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RESUMO

Jatropha curcas L., vulgarmente denominada pinhdo-manso, é uma espécie de grande
importancia econémica, pois o 0leo contido em suas sementes tem potencial para a
producdo de biodiesel, além de ser utilizado na fabricacdo de sabdo, nas industrias
farmacéuticas e de cosméticos. O pinhdo-manso ainda nédo esta pronto para ser cultivado
em larga escala, pois faltam mais estudos sobre a fisiologia e melhoramento genético da
especie. A baixa precipitacdo pluviométrica € um dos fatores climaticos que caracteriza
regides aridas e semiaridas, que mais afetam o desenvolvimento do vegetal, desde a
germinacdo até o final do seu ciclo de vida e, as espécies que ali habitam, sdo dotadas de
uma adaptacdo para sobreviver nessas condi¢des de clima e de solo. Dessa forma esta
pesquisa objetivou avaliar a tolerancia ao estresse hidrico induzido pelo polietilenoglicol
(PEG) 6000 em dois genotipos de pinhdo-manso. Foram desenvolvidos dois
experimentos e os genotipos utilizados (CNPAE 263 e CNPAE 256) foram provenientes
da Embrapa Agroenergia, Brasilia-DF. O primeiro experimento avaliou a porcentagem
de germinacdo (%G), o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o tempo médio de
germinacdo (TMG) das sementes, nos tratamentos 0,0 (controle); -0,2; -0,4 e -0,6 MPa.
Também foram quantificados os teores de solutos organicos (aminoacidos sollveis totais,
proteinas solUveis, carboidratos totais e prolina livre) e determinada a atividade de
enzimas antioxidantes (ascorbato peroxidase - APX, catalase - CAT e guaiacol peroxidase
- GPX), nas plantulas dos tratamentos controle e -0,2 MPa. A %G do CNPAE 263 foi
mais afetada do que o controle, a partir de -0,4 MPa, enquanto que CNPAE 256, reduziu
significativamente a %G no tratamento -0,2 MPa, em 64%, em relagdo ao controle. O
IVG de ambos os geno6tipos foi reduzido a partir de -0,2 MPa, porém no CNPAE 256 esta
reducdo foi mais significativa (95%). O TMG das sementes sob estresse, foi maior que
na condicdo controle, sendo estes resultados mais expressivos no CNPAE 256. As
plantulas do gendtipo CNPAE 263 reduziram os teores de proteinas sollveis e de
carboidratos totais e ndo apresentaram alteracbes nos teores de aminoacidos sollveis
totais e prolina livre. Plantulas do geno6tipo CNPAE 256 reduziram os teores de
aminoéacidos soluveis totais, proteinas sollveis e prolina livre, e ndo alteraram os de
carboidratos totais. Com relagdo as enzimas antioxidantes, os genotipos apresentam o
mesmo padrdo de comportamento, com diferencas na magnitude dos valores. O segundo
experimento avaliou alguns mecanismos de resposta das mudas dos dois gendtipos de
pinhdo-manso utilizados no primeiro experimento, submetidos ao estresse hidrico de -0,2
MPa, em meio de cultivo hidropdnico. Apos 30 dias de aclimatacdo, foi aplicado o PEG
e os tratamentos foram: controle (sem adicdo de PEG), ap0s 2, 24 e 48 h de imposicao do
estresse. Foram avaliadas as relacGes hidricas (potencial hidrico foliar - Wr e teor relativo
de 4gua - TRA), as trocas gasosas (fotossintese liquida - A, transpiracao - E, condutancia
estomatica - gs e eficiéncia do uso da agua - EUA), os teores de pigmentos
fotossintetizantes e acessorios (clorofilas a, b, total e carotenoides), os teores de solutos
organicos (carboidratos solUveis totais, proteinas solGveis, aminoacidos livres totais e
prolina livre), além da atividade de enzimas antioxidantes (catalase - CAT e ascorbato
peroxidase - APX) em folhas e raizes das plantas. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x2, correspondendo a dois genotipos
(CNPAE 263 e 256) e dois tratamentos hidricos (controle e estresse - 0,2 MPa). As
relagdes hidricas de ambos 0s genoétipos foram pouco afetadas pelo estresse, ndo havendo
alteracdo do Wt no CNPAE 263, em relacéo ao controle. O TRA de ambos 0s genotipos
foi recuperado, sendo mais evidente no CNPAE 263. As trocas gasosas de ambos 0s
gendtipos foram afetadas pela deficiéncia hidrica, sendo mais evidente apos 48 h, com
destaque para a eficiéncia o uso a agua, que apés 2 e 24 h de imposicdo do estresse ndo



tiveram reducdo desta varidvel. Os teores de pigmentos fotossintéticos foram alterados
pelo estresse hidrico em ambos os gendtipos, havendo aumento da clorofila b para o
CNPAE 263 apds 2 h. Os teores de solutos orgénicos foram maiores nas folhas do que
nas raizes. No CNPAE 263, o estresse hidrico aumentou os teores de carboidratos totais,
amino&cidos sollveis totais e prolina livre nas folhas, e de carboidratos totais e proteinas
sollveis nas raizes, enquanto que no CNPAE 256, promoveu aumento da prolina livre
nas folhas e de proteinas sollveis e prolina livre nas raizes. A atividade das enzimas
antioxidativas foi aumentada nas folhas e nas raizes em funcéo do estresse, em ambos 0s
genotipos, com destaque para as raizes, quando a atividade da CAT e da APX foi
significativamente maior ja a partir de 2 h de imposicédo do estresse. Pode-se concluir que
ambos os gendtipos apresentam diferencas no grau de tolerdncia ao estresse, onde o
CNPAE 263 evidenciou ter maior grau, por germinar em condi¢do de estresse de -0,2
MPa, além de ndo alterar as relagdes hidricas e acumular mais solutos organicos com o
objetivo de ajustar-se osmoticamente, tanto nas plantulas, quanto nas plantas de pinhéo-
manso.

Palavras chave: pinhdo-manso, seca, potencial hidrico, fotossintese, prolina, enzimas
antioxidantes.



ABSTRACT

Jatropha curcas L., commonly known as jatropha, is a species of great economic
importance, because the oil contained in its seeds has great potential for the production
of biodiesel, besides being used in the manufacture of soap, in the pharmaceutical and
cosmetic industries. Physic nut is not yet ready to be cultivated on a large scale, since
there is a lack of further studies on the physiology and genetic improvement of the
species, among others. On the other hand, water deficiency is one of the climatic factors
that characterizes semiarid of the Northeast of Brazil and that most affects the
development of the plant, from the germination to the end of its life cycle, and the species
that inhabit there, are endowed with an adaptation to survive in these conditions of climate
and soil. Thus, this research aimed to evaluate the tolerance to water stress induced by
polyethylene glycol (PEG) 6000 in two jatropha genotypes. For that, two experiments
were developed and the genotypes used (CNPAE 263 and CNPAE 256) were from
Embrapa Agroenergia, Brasilia-DF. The first experiment evaluated the percentage of
germination (%G), the germination speed index (GSI) and the mean germination time
(MGT) of the seeds, in treatments 0,0 (control); -0.2; (Total soluble amino acids, soluble
proteins, total carbohydrates and free proline) and the activity of antioxidant enzymes
(ascorbate peroxidase - APX, catalase - CAT and guaiacol peroxidase - GPX), in the
seedlings of the control treatments and -0.2 MPa. The %G of CNPAE 263 was more
affected than the control, from -0.4 MPa, whereas CNPAE 256, significantly reduced the
%G in the treatment -0.2 MPa, in 64%, in relation to the control. The GSI of both
genotypes was reduced from -0.2 MPa, but in the CNPAE 256 this reduction was more
significant (95%). The MGT of the seeds under stress was higher than in the control
condition, and these results were more expressive in the CNPAE 256. The seedlings of
the genotype CNPAE 263 reduced the protein and carbohydrates contents and did not
present changes in the levels of amino acids and proline. Seedlings of the genotype
CNPAE 256 reduced the levels of amino acids, proteins and proline, and did not alter
those of carbohydrates. With respect to the anti-oxidative enzymes, the genotypes present
the same pattern of behavior, with differences in the magnitude of the values. The second
experiment evaluated some mechanisms of response of the two Genotypes of jatropha
used in the first experiment (CNPAE 263 and CNPAE 256), submitted to the water stress
of -0.2 MPa induced by PEG 6000, in hydroponic culture medium. After 30 days of
acclimation, the PEG was applied and the treatments were: control (without addition of
PEG), after 2, 24 and 48 h of stress imposition. The water relations (leaf water potential
- relative water content - RWC), gas exchanges (liquid photosynthesis - A, transpiration
- E, stomatal conductance - gs and water use efficiency - WUE) were evaluated. (Total
soluble carbohydrates, soluble proteins, total free amino acids and free proline), as well
as the activity of antioxidant enzymes (catalase - CAT and ascorbate peroxidase - APX),
photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, total and carotenoids) In leaves and roots of
plants. The experimental design was completely randomized, in a 2x2 factorial
arrangement, corresponding to two genotypes (CNPAE 263 and 256) and two water
treatments (control and stress - 0.2 MPa of PEG 6000). The water relations of both
genotypes were little affected by stress, and there was no change of YL in CNPAE 263,
in relation to the control. The RWC of both genotypes were recovered, being more evident
in the CNPAE 263. The gas exchanges of both genotypes were affected by the water
deficit, being more evident after 48 h, with emphasis on the USA, that after 2 and 24 h of
stress were not reduced by this variable. The photosynthetic pigment contents were
slightly altered by water stress in both genotypes, with increase of chlorophyll b to
CNPAE 263 after 2 h. The organic solutes contents were higher in the leaves than in the



roots. At CNPAE 263, water stress increased the carbohydrate, amino acid and proline
levels in the leaves, and of carbohydrates and proteins in the roots, while in the CNPAE
256, promoted increase of proline in the leaves and of proteins and proline in the roots.
The activity of the antioxidative enzymes was increased in leaves and roots due to stress,
in both genotypes, with emphasis on the roots, when CAT and APX activity was
significantly higher after 2 h of stress imposition. It can be concluded that both genotypes
show differences in the degree of stress tolerance, where the CNPAE 263 showed a higher
degree of germination in a stress condition of -0.2 MPa, besides not altering the water
relations and accumulating more solutes With the aim of adjusting osmotically, both in
the seedlings and in the jatropha plants

Key words: physic nut, drougth, water potential, photosynthesis, proline, antioxidant
enzymes.
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1. INTRODUCAO GERAL

Tendo em vista a busca por alternativas que substitua o uso de combustiveis
fosseis, a utilizacdo de combustiveis provenientes de 0leos vegetais é uma alternativa
relevante por reduzir a emissdo de gases poluentes, principalmente os que contribuem
para o0 aumento do efeito estufa. Diversas espécies de oleaginosas podem ser utilizadas
na producdo de biocombustiveis, dentre elas, destaca-se Jatropha curcas L., conhecida
popularmente como pinhao-manso.

