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RESUMO

SILVA, Martha Freire da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2015. Alteragoes fisiolégicas e bioquimicas em sementes e plantulas
de Crambe abyssinica Hochst sob estresses hidrico e salino.
Orientador: Eduardo Fontes Araujo.

O crambe (Crambe abyssinica Hochst), oleaginosa pertecente a familia
Brassicaceae, € uma planta rustica, tolerante ao déficit hidrico, ao frio e as
pragas. Sua producdo comercial no Brasil ainda ndo é expressiva. Contudo,
devido a caracteristicas de rusticidade, a cultura apresenta potencial para
ser cultivada nas diversas regides brasileiras. Sabe-se que fatores abidticos,
como o déficit hidrico e a salinidade dos solos, podem ocorrer em areas
agricolas e prejudicam o metabolismo das plantas. Estudos que visam
avaliar o desempenho do crambe sob condicdes de estresses sdo ainda
incipientes. Diante disso, o presente estudo teve por objetivo avaliar as
alteracdes fisioldgicas e o sistema de defesa antioxidativo de sementes e
plantulas de crambe quando submetido aos estresses hidrico e salino.
Sementes da cultivar FMS BRILHANTE foram submetidas aos estresses
hidrico e salino, simulados pelas solugcbes de PEG 6000 e KCI, nos
potenciais -0,2, -0,4, -0,6 e -0,8 MPa. As sementes de crambe semeadas
diretamente sob o substrato umedecido com agua destilada, potencial 0,0
MPa, constituiram-se como tratamento testemunha.
Os efeitos dos tratamentos foram avaliados por meio da determinagao do
grau de umidade; das curvas de embebigdo; dos testes de germinacéo;
primeira contagem de germinacgédo; emergéncia; indice de velocidade de
emergéncia; comprimento de raiz e de hipocaétilo; matéria fresca, seca e teor
de agua das plantulas; e da determinagdo da atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX). O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x5 (tipos de solugéo e potenciais osméticos), com quatro
repeticoes. Para comparar o efeito das duas solucdes, utilizou-se o teste F e
para comparar o efeito de cada tratamento com relagdo a testemunha,
processou-se o teste Dunnett. Para os potenciais osmaticos, foi utilizada a
analise de regressao. A redugao do potencial osmdético da solugéo afetou a

absorcao de agua pelas sementes de crambe, prolongou a fase Il e atrasou

vi



a emissao radicular, sendo o efeito de restricdo de agua mais pronunciado
no estresse hidrico, simulado pelo PEG 6000, que no estresse salino,
induzido pelo KCI. A germinagdo e o vigor de sementes e plantulas de
crambe foram mais afetados negativamente pelo estresse hidrico, por PEG
6000, que pelo salino, por KCIl. Sob estresse salino, houve aumento da
atividade das enzimas SOD e CAT nas concentragdes intermediarias de sal
e reducdo linear da POX com o aumento da salinidade. O crambe

apresentou moderada tolerancia a salinidade.
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ABSTRACT

SILVA, Martha Freire, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2015. Physiological and biochemical changes in seeds and seedlings of
Crambe abyssinica Hochst under water and salt stresses. Adviser:
Eduardo Fontes Araujo.

The crambe (Crambe abyssinica Hochst), oilseed crop belongs to
Brassicaceae family, is a rustic plant, tolerant to drought, cold and pests. Its
commercial production in Brazil is still not significant. However, due to
hardiness characteristics, the culture presents the potential to be cultivated in
different regions of Brazil. It is known that abiotic factors such as drought and
salinity of soils may occur in agricultural areas and impair metabolism of
plants. Studies aimed at evaluating the performance of crambe under
stressful conditions are still incipient. Therefore, this study aimed to evaluate
the physiological changes and the antioxidant defense system of seeds and
seedlings of crambe when subjected to water and salt stresses. Seeds from
the cultivar FMS BRILHANTE were submitted to the water and salt stresses,
simulated by PEG 6000 and KCI, under the potential -0.2, -0.4, -0.6 and -0.8
MPa. Crambe seeds sown directly under the substrate moistened with
distilled water, potential 0.0 MPa, were constituted as a control treatment.
The effects of the treatments were evaluated by determining the degree of
humidity; the soaking curves; the germination tests; first count; emergency;
emergence speed index; root length and hypocotyl; fresh and dry weight and
seedling water content; and determining the activity of the enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POX). The
experimental design was completely randomized in a factorial 2x5 (types of
solutions and osmotic potential), with four replications. In order to compare
the effect of two solutions, it was used the F test and to compare the effect of
each treatment compared to the control it was processed the Dunnett test.
The regression analysis was used to analise the osmotics potentials. The
reduction of the osmotic potential of the solution affected the absorption of
water by crambe seed, prolonged the phase Il, delayed the radicle emission,
and the water restriction effect was most pronounced in water stress,
simulated by PEG 6000, which in saline stress, induced by KCI. The

germination and vigor of seeds and seedlings of crambe were more
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negatively affected by water stress by PEG 6000, which by salt, with KCI.
Under salt stress, there was increased activity of SOD and CAT in the
intermediate concentrations of salt and linear reduction of POX, with the

increasing of salinity. The crambe presented moderate tolerance to salinity.



1. INTRODUGAO

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) € uma cultura oleaginosa
pertencente a familia Brassicaceae. Em cultivo, apresenta ciclo curto, de
aproximadamente 90 dias, destacando-se por apresentar boa produgao de
graos, 1000 a 1500 Kg ha™', alta tolerancia a déficit hidrico e a baixas
temperaturas, baixa incidéncia de pragas, alto teor de 6leo e proteina, além
de baixo custo de producgao (Pitol et al., 2010).

Devido ao alto teor de 6leo ndo comestivel nos gréos, que varia de 36
a 38%, o crambe tem sido relatado como cultura com potencial promissor
para produgdo de biocombustiveis (Pitol et al., 2010; Feroldi et al., 2012).
Além de ser matéria prima para o biodiesel, tem diversos usos na industria,
podendo ser utilizado na produgdo de plasticos biodegradaveis, tinturas,
lubrificantes, emulsificantes e cosméticos (Lazzeri et al., 1997; Pitol et al.,
2010). O farelo, subproduto da producao de dleo, pode, ainda, ser destinado
a alimentacdo de bovinos, adicionado em até 15% ao farelo de soja
(Mendonca, 2012). Destaca-se, também, como planta fitorremediadora, ja
que possui mecanismo de acumulo de metais pesados em seus tecidos,
podendo ser eficiente na descontaminagdo de area com arsénio e cromo,
entre outros (Artus, 2006; Gongalves Jr. et al., 2013).

A espécie é originaria de regides do Mediterraneo (Weiss, 1983) e
tem sido descrita como planta rustica, que pode ser cultivada em diversas
regides, sendo alternativa para o cultivo de outono/inverno no Brasil (Pitol et
al., 2010). Devido a sua rusticidade, acredita-se que o0 crambe possa
desenvolver-se satisfatoriamente sob condigdes climaticas adversas. No
entanto, as pesquisas com a cultura sdo ainda incipientes, sendo
necessarios, portanto, estudos que caracterizem o comportamento da
espécie quando submetida a diferentes tipos de estresses ambientais.

Dentre os estresses abidticos que reduzem o desenvolvimento das
plantas, estdo os estresses hidrico e salino, sendo muitas as areas
propensas a ambos. As regides aridas e semiaridas sao as que mais sofrem
pela falta de agua e pelo processo de intensa salinizagdo dos solos. Estima-
se que, no mundo, 19,5% das terras irrigadas, ou seja, 45 milhdes de

hectares, e 2,1% das n&o irrigadas, cerca de 32 milhdes de hectares,



estejam afetadas pela salinidade (Oliveira et al., 2010; Gupta e Huang,
2014), sendo que, a cada ano, cerca de 0,25 a 0,5 milhdes hectares se
tornam impréprios para a agricultura em fungéo da salinizagao do solo (FAO,
2002).

Assim, o estresse hidrico e o salino estdo entre os fatores abidticos
que mais afetam o desenvolvimento das plantas e ocorrem com frequéncia
em campos agricolas. Logo, identificar culturas que possam se desenvolver
sob essas condicbes pode ser alternativa para o desenvolvimento
econdmico e social destes locais.

