no numero médio de folhas. A realizacdo da adubacdo nitrogenada é
de suma importancia no desenvolvimento inicial das plantas, sendo os primeiros sintomas
visuais de deficiéncia apresentados logo no primeiro més ap6s a germinacdo. Concentracoes
de nitrato superiores a 30 mM sdo prejudiciais por causarem reducdo em todos os parametros
de crescimento analisados. Os tecidos foliares apresentaram as maiores médias de atividades
das enzimas Redutase do nitrato e da Glutamina sintetase. A auséncia de sombreamento

proporcionou a maior atividade das duas enzimas analisadas demonstrando que em J. curcas a



maior luminosidade incidente beneficia o metabolismo e a assimilacdo do nitrogénio em
compostos organicos tais como proteinas as quais também apresentaram teores mais elevados
no mesmo tratamento. Concentragdes acima de 30 mM podem acarretar em prejuizos para as
plantas, pois além de prejudicar aspectos morfologicos de crescimento, reduz a atividade das
enzimas redutase do nitrato e glutamina sintetase em folhas e raizes. Os teores de proteina
total solivel em folhas e raizes aumentaram linearmente com o aumento das concentragdes

aplicadas.

Palavras chave: Pinhdo-manso. Concentracdo de nitrato. Luminosidade. Alocacdo de

fotoassimilados. Metabolismo do nitrogénio.



ABSTRACT

SHADE AND NITROGEN APPLICATION IN YOUNG PLANTS OF Jatropha curcas
L.

Author: Simone Silva Hiraki

Adviser: Prof. Dr. Enes Furlani Junior

The jatropha (Jatropha curcas L.) is a plant known in America and cultivated since
ancient times, but only in the last three decades began to be studied agronomy. It is
considered a promising species for the biofuels production because its high oil content in
seeds. It's a plant still under domestication because it, studies on their growth and physiology
are still scarce, but necessary to the expansion of culture throughout the country, so the
objective of this research was to analyze the growth and nitrogen metabolism in young plants
of J. curcas grown under four conditions of shading (0, 30, 50 and 70% coverage) and four
nitrate concentrations (0, 15, 30 and 45 mM). For 120 days the plants were treated and
biometrically evaluated as to height, diameter, number of leaves, leaf surface area and fresh
and dry mass. Physiologically, we analyzed the enzymes activity of the nitrate reductase and
glutamine synthetase, total soluble protein, quantitative analysis of nitrate and ammonia. The
results suggest that with respect to the initial growth J. curcas is responsive to the shading,
with physiologic characteristics that reflected in morphological adaptations of leaf area
expansion, petiole elongation and greater height growth looking environments with higher
brightness, and shading environments with 30% are effective in leaf temperature control and
water retention in the substrate allowing for better development of plants, however, levels
above 50% shading is detrimental to early growth of the species to cause intense etiolation
and reduction in the number of leaves. The nitrogen fertilizer is a paramount importance in
the early development of plants, the start deficiency visual symptoms appear in the first month
after germination. Nitrate concentrations exceeding 30 mM are harmful because they cause a
reduction in all growth parameters analyzed. The leaf tissue had the highest average enzyme
activities of nitrate reductase and glutamine synthetase. The absence of shading provided the
highest activity of two enzymes analyzed demonstrating that in J. curcas most incident light
benefits the metabolism and nitrogen assimilation in organic compounds such as proteins

which also showed higher levels in the same treatment. Concentrations above 30 mM can



result in damage to plants, as well as morphological damage growth, reduces the activity of
the enzymes nitrate reductase and glutamine synthetase in leaves and roots. The levels of total

soluble protein in leaves and roots increased linearly with increasing concentrations applied.

Keywords: Jatropha. Nitrate concentration. Luminosity. Photoassimilates allocation.

Nitrogen metabolism.
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1. INTRODUCAO GERAL

Nos dois choques do petroleo, em 1973 e 1979, o Brasil sofreu o impacto da elevagao
dos precos, principalmente porque havia uma forte dependéncia, materializada na importacao
de 80% do oleo bruto entdo consumido no Pais. A partir do novo patamar de pregos e das
necessidades de crescimento econdmico e desenvolvimento industrial, o Pais adotou duas
grandes estratégias para contornar a crise: investimentos para aumento da producdo doméstica
de petroleo e a implementacdo do Proalcool, o maior e mais bem-sucedido programa de
substituicdo de combustiveis derivados de petréleo do mundo.

Foi entdo, a partir da década de 90, que novos testes, implantagdo de plantas
industriais e producdo em escala comercial dos biocombustiveis comecaram a ser
impulsionadas, visando principalmente o0 meio ambiente e a procura de um novo combustivel
competitivo com o petréleo. Hoje, a matriz energética brasileira é a que conta com a maior
participacdo de fontes de energias renovaveis, um verdadeiro exemplo de sustentabilidade.

Com o advento do Programa Brasileiro de Biodiesel e o surgimento de grande
demanda por 6leos vegetais, culturas como soja, milho, mamona, girassol, amendoim,
algoddo, palma, dendé e pinhdo-manso, ganharam destaque no cenario nacional e tém sido
divulgadas como alternativas para fornecimento de matéria-prima no setor de
biocombustiveis, além da ja comumente utilizada cana-de-agUcar, fonte de etanol.

Das culturas citadas, o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) destaca-se das demais por
ser uma planta nativa com elevado teor de 6leo em suas sementes e que ndo compete por areas
de producdo alimenticias como outras culturas. Além disso, € uma planta que apresenta
resisténcia a seca e a salinidade e tem sido amplamente divulgada como uma cultura
promissora para a producdo de biocombustiveis especialmente em areas do semiarido
brasileiro. Embora seja uma planta conhecida e cultivada na América desde tempos remotos, e
disseminada por todas as areas tropicais, ainda se encontra em processo de domesticacdo e
somente nas ultimas trés décadas passou a ser estudada agronomicamente. Assim seu plantio
em éareas extensas causa ainda grande apreensdo aos pesquisadores e produtores, pois 0
conhecimento técnico acerca desta espécie é ainda insipiente.

Paralelamente as pesquisas de técnicas agricolas, é necessario o desenvolvimento
pesquisas basicas sobre o conhecimento do metabolismo, o qual da a base tedrica solida para
0 manejo adequado das culturas e desenvolvimento de novas tecnologias adequadas as nossas

condicBes. Caso contrario, ndo saberemos o que fazer com conhecimentos tdo especificos
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como, por exemplo, a sequéncia e localizacdo dos genes num determinado cromossomo, ou
como aprimorar programas de manejo e adubacdo, pois nem mesmo teremos compreendido
claramente o comportamento do metabolismo primario, que é o0 que governa o
desenvolvimento e producdo da planta.

O nitrogénio (N) é um dos fatores mais limitantes para o crescimento das plantas, e
seu metabolismo é o segundo maior processo metabdlico vegetal, superado apenas pela
fotossintese. O metabolismo deste nutriente envolve complexos sistemas de absorgéo,
assimilacdo e mobilizacdo nem sempre sdo compreendidos em todas as espécies. Trata-se do
nutriente mais dispendioso e altamente exigido em diversas culturas, sendo apontado como o
nutriente exigido em maior quantidade no desenvolvimento inicial de J. curcas (LAVIOLA,
DIAS, 2008).

Dentre as enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio destacam-se a redutase
do nitato (RN) e a glutamina sintetase (GS). A primeira (RN) € a principal enzima
responsavel pela reducdo de N pelas plantas assumindo, portanto, papel de extrema
importancia no metabolismo vegetal. A estimativa de sua atividade tem sido utilizada com
sucesso como parametro indicativo da resposta fisiologica de plantas submetidas a condicdes
adversas (MEGURO; MAGALHAES, 1983). A GS é a enzima responsavel pela catalisacio o
amonio, componente toxico a célula, que é liberado durante a reducdo do nitrato efetuada pela
enzima RN, fixando o N em aminoécidos. Fatores como a quantidade de nitrato disponivel, a
luz e os carboidratos interferem diretamente no metabolismo do nitrogénio, tanto em niveis de
transcricdo como de traducéo (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Diversos autores descreveram mudangcas no metabolismo do nitrogénio,
principalmente em plantas de café (Coffea arabica L.) tratadas com diferentes niveis de
sombreamento e doses de N (CARELLI; FAHL, 2006; ANDRADE NETTO, 2005;
CARELLI et al., 1990). Entretanto, para a espécie J. curcas ainda ha poucos estudos sobre 0s
efeitos destes fatores sobre seu crescimento e metabolismo.

Tendo em vista os argumentos mencionados sobre a importancia do estudo do
metabolismo do nitrogénio e levando-se em consideracdo os poucos estudos publicados sobre
J. curcas, o presente trabalho teve como finalidade estudar os efeitos de diferentes niveis de
sombreamento e a aplicacdo de concentracdes de nitrato em plantas jovens de J. curcas,
obtendo informacdes basicas sobre o crescimento inicial e atividade de algumas enzimas do
metabolismo do nitrogénio em plantas submetidas a esses tratamentos.

Para facilitar a compreensdo dos Varios itens estudados durante essa pesquisa, O

trabalho foi subdividido em dois capitulos, a saber:
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e Capitulo 1: Alocacdo de fotoassimilados em plantas jovens Jatropha curcas L. sob
niveis de sombreamento e concentracdes de nitrato.
e Capitulo 2: Atividade das enzimas redutase do nitrato e glutamina sintetase em plantas

jovens de Jatropha curcas L. sob niveis sombreamento e concentracdes de nitrato.

2. OBJETIVOS

e Analisar o crescimento inicial de J. curcas cultivada sob niveis de sombreamento e
concentragdes de nitrato.

e Avaliar as atividades das enzimas redutase do nitrato e glutamina sintetase nos tecidos
foliar e radicular de J. curcas correlacionando-as com a intensidade luminosa e
quantidade de nitrogénio aplicada.

e Fornecer informacBes bésicas sobre aspectos relacionados ao metabolismo e
crescimento de plantas jovens de J. curcas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas gerais da espécie Jatropha curcas L.

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 317 géneros e 8000 espécies, distribuindo-se
principalmente nos trépicos e subtropicos (CRONQUIST, 1981). Entre essas espécies, esta
Jatropha curcas L. que trata-se de um arbusto grande, de crescimento rapido, cuja altura varia
frequentemente de dois a trés metros, podendo alcancar até cinco metros. As folhas sdo
deciduas, alternadas e subopostas, filotaxia em espiral, cada folha dista 105° da proxima, 0s
peciolos sdo longos e esverdeados, dos quais partem as nervuras divergentes, e no final da
época seca ou durante a estacdo fria, as folhas caem, em parte ou totalmente (SATURNINO et
al., 2005). O diametro do tronco é de aproximadamente 20 cm, possui poucas ramificacoes,
caule liso, de lenho mole e medula desenvolvida, mas pouco resistente; floema com longos
canais que se estendem até as raizes, nos quais circula o latex (ARRUDA et al., 2004). As
flores da espécie sdo pequenas, amarelo-esverdeadas e o fruto é uma capsula com trés
sementes escuras e lisas (MARTINS et al., 2008). A semente do pinhdo-manso pesa de 0,48 a
0,72 g e fornece de 50 a 52% de 0leo extraido com solventes e 32 a 35% em caso de extracao
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por trituracdo e aquecimento da améndoa (BRASIL, 1985). O género Jatropha apresenta
polinizacdo entomdfila, o que aumenta a probabilidade de ocorréncia de variabilidade
genética dentro das espécies (SATURNINO et al., 2005).

Peixoto (1973) julga que o pinhdo-manso seja oriundo da América do Sul, Brasil e
ainda das Antilhas, e que foi introduzida em 1783, nas Ilhas do Arquipélago de Cabo Verde,
alcancando depois a Africa e a India, e posteriormente disseminada por todas as regides
tropicais, em menor proporcéo, nas regides frias. Ja Heller (1996) alega que o pinh&o-manso
originou-se no México e América Central, mas que é cultivado em muitos outros paises latino
americanos, africanos e asiaticos como cerca viva e que foi um importante produto de
exportacdo nas Ilhas de Cabo Verde durante a primeira metade do século passado. Porem,
esse mesmo autor relata que as informacGes sobre o pais de sua origem ainda ndo séo
totalmente claras, visto que varios trabalhos relatam origens diferentes da espécie, e que
apesar de diversos cientistas terem tentado definir a origem de J. curcas, a sua fonte continua
bastante controversa. O fato € que o pinhdo-manso é encontrado em quase todas as regides
intertropicais, estendendo sua ocorréncia & América Central, india, Filipinas e Timor, até
mesmo as zonas temperadas. A espécie ocorre praticamente em todas as regides do Brasil,
sempre de forma dispersa e adaptando-se as mais diversas condi¢Oes edafoclimaticas,
propagando-se, sobretudo, nos estados do Nordeste, assim como em Goias e Minas Gerais e,
de modo geral, crescendo nos terrenos abandonados e ndo cultivados, ndo subsistindo, porém,
nos locais de densa vegetacdo, com a qual dificilmente consegue competir (EMPRESA DE
PESQUISA AGROPECUARIA DE MINAS GERAIS- EPAMIG, 2005).

3.2 Importancia econémica

J. curcas € uma planta com muitos atributos, multiplos usos e consideravel potencial,
relata-se 0 uso para prevencao e controle de eroséo do solo, recuperacdo do solo e como cerca
viva (JONGSCHAAP et al., 2007). Tong et al. (2006) acrescentam que a espécie, também €
utilizada para produzir sabdo, cosméticos, pesticidas e medicamentos anticancerigenos. Ha
diversos relatos do uso do 6leo e sementes de pinhdo-manso em lamparinas e candeeiros, por
ser inodoro e ao ser queimado ndo produzir fumaca (SATURNINO et al., 2005). Porém, o
principal aspecto positivo se refere a producdo de dleo para producdo de biocombustivel com
a vantagem de armazenamento das sementes por longos periodos de tempo, sem 0s
inconvenientes da deterioracdo do 6leo por aumento da acidez livre, como acontece com 0s
frutos de dendé, por exemplo (SLUSZZ; MACHADO, 2006). J. curcas apresenta uma grande
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vantagem em relacdo a outras culturas pois ela se adapta a variadas condicGes externas, como
por exemplo, solos contaminados por metais pesados e de alta salinidade, além de ser
tolerante a seca (KUMAR et al., 2008).

O pinhdo-manso leva de trés a quatro anos para atingir a idade produtiva, que se
estende por 40 anos, e produz, no minimo, duas toneladas de 6leo por hectare, o que se reflete
de forma positiva para o cultivo da espécie (CUNHA, 2009). E utilizado industrialmente no
arquipélago de Cabo verde, em Angola, Guiné, Mogcambique, Antilhas Britanicas, Filipinas,
México, Porto Rico, Venezuela e El Salvador, sempre em consorcio com outras culturas
(PEIXOTO, 1973). Atualmente, a India vem se destacando na cultura do pinh&o-manso.
Segundo Saturnino et al. (2005), esse pais vem desenvolvendo um grande programa de
pesquisa com essa espécie, entre outras oleaginosas, visando producdo de biodiesel. No
Brasil, com o advento do Programa Brasileiro de Biodiesel e o surgimento de grande demanda
por 6leos vegetais, a espécie tem sido divulgada como uma alternativa para fornecimento de
matéria-prima. Esta escolha se baseia na expectativa de que a planta tenha baixo custo de
producdo e seja resistente ao estresse hidrico, 0 que seria uma vantagem significativa
principalmente na regifo semiarida do pais (BELTRAO et al., 2007). Além disso, por tratar-se
de uma cultura relativamente nova, ndo foi ainda desenvolvida técnicas de colheita
mecanizada, necessitando assim de mdo-de-obra bracal, beneficiando principalmente a

agricultura familiar.

3.3 Aspectos gerais do metabolismo do nitrogénio

O nitrogénio (N) é o nutriente mais dispendioso e o Unico exigido em grande
quantidade para a maioria das culturas. Ainda que presente em altos niveis nos solos, a
quantidade de N na forma mineral é geralmente baixa. No ecossistema natural ha perda
continua de N, ndo sé devido a absorcdo deste pelas plantas, mas também por lixiviacgéo,
volatilizacao e desnitrificacdo (PEOPLES et al., 1995).

No solo o N encontra-se nas formas organicas (restos culturais e matéria organica),
mineral (nitrato - NOs"e amonia - NH,") e em formas gasosas combinadas (NH3z*, N,O e NO).
Da quantidade total de N presente no solo, apenas 2% encontra-se disponivel as plantas.
(HAVLIN et al., 2005; SODEK, 2004).Nas plantas o N representa de 1 a 6% da sua matéria
seca absorvido sob diferentes formas, que incluem: absor¢do pelas folhas de pequenas
quantidades de NHs", fixacdo biologica do N, atmosférico pelas leguminosas, absorcdo de

NH," pela mineralizacdo da matéria organica e adubos nitrogenados, absor¢do de aminoécidos
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presentes na solucao do solo pelas raizes e folhas (MALAVOLTA, 2006; SODEK, 2004). As
formas preferenciais de N absorvidas pelas plantas sdo aquelas mais abundantes na solucéo do
solo, NOs e NH;" (TAIZ; ZEIGER, 2009; SODEK, 2004).

O NOj3 é a forma predominante de N no solo, pois em condi¢des de boa drenagem e
altas temperaturas o amoénio proveniente da mineralizacdo da matéria organica e/ou
solubilizacédo de alguns fertilizantes nitrogenados, € rapidamente nitrificado. Em periodos de
baixas temperaturas e umidade associada, o processo de nitrificagdo é limitado, levando a um
acumulo de nitrogénio amoniacal nos solos, sendo este usado para sintese de aminoacidos e
proteinas, quando absorvido pelas plantas (HAVLIN et al., 2005).

Independentemente das formas de N disponiveis no solo para absor¢do pelas plantas,
algumas espécies condicionadas por fatores como idade, varidaveis ambientais e genéticas,
tornam-se mais sensiveis a absorcdo e acimulo de algumas formas de N. Segundo Fernandez
(1990), em estudo realizado com duas variedades de arroz sob combinacdo de luz e
temperatura, fornecendo diferentes fontes de N para as plantas (sulfato de amonio e nitrato de
calcio), verificou-se maior acimulo de matéria fresca nas plantas que receberam fontes
nitricas de N. Para as plantas que receberam fontes amoniacais houve diminui¢do do peso de
massa fresca e acumulo de aminodcidos livres, com intensa mobilizacdo de cadeias de
carbono para evitar o efeito toxico do NH," livre, colocando-se sob a forma de amidas com
grande deslocamento de carboidratos para as raizes.

O nitrato € um poderoso competidor pela energia disponivel nas raizes, de tal forma
que, em plantas cultivadas em alto nivel de nitrato, o teor de aglcares e o crescimento do
sistema radicular sdo bem inferiores aos daqueles crescidos em baixo teor de nitrato, ou outras
formas de nitrogénio, pois o custo energético para a assimilacdo de nitrato nas raizes é quase 0
dobro daquele observado em tecidos verdes na luz. Isso ocorre porque nas raizes toda a
energia necessaria para converter nitrato em aminoacidos deriva da oxidac&o dos carboidratos
ou acidos organicos translocados da parte aérea, enquanto, nas folhas, parte desse processo
estd acoplado diretamente com as reac6es da luz que ocorrem nos cloroplastos (SCHRADER,;
THOMAS, 1981, citado por CARELLI; FAHL, 1991).