O pinh&o-manso é uma espécie de grande importancia econdémica, pois além do
6leo contido em suas sementes, pode ser utilizado na fabricagdo de sabdo, nas industrias
farmacéuticas e de cosméticos e também pode ser utilizada como adubo organico para
recuperacdo de areas degradas. Apesar desse potencial agrondmico, o pinhdo-manso
ainda ndo esta pronto para ser cultivado em larga escala, pois faltam mais estudos quanto
aos aspectos fisioldgicos e genéticos da espécie.

Algumas espécies vegetais sdo indicadas para serem cultivadas em ambientes
desfavoraveis e o pinhdo-manso é uma delas, ja que esta espécie é considerada como
tolerante a seca. As plantas de uma forma geral estdo susceptiveis a condi¢des de estresse,
seja por causas naturais ou antrdpicas. O estresse pode ser considerado como qualquer
desvio das condi¢cbes 6timas da planta e dentre os principais tipos, destaca-se o estresse
hidrico causado pela deficiéncia de 4gua, que é um fato muito comum em regides secas,
principalmente no Nordeste brasileiro, que afeta o desenvolvimento e a produtividade das
culturas, uma vez que a agua é fundamental para os diversos processos fisiol6gicos do
vegetal.

A deficiéncia hidrica afeta a germinacéo das sementes, ja que a presenca da agua
é fundamental para que os processos metabdlicos que antecedem a germinagdo ocorram.
Além disso, as relacBes hidricas do vegetal também sdo afetadas, ocorrendo reducgdo do
potencial hidrico e do teor relativo de 4gua da planta, bem como ocorre alteracBes nas
trocas gasosas, através da redugdo da abertura estomatica e por consequéncia, limita a
entrada de CO: nas folhas, reduzindo a fotossintese, ocasionando a diminuigdo da
produtividade da planta. A nivel bioquimico, o estresse hidrico causa alteragdes na
concentracdo de solutos organicos celulares, que sdo utilizados para a planta ajustar-se
osmoticamente e também altera as atividades de enzimas do complexo antioxidativo da
planta, j& que em condicOes de estresse as plantas produzem radicais livres que sdo

altamente toxicos.
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Portanto, o conhecimento dos parametros fisioldgicos associados aos bioguimicos

em espécies de importancia econémica, como € o caso da Jatropha curcas, sob condicao

de estresse hidrico é de fundamental importancia para os programas de melhoramento

geneético.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PINHAO-MANSO: CARACTERISTICAS BOTANICAS E UTILIDADES

O género Jatropha pertence a familia das euforbiaceas e sua origem é da América
Central. Dentre as 175 espécies desse género, encontra-se a espécie Jatropha curcas L.,
conhecida popularmente como pinhdo-manso (SATURNINO, 2005). Sobre a sua
origem, ha relatos que J. curcas se originou na América Central, e depois se estendeu pela
Asia, Africa e hoje esta bem expandida nas regides tropicais e subtropicais (FAO, 2010).
Segundo Dias et al., (2012), a origem do pinhdo-manso é mais precisamente na regiao
costeira do Golfo do México, inclusive, 0 México € o Unico pais onde existem tipos
nativos de plantas ndo toxicas, o que se sugere que houve uma selecdo feita pelos Maias.

Com relagdo as suas caracteristicas botanicas, o pinhdo-manso é um arbusto
suculento, suas folhas tem um peciolo longo, sdo deciduas, alternas a subopostas e
apresentam filotaxia em espiral. Quando jovens, as folhas sdo de cor avermelhada e
quando adultas, sdo verdes, brilhantes e glabras. A sua inflorescéncia é composta por
flores monoicas, de coloragcdo amarelo-esverdeada, com flores masculina e feminina na
mesma inflorescéncia e polinizacéo feita por insetos, principalmente as abelhas. Seu fruto
é capsular com trés locos e de coloracdo amarela quando ainda jovem e marrom ao
amadurecer, com trés sementes de cor preta. O tronco pode chegar a cinco metros de
altura e é revestido por uma cera esbranquicada e geralmente é bem ramificado, com
cicatrizes bem evidentes, deixadas pelas folhas ao cairem (SATURNINO, 2005; ALVES
etal., 2008; NUNES et al., 2009; BRASILEIRO et al., 2012).

J. curcas é conhecida como uma planta rustica e tolerante a seca, pois adapta-se a
condicdes de solo e clima que para outras plantas seria desfavoravel, além de ser uma
planta perene e pouco atacada por insetos e outros animais, porém ainda estd em processo
de domesticagdo e 0 melhoramento genético ainda € incipiente (SATURNINO, et al.,
2005; ROCHA et al, 2012). No entanto, ela surge como uma opg¢édo de cultivo em
ambientes secos, uma vez que € indicada para recuperar areas degradadas, para prevenir
ou controlar a erosdo do solo, além de contribuir para o desenvolvimento da agricultura
familiar dessas regides, atraves do aumento da renda com a venda das sementes e do
favorecimento do plantio em consorcio com outras plantas, como por exemplo, as que
sdo utilizadas como alimento (OPENSHAW, 2000; SATO et al., 2009; FAO, 2010).
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As sementes de pinhdo-manso possuem 06leo que pode ser utilizado na produgéo
de biodiesel. Apds a extracdo do 6leo das sementes, o material resultante, chamado de
torta, tem grande importancia econémica, sendo utilizado na adubacéao do solo, por conter
muitos nutrientes (MONTES et al.,, 2011; LAVIOLA et al., 2013). Estima-se um
rendimento de 650 a 700 kg de torta para cada tonelada de sementes esmagadas
(LAVIOLA et al., 2013). Abou-Arab e Abu-Salem (2010) em estudo sobre a qualidade
nutricional de sementes de pinhdo-manso encontraram além do Oleo, altos teores de
elementos minerais, aproximadamente 30% de proteinas e carboidratos nas sementes e
cerca de 80% de fibras nas cascas. Estes autores sugerem que a farinha com sementes de
pinhdo-manso poderia ser inserida na alimentacdo e ajudar a eliminar a desnutricao,
apesar de conter saponinas, inibidores de tripsinas e fendis, que através de processos
quimicos seriam inativados, ndo causando danos a saude.

Ainda a respeito da farinha de sementes de pinhdo-manso, Workagegn et al.
(2013), comprovaram em sua pesquisa, que a adicdo dessa farinha a racdo de peixes
tilapia configura uma excelente fonte proteica aos animais, destacando-se entdo a
importancia deste material. Apesar de ter um bom rendimento e conter alto valor proteico,
alguns pesquisadores ndo recomendam que ela seja utilizada na alimentacdo animal,
devido a sua toxidade causada por ésteres de forbol, que podem levar os animais a morte,
dependendo da quantidade de sementes utilizadas (LAVIOLA et al., 2011; ANDRADE-
VIEIRA et al., 2014; LAVIOLA et al., 2015).

No entanto, Laviola et al. (2011), em estudo com 10 acessos nacionais,
observaram que trés deles ndo apresentaram quantidade de forbol detectavel. Desta
forma, através da manipulacdo genética, cultivares que ndo causem toxicidade e sejam
utilizadas também na alimentacdo de animais poderdo ser desenvolvidas. Inekwe et al.
(2012) também constataram que a torta do pinhdo-manso tem alto indice de proteinas,
carboidratos, lipidios e fibras, e seu uso na alimentacdo animal seria indicado, porém o
material deveria passar por um processo prévio de destoxificagéo.

Além da producdo de biodiesel, o pinhdo-manso possui também outros usos,
sendo utilizado, por exemplo, na fabricacdo de tintas, de verniz para moveis, construcéo
de cercas vivas, na producdo de 1a, além de seu uso na medicina popular, como
cicatrizante, purgante, diurético, para aliviar a dor de picada de alguns insetos, como
abelhas e vespas, e também no tratamento do reumatismo, da malaria, da hipertenséo,
sifilis, gonorreia e de doencas de pele (FENNER et al., 2006; FAO, 2010). Na Africa e

na Asia, as populagBes mais pobres utilizam o caule do pinhdo-manso como lenha para
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cozinhar (SATURNINO et al., 2005). Ha também alguns estudos que comprovam que
tanto o 6leo quanto extratos das folhas e do caule tem atividade acaricida (HOLTZ et al.,
2016), o sabdo produzido a partir do pinhdo-manso tem atividade antimicrobiana
(SHAHINUZZAMAN et al., 2016), extratos de folhas, sementes e raizes da planta sao
eficazes contra larvas do Aedes aegypti (BESERRA et al., 2014), além de ter atividade
anti-inflamatoria (OTHMAN et al., 2015), antitumoral (OSKOUEIAN et al., 2011;
PRAYITNO et al., 2016) e também antimicrobiana (ARANTES et al., 2013).