As plantas tém seu desenvolvimento comprometido quando
submetidas a condigbes de estresses ambientais. No entanto, espécies
tolerantes utilizam varios mecanismos bioquimicos e fisiolégicos a fim de
tentarem sobreviver sob estas condi¢des (Zhu, 2001; Gupta e Huang, 2014).
Os mecanismos incluem a homeostase idnica, a regulagao do crescimento e
a ativacdo de enzimas antioxidantes, que promovem desintoxicagao celular
(Zhu, 2001). Diversos estudos tém mostrado correlacdo entre a tolerancia
aos estresses e a presencga de um eficiente sistema antioxidativo de defesa.
Dentre estes, podem-se relatar as pesquisas de Mishra et al. (2013), em
Oryza sativa e Ahmad et al. (2014), em Brassica juncea.

Estudos que visam avaliar o desempenho do crambe sob condi¢cbes
de estresses sao ainda incipientes. Diante disso, o presente estudo teve por
objetivo avaliar as alteracgdes fisiolégicas e o sistema de defesa antioxidativo
de sementes e plantulas de crambe quando submetido aos estresses hidrico

e salino.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Efeito do estresse hidrico e da salinidade na germinagao de

sementes

Diversas pesquisas relatam a importancia da disponibilidade hidrica
para a germinagdo das sementes e desenvolvimento de plantulas e
descrevem o efeito negativo da redugcdo do potencial osmético. Lopes e
Macedo (2008) observaram que a reducdo do potencial fisiologico de
sementes de couve chinesa (Brassica rapa pekinensis) € proporcional a
reducdo do potencial osmético da solugdo de embebicdo. Santos et al.
(2012) constataram redugao acentuada na germinagao € no crescimento das
plantulas de canola (Brassica napus), conforme o decréscimo no potencial
osmotico. Lopes et al. (2014) observaram decréscimo na qualidade
fisiolégica de sementes de brécoli (Brassica oleracea) a medida que o
potencial osmaético da solugéo de embebig¢ao tornou-se mais negativo.

O estresse hidrico atua diminuindo a velocidade e a porcentagem de
germinacao de sementes, devido a redugao da atividade de enzimas, o que
possivelmente atrasa o desenvolvimento meristematico e a emergéncia
radicular (Hadas, 1976).

A presenca de sais interfere no potencial hidrico do solo, reduzindo o
gradiente de potencial entre o solo e a superficie da semente, restringindo a
captacdo de agua, e, consequentemente, reduzindo a taxa de germinagéo
das sementes (Lopes e Macedo, 2008). A salinidade, muitas vezes, nao
afeta apenas a absorcdo de agua pelas sementes. O sal pode promover,
sintese de RNA, causando diversos disturbios celulares (Rauser e Hanson,
1966). A predominancia de ions salinos no protoplasma pode causar toxidez
e mudangas na capacidade da planta em absorver, transportar e utilizar os
ions essenciais ao seu crescimento (Hasegawa et al., 2000). A integridade
das membranas celulares, a atividade de varias enzimas, a funcdo dos
nutrientes no metabolismo e o aparato fotossintético das plantas sao,
geralmente, muito propensos aos efeitos téxicos provocados por altos teores
de sais (Zhu, 2001; Mahajan e Tuteja, 2005).



As plantas, dependendo da espécie e da cultivar, exibem diferentes
comportamentos fenotipicos quanto a sensibilidade ao sal, por existir
variagdo genética quanto ao grau de tolerancia, podendo estas variar de
sensiveis, ditas glicofitas, a tolerantes, ditas haldfilas (Gupta e Huang, 2014).

Em geral, tanto as espécies haléfilas como as glicofitas respondem de
modo semelhante ao estresse salino, ou seja, a porcentagem e a velocidade
de germinagao sao inversamente proporcionais ao aumento da salinidade,
variando apenas o limite maximo de tolerancia ao sal (Gupta e Huang,
2014). No entanto, as espécies tolerantes utilizam varios mecanismos
bioquimicos e fisiolégicos para sobreviverem as condigbes de estresses.
Estes mecanismos incluem a homeostase ibnica e compartimentalizagao,
mudancas no transporte e absorcdo, biossintese de osmoprotetores e
solutos compativeis, modulacdo de horménios e a ativagdo de enzimas
antioxidantes, que promovem desintoxicagéo celular (Gupta e Huang, 2014).
Zhu (2001) inclue, ainda, a regulagdo do crescimento como um importante
fator associado a tolerancia das espécies a estresses.

Acredita-se que as enzimas do sistema antioxidativo estejam
envolvidas com os principais mecanismos de tolerdncia das plantas a
estresses ambientais (Zhu, 2001). Estresses abiodticos, como o estresse
hidrico e salino, geralmente estimulam a producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o peréxido de hidrogénio (H202), o radical
superéxido (0%) e o radical hidroxil (HO), que acarretam intimeras
alteragdes ao metabolismo celular (Mittler, 2002). Os sistemas enzimaticos
associados ao mecanismo de defesa antioxidativo em plantas incluem as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases (POX)
(Esen et al., 2012). A SOD, enzima presente em cloroplastos, mitocondrias,
citosol e peroxissomos, dismuta o O, a H,O,, que é metabolizado a H,O
pela catalase e outras peroxidases (Mittler et al., 2004). Segundo Witlekens
et al. (1995), catalases e peroxidases correspondem aos dois maiores
sistemas para a remogao enzimatica do perdxido de hidrogénio em plantas,
sendo a diferenca de atuagdao a forma de dismutar o Hy0,. Enquanto a
catalase converte diretamente o peroxido de hidrogénio a agua, a
peroxidase necessita de um substrato redutor para efetuar o processo,

sendo as peroxidases classificadas conforme a sua especificidade ao
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substrato (Witlekens et al., 1995). Catalases em plantas sao responsaveis
pela remocado de Hy0, em peroxissomos. A principal fonte de H;0, em
peroxisomos sao provenientes de varias oxidases, que incluem acil-CoA-
oxidase, glicolato oxidase e urato oxidase (Willekens et al., 1995). As
peroxidases, que sdo geralmente encontradas no citosol, vacuolo e parede
celular, podem se dividir em dois grupos, de acordo com as fungdes
fisiolégicas no metabolismo: peroxidases que atuam no processo de
biossintese de lignificacdo de paredes, biossintese de etileno, degradagao
de acido indolacético e nos demais processos, onde possa usar a doagao de
elétrons dos substratos doadores e peroxidases, cuja fungdo reside na
eliminacao de perodxido de hidrogénio ou peréxidos organicos (Asada, 1992).

Sob estresse moderado, as plantas ativam o sistema antioxidativo de
defesa, que geralmente sdo eficientes para evitar o dano oxidativo as celulas
(Reddy et al., 2004). Entretanto, quando o estresse é severo, a produgéo de
EROs pode exceder a capacidade de neutralizacdo dos sistemas
antioxidativos e pode ocorrer dano oxidativo (Esen et al., 2012).

Estudos recentes tém mostrado correlagcdo entre a tolerancia aos
estresses e a presenga de um eficiente sistema antioxidativo nos genétipos
tolerantes. Dentre estes, podem-se relatar as pesquisas de Esen et al.
(2012), em Gypsophila aucheri; Mishra et al. (2013), em Oryza sativa;
Ahmad et al. (2014), em Brassica juncea; Anjum et al. (2014), em Juncus

maritimus e Rivero et al. (2014), em Solanum lycopersicon.

2.2. Simulagao do efeito de estresse hidrico e da salinidade na

germinacao de sementes

Uma das técnicas mais usadas para simular condigdes de baixa
umidade no substrato tem sido o uso de solugdes com diferentes potenciais
osmoticos (Taylor e Harman, 1990). Solugbes osmoéticas podem simular
ambiente com déficit hidrico e condi¢cbes salinas. Um dos produtos mais
usados para simular o estresse hidrico é o polietilenoglicol 6000 (PEG 6000),
que € um soluto quimicamente inerte e atoxico, que n&o € absorvido pelas
sementes devido ao grande tamanho de suas moléculas (Villela et al., 1991).
As condi¢des de salinidade geralmente sao induzidas com solugbes de
NaCl, KCI, CACL; e MgCL,.



3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Sementes e
no Laboratério de Pds Colheita da Universidade Federal de Vigosa, sendo
utilizadas sementes de crambe, cultivar FMS BRILHANTE, safra 2013,
cedidas pela Fundagao Mato Grosso do Sul.

Para simular o estresse hidrico, foram utilizadas solugdes de
polietilenoglicol 6000 (PEG 6000), preparadas de acordo com Villela et al.
(1991), e para simular o estresse hidrico e salino, solugbes de cloreto de
potassio (KCI), preparadas a partir da formula de Van't Hoff (Salisbury e
Ross, 1991), onde :

Wos=-CiRT
sendo:

Wos = potencial osmatico (atm),

C = concentracdo (mol L),

i = coeficiente isoténico,

R = constante geral dos gases perfeitos (0,082 atm mol™ °K™),

T = temperatura (°K).

