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RESUMO

O pinhdo manso, Jatropha curcas L., vem sendo considerado uma cultura
promissora para a producdo de 6leo e fabricacdo de biocombustivel. Amicorrizacéo é
uma técnica que promove a associacdo simbidtica entre fungo-planta, de maneira que
esses microrganismos contribuem com o aumento da extensdo radicular através de suas
hifas e assim pode contribuir na absorcdo de agua e nutrientes e eventualmente
contribuir no aumento da tolerdncia da planta a seca. Diante disso, 0s objetivos foram
avaliar o desenvolvimento morfolégico em plantas inoculadas com trés tipos de
micorrizas isoladas sob irrigacdo e, trocas gasosas e biomassa de mudas de pinhao
manso inoculadas com trés tipos de micorrizas isoladas, submetidas a estresse hidrico.
O presente experimento foi conduzido em ambiente protegido, o delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados, arranjados em esquema fatorial 2x4,
correspondendo a duas condi¢cdes de regime hidrico (com e sem irrigacdo), quatro
tratamentos onde (MO) ndo inoculado, (M1) Gigaspora albida, (M2) Claroideoglomus
etunicatum e (M3) Rhizophagus intraradices com sete repeticdes. Foram feitas
avaliacGes de analises de crescimento, trocas gasosas e biomassa nas plantas. As plantas
de pinhdo manso inoculadas com as espécies C. etunicatum e R.intraradices tiveram
aumento no didmetro do caule, altura, nimero de folhas e area foliar, tiveram menor
reducdo na condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e fotossintese (A) sob déficit
hidrico em relacdo as plantas ndo inoculadas na mesma situacdo hidrica. Dessa forma,
os fungos micorrizicos arbusculares C. etunicatum e R.intraradices aliviaram o efeito
prejudicial do estresse hidrico em plantas de pinhdo-manso contribuindo para o aumento

de producéo da biomassa.

Palavras-chave: Euphorbiaceae, Inoculacdo, Déficit hidrico.



ABSTRACT

Physic nut, Jatropha curcas L. has been considered a promising crop for the
production of oil and the production of biofuel, Mycorrhization is a technique that
promotes the symbiotic association between plant-fungus, so that these microorganisms
contribute to the increase in root extension through their hyphae and thus can contribute
to the absorption of water and nutrients and thus contribute to increased drought
tolerance. That said, the objective was to evaluate the morphological development, gas
exchange and biomass of physic nut seedlings inoculated with three types
of isolated mycorrhizae, submitted to water stress. The present experiment was
conducted in a protected environment, the experimental design used was
in randomized blocks, arranged in a 2x4 factorial, corresponding to two water regime
conditions (with and without irrigation), four treatments where (MO) not inoculated,
(M1) Gigaspora albida,(M2) Claroideoglomus etunicatum and  (M3) Rhizophagus
intraradices with seven repetitions. Evaluations of growth analysis, gas exchange and
biomass in plants were made. The Physic nut plants inoculated with the
species C. etunicatum and R. intraradices had a significant increase in the diameter of
stem height, leaf number and leaf area, had asmaller reduction in
conductance stomatal (gs) transpiration (E) and photosynthesis (A). In this
wayarbuscular mycorrhizal fungi C. etunicatum and R. intraradices alleviated the
harmful effect of water stress on physic nut plants, contributing to the increase in
biomass production.

Keywords: Euphorbiaceae, Inoculation, Water deficit.
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1. INTRODUCAO

A Jatropha curcas L., comumente conhecida como pinhdo manso, é uma planta
perene de grande plasticidade adaptativa. Sua distribuicdo no Brasil é grande, pode ser
encontrada em todas as regides do territorio, tem grande usabilidade desde cerca viva a
fonte energética (VIRGENS et al., 2017). As sementes servem como vermicida natural,
espécies ndo toxicas podem ser usadas na alimentacdo animal e humana (LAVIOLAET
al., 2010). E a extracéo do 6leo é fonte de energia na forma de biocombustivel.

As fontes de energias renovaveis vém em contraponto ao uso de recursos nao
renovaveis, derivados do petroleo, o qual ainda é a principal fonte de energia utilizada
mundialmente. O uso dessa fonte agrava 0s problemas ambientais decorrentes da
emissdo de gases de efeito estufa e contribui para o aumento do aquecimento global, o
que torna necessaria/essencial a busca por fontes energéticas renovaveis e de baixo
impacto ambiental (BORGES et al., 2016).