1.2 BIOCOMBUSTIVEIS E PINHAO-MANSO

Os biocombustiveis, como o etanol e o biodiesel, sdo obtidos através de fontes
renovaveis, como por exemplo, 6leos vegetais e gorduras animais e surgem como uma
alternativa aos combustiveis tradicionais (ANP, 2017). Uma vez que a emissao de gases
contribui para o aumento do efeito estufa, o uso da bioenergia é uma alternativa a
utilizacdo de combustiveis fosseis, principal causa de problemas relacionados aos gases
derivados de combustiveis utilizados no transporte (AZEVEDO & LIMA, 2016).
Miragaya (2005) aponta algumas caracteristicas principais sobre o biodiesel, tais como
boa lubricidade, menor estabilidade se comparado ao diesel, a emisséo de gases poluentes
¢ reduzida, uma vez que é isento de enxofre, além da geracdo de empregos,
principalmente na agricultura.

A maior parte da producdo nacional de etanol é oriunda da cana-de-agUcar, ja o
biodiesel é oriundo do 6leo de soja (Glycine max L.). Entretanto, no Brasil ha outras
espécies de plantas com potencial para a producdo de biodiesel, dentre elas estdo a
mamona (Ricinus communis L.), o girassol (Helianthus annuus L.), a canola (Brassica
napus L.), a macauba (Acromia aculeata), o babacu (Orbignya phalerata Mart.) e o
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), espécie utilizada no presente estudo (TEIXEIRA,
2005; LIMA et al., 2012; BHERING et al., 2015; LAVIOLA et al., 2016).

Por volta do final do século 20, aproximadamente 46% da energia utilizada no
Brasil era oriunda do Petréleo. Neste sentido, a Empresa de Pesquisa Energética (EPE)
elaborou o Plano Nacional de Energia 2030, que tem a expectativa de que o uso do
petréleo no ano de 2030 seja reduzido e que corresponda ao percentual de 30%
(GARAGORRY et al., 2012). Dados da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis, mostram que nos Gltimos cinco anos (2012-2016), o somatorio da

producéo nacional de biodiesel foi de 16.499,645 milhdes de metros cubicos, enquanto
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que a producéo de etanol foi de 137.312,272 milhdes de metros cubicos (ANP, 2016a).
Percebe-se que a producdo nacional de etanol € maior que a de biodiesel, uma vez que o
Brasil € um dos maiores produtores mundiais de etanol, sendo considerado um pioneiro
na producao deste biocombustivel (BRASIL, 2007).

Sendo o pinhdo-manso uma planta oleaginosa, h& muito tempo usa-se o 6leo
produzido pelas suas sementes. Na literatura é relatado, por exemplo, 0 seu uso na
iluminacdo de vias publicas no Rio de Janeiro, uma vez que a sua combustdo nao libera
fumaca. Esse 6leo foi também utilizado como combustivel automotivo durante a Segunda
Guerra Mundial, nos paises africanos e asiaticos (SATURNINO, 2005).

Uma vantagem do cultivo do pinh&-manso com fins para a produgédo de
biocombustivel é o fato de que esta planta ndo compete com o cultivo de alimentos.
Porém, apesar de crescer de forma abundante na natureza, esta planta nao foi ainda
domesticada. Tendo em vista a necessidade de reduzir a emissdo de gases que contribuem
para o efeito estufa, outra vantagem do uso do biodiesel proveniente do pinhdo-manso é
o fato de ser menos poluente quando comparado ao diesel fossil (CARNIELLI, 2003;
FAIRLESS, 2007; DURAES et al., 2011). Além disso, o pinhdo-manso néo é uma planta
exigente quanto as condi¢des nutricionais e hidricas do solo se comparada a outras
oleaginosas, como por exemplo, a mamona (TEIXEIRA, 2005).

Nos anos iniciais, a produtividade de J. curcas é mais baixa que nos anos
seguintes, porém, estima-se que o pinhdo-manso tenha um potencial de producéo de 930
a 1.250 kg de 6leo por hectare e, apesar de ser considerado uma planta ristica, a sua
producdo e o seu desenvolvimento sofre influéncia das condigfes ambientais,
principalmente em seu estagio inicial de desenvolvimento, uma vez que este periodo é
primordial para o estabelecimento e crescimento efetivo da planta (DURAES et al., 2011;
FERREIRA et al., 2013).

Alguns fatores, como por exemplo, doencas, ataques de pragas e a restrigdo
hidrica, afetam a produtividade de grdos em J. curcas. Inicialmente, houve uma
expectativa de uma producéo de grdos acima de quatro toneladas por hectare, mas esses
fatores afetam de tal forma que esse valor é bastante reduzido. Aliada a baixa
produtividade de gréos, a maturagdo desuniforme dos frutos limita a completa
implantagéo do cultivo do pinhdo-manso (ROCHA, et al., 2012). Por isso, torna-se cada
vez mais importante o desenvolvimento de pesquisas que viabilizem o estabelecimento e

0 sucesso do cultivo desta planta.
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1.3 ESTRESSE HIDRICO E SUAS CONSEQUENCIAS PARA O VEGETAL

De forma geral, o estresse pode ser definido como algum fator externo ao
organismo, que pode causar efeitos negativos no mesmo (OLIVEIRA et al., 2013). Esses
efeitos podem ser causados pela deficiéncia ou pelo excesso de agua, por sais, por baixas
ou altas temperaturas e ainda por metais pesados (JALEEL et al., 2009). Dentre os tipos
de estresse, um deles é o estresse hidrico causado pela deficiéncia hidrica, que causa
efeitos diversos nos vegetais, que podem variar de acordo com a espécie ou 0 genotipo,
além da intensidade e da duragdo dessa condicdo estressante. Na figura 1 podem ser

observadas algumas respostas das plantas ao estresse hidrico.

Estresse Hidrico

Respostas Fisioldgicas Respostas Bioguimicas Respostas Moleculares

Reconhecimento de
sinais na raiz;

Perda de turgor e
ajuste osmatico;
Reducéo do
potencial hidrico
foliar;

Diminuicao da
condutancia
estomatica para CO;
Diminuicao da
fotossintese liquida;
Reducéo da taxa de
crescimento.

Diminuicao da
eficiéncia fotoquimica;
Diminuicao da
eficiéncia da Rubisco;
Acumulo de
metabolitos do estresse
como glutationa,
prolina, glicinabetaina,
etc.;

Aumento de enzimas
antioxidantes como
SOD, CAT, APX;
Acumulo de EROs
reduzida.

Expresséo de genes de
resposta ao estresse;
Aumento da expressdo
de genes da biossintese
de ABA,

Expressdo de genes de
resposta ao ABA;
Sintese de proteinas
especificas como LEA,
DSP, RAB;
Toleréncia ao estresse
hidrico.

Figura 1. Respostas fisiologicas, bioquimicas e moleculares ao estresse hidrico em
plantas. Fonte: Reddy et al., 2004 (adaptado).

As plantas de um modo geral, quando em situacdo de estresse podem alterar as

trocas gasosas, apresentando como um dos primeiros sintomas o fechamento dos
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estdbmatos, seguido de reducdo da taxa fotossintética e da transpiragdo foliar
(ARCOVERDE et al.,, 2011; MEDEIROS et al., 2013; GRACIANO et al., 2016;
MATHOBO etal., 2017). Como consequéncia do fechamento estomatico, o fluxo de agua
no interior do vegetal é afetado e ocorre uma reducédo da absorcdo de nutrientes essenciais
do solo, prejudicando todo o desenvolvimento da planta (BONFIM-SILVA et al., 2015).
O estresse hidrico também provoca alteragdes no status hidrico do vegetal, através da
reducdo do potencial hidrico foliar e do teor relativo de agua da planta (BINKS et al.,
2016; MOURA et al., 2016; NXELE et al., 2017). Além disso, podem ocorrer alteracdes
nos teores de pigmentos fotossintéticos, como as clorofilas e os carotenoides (SANKAR
etal., 2013; SILVA et al., 2016; MIBEI et al., 2017).

O estresse hidrico pode levar o vegetal a um estresse oxidativo, devido ao aumento
desordenado da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo subprodutos
do metabolismo celular e s&o produzidas por exemplo, nos cloroplastos, nas mitocondrias,
no reticulo endoplasmético, na membrana plasmatica, na parede e nos peroxissomos
(GILL & TUTEJA, 2010; RAO & CHAITANYA, 2016; DAR et al., 2017). Sdo exemplos
de EROs, o anion superoxido (O2), o perdxido de oxigénio (H202) e hidroxila (OH"), que
sdo formados apds a reducdo incompleta do oxigénio (SHARMA et al., 2012). Os
vegetais podem utilizar mecanismos antioxidantes de defesa, sendo estes mecanismos
enzimaticos, através da atividade de enzimas do complexo antioxidante, como por
exemplo, a catalase (CAT), a ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX),
além dos mecanismos ndo enzimaticos, como a sintese de carotenoides, acido ascorbico
e glutationa (JALEEL et al., 2009; PEREIRA et al., 2015; ALVES et al., 2016; RAO &
CHAITANYA, 2016).