As plantas assimilam a maioria do nitrato absorvido por suas raizes em compostos
organicos nitrogenados, como segue: primeiro ocorre a reducdo do nitrato a nitrito no
citoplasma, pela enzima redutase do nitrato (RN), conforme a seguinte reacao:

NO; —» NO; »NH; »aminodcidos ——proteinas
NOs + NAD(P)H +H+ 26" ——>NO, + NAD(P) + H,0
AG = -34,2 Kcal mol™ (-143 J mol *); AE= 0,74 V
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Em que, NAD(P)H indica NADH ou NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida)
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

A assimilacdo redutiva do N é um processo dispendioso energeticamente as plantas,
razao porque ocorre, predominantemente, nas folhas, centro da sintese de energia (ATP) e
agentes redutores (fornecedores de elétrons). O processo de incorporagdo do N compete com
a fotossintese por carboidrato e energia, consumindo 12 ATPs para cada N assimilado pela
planta (EPSTAIN; BLOOM, 2006).

A forma mais comum da RN utiliza somente 0 NADH como doador de elétrons,
enquanto a outra forma da enzima encontrada, predominantemente, em tecidos né&o
clorofilados, como raizes, pode usar tanto o NADH quanto o NADPH. As duas formas de RN
das plantas superiores sdo constituidas de trés subunidades idénticas, com trés grupos
prostéticos cada: a flavina adenina dinucleotideo (FAD), o grupo heme e o complexo
molibdénio, onde s&o transferidos para nitrato (SODEK, 2004).

Entre os fatores que regulam a RN nas plantas esta o nitrato, a luz, os carboidratos, e
as proteinas que atuam na transcricdo e traducdo (TAIZ; ZEIGER, 2009; SODEK, 2004) e
também por uma modulacdo pos-traducional. A atuacdo da luz e dos carboidratos se da pela
estimulagdo da proteina fosfatase, que desfosforila varios residuos de serina da proteina RN,
promovendo a sua ativacdo (KAISER; HUBER, 2001).

O nitrito € um ion altamente reativo e potencialmente toxico. As células vegetais
transportam rapidamente o nitrito que foi originado na reducdo do nitrato do citossol para o
interior dos cloroplastos das folhas e nos plastideos das raizes. Nessas organelas, a enzima
nitrito redutase (NiR) reduz o nitrito a aménio (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Altos niveis de NH,;" sdo toxicos as plantas, pois este ion pode dissipar os gradientes
de prétons trans-membrana requerido tanto para o transporte elétrico fotossintético quanto
respiratorio e para isolamento de metabdlitos nos vacutolos (TAIZ, ZEIGER, 2009).

O amonio derivado da absorcdo pela raiz, ou produzido por assimilacdo do nitrato ou
da fotorrespiracéo, é convertido a glutamina e glutamato pelas acdes sequenciais da glutamina
sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), que estdo localizadas no citossol e nos
plastideos das raizes ou dos cloroplastos, respectivamente (TAIZ; ZEIGER, 2009). Uma vez
assimilado em glutamina ou glutamato, o N pode ser transferido para outros compostos
organicos por meio de diversas reagdes incluindo a transaminagdo. A interconversao entre
glutamina e asparagina sintase equilibra 0 metabolismo do carbono e do N (CORUZZI;
BUSH, 2001).
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3.4 Atividade da redutase do nitrato (RN)

A RN ¢ considerada enzima chave na regulacdo do metabolismo do N, j& que o nitrato
absorvido pelas raizes deve ser reduzido a NH," antes de ser incorporado em compostos
organicos nas raizes ou na parte aérea (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O fluxo catalitico da RN ou a capacidade total de redugdo do nitrato pelas plantas
depende: da disponibilidade de substrato no citoplasma (concentracdo em estado de equilibrio
do NADPH e nitrato); do nivel de RN funcional — quantidade de RN polipeptidica e da
disponibilidade de cofatores e ions metélicos, FAD, heme, Fe, Mo-MPT (molibdénio-
molibdopterina) e molibdénio; e da intensidade da atividade da RN funcional (TAIZ;
ZEIGER, 2009; SODEK, 2004).

A RN responde também a diferencas de temperatura nas diferentes épocas do ano e ao
local de aplicacdo do fertilizante nitrogenado. Nas estagfes mais quentes, e com temperatura
do ar mais elevada, as maiores atividade da RN foram registradas nas folhas, ja no frio
destaca-se a atividade nas raizes (FREITAS et al., 2007). Alguns trabalhos tém mostrado
diferencas na atividade da RN entre partes da planta, destacando, normalmente, parte aérea e
sistema radicular. Ha registros também de diferencas entre RN de bainhas e folhas de
Brachiaria sp. (FERNANDES et al., 1978).

A luz e o nitrato sdo importantes fatores na inducdo e manutencdo da atividade da
enzima RN em tecidos vegetais. A RN é uma enzima induzivel pelo substrato, e acredita-se
que a taxa de influxo de nitrato para o sitio de inducdo seja um dos principais fatores no
controle do nivel da enzima nos tecidos (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Uma das linhas de evidéncia sugere que o papel da luz na inducgéo da atividade da RN
esta relacionado diretamente com a fotossintese ou com a producdo de carboidratos para
fornecer a energia necessaria ao processo de reducdo de nitrato. Outra linha de evidéncia
sugere que o efeito da luz na atividade da RN seria através da modulacéo da disponibilidade
de nitrato para a enzima. Desse modo, a luz aumentaria a absorcdo pelas raizes e o fluxo de
nitrato para as folhas via corrente transpiratoria, e também a permeabilidade de membrana,
possibilitando o0 movimento de nitrato do vacuolo para o sitio de a¢do da enzima localizada no
citoplasma (CARELLI et al., 1990).

Segundo Sodek (2004) a luz influi indiretamente na atividade da RN na folha,
provocando mudancas numa série de ions e metabolitos envolvidos nesse mecanismo de

regulacdo. Com a fotossintese, ocorre aumento no teor de aclcares fosforilados (como triose
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P) e queda em fosfato inorganico (em funcdo do aumento em ATP, por exemplo),
proporcionando condicdes favoraveis para a ativacdo da RN. A luz também esta envolvida na
regulacdo da RN a nivel de transcri¢do (via fitocromo). A oscilagdo diaria de atividade entre
os periodos de luz e escuro continua quando a planta é transferida para luz continua,
comprovando que a enzima obedece a ritmo circadiano.Outros fatores que influenciam na
sintese da RN sdo o gas carbonico, sacarose e alguns metabdlitos nitrogenados, estando o
NOj3" entre os mais importantes. O NO3™ tem uma forte influéncia sobre todos 0os componentes
da assimilacdo de nitrogénio. Além da propria RN, ele regula as proteinas de transporte, e as
enzimas redutase do nitrito, glutamina sintetase (GS) e sintase do glutamato (GOGAT)
(SODEK, 2004).

Segundo Carelli et al. (1990) véarios autores demonstraram que a atividade da RN, nas
folhas de numerosas espécies, apresenta flutuac@es diarias, com um pico maximo ao redor do
meio-dia, mas, de modo geral, aumenta durante as horas de luz e decresce no escuro
(HARPER; HAGEMAN, 1972; NICHOLAS et al., 1976; LEWIS et al., 1982; LILO, 1983,
1984; HIPKIN et al., 1984, citados por CARELLI et al., 1990). Os mesmos autores
demonstraram que plantas cultivadas a pleno sol apresentaram menor atividade da RN em
relacdo as plantas sombreadas, embora possuissem teores elevados de agucares totais (fonte
de energia) e de nitrato (substrato), indicando que a menor atividade da RN nas plantas
cultivadas em pleno sol aparentemente ndo foi devida a limitacdes na disponibilidade de
nitrato e de acucares para fornecer a energia necessaria para a reducdo de nitrato, mas sim ao
efeito da luz.

LEMOS et al. (2007) observaram que no periodo de maior irradiancia, a maior
atividade enzimatica da RN foi observada no sistema agroflorestal quando comparado com o
sistema a pleno sol, afirmando que maior atividade RN foi observada no sistema sombreado
(café x ingd) em relacdo aos cafeeiros cultivados a pleno sol, quando analisado no tergo
superior, pois a restricdo da radiacdo luminosa promovida pela presenca das arvores

condicionou um microclima favoravel a atividade da enzima.

3.5 Atividade da glutamina sintetase (GS)

A GS foi primeiramente purificada e caracterizada em plantas em 1956. Sua
caracteristica é a alta afinidade por NH4; 0 que favorece a incorporacdo em compostos
organicos. Originalmente, a glutamina foi considerada um doador de N-amida somente para

uma limitada quantidade de compostos. Porém, a descoberta da NAD(P)H glutamato sintase
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em bactéria e posteriormente glutamato sintase dependente de ferredoxina em plantas,
estabeleceu-se uma rota, conhecida como ciclo do glutamato sintase, na qual o aménio é
convertido a compostos organicos pela assimilacdo via sintetase da glutamina (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

O amonio produto do processo de reducdo do nitrato ndo pode ser acumulado,
portanto, deve ser rapidamente assimilado, ou seja, incorporado em compostos organicos
evitando seu acimulo nos tecidos. A enzima responsavel é a GS, que catalisa a unio do NH,"
com o acido glutamico para formar glutamina, a qual é altamente eficiente. Dessa forma, em
condiges normais, o NH," é mantido em concentracdes baixas em tecido foliar (MIFLIN et
al., 1981).

Conforme mostrado a seguir, a GS utiliza glutamato, ATP e aménia com consequente
producdo de glutamina, ADP e Pi (Reacdo 1). Além da atividade sintetase, a GS funciona
também biossinteticamente produzindo y- glutamilhidroxamato a partir de glutamato, ATP e
hidroxilamina (Reagdo 2). Funciona também como transferase produzindo -
glutamilhidroxamato a partir de glutamina e hidroxilamina (Reacdo 3) (FARDEM,;
ROBERTSON, 1980).

Reacéo 1:
Glutamato + ATP+ NH," — Glutamina + ADP + Pi
Mg++/Mn++

Reacéo 2:
Glutamato + ATP + NH,OH ———» y-glutamilhidroxamato + ADP + Pi
Mg++/Mn++

Reacdo 3:
Glutamina + NH,OH ——» y-glutamilhidroxamato + NH4"
Mg++/Mn++

A principal rota de assimilacdo do N-amoniacal (NH,;") pelas plantas se da por meio
da atividade da GS, a qual ocorre em diferentes isoformas e localizacbes na planta
(McNALLY etal., 1983; HIREL et al., 1984).

Estruturalmente a GS € composta, predominantemente, de oito subunidades,

resultando num arranjo octamérico. Cada subunidade tem massa molecular em torno de 47
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kDa que resulta numa massa molecular total da enzima igual a 380 kDa. Ha indicio de que
existam duas isoformas da enzima GS nas plantas, uma localizada no citoplasma (GS1) e
outra no cloroplasto ou plastideo (GS2) (ROBERT; WONG, 1986). Sugeriu-se que a enzima
GS1 possui fungdo de assimilagcdo da amonia no citossol em condigdes de escuro (McNALLY
et al., 1983). A enzima GS2 das folhas ¢ induzida pela luz e o ion NH,4", estando envolvida,
também, no uso do NH," da fotorrespiracio (EDWARDS; CORUZZI, 1989).

A enzima GS, localizada nos plastideos das raizes, forma N-amida consumido in loco,
enquanto a GS dos cloroplastos foliares reassimila o N na forma amoniacal (NH;") formado
durante a fotorrespiracdo. A quantidade de carboidrato e de radiacdo influencia a expresséo
das formas dessa enzima presente nos plastidios, sem efeito sobre as formas citossélicas
(LAM et al., 1996).

De maneira semelhante a RN, a regulacdo da atividade da GS pode ser induzida por
diferentes estimulos externos ou fisioldgicos, dependendo do 6rgao da planta ou da isoforma
da enzima (PUJADE-RENAUD et al., 1994). A luz, por exemplo, aumenta a quantidade de
RNAmM da enzima GS2 em folhas de ervilha, fumo e tomate (BECKER et al., 1992). Edwards
e Coruzzi (1989) observaram que a expressdao de um gene nuclear para GS2 € afetada,
sensivelmente pela luminosidade. Tjaden et al. (1995) descreveram a flutuacdo da atividade
da enzima GS2 conforme a quantidade de radiagdo e da atividade da RN, observando
aumentos da GS na presenca de luz concomitantemente ao aumento da atividade da RN.

3.6 Influéncia do sombreamento na fisiologia e crescimento das plantas

Fatores como luz, temperatura, agua e condicOes edéficas sdo alguns componentes do
meio que influenciam, de maneira decisiva, o desenvolvimento da vegetacdo. Portanto, o
suprimento inadequado de um desses componentes ou fatores pode reduzir o vigor da planta e
limitar o seu desenvolvimento. Dentre esses fatores, a luz, especialmente nos planos
qualitativo e quantitativo, age regulando varios processos do desenvolvimento, como a taxa
de fotossintese, biossintese de pigmentos, assimilacdo de nitrogénio e anatomia foliar, entre
outros processos (LIMA JUNIOR et al., 2006).

O ambiente de luz em que a planta cresce é de fundamental importancia, pois a
adaptacdo das plantas a este ambiente depende do ajuste do seu aparelho fotossintético de
modo que a luminosidade ambiental seja utilizada de maneira mais eficiente possivel
(ENGEL; POGGIANI, 1991 citados por GUIMARAES et al., 2007). Entre os diversos

componentes do ambiente, a luz é primordial para o crescimento das plantas, ndo s6 por
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fornecer energia para a fotossintese, mas também por fornecer sinais que regulam seu
desenvolvimento por meio de receptores de luz sensiveis a diferentes intensidades, qualidade
espectral e estado de polarizagdo. Dessa forma, modificagdes nos niveis de luminosidade, aos
quais uma espécie esta adaptada, podem condicionar diferentes respostas fisiolégicas em suas
caracteristicas bioguimicas, anatdmicas e de crescimento. O sombreamento artificial € um
método utilizado no estudo das necessidades luminosas das diferentes espécies em condicdes
de viveiro, pois isola e quantifica o efeito da intensidade luminosa e fornece as parcelas
experimentais condi¢des uniformes de iluminacdo, quando comparada aos estudos em
condigdes naturais (REGO; POSSAMAI, 2006).

O crescimento e a adaptacdo da planta a diferentes ambientes relacionam-se a sua
eficiéncia reprodutiva, que estd associada, entre outros fatores, aos teores de clorofila foliar.
Os teores de clorofila e carotendides nas folhas sdo utilizados para estimar o potencial
fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta com a absorcdo e transferéncia de energia
luminosa e ao crescimento e a adaptacdo a diversos ambientes. Uma planta com alto teor de
clorofila é capaz de atingir taxas fotossintéticas mais altas, pelo seu valor potencial de
captacdo de “quanta’ na unidade de tempo. Em experimento com mudas de Jequitiba rosa
(Cariniana legalis Mart.) expostas a cinco niveis de sombreamento, Rego e Possamai (2006)
verificaram que os niveis de clorofila sdo afetados pelos diferentes niveis de irradiancia na
folha. Verificou-se que o aumento da clorofila b nas folhas submetidas a baixa luminosidade é
uma caracteristica importante, porque a clorofila b capta energia de outros comprimentos de
onda e a transfere para a clorofila a, que efetivamente atua nas reagdes fotoquimicas da
fotossintese e representa um mecanismo de adaptacdo & condigdo de menor intensidade
luminosa. Resultados semelhantes, com relacdo aos niveis de clorofila também foram
relatados por Martinazzo et al. (2007) em experimento utilizando-se mudas de Eugenia
uniflora Linn.

Em estudos realizados por Lima Junior et al. (2006), os resultados indicaram maior
taxa fotossintética e ainda, incrementos na condutancia estomatica, espessura do limbo,
numero de estdbmatos por area e espessura de parede celular em folhas de plantas de cafeeiro
crescidas sob pleno sol e 30% de sombreamento. Os mesmos autores citam que alteragdes na
estrutura interna foliar constituem aspectos decisivos na capacidade de aclimatacdo das
espécies expostas a diferentes condicdes de ambiente, e as caracteristicas fotossintéticas
geralmente variam em resposta a diferentes regimes de irradiancia. Folhas de arvores
crescendo num ambiente de sombra apresentam modificagdes nas caracteristicas

fotossintéticas, bioquimicas, organizacdo de células do mesofilo e frequéncia estomatica
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quando comparadas com folhas crescendo num ambiente de maior irradiancia, sendo que tais
caracteristicas foram também verificadas experimentalmente. Também estudando mudas de
cafeeiro, Freitas et al. (2003) notaram que a fotossintese, condutancia estomatica,
transpiracdo, eficiéncia fotoquimica do PSII apresentaram variacOes significativas em funcao
dos quatro niveis de sombreamento testados (30, 50, 70% e a pleno sol).

N&o so caracteristicas anatdmicas sdao modificadas pelos diferentes niveis de
sombreamento. Diversos autores relataram aumentos na area foliar relacionados ao aumento
do sombreamento nas mais diferentes espécies [Jacaranda copaia (UCHIDA; CAMPOS,
2002); Cariniana legalis (REGO; POSSAMAI, 2006); Trema micranthra (GUIMARAES et
al., 2007)].
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ALOCACAO DE FOTOASSIMILADOS EM PLANTAS JOVENS DE Jatropha curcas
L. SOB NIVEIS DE SOMBREAMENTO E CONCENTRACOES DE NITRATO

1. RESUMO

Com o advento do Programa Brasileiro de Biodiesel e o surgimento de grande
demanda por 6leos vegetais, o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) foi divulgado como uma
alternativa para fornecimento de matéria-prima. Porém, o incentivo ao seu plantio causa
grande apreensao aos técnicos envolvidos com a pesquisa agricola, pois € uma cultura sobre a
qual o conhecimento técnico ainda é muito limitado. O objetivo deste trabalho foi verificar a
influéncia de niveis de sombreamento e concentracBes de nitrato sobre o crescimento inicial
de J. curcas. Foram testados quatro niveis de sombreamento com 70%, 50% e 30% de
cobertura, e um tratamento sem uso da tela, e quatro doses de nitrato, aplicadas via solugéo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1938), nas concentracdes: 0, 15, 30 e 45 mM. O delineamento
experimental adotado foi em esquema fatorial 4x4, com nove repeticdes. Durante quatro
meses avaliou-se a altura, o diametro do coleto, nimero de folhas, comprimento do peciolo,
area foliar e ao final do periodo experimental, analisou-se as massas fresca e seca da parte
aérea e do sistema radicular e a porcentagem de agua na parte aérea e radicular. Ndo houve
interacdo entre os tratamentos efetuados. Os resultados obtidos sugerem que J. curcas é
responsiva ao a sombreamento, como caracteristicas ecofisiologicas que se refletem em
adaptacdes morfologicas de expansdo da area foliar, alongamento do peciolo e crescimento
em altura buscando ambientes com maior luminosidade. Ambientes com sombreamento de
30% sdo extremamente eficazes no controle da temperatura foliar e retencdo de agua no
substrato permitindo o melhor desenvolvimento das plantas, entretanto, niveis acima de 50%
de sombreamento sdo prejudiciais ao crescimento inicial da espécie por provocarem intenso
estiolamento e reducdo no nimero médio de folhas. A realizacdo da adubacdo nitrogenada é
de suma importancia no desenvolvimento inicial das plantulas, sendo os primeiros sintomas
visuais de deficiéncia apresentados logo no primeiro més ap6s a germinacdo. Concentracfes
de nitrato superiores a 30 mM sdo prejudiciais por causarem redugdo em todos 0s parametros

de crescimento analisados.