O estresse hidrico € um dos principais fatores na reducdo da producdo e
produtividade em plantas cultivadas, pois afeta diretamente o desenvolvimento do
vegetal (PADILHA et al., 2016).

Sendo assim, novas estratégias de cultivo que visem a qualidade ambiental
associada a uma melhor producdo vegetal vem intensificando-se. A inoculacdo de
fungos benéficos nas raizes das plantas vem ganhando grande destaque. Tal técnica
promove a associacdo simbidtica entre ambos, de maneira que esses microrganismos
contribuem para o aumento da extensdo radicular através de suas hifas, permitindo,
assim, uma maior absorcao de dgua e nutrientes pelas plantas, além de possuir um baixo
custo (FOLLI-PEREIRA et al., 2012; MARTIN; RIVERA, 2015; LEHMANN et al.,
2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

o Avaliar o desenvolvimento morfofisioldgico de mudas de pinhdo manso

com trés espécies isoladas de micorrizas, submetidas a estresse hidrico.

2.2 Objetivos especificos

o Identificar diferentes respostas a inoculacdo de fungos micorrizicos
arbusculares — FMAs, isolados a fim de definir os fungos mais recomendados para a
cultura.

o Determinar o nivel critico de estresse hidrico para Jatropha curcas L., na

presenca e auséncia de micorrizas;

o Verificar a existéncia de possiveis alteracbes anatdmicas visiveis e

mensuraveis entre as mudas com € sem micorrizas;
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3. MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no Campus de
Engenharias e Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA/UFAL).
O solo utilizado foi coletado na &rea do CECA, sendo 0 mesmo embalado em sacos com
pesagem de 20 Kg e autoclavados por 2 horas, a 121°C latm, para desinfestacao.

As sementes foram coletadas na area de cultivo de pinhdo manso do CECA, as
quais foram lavadas e desinfestadas com uma solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5%
por 4 minutos e em seguida, lavadas com &gua destilada por 3 vezes, de modo a
eliminar todo o residuo de hipoclorito.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, arranjados em um
esquema fatorial de 2x4, correspondendo a dois niveis hidricos (irrigadas e déficit
hidrico) e quatro tratamentos com micorrizas sendo: (MO) ndo inoculado, (M1)
inoculagdo com Gigaspora albida, (M2) inoculacdo com Claroideoglomus etunicatume
e (M3) inoculacdo com Rhizophagus intraradices, com sete repeticbes por tratamento,
totalizando 56 parcelas amostrais (vasos), como uma planta por parcela.

Figura 1. Mudas de J. Curcas ao decorrer do experimento.

Fonte: BARROS, 2018.

3.1 Inoculagéo dos Fungos Micorrizicos no Pinhdo Manso
Os indculos puros das trés espécies de FMAs foram obtidos através da Colecéo

Internacional de Cultura de Glomeromycota — CICG, cujo material consistiu de raizes
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de sorgo colonizadas pelas espécies isoladas. Posteriormente, foram adicionados 6g de
indculo micorrizico em cada vaso. Em seguida, 2 cm acima do inoculo, trés sementes de
pinhdo manso foram plantadas. Ap6s o plantio, as mudas foram colocadas em casa de
vegetacdo, e foi adicionada 4gua até a drenagem, sendo a rega executada a cada 3 dias.
Apos 20 dias foi realizado o desbaste.

A associacdo dos FMAs com o pinhdo manso foi confirmada ap6s 90 dias
através da visualizacdo das estruturas dos fungos nas raizes. Foi utilizado o protocolo
adaptado de Miranda (2008) onde cerca de 1g de raizes foi posto em 100 mL de KOH
1M. Em seguida, o material foi colocado em estufa a 90°C, por 1 hora e 30 minutos,
sendo o KOH descartado e as raizes lavadas com agua destilada. Uma solucdo de HCI
5% foi adicionada, e apds um repouso de 5 minutos o &cido foi eliminado. A solucdo
corante LAT (sem Fenol) foi adicionada até cobrir as raizes que permaneceram nesta
solucdo por uma noite. O LAT foi descartado e as raizes lavadas duas vezes com agua
destilada retirando-se 0 excesso do corante. As raizes coradas de azul foram dispostas
em laminas para microscopia, com auxilio de uma pinca. Gotas de glicerina foram
utilizadas para fixar a laminula e impedir o ressecamento do material. Utilizou-se um
sistema de captura de imagem acoplado a microscopio, marca BEL®, para verificar e

registrar a presenca de micorrizas nas raizes.