As enzimas catalase e ascorbato peroxidase sdo enzimas que possuem alta
especificidade para 0 H202, convertendo-o em agua e oxigénio. (SHARMA et al., 2012).
Ascorbato peroxidases podem ser encontradas no citosol, nas mitocondrias e cloroplastos,
além dos peroxissomos, onde também podem ser encontradas catalases (MITTLER et al.,
2004). A enzima guaiacol peroxidase também remove o H20 e pode estar em atividade
no citosol e no vacuolo, além da parede celular (DAS & ROYCHOUDHURY, 2014).
Quando em altas concentracdes, as espécies reativas de oxigénio sdo prejudiciais as
plantas e provocam na mesma o estresse oxidativo, causando danos nas biomoléculas,
como por exemplo, lipidios, proteinas e DNA, o0 que ocorre quando 0s mecanismos de
defesa das plantas sdo inferiores a produgdo dos EROs, devido a uma série de fatores,
dentre eles a deficiéncia hidrica (SHARMA et al., 2012; DAR et al., 2017).
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Outra resposta das plantas a seca € a alteragdo nos teores de solutos que interferem
no potencial osmatico celular, como por exemplo, carboidratos sollveis totais, proteinas
sollveis, aminodacidos livres totais e prolina livre. Nxele et al. (2017) observaram que 0
estresse hidrico aumenta o teor de prolina em plantas de sorgo sob deficiéncia hidrica,
sendo este um indicador de tolerancia. Lechinoski et al. (2007), verificaram que plantas
de Tectona grandis L.F. submetidas ao estresse hidrico reduzem o teor de proteinas
soluveis e aumentam o teor de aminodcidos livres totais. Os autores atribuem este
resultado a diminuicéo da sintese de proteinas e também a acdo de proteases, que agem
degradando as proteinas de reserva do vegetal. Azevedo-Neto et al. (2010), encontraram
aumento nos teores de carboidratos soluveis totais, amino&cidos livres totais, proteinas

sollveis e prolina livre, em plantas de amendoim sob restricao hidrica.

1.4 O ESTRESSE HIDRICO EM PINHAO-MANSO

As plantas de J. curcas desenvolvem-se bem em regides com precipitacdes
pluviométricas de 1000 a 1500 mm ao ano e temperaturas que variam de 20°C a 28 °C
(FAO, 2010). De acordo com Wani et al. (2016), a exigéncia da cultura é de 750 a 1000
mm ao ano, sendo considerada uma espécie resistente a seca por se desenvolver nesses
ambientes, mas que mesmo assim, requer dgua para ter um melhor desenvolvimento e
uma boa produtividade. Uma das caracteristicas de adaptacdo apresentadas pelo pinhéo-
manso para resistir as condi¢cBes impostas pelas regiGes aridas e semiaridas é a
deciduidade, quando as plantas perdem suas folhas em periodos de seca prolongada ou
quando a precipitacdo pluviométrica é baixa (OPENSHAW, 2000; SATURNINO, 2005;
DIAS et al., 2012).

Uma das etapas de desenvolvimento do vegetal € a germinacao, nesta etapa a
agua desempenha papel fundamental, pois apds a embebicdo das sementes ocorre a
ativacdo de diversos processos metabolicos que sdo primordiais para que a semente
germine e a planta se desenvolva (FERREIRA & BORGHETTI, 2008). Portanto, a agua
é considerada fator limitante da germinagédo, pois em situacdo de escassez hidrica este
processo é severamente afetado (MARCOS FILHO, 2005). As sementes de pinhéo-
manso tém a germinacéo afetada pelo estresse hidrico, ocorrendo reducéo ou até mesmo
inibicdo, pois a escassez de agua reduz a porcentagem de germinagdo, o indice de

velocidade de germinacdo e o tempo médio de germinacdo, aléem de retardar o
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desenvolvimento inicial de plantulas (PEREIRA & LOPES, 2011; WINDAUER et al.,
2011).

Resultados indicam que a primeira linha de defesa da espécie é o fechamento
estomatico, que reduz a fotossintese, a transpiracdo e aumenta o estresse oxidativo. Por
ter a condutancia estomaética reduzida, as plantas perdem menos 4gua e mantém o teor
relativo de &gua das células elevado, mesmo em condigdo de estresse, sendo este
comportamento um indicativo da tolerancia do pinhdo-manso ao estresse hidrico
(ARCOVERDE et al., 2011; DIAS-LOPEZ et al., 2012). Outro comportamento que
indica que o pinhdo-manso é uma espécie tolerante é destacado por Matos et al. (2014),
que sugerem que em condicao de seca, as plantas adotam um metabolismo intermediario
C3-CAM, apresentando baixa taxa de transpiracédo e elevada eficiéncia do uso da agua.

Em estudo com plantas de pinhdo-manso cultivadas por 105 dias em vasos com
30 kg de solo, nos tratamentos de 33%, 66% e 100% de disponibilidade hidrica no solo,
Simdes et al. (2014) verificaram reducdes na fotossintese, na transpiracdo e na
condutancia estomatica apenas no tratamento de maior estresse hidrico (33% de
disponibilidade de 4gua no solo), o que evidencia um certo grau de tolerancia da espécie
a falta de 4gua. Em adicdo, Pérez-Vazquez et al. (2013) fizeram um estudo com plantas
de pinh&o-manso mantidas em vasos preenchidos com 6 kg de solo, nos tratamentos 0
(sem adicdo de agua), 20%, 40%, 60% e 80% de agua disponivel no solo, durante 60 dias.
Os autores verificaram que apenas abaixo do tratamento de 40%, houve reducdo da
fotossintese e da transpiracdo, portanto, os mesmos recomendam que esta cultura seja
cultivada em solos com teor de agua em torno de 60% e 80%.

O estresse hidrico também provoca alteracfes das relacfes hidricas, através da
reducdo do potencial hidrico foliar das plantas e do teor de relativo de d4gua, no entanto,
esta variavel muitas vezes é mantida ou aumentada nas plantas sob deficiéncia hidrica
(SILVA et al., 2010b; DIAS-LOPEZ et al., 2012; PARWATA et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2016). Maes et al. (2009), consideram que o caule das plantas de pinh&do-manso,
por ser suculento, desempenha papel fundamental na economia de agua quando a planta
esta sob condicBes de seca, contribuindo para a manutencdo do teor relativo de 4gua nas
células das plantas.

Parwata et al. (2012) em estudo com plantas com sete meses de idade de quatro
gendtipos de pinhdo-manso (IP-1A, IP-2M, Local superior-NTB e Yellow leaf),
cultivados nos tratamentos irrigado e sequeiro em condigdo de campo, verificaram que

apos cinco meses de diferenciacdo dos tratamentos houve aumento do teor de prolina,
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além de reducdes das relagGes hidricas, das trocas gasosas e dos teores de clorofila, exceto
nos genatipos tolerantes (IP-1A e IP-2M), quando o teor de clorofila foi aumentado nas
plantas sob estresse quando comparados com 0s geno6tipos sensiveis (Local superior-NTB
e Yellow leaf).

Dias-Lopez et al. (2012) ao cultivarem plantas de J. curcas em vasos com 1 kg de
substrato, mantidas em camara de ambiente controlado por 27 dias, sob os tratamentos
100% (controle), 75%, 50%, 25% e 0% da capacidade de campo (CC), observaram que
as plantas ndo reduziram o teor relativo de 4gua, mas houve reducdo da taxa fotossintética
e da abertura estomatica (exceto no tratamento controle). J& nos tratamentos de 0% e 25%
da CC, houve também reducdo do potencial hidrico foliar, além do aumento nos teores
de prolina livre e apenas quando submetidas a 0% da CC, os teores de carboidratos
soltveis nas folhas foram reduzidos, sendo mantidos iguais ao das plantas controle para
os demais tratamentos. Segundo os autores, esta espécie € considerada como tolerante a
falta de 4gua, uma vez que utiliza como estratégia fisiologica, o fechamento estomatico e
assim mantém o teor de 4gua na planta mesmo em situacao de deficiéncia hidrica.

Com relacdo as respostas de plantas de pinhdo-manso ao estresse oxidativo
causado pela falta de &gua, Silva et al. (2010a) ao submeterem plantas com 23 dias de
idade, mantidas em camara de crescimento sob os tratamentos controle (com irrigacéo) e
seca, verificaram que apo6s 5 dias a falta de 4gua aumentou a atividade da enzima
ascorbato peroxidase (APX), mas reduziu a atividade da catalase (CAT), prejudicando na
remoc¢do das EROs e na prevencao dos danos oxidativos, ja que os autores verificaram
aumento na concentracgdo de H>O> nas células. Resultados semelhantes foram observados
por Silva et al. (2015), em estudo com plantas de pinhdo-manso com 30 dias de idade,
cultivadas em casa de vegetacdo em vasos com capacidade para 2 litros, preenchidos com
vermiculita, nos tratamentos controle (rega diaria) e seca (sem rega) durante 20 dias. Os
autores constataram aumento da atividade da APX e reducdo da CAT nas folhas de
pinhdo-manso em fungdo do estresse hidrico, no entanto, apenas a APX foi eficaz na
remogéo do H20: intracelular, minimizando danos oxidativos.