Palavras chave: Producdo de mudas. Pinhdo-manso. Intensidade luminosa. Nitrogénio.

Andlise do crescimento.
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PHOTOASSIMILATESALLOCATION IN YOUNG PLANTS OF Jatropha curcas
L. UNDER LEVELS OF SHADING AND NITRATE CONCENTRATIONS

2. ABSTRACT

With the advent of the Brazilian Biodiesel Program and the emergence of strong
demand for vegetable oils, jatropha (Jatrophacurcas L.) was issued as an alternative
supply of raw material. However, the encouragement of its cultivation has serious
concerns about the technicalities involved with agricultural research, because it’s a culture
about technical knowledge is still very limited. The objective of this study was to assess
the influence of levels of shading and nitrate concentrations in the initial growth of J.
curcas. We tested four levels of shading with 70%, 50% and 30% coverage, and a
treatment without the use of the screen, and four nitrate concentrations, nutrient solution
applied through Hoagland and Arnon (1938), in concentrations: 0, 15, 30 and 45mM. The
experimental design was 4x4 factorial design with nine replicates. During four months we
evaluated height, diameter, leaf number, petiole length, leaf area and the end of the
experiment, we analyzed the fresh and dry shoot and root system and the percentage of
water shoot and root. There was no interaction between the treatments performed. The
results suggest that with respect to the initial growth J. curca sis responsive to the
shading, with physiologic characteristics that are reflected in morphological adaptations of
leaf area expansion, petiole elongation and higher height looking environments with
higher brightness. Shade environments with 30% are extremely effective in controlling
leaf temperature and retention substrate water enabling better plant growth, however,
levels above 50% shading is detrimental to early growth of the species to cause intense
shading and reduction in the number of leaves. The realization of the nitrogen is of
paramount importance in the early development of seedlings, and the first visual
symptoms of deficiency appear in the first month after germination. Nitrate concentrations
exceeding 30 mM are harmful because they cause a reduction in all growth parameters

analyzed.

Keywords: Seedling production. Jatropha. Light intensity. Nitrogen. Analysis of growth.
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3. INTRODUCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma planta pertencente a familia
Euphorbiaceae, com muitos atributos, multiplos usos e consideravel potencial, dentre os quais
prevencdo e controle de erosdo do solo, recuperacdo do solo e como cerca viva, porém seu
papel mais importante no contexto atual, e que tem se destacado no Brasil, refere-se a
producdo de 6leo em grande quantidade e com qualidade, para fabricacdo de biocombustivel,
J. curcas apresenta uma grande vantagem em relacdo a outras culturas, pois, além de ndo ser
uma cultura que compete por areas de plantio alimentar, se adapta a variadas condicdes
externas, como por exemplo, solos contaminados por metais pesados ou com alta salinidade,
além de ser tolerante ao déficit hidrico (CORTESAO,1956).

O pinhdo-manso leva de trés a quatro anos para atingir a idade produtiva, que se
estende por 40 anos, e produz, no minimo, duas toneladas de 6leo por hectare, o que reflete de
forma positiva para o cultivo da espécie (CUNHA, 2009). Embora seja uma planta conhecida
e cultivada na Ameérica desde tempos remotos, e disseminada por todas as areas tropicais,
ainda se encontra em processo de domesticacdo e somente nas Ultimas trés décadas passou a
ser estudada agronomicamente, 0 que causa apreensdo aos pesquisadores e produtores, pois, 0
conhecimento técnico sobre a espécie é ainda muito limitado (SATURNINO et al., 2005).

O nitrogénio é um dos fatores mais limitantes para o crescimento das plantas, sendo que
0 metabolismo do nitrogénio € o segundo maior processo metabdlico vegetal, sendo superado
apenas pela fotossintese. O metabolismo deste nutriente envolve complexos sistemas de
absorcdo, assimilacdo e mobilizagdo que nem sempre sdo compreendidos em todas as
espécies. Trata-se do nutriente mais dispendioso e o altamente exigido em diversas culturas,
sendo apontado como o nutriente exigido em maior quantidade no desenvolvimento inicial de
J. curcas (LAVIOLA; DIAS, 2008).

O ambiente de luz em que a planta cresce é de fundamental importancia, pois a
adaptacdo das plantas a este ambiente depende do ajuste do seu aparelho fotossintético de
modo que a luminosidade ambiental seja utilizada de maneira mais eficiente possivel
(GUIMARAES et al., 2007). Entre os diversos componentes do ambiente, a luz é primordial
para o crescimento das plantas, ndo s6 por fornecer energia para a fotossintese, mas também
por fornecer sinais que regulam seu desenvolvimento por meio de receptores de luz sensiveis
a diferentes intensidades, qualidade espectral e estado de polarizagdo. Dessa forma,
modificacfes nos niveis de luminosidade, aos quais uma espécie estd adaptada, podem

condicionar diferentes respostas fisioldgicas em suas caracteristicas bioquimicas, anatdmicas
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e de crescimento. O sombreamento artificial € um método utilizado no estudo das
necessidades luminosas das diferentes espécies em condi¢bes de viveiro, pois isola e
quantifica o efeito da intensidade luminosa e fornece as parcelas experimentais condi¢oes
uniformes de iluminacdo, quando comparada aos estudos em condic¢des naturais (REGO,;
POSSAMAI, 2006).

Tendo em vista 0s poucos estudos sobre o crescimento inicial da espécie o objetivo
deste trabalho foi verificar a influéncia de niveis de sombreamento e de concentragdes de
nitrato sobre algumas caracteristicas biométricas de crescimento vegetativo em plantas jovens

de J. curcas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigéo dos tratamentos

O experimento foi desenvolvido na UNESP/Campus de Ilha Solteira, localizada a
20°43'09” de latitude sul e 51°33'79” de longitude oeste, com altitude em torno de 335
metros, em casa de vegetacdo, com temperatura méxima de 32°C controlada
automaticamente.

Foram semeadas trés sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) em cada saco de
polietileno, com capacidade para trés litros de substrato, com areia lavada no dia 21 de junho
de 2010. As sementes utilizadas foram colhidas em 19 de junho de 2010, na Fazenda de
Ensino Pesquisa e Extensdo da UNESP (FEPE), localizada no municipio de Selviria — MS.
Foram utilizadas sementes provenientes de frutos secos, os quais apOs colheita foram
mantidos em estufa com circulacéo forcada de ar, a temperatura de 38°C por 24 horas, e logo
apos serem retiradas dos frutos, foram semeadas sem qualquer tratamento pré-germinativo
diretamente em areia imida. O experimento foi irrigado diariamente por aspersdo automatica,
durante trés minutos, as 8h e as 18h.

Quinze dias apés a emergéncia, as plantas foram desbastadas com base na
uniformidade de altura e nimero de folhas, deixando-se somente uma planta por saco plastico,
constituindo a parcela experimental.

Os tratamentos constituiram-se por quatro niveis de sombreamento, proporcionados
por meio de telas de poliolefinas com 70%, 50%, 30% de cobertura e um tratamento sem o
uso da tela e por quatro concentragdes de nitrato: 0; 15; 30 e 45mM (correspondente a 0; 37,2;

74,4 e 111,6 mg de NOg'a cada aplicacéo) , totalizando 16 tratamentos (Figura 1). As doses de
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nitrogénio foram aplicadas via solugédo nutritiva de Hoagland e Arnon (1938), duas vezes por
semana, 40 mL por planta. Os tratamentos foram implantados apds obtencdo do estande de

plantas necessario para o experimento (21 dias apds a semeadura).

Figura 1- Visao geral de uma parcela experimental, logo apds a implantacdo dos tratamentos.

(HIRAKI, 2010).
4.2 Descricdo das variaveis avaliadas

As avaliagOes de crescimento plantas de J. curcas foram realizadas mensalmente, durante
120 dias apo6s o inicio dos tratamentos (DAT), totalizando quatro periodos de analise (30, 60,
90 e 120 DAT), com nove repeticdes por tratamento, sendo as seguintes variaveis analisadas:

a) Altura da planta (cm)

Utilizou-se régua graduada com precisdo de + 0,5 mm e as plantas foram medidas a partir

do colo até a insercdo da Gltima folha.

b) Diametro do coleto (mm)

Utilizando-se um paquimetro digital, as plantas foram medidas a 2 cm do substrato.
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c¢) Area foliar (cm?)

A érea foliar foi calculada pela formula A = 0,84 (PxL) 0,99. Onde: A= &rea foliar; P=
comprimento da nervura principal e L= largura da folha (SEVERINO et al., 2007) (Figura 2).

Figura 2- Medidas lineares obtidas de folhas de pinhdo-manso: nervura principal (P) representada

pela linha vermelha e largura da folha (L), representada pela linha azul

(SEVERINO et al., 2007)

d) Nuamero de folhas

Realizada através de contagem simples de todas as folhas completamente expandidas da

planta.

e) Comprimento do peciolo (cm)

Utilizou-se régua graduada com precisdao de + 0,5mm, medindo-se sempre o peciolo da
primeira, segunda e terceira folhas verdadeiras, completamente expandidas de cada uma das
unidades experimentais.

f) Comprimento da raiz principal (cm)

Ao final do periodo experimental utilizando-se régua graduada, com precisdo de = 0,5mm,

mediu-se 0 comprimento da raiz principal.
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g) Massas fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular

Ao final do periodo experimental, utilizando-se balanca com precisdo de 0,01g, as
seguintes medidas foram realizadas:
- Massa fresca da parte aérea: massa média, em gramas, da parte aérea (caule e folhas) das
plantas escolhidas aleatoriamente, por tratamento.
- Massa fresca das raizes: massa média do sistema radicular das plantas escolhidas
aleatoriamente, por tratamento.
- Massa seca da parte aérea: apds pesagem da massa fresca, as partes aéreas das plantas foram
acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa de circulacdo de ar forcada a 65°C até a
obtencdo de peso constante, para a estimativa da massa média da matéria seca.
- Massa seca das raizes: apds pesagem da massa fresca, 0s sistemas radiculares das plantas
foram acondicionados em sacos de papel e levados a estufa de circulagdo de ar forcada a 65°C
até a obtencdo de peso constante, para a estimativa da massa média da matéria seca.

h) Porcentagem de agua

Ao final do periodo experimental utilizando-se balanca de preciséo de 0,01g, aferiram-
se as massas fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular, e pela diferenca entre essas

massas foi calculada a porcentagem de agua retida nas duas partes das plantas.

4.3 Analise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) através do teste F
e testes Tukey em nivel de 5% de probabilidade e de regressdo para variaveis continuas,
também em nivel de 5%, seguindo a metodologia descrita por Gomes (2000), utilizando-se o
programa de analises estatisticas SISVAR (FERREIRA, 2000). Para avaliar a relacdo
existente entre os parametros analisados, realizou-se correlagdes lineares de Pearson,
utilizando-se o programa BioEstat (AIRES, 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo do tempo de permanéncia em casa de vegetagao

As médias de altura, didmetro do coleto, relacdo altura/didmetro do coleto, nimero de
folhas, comprimento do peciolo e area foliar de J. curcas, obtidas durante os periodos de
permanéncia em casa de vegetacdo, apresentaram diferencas pelo Teste F ao nivel de 5% de
probabilidade (Tabela 1).

A altura e o didmetro do coleto apresentaram diferencas aos 30, 60, 90 e 120 DAT,
com aumentos lineares nas médias gerais com o passar do tempo. Com relacdo ao numero
médio de folhas houve diferencas significativas entre os periodos de 30 e 90 DAT, sendo que
nos periodos 60 e 120 DAT as médias foram estatisticamente iguais, pois entre 105 e 120
DAT ocorreu uma queda natural de folhas, fazendo com que a média geral no nimero de
folhas diminuisse. A reducdo na média de comprimento do peciolo deve-se também a queda
das folhas no mesmo periodo, pois as folhas que eram inicialmente amostradas tiveram de ser
substituidas por folhas mais jovens, com peciolos menores refletindo na diminuicao da média
geral entre 90 e 120 DAT.

Tabela 1- Médias de altura, didmetro do coleto, relacdo altura/ didmetro do coleto (H/DC),
numero de folhas, comprimento do peciolo (Peciolo), area foliar, Teste F e diferenca
minima significativa (DMS) em J. curcas obtidas nos quatro periodos de permanéncia

em casa de vegetagdo apos o inicio dos tratamentos (DAT).

Periodo Altura Diametro H/DC n° de folhas Peciolo Area foliar
(DAT) (cm) (mm) (cm) (cm?)

30 14,42 d 12,43 d 1,17a 492c - -

60 15,26 ¢ 16,26 c 0,95b 6,02 b 11,15a 67,21 b

90 17,41 b 17,74 b 0,99 bc 8,68 a 11,49 a 66,77 b
120 20,56 a 19,83 a 1,04 b 599b 10,45 b 79,38 a
Teste F 165,55**  535,14** 45,47** 154,77**  7,84** 4,13*
DMS 0,78 0,49 0,05 0,47 0,63 11,72

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey p<0,05. Significativo pelo teste F

*p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo.
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Farias et al. (1997) relataram que em mudas de cedrorana (Cedrelinga catenaeformis)
ndo ocorreram diferencas significativas na altura das mudas nos periodos de 60, 90 e 120 dias
e que estes valores foram superiores ao observado nas mudas obtidas com 30 dias.
Verificaram também que as mudas com 30 dias ja haviam atingido o tamanho considerado
ideal para o plantio no campo, que € de 25 a 30 cm para espécies arboreas, sendo assim, a
permanéncia das mudas no viveiro ap6s 30 dias poderia resultar na perda da resisténcia ao
dessecamento (endurecimento) e provocar maior sensibilidade nas mudas quando
transplantadas, sendo necessario efetuar poda de raiz para o transporte ao campo. Para as
mudas de J. curcas aqui analisadas, e nas condi¢fes experimentais efetuadas, a permanéncia
em casa de vegetacao até os 120 DAT (plantas com 141 dias apo6s a semeadura) nao resultou
em danos para as plantas, uma vez que tanto para a altura como para o diametro do coleto, foi
observado ganho em crescimento durante todo o periodo experimental, podendo dessa forma
prolongar-se 0 tempo de permanéncia em casa de vegetacdo até que se alcance médias
estaveis. Por outro lado, para que o aumento de permanéncia em casa de vegetacdo seja
considerado valido, € necessario avaliar com mais precisdo, em novos experimentos, 0
tamanho adequado do recipiente utilizado, o tipo de substrato e a adubacdo efetuada.

A area foliar ndo apresentou diferencas significativas entre 60 e 90 DAT, mas
observou-se valores estatisticamente superiores aos 120 DAT, mesmo apds a mudanga da
folha amostrada, devido a queda ja relatada anteriormente. Farias et al. (1997) também
relataram que em mudas de cedrorana aos 120 dias de permanéncia em viveiro, apresentaram
médias de areas foliar superiores aos periodos antecedentes.

A relagéo entre a altura e o didmetro do coleto apresentou diferencas significativas em
todos os periodos amostrados sendo que entre 60 e 90 DAT, e entre 90 e 120 DAT, os valores
sdo estatisticamente iguais. Levando-se em consideracdo que uma muda com qualidade para
ser levada a campo deve ter uma boa relagcdo entre a altura e diametro do colo, para que
apresente resisténcia a agentes externos como o vento, pode-se inferir com base nos
resultados obtidos que as plantas com 60 DAT ja apresentavam caracteristicas propicias para
serem levadas a campo uma vez que esta relacdo torna-se relativamente estavel a partir deste
periodo. Além disso, as plantas com 60 DAT ja apresentavam bom desenvolvimento em
altura, diametro do colo e nimero de folhas, entretanto, salienta-se que a manutencdo das
plantas por periodos mais longos nestas condigdes experimentais podem ser mantidas, sem
prejuizos em termos de crescimento, por periodos superiores aos 120 DAT, os quais ainda
devem ser definidos com maior precisdo, em estudos posteriores, por um periodo mais longo

de avaliacao.
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Nos quatro periodos avaliados, ndo se detectou interacdes significativas entre os niveis
de sombreamento e as concentracfes de nitrogénio testadas, sendo assim, os efeitos desses

tratamentos foram analisados e discutidos separadamente.

5.2 Particéo de fotoassimilados em fungéo do sombreamento em J. curcas

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias de altura, didmetro do coleto, relacéo
altura/diametro do coleto, nimero médio de folhas, comprimento do peciolo e area foliar, aos
30, 60, 90 e 120 DAT, em funcdo dos niveis de sombreamento testados.

No primeiro periodo de tratamento (30 DAT) analisou-se somente a altura, o didmetro
do coleto, a relacdo altura/ diametro do coleto e o nimero de folhas, e somente a partir dos 60
DAT as demais variaveis foram analisadas.

Verificou-se diferencas em altura aos 30, 60 e 120 DAT, com ajustes lineares de
regressdo, conforme equacdes apresentadas na Tabela 2. Diferencas significativas no didmetro
do coleto foram observadas em todos os periodos analisados, sendo que somente aos 30 DAT
ajustou-se ao modelo linear, decrescendo com o aumento dos niveis de sombreamento. Nos
demais periodos analisados, o didmetro do coleto obteve ajustes de regressdo quadraticos,
mantendo-se estavel entre 30 e 50% de sombreamento e decrescendo apos esse nivel.

Atraves dos resultados obtidos observa-se que o crescimento de J. curcas €
influenciado pelos diferentes niveis de sombreamento, dando preferéncia ao crescimento em

altura em detrimento ao crescimento lateral, buscando maior captacédo de luz.
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Tabela 2- Médias de altura, diametro do coleto (Diametro), nimero de folhas, comprimento

do peciolo (Peciolo), area foliar (Area), relacdo altura/diametro do coleto (H/DC),

Teste F, R? e equacio de regressdo, nos niveis de sombreamento testados (Sombr.),

aos 30, 60, 90 e 120 dias apds o inicio dos tratamentos (DAT), em J. curcas.