Figura 2. Associagdo dos FMAs com o pinhdo manso, com a visualizacdo das
estruturas dos fungos nas raizes. Sendo (A) Gigaspora albida, (B) Claroideoglomus
etunicatume e (C) Rhizophagus intraradices.

Fonte: BARROS,2018.

3.2 Umidade do solo
A umidade do solo de cada vaso foi analisada durante o periodo de estresse
hidrico e reidratacdo, aos 100 e 103 dias ap6s o plantio - DAP. a profundidade de 5 cm,
por meio de um sensor de umidade modelo SM200.
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Figur3.Umidade no solo durante o periodo de estresse maximo e reidratacéo.
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3.3 Anélises Biométricas
A coleta de dados morfolégicos foi realizada aos 30, 60 e 90 dias apds o plantio
- DAP, foi mensurado o nimero de folhas, didmetro do caule (mm) e altura (cm). Ao
fim do experimento, as plantas foram coletadas e separadas em folhas, caule e raizes. As
folhas foram utilizadas para a determinacdo da area foliar (mm?2) através de um
integrador de éarea foliar Li-Cor modelo LI-3100C, e em seguida, todo o material
vegetal foi colocado para secar em estufa, com circulacdo de ar forcada, a 65°C, até

peso constante, a fim de se obter a massa seca.

3.4 Analises Fisiologicas
As trocas gasosas foram medidas aos 100 DAP. A suspensdo da irrigacdo
ocorreu aos 90 DAP, com duracdo de dez dias, e posteriormente por meio de um
analisador portatil de CO. por infravermelho, modelo Li-6400 (Li-Cor, Biosciences
Inc., Nebraska, EUA). A leitura foi realizada em cada planta na parte central da quarta
folha expandida a partir do apice. As seguintes variaveis foram analisadas: taxa de
fotossintese (A), transpiracdo (E), condutdncia estomatica (gs). As plantas foram

reidratadas por trés dias, e aos 103 DAP ocorreu a mensuracdo dos mesmos parametros.

3.5 Andlises Estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As analises foram realizadas com o
auxilio do software estatistico SISVAR5.6. Os gréficos e tabelas foram confeccionados

com auxilio do programaExcel 2007.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas inoculadas com a micorriza C. etunicatumapresentaram altura cerca
de 62,7% maior que as ndo inoculadas (Figura 4A). Alémdisso, essas plantas tiveram
acréscimo no didmetro do coleto e nimero de folhas de aproximadamente 38,8% e
215,6%, em relacéo as plantas controle, respectivamente (Figura 4B e 2C).

Pbde-se verificar, ainda, aumento da area foliar de 126,1% em plantas
inoculadas com C. Etunicatum em relacdo as ndo inoculadas (Figura4D),sendo esse
acréscimo maior do que aquele conferido pela inoculagdocomas micorrizas R.
intraradicese G. albida, as quais também tiveram efeito sobre a area foliar,
apresentando aumento de 59,6% e 44,1% respectivamente, quando comparadas ao

controle (Figura4D).

Figura 4. Altura (A), didmetro do coleto (B), nimero de folhas (C) e area foliar (D), de
plantas de Jatropha curcas L. inoculadas com FMA sendo (MO) ndo inoculado, (M1)
Gigaspora albida, (M2) Claroideoglomus etunicatume (M3) Rhizophagus intraradices.

B

30 1
24 A
oMo
8M1
B M2
om3

18 A
12 A

Altura (cm)
Diametro (mm)

AT

o
b

5000 ~
4000 A b
3000 +
2000 1
1000 A

Numero de Folhas
Area Foliar (mm?)