As solugdes de PEG 6000 e KCI induziram os potenciais osméticos: 0,0; -
0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa, sendo o potencial zero a testemunha, sem
estresse, em que utilizou-se apenas agua destilada. Estes potenciais
osmoticos corresponderam, respectivamente, as concentracbes de O;
112,23; 169,43; 213,64 e 251,03 g L' de PEG 6000 e 0; 3,38; 6,77; 10,16;
13,55 g L de KCI.

Logo, os tratamentos foram:

T1 — Testemunha (0,0 MPa);
T2 — PEG 6000 (-0,2 MPa);
T3 - PEG 6000 (-0,4 MPa);
T4 — PEG 6000 (-0,6 MPa);
T5 - PEG 6000 (-0,8 MPa);



T6 — KCI (-0,2 MPa);
T7 — KCI (-0,4 MPa);
T8 — KCI (-0,6 MPa);
T9 — KCI (-0,8 MPa).

Os efeitos dos tratamentos foram avaliados por meio da determinagao
do grau de umidade das sementes, das curvas de embebigao, dos testes de
germinacado (G), primeira contagem de germinagcdo (PCG), emergéncia
(EM), indice de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de raiz (CR),
comprimento de hipocdtilo (CH), matéria fresca (MF), matéria seca (MS),
teor de agua das plantulas (TA), e da determinagcdao da atividade das

enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX).
3.1. Grau de umidade

Foi determinado pelo método da estufa, a 105 = 3°C, durante 24
horas, com utilizagdo de quatro repeti¢cdes de cinquenta sementes, sendo os

resultados expressos em porcentagem (Brasil, 2009).
3.2. Curvas de embebigao

A curva de embebigdo de cada tratamento foi obtida por pesagens
sucessivas, sendo utilizadas quatro repeticbes de 50 sementes por
tratamento. As sementes foram inicialmente pesadas e posteriormente
postas para embeber, entre trés folhas de papel toalha umedecidas com 10
mL de solugao, de acordo com os tratamentos descritos.

Foram realizadas pesagens a cada duas horas, nas primeiras 12
horas de embebicdo, e de 12 em 12 horas, nas horas subsequentes, até que
50% das sementes apresentassem a protusao radicular ou até o sétimo dia,
data da ultima contagem da germinagdo, para o tratamento que nao
apresentou emissao de radicula.

O grau de umidade adquirido pelas sementes no decorrer das horas

foi calculado com base no peso inicial, conforme a férmula descrita abaixo:

Uf = ((Pf*100) - (Pi*(100-Ui))/Pf, sendo:
Uf = umidade final das sementes (%);



Pf = peso final das sementes (g);
Pi = peso inicial das sementes (g);

Ui = umidade inicial das sementes (%).

Foram plotadas curvas para cada tratamento, sendo os resultados

expressos em porcentagem de umidade.
3.3. Teste de germinagao (G)

Para garantir a desinfestagdo, as sementes foram imersas, durante
um minuto, em solugdo de hipoclorito de soédio 2%, lavadas em agua
corrente e posteriormente tratadas com o fungicida Captan (3 g L™). Apéds o
tratamento, quatro subamostras de 50 sementes foram dispostas em caixas
gerbox, entre trés folhas de papel toalha (germitest), umedecidas com 10 mL
de solucédo, conforme os tratamentos descritos. Os gerbox foram embalados
em sacos plasticos transparentes de polietileno e colocados em camara do
tipo BOD, sob temperatura constante de 25°C. As avaliacbes foram
realizadas no quarto e sétimo dias apds a semeadura, e os resultados

expressos em porcentagem de plantulas normais (Brasil, 2009).
3.4. Primeira contagem de germinagao (PCG)

Foi realizada junto ao teste de germinacdo, registrando-se a
percentagem de plantulas normais no 4° dia apds a instalacdo do teste,

sendo os resultados expressos em % (Brasil, 2009).
3.5. Emergéncia (EM)

As sementes foram imersas, por um minuto, em solugao de hipoclorito
de sddio 2%, lavadas em agua corrente e posteriormente tratadas com o
fungicida Captan (3 g L™). Apds o tratamento, quatro subamostras de 50
sementes foram dispostas em caixas gerbox, contendo areia umedecida
com as devidas solugdes e potenciais osmoticos referentes aos tratamentos,
sendo o volume de solugdo usado correspondente a 100% da capacidade de
retengao do substrato. As sementes foram postas para germinar em camara

de germinagao, a 25°C, e os resultados foram expressos em % de plantulas



emergidas. Foram consideradas emergidas as pléntulas com protrusdo da

parte aérea de comprimento igual ou superior a 5 mm. (Brasil, 2009).

3.6. indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Foi avaliado junto ao teste de emergéncia, em que foram realizadas
contagens diarias do numero de plantulas emergidas durante sete dias. O
indice de velocidade de emergéncia foi calculado empregando a formula de
Maguire (1962):

ve=5. 5, LG
Nl N2 Nn

Em que:

IVE ¢ o indice de velocidade de emergéncia;

E até E, € 0 numero de plantulas emergidas computadas no primeiro
dia até o ultimo dia;
N, ate N, € 0 numero de dias da semeadura a primeira até a ultima

contagem.
3.7. Comprimento de radicula (CR) e de hipocétilo (CH)

As sementes foram imersas, por um minuto, em solugao de hipoclorito
de sodio 2%, lavadas em agua corrente e tratadas com o fungicida Captan
(3 g L"). Em seguida, foram postas em gerbox, entre trés folhas de papel
toalha umedecidas com 10 mL das solugdes nos diferentes potenciais,
conforme os tratamentos. Na determinacdo dos comprimentos foram
utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes cada, efetuando-se medigbes
no 7° dia apds o inicio do teste.

Os gerbox foram embalados em sacos plasticos transparentes de
polietileno e as sementes postas para germinar em camara tipo BOD sob a
temperatura constante de 25°C. O comprimento médio da raiz primaria (CR)
e do hipocdtilo (CH) foram determinados usando-se paquimetro digital,
somando as medidas tomadas de cada plantula normal, em cada repeticao,
e dividindo pelo numero de sementes germinadas. O resultado foi expresso

em mm plantula™.



3.8. Matéria fresca (MF), seca (MS) e teor de agua (TA) de plantulas

Foram usadas as plantulas resultantes do teste de comprimento de
plantulas. Ao final deste teste, para a obtencdo da matéria fresca, pesaram-
se as plantulas normais de cada repeticdo com balanga de preciséao 0,0001
g, sem a retirada do cotilédone, e os resultados foram expressos em mg
plantula™. As plantulas normais obtidas foram entdo colocadas dentro de
sacos de papel e secas em estufa, com circulagao forcada de ar, a 70°C, por
72 horas, para determinacdo da matéria seca. Os resultados foram também
expressos em mg plantula™. Para o teor de agua das plantulas, utilizou-se a
férmula a seguir:

TA = ((Pi — Pf)/Pi)*100, em que:

TA = Teor de agua das plantulas (%);

Pi = Peso inicial (Peso da matéria fresca) (g);

Pf= Peso final (Peso da matéria seca) (g).

3.9. Determinacao da atividade de enzimas do complexo de defesa

antioxidativo das plantulas
3.9.1. Obtengdo do material vegetal

As plantulas utilizadas para mensuracdo da atividade de enzimas
foram obtidas ao final do teste de germinagcdo. No sétimo dia apds a
semeadura, as plantulas normais foram coletadas, acondicionadas em sacos
de papel aluminio, e congeladas, sob congelamento rapido, em nitrogénio
liquido, sendo posteriormente liofilizadas e armazenadas em dessecador

vedado.

3.9.2. Obtengdo do extrato bruto para determinagao da atividade

enzimatica

Para a obtencdo do extrato enzimatico bruto, foram utilizadas quatro
repeticdes de 50 mg de tecido vegetal seco por tratamento. Os tecidos foram
macerados a po fino, com nitrogénio liquido, sendo adicionados 4,0 mL de
tampao de extracdo, contendo tampao fosfato de potassio 0,1 mM, pH 6,8,
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1%
(p/v), e fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM (Peixoto et al., 1999). O
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contetido foi centrifugado a 12.000 xg durante 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante preservado em banho de gelo até o preparo do meio de

reacao e afericdo da atividade enzimatica.
3.9.3. Determinagao de proteina

A determinagdo de proteina foi realizada conforme a metodologia
descrita por Bradford (1976), usando-se BSA como padrdo e 100 ul do
extrato. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 595 nm. A
determinacdo de proteina se faz necessaria para compor o calculo da
atividade das enzimas SOD, CAT e POX.