Sombr. Altura Diametro n° de Peciolo Area H/DC
(%) (cm) (mm) folnas  (cm) (cm2)
30 DAT
0 13,9 12,73 4,75 - - 1,1
30 13,53 12,55 4,91 - - 1,08
50 14,6 12,5 5,03 - - 1,17
70 15,65 11,94 5,00 - - 1,31
Teste F 5,9%* 4,75** 0,61™ - 11,75**
R? 66,87 78,66 - - - 99,84
Equacdo y=0,0255 y=- - - - y=0,000086x2-
x+13,46  0,0102x+12,811 0,002959+1,18
60 DAT
0 14,79 16,2 6,97 8,17 49,07 0,92
30 14,93 16,73 5,97 9,94 65,38 0,9
50 15,17 16,55 5,61 12,33 85,98 0,92
70 16,14 15,55 5,53 14,17 105,89 1,04
Teste F 5,24** 4,28** 10,0**  66,05** 35,96** 11,40**
R? 75,83 98,66 90,38 97,95 97,61 97,63
Equacdo y=0,0178 y=- y=- y=0,0874x+7,8 y=0,8171x+ y=0,000072x>?-
X+14,591 0,0007x2+0,042x 0,021x+ 76 45,939 0,00349x+0,926
+16,186 6,809 8
90 DAT
0 17,33 17,81 9,89 8,39 50,43 0,99
30 16,35 18,22 9,08 10,64 71,85 0,9
50 18,01 18,03 8,53 12,72 90,06 1,01
70 17,94 16,91 7,22 14,21 108,86 1,07
Teste F 2,76™ 3,76* 11,48** 68,07** 41,81** 4,28**
R2 - 97,8 94,47 99,57 99,5 86,49
Equacdo - =- y=- y=0,0846x+8,3 y=0,835x+4 y=000008x2-
0,0007x2+0,0393x 0,0365x 162 8,985 0,004213x+0,98
+17,79 +10,1 24
120 DAT
0 18,71 19,55 6,00 6,51 55,43 0,97
30 19,39 20,06 6,14 8,85 67,54 0,97
50 21,5 20,43 5,33 11,49 94,7 1,05
70 22,65 19,26 6,47 14,95 99,83 1,18
Teste F 11,51**  2,4™ 2,66™  57,23** 3,38* 12,27**
R2 92,72 - - 96,46 92,92 99,75
Equacdo y=0,059x - - y=0,11928x+5, y=0,689x+5 y=0,000076x?-
+18,35 978 3,538 0,0237x+0,973

Significativo pelo teste F *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo.
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O aumento no tamanho do didmetro e a diminuicdo do crescimento em altura, em
relacdo ao aumento da incidéncia luminosa, foram descritos por Rego e Possamai (2006) em
trabalho com mudas de Jequitib&-rosa (Cariniana legalis). O autores relataram que maiores
didmetros do coleto sob maiores niveis de radiagdo, foram observados também em espécies
como Tabebuia avellanedae, Erythrina speciosa e Platycyamus regnelli, sendo que o
crescimento em didmetro apresenta uma relacdo direta com a fotossintese liquida, a qual
depende dos carboidratos e auxinas acumulados e de um balango favoravel entre fotossintese
liquida e respiracdo. Segundo estes autores, 0 maior crescimento das mudas em altura, quando
sombreadas, pode ter ocorrido em razdo do estiolamento induzido pela baixa intensidade
luminosa, ou porque foi favorecido pelas temperaturas mais amenas nas folhas, devido a
abertura dos estdbmatos e a fixacdo de carbono pelas plantas. A reducdo do crescimento em
altura em plantas ndo sombreadas esta associada a elevacdo da temperatura das folhas e,
consequentemente, a intensificacdo da taxa respiratéria, o que induziria ao fechamento dos
estomatos, reduzindo a fixacdo de carbono e causando um aumento no consumo de
fotoassimilados. E provavel que, sob sombreamento, tenha havido um eficiente controle da
temperatura foliar e, consequentemente, do status hidrico da planta, de modo a permitir uma
otimizag&o da atividade fotossintética e da turgescéncia, necessarias ao crescimento.

As médias de area foliar e 0 comprimento do peciolo aumentaram linearmente, em
todos os periodos amostrados em funcdo do aumento dos niveis de sombreamento. Resultados
semelhantes foram obtidos por Pedroso e Varela (1995) em estudo realizado com mudas de
Ceiba pentandra; Silva et al. (2006) com mudas de maracuja (Passiflora edulis); por Rego e
Possamai (2006) em mudas de Jequitiba-rosa; por Engel e Poggiani (1990) com mudas de
Erithryna speciosa e por Portela et al. (2001) em mudas de Canafistula (Clitoria
fairchildiana). O aumento na éarea foliar ¢ explicado como uma forma da planta aumentar
rapidamente a superficie fotossintetizante e assegurar um aproveitamento maior das baixas
intensidades luminosas (ENGEL; POGGIANI, 1990; SILVA et al., 2006). Esta variacdo na
area foliar, agregada as maiores médias em altura e comprimento do peciolo, reforca ainda
mais esta explicacdo, demonstrando que a espécie J. curcas possui mecanismos
ecofisiolégicos, que refletem-se em adaptacdes morfoldgicas para adaptacdo a baixa
intensidade luminosa. Rego e Possamai (2006) também observaram que quanto menor o
diametro do coleto das plantas jovens, maior é a altura, a area foliar e area especifica foliar em
jequitiba-rosa.

A adaptacdo as baixas luminosidades é, segundo Larcher (2000), uma caracteristica

genética, a qual faz com que as folhas apresentem estrutura anatdbmica e propriedades
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fisiolégicas que as capacitem ao uso efetivo da radiacdo solar disponivel. Embora o
crescimento das plantas tenha apresentado este comportamento de crescimento aumentado
para as variaveis: altura, comprimento do peciolo e area foliar, em funcdo do aumento do
sombreamento, em condic¢des de cultivo protegido, 0 pinhdo-manso € uma espécie que em
condic¢des naturais costuma crescer em terrenos abandonados e com pouca vegetacéo, isto &,
areas com alta intensidade luminosa, pois ndo é capaz de competir com uma vegetacao densa
(EPAMIG, 2005), sendo assim, é importante salientar que a imposicdo de condigdes
sombreadas ao crescimento de J. curcas € interessante somente para a formacdo das mudas
em viveiros, pois acelera o crescimento antes do transplante para o campo, sendo conveniente
levar em consideracdo tanto a altura como o diametro do coleto, pois plantas altas e com
caules finos apresentam uma tendéncia maior ao tombamento e quebra por agentes mecanicos
como o vento.

O numero médio de folhas ndo foi significativo aos 30 e 120 DAT, mas nos periodos
compreendidos entre 60 e 90 DAT diminuiu linearmente com 0 aumento do sombreamento.

Comparando-se médias obtidas entre area foliar e numero de folhas, é possivel
observar um aparente deslocamento de fotoassimilados em prol ao aumento da primeira
variavel em detrimento ao nimero de folhas nos tratamentos mais sombreados. A area foliar,
gue é maior em ambientes mais sombreados, indica o investimento da planta na maior
superficie exposta para a interceptacdo dos raios luminosos, enquanto menores areas foliares
representam menor superficie exposta ao sol, 0 que torna a planta como um todo menos
Sujeita a transpiracao e elevacdo da temperatura, sem comprometera fotossintese, uma vez que
a luz é um recurso abundante (NIINEMETS; FLECK, 2002). Esses resultados sao
comprovados através da analise de correlagdo linear aos 90 DAT (Tabela 3), que apesar de ser
considerada uma correlagdo fraca (r=-0,1994), o sinal negativo indica 0 comportamento
inverso no deslocamento de fotoasssimilados relatado. A mesma correlagdo negativa foi
também observada para a relacdo existente entre nimero de folhas e comprimento do peciolo,
aos 90 DAT (r=-0,2392).
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Tabela 3- Correlacdo entre altura, diametro do coleto, nimero de folhas, comprimento do

peciolo e area foliar, em plantas jovens de J. curcas, nos quatro periodos analisados.

Altura Diametro n° de folhas  Peciolo Area

30 DAT

Altura 1,000

Diametro 0,1763* 1,000

n° de folhas 0,4373** 0,3587** 1,000
60 DAT

Altura 1,000

Diametro 0,3603** 1,000

n° de folhas 0,3598** 0,3858** 1,000

Peciolo 0,4241** 0,0496™ -0,1749* 1,000

Area 0,4599** 0,0824* -0,1172"™ 0,9377** 1,000
90 DAT

Altura 1,000

Diametro -0,0863"™ 1,000

n° de folhas 0,5885** -0,1662* 1,000

Peciolo 0,1793* 0,0476™ -0,2392** 1,000

Area 0,2026* 0,0344" -0,1994* 0,9564** 1,000
120 DAT

Altura 1,000

Diametro 0,4323** 1,000

n° de folhas 0,4832** 0,2805** 1,000

Peciolo 0,5203** 0,2331** 0,2586** 1,000

Area 0,2682** 0,2421** 0,189™ 0,2000* 1,000

Significativo pelo teste F *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo.

Assim como ocorreu com a altura, o comprimento médio do peciolo obteve as maiores

medias com os niveis de sombreamento mais elevados (Figura 3). Espindola Junior et al.

(2009) descreveram alongamento do peciolo e aumento da area foliar em Mikania glomerata

com o aumento do sombreamento, e consideraram que sendo uma das principais fungdes do

peciolo a sustentagdo e orientacdo da folha (NIINEMETS; FLECK, 2002), sua organizacdo

anatdmica e disposicdo de tecidos tém interacdo direta com o volume foliar que sustenta
(PEARCY; YANG, 1998). Assim, os peciolos das folhas do tratamento mais sombreado, que



50

possuem maior volume, representados pelo maior comprimento, didmetro e espessura dos
tecidos de sustentacdo, estdo relacionados aos maiores valores médios de area e massa da
lamina, observados pelos autores. Os resultados obtidos neste trabalho aos 60 e 90 DAT com
J. curcas (Tabela 3), tendo em vista as fortes correlacdes lineares positivas (r=0,9377 e

0,9564, respectivamente) encontradas, corroboram as afirmacdes feitas por esses autores.

Figura 3- Aspecto geral de Jatropha curcas L. cultivada sob 70% de sombreamento (a) e sem
sombreamento (b). Observar aumento na area foliar, alongamento do peciolo (setas) e

aumento do diametro do caule.

(@) (b)

(HIRAKI, 2010).

Leeflang et al. (1998) consideram que o aumento de comprimento do peciolo s6 ocorre
com o incremento de biomassa deste, por meio de alteragdes dos tecidos mecanicos ou
espessura, uma vez que este investimento é necessario para sustentacdo do peso da folha. Os
mesmos autores ainda mencionaram que o crescimento do peciolo é regulado por estimulos de

luz que atingem a lamina, o que mostra, segundo Niinemets e Fleck (2002), a importancia
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desta estrutura no posicionamento da folha para a captura de luz. Com base nos argumentos
dos autores citados, pode-se concluir que a redugcdo no nimero de folhas em J. curcas quando
sombreadas deu-se devido ao deslocamento de fotoassimilados para outras estruturas de
captacdo luminosa, neste caso o limbo foliar e o peciolo que o sustenta.

Ao final do periodo experimental analisou-se as massas fresca e seca das plantas.
Verificou-se diferencas significativas para a massa fresca da parte aérea (MFPA) que
aumentou linearmente com o0 aumento nos niveis de sombreamento, enquanto a massa seca do
sistema radicular (MSR) decresceu linearmente com o aumento do sombreamento. Para a
massa seca da parte aérea (MSPA) e massa fresca do sistema radicular (MFR) ndo foram
detectadas diferencas significativas. As porcentagens de agua tiveram ajustes quadraticos de
regressdo mantendo-se estaveis entre 0 e 50% de sombreamento e aumentando ao nivel de

70% tanto na parte aérea (H,O PA) como no sistema radicular (H,O R) (Tabela 4).

Tabela 4- Médias de massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa fresca do sistema radicular (MFR), massa seca do sistema radicular (MSR),
porcentagem de agua na parte aérea (H.0 PA) e nas raizes (H,0 R), e comprimento da
raiz principal (CR) em Jatropha curcas L., nos niveis de sombreamento testados
(Sombr.), Teste F, R2 e equacdes de regressdo, ao final do periodo experimental.

Sombr. MFPA MSPA MFR MSR H,O PA H.O R CR
(%) (o) PRSP (C5) I (cm)
0 50,02 10,42 26,75 6,04 79,36 77,69 24,25
30 53,35 11,19 24,38 5,554 79,06 77,39 25,35
50 60,14 12,48 26,05 55 79,35 79,21 23,9
70 59,57 10,94 22,92 4,21 81,96 81,86 26,66
Teste F 4,1**  2,59™ 1,99" 7 46** 27,24** 27,13** 5,98**
R2 87,55 - - 79,69 95,4 99,67 34,93
Equacao y=0,15 - - y=- y=0,00142x?- y=0,00163x? y=0,0246x
4x+49, 0,0234x+6, 0,065506x+79 - +24,119
996 1983 4291 0,05389x+7
7,6605

Significativo pelo teste F *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo.

O aumento da MFPA deve-se somente ao aumento na quantidade de agua retida nos

tecidos nos tratamentos mais sombreados, ja que para a MSPA ndo foi obtido diferencas
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significativas. Espindola Junior et al. (2009) também descreveram aumento no teor de agua
em folhas de Mikania glomerata com a diminuicao da intensidade luminosa.

Rego e Possamai (2006), Silva et al. (2006) e Portela et al. (2001) obtiveram
resultados semelhantes para MSR, entretanto dao explicagOes diferentes para os resultados
obtidos. Os primeiros acreditam que por ser a base do caule o local que experimenta o maior
sombreamento proporcionado pelas folhas superiores, ocorre uma menor producdo de
fotoassimilados por parte das folhas inferiores, as quais sdo as responsaveis por atender a
demanda de carbono nas raizes, fazendo com que a massa seja menor nas plantas com maior
sombreamento. Ja Silva et al. (2006) atribuem a maior quantidade de massa seca na raiz nas
plantas sem cobertura a diminuicdo da quantidade de auxina que é careada para este 6rgdo em
plantas sombreadas, resultando em reducdo da formacdo de raizes laterais e, eventualmente,
do crescimento da raiz principal. Analisando-se a variavel comprimento da raiz principal
(Tabela 4), nota-se que ocorreu um aumento linear no comprimento das raizes com os maiores
indices de sombreamento, sendo assim, a hipdtese descrita anteriormente por Silva et al.
(2006) a respeito da diminuicdo do carreamento de auxina para o sistema radicular ndo é
cabivel ja que houve aumento no comprimento das raizes em funcdo do aumento no
sombreamento.

Pegoraro et al. (2010) em estudo com Mentha x piperita L. obteve resultados
semelhantes para MSR e &rea foliar, para estes autores, o aumento de intensidade luminosa
geralmente causa um aumento do consumo de dgua, mas as plantas apresentaram capacidade
de ajustar-se a esta situacdo, aumentando a proporcao de biomassa entre raiz e parte aérea, 0
que favorece a captacdo de agua e nutrientes e aumentando a relacdo entre massa e area foliar,
0 que contribui para diminuicdo da transpiracao.

Os ajustes das caracteristicas morfologicas em funcdo da variacdo de intensidade
luminosa mostram a plasticidade da espécie em estudo, do ponto de vista ecoldgico. No
entanto, para o produtor, o desempenho da espécie em cada tratamento deve ser definido com
base em uma visdo geral da altura, didmetro do coleto e numero de folhas, o que reflete na
adocdo de técnicas de manejo e ganhos de produtividade. Assim, seria prudente adotar niveis
de sombreamentos até 30%, sendo que 50% seria o limite de restricdo luminosa para o
crescimento de J. curcas com qualidade e razdo altura/diametro do coleto adequados para
transplantes. Entretanto, estudos referentes as taxas de crescimento da planta, respostas
sazonais, condi¢des nutricionais diferenciadas e tempo em viveiros e/ou casa de vegetacao
antes do plantio definitivo podem complementar as informagdes para ado¢do de métodos de

cultivo mais eficientes.
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5.3 Particdo de fotoassimilados em funcéo das concentracdes de nitrato aplicadas em

J. curcas.

As médias de altura, didmetro do coleto, nimero medio de folhas por planta,
comprimento do peciolo, area foliar e relacdo altura/diametro do coleto, bem como as equagoes
de regressdo em fungéo das concentragdes de nitrogénio aplicadas séo apresentadas na Tabela 5.

A altura e o diametro do coleto de J. curcas apresentaram diferencas em todos os
periodos analisados com ajustes de regressdo quadraticos (Tabela 5). As alturas maximas, de
acordo com as respectivas equacdes de regressdo, foram obtidas nas concentragdes 25,85mM,
29,65mM, 31,92 mM e 35,53mM aos 30, 60, 90 e 120 DAT, respectivamente, e 0S maiores
didmetros de coleto foram obtidos em 36,56mM, 27,42mM, 26,72mM e 25,28mM. Verifica-se,
portanto, com base nos pontos de méaximo obtidos pelas equacdes de regressdo, que no inicio do
crescimento as maiores necessidades em nitrogénio sdo requeridas pelo crescimento lateral, e
que depois essa necessidade vai diminuindo, passando a requerer maior quantidade de nitrogénio
para o desenvolvimento em altura.

A altura e o diametro de coleto fornecem uma excelente estimativa da predicdo do
crescimento inicial e sobrevivéncia no campo, sendo tecnicamente aceitos como boas medidas
do potencial de desempenho das mudas, apesar de serem parametros que podem ser
influenciados por algumas praticas que sdo adotadas nos viveiros florestais (MEXAL; LANDS
1990, citados por CRUZ et al., 2006). Tratam-se de parametros de facil determinacdo, ndo séo
métodos destrutivos, alem das medigdes serem muito simples (GOMES et al., 2002, citados por
CRUZ et al., 2006). Com base na analise de correlagdo linear (Tabela 6), verifica-se que todas as
correlagdes entre a altura e os diferentes tipos de massa analisados, a exce¢do da massa seca da
raiz (MSR) obtiveram correlagdes moderadamente positivas, variando entre 0,5365 a 0,7899

podendo assim ser considerada um bom parametro para a avaliacdo ndo destrutiva das plantas.
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Tabela 5- Médias de altura, diametro, numero de folhas, comprimento do peciolo (Peciolo),
area foliar (Area), relacdo altura/diametro do coleto (H/DC), Teste F, R? e equacdo de
regressdo, em funcdo das concentragdes de nitrato aplicadas (Concen.), aos 30, 60, 90
e 120 dias ap6s o inicio dos tratamentos (DAT), em Jatropha curcas L.

Concen. Altura Diametro n° de folhas Peciolo Area H/DC
(mM)  (cm) (mm) (cm) (cm2)
30 DAT
0 13,49 11,72 4,17 - - 1,16
15 14,92 12,49 5,22 - - 1,19
30 14,94 12,73 511 - - 1,18
45 14,33 12,79 5,19 - - 1,13
Teste F 3,16* 9,81** 9.98** - - 0,85™
R2 97,92 99,04 87,98 - - -
Equacdo y=- y=- y=- - - -
0,0023x2+0, 0,0008x2+0,058 0,0011x2+0,068
119x+13,53 5x+11,738 2X+4,2375
60 DAT
0 13,71 14,89 4,69 10,82 71,71 0,93
15 15,92 17,01 6,75 11,57 80,09 0,94
30 15,83 16,79 6,39 11,53 80,1 0,95
45 15,57 16,34 6,25 10,69 74,41 0,97
Teste F  15,40** 14,26** 18,81** 2,01™ 1,05™ 0,80™
R2 93,17 91,74 85,95 - - -
Equacdo y=- =- =- - - -
0,0027x2+0, 0,003x2+0,1645 0,0024x2+0,138
160x+13,82 x+14,936 8x+4,822
90 DAT
0 14,36 15,94 7,19 10,69 69,47 0,91
15 18,21 18,93 9,25 11,94 84,92 0,97
30 18,64 18,31 9,25 11,86 85,66 1,03
45 18,43 17,79 9,03 11,46 81,14 1,05
Teste F 19,28** 18,63** 9,06** 3,46% 3,76* 3,64*
R2 96,91 86,3 94,36 94,75 97,35 96,59
Equacdo y=- =- =- =- =- y=0,00325x
0,0045x+0, 0,0039x2+0,20 0,0025x2+0,15 0,0018x2+0,09 0,0222x2+1,23 +0,91811
287x+14,59 84Ax+16,126  08x+7,282 74x+10,741  68x+69,43
120 DAT
0 16,61 17,64 5,72 9,36 53,21 0,94
15 21,06 21,31 6,53 12,36 82,54 0,99
30 22,02 20,84 6,08 10,69 107,48 1,07
45 22,36 19,51 5,61 9,39 74,28 1,16
Teste F 24,99** 23,89** 1,99™ 8,74** 3,74% 10,99**
R2 98,84 93,38 - 79,02 90,43 98,79
Equacdo y=- =- - =- =- y=0,004759
0,0046x>+0, 0,0056x2+0,28 0,0048x2+0,20 0,0515x2+3,22 x+0,934861
327x+16,75  43x+17,804 45x+9,612 97x+51,33

Significativo pelo teste F *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo.