30DAP 60 DAP 90 DAP MO M1 M2 M3

*As letras minusculas indicam diferencas significativas entre tratamentos dentro de mesmo DAP pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Resultados semelhantes foram encontrados por Ajalaet al. (2016) os quais
verificaram queaaltura,diametrodocoleto,nimerodefolhas, massasecatotal emassaseca

da parteaérea de pinhdo manso foram influenciadas, positivamente, pela inoculagdo com
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fungos micorrizicos. O mesmo ocorreu em outras espécies como o café, em que 0s
FMAs influenciaram no crescimento das plantas, de modo que, foram observados maior
altura, diametro do caule e nimero de folhas quando comparadas as ndo inoculadas
(CARVALHO, 2014). As micorrizas proporcionam um aumento na absorcéo de agua e
nutrientes do solo pelas plantas por meio de suas hifas externas, as quais agem como
extensdes do sistema radicular, permitindo maior absorcéo desses, e consequentemente,
resultando em plantas mais nutridas e vigorosas (MARTINS et al., 2017, SOARES et
al., 2017). O mesmo pode ter acontecido com o pinhdo manso.

O estresse hidrico afetou as tocas trocas gasosas das folhas de J. Curcas(Figura
5A, C e E). Esse efeito se manteve em plantas reidratadas, embora em escala menor
(Figura 5B,D e F).

Figura 5. Condutancia estomatica (A e B); transpiracdo (C e D); fotossintese (E e F);
em plantas de J. curcas inoculadas com FMAs onde (MO) ndo inoculado, (M1)
Gigaspora albida, (M2) Claroideoglomus etunicatume (M3) Rhizophagus intraradices.
Submetidas a estresse hidrico e reidratacao.
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*Letras maiGsculas diferentes indicam diferencas significativas entre regimes hidricos em cada tratamento
e letras mindsculas indicam diferencas significativas entre tratamentos dentro do mesmo regime hidrico
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Somentea C.etunicatume R.intraradicesmantiveram condutancia estomatica
78,5% e 64,1% maior em relacdo as plantas ndo inoculadas (Figura 5A). Esse
comportamento se manteve em plantas reidratadas (Figura 5B).

Mudas de pinhd&0 manso inoculadas com C. etunicatume R.
intraradicesapresentaram taxas transpiratorias 197,5% e 196,9% maiores,
respectivamente, em relacdo as plantas ndo inoculadas (Figura 5C). Apds reidratacao,
ambas continuaram a apresentar maior transpiracdo que as ndo inoculadas em torno de
38,1% e 39,8%, respectivamente (Figura 5D).

Plantas inoculadas com C. etunicatume R. intraradicesmantiveram as taxas
fotossintéticas285,9%e156,3%maioressobestressehidricoquandocomparadasasplantas
ndo inoculadas (Figura 5E). ApoOs reidratacdo, as taxas fotossintéticas das mudas
inoculadas com aespécieC. etunicatumapresentaram-se superiores em relagcéo as plantas
ndo inoculadas, em meédia de 24,35% (Figura 5F).

Os FMAs possuem uma rede de micélios bastante desenvolvida que potencializa
a forma e a distribuicdo das raizes no solo, promovendo uma ampliacdo da area de
absorcdo, auxiliando assim, no desenvolvimento da planta hospedeira, tornando-a mais
ativa metabolicamente, de acordo com (RUIZ-LOZANO et al., 2012 e Zouet al., 2015),
0 que pode ter contribuido na manutencao da fotossintese sob estresse hidrico.

No presente estudo, as mudas de pinhdo-manso apresentaram reducdo na
condutancia estomatica, transpiracdo e taxa fotossintética sob condicdes de deficiéncia
hidrica. As plantas quando submetidas a déficit hidrico possuem como resposta imediata
a esta condicdo o fechamento de seus estbmatos visando, assim, a reducdo da perda de
agua pela transpiracdo (GALLE et al., 2011 e TAIZ&ZEIGER, 2013), entretanto,
devido arelacdo existente entre condutancia estomatica, atranspiracdo e a fotossintese,
essa resposta promove adiminuicdo do processo fotossintético ocasionada pela reducéo
da entrada de CO2 (ENDRES et al., 2010; SALES et al.,2012).