3.9.4. Determinagao da atividade de superéxido dismutase (SOD, EC
1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela reagao de 100 pL do extrato
com 2,90 mL de meio de reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50
mM, pH 7,8, metionina 13 mM, EDTA 0,1 mM, riboflavina 2 uM e azul de p-
nitro tetrazolio (NBT) 75 pyM (Del Longo et al., 1993). A reacéo foi realizada
em camara de reacdo, com iluminacao de lampada fluorescente de 15 W,
sendo as amostras mantidas sob luz constante durante trés minutos. Apds a
interrupcao de luz, foi realizada a leitura a 560 nm. O branco foi obtido nas
mesmas condigdes, mas sem a presencga de luz (Giannopolitis e Ries, 1977).
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima capaz de

inibir em 50 % a fotorredugdo do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).
3.9.5. Determinagao da atividade de catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela reacdo de 100 uL do
extrato com 2,9 mL de meio de reagao contendo tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 e H,O, 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). Foi mensurado o
decréscimo na absorvancia a 240 nm, a temperatura de 25°C, durante um
minuto. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 36 M cm™ (Anderson et al., 1995) e expressa em pmol

min'mg™ de proteina.
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3.9.6. Determinacao da atividade das peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade das peroxidases foi determinada pela reacdo de 100 uL
do extrato com 2.9 mL de meio de reagdo contendo tampdo fosfato de
potassio 25 mM, pH 6,8, guaiacol 20 mM e H,O, 20 mM (Kar e Mishra,
1976). Foi medido o incremento na absorvancia a 420 nm, a temperatura de
25°C, durante um minuto. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM L™ cm™ (Chance e Maehley, 1955)

e expressa em umol min” mg™ de proteina.
3.10. Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, sendo os tratamentos dispostos em esquema fatorial 2 x 5 |,
sendo analisados dois tipos de solugbes osmoticas para simular o estresse
(PEG 6000 e KCI) e cinco potenciais osméticos (0, -0,2, -0,4, -0,6 e -0,8
MPa).

Averiguaram-se as pressuposi¢cdes da analise de variancia e os dados
de germinacado e da atividade da enzima da superdxido dismutase foram
transformados pelas fungdes arco seno VX+1 e VX+1, respectivamente, para
adequagdes quanto a normalidade dos erros. No entanto, os dados
apresentados foram os originais, ndo transformados.

Para comparar o efeito das solu¢des de PEG 6000 e KCL, dentro de
cada potencial, utilizou-se o teste F, a 5% de probabilidade, e, para
comparar o efeito de cada tratamento com a testemunha, processou-se o
teste Dunnett, a 5% de probabilidade. Para os potenciais osmoticos, dentro
de cada tipo de solugdo, usou-se analise de regressdo. As analises
estatisticas foram realizadas com o programa R para Windows, versao 3.1.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Curvas de embebicao

Inicialmente as sementes apresentavam 7,8% de grau de umidade.

As curvas de embebicdo das sementes de cada tratamento sdo observadas

na Figura 1.
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FIGURA 1. Curvas de embebicdo de sementes Crambe abysinica submetidas ao estresse
hidrico (PEG 6000) e salino (KCI), em diferentes potenciais osmoéticos (ys).( A) yws = 0 MPa

(testemunha/agua destilada); (B) ws =-0,2 MPa; (C)

(E) ws =-0,8 MPa.

ys= -0,4; (D) ws= -0,6 MPa;
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Verificou-se que as sementes do tratamento testemunha, submetidas
ao potencial 0 MPa, utilizando-se agua destilada, evidenciada na Figura 1 -
A, apresentaram comportamento trifasico de embebicéo. Para este potencial
osmotico, observou-se a fase |, com duragdo aproximada de 15 horas,
quando as sementes alcangaram cerca de 55% de grau de umidade, a fase
II, durando por volta de 21 horas, e a fase lll, evidenciada pela emissao
radicular, apds 36 horas de embebigdo, quando as sementes apresentavam
grau de umidade aproximado de 59% (Tabela 1 e Figura 1-A). Estes
resultados sao importantes na caracterizacdo da curva de embebicdo de
sementes de crambe, uma vez que existem poucos trabalhos conclusivos
sobre o tema. Ruas et al. (2010) observaram o comportamento de
embebicdo das sementes de crambe, em agua destilada, durante 10 horas e
concluiram que este tempo nao foi suficiente para que a espécie atingisse a
fase |l de embebicdo. Os resultados estdo, também, de acordo com Bewley
et al. (2013) que afirmam que sob condi¢des 6timas de suprimento de agua,
a captura de agua pelas sementes segue um padrao trifasico, caracterizado
por trés fases distintas, sendo o movimento de agua em cada fase regido
pela diferenca no potencial hidrico entre o substrato e a semente.

De acordo com Bewley et al. (2013), a fase | caracteriza-se por
absorcao rapida de agua pelas sementes, sendo este processo de captura
de agua, puramente fisico, regido pelo baixo potencial matricial da semente,
que ocorre independente da viabilidade das sementes. A fase Il é descrita
como fase estacionaria, onde as sementes ndo absorvem ou absorvem
pouca agua lentamente, ocorrendo apenas em sementes viaveis, incluindo
as dormentes. A fase lll é iniciada com a protrusao radicular, sendo atingida
apenas por sementes viaveis ndo dormentes, onde, a partir deste ponto, é
retomado o aumento no grau de umidade das sementes. E importante
ressaltar que o tempo levado em cada fase varia entre espécies e depende
das condicbes a qual cada semente é submetida (Bewley et al., 2013),
sendo o decréscimo no potencial osmético um dos fatores que afetam a
captura de agua pelas sementes (Gupta e Huang, 2014).

Todas as curvas exibiram o modelo trifasico, exceto a do tratamento
com potencial osmético -0,8 MPa induzido por PEG 6000, em que nao foi

observada a emissao radicular, havendo apenas fase | e Il (Figura 1).
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Ao se comparar as curvas de embebicdo de todos os tratamentos,
observa-se que as sementes do tratamento testemunha, ys = 0 MPa,
apresentaram maior velocidade de absorgcdo de agua e mais rapida
protrusao radicular em relagdo aos demais tratamentos (Figura 1 e Tabela
1). Isso se deve ao fato de os tratamentos com PEG 6000 e KCI terem
reduzido o potencial osmético do meio, dificultando a entrada de agua nas
células e, consequentemente, retardando o avango dos estadios que

culminam com a emissao radicular (Bewley et al. 2013).

TABELA 1. Pontos de transi¢cdo e duracao das fases das curvas de
embebicdo de sementes de Crambe abyssinica, submetidas ao estresse
hidrico (PEG 600) e salino (KCl), em diferentes potenciais osmoéticos (Ws).

Pontos de Transigao (horas) Duracao das fases (horas)

Ys (MPa) Solugao

Fase I -l Fase Il - 1l Fase | Fase Il
0,0 Testemunha 15 36 15 21
02 PEG 6000 36 72 36 36
’ KCI 20 48 20 28
0.4 PEG 6000 48 120 48 72
’ KCI 24 60 24 36
06 PEG 6000 60 156 60 96
’ KCI 30 72 30 42
08 PEG 6000 60 Nao houve 60
’ KCI 36 84 36 48

Observou-se, ainda, que houve reducdo na velocidade de absorcao
de agua e atraso na emissdo de radicula proporcional ao decréscimo do
potencial osmatico, tanto para os tratamentos com PEG 6000, quanto para
os com KCI (Tabela 1).

Durante o processo de embebicdo de sementes de café, foram
observadas progressivas redugdes na taxa de absorgdo de agua pelas
sementes a medida que aumentava as concentracbes de PEG 6000
(Sguarezi et al. 2001). Em sementes de garapa (Apuleia leiocarpa), foi
também constatado um atraso no inicio da protrusdo da radicula quando
houve reducdo dos potenciais osmaticos, tanto para a solugdo de NaCl
quanto para a de PEG 6000 (Spadeto et al., 2012).