Tabela 6— Correlagdes entre altura, didmetro do coleto, n® de folhas, comprimento do peciolo, area foliar, comprimento da raiz principal (Raiz),

massa fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) e massa seca total, em plantas

jovens de J. curcas ao final do periodo experimental.

Altura Diametro N°de folhas Peciolo Area Raiz MFPA MFR MSPA MSR MST
Altura 1,000
Diametro  0,4323** 1,000
n° de folhas 0,4832** 0,2805** 1,000
Peciolo 0,5203** 0,2331** 0,2586** 1,000
Area 0,2682** 0,2421** 0,1089™ 0,2000* 1,000
Raiz 0,1653*  0,1204™  0,0925™ 0,2694** 0,0141™ 1,000
MFPA 0,7899** 0,8047** 0,5136**  0,5209** 0,2934** 0,2013* 1,000
MFR 0,5365** 0,7805** 0,4806**  0,2137*  0,1279™  0,1063™ 0,8238** 1,000
MSPA 0,6641** 0,8292** 0,4524**  0,4145** 0,2646** 0,1462"™ 0,9565** 0,8521** 1,000
MSR 0,4066** 0,7324** 0,4874**  0,0696™ 0,0719™ -0,0210™ 0,7194** 0,9168** 0,7925** 1,000
MST 0,6052** 0,8362** 0,4876**  0,3119** 0,2089*  0,0937"™ 0,9196** 0,9180** 0,9759** 0,9065** 1,000

Significativo pelo teste F *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo.
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As correlacdes obtidas entre o didametro do coleto e as diferentes massas analisadas
mostraram-se ainda mais interessantes, variando entre 0,7324 e 0,8362 (Tabela 6), valores
estes que segundo a escala de Pearson sdo considerados entre moderada a fortemente
positivos. Demonstrando dessa forma a importancia e eficacia deste método ndo destrutivo na
analise do crescimento de J. curcas.

Apesar da altura ser um excelente parametro para avaliar o padrdo de qualidade das
plantas jovens, alguns trabalhos apontaram resultados contraditérios, como o de Barros et al.
(1978), em que 0s autores constataram que, em mudas de Eucalyptus grandis com as maiores
alturas, ocorreram menores taxas de crescimento e de sobrevivéncia ap6s o plantio.

Os resultados obtidos para a relagdo altura/diametro do coleto (H/DC) foram
significativos aos 90 e 120 DAT, com ajustes de regressao lineares em funcdo das
concentracgdes aplicadas (Tabela 05). Segundo Carneiro (1995), o valor resultante da divisao
da altura da parte aérea de uma planta pelo respectivo didmetro do coleto exprime um
equilibrio de crescimento, relacionando esses dois importantes parametros morfolégicos num
sO indice e quanto menor for esse valor, maior serd a capacidade das mudas em sobreviver e
estabelecer-se. Para J. curcas seriam necessarios mais estudos, com outros periodos de
avaliacdo, para se delimitar os melhores valores para esta relagdo. Possivelmente, nesse
estudo o maior crescimento em altura das mudas, elevando-se o valor da relagdo, ocorreu em
consequéncia da adubacdo nitrogenada que favoreceu o0 crescimento Vvegetativo,
impossibilitando encontrar um ponto estavel para esta relacdo. Segundo Sturion e Antunes
(2000), a relacdo altura da parte aérea/didametro do coleto constitui uma das caracteristicas
usadas para avaliar a qualidade de mudas florestais, pois, além de refletir o acumulo de
reservas, assegura maior resisténcia e melhor fixacdo no solo. Para Moreira e Moreira (1996),
essa variavel é reconhecida como um dos melhores, sendo o melhor indicador do padrdo de
qualidade de mudas, sendo, em geral, 0 mais indicado para determinar a capacidade de
sobrevivéncia de mudas no campo.

O numero médio de folhas apresentou diferencas significativas com ajustes de regressao
quadraticos em todos os periodos analisados com excecdo aos 120 DAT onde ndo se detectou
diferencas, provavelmente devido a queda acentuada de folhas ocorrida entre 90 e 120 DAT. De
acordo com as equacOes obtidas, as maiores médias de numeros de folhas deram-se nas
concentragcdes 31mM, 28,92mM e 30,16mM, aos 30, 60 e 90 DAT, respectivamente.

As variaveis: comprimento do peciolo e area foliar apresentaram diferencas significavas a

partir dos 90 DAT (Tabela 5). Apesar de nao serem detectadas diferencas para estas variaveis aos
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30 e 60 DAT, nota-se que na auséncia de nitrato, ou seja, na auséncia total de nitrogénio em
solucdo nutritiva, em todos os periodos avaliados, todas variaveis analisadas apresentaram,
sempre, menores médias, que na presenca do nutriente, independentemente da concentragdo
aplicada. Esses resultados demonstram a essencialidade do nitrogénio na fase inicial de
crescimento de J. curcas. A adicdo de 15 mM de nitrato a solugdo nutritiva promoveu maiores
crescimentos que quando ausente na solucdo nutritiva, em todas as variaveis analisadas,
refletindo o fato de que o nitrogénio é um elemento que esta ligado a todas as rotas
metabolicas, de forma direta ou indireta, promovendo maior atividade fotossintética e, por
conseguinte, maior acimulo de biomassa (TAIZ; ZEIGER, 2009).

De modo semelhante aos resultados obtidos neste trabalho, Cruz et al. (2006), Silva e
Muniz (1995) citados por Cruz et al. (2006), notaram em seu estudo com mudas de Cedrela
fissilis, cultivadas em solucdo nutritiva por 110 dias, que a auséncia de nitrogénio na solucéo foi
um dos elementos que mais influenciou negativamente o crescimento das plantas.

Uma vez conhecido o fato de que o nitrogénio esta envolvido em todas as atividades
metabolicas da planta, é natural observar maior crescimento a medida que aumenta a
quantidade de nitrogénio aplicada a planta. E prudente, entretanto, considerar que existe nivel
6timo a partir do qual a planta exibe resultados indesejaveis a esse aumento, podendo regredir
ou morrer (TAIZ; ZEIGER, 2009). Segundo os resultados obtidos neste estudo, a
concentracdo méxima de nitrato a ser aplicada em J. curcas € de 30mM, e concentracoes
maiores podem acarretar em danos para a planta, como a diminuicéo das taxas de crescimento
descritas neste trabalho.

Verifica-se que houve aumento de todas as variaveis analisadas até um ponto 6timo,
por meio da aplicagdo de nitrato. Entretanto, altas concentracbes acima de 30 mM
proporcionaram efeitos depressivos em J. curcas. Resultados semelhantes também foram
observados por Mendonca et al. (2006) em mamoeiro (Carica papaya), que também citaram
comportamentos semelhantes no trabalho de Carvalho e Souza (1996) com utilizacdo de
elevadas dosagens de nitrogénio no crescimento de limoeiro Cravo e da tangerineira
Cledpatra em bandejas. A assimilacdo de nitrato requer energia e esqueletos de carbono que,
em Orgdos heterotréficos como as raizes é fornecida pela oxidacdo dos carboidratos
translocados da parte aérea. O nitrato € um poderoso competidor pela energia disponivel nas
raizes, de tal forma que, em plantas cultivadas em alto nivel de nitrato, o teor de aclcares e 0
crescimento do sistema radicular sdo bem inferiores aos daqueles crescidos em baixo teor de
nitrato, ou outras formas de nitrogénio (SCHRADER; THOMAS, 1981, citado por
CARELLI; FAHL, 1991).
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As massas fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular e as porcentagens de
agua na parte aérea e no sistema radicular, aos 120 DAT, tiveram resultados significativos,
para as concentragdes de nitrato testadas, obtendo, para todas as variaveis, ajustes quadraticos
de regressdo (Tabela 7). Para o comprimento da raiz principal ndo foi verificada diferengas,
contrastando com os resultados obtidos por Mendonca et al. (2006) que verificaram que as
doses de nitrogénio, em mudas de mamoeiro, influenciaram o crescimento da raiz principal,

com ajustes quadraticos de regressao.

Tabela 7- Médias de massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa fresca do sistema radicular (MFR), massa seca do sistema radicular (MSR),
porcentagem de agua na parte aérea (H,O PA) e nas raizes (H,O R), e comprimento da
raiz principal (CR) em Jatropha curcas L., nas concentragdes de nitrato aplicadas,

Teste F, R2 e equaces de regressao, ao final do periodo experimental.

Concen. MFPA MSPA MFR MSR H,O PA H,OR CR
(MM) ()i e (CZ) P (cm)
0 38,24 7,66 19,84 3,9 79,95 80,43 24,71
15 65,01 13,84 28,37 6,58 78,74 76,93 25,22
30 63,49 12,66 27,77 5,9 80,1 78,84 25,69
45 56,33 10,86 24,12 4,91 80,93 79,97 24,54
Teste F 25,61** 24, 37**  10,47** 16,61** 12,0** 15,77** 1,05"™
R? 94,33 89,6 96 88,62 80,22 73,68 -
Equacdo y=- y=- y=- y=- y=0,002256 y=0,00514 -

0,0377x2+ 0,0089x2+ 0,0135x2+0 0,0041x%+ x2- X2-

2,0482x+3 0,4551x+7 ,6906x+20, 0,1992x+4, 0,072762x+ 0,227765x

9,373 ,997 144 0525 79,7898 +80,1154

Significativo pelo teste F *p<0,05, **p<0,01, ns = ndo significativo.

De acordo com as equagOes de regressdo obtidas, os pontos de méaximo ganho em
gramas para a massa fresca da parte aérea (MFPA), a massa seca da parte aérea (MSPA), a
massa fresca do sistema radicular (MFR) e a massa seca do sistema radicular (MSR) foram
obtidas nas concentragbes 27,16 mM, 2558 mM para MSPA e MFR e 24,29mM,
respectivamente.

De forma geral, a produgdo de matéria seca das raizes acompanhou o padrdo com

ajuste quadratico observado para a parte aérea, comportamento este que se se assemelha ao
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relatado por Mattos Junior et al. (2001), citados por Scivittaro et al. (2004), segundo os quais,
sob concentragdes mais altas de nitrogénio, o crescimento da parte aérea € maior que o das
raizes. Com relagdo as médias de massas frescas, a massa da parte aérea foi 44,88% maior que
a massa do sistema radicular, enquanto que entre as médias de massa seca, a parte aérea foi
em meédia 47,25% superior em relacéo ao sistema radicular.

Corroborando os resultados obtidos por Cruz et al. (2006) em mudas de Samanea
inopinata, observou-se que em J. curcas o sistema radicular, bem como a parte aérea das
plantas foi afetado pela omissao de nitrogénio. Comparando-se o tratamento sem o nutriente,
com a concentracdo 30 mM, ocorreu um ganho aproximado de 60% para as massas fresca e
seca da parte aérea, e ganhos proximos a 70% nas massas fresca e seca do sistema radicular.
Para confirmar ainda mais que os ganhos em massa devem-se a deposi¢cdo em esqueletos
carbdnicos, verifica-se as porcentagens de agua tanto na parte aérea como na raiz
apresentaram um ajuste ao modelo quadratico de regressdo revelando médias maiores nos
dois extremos de tratamentos efetuados (0 e 45 mM) e uma ligeira queda nas concentragoes
intermediarias (15 e 30mM), justamente os tratamentos nos quais ocorreram as maiores

médias nas analises das massas.

6. CONCLUSOES

O desenvolvimento inicial de J. curcas é influenciado pelos niveis de sombreamento
apresentando mecanismos ecoldgicos de adaptacdo a condi¢des de baixa luminosidade, como
maior desenvolvimento em altura, aumento da area foliar e do peciolo que a sustenta, em
detrimento ao crescimento lateral e comprimento da raiz principal.

Niveis de sombreamento acima de 50% sdo prejudiciais ao crescimento de J. curcas
por provocarem intenso estiolamento nas plantas e reducdo no nimero médio de folhas.

As concentracdes de nitrato influenciam positivamente no crescimento inicial de J.
curcas, sendo a concentragdo maxima para aplicacdo deve ser de até 30mM, por suprir todas

as necessidades das plantas até os 120 dias.
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NITRATO E GLUTAMINA SINTETASE EM
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NIVEIS DE SOMBREAMENTO E
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ATIVIDADE DAS ENZIMAS REDUTASE DO NITRATO E GLUTAMINA
SINTETASE EM PLANTAS JOVENS DE Jatropha curcas L. SOB NIVEIS DE
SOMBREAMENTO E CONCENTRACOES DE NITRATO

1. RESUMO

O pinhdo-manso Jatropha curcas L. é considerado uma excelente opcéao agricola para
diversas regides brasileiras, principalmente por ser uma espécie originaria do continente
americano, e com forte resisténcia a seca e altas temperaturas. Atualmente, essa espécie esta
sendo estudada com maior afinco para exploracdo comercial no Brasil, pois se trata de uma
planta oleaginosa viavel para a obtencao do biodiesel. O objetivo deste trabalho foi verificar a
influéncia das concentracBes de nitrato e niveis de sombreamento, sobre as atividades das
enzimas redutase do nitrato e glutamina sintetase em plantas jovens de J. curcas. Os
tratamentos constituiram-se por quatro concentragdes de nitrato, aplicadas via solugédo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1938), e quatro niveis de sombreamento (0, 30, 50 e 70%). Os
resultados obtidos demonstraram que as atividades das enzimas redutase do nitrato e
glutamina sintetase, bem como o teor de proteina total solvel diminuem linearmente com
aumento do sombreamento, demonstrando a importancia de altos indices de irradiancia
luminosa para o bom funcionamento deste metabolismo. O nitrogénio é um nutriente
essencial para desenvolvimento inicial da espécie e concentragdes de nitrato acima de 30mM
sdo prejudiciais a atividade das duas enzimas analisadas, nos tecidos foliar e radicular. As

folhas sdo os principais sitios de reducdo do nitrato e producdo da glutamina em J. curcas.

Palavras chave: Pinhdo-manso. Sombreamento. Metabolismo do nitrogénio. Proteina

soltvel.
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NITRATE REDUCTASE AND GLUTAMINE SYNTHETASEACTIVITY IN YOUNG
PLANTS OF Jatropha curcas L. UNDER LEVELS OF SHADE AND NITRATE
CONCENTRATIONS

2. ABSTRACT

Jatropha curcas L. is considered an excellent option for many agricultural regions of
Brazil, mainly because it is a demanding species with strong sunlight and drought resistance.
Currently, this species is being studied more diligently to their commercial use in Brazil,
because it is an oleaginous plant viable for obtaining biodiesel. The objective of this study
was to assess the influence of different nitrate concentrations and levels of shading on the
activities of the enzymes nitrate reductase and glutamine synthetase in young plants of J.
curcas. The treatments consisted of four concentrations of nitrate, applied via the nutrient
solution Hoagland and Arnon (1938), and four levels of shading (0, 30, 50 and 70% shading).
The results showed that the activities of the enzymes nitrate reductase and glutamine
synthetase, and the total soluble protein content decreased linearly with increased shading.
Nitrogen is a nutrient essential for the metabolism of the species and the initial nitrate
concentrations exceeding 30mm are detrimental to the activity of two enzymes analyzed, in
the leaves and roots tissues. The leaves are the main sites of nitrate reduction and production

of glutamine in J. curcas.

Keywords: Jatropha. Shading. Nitrogen metabolism. Soluble protein.
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3. INTRODUCAO

Somente nos ultimos 30 anos, apods a crise do petréleo, na década de 70, estudos com
combustiveis alternativos aos derivados do petréleo foram intensificados, iniciando estudos
agrondmicos em todo o mundo por novas culturas bioenergéticas. Devido a dimensao
continental do nosso pais, e da sua diversidade de clima e de solos, estima-se que se existam
aqui mais de 200 espécies de oleaginosas com potencial para produzir 6leo para ser fonte de
matéria—prima para a producdo de biodiesel (energia). Recentemente, surgiu o interesse pelo
pinh&o-manso (Jatropha curcas L.), que tem a vantagem de ser perene, possivelmente nativo
do Brasil, e com sementes que apresentam 0leo em grande quantidade e de boa qualidade para
a producdo sustentavel de biodiesel, entretanto trata-se de uma espécie ndo-domesticada, e
sobre a qual o conhecimento técnico basico e aplicado, ainda tem de ser ampliado.

No mundo todo, existem mais de 170 espécies pertencentes ao género Jatropha, sendo
a espécie mais importante, sob o aspecto agrondmico a J. curcas. Por se tratar de planta
originaria do continente sulamericano, a extracao de 6leo da semente do pinhdo-manso surgiu
como boa alternativa de cultura em regiées como o Nordeste e o Cerrado (PEIXOTO, 1973),
pois, é resistente a condi¢des edafoclimaticas desfavoraveis, como seca e solos salinos, o que
indica possibilidade de utilizacdo em areas marginais, sem competicdo por area de culturas
alimenticias (HELLER, 1996), além disso, devido a auséncia de mecanizacao para a colheita,
a atividade familiar e as pequenas propriedades séo beneficiadas, ao cultivo da espécie.

O nitrogénio € o nutriente exigido em maior quantidade pela maioria das culturas e é
importante por ser constituinte de moléculas de proteinas, enzimas, acidos nucleicos e
citocromos, além de ser constituinte da molécula de clorofila. A redutase do nitrato é a enzima
responsavel pela reducdo do nitrato a nitrito permitindo a posterior assimilacéo e fixacdo do
nitrogénio nas plantas superiores. Sua atividade depende principalmente da presenca do
substrato (nitrato) bem como da luz, entre outros fatores como, a presenca de gas carbdnico,
agua e também o fator genético. A glutamina sintetase também é uma das enzimas de grande
importancia no metabolismo do nitrogénio devido a conversao do ion aménio, que é tdxico as
células, em glutamina, fixando o N em aminoécidos. O funcionamento deste metabolismo em
J. curcas € ainda pouco conhecido e este trabalho teve por finalidade analisar as atividades
das enzimas redutase do nitrato e glutamina sintetase em folhas e raizes de plantas jovens de
J. curcas submetidas a diferentes niveis de sombreamento e concentragcdes de nitrogénio e

correlacionar essas atividades com os teores de proteina e pardmetros de crescimento
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vegetativo em J. curcas, fornecendo desta forma, algumas informacdes basicas acerca do

metabolismo desta espécie oleaginosa.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigao dos tratamentos

O experimento foi desenvolvido na UNESP/Campus de llha Solteira, localizada a
20°43'09” de latitude sul e 51°33'79” de longitude oeste, com altitude em torno de 335
metros, em casa de vegetacdo, com temperatura maxima de 32°C controlada
automaticamente.

Foram semeadas trés sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) em cada saco de
polietileno, com capacidade para trés litros de substrato, contendo areia lavada no dia 21 de
junho de 2010. O experimento foi irrigado diariamente por aspersdo automatica, durante trés
minutos, as 8h e as 18h, a fim de se evitar estresses hidricos que porventura pudessem
influenciar no metabolismo das plantas.

As sementes utilizadas foram colhidas em 19 de junho de 2010, na Fazenda de Ensino
Pesquisa e Extensdo da UNESP (FEPE), localizada no municipio de Selviria — MS. Foram
utilizadas sementes provenientes de frutos secos, 0s quais apos colheita foram mantidos em
estufa com circulacéo forcada de ar, a temperatura de 38°C por 24 horas, e logo ap0s serem
retiradas dos frutos, foram semeadas, sem qualquer tratamento pré-germinativo, diretamente
em areia Umida.