Apesar da importancia do pinhdo-manso, pesquisas relacionadas a adaptabilidade
e tolerancia desta espécie as condi¢cdes ambientais desfavoraveis ainda sdo escassas,
fazendo-se necessario o desenvolvimento de mais pesquisas com esta especie, para que
seja obtido um conhecimento mais aprofundado dos mecanismos fisiol6gicos que a
mesma utiliza para se desenvolver. Sobretudo com relagédo aos gendtipos estudados nesta

pesquisa, uma vez que os resultados aqui apresentados sdo inéditos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo da presente pesquisa foi identificar mecanismos de respostas
fisiologicas e bioquimicas na germinagéo e desenvolvimento inicial de dois gendtipos de

Jatropha curcas L. sob estresse hidrico induzido pelo polietilenoglicol (PEG) 6000.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a analise morfométrica de sementes de dois genotipos de pinhdo-manso;

e Avaliar a porcentagem de germinacéo, o indice de velocidade e o tempo médio de
germinacdo em sementes de dois genotipos de pinhdo-manso submetidas ao
estresse hidrico;

e Quantificar os teores de solutos organicos (carboidratos solUveis totais, proteinas
sollveis, aminodcidos livres totais e prolina livre) em plantulas e mudas de dois
gendtipos de pinhdo-manso submetidos ao estresse hidrico;

e Determinar a atividade de enzimas antioxidantes (ascorbato peroxidase, catalase
e guaiacol peroxidase) em plantulas e mudas de dois genotipos de pinhdo-manso
submetidas ao estresse hidrico;

e Auvaliar as relacdes hidricas (potencial hidrico foliar e teor relativo de dgua) em
mudas de dois gend6tipos de pinhdo-manso submetidas ao estresse hidrico;

e Verificar as trocas gasosas (fotossintese, transpiracdo, condutancia estomatica e
eficiéncia do uso da agua) em mudas de dois gendtipos de pinhdo-manso
submetidas ao estresse hidrico;

e Quantificar os teores de pigmentos fotossintéticos e acessorios (clorofila a, b, total
e carotenoides) em mudas de dois genoétipos de pinhdo-manso submetidas ao

estresse hidrico.
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CAPITULO Il

EFEITOS DE DIFERENTES POTENCIAIS OSMOTICOS SOBRE A
GERMINACAO, SOLUTOS ORGANICOS E ATIVIDADE DE DOIS
GENOTIPOS DE Jatropha curcas L.
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Resumo

Jatropha curcas L. é uma espécie promissora na producdo de biodiesel, através do 6leo
presente nas suas sementes. Sabe-se que para que a planta germine e se desenvolva, ela
necessita de agua, e a deficiéncia hidrica € um fator que prejudica o estabelecimento de
plantas, incluindo o pinh&o-manso. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a toleréncia
de dois gendtipos de pinhdo-manso (CNPAE 263 e CNPAE 256) ao estresse hidrico
induzido pelo PEG 6000, nos tratamentos: controle (0 MPa), -0,2 MPa, -0,4 MPa e -0,6
MPa. Avaliou-se a porcentagem de germinacéo, o indice de velocidade e o tempo médio
de germinacéo das sementes, além dos teores de solutos organicos (aminoacidos sollveis
totais, proteinas sollveis, carboidratos totais e prolina livre) e a atividade de enzimas
antioxidativas (ascorbato peroxidase, catalase e guaiacol peroxidase). Os parametros
fisioldgicos e os teores de solutos organicos foram afetados no processo de germinacédo
no gendtipo CNPAE 256. Com relacdo as enzimas antioxidativas, em ambos os genétipos
a atividade da catalase foi reduzida e da guaiacol peroxidase aumentada. Portanto, este
estudo indica que o genotipo CNPAE 263 € mais tolerante ao estresse hidrico que o

CNPAE 256, por ter os parametros avaliados menos afetados no nivel de -0,2 MPa.
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INTRODUCAO

Estima-se que as reservas de petroleo no Brasil poderdo ser esgotadas em cerca
de 40 anos, portanto, ha cada vez mais a necessidade em utilizar biocombustiveis. Dentre
as espécies que podem ser utilizadas para esse fim esta o pinhdo-manso, onde a idade
produtiva se inicia aos trés ou quatro anos de cultivo e pode durar até 40 anos (Carnielli,
2003).

O pinhdo-manso, como fonte de matéria-prima para a producdo de
biocombustivel, é objeto de interesse em diversos paises, dentre eles estdo india, China,
Meéxico, Guatemala, Argentina e nos Estados Unidos. No Brasil, hé diversos estudos para
se conhecer as necessidades do pinhdo-manso para que haja uma boa produtividade, além
do desenvolvimento de gendtipos que sejam mais tolerantes as condi¢des ambientais
adversas (Laviola, et al., 2015; Drumond et al., 2016; Moura et al., 2016; Rocha et al.,
2016).

Jatropha curcas L. é uma espécie rustica, que tolera a deficiéncia hidrica e
também radiacdo solar elevada, além de ndo exigir solos adubados. Porém, as suas
sementes sdo sensiveis a seca, 0 que pode dificultar o estabelecimento das plantas sob
essa condigdo (Pereira & Lopes, 2011). As suas sementes armazenam 0leo, que pode ser
utilizado para a producdo de biodiesel, sendo entdo matéria prima para uma fonte de
energia renovavel (Pascualli et al., 2012). Apos a extracdo do 6leo, a torta resultante que
corresponde a dois ter¢os da semente, também pode ser utilizada na producéo de energia,
mas devido a sua toxicidade, ndo é recomendada para uso como alimentacdo animal
(Jongschaap et al., 2009).

A deficiéncia hidrica é um dos fatores que mais limita a producéo agricola e que
afeta o ciclo natural da planta e dependendo do grau de deficiéncia, pode até mesmo
impedir que a semente inicie seu processo de germinacdo, ja que a agua € um fator
essencial para iniciar esse processo (Ouattara et al., 2011). Além de prejudicar a
germinacdo das sementes, o indice de velocidade e o tempo médio de germinagédo
(Almeida et al., 2014; Azerédo et al., 2016; Santos et al., 2016), o estresse hidrico pode
causar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como por exemplo, o
oxigénio singleto (*02), o peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH), que
causam danos oxidativos as células. Em funcdo disso, ocorrem altera¢fes na atividade
das enzimas que atuam na defesa das plantas, agindo como antioxidantes, eliminando
essas EROs (Reddy et al., 2004; Carneiro et al., 2011; Sharma et al., 2012).
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Outra resposta de plantulas que germinam em condigdes de diferenca de potencial
hidrico, é a alteracdo na concentragdo de solutos organicos compativeis, como por
exemplo, os carboidratos totais, as proteinas totais, os aminoacidos sollveis totais e
também a prolina livre (Monteiro et al., 2014; Paixao et al., 2014).

A tolerancia a falta de &gua no solo pode variar de acordo com a espécie e também
com as modificacdes genéticas. O polietilenoglicol (PEG) 6000, que é um polimero de
baixo peso molecular, diminui o potencial osmotico, dificultando a absorcdo de agua
pelos tecidos/células sem causar efeitos toxicos, sendo utilizado para simular condicdes
de deficiéncia hidrica (Pelegrini et al., 2013).

Uma vez que a agua € o principal recurso para que a semente germine, pesquisas
que possam contribuir para a determinacdo do grau de tolerancia ao déficit hidrico em
sementes de J. curcas L. sdo cada vez mais importantes, com o objetivo de se obter
genotipos que consigam se estabelecer e se desenvolver em ambientes com pouca agua
disponivel. Portanto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a germinacdo de sementes de
dois gendtipos de pinhdo-manso sob estresse hidrico simulado pelo polietilenoglicol,
além de determinar os teores de solutos organicos e a atividade de enzimas antioxidantes

nas plantulas.

MATERIAL E METODOS

Morfometria das sementes

Para realizacdo da analise morfométrica das sementes, foram selecionadas ao
acaso 200 sementes de cada gendtipo e separadas em quatro repeticdes, cada uma com 50
sementes. Com uso de uma balanca analitica, as sementes foram pesadas individualmente
e com um paquimetro digital foram mensuradas as medidas de comprimento, largura e
espessura de cada semente. De posse dos dados, foi feita a analise descritiva dos mesmos
e obtidos os valores de média geral, valor maximo, valor minimo, desvio padréo e

coeficiente de variagéo.

CondicOes experimentais e tratamentos

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram
utilizados dois genotipos de J. curcas L. (CNPAE 263 e CNPAE 256) fornecidos pela
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Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Agroenergia, Brasilia-DF,
Brasil.

Para a analise da germinacdo, as sementes foram dispostas em rolos de papel
germitest, umedecidos com trés vezes o peso do papel e postas para germinar em B.O.D.
(Biochemical Oxigen Demand) a uma temperatura de 30°C e luz constante. Foram
utilizadas trés folhas para cada rolo de papel. Para induzir o estresse hidrico, foi utilizado
o polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) como indutor de seca. Os tratamentos adotados
foram: Controle (agua destilada); -0,2 MPa; -0,4 MPa; e -0,6 MPa. Para obtencdo dos
referidos potenciais osmoticos, seguiu-se a metodologia descrita por Villela et al. (1991)
e as concentracOes de PEG utilizadas constam na tabela abaixo:

Tabela 1. Quantidade de PEG 6000 empregada para obtencdo dos potenciais osmoticos
referentes aos tratamentos utilizados, de acordo com Villela et al. (1991), a uma
temperatura de 30 °C.

Tratamentos (MPA) Quantidade de PEG 6000

(g.L* H20)
Controle 0,0
-0,2 127,780
-0,4 188,168
-0,6 234,637

Em cada tratamento foram utilizadas quatro repeticdes com 25 sementes cada,
totalizando 100 sementes por tratamento e 400 sementes para cada gendtipo. Antes da
montagem do experimento foi realizada a assepsia das sementes, através da imersdo das
em uma solucdo contendo agua e detergente comercial por dois minutos, com agitacdo
manual e logo em seguida foram enxaguadas com agua corrente em abundancia, para que

0 detergente fosse removido completamente.