A reducdo do potencial osmético acarretou, ainda, aumento na
duracao da fase Il, para ambas as solugdes, sendo, no entanto, muito mais

pronunciado em tratamentos com PEG 6000 que com KCI (Tabela 1). De
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acordo com Bewley et al. (2013), a temperatura e o decréscimo do potencial
osmotico podem estender o tempo requerido para completar a fase Il.

As sementes que foram submetidas aos tratamentos com KCI
absorveram mais agua que aquelas submetidas aos tratamentos com PEG
6000, em todos os potenciais osmoticos (Figura 1 B-E). Possivelmente, esta
maior absor¢ao explica o fato de as sementes tratadas com KCI terem,
também, atingido mais rapidamente a fase Il que as sementes dos
tratamentos com PEG 6000.

Diante destes resultados (Figura 1 e Tabela 1), levando-se em
consideragao o processo de absorgdo de agua pelas sementes de crambe
sob redugdes nos potenciais osmaticos, fica evidente que a redugdo do
potencial osmaético afeta a absorgdo de agua, prolonga a fase Il e atrasa a
emisséo radicular. As sementes submetidas aos tratamentos com PEG 6000
apresentaram menor velocidade de absor¢gdo de agua, fase Il mais
prolongada e emissao radicular mais tardia em relagao aos tratamentos com
KCI.

4.2. Germinagao, vigor e atividade enzimatica

Os resultados da analise de variancia revelaram efeito significativo
das solugdes e potenciais osmoticos, bem como da interagdo, a 5% de

probabilidade, para todas as variaveis (Anexo).

4.21. Germinagao (G), primeira contagem de germinagao (PCG),

emergéncia (EM) e indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Observou-se queda na germinagao e no vigor, evidente pela redugao
na G, PCG, EM e IVE, proporcional ao decréscimo do potencial osmotico
(Figura 2).

Teixeira et al. (2011) também observaram redugdo do potencial
fisiolégico de sementes de crambe (Crambe abyssinica) proporcional a
reducdo do potencial osmoético da solugdo de embebicdo. Da mesma forma,
foi constatada reducao acentuada na germinagao e no vigor de sementes de
canola (Brassica napus), em fungdo do decréscimo no potencial osmético
(Avila et al., 2007; Santos et al., 2012). Lopes et al. (2014) também

observaram decréscimo na qualidade fisiolégica de sementes de brécoli
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(Brassica oleracea), a medida que o

embebigdo tornou-se mais negativo.
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FIGURA 2. Germinagao (G), primeira contagem de germinagao (PCG), emergéncia (EM)
e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de Crambe abyssinica
submetidas ao estresse hidrico (PEG 6000) e salino (KCIl) em funcdo dos potenciais

A reducdo na germinacgao e vigor proporcionados pelo decréscimo no

potencial osmoético, induzidos por PEG e KCI, pode ser resultado do efeito

osmotico e/ou ibnico que dificulta a absor¢cdo de agua ou facilita a

penetracdo de ions nas células. A diminuigdo da germinacéo também pode

ser atribuida a menor mobilizacdo das reservas, menor sintese e atividade

enzimatica ou mudangas na turgescéncia celular (Bewley et al., 2013). A

taxa de germinacdo, geralmente, diminui com o decréscimo do potencial

hidrico externo, mas, para cada espécie, ha um potencial abaixo do qual ndo
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ocorre a germinagao (Avila et al., 2007). Os resultados do presente trabalho
mostraram que as sementes de crambe ndo germinaram sob estresse
hidrico quando submetido ao potencial -0,8 MPa simulado pela solugao de
PEG 6000. Teixeira et al. (2011) também constataram reducgao significativa
na germinag&o e no vigor das sementes de crambe quando submetidas a
baixos potenciais osmoéticos, ndo ocorrendo germinacgéo a partir do potencial
-0,6 MPa induzidos pelo agente osmoético PEG 6000. Esta diferenga entre
os resultados de germinacéo pode ser devido ao vigor inicial das sementes,
que apresenta importante papel na tolerancia ao estresse. Neste trabalho,
utilizaram-se sementes que apresentavam, inicialmente, alta germinagéo e
vigor (Tabela 2), enquanto Teixeira et al. (2011) trabalharam com sementes

apresentando germinacgao inicial de aproximadamente 50%.

TABELA 2. Germinagdo (G), primeira contagem de germinacdo (PCG),
emergéncia (EM) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de
Crambe abyssinica submetidas ao estresse hidrico (PEG 6000) e salino (KCI)
em diferentes potenciais osmaticos (@s).

vs G (%) PCG (%) EM (%) IVE

(MPa) PEG . ,.. PEG - PEG - PEG -
6000 KClI Média 6000 KClI Média 6000 KClI Média 6000 KClI Média

0,0 92A 92A 92 60A 60A 60 97A  97A 97 12,43A 12,43A 12,43
-0,2 79B* 91A 85 22B* 65A 49 83B* 97A 90 8,21B* 12,59A 10,40

-0,4 38B* 86A* 62 5B* 57A* 31 51B* 86A* 67 3,54B* 10,94A* 7,24
-0,6 18B* 70A* 44 0B* 34A* 17 25B* 85A* 56 1,77B* 9,28A* 5,52
-0,8 0B* 44A* 22 0B* 15A* 7 0B*  52A* 26 0,00B* 5,04A* 2,53

Média 45 76 17 48 51 84 5,19B 10,06

CV (%) 5,29 3,14 3,94 7,38

- Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
- Médias seguidas por * na mesma coluna, diferem estatisticamente da testemunha, ys = 0,0 MPa, a 5% de
probabilidade, pelo teste Dunnett.

Quando comparados os efeitos das solugdes osmaticas de PEG 6000
e KCI, observou-se que os resultados de todas as variaveis foram sempre
menores quando utilizada a solugdo de PEG 6000, em todos os potenciais
osmoticos (Tabela 2). Quando utilizada a solugdo de PEG 6000, os
resultados foram inferiores ao da testemunha em todos os potenciais
osmaticos para todas as variaveis. No entanto, para a solugado de KCI, os
resultados foram significativamente menores nos potenciais -0,4, -0,6 e -0,8
MPa (Tabela 2). Evidenciou-se comportamento quadratico para ambas as
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solugdes, no entanto, notou-se queda mais acentuada na germinagao e no
vigor quando utilizada a solugdo de PEG 6000 (Figura 2). Verificou-se,
ainda, que no potencial osmoético -0,8 MPa nao houve germinagao quando
as sementes foram submetidas ao tratamento com PEG 6000. Entretanto,
quando submetidas ao tratamento com KCI houve, ainda, germinagéo de
44%. Assim, estes resultados mostraram efeito mais drastico de reducao das
variaveis quando as sementes foram submetidas aos tratamentos com PEG
6000 em relacdo ao KCI. O efeito mais drastico evidenciado para o PEG
6000 pode ser atribuido a alta viscosidade da solugdo, que compromete,
além da disponibilidade de agua, a disponibilidade de O, para o embrido
(Bradford, 1995). Esta dificuldade de absorgcdo imposta pelo PEG pode ter
intensificado o efeito de restricdo a entrada de agua e oxigénio ja existente
no crambe, uma vez que suas sementes apresentam pericarpo com elevado
conteudo de lignina e de celulose, constituintes estes que dificultam a
permeabilidade do tegumento (Gastaldi et al., 1998). Outra hip6tese para o
efeito mais drastico do PEG em relacdo ao KCI esta no fato de o PEG 6000
apresentar grande tamanho de suas moléculas, ndo sendo absorvido pelas
sementes, apresentando, portanto, um efeito mais intenso de restricdo a
entrada de agua, ao contrario dos sais que podem penetrar nas células
(Hadas, 1976).

Outros trabalhos também evidenciaram maior efeito prejudicial do
PEG 6000 em comparagao a outras solugdes osmoéticas. Sementes de
corticeira (Erythrina falcata) apresentaram menor tolerancia ao PEG que ao
manitol e NaCl (Pelegrini et al., 2013). Sementes de angico branco
(Anadenanthera colubrina) foram mais afetadas por PEG que por manitol e
KCI (Rego et al., 2011). Em paineira (Chorisia speciosa), o PEG apresentou
efeito de redugédo na germinagao maior que o efeito do manitol, NaCl, KCl e
CaCl; (Fanti et al., 2004). A qualidade fisiologica de sementes de feijao foi
mais afetada por PEG do que por NaCl (Moraes et al., 2005). Sementes de
soja foram, também, mais afetadas por solugédo de PEG do que por solugdes
salinas de NaCl, KCI, MgCl, (Moraes e Menezes, 2003).
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4.2.2. Comprimento de radicula (CR) e de hipocétilo (CH)

O estresse hidrico, simulado por PEG 6000, e o salino, induzido por

KCI, afetaram o desenvolvimento inicial das plantulas de crambe (Figura 3).
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FIGURA 3. Comprimento de raiz (CR) e comprimento de hipocétilo (CH), de plantulas de
Crambe abyssinica submetidas ao estresse hidrico (PEG 6000) e salino (KCI), em fungao
dos potenciais osmdéticos.