Quinze dias ap6s a emergéncia, as plantas foram desbastadas com base na
uniformidade de altura e nimero de folhas, deixando-se somente uma planta por saco plastico,
constituindo a parcela experimental.

Os tratamentos constituiram-se por trés niveis de sombreamento, com 70%, 50% e
30% de cobertura, utilizando-se estruturas metalicas cobertas por telas de poliolefinas, além
de um tratamento sem o uso da tela, e por quatro concentragdes de nitrato: 0; 15; 30 e 45mM,
em esquema fatorial simples (4x4), totalizando 16 tratamentos, com trés repeticdes, no
delineamento inteiramente casualizado. As aplicacdes das solugdes nutritivas foram realizadas
duas vezes por semana, 40 mL da respectiva solucdo nutritiva, por planta, o que correspondeu
a0;37,2; 74,4 e 111,6 mg de NO3"a cada aplicacdo realizada.

Foram preparadas duas solucGes nutritivas baseadas na solugdo de Hoagland e Arnon

(1938), uma contendo NOj3 (Solucéo 1) e outra sem NOg3™ (Solugéo 2), conforme a seguir:
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e Solucdo 1:Ca(NO3), 4H,0 (50mM); KNO3 (50mM); MgSO,4 7H,0 (20mM); KH,PO,
(10mM); H3BO3 (0,46mM); MnCl, 4H,0 (0,091mM), ZnSO,4 7H,0 (7,65uM); CuSO4
5H,0 (3,2uM); H,M00O, (0,56uM).

e Solugdo 2:MgSO, 7H,O (2mM); KH,PO4 (ImM); CaSO, 2 H,O (2mM); K;SO4
(2mM); H3BO;3; (0,46mM); MnCl, 4 H,0 (0,091mM), ZnSO,4 7H,0 (7,65uM); CuSO,
5H,0 (3,2 uM); H,M00O4 (0,56uM).

As duas solugdes foram preparadas com macronutrientes e micronutrientes, exceto o
ferro, o qual foi adicionado apenas no momento da aplicacdo, fornecido pela solucdo Fe-
EDTA (33,2 g L™ Na-EDTA,; 26 g L™ FeSO, 7H,0 e 3,659 L™"NaOH). Acrescentou-se 1mL
da solucdo Fe-EDTA para cada litro da Solucdo 1 (ap6s diluicdo 10x) e da Solucéo 2.

A partir da Solucéo 1, acrescentou-se 1,18g Ca(NO3), 4H,0 + 0,505g KNOj3 para cada
litro da solugéo, para obtencdo da solugcdo 30mM, e 2,36g Ca(NO3), 4H,0 + 1,01g KNOg3 para

se obter a concentragao de 45mM.
4.2 Descricdo das variaveis avaliadas

As determinac@es laboratoriais foram realizadas nos laboratérios de analise de solos e
tecido vegetal (LASTV) e de fisiologia vegetal (LFV), localizados nos Departamentos de
Fitotecnia, Tecnologia de Alimentos e Sécio-economia (DFTASE) e de Biologia e Zootecnia
(DBZ), respectivamente da UNESP/ Campus de Ilha Solteira.

As andlises fisioldgicas foram realizadas aos 30, 60, 90 e 120 dias ap6s o inicio dos
tratamentos (DAT), utilizando-se trés plantas por tratamento (repeti¢des). Todas as anlises

foram realizadas em folhas e raizes.
a) Extracéo de compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados foram extraidos de acordo com o método descrito por
Bieleski e Turner (1966). Para 0,1g de material fresco acrescentou-se 1 mL da solucdo MCW
(60 mL de metanol, 25 mL de cloroférmio e 15 mL de H,O destilada). O material foi
macerado, e centrifugado por 15 minutos, a 3000 rpm. Apds a centrifugacdo e separacdo do
sobrenadante, acrescentou-se mais 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de H,O para cada 4 mL do
extrato. O extrato obtido permaneceu em repouso por 24h, em geladeira, para que as fases

aquosa, lipidica e cloroformio fossem separadas e o volume extraido registrado, para
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efetuacdo dos célculos posteriores. Somente a fase hidrossoltvel (aquosa) foi utilizada para a
analise dos compostos nitrogenados (amonia e nitrato) (Figura 4).

O precipitado foi re-suspendido em solu¢cdo NaOH 0,1 M, a uma relagdo de 10 mL de
solucdo para cada grama de tecido fresco, e centrifugado novamente por 15 minutos, a 3000

rpm, e o sobrenadante foi utilizado para quantificacdo de proteinas.

Figura 4- Metodologia de extragdo de compostos nitrogenados.

1) Apos pesagem os tecidos vegetais (folhas e/ou raizes) foram picados e macerados.
Acrescentou-se a solucdo MCW e apds homogeneizagdo o material foi submetido a

centrifugacéo por 15 minutos, 3000 rpm.

2) Apbs centrifugado, separou-se 0 | 3) O extrato obtido permaneceu em geladeira
sobrenadante e acrescentou-se neste 1,0 mL | por 24 horas, para separacdo das fases aquosa

de cloroférmio e 1,5 mL de agua, para cada | (seta) e a fase cloroférmio.

4 mL do sobrenadante obtido.

(HIRAKI, 2010).
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b) Analise quantitativa de nitrato

Foi utilizado o método de Cataldo et al. (1975) para quantificar as variacdes na
concentragdo de nitrato presente nos tecidos foliar e radicular de J. curcas. Do extrato de
tecido obtido através da extracdo de compostos nitrogenados descrita anteriormente, retirou-se
uma aliquota de 0,1 mL e adicionou-se 0,4 mL de &cido salicilico 5% em H»S04 (p/v). Apos
20 minutos em temperatura ambiente, acrescentou-se 9,5 mL de NaOH 2M, lentamente, e
apos resfriamento, em temperatura ambiente, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a
410 nm. A concentracdo de nitrato foi avaliada utilizando-se curva padrdo de solucdo de
nitrato (0 a 4 umoles) (Figura 5).

Figura 5- Solugdes padrdo para obtencéo de curva padrdo de nitrato.

(HIRAKI, 2010).

c) Analise quantitativa de amonia

A andlise quantitativa de amonia nos tecidos foliar e radicular foi realizada de acordo
com McCullough (1967). Do extrato de tecido obtido da extracdo ja descrita, retirou-se uma
aliquota de 0,1 mL, adicionou-se 0,5 mL de solucéo fenol (2,5 g fenol+ 12,5 mg nitroprusiato
de sodio em volume final de 250 mL) + 0,5 mL de solucéo fosfato (12,5 g NaOH + 13,4 ¢
Na,HPO, .7H,0 + 2,5 mL NaOCI 5% em volume final de 250 mL). O ensaio foi incubado em
banho-maria por uma hora a 37°C, e em seguida foi realizada a leitura em espectrofotometro a
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630 nm. A concentracdo de amonia foi avaliada utilizando-se curva padrédo de solucao sulfato

de amonia (Figura 6).

Figura 6- Solugdes padrdo para obtencdo da curva padrdo de amonia.

(HIRAKI, 2010).
d) Determinacédo do teor de proteina total soluvel (PTS)

O teor de proteina total soltvel (PTS) foi realizado utilizando-se a metodologia
proposta por Bradford (1976), utilizando-se o extrato ja descrito.

Utilizou-se 100 uL do extrato das raizes e 50 uL do extrato foliar, respectivamente,
diluido em 50 uL de NaOH 0,1 M e 5 mL de reagente. O reagente foi preparado com 200 mg
de “Comassie Brilliant Blue” + 50 mL de etanol 95%, sob agita¢cdo durante duas horas,
seguido da adicdo de 100 mL de éacido ortofosforico (HsPO,) 85%, e mantido por mais duas
horas de agitacdo. Apos este tempo, a solucdo foi mantida em repouso por 24 horas,
completado até 1000 mL com H,O deionizada, filtrado e guardado em frasco escuro em
geladeira.

A reacdo colorimétrica foi lida em espectrofotdmetro a 595 nm. Os valores obtidos
foram expressos em mg de proteina g de matéria fresca (MF). O padrdo utilizado para

proteina foi feita com albumina de soro bovino (BSA) na faixa de 10 a 100 pg.
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e) Determinacéo da atividade da RN

Na determinacdo da atividade da RN empregou-se 0 ensaio in vivo descrito por Radin
(1973) nos tecidos foliares e radiculares, com as devidas modificacGes para a espécie em
questéo.

As amostras de foliares e radiculares de tecido fresco foram coletadas as 7 horas, em
dias quentes e ensolarados, armazenadas em sacos plasticos em caixa de isopor com gelo,
transportadas até o laboratorio e limpas com agua deionizada. Foram pesadas amostras de
0,59 de tecido foliar fresco e 1g de raizes, cortadas em pedacos de aproximadamente 5x5 mm,
inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio, tampéo fosfato 0,1M + KNO3 0,1M,
pH 7,5. Os tubos de ensaio foram revestidos com folhas de aluminio a fim de se evitar danos
oxidativos promovidos pela luz. As amostras foram infiltradas a vacuo trés vezes, por dois
minutos cada, a fim de facilitar e aumentar a penetracdo da solugdo nos tecidos, seguido de
introducéo de ar. Apds a infiltracdo o ensaio foi incubado em banho-maria a 30°C por uma
hora.

Para os tecidos foliares uma aliquota de 100 pL foi retirada e o meio de reacdo foi
preparado com 2,9 mL de agua destilada + 1 mL da mistura (v:v) de dicloreto de N-
naftiletileno 0,02%, o qual paralisa a reacdo e sulfanilamida 1% preparada em HCI 1,5N o
qual reage e da a coloragéo.

Para os tecidos radiculares foi retirada uma aliquota de 500 uL e 0 meio de reacao foi
preparado com 0,5 mL de agua destilada + 1 mL da mistura de N-naftiletileno e
sulfanilamida, preparadas do mesmo modo que os tecidos foliares.

Apos 15 minutos durante os quais se deu a reagdo colorimétrica, a leitura foi realizada
em espectrofotdbmetro a 540 nm e os valores da atividade da RN expressos em umol NO,
gMF* h, determinada pela quantidade de nitrito produzida, utilizando-se uma curva padréo

de solucéo de nitrito (de 0 a 200 pmoles).

f) Determinagéo da atividade da Glutamina sintetase (GS)

Para determinacédo da atividade da GS foi utilizado o método de Machado et al. (2001).
A extracdo foi feita utilizando-se 1g de tecido foliar fresco, macerado com 10 mL de tampé&o
Tris-HCL, pH 7,2 em almofariz sob gelo e em seguida centrifugado a 10.000 rpm por 10

minutos.
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Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada ao tubo de reacao contendo 0,1
mL de glutamato + 0,1 mL de ATP, 0,1 mL de cloreto de magnésio + 0,1 mL de sulfato de
hidroxilamina e 0,1 mL de tamp&o imidazol. Decorridos 30 minutos foi acrescentado 1,5 mL
de FeCl3 o qual paralisa a reacdo. A leitura colorimétrica da reacdo foi realizada em
espectrofotdmetro a 535 nm e os valores da atividade da GS expressos em pM de A-GH h™
mgMF™.

4.3 Analise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) através do teste F
e testes Tukey em nivel de 5% de probabilidade e de regressdo para variaveis continuas,
também em nivel de 5%, seguindo a metodologia descrita por Gomes (2000), utilizando-se o
programa de andlises estatisticas SISVAR (FERREIRA, 2000). As correlacGes lineares de
Pearson foram realizadas por meio do programa de andlises estatisticas BioEstat (AYRES et
al., 2007)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores do Teste F e a probabilidade estatistica, nos
quatro periodos avaliados, para a atividade da RN em plantas jovens de J. curcas, nos tecidos
foliar e radicular. Nao houve interacdes entre os tratamentos efetuados, sendo assim, 0s
efeitos do sombreamento e da concentracdo de nitrato aplicadas foram analisados
separadamente.

Com base nas médias gerais observa-se que a atividade da RN em J. curcas, em todos
os periodos analisados, foi maior na folha do que na raiz. De acordo com Sodek (2004) o
nitrogénio absorvido pelas plantas, em sua grande maioria na forma de nitrato, pode ser
assimilado nas raizes ou na parte aérea, porém, a parcela com que cada um desses sistemas
contribui para a assimilacdo de nitrogénio pela planta varia grandemente com a espécie e com
as condicdes dos ambientes. A maioria das espécies herbaceas, incluindo importantes culturas
econbmicas, reduz nitrato tanto nas raizes como nas folhas. Entretanto, a importancia relativa
da raiz e folha na assimilacao do nitrato depende de dois fatores: a atividade da RN na raiz e a
disponibilidade de nitrato no meio.

Aos 30 DAT a atividade média da RN no tecido foliar foi 3,08 pmoles NO;” gMF™ h™,

valor 77 vezes maior que a média de atividade verificada nas raizes que foi de 0,04 umoles
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NO, gMF* h™, j& no dltimo periodo avaliado (120 DAT) essa diferenca diminuiu para 11
vezes, devido a reducdo da atividade da RN nas folhas que passou a ser em média 1,48
umoles NO, gMF* ht,

Tabela 8- Valores do teste F e média geral da atividade da enzima redutase do nitrato em
plantas jovens de Jatropha curcas L., aos 30, 60, 90 e 120 dias ap0s o inicio dos
tratamentos (DAT). llha Solteira SP —2010.

Tratamentos 30 DAT 60 DAT 90 DAT 120 DAT
Sombreamento (%)
0 3,81 3,14 1,36 1,53
30 3,29 2,71 1,43 1,44
50 2,92 3,11 1,78 1,64
g 70 2,29 2,23 1,2 1,18
o Concentra¢es (MM NO3)
L O 2,10 1,32 0,90 0,68
H 15 2,82 3,45 1,24 191
A 30 3,87 3,26 1,55 1,72
S 45 3,53 3,16 2,07 1,49
Sombreamento (S) 4,12*%* 4,98** 1,88™  1,26™
Concentracdo de Nitrato (N) 6,12** 27,39*%* 7,72**  9,36**
S*N 0,81™ 1,08™  0,98™ 1,41™
Média Geral (umoles NO, gMF*h™) 3,08 2,8 1,44 1,48
Sombreamento (%)
0 0,05 0,06 0,05 0,16
30 0,06 0,06 0,06 0,16
50 0,04 0,07 0,05 0,11
R 70 0,04 0,05 0,04 0,09
A Concentracdes (MM NO3)
i 0 0,03 0,04 0,04 0,11
Z 15 0,05 0,07 0,06 0,14
E 30 0,05 0,07 0,05 0,13
S 45 0,04 0,06 0,05 0,13
Sombreamento (S) 2,71* 1,50  3,76*  4,53**
Conc. Nitrato (N) 5,04** 4,42%*  558** (,71™
S*N 0,61 0,83" 1,13™ 1,34™
Média Geral (umoles NO, gMF*h™) 0,04 0,06 0,05 0,13

Significativo pelo teste F *p<0,05 e **p<0,01, ™ ndo significativo.

A maior atividade da RN nas folhas era esperada, ja que a assimilacdo redutiva do
nitrogénio é um processo dispendioso energeticamente as plantas, razdo porque em muitas
espécies ocorre predominantemente nas folhas, centros de energia (ATP) e de agentes
redutores (fornecedores de elétrons). O processo de reducdo do nitrogénio necessita da
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fotossintese por carboidratos e energia, consumindo 12 ATPs a cada nitrogénio assimilado
pela planta (EPSTAIN; BLOOM, 2006). Resultados semelhantes foram relatados por Oliveira
et al. (2005) em pupunheira (Bactris gasipaes) os quais verificaram atividade da RN nas
folhas muito superior aquela encontrada nas raizes.

Assim como verificado neste trabalho, em culturas como o algoddo (Gossypium
hirsutum) (RADIN, 1977 citado por SODEK, 2004), cevada (CHANTAROTWONG et al.,
1976; ASLAM; HUFFAKER, 1982; LEWIS et al., 1982 citados por CARELLI; FAHL,
1991), soja (Glycine max) (CRAFTS-BRANDNER; HARPER, 1982 citado por CARELLI;
FAHL, 1991), café (Coffea arabica) (QUEIROZ et al., 1985, CARELLI, 1987 citado por
CARELLI; FAHL, 1991) e milho (Zea mays) (HAGEMAN; FLESHER, 1960; WALLACE,
1973 citado por CARELLI; FAHL, 1991; SODEK, 2004), os niveis de atividade da RN séo
mais altos na parte aérea do que nas raizes. Porém em outras espécies, como girassol
(WEISSMAN, 1972 citado por CARELLI; FAHL, 1991), tremogo, rabanete (PATE, 1980
citado por CARELLI; FAHL, 1991), e seringueira (LEMOS et al., 1999) sendo esta ultima
uma planta pertencente a mesma familia de J. curcas (Euphorbiaceae), as raizes apresentaram
atividade bem maior do que a das folhas, por isso ha a necessidade de estudos da atividade da
RN em diferentes partes da planta.

No tecido foliar as médias de atividade da RN foram diminuindo gradativamente a
cada periodo avaliado, ja em relacdo as raizes verificou-se apenas um ligeiro aumento na
atividade da RN no altimo periodo analisado (120 DAT). A reducdo da atividade RN no
decorrer do periodo analisado foi também relatada em Bactris gasipaes (OLIVEIRA et al.,
2007), em Phaseolus lunatus (SILVEIRA et al., 2001) e em Coffea arabica (REIS, 2007)
sendo que neste ultimo trabalho a reducdo da atividade da RN ao longo dos periodos
analisados foi atribuida a fertilizacdo efetuada no inicio do periodo experimental e a
precipitacdo durante a conducdo do experimento. Entretanto, no presente trabalho, uma vez
que as condicOes de temperatura e umidade relativa do ar foram controladas, bem como o
fornecimento das solucdes nutritivas foram sempre efetuadas da mesma maneira, a reducéo
nas médias gerais de atividade foliar de RN em J. curcas, poderia ser explicada por dois
motivos. O primeiro deles deve-se provavelmente a senescéncia natural dos tecidos, uma vez
que as folhas amostradas estavam sempre na mesma posicao das plantas (primeira e segunda
folhas verdadeiras da base para o apice). Pereira-Neto et al. (1989) relatou que em folhas de
Pueraria phaseoloides ocorreu reducdo da atividade da RN no sentido &pice-base, e que
resultados semelhantes foram verificados também em soja. Segundo este autor, a maior

atividade da enzima em folhas jovens, deve-se a maior concentracdo de nitrato e de
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fotoassimilados e a maior capacidade de sintese de proteinas nessas folhas. O segundo
possivel motivo que poderia ter provocado a reducao de atividade da RN nas folhas ao longo
do tempo, deve-se ao auto sombreamento das folhas da camada basal, provocado pelo
aumento no nimero médio de folhas.

Aos 30 e 60 DAT ocorreram diferencas na atividade da RN nos tecidos foliares em
funcdo dos niveis de sombreamento testados (Tabela 8). Nestes dois periodos o ajuste de
regressdo foi linear, decrescendo a atividade da RN com o a reducdo da luminosidade
incidente (Figura 7). Aos 30 DAT a atividade da RN sob o maior nivel de sombreamento
(70% de sombreamento) foi 40% menor que na auséncia de cobertura. Aos 60 DAT a
porcentagem de reducdo, para a mesma comparacao, foi da ordem de 30%.