Germinacao, indice de velocidade e tempo médio de germinagéo

Por um periodo de 30 dias, diariamente foram contadas as sementes germinadas
para que fosse calculada a porcentagem de germinacdo (%G), tendo como critério de
semente germinada a emissédo da radicula. Foi calculado o indice de velocidade de
germinacdo (IVG), de acordo com a férmula proposta por Maguire (1962) e o tempo
médio de germinacdo (TMG) de acordo com Edmond & Drapala (1965).
Para o IVG:
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VG = Gl+62+ +G"
~ N1 N2 Nn

Onde:
G1, G2 e Gn = numero de sementes germinadas na primeira, segunda e na Ultima
contagem;

N1, N2 e Nn = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

Para o TMG:

G1T1 + G2T2 + .-+ GnTn

MG = — =+ T an

Onde:
G2, G2 e Gn = numero de sementes germinadas na primeira, segunda e na ultima
contagem;

T1, T2 e Tn = tempo em dias, a partir da semeadura.

Analises bioquimicas

Apos a emissdo das folhas cotiledonares do embrido, foram coletadas amostras de
matéria fresca da parte aérea para realizacdo da quantificacdo de solutos organicos e da
atividade de enzimas antioxidantes. A coleta foi realizada ap6s 25 dias de montagem do
experimento, nos tratamentos com material vegetal disponivel. As amostras foram
imediatamente congeladas e armazenadas em freezer a -20°C até 0 momento do preparo
dos extratos. Para isso, 0 material vegetal foi macerado em gral com pistilo e foi
adicionado 4 mL de tampao fosfato de potassio monobasico 100 mM, pH 7,0 contendo
EDTA 0,1 mM. Apds a maceracdo e homogeneizacdo, o macerado foi filtrado em tecido
do tipo musseline, vertido para tubos plasticos do tipo eppendorff e centrifugado em
centrifuga refrigerada a 15.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Depois da centrifugacdo, o
sobrenadante foi coletado e armazenado em tubos eppendorff para a realizacdo das
analises, enquanto que o precipitado foi descartado, seguindo a metodologia proposta por
Azevedo Neto et al. (2010).

Foram quantificados os teores de aminoacidos soluveis totais pelo método da
ninhidrina (Yemm & Cocking, 1955), utilizando-se glicina como padrdo, com as leituras
realizadas na faixa de 570 nm. A determinacéao do teor de proteinas sollveis foi feita pelo
método da ligagdo ao corante Coomassie Brilliant Blue, de acordo com Bradford (1976),

utilizando-se albumina sérica bovina como padrdo a 595 nm. Ja os carboidratos totais
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foram determinados pelo método do fenol-acido sulfurico, utilizando como padrdo a D
(+) glucose e a leitura foi feita em espectrofotometro a 490 nm, de acordo com a
metodologia de Dubois et al. (1956). Finalmente o teor da prolina livre avaliou-se pelo
método da ninhidrina acida (Bates, 1973) com curva de padronizacdo feita a partir de L-
prolina e suas leituras foram feitas no comprimento de onda de 520 nm. Todas as leituras
foram feitas em espectrofotometro modelo SP 220 Biospectro.

Atividade enzimética

Foram avaliadas as atividades das enzimas ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT) e guaiacol peroxidase (GPX). A atividade da APX foi determinada atraves da
atividade da enzima durante intervalo de 1 minuto no comprimento de onda de 290 nm,
usando o coeficiente de extingdo molar para ascorbato de 2,8 mM=.cm?, (Nakano &
Asada, 1981). A atividade da CAT foi determinada através do monitoramento do
decréscimo de H20> na faixa de 240 nm por 1 minuto, sendo considerado o coeficiente
de extincdo molar de 36 M cms™ (Beers & Sizer, 1952).Por fim, a atividade da GPX
foi determinada pela quantidade de tetraguaiacol formado durante 1 minuto no
comprimento de onda de 470 nm, usando o coeficiente de extingdo molar de 26,6
mmol.cm™.s? (Urbanek et al., 1991). As leituras foram realizadas em espectrofotémetro

do modelo Thermo Scientific Biomate.

Anélise estatistica
De posse dos dados, os mesmos foram submetidos a analise de variancia e suas
médias comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com

uso do software Assistat, versao 7.7 beta (Silva & Azevedo, 2016).

RESULTADOS

Morfometria das sementes

A andlise descritiva dos dados relativos & morfometria das sementes de J. curcas
L. pode ser observada na Tabela 2. Os valores obtidos para a massa de cada semente
foram em média de 0,547 g e 0,561 g para os gendtipos CNPAE 263 e CNPAE 256,
respectivamente. A média dos valores do comprimento, da largura e da espessura foi de
1,670 cm, 1,042 cm e 0,801 cm para o genotipo CNPAE 263, e 1,663 cm, 1,044 cm e
0,807 cm para o gendtipo CNPAE 256, respectivamente. Destaca-se a variavel massa
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como a que apresentou maior coeficiente de variagdo e 0 comprimento, a menor variagao,

em ambos os genotipos (Tabela 2).

Tabela 2. Analise descritiva da morfometria de sementes de dois genotipos de Jatropha
curcas L.. CNPAE 263 e CNPAE 256.

Variaveis
Massa ()
Gendtipos Média Valor Valor Desvio Coeficiente de
Méaximo Minimo Padrao Variacdo
C':EPQE 0,547 0,686 0,324 0,065 11,90%
C'EEQE 0,561 0,762 0,396 0,064 11,40%
Comprimento (cm)
Genbtinos Média Valor Valor Desvio Coeficiente de
P Maximo Minimo Padrao Variagdo
CI:EQE 1,670 1,886 1,401 0,740 4.40%
CI:EGAE 1,663 1,819 1,025 0,885 5,30%
Largura (cm)
Gentinos Média Valor Valor Desvio Coeficiente de
P Maximo Minimo Padrao Variagdo
C':ggAE 1,042 1,167 0,879 0,584 5,60%
C':gESAE 1,044 1,198 0,787 0,609 5,80%
Espessura (cm)
Genbtinos Média Valor Valor Desvio Coeficiente de
P Méaximo Minimo Padrdo Variacdo
C'EEQE 0,801 1,002 0,641 0,560 7.00%
CN226AE 0,807 0,023 0,680 0,452 5,60%

Porcentagem de germinacéo, indice de velocidade e tempo médio de germinacgéo

De modo geral, em ambos 0s genoétipos, a porcentagem de germinacdo foi
reduzida, a medida que o potencial osmaético referente a cada tratamento se tornou mais
negativo, ndo havendo germinacdo no tratamento -0,6 MPa. No gendtipo CNPAE 256
apesar de ter uma maior germinagdo no tratamento controle (95%), a germinagéo foi
reduzida consideravelmente a partir de -0,2 MPa (Tabela 3). A %G do CNPAE 263 foi
de 81%, a do CNPAE 256 foi de 34% demonstrando que este Ultimo gendtipo é sensivel

a baixa disponibilidade hidrica na germinagdo. J& no tratamento -0,4 MPa, 0 estresse
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hidrico afetou ambos os genétipos, porém de forma mais severa no CNPAE 256. A partir
de -0,6 MPa ndo houve germinacéo, evidenciando que esses gendtipos ndo germinam sob

tal condicdo de deficiéncia hidrica.

Tabela 3. Média da porcentagem de germinagéo (%G) de sementes de dois gendtipos de
Jatropha curcas L. (CNPAE 263 e CNPAE 256) submetidas a diferentes potenciais

osmoticos induzidos pelo polietilenoglicol 6000.

Gendtipo/ % G

Tratamentos Controle -0,2 Mpa -0,4 MPa -0,6 MPa

CNPAE 263 93,00+6,00aA 81,00+2,0aB 10,00+6,92aC 0,00+ 0,00aD
CNPAE 256 95,00 + 3,83aA 34,00+ 10,06 bB 2,00+ 2,31 bC 0,00+ 0,00aC

CV (%) 12,99

Letras minudsculas na coluna comparam 0s gendtipos e maiusculas nas linhas, 0s
tratamentos. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variacdo.

De forma semelhante ao observado na %G, a medida que se elevou o grau de
deficiéncia hidrica, o IVG das sementes foi afetado em ambos os genoétipos utilizados,
porém no gendtipo CNPAE 256 as reducgdes foram mais significativas (Tabela 4). Em
condic@es controle, o indice de velocidade de germinacgdo das sementes teve uma média
de 7,5. No tratamento -0,2 MPa, ja houve uma reducao expressiva dessa variavel, quando
as sementes dos gendtipos CNPAE 263 e CNPAE 256 reduziram a velocidade da
germinacdo em 62% e 93%, respectivamente. Para o tratamento -0,4 MPa, o IVG
apresentou valores muito proximos de zero. O IVG do tratamento -0,6 MPa ndo foi

calculado, uma vez que as sementes ndo germinaram em ambos 0s gen6tipos.

Tabela 4. Média do indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de dois
genotipos de Jatropha curcas L. (CNPAE 263 e CNPAE 256) submetidas diferentes
potenciais osmoticos induzidos pelo polietilenoglicol 6000.
. Genotipo/ VG
Tratamentos Controle -0,2 Mpa -0,4 MPa
CNPAE 263 731+052bA 2,76 +0,24aB 0,18 +0,12aC
CNPAE 256 7,77+047aA 054+0,30bB 0,02+0,02aB
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CV (%) 10,71

Letras minusculas na coluna comparam o0s genotipos e maidsculas na linha, 0s
tratamentos. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variacao.