Obteve-se efeito linear decrescente no CR quando as plantulas foram
submetidas a ambas solugdes osmoticas. No entanto, em relacédo ao CH,
observou-se comportamento distinto quando utilizadas as diferentes
solucdes. Notou-se queda linear no CH com o decréscimo do potencial
osmotico, induzido por PEG 6000. Entretanto, utilizando-se o KCI, o CH
seguiu um comportamento quadratico, onde o decréscimo no potencial até -
0,28 MPa provocou incremento no crescimento, atingindo o valor maximo
estimado de 38,39 mm. A partir deste potencial, houve reducéo nos valores,
verificando-se 21,62 mm de CH no potencial -0,8 MPa (Figura 3).

Masseto et al. (2011) também encontraram redu¢ao no CR e CH em
plantulas de crambe, quando submetidas a estresse hidrico induzido por
PEG 6000. Harter et al. (2014), trabalhando com sementes de mogango
(Cucurbita pepo), observaram decréscimos no CR e CH com aumento das
concentragdes de sal no meio, evidenciando diminuigdo mais acentuada no
comprimento de raiz que na parte aérea. Da mesma forma, Santos et al.
(2012), avaliando o desempenho de sementes de canola (Brassica napus)

com diferentes umidades iniciais, verificaram redugao no comprimento das
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pléntulas proporcional ao decréscimo nos potenciais osmoticos induzidos por
PEG 6000.

O estresse hidrico e salino, se severos, podem inibir por completo a
divisdo e a expansao celular, levando a planta a morte, de modo que é
importante que haja controle na regulagdo do crescimento, que permita que
a planta continue crescendo, ainda que em menor taxa, ndo cessando a
divisdo e a expanséo celular (Zhu, 2001).

Sob estresse, ocorre o fechamento dos estbmatos, o que,
consequentemente, limita a absor¢do de diéxido de carbono (Zhu, 2001;
Osakabe et al., 2014). Em geral, plantas com suprimento limitado de agua
costumam crescer menos do que com suprimento n&o limitado, sendo a
inadequada fotossintese uma das principais causas da redug¢ao na taxa de
crescimento.

Notou-se, ainda, que o estresse salino teve menor efeito prejudicial ao
comprimento de plantulas do que o estresse hidrico, sendo evidente pelos
resultados superiores de CR e CH dos tratamentos com KCI, em todos os

potenciais osmaoticos (Tabela 3).

TABELA 3. Comprimento de raiz (CR) e de hipocoétilo (CH), de plantulas de
Crambe abyssinica submetidas ao estresse hidrico (PEG 6000) e salino
(KCl), em diferentes potenciais osmoéticos (ys).

ws CR (mm plantula™) CH (mm plantula™)

(MPa)  bEG 6000 KCl Média PEG 6000 KCl Média

0,0 34,68 A 34,68 A 34,68 33,35 A 33,35 A 33,35

-0,2 25,97 B* 35,78 A 30,57 27,15B 37,95 A 32,55
-0,4 18,18 B* 32,03 A 2510 13,17 B* 39,17A 26,17
-0,6 15,68 A* 17,71 A* 16,69 717 B* 29.81 A 18,48
-0,8 0,00 B* 17,56 A* 8,77 0,00 B* 22 43 A* 11,22

Média 18,90 27,56 16,17 32,53

CV (%) 18,66 25,39

- Médias seguidas pela mesma letra na linha néo diferem estatisticamente, a 5% de probabilidade,
pelo teste F;

- Médias seguidas por * na mesma coluna, diferem da testemunha, ws=0,0 MPa, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Dunnett.

O CR foi menor em relagdo a testemunha em todos os potenciais
induzidos por PEG 6000. No entanto, esta diferenga apenas foi significativa
nos potenciais -0,6 e -0,8 MPa quando utilizada a solu¢gao de KCI (Tabela 3).

Para o CH, quando utilizada a solucdo de PEG 6000, notou-se diferenca
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significativa em relagcéo a testemunha nos potenciais -0,4, -0,6 e -0,8 MPa e,

quando usada a solucédo de KCI, o CH foi diferente da testemunha apenas

no potencial -0,8 MPa.
Assim, o estresse hidrico, simulado por PEG 6000, teve maior efeito

de reducdo no CR e no CH que o estresse hidrico e salino, induzido pelo
KCI, sendo o CR mais afetado que o CH para ambas as solu¢gdes osmaticas

(Figura 3 e Tabela 3).
4.2.3. Matéria fresca (MF), seca (MS) e teor de agua (TA) de plantulas

Os resultados de MF e MS de plantulas de crambe foram afetados

pelo decréscimo no potencial osmaético induzido por solugdes de PEG 6000

e KCI (Figura 4).
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FIGURA 4. Matéria fresca (MF) e matéria seca (MS) de plantulas de Crambe abyssinica,
submetidas aos estresses hidrico (PEG 6000) e salino (KCI), em funcdo dos potenciais

Observou-se queda acentuada na MF quando as plantulas foram
submetidas a diminuicdo do potencial osmoético, simulado por PEG 6000
(Figura 4). Entretanto, sob estas mesmas condi¢des, notou-se que a MS
apresentou comportamento distinto, havendo incremento até o potencial -
0,29 MPa, atingindo um maximo de 5,99 mg plantula™ de MS, seguido de
queda a partir deste potencial (Figura 4).

Quando as plantulas foram submetidas ao estresse salino, induzido
por KCI, evidenciou-se incremento de MF até o potencial -0,24 MPa,
chegando a atingir 84,44 mg plantula™, e incremento de MS até o potencial -

0,53 MPa, atingindo o valor maximo de 5,35 mg plantula™. Apds estes
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potenciais, foi observada gradativa diminuigdo na produgdo de MF e MS,
chegando a valores de 40,90 mg de MF e 5,09 mg de MS por plantula no
potencial osmético -0,8 MPa.

Decréscimos na MF provocados sob estresse hidrico séao
constantemente observados, uma vez que o estresse hidrico induz ao
fechamento dos estdmatos e a redugdo na disponibilidade de CO,, com
consequente redugcdo na produgcdo de massa da planta (Osakabe et al.,
2014). Por outro lado, as plantas podem promover diversos mecanismos
osmorreguladores, tais como acumulo de agucares e proteinas ou captura
de ions do meio, a fim de tentarem manter a pressdo de turgor dentro das
células e sobreviverem em condigdes de estresse (Bray, 1997). Ha relatos
que fornecem evidéncias de associacao positiva entre a osmorregulagao e a
producdo de matéria seca, como exemplo, o estudo utilizando linhagens de
trigo e sorgo onde foi evidenciado que as plantas com maior nivel de
osmorregulagdo obtiveram maior producdo de massa seca, tanto de raizes
quanto de parte aérea, em relagao aquelas que apresentavam menor nivel
(Morgan, 1984).

De acordo com Zhu (2001), sob estresse salino, as plantas tolerantes
costumam tentar manter a homeostase, por meio da producéo e acumulo de
varios compostos, a fim de diminuir o potencial osmatico interno e manter a
absorc¢ao de agua da solugao salina pelas plantas. A produgédo e acumulo de
compostos podem interferir no valor da matéria fresca e seca. Assim, de
acordo com os resultados encontrados neste trabalho, pode-se supor que
tenha havido acumulo de compostos que contribuiram para aumento da
massa fresca e massa seca sob estresse salino em crambe (Figura 4).

Os valores de MF obtidos foram sempre superiores quando utilizada a
solucdo de KClI em relacdo a de PEG 6000, em todos os potenciais
osmdéticos. Ja para a MS, esta diferenga ndo foi muito evidente entre as

solugcdes osmoticas (Tabela 4).
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TABELA 4. Matéria fresca (MF), matéria seca (MS) e teor de agua (TA) de
plantulas de Crambe abyssinica, submetidas ao estresse hidrico (PEG
6000) e salino (KCl) em diferentes potenciais osmaticos (ys).

ws MF (mg plantula™) MS (mg plantula™) TA (%)
(MPa) PEG o PEG e PEG e
6000 KClI Média 6000 KClI Média 6000 KCl Média

0,0 5312A 53,12A 53,12 438A 438A 4,38 91A 91A 91

20,2 3%*95 8418 A* 62,06 529A* 495A 512 87B 94A 90
.04 2%1‘8 7558 A* 5102 576A* 529A* 552 T78B* 93A 86
.06 1%94 5520A 3562 432B 535A* 484 73B* 91A 82
.08 000B* 4075A* 2038 000B* 508A* 254 0B* 87A 44
Média 2712 61,76 395 501 66 Of

cV

o 465 7.45 3,21

- Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente, a 5% de probabilidade,
pelo teste F;

- Médias seguidas por * na mesma coluna, diferem da testemunha, ws=0,0 MPa, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Dunnett.