Figura 7- Atividade da enzima Redutase do Nitrato (RN) no tecido foliar, em plantas jovens de

Jatropha curcas L., em fungdo dos niveis de sombreamento testados, aos 30 (a) e 60 (b) dias
apos o inicio dos tratamentos (DAT).
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Nas raizes verificou-se diferenca na atividade da RN aos 30, 90 e 120 DAT nos
diferentes sombreamentos testados (Tabela 8). Aos 30 e 90 DAT os ajustes de regressdo
foram quadraticos tendendo a um ligeiro aumento de atividade sob 0 sombreamento de 30% e
reduzindo a atividade apos esse nivel. Aos 120 DAT, assim como aconteceu nas folhas, a

atividade da RN, diminuiu linearmente com o aumento do sombreamento (Figura 8).

Figura 8- Atividade da enzima Redutase do Nitrato (RN) em raizes de Jatropha curcas nos niveis de
sombreamento testados, aos 30 (a), 90 (b) e 120 (c) dias apds o inicio dos tratamentos.
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A influéncia da luz sobre a RN foi observada mudas de Coffea arabica em
experimento realizado por Carelli e Fahl (2006). Os autores relataram que os diferentes
regimes de irradiancia (20, 50 e 100% da luz solar) influenciam a particdo da RN entre folhas
e raizes, e que sob altos niveis de irradiancia e nitrato, a reducdo do nitrato ocorre mais nas
folhas que nas raizes e vice-versa.

Em condi¢bes Otimas de crescimento, a capacidade de reducdo do nitrato €
aproximadamente, o dobro da necessidade da planta. A atividade da RN varia durante o dia,
apresentando baixa atividade no escuro para a maioria das espécies (STITT, 1987;
SCHEIBLE et al., 1997). Em condi¢fes normais de ativacao e na presenca de luz, a sua acéo
seria da ordem de 70 a 90%, reduzindo para 10 a 30% no escuro. Entretanto, a luz ndo é um
sinal direto para a atividade dessa enzima, pois mesmo sob intensa e continua luminosidade, a
RN ¢é inativa quando falta gas carbonico, indicando que a fotossintese é requerida para sua
ativacdo, sendo provavelmente os fotoassimilados exportados para fora do cloroplasto os
sinalizadores para a ativacdo da RN (KAISER; HUBER, 2001).

A quantidade de carboidratos, a luminosidade disponivel e outros fatores ambientais,
como a disponibilidade de &gua, ativam a fosfatase, enzima responsavel pela desfosforilacéo
de varios residuos de serina na proteina RN, favorecendo sua atividade. A auséncia de luz e
de magnésio estimulam a fosforilacdo dos residuos de serina 0s quais interagem com uma
proteina inibidora resultando na desativacdo da RN (KAISER et al., 1999).

O sombreamento interferiu nas concentracdes de nitrato nas folhas e raizes de J.
curcas. Nas folhas detectou-se diferencas em todos os periodos avaliados, ja nas raizes
somente aos 60 e 90 DAT (Tabela 9).

As medias gerais dos teores foliares de nitrato aumentaram gradativamente ao longo
dos periodos amostrados sendo 20,02; 21,63; 32,6 e 39,25 umoles NO3 g MF™, aos 30, 60 90
e 120 DAT, respectivamente, comportamento inverso ao acontecido com a atividade média da
RN nos mesmos periodos a qual foi diminuindo com o passar dos periodos analisados.
Levando-se em consideracdo que as folhas amostradas em todos os periodos eram sempre a
primeira e a segunda folhas verdadeiras a partir da base do caule, parece haver uma reducéo
na atividade da RN nos tecidos foliares a medida que eles vao envelhecendo na planta, e tal
reducdo de atividade, faz com que o substrato enzimatico (nitrato) acumule-se nos tecidos

foliares.
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Tabela 9- Valores do teste F e média geral dos teores de nitrato presentes nos tecidos foliares

e radicular em plantas jovens de Jatropha curcas L., aos 30, 60, 90 e 120 dias ap0s o0

inicio dos tratamentos (DAT). llha Solteira — SP, 2010.

Tratamentos 30 DAT 60 DAT 90 DAT 120 DAT
Sombreamento (%)
0 23,77 25,52 42,78 52,22
30 20,64 23,71 34,46 38,38
50 18,16 17,8 27,05 35,19

g 70 17,51 19,55 26,14 31,20

o Concentragdes (MM NO3)

L O 20,11 17,26 30,56 41,38

H 15 19,61 19,52 29,94 36,37

A 30 21,14 23,59 33,63 38,49

S 45 19,21 26,21 36,27 40,75
Sombreamento (S) 5,89** 6,76**  17,84** 18,69**
Conc. Nitrato (N) 0,51™ 8,49**  2,56™ 1,17
S*N 0,62" 1,20™ 1,46™ 1,31™
Média Geral (umoles NOs'g MF™) 20,02 21,63 32,6 39,25
Sombreamento (%)
0 19,49 33,74 24,12 18,23
30 22,60 29,38 26,85 18,05
50 19,02 27,20 18,21 15,57

R 70 18,21 24,37 18,22 13,79

A Concentrages (mM NO3)

[ 0 12,91 9,83 9,59 8,81

Z 15 19,74 25,80 17,99 12,84

E 30 22,89 38,18 26,09 19,31

S 45 23,77 40,86 33,72 24,68
Sombreamento (S) 1,33" 511**  4,65** 1,62™
Conc. Nitrato (N) 8,74** 65,80** 26,63** 17,65**
S*N 0,39"™ 1,11™ 1,26™ 0,56"™
Média Geral (umoles NOs'g MF™) 19,82 28,67 21,85 16,41

Significativo pelo teste F *p<0,05 e **p<0,01, ™ nio significativo.

Analisando-se cada um dos periodos avaliados separadamente, nota-se que assim

como a atividade da RN os niveis foliares de nitrato, em cada um dos periodos avaliados

diminuiu linearmente com o0 aumento do sombreamento (Figura 9).



Figura 9- Nitrato soltuvel (NO3) em folhas de Jatropha curcas fungdo dos niveis de sombreamento testados aos 30 (a), 60 (b), 90 (c) e 120 (d) dias ap6s o
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Nas raizes, nos periodos onde houve diferenca estatistica (60 e 90 DAT), o aumento
do sombreamento, assim como acontecido nas folhas, também causou uma reducdo no
acimulo de nitrato sollvel (Figura 10). Carelli et al. (1990) relataram aumento na
concentracdo foliar de nitrato em plantas expostas a maior luminosidade. Tais resultados
indicam que a maior luminosidade incidente favorece o acimulo de nitrato nos tecidos foliar e
radicular, o que consequentemente, devido a maior quantidade de substrato presente, favorece
a atividade da RN.

Figura 10- Nitrato solGvel (NO3) em raizes de Jatropha curcas funcdo dos niveis de sombreamento

testados aos 60 (a) e 90 (b) dias apds o inicio dos tratamentos.
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A atividade da RN em folhas e raizes pode ser induzida pela presenca do substrato

(nitrato), assim, a reducdo nos teores de substrato com a reducdo da incidéncia luminosa,
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explica também a queda nas médias de atividade da RN em J. curcas. A inducao da atividade
da RN pelo substrato é relativamente forte, pois quando a quantidade de substrato diminui no
interior da célula sua atividade se reduz rapidamente (TAIZ; ZEIGER, 2009).

As concentracgdes de nitrato aplicadas influenciaram a atividade da RN em folhas e
raizes em todos os periodos avaliados, com excecao das raizes aos 120 DAT (Tabela 8). Para
as folhas os ajustes de regressao foram lineares aos 30 e 90 DAT, aumentando com as maiores
concentragOes de nitrato aplicadas, e quadraticos aos 60 e 120 DAT (Figura 11). Derivando-se
essas regressdes (aos 60 e 120 DAT) obteve-se as concentracdes de 29,4 e 27,5mM,
respectivamente, nas quais ocorreria a maxima atividade da RN nas folhas de J. curcas, e
concentragfes maiores a essas resultaram em decréscimos na atividade enzimatica, o que
prejudicaria o metabolismo do nitrogénio nesta espécie. A variagdo no comportamento da
atividade da RN o tecido foliar durante os periodos amostrados, isto €, os ajustes de regressao
hora quadratico e hora linear, podem ser explicados por pequenas varia¢cdes na temperatura ou
umidade relativa do ar durante as amostragens, o que poderia também ter interferido na

atividade dessa enzima, além da concentracdo de nitrato aplicada.



Figura 11- Atividade da enzima Redutase do Nitrato (RN) em folhas de Jatropha curcas cultivadas em funcéo das concentragdes de nitrato aplicadas, aos 30
(), 60 (b), 90 (c) e 120 (d) dias ap6s o inicio dos tratamentos.
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Verificou-se que as concentracGes de nitrato aplicadas tiveram efeitos significativos
sobre os teores foliares de nitrato somente aos 60 DAT, ajustando-se ao modelo linear de
equacéo (Figura 12).

Atraves da analise das Figuras 11 e 12, nota-se que ha um acumulo de nitrato nos
tecidos foliares que excede a capacidade de reducéo da enzima RN nestes mesmos tecidos aos
60 DAT, o que poderia ser caracterizado como um consumo luxo, ja que o nitrato aplicado
mesmo sendo absorvido do substrato, ndo é reduzido, impedindo assim sua posterior fixacdo

em esqueletos carbdnicos.

Figura 12- Concentracdo de nitrato foliar em Jatropha curcas L., aos 60 dias apds inicio dos

tratamentos, em funcdo das concentrac@es de nitrato aplicadas.
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(HIRAKI, 2011).

Nas raizes as equacOes de regressdo para a atividade da RN em funcdo das
concentracdes de nitrato ajustaram-se ao modelo quadratico com pontos de atividade maxima
variando entre as concentragdes de 25 a 30 mM (Figura 13). As concentracdes de nitrato
aplicadas influenciaram nos teores radiculares de nitrato solivel em todos os periodos
analisados (Tabela 9) aumentando linearmente com o aumento das concentracdes aplicadas
(Figura 14).
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Figura 13- Atividade da enzima Redutase do Nitrato (RN) em raizes de Jatropha curcas L. em funcédo

das concentracdes de nitrato aplicadas, aos 30 (a), 60 (b) e 90 (c) dias ap6s o inicio dos

tratamentos.
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(HIRAKI, 2011).




Figura 14- Nitrato solUvel em raizes de plantas jovens de Jatropha curcas L. em fungdo das concentracdes de nitrato aplicadas em solugéo nutritiva aos 30

(), 60 (b), 90 (c) e 120 (d) dias ap6s o inicio dos tratamentos.
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(HIRAKI, 2011).
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Comparando-se os resultados das concentracdes de nitrato solGvel nos dois tecidos
analisados (que ajustaram-se a modelos lineares), e as atividades da RN obtidas nestes
mesmos tecidos (as quais obteve-se ajustes de regressdo quadraticos), verifica-se que a
presenca do substrato nos tecidos ndo é o unico regulador da atividade da RN, pois mesmo
com o0 aumento de nitrato no meio, ha um ponto a partir do qual a atividade da RN passa a ser
reduzida. Em alguns trabalhos, com diferentes espécies, relatou-se a presenca de um ponto de
méaxima atividade enzimatica, a partir do qual mesmo com a adi¢do de nitrogénio ao meio, a
enzima RN estabiliza ou reduz sua atividade (REIS; FURLANI JUNIOR; HAGA, 2007;
VIANA 2007). A capacidade de reducdo do nitrato € controlada em relagdo ao nivel
metabolico total da planta, por sensores e rotas de traducdo de sinais. A resposta das plantas a
quantidade de nitrato depende também de outros fatores, além do substrato, entre os quais o
material genético e o ambiente como, por exemplo, a luz, os quais influenciam a RN, bem
como outros componentes do metabolismo do nitrato (CAMPBELL, 1999).

N&o houve interagdo entre os niveis de sombreamento e as concentracdes de nitrato
aplicadas para a atividade da enzima Glutamina sintetase (GS). Nas folhas, tanto o
sombreamento como o nitrato aplicado tiveram influéncia sobre a atividade desta enzima, nas
raizes por outro lado, verificou-se diferengcas somente em relacdo as concentra¢fes de nitrato
aplicadas (Tabela 10).

Com base na observacdo das medias gerais obtidas em todos os periodos analisados a
maior atividade da GS deu-se nos tecidos foliares sendo praticamente duas vezes maior
quando comparado a atividade da GS nas raizes. Resultados semelhantes foram relatados em
trabalhos desenvolvidos com mudas de seringueira (Hevea brasiliensis) cultivadas com
diferentes concentracdes de nitrato e/ou aménio em solugdo nutritiva (DELU FILHO et al.,
1998, LEMOS et al., 1999).

O fato de algumas plantas tais como a seringueira (H. brasiliensis) (DELU FILHO et
al., 1998) e de acordo com os resultados verificados neste trabalho também o pinhdo-manso
(J. curcas), apresentarem grande capacidade de assimilacdo do amonio nas laminas foliares
pode representar uma vantagem do ponto de vista ecofisiolégico, uma vez que o aménio
liberado durante o processo fotorrespiratdrio teria condicBes de ser reassimilado pela planta,

reduzindo as perdas para o meio pela volatilizacéo.
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Tabela 10- Valores do teste F e média geral da atividade da enzima Glutamina sintetase (GS)

nos tecidos foliar e radicular em plantas jovens de Jatropha curcas L., aos 30, 60, 90 e
120 dias ap0s o inicio dos tratamentos (DAT). llha Solteira — SP, 2010.

Tratamentos 30 DAT 60 DAT 90 DAT 120 DAT
Sombreamento (%)
0 112,98 120,80 79,43 138,71
30 81,23 84,99 64,82 93,86
50 71,76 69,59 57,71 87,97
E 70 67,49 57,41 54,27 92,04
o Concentragdes (MM NO3)
L O 82,79 69,01 66,94 112,42
H 15 81,85 84,79 62,42 99,57
A 30 83,95 92,13 61,07 98,65
S 45 84,87 86,86 65,81 101,94
Sombreamento (S) 37,19** 25,13** 6,73**  13,27**
Conc. Nitrato (N) 0,15"™ 3,29* 0,42" 0,94™
S*N 0,97 1,47™ 1,44™ 0,92"
Média Geral 83,36 83,2 64,06 103,14
Sombreamento (%)
0 39,21 41,91 36,12 39,61
30 41,15 43,73 35,90 43,81
50 39,44 44,71 36,21 37,41
R 70 39,17 38,32 34,21 44,98
A Concentraces (MM NO3)
i 0 32,57 36,65 25,53 35,54
Z 15 46,41 46,54 43,37 49,32
E 30 40,28 43,00 38,46 39,37
S 45 39,72 42,49 35,08 41,59
Sombreamento (S) 0,11 0,42"™ 0,14  0,92™
Conc. Nitrato (N) 3,99** 0,89"™ 8,92*%*  2,46™
S*N 0,30™ 0,98™ 0,50™ 0,35™
Média Geral 39,75 42,17 35,61 41,45

Significativo pelo teste F *p<0,05 e **p<0,01, ™ nio significativo.

Em cada um dos periodos analisados (30, 60, 90 e 120 DAT) a atividade foliar da GS

diminuiu linearmente com o aumento do sombreamento (Figura 15), assim como ja relatado

para a atividade da RN. Esse comportamento da atividade enzimatica indica a importancia da

luz na geracdo de energia para a assimilacdo do amonio, seja proveniente da reducdo do

nitrato transportado a parte aérea ou daquele proveniente da fotorrespiracéo.



Figura 15— Comportamento da atividade da enzima Glutamina sintetase (GS) em folhas de plantas jovens de Jatropha curcas L., em fungdo das dos niveis de

sombreamento testados, aos 30 (a), 60 (b), 90 (c) e 120 (d) dias ap6s o inicio dos tratamentos.
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(HIRAKI, 2011).
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De maneira semelhante a RN, a regulacdo da atividade da GS pode ser induzida por
diferentes estimulos externos ou fisioldgicos, dependendo do 6rgao da planta ou da isoforma
da enzima (PUJADE-RENAUD et al., 1994). A luz, por exemplo, aumenta a quantidade de
RNAmM da isoforma da enzima GS presente nos cloroplastos e plastideos (GS2) em folhas de
ervilha, fumo e tomate (BECKER et al., 1992). Edwards e Coruzzi (1989) observaram que a
expressao de um gene nuclear para GS2 é afetada, sensivelmente, pela luminosidade. Tjaden
et al. (1995) descreveram a flutuacdo da atividade da enzima GS2 conforme a quantidade de
radiagio e da atividade da RN, observando aumentos da GS na presenga de luz
concomitantemente ao aumento da atividade da RN assim como observado neste trabalho em
J. curcas.

As concentracdes de amonia nos tecidos foliar e radicular nos tratamentos realizados
sdo apresentadas na Tabela 11. N&o se verificou interacdo entre 0 sombreamento e as
concentracdes de nitrato aplicadas sobre esta analise. Nos tecidos foliar e radicular ocorreu
diferenca nas concentracfes de amonia sollvel em relacdo ao sombreamento testados aos 120
e 90 DAT, respectivamente, com ajustes de regressao lineares nos dois periodos, porém de
maneira inversa (Figura 16). Enquanto nas folhas o aumento do sombreamento reduziu a
concentracdo da amonia, assim como verificado para a enzima GS para a qual a amonia serve
como substrato, nas raizes houve um ligeiro aumento de sua concentragdo com o aumento do
sombreamento.

Apesar das diferencas nas concentracdes de amonia verificadas neste trabalho, nota-se
gue todas as médias obtidas nos tratamentos sao muito préximas a zero, pois ndo foi utilizada
fonte amoniacal alguma para nutricdo das plantas, sendo, portanto, toda a aménia resultante
essencialmente do metabolismo da planta, ou seja, produto do processo de redugédo do nitrato
0 qual ndo pode ser acumulado, devido a sua toxicidade aos tecidos, portanto, todo 0 amonio
produzido deve ser rapidamente assimilado através da incorporagdo em compostos organicos
evitando seu acumulo nos tecidos. A enzima responsavel por tal incorporacdo é a GS, que
catalisa a unido do NH4" com o &cido glutdmico para formar glutamina, a qual é altamente
eficiente. Dessa forma, em condigBes normais, 0 NH;" € mantido em concentragdes muito
baixas no tecido foliar (MIFLIN et al., 1981).
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Tabela 11- Valores do teste F e média geral dos teores de amonia (NH,") nos tecidos foliares e
radicular em plantas jovens de Jatropha curcas L., aos 30, 60, 90 e 120 dias ap6s o inicio dos
tratamentos (DAT). llha Solteira — SP, 2010.

Tratamentos 30 DAT 60 DAT 90 DAT 120 DAT
Sombreamento (%)
0 0,56 0,18 0,32 0,17
30 0,58 0,24 0,45 0,11
50 0,52 0,18 0,37 0,13

F 70 0,55 0,19 0,40 0,13

o Concentra¢es (MM NO3)

L O 0,19 0,06 0,26 0,15

H 15 0,53 0,23 0,35 0,14

A 30 0,79 0,25 0,39 0,13

S 45 0,69 0,25 0,54 0,13
Sombreamento (S) 0,29"™ 0,8"™ 3,3™ 4,38**
Conc. Nitrato (N) 31,7** 8,44**  17,29** 1,18™
S*N 2,23* 1,27™ 1,07™ 1,06™
Média Geral (umoles de NH;* g MF') 0,56 0,2 0,39 0,14
Sombreamento (%)
0 0,12 0,08 0,05 0,15
30 0,19 0,08 0,07 0,17
50 0,23 0,08 0,07 0,16

R 70 0,21 0,08 0,08 0,16

A Concentracdes (MM NOg3)

i 0 0,19 0,08 0,05 0,12

Z 15 0,19 0,09 0,07 0,17

E 30 0,19 0,08 0,07 0,17

S 45 0,18 0,07 0,07 0,18
Sombreamento (S) 1,01™ 0,49™  491** 0,76™
Conc. Nitrato (N) 0,01"™ 1,36™ 1,61™ 8,23**
S*N 0,24" 0,26" 1,05™ 0,61™
Média Geral (umoles de NH," g MF") 0,19 0,08 0,07 0,16

Significativo pelo teste F *p<0,05 e **p<0,01, ™ nio significativo.
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Figura 16- Concentracdo de amonia (NH,") em folhas (a) e raizes (b) de plantas jovens de Jatropha

curcas L., em funcdo dos niveis de sombreamento testados.
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(HIRAKI, 2011).