As plantas de pinhdo manso inoculadas com as espécies C. Etunicatum e R.
intraradices, mantiveram taxas de condutancia estomatica e transpiracdo maiores em
comparagdo com as ndo inoculadas, o que indica que essas plantas apresentaram maior
controle estomético e eficiéncia do uso da &gua. O que sugere que a simbiose entre

fungos micorrizicos e raizes de plantas hospedeiras pode ter contribuido com a maior
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absorcdo ou retencdo de &gua na raiz. Barzanaet al. (2012), também encontraram
resultados semelhantes em mudas de tomate, cuja conduténcia estomética foi maior em
plantasinoculadas.

A simbiose é responsavel pelo aumento da absor¢do de nutrientes que ocorre
através de uma rede de micélio desenvolvida, decorrente das hifas dos FMAs, que
proporcionam aumento da area da superficie de contato com o solo (Figura 6).

As pantas inoculadas com os fungos micorrizicos C. Etunicatum e C.
Etunicatum apresentaram maior extensédo do sistema radicular e consequente mente-
uma melhor superficie de contato com o solo, promovendo a expansdo da area de

absorcéo (Figura 6C e D), quando comparados com o tratamento controle (Figura 6A).

Figura 6. Exemplo deraizes de J. curcasL. 112 dias depois de inoculadas
commicorrizas, sendo: (A) Sem micorriza, (B) Gigaspora albida, (C) Claroideoglomus
etunicatum, (D) Rhizophagus intraradices.

Fonte: BARROS, 2018.

O estabelecimento da simbiose resulta em diversos beneficios para a planta
hospedeira como: a reducdo da suscetibilidade a certos patdgenos, tolerancia as
alteracbesedafoclimaticas, aumento da tolerdncia ao estresse hidrico, refletido em
ummelhor desenvovimento e maioracimulo de biomassa.

Todas as espécies de micorrizas testadas exerceramefeito positivo sobre a massa
seca do pinhdo manso. Plantas inoculadas com as micorrizas C. etunicatum,
R.intraradicese G. Albida apresentaram aumentos de 100,1%, 82,5% e 45,20 % de

massa seca da raiz, bem como de 103,45%, 70,75% e 60,91% de massa seca de caule,



21

respectivamente, em relagéo ao controle (Figura 7C e B).

Figura 7. Massa seca de folhas (A), de caule (B), de raiz (C) e massa seca total (D) de
plantas de Jatropha curcas L. inoculadas com FMAs sendo (MO0) ndo inoculado, (M1)
Gigaspora albida, (M2) Claroideoglomus etunicatum e (M3) Rhizophagus intraradices.
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*As letras minusculas indicam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Resultados semelhantes foram observados para a massa seca de folhas com
aproximadamente 54,82%, 38,61% e 22,97%, e massa seca total com 84,89%, 77,86% e
49,12%, nas Plantas inoculadas com as micorrizas C. etunicatum, R. intraradicese G. Albida
respectivamente, quando comparadas as plantas ndo inoculadas (Figura 7A e D).
Resultados semelhantes foram encontrados em mudas de jenipapeiro, nas quais houve
maior incremento na biomassa seca da parte aérea nas plantas que receberam indculo da
espécie C. etunicatum em relacdo as ndo inoculadas (SOARES, 2012). Em mudas de
café submetidas a inoculacdo, Carvalho (2014) também relatou uma maior producao de
matéria seca de folhase raiz. O mesmo ocorreu em mudas de teca (Tectona grandis
LF.), cuja inoculacdo com fungos micorrizicos proporcionou maior incremento na
biomassa seca de raiz e parte aérea (RODRIGUES; BARROSO e FIQUEIREDO,
2018). O que pode ser uma evidéncia de que a associacdo simbionte com as raizes das

plantas hospedeiras proporcionou uma maior absorcdo de nutrientes minerais e agua.
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5. CONCLUSOES

Mudas de pinhdo manso inoculadas com C. etunicatumapresentam maior
crescimento comparadas as ndo inoculadas.

A inoculacdo das mudas de J. Curcascom as espécies C. etunicatume R.
Intraradicescontribui no aumento de producdo de biomassa.

As espécies C. etunicatume R. intraradicesassociam-se melhor se associardo as
mudas de pinhd0 manso, reduzindo os danos ocasionados pelo estresse hidrico,

contribuindo na tolerancia a seca.
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