*

Notou-se que, quando utilizada a solugdo de PEG 6000, a produgcao
de MF foi inferior a testemunha em todos os potenciais testados e a MS foi
significativamente superior nos potenciais -0,2 e -0,4 MPa. Quando utilizada
a solucao de KCI, nos potenciais -0,2 e -0,4 para a MF e nos potenciais -0,4,
-0,6 e -0,8 MPa para a MS, os resultados foram superiores ao da
testemunha.

Em relagdo ao teor de agua das plantulas, observou-se que nos
potenciais -0,4, -0,6 e -0,8 MPa os resultados apresentaram-se inferiores ao
da testemunha quando utilizada a solugdo de PEG 6000 . Por outro lado,
quando usada a solucao de KCI, os resultados foram estatisticamente iguais
ao da testemunha em todos os potenciais osmaéticos (Tabela 4). Estes
resultados evidenciam que o potencial hidrico da plantula pode ter sido
reduzido com o estresse hidrico, porém nao foi afetado pelo estresse salino.
Moura et al. (2012) analisaram o potencial hidrico e o conteudo relativo de
agua (CRA) em plantas de crambe e constataram que, sob estresse hidrico
(45% da capacidade de campo), o CRA variou de 70 a 87%, dados
semelhantes aos encontrados por este trabalho (Tabela 4). Maia et al.
(2012), trabalhando com solugdes salinas no desempenho de cultivares de
feijao, observaram estabilidade no CRA da planta por volta dos 90%,

valores, também, muito préximos aos obtidos neste trabalho (Tabela 4).
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Desta forma, evidenciou-se que a MF, MS e o TA de crambe foram
mais afetados negativamente pelo estresse hidrico, simulado por PEG 6000,
que pelo salino, induzido por KCI, sendo o teor de agua das plantulas
praticamente constante quando sob estresse salino. Notou-se, ainda, que,
sob estresse salino, a MF e MS obtiveram aumentos, podendo-se supor
sobre a existéncia de mecanismo osmorregulador de controle osmotico
interno que pode ter contribuido para este ganho de matéria. No entanto,
maiores estudos sao necessarios para comprovar a ativagao deste

mecanismo.

4.2.4. Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase (POX)

A atividade das enzimas SOD, CAT e POX em plantulas de crambe
foi afetada pelo decréscimo do potencial osmotico produzido por solugcdes de
PEG 6000 e KCI (Figura 5).
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FIGURA 5. Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POX) em plantulas de Crambe abyssinica, submetidas ao estresse hidrico (PEG
6000) e salino (KCI), em fung¢ado dos potenciais osmoticos.
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Sob condigdes de estresses, as plantas, geralmente, aumentam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que causam disturbios
celulares (Bowler et al., 1992). Enquanto sob condigdes normais de
crescimento da planta, a producdo de EROs na célula é baixa (240 uM
s'0,” e nivel de estado estacionario de 0,5 upM de H,O, nos cloroplastos),
varios estresses, como o hidrico e salino, causam mudangas no processo
homeostatico celular e ocasionam aumento na produgdo de EROs (aumento
de até 720 uM s~ O, e nivel de estado estacionario de 5 a 15 uM de H,0,)
(Polle, 2001). Quando EROs sao percebidas, ocorre a sinalizagao celular
para que haja controle na sua produgao e eliminacao (Mittler et al., 2004).
Ha, entdo, aumentos na atividade do sistema de defesa antioxidativo que
inicia um processo sincronizado de desintoxicacdo dos radicais toxicos
existentes (Mittler, 2002). Dentre os mecanismos enzimaticos do complexo
de defesa antioxidativo, que atuam sob os radicais téxicos, estao inclusas as
enzimas SOD, CAT e POX. A SOD atua na primeira linha de
defesa,dismutando o O, a peréxido de hidrogénio (H203) (Mittler, 2002). As
enzimas CAT e POX convertem, entdo, o H,O, a H,O e O, promovendo a
destoxificacdo celular (Mittler, 2002). A agao sincronizada das enzimas
responsaveis pela remocao das ERO confere maior tolerancia as plantas
sob condigdes de estresse; o grau de atividade de cada enzima antioxidante
e a quantidade que ela aumenta sob estresses sdo extremamente variaveis
entre as espécies e até mesmo entre as cultivares (Reddy et al., 2004).

Observou-se queda na atividade da SOD e CAT quando induzido o
estresse hidrico por PEG 6000 (Figura 5). No entanto, os valores
observados foram apenas significativamente menores que a testemunha nos
potenciais -0,6 e -0,8 MPa para a atividade de SOD e no potencial -0,8 MPa
para a CAT (Tabela 5). Notou-se que o teor de agua das plantulas no
potencial -0,6 MPa era 73%, significativamente menor que a testemunha,
sem estresse (Tabela 4). Esta significativa reducdo no teor de agua das
plantulas pode ter afetado o desempenho da enzima SOD e ocasionado o
decréscimo na sua atividade, uma vez que a agua é um solvente essencial
para que ocorra as reagdes enzimaticas e a sua diminuicido pode ocasionar

reducdo na atividade de enzimas.
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TABELA 5. Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase (POX), em plantulas de Crambe abyssinica, submetidas
ao estresse hidrico (PEG 6000) e salino (KCI), em diferentes potenciais

SOD (U min™ mg CAT (umol min™ mg POX (umol min™ mg
ws proteina™) proteina™) proteina™)
(MPa)  pgg Médi PEG Médi PEG o
o Kl o e Kl oAl EES KCl Média
00 O958A O58A 958 34A08 3408 A 3408 2037A2037A 2037
. 2833 95098 888 16,59
-02 8838 1389A" 1139 % 08 e216 80 529 1274
. 4499 41,96 750 16,29
04 9278 1316A° 1121 ¥ 00 azar T 529 1189
.06 530B* 921A 726 44A98 2053B 3721 3é0*6 1%*76 9.91
.08 000B* 837A 418 000B* 2805A 14,02 o,Bclo 1%’32 6.11
Média 661 1085 3046 4592 796 1645
CV (%) 964 34,22 12,11

- Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente, a 5% de probabilidade,
pelo teste F.

-Médias seguidas por * na mesma coluna, difere da testemunha, ws=0,0 MPa, a 5%de probabilidade,
pelo teste Dunnett.

Evidenciou-se incremento na atividade de SOD e CAT, seguido de
queda, quando induzido o estresse hidrico e salino por KCI (Figura 5), sendo
os valores observados maiores que a testemunha nos potenciais -0,2 e -0,4
MPa para as duas enzimas (Tabela 5). O incremento na atividade destas
enzimas esta associado ao mecanismo de defesa antioxidativo, que
promove o aumento da atividade enzimatica a fim de evitar danos oxidativos
as células. Péde-se observar que o CR, CH, MF e MS nao foram afetados
negativamente até o potencial -0,4 MPa sob estresse hidrico e salino,
induzido por KCI (Tabelas 3 e 4). Logo, ha evidencias de que, até este
potencial, o desempenho das pléantulas tenha sido mantido devido a este
eficiente mecanismo de defesa antioxidativo presente. Resultados similares
foram encontrados por Deuner et al. (2011), em que, nas concentragcbes
intermediarias de sal, as enzimas antioxidantes apresentaram atividade
eficiente na protegcao contra o estresse salino, porém, este efeito ndo foi
mantido para a maior dose testada, em gendtipos de feijdo miudo (Vigna
unguiculata). Kusvuran et al. (2012), estudando o comportamento de
gendtipos de melao (Cucumis melo) sensiveis e tolerantes a salinidade,

observaram aumento na atividade de SOD e CAT em gendtipos tolerantes, o
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que nado foram observados em gendtipos sensiveis, concluindo que as
plantas de meldo tolerantes ao estresse salino respondem a indugao salina
pelo aumento de sua atividade enzimatica antioxidante.