Com relacdo ao tempo médio que as sementes levaram para germinar, observou-
se que foram necessarios 3,24 dias para 0 CNPAE 263 e 3,75 dias no CNPAE 256 (Tabela
5). No genotipo CNPAE 256 as sementes dos tratamentos -0,2 MPa e -0,4 MPa
demoraram mais tempo para germinar do que as do genétipo CNPAE 263. Em ambos 0s
genotipos as sementes ndo germinaram no tratamento -0,6 MPa, portanto o TMG das

mesmas nao foi calculado.

Tabela 5. Média do tempo médio de germinacdo (TMG) em dias, de sementes de dois
genotipos (CNPAE 263 e CNPAE 256) de Jatropha curcas L. submetidas a diferentes
potenciais osmaticos induzidos pelo polietilenoglicol 6000.
Genotipo/ TMG (dias)

Tratamentos Controle -0,2 Mpa -0,4 MPa

CNPAE 263 324+0,04aC 8,30+0,33bB 15,23+ 7,86 bA

CNPAE 256 3,75+0,70aB 20,39 £3,99aA 20,50+ 11,84 aA

CV (%) 14,89

Letras minusculas na coluna comparam 0s genotipos e maiusculas na linha, os

tratamentos. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

CV: coeficiente de variacdo.

Teores de solutos organicos

Na figura 1 observam-se os teores de solutos organicos presentes nas plantulas de
J. curcas L.. Em condicdo de estresse, 0o gendtipo CNPAE 263 reduziu os teores de
proteinas e carboidratos, enquanto que 0 CNPAE 256 reduziu os teores de aminoacidos
solUveis totais, proteinas soltveis e prolina livre. Estas redugdes foram significativas ao
nivel de 5% de probabilidade.

45



900
901

902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920

1800 10000

A B
1600 { =mmm Controle aA
= 1400 { = 02MPa aA 8000 &
< 1200 - B o0
Ml L 6000 Tn
% 1000 | bA £
172) i 72}
g 80 - 4000 £
S 600 | g
=} aB =
£ 400 | bA L 2000 &
£ ol . ’—‘bA b8
0 0
C D
o 250 A L 250
= aA o
"o 200 | aA ] 200 =
E - g
5 150 | L 150 2
P bB 2
T i aA | ©
E 100 bA aB 100 £
8 £
5 50 1 L 50
S
0 . - - - 0
CNPAE263  CNPAE 256 CNPAE263  CNPAE 256

Figura 1. Médias dos teores de aminoacidos soluveis totais (A), proteinas soluveis (B),
carboidratos totais (C) e prolina livre (D) na parte aérea de plantulas de dois gendtipos
(CNPAE 263 e CNPAE 256) de Jatropha curcas L. submetidas ao estresse hidrico
induzido pelo polietilenoglicol 6000. Letras mindsculas comparam o0s genoétipos e
mailsculas, os tratamentos. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

Para os teores de aminoacidos soluveis totais, foi verificado no genétipo CNPAE
256 os valores foram superiores ao CNPAE 263, sendo esses valores cerca de cinco vezes
superior, em ambos os tratamentos, podendo ser um comportamento inerente ao proprio
gendtipo (Figura 1A). Ao comparar 0s tratamentos, observa-se que apesar de apresentar
valores mais elevados, apenas os representantes do gendtipo CNPAE 256 tiveram seus
teores de aminodcidos reduzidos em 27% com o estresse hidrico, ndo havendo diferenca
estatistica entre os tratamentos no gendtipo CNPAE 263. Os teores de proteinas sollveis
foram reduzidos em condicdo de estresse hidrico em ambos os gendtipos. O gendtipo
CNPAE 263 apresentou reducéo de aproximadamente 80%, enquanto que 0 CNPAE 256
teve uma reducéo de cerca de 70% (Figura 1B).

Os teores de carboidratos totais foram alterados pela deficiéncia hidrica apenas no
genotipo CNPAE 263, apresentando reducdo de 40% em relacéo ao tratamento controle.

Ao fazer uma comparacao entre 0s gendtipos, observa-se que no tratamento -0,2 MPa
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houve reducédo de 46% no genotipo CNPAE 263 em relacdo ao CNPAE 256, que manteve
0s teores de carboidratos semelhantes ao encontrado nas plantulas controle (Figura 1C).
O teor de prolina livre foi reduzido em funcédo do estresse hidrico apenas nas plantulas do
gendtipo CNPAE 256, sendo essa reducdo em torno de 50% (Figura 1D). Ja o gendtipo
CNPAE 263 néo teve seu teor de prolina alterado quando comparados os tratamentos
controle e -0,2 MPa.

Atividade enzimética

Na determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes, foi observado que a
atividade da ascorbato peroxidase nédo foi alterada pela deficiéncia hidrica (-0,2 Mpa) em
nenhum dos dois gendtipos estudados na presente pesquisa (Figura 2A). O gendtipo
CNPAE 263 apresentou em ambos os tratamentos valores inferiores aos encontrados pelo
genotipo CNPAE 256, sendo esta uma resposta do gendtipo. Ja a atividade da catalase e
da guaiacol peroxidase foi alterada pelo estresse hidrico. Para a catalase, em ambos 0s
gendtipos o tratamento -0,2 MPa provocou reduc@es de aproximadamente 50% e 40%,
nos gendtipos CNPAE 263 e CNPAE 256, respectivamente (Figura 2B). A atividade da
enzima guaiacol peroxidase foi aumentada no tratamento -0,2 MPa, sendo este aumento
de 95% para o0 gendtipo CNPAE 263, enquanto que no CNPAE 256 a atividade desta
enzima foi 12 vezes superior ao encontrado nas plantulas do tratamento controle (Figura
2C).
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Figura 2. Médias da atividade das enzimas ascorbato peroxidase (A), catalase (B) e
guaiacol peroxidase (C) na parte aérea de plantulas de dois genotipos (CNPAE 263 e
CNPAE 256) de Jatropha curcas L. submetidas ao estresse hidrico induzido pelo
polietilenoglicol 6000. Letras mindsculas comparam o0s gendtipos e maidsculas, 0s
tratamentos. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DISCUSSAO

Os dados da morfometria das sementes obtidos na presente pesquisa foram
semelhantes ao encontrado por Santos et al. (2012), que observaram médias de 0,694 g,
1,809 cm, 1,085 cm e 0,864 cm para a massa, 0 comprimento, a largura e a espessura das

sementes de J. curcas L. Os referidos autores destacam o fato de que como o comprimento
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das sementes é maior que a largura, isto faz com que as mesmas tenham o formato
alongado, o que também foi observado no presente estudo. Os resultados de Pimenta et
al. (2014) também corroboram com o presente estudo, ja que 0s autores encontraram
médias de 1,75 cm, 1,09 cm e 0,87 cm para o comprimento, largura e espessura,
respectivamente.

Ao avaliarem a germinacgdo de sementes de pinhdo-manso oriundas do municipio
de Janauba - MG, submetidas ao estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 nos niveis de
0,0;-0,2; -0,4; -0,6; -0,8; -1,0 e -1,2 MPa, Pereira & Lopes (2011) observaram resultados
semelhantes aos da presente pesquisa, onde a %G e o IVG foram reduzidos, a medida que
o0 potencial osmotico do substrato tornara-se mais negativo, inviabilizando a germinag&o.
Estes mesmos autores consideram esta espécie como sensivel a deficiéncia hidrica, pois
ja a partir do nivel de -0,2 MPa, a %G foi abaixo de 70% e o IVG foi inferior em cerca
de 10 unidades se comparado com as sementes na condi¢do controle.

No entanto, é importante ressaltar que no presente estudo, o gendtipo CNPAE 263
apresentou %G de 81% no tratamento -0,2 MPa, indicando que este gendtipo apresenta
tolerancia ao nivel de estresse aplicado. Este fato é de fundamental importancia, pois
viabiliza a germinacdo da semente mesmo quando o solo apresentar niveis de seca desta
magnitude.

Carneiro et al. (2011), em estudo com sementes da oleaginosa Helianthus annuus
L., cultivar M735 sob estresse hidrico simulado pelo PEG 6000 nos niveis de 0,0; -0,2; -
0,4 e -0,8 MPa, encontraram resultados diferentes aos da presente pesquisa, quando no
potencial osmotico de -0,2 MPa, o IVG foi estatisticamente semelhante ao das plantulas
controle, havendo uma diminuicdo dessa variavel apenas a partir do tratamento -0,4 MPa.
Em estudo sobre germinacdo de pinhdo-manso em condicdes controle, Pimenta et al.
(2014) obtiveram valores de tempo para que as sementes germinassem semelhantes ao da
presente pesquisa, confirmando entdo que as sementes de J. curcas demoram cerca de
trés a quatro dias para germinar, em condicOes satisfatdrias de umidade.

De um modo geral, o estresse hidrico ndo provocou aumento dos teores de solutos
organicos nos gendtipos utilizados no presente estudo. Azevedo Neto et al. (2010)
sugerem que quando ocorre esse aumento, € um indicador de sensibilidade do gendtipo
ao estresse e para que ocorra esse acumulo de solutos nas células da planta, ha um
desprendimento de energia maior.

Na presente pesquisa, a diminuigdo do teor de proteinas solUveis que ocorreu nas

plantulas de ambos gendtipos que estavam sob estresse, pode estar atrelada ao fato da
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reducdo da sintese de proteinas e também a atividade de enzimas proteoliticas, que
degradam proteinas de reserva (Lechinoski et al., 2007).