As concentragdes de nitrato aplicadas influenciaram a atividade da GS nas folhas,
assim como verificado aos 60 DAT, e nas raizes observou-se diferengas aos 30 e 90 DAT
(Tabela 10). O comportamento da atividade da GS ajustou-se ao modelo regressao linear para
as folhas, aumentando linearmente com o aumento das concentragfes de nitrato aplicadas e
quadréatico para as raizes (Figura 17). Em experimento com seringueira (H. brasiliensis) Delu
Filho et al. (1998) e Lemos et al. (1999) observaram que o nitrato exerceu um efeito positivo
sobre a atividade dessa enzima, aumentando sua atividade em mais de cinco vezes nas
laminas foliares e também no sistema radicular. No presente trabalho, o nitrato aplicado
aumentou em 1,5 vezes a atividade da GS nas laminas foliares. Em plantas anuais a atividade
da GS parece ser estimulada tanto pelo suprimento de nitrato (VEZIMA; LANGLOIS, 1989

citado por DELU FILHO et al., 1998), como de aménio (HOEZLE et al., 1992 citado por
DELU FILHO et al., 1998).




94

Figura 17- Atividade da enzima Glutamina sintetase (GS) em folhas aos 60 dias apds o inicio dos

tratamentos (DAT) (a), e em raizes aos 30 (b) e 90 (c) DAT em plantas jovens de Jatropha

curcas L. em funcédo das concentracdes de nitrato aplicadas.
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(HIRAKI, 2011).
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Com base nas regressdes quadraticas obtidas para o comportamento da atividade da
GS nas raizes de J. curcas (Figura 17), calculou-se as concentracdes de nitrato onde a
atividade desta enzima foi maxima, sendo de 25,7 mM aos 30 DAT e 25,8 mM aos 90 DAT.
ConcentragcOes essas muito proximas daquelas obtidas pelas regressdes de atividades foliares
da RN (Figura 11). Assim, ha uma relacéo direta entre a atividade dessas duas enzimas, sendo
que a GS, ¢ totalmente dependente da atividade da RN quando somente fontes nitricas séo
utilizadas como fonte de nitrogénio. Lemos et al. (1999) observaram a mesma relagédo entre
essas duas enzimas no tecido radicular de H. brasiliensis e sugeriram que a atividade da GS
radicular seria dependente do NH4" produzido nas raizes pela agdo da RN.

As concentracOes de aménia nos tecidos foliar e radicular aumentaram linearmente em
funcdo das concentracdes de nitrato aplicadas (Figura 18), isso aconteceu provavelmente
devido ao aumento da atividade da RN verificada também para este mesmo tratamento. Tal
acumulo de NH," parece ter favorecido a atividade da GS no tecido foliar, para a qual serve de
substrato enzimatico, uma vez que a atividade desta enzima no mesmo tecido também
aumentou linearmente com o aumento das concentracdes de nitrato aplicadas (Figura 17 a).

Apesar das equacdes de regressao apresentadas para as atividades das enzimas RN e
GS mostrarem-se muito semelhantes tanto em folhas como em raizes de J. curcas com relacéo
aos pontos de maximo obtidos, a analise de correlacdo linear ndo mostrou-se significativa, na
maioria dos periodos analisadas para as atividades dessas duas enzimas nas folhas, com
excecdo aos 90 DAT onde houve uma fraca correlacdo negativa, que apesar de significativa,
ndo pode ser considerada como um bom parametro devido ao baixo coeficiente obtido (r=-
0,1885) (Tabela 12).

As correlagdes lineares entre as atividades das enzimas foram verificadas ao final do
periodo experimental para as atividades da GS nas folhas e RN nas raizes (r=0,2409) e para as
atividades da GS nas raizes e RN nas raizes (r=0,3071) (Tabela 13). Entretanto, devido ao
baixo coeficiente de Pearson obtido essa relacdo, assim como reatado para as atividades
foliares, ndo pode ser considerada como um bom parametro de avaliacdo e comparacao.

Alguns autores destacaram a utilizacdo das atividades das enzimas RN e GS para
predi¢do da produtividade em C. arabica, devido aos altos coeficientes de correlagdo obtidos
entre essas variaveis (REIS; FURLANI JUNIOR; HAGA, 2007; REIS, et al. 2006). Neste
trabalho, realizou-se analises de correlac@es lineares a fim de verificar se hd comprovacao
entre as atividades das enzimas analisadas (RN e GS) com os parametros de massa analisados
no primeiro capitulo para a espécie J. curcas. As correlacdes entre as atividades das enzimas
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RN bem como para GS em folhas e raizes em relacdo a todos os parametros de crescimento
vegetativo analisados, foram na maioria das correlacdes considerados ndo significativos em
nivel de 5% de probabilidade. Quando houveram resultados significativos, os coeficientes de
correlagéo de Pearson obtidos foram muito baixos (valores com r<0,5) (Tabelas 12 e 13),
sendo considerados correlagdes fracas sob o ponto de vista estatistico, assim, as atividades das
enzimas ndo podem ser utilizados como bons parametros para a predicdo em ganhos de massa

em J. curcas.



Figura 18- Concentragdo de amonia (NH,") em folhas aos 30 (a), 60 (b) e 90 (c) DAT e em raizes aos 120 DAT (d) de plantas jovens de Jatropha curcas,

funcéo das concentracdes de nitrato aplicadas.
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(HIRAKI, 2011).
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Tabela 12- Correlagdes lineares entre altura, didmetro do coleto, nimero de folhas, area

foliar, atividade da redutase do nitrato no tecido foliar (RN), atividade da glutamina

sintetase no tecido foliar (GS) e proteina total solGvel no tecido foliar, em plantas

jovens de Jatropha curcas L., durante o periodo experimental. Ilha Solteira — SP,

2010.
Altura  Diametro n° de folhas Peciolo  Area RN GS Proteina

30 DAT

Altura 1,000

Diametro  0,1763* 1,000

n° de folhas 0,4373** 0,3587** 1,000

RN 0,0255™ 0,2602** 0,1866™ 1,000

GS -0,134™ 0,1819* -0,0897™ -0,057™ 1,000

Proteina 0,0702™ 0,3087** 0,2899** 0,369** 0,315** 1,000
60 DAT

Altura 1,000

Diametro  0,3603** 1,000

n° de folhas 0,3598** 0,3858** 1,000

Peciolo 0,4241** 0,0496™ -0,1749* 1,000

Area 0,4599** 0,0824* -0,1172" 0,9377** 1,000

RN 0,0998™  0,4402** 0,4206** -0,1146™ -0,0818™ 1,000

GS 0,0259™  0,2569** 0,2689** -0,452** -0,352** 0,115™ 1,000

Proteina 0,0065™ 0,0731™ 0,2459** -0,266** -0,259** 0,150™ 0,1775* 1,000
90 DAT

Altura 1,000

Didmetro  -0,086™ 1,000

n° de folhas 0,5885** -0,1662* 1,000

Peciolo 0,1793* 0,0476™ -0,2392** 1,000

Area 0,2026* 0,0344™ -0,1994* 0,9564** 1,000

RN 0,1855* -0,038™ 0,0984"™ 0,1219™ 0,0917™ 1,000

GS -0,073™  -0,054™ 0,0962"™ -0,279**  -0,229** -0,1885* 1,000

Proteina 0,0232™ -0,088™ 0,2166** -0,3536** -0,2905** 0,008™  0,1404™ 1,000
120 DAT

Altura 1,000

Diametro  0,4323** 1,000

n° de folhas 0,4832** 0,2805** 1,000

Peciolo 0,5203** 0,2331** 0,2586** 1,000

Area 0,2682** 0,2421** 0,1890™ 0,2000* 1,000

RN 0,3086** 0,2872** 0,0013"™ 0,1829*  0,1499 1,000

GS -0,0951™ 0,111"  0,0168™ -0,3359** -0,0802™ 0,0154™ 1,000

Proteina 0,0987™ 0,0816™ 0,2480** 0,0029™  -0,0664™ 0,0040™ 0,3490** 1,000

Significativo pelo teste F *p<0,05 e **p<0,01, ™ ndo significativo.



Tabela 13- Correlagdes entre comprimento da raiz principal (Raiz), massas fresca da parte aérea (MFPA) e das raizes (MFR), massas seca da
parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e total (MST), atividade da redutase do nitrato no tecido foliar (RN folhas) e nas raizes (RN
raizes), atividade da glutamina sintetase no tecido foliar (GS folhas) e nas raizes (GS raizes), proteina soltvel nas folhas (Proteina F) e

raizes (Proteina R) em plantas jovens de Jatropha curcas L. ao final do periodo experimental. Ilha Solteira — SP, 2010.

Raiz MFPA MFR MSPA  MSR MST RN folhas GS folhas Proteina F RN raizes GS raizes Proteina R
Raiz 1,000
MFPA 0,2013* 1,000
MFR 0,1063"™ 0,8238** 1,000
MSPA 0,1462™ 0,9565** 0,8521** 1,000
MSR -0,0210™ 0,7194** (0,9168** 0,7925** 1,000
MST 0,0937™ 0,9196** 0,9180** 0,9759** 0,907** 1,000
RN folhas 0,0779™ 0,3207** 0,2002* 0,3140** 0,159™ 0,2744** 1,000
GS folhas -0,1468™ -0,0072™ 0,1407™ 0,0986™ 0,276** 0,1671* 0,0154™ 1,000
Proteina F -0,016™ 0,1301™ 0,0968™ 0,1608™ 0,131™ 0,1583™ 0,0040™ 0,3490** 1,000
RN raizes -0,093" 0,0721™ 0,1579™ 0,1395™ 0,2397* 0,1823* 0,0508™ 0,2409** 0,0274" 1,000
GSraizes 0,0257™ 0,0987™ 0,0579™ 0,1058™ 0,063" 0,0958™ 0,1667* -0,0022"™ 0,0317"™ 0,3071** 1,000
ProteinaR -0,086™ -0,003" -0,131™ -0,076™ -0,192* -0,1217™ -0,0415™ -0,2256** -0,0003" -0,2934** 0,0072"™ 1,000

Significativo pelo teste F *p<0,05 e **p<0,01, ™ néo significativo.
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Houve diferenca nos teores de proteina total soltvel em folhas e raizes de J. curcas em
funcdo dos tratamento efetuados. Com exce¢do aos 60 DAT onde ocorreu um decréscimo nas
médias gerais dos teores de proteina total soltvel nos tecidos foliares, em todos os periodos
analisados as médias nos teores de proteina mantiveram-se estaveis, variando de 2,1 a 2,8 mg
gMFno tecido foliar e de 1,16 a 1,85 mg gMF no tecido radicular (Tabela 14). Assim como
verificado em H. brasiliensis (LEMOS et al., 1999), nas folhas as médias de proteinas total

soltvel sdo sempre superiores as médias obtidas nas raizes.

Tabela 14- Valores do teste F e média geral dos teores proteina total soltvel nos tecidos foliar
e radicular em plantas jovens de Jatropha curcas L., aos 30, 60, 90 e 120 dias ap6s o
inicio dos tratamentos (DAT). llha Solteira — SP, 2010.

Tratamentos 30 DAT 60 DAT 90 DAT 120 DAT
Sombreamento (%)
0 3,42 1,06 3,94 3,39
30 2,74 0,84 3,09 1,89
50 2,05 0,48 2,16 1,72
g 70 2,08 0,54 1,98 1,49
o Concentraces (MM NO3z)
L O 1,87 0,53 2,47 1,47
H 15 2,21 0,61 2,88 2,07
A 30 2,85 0,87 2,77 2,46
S 45 3,35 0,91 3,05 2,52
Sombreamento (S) 11,84** 6,28**  11,19** 17,28**
Conc. Nitrato (N) 12,24** 2,93* 0,83"™ 5,47**
S*N 3,15** 2,60** 120" 1,18™
Média Geral (mg gMF™) 2,57 0,73 2,8 2,13
Sombreamento (%)
0 1,34 1,90 1,14 141
30 1,18 1,87 1,29 1,20
50 1,25 1,99 1,39 1,34
R 70 0,88 1,62 1,40 1,75
A Concentracdes (MM NO3)
i 0 1,23 1,62 1,22 1,33
Z 15 1,10 1,74 1,18 1,31
E 30 1,12 2,04 1,39 1,39
S 45 1,20 1,98 1,43 1,66
Sombreamento (S) 9,39** 5,28** 124"  6,49**
Conc. Nitrato (N) 0,86" 8,43** 1,28™  3,02*
S*N 2,13"™ 1,27™ 0,19™ 0,66"™
Média Geral (mg gMF™) 1,16 1,85 1,30 1,42

Significativo pelo teste F *p<0,05 e **p<0,01, ™ ndo significativo.
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Em cada um dos periodos analisados o aumento nos niveis de sombreamento
proporcionaram diminuicdes lineares nos teores de proteina soltvel foliar (Figura 19)
comportamento este acompanhado pelas atividades das enzimas RN e GS nos mesmos
tecidos, demonstrando que h& uma estreita relacdo entre a atividade dessas enzimas e a
producdo de proteinas nos tecidos, relacéo esta reforcada pelos resultados obtidos na analise
de correlacdo linear (Tabela 12), na qual observou-se correlacBes positivas entre a atividade
da RN e os teores de proteina no tecido foliar aos 30 DAT (r=0,369), bem como correlagdes
positivas entre a atividade da GS e o teor de proteina em trés dos quatro periodos analisados
com coeficientes de Pearson (r) de 0,315; 0,1775 e 0,349, aos 30, 60 e 120 DAT,
respectivamente. Ja nas raizes os ajustes de regressao variaram conforme os periodos
amostrados, sendo linear aos 30 e 120 DAT e quadratico aos 60 DAT (Figura 20).

De acordo com Carelli et al. (1996) a capacidade fotossintética das plantas €
dependente do suprimento de nitrogénio. Uma consideravel fracdo desse elemento encontra-se
nas folhas, alocado nas proteinas envolvidas no processo fotossintético. Em adicdo, a
fotossintese depende de varios compostos nitrogenados, como enzimas e pigmentos
fotossintéticos, para a producdo dos compostos de carbono que compdem a parte aérea. Por
essa razdo, a capacidade fotossintética das plantas e o metabolismo do nitrogénio estdo
diretamente interligados.

As concentragfes de nitrato aplicadas influenciaram nos teores de proteina total
solivel em folhas e raizes de maneira linear (Figuras 21 e 22). O nitrogénio por participar da
composicao dos aminoacidos, desempenha um efeito direto sobre o conteddo de proteina nos
tecidos. O nitrogénio absorvido pelas plantas combina com cadeias carbdnicas para a
producdo de aminodacidos, os quais resultam em proteinas que ficam armazenadas no tecido

vegetal, aumentando os teores destas com a adubacéo nitrogenada.



Figura 19- Teores foliares de proteina total soltvel em plantas jovens de Jatropha curcas em funcéo dos niveis de sombreamento testados aos 30 (a), 60 (b),
90 (c) e 120 (d) DAT.
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(HIRAKI, 2011).

102




103

Figura 20- Teores de proteina total sollvel em raizes de plantas jovens de Jatropha. curcas em

funcédo dos niveis de sombreamento testados, aos 30 (a), 60 (b) e 120 (c) DAT.
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Figura 21- Teores de proteina total soluvel em folhas de Jatropha curcas em funcdo das
concentracdes de nitrato aplicadas, aos 30 (a), 60 (b) e 120 (c) DAT.
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Figura 22- Teores de proteina total solivel em raizes de Jatropha curcas em funcdo das

concentracdes de nitrato aplicadas aos 60 (a) e 120 (b) DAT.
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A analise dos desdobramentos das interacbes sombreamento X concentragdes de
nitrato demonstrou que independentemente da concentracdo aplicada, os teores de proteina
diminuiram com a reducdo da luminosidade incidente e que o aumento nas concentracdes de
nitrato aplicado aumentaram o teor de proteina sollvel, sendo que na auséncia de
sombreamento, aliado a concentracdo méaxima de nitrato aplicado obteve-se 0 maior indice de

proteina no tecido foliar (Figuras 23 e 24).
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Figura 23- Desdobramento da interacdo sombreamento X concentracdo de nitrato no tecido foliar aos

30 dias apo6s o inicio dos tratamentos em plantas jovens de Jatropha curcas L.

6 -
5.
44
............................................................................... X )
................... S—

Proteina (mg g MF?)
w

¢ 0
m 15
A 30
X 45
y (0 mM)=-0,0178x + 2,5373 R2 = 0,4281
y(15 mM)=ns
----------------- y (30 mM)=-0,0186x + 3,5403 R2 = 0,6257
—————— y (45 mM)=-0,0422x + 4,937 R2 = 0,8671

‘ ......... :.:Z:: ......
| A X
| n
*
| L]
0 | | | I i T 1
0 10 20 30 0 ; ) )
Sombreamento (%)
6,1 &0
. 30
A 50
5 X 70 ’

y (0%) = 0,0729x + 1,774 R2 = 0,9405

~
—
LEL 4 4 y (50%) = 0,0233x + 1,52 R2 = 0,7155
o —-—-—y (70%) = 0,0295x + 1,417 R2 = 0,7666
3. u
R
© A
5 e T _ Sy titr e %
8 2 ________
O ., =
x emm—r=TETERE
o e

1

0 - : . | |

----------------- y (30%) = 0,0018x2 - 0,0701x + 2,918 R? = 0,9983

0 5 10 15 20

Concentracéo de NO; (mM)

25 30 35 40 45

(HIRAKI, 2011).



107

Figura 24- Desdobramento da interacdo sombreamento X concentracdo de nitrato no tecido foliar aos

60 dias apds o inicio dos tratamentos em plantas jovens de Jatropha curcas L.
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6. CONCLUSOES

As folhas sdo os sitios preferencias de reducao de nitrato em J. curcas, com atividade
média de no minimo 10 vezes maior que a atividade das raizes. Elas sdo tambem os sitios
preferenciais da fixacdo de nitrogénio via GS, a qual apresentou atividade média duas vezes
superior ao tecido radicular.

As atividades das enzimas RN e GS, bem como o teor de proteinas soltveis, em folhas
diminuiu com a elevagdo do sombreamento.

A concentracdo méaxima de nitrato a ser aplicada em plantas jovens de J. curcas € de
30 mM, pois acima deste nivel, as atividades das enzimas RN e GS, tanto em folhas como em
raizes, sofreram reducdo, apresentando caracteristicas de toxidez ao excesso de nitrato
aplicado.

Ha fracas correlacBes lineares entre os parametros de crescimento vegetativos
analisados e as atividades das enzimas RN e GS, portanto a atividade dessas enzimas nao
podem ser utilizadas para predicdo do crescimento inicial de J. curcas.

A maior incidéncia luminosa aliada as maiores concentracdes de nitrato propiciaram

aumentos nos teores de proteina total soluvel em folhas e raizes de J. curcas.
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