Houve queda na atividade de POX, para ambas as solugdes
osmoticas utilizadas (Figura 5), sendo a atividade significativamente menor
em relagdo a testemunha em todos os potenciais testados (Tabela 5). Por
meio destes resultados, pdde-se supor que a POX nao foi eficiente na
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio em crambe, uma vez que
sua atividade foi constantemente reduzida com o decréscimo do potecial
osmotico. Stevens et al. (1978) estudaram a utilizagdo da peroxidase como
um indicador de estresse fisiologico em 11 cultivares de brassicas sob
estresse salino e, evidenciaram decréscimos na atividade da POX com o
aumento da concentracdo do sal. Devido a este decréscimo, os autores
concluiram que ndo ha um paralelo entre as respostas antioxidativas de
defesa e a atividade da peroxidase nas brassicas analisadas. Estes autores
especulam que, pela diversidade de respostas encontradas nos niveis de
peroxidase entre as cultivares, a atividade desta enzima parece estar mais
relacionada com a regulagdo hormonal e o processo de lignificagdo que com
o mecanismo de defesa contra o efeito dos sais. Siegel et al. (1982),
também, encontraram decréscimo na atividade da peroxidase, quando
induzida a salinidade em 11 cultivares de brassicas, 10 de cucumis e nas
espécies Curica papaya e Zea mays.

A atividade das enzimas SOD e POX foram sempre maiores quando
em estresse salino induzido por KClI que quando em estresse hidrico
simulado por PEG 6000 (Tabela 5). No entanto, para a atividade da CAT,
nao foi muito evidente esta diferenga (Tabela 5). A enzima SOD também
apresentou tendéncia de menor atividade em girassol (Helianthus annuus L.)
quando sob estresse hidrico, simulado por PEG 6000, que quando
submetido ao estresse salino por NaCl (Carneiro et al., 2011). Estes
resultados podem ser devido a entrada de sal nas células, o que pode ter
afetado o metabolismo celular, havendo maior indugdo a atividade das
enzimas antioxidantes sob o estresse salino que sob o hidrico.

Os resultados da presente pesquisa evidenciaram que o estresse

hidrico, simulado com PEG 6000, ndo induziu ao aumento da atividade das
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enzimas antioxidantes em plantulas de crambe oriundas do sétimo dia apods
a semeadura. No entanto, sob estresse hidrico e salino, induzido por KCI,
houve aumento da atividade de SOD e CAT, nos potenciais osméticos -0,2 e
-0,4 MPa, que correspondem as concentragbes de KCl de 3,38 € 6,77 g L
respectivamente. Notou-se que, quando utilizada a concentracédo de 6,77 g
L™, a germinagao ainda foi bastante alta, 86%, e o comprimento de raiz e de
hipocoétilo, bem como a massa fresca, seca e o teor de agua, nao foram
afetados negativamente nesta concentragdo de sal. Estes resultados
representam uma forte evidencia de que, até esta concentracdo, o
desenvolvimento do crambe n&o foi, ainda, afetado. Brouwer et al. (1985)
descrevem como altamente tolerantes as culturas que podem resistir a
concentracdo de sal de 10 g L™, moderadamente tolerantes as que podem
suportar concentragdo de sal até 5 g L' e as sensiveis que n3o toleram
cerca de 2,5 g L. Dentro desta escala, o crambe se enquadra, portanto,
como moderadamente tolerante ao sal. Fowler (1991) também classificam o

crambe como uma cultura que apresenta moderada tolerancia ao sal.
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5. CONCLUSOES

A reducdo do potencial osmético da solucdo afetou a absorcdo de
agua pelas sementes de crambe, prolongou a fase Il e atrasou a emissao
radicular, sendo o efeito de restricdo de agua mais pronunciado no estresse
hidrico, simulado pelo PEG 6000, que no estresse salino, induzido pelo KCI.

A germinacao e o vigor de sementes/plantulas de crambe foram mais
afetados negativamente pelo estresse hidrico, por PEG 6000, que pelo
salino, por KCI.

Sob estresse salino, houve aumento da atividade das enzimas SOD e
CAT nas concentragdes intermediarias de sal e reducao linear da POX com
0 aumento da salinidade.

O crambe apresentou moderada tolerancia a salinidade.
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GERMINACAO

FV GL
Solucao 1
P. osmético 4
Solucdo:P.osmético 4
Residuals 30

ANEXO

SQ
9796.9
26923.0
4272.6
109.0

PRIMEIRA CONTAGEM DE GERMINAGCAO

FV GL
Solugao 1
P. osmotico 4

Solucdo:P.osmético 4
Residuals 30

EMERGENCIA

FV GL
Solucao 1
P. osmético 4
Solucdo:P. osmotico 4
Residuals 30

SQ
9302.5
14989.4
4285.0
89.0

SQ
10627.6
25878.6
5235.4

212.0

iNDICE DE VELOCIDADE DE EMERGENCIA

FV GL
Solucao 1
P. osmético 4
Solucdo:P. osmotico 4
Residuals 30

COMPRIMENTO DE RAIZ

FV GL
Solugao 1
P. osmotico 4

Solucdo:P. osmotico 4
Residuals 30

SQ
236.6822
491.0908

74.6440
9.4856

SQ
747.7969
3557.6846
452.5503
563.5767

COMPRIMENTO DE HIPOCOTILO

FV GL
Solucao 1
P. osmético 4
Solucdo:P. osmotico 4
Residuals 30

MATERIA FRESCA

FV GL
Solucao 1
P. osmético 4
Solucdo:P. osmético 4
Residuals 30
MATERIA SECA

FV GL
Solucao 1
P. osmético 4

SQ
2680.8168
2866.3545
935.4577
1147.2073

SQ
12004.1461
8688.7803
3117.3433
128.0009

SQ
11.2042
43.1994

ANALISE DE VARIANCIA

QM
9796.9000
6730.7500
1068.1500

3.6333

QM
9302.5000
3747.3500
1071.2500

2.9667

QM
10627.6000
6469.6500
1308.8500
7.0667

QM
236.6822
122.7727
18.6610
0.3162

QM
747.7969
889.4211
113.1376
18.7859

QM
2680.8168
716.5886
233.8644
38.2402

QM
12004.1461
2172.1951

779.3358

4.2667

QM
11.2042
10.7998

F
2696.3945 <O0.
1852.5 <0.
293.9862  <O0.

F

3135.6742 <O0.
1263.1517 <O.
361.0955  <O.

F
1503.9057 <O.
915.5165 <O0.
185.2146 <O.

F

748.5523 <O0.
388.2918 <O0.
59.0189 <O0.

F
39.8063
47.3452

<0.
<0.

p>F
001
001
001

p>F
001
001
001

p>F
001
001
001

p>F
001
001
001

p>F
001
001

6.0225 0.0011

F

70.1046 <O0.
18.7391 <O.
6.1157 0.

F
2813.452 <O0.
509.1046 <O.
182.6555 <O.

F
100.5788 <0.
96.9487  <0.

p>F
001
001
001

p>F
001
001
001

p>F
001
001
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Solucdo:P. osmotico 4

Residuals 30
TEOR DE AGUA

FV GL
factor_1 1
factor_2 4
factor_1:factor_2 4
Residuals 30

SUPEROXIDO DISMUTASE

FV GL
Solugao 1
P. osmotico 4

Solucdo:P. osmotico 4
Residuals 30

CATALASE

FV GL
Solucao 1
P. osmotico 4

Solucdo:P. osmotico 4
Residuals 30

PEROXIDASE

FV GL
Solucao 1
P. osmético 4
Solucdo:P. osmotico 4

Residuals

43.1875

3.3419

SQ
6426.225

12515.100
10024.400

18.250

SQ
179.8184
294.0605
71.7875
21.2188

SQ
2391.044
9630.334
8826.474
5123.491

SQ
719.7826
876.8712
227.7905
65.5180

10.7969
0.1114

QM
6426.2250
3128.7750
2506.1000

0.6083

QM
179.8184
73.5151
17.9469
0.7073

QM
2391.044
2407.584
2206.618

170.783

QM

719.7826
219.2178
56.9476
2.1839

96.9221

F
10563.6575
5143.1918
4119.6164

F
254.2348
103.9388

25.374

F
14.0005
14.0973
12.9206

F
329.5806
100.3774
26.0757

<0.

<0.
<0.
<0.

<0.
<0.
<0.

<0.
.001
<0.

<0.
<0.
<0.

001

p>F
001
001
001

p>F
001
001
001

p>F
001

001

p>F
001
001
001
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