Nogueira et al. (2001) sugerem que a prolina livre € um soluto que age diretamente
no ajustamento osmatico celular, proporcionando as plantas tolerancia ao estresse hidrico.
Portanto, o fato do teor de prolina no gen6tipo CNPAE 263, em condi¢do de deficiéncia
hidrica, ter se mantido igual ao encontrado nas plantulas do tratamento controle, pode ter
influenciado na porcentagem de germinacdo, uma vez que a mesma manteve-se elevada
no tratamento -0,2 MPa, 0 que ndo ocorreu no genotipo CNPAE 256.

Ao avaliarem a atividade enzimética em plantulas de Helianthus annuus L.,
Carneiro et al. (2011) observaram que o PEG 6000 no potencial de -0,8 MPa causa uma
diminuicdo na atividade da APX e também da CAT. Os autores indicam que esta resposta
pode ser causada devido ao acimulo excessivo de H2O,. Alves et al. (2016) observaram
que em condicdo de estresse hidrico (suspensdo da rega por 15 dias), cultivares de
amendoim diminuem a atividade da CAT e da GPX. Segundo os autores, quando o
estresse ndo € tdo severo, a CAT tem a sua atividade aumentada, mas quando o estresse
se agrava, essa atividade é diminuida, fato este que corrobora com a presente pesquisa. O
fato de haver uma reducdo ou auséncia de diferenca entre plantulas dos tratamentos
utilizados nesta pesquisa, ndo significa auséncia de defesa antioxidante contra as EROS,
uma vez que as plantas contam com componentes enzimaticos e nao enzimaticos de
protecdo, como por exemplo, ascorbato, glutationa e carotenoides (Sharma et al., 2012).

Pereira et al. (2012), em estudo com cultivares de amendoim sob os tratamentos
controle (rega diaria) e estresse (sete dias sem rega), analisaram a atividade de enzimas
antioxidantes e constataram que sob deficiéncia hidrica, a atividade da APX ndo foi
alterada, enquanto que a da GPX foi significativamente maior nas plantas sob estresse.
Estes resultados corroboram com 0s encontrados na presente pesquisa, para ambos 0s
genotipos estudados. Nas plantulas sob estresse da presente pesquisa, quando a atividade
da CAT diminuiu, a da GPX aumentou. Este comportamento foi verificado também por
Moraes et al. (2015) em plantas de mamona sob seca induzida pelo PEG, na concentragdo
de 10 g/L%, que equivale a 0,006095 MPa.

Quando os niveis de EROs sdo muito altos e a oxidagdo esta em um estagio
avancado, ocorrem danos em biomoléculas, como por exemplo, as proteinas (Sharma et
al., 2012), este fato pode justificar a diminuicdo dos teores de proteinas totais na presente
pesquisa, j& que em condicdo de estresse a atividade das enzimas CAT e APX foi

diminuida. Segundo Reddy et al. (2004), o expressivo aumento do estresse oxidativo em
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condicdo de deficiéncia hidrica é uma das respostas da planta as mudancas do potencial
osmotico celular, e a compreenséo deste mecanismo é de fundamental importancia para
estudos de melhoramento genético.

Esta pesquisa indica que nas condigdes testadas, 0 gendtipo CNPAE 263 é mais
tolerante ao estresse hidrico que o CNPAE 256, por ter os parametros %G, IVG e TMG
menos afetados ou inalterados no nivel de -0,2 MPa de PEG 6000. Sendo este gendtipo

indicado para germinar em areas com deficiéncia hidrica desta magnitude.
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CAPITULO 11l

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E BIOQUIMICA DE DOIS
GENOTIPOS DE Jatropha curcas L. SOB ESTRESSE HIDRICO
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento fisiolégico dos
genoétipos CNPAE 263 e CNPAE 256 sob estresse hidrico. Apds 30 dias de aclimatag&o,
foi aplicado PEG 6000 na concentracdo de -0,2 MPa e os tratamentos foram: controle
(sem adicdo de PEG), 2, 24 e 48 horas de inducdo ao estresse. Foram avaliadas as relacdes
hidricas, as trocas gasosas, 0s teores de pigmentos fotossintetizantes, os teores de solutos
organicos, além da determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes. As relacdes
hidricas de ambos os genotipos foram pouco afetadas pelo estresse, com destaque para o
CNPAE 263. As trocas gasosas de ambos 0s gendtipos foram afetadas pela deficiéncia
hidrica, sendo mais evidente ap6s 48 h, j& os teores de pigmentos foram pouco alterados.
Para os solutos, no CNPAE 263 houve aumento dos teores de carboidratos, aminoacidos
e prolina nas folhas, e de carboidratos e proteinas nas raizes, enquanto que no CNPAE
256, houve aumento da prolina nas folhas e proteinas e prolina nas raizes. A atividade das
enzimas foi aumentada nas folhas e nas raizes em funcdo do estresse, em ambos os
genotipos, com destaque para as raizes, quando a atividade da CAT e APX foi maior a
partir de 2 h de imposicdo do estresse. Pode-se concluir que ambos 0s genotipos
apresentam certo grau de tolerancia ao estresse, porém o CNPAE 263 evidenciou ser mais
tolerante, por ndo alterar as relages hidricas e acumular mais solutos organicos para

ajustar-se osmoticamente.

Palavras chave: pinhdo-manso, relacdes hidricas, estresse hidrico, prolina, catalase
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INTRODUCAO

Jatropha curcas L. (pinhdo-manso) € uma especie de planta oleaginosa, nativa da
Ameérica do Sul e da América Central, cujo género € representado por 170 espécies. O
pinhdo-manso tem porte arbustivo-arbdreo, € uma planta perene, que pode medir até 5 ou
7 metros de altura e tem uma expectativa de vida de 50 anos (Basili & Fontini, 2012; Dias
etal., 2012).

As sementes de pinhdo-manso contém teor de 6leo que podem variar de 30% a
50%, portanto, esta espécie é considerada de grande potencial na producéo de biodiesel,
com um periodo de producédo de aproximadamente 40 anos. Além de ter as vantagens de
tolerar ambientes quentes e secos, com precipitacdo anual de 500 a 600 mm, tem a
capacidade de ser cultivada em solos pobres, que ndo seriam recomendados para outras
culturas de oleaginosas, como por exemplo, a soja e o girassol e ndo competir com a
producédo de alimentos (Basili & Fontini, 2012; Dias et al., 2012; Basir et al., 2015;
Montes & Melchinger, 2016).

O pinhdo-manso é uma planta de multiplos usos. Ela pode ser utilizada como cerca
viva, no controle da erosdo do solo, por contribuir para elevar a quantidade de nutrientes
no mesmo, o seu 6leo pode ser utilizado também na fabricacdo de sabdo, pesticidas e no
fornecimento de calor através da combustdo do caule, suas folhas contém propriedades
medicinais e ha estudos que apontam que o extrato foliar possui atividade antitumoral
(FAO, 2010, Dias et al., 2012, Moniruzzaman et al., 2016; Prayitino et al., 2016). Por
possuir a capacidade de adaptar-se a solos degradados, o pinhdo-manso é indicado para
recuperacdo de areas degradadas, principalmente nas regifes onde predominam a
agricultura familiar, fortalecendo o desenvolvimento regional (Ferreira et al., 2013).

Uma das adversidades encontradas pelo vegetal ao longo de seu ciclo de vida é o
estresse hidrico, que pode causar alteracdes nos processos fisioldgicos e bioquimicos do
vegetal, como por exemplo, nas relagdes hidricas, reduzindo o potencial hidrico e o teor
relativo de &gua; nas trocas gasosas, interferindo no processo fotossintético, na
transpiracdo celular e também na abertura dos estdbmatos; nos teores de pigmentos
fotossintetizantes; na concentracdo de solutos organicos; e na atividade de enzimas
antioxidantes (Pereira et al., 2015; Alves et al., 2016; Graciano et al., 2016; Moura et al.,
2016; Oliveira et al., 2016; Rao & Chaitanya, 2016; Nxele et al., 2017).

Diante da busca por alternativas de fontes de energia, o pinhdo-manso é uma

opcao para suprir essa demanda. Deste modo, estudos a respeito da tolerancia e dos
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mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que as plantas utilizam quando submetidas a
estresses abidticos, como por exemplo, a deficiéncia hidrica é de fundamental
importancia neste cenario. Portanto, esta pesquisa objetivou avaliar a fisiologia de dois
gendtipos de pinhdo-manso, uma vez que dados a respeito dos mesmos sdo inéditos, sob

estresse hidrico simulado pelo polietilenoglicol 6000 em casa de vegetacéo.

MATERIAL E METODOS

Local de realizagdo do experimento e aquisi¢do do material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Laboratério de Fisiologia
Vegetal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Para obtencdo do material
vegetal, foram utilizadas sementes de dois genotipos (CNPAE 263 e CNPAE 256),
provenientes da Embrapa Agroenergia, Brasilia. As sementes foram postas para germinar
em bandejas pléasticas contendo areia lavada e foram regadas diariamente com agua.

Apdbs a emergéncia das plantulas, as mesmas foram selecionadas quanto a sanidade
e uniformidade e em seguida, foram transferidas para meio hidropénico, composto por
recipientes plasticos contendo 30 litros de solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950)
a meia forca. Em cada recipiente foram postas cinco plantas, cada uma delas
correspondendo a uma repeticdo, e cada tratamento era equivalente a um recipiente. Em
todos os recipientes foram adicionadas bombas compressoras de ar, para permitir a
oxigenacdo do meio e a solugdo foi trocada semanalmente, para garantir que as

necessidades nutricionais das plantas fossem supridas.

Tratamentos e delineamento experimental

Apbs o periodo de aclimatacdo de 30 dias, as plantas foram submetidas ao estresse
hidrico induzido pelo polietilenogilcol (PEG 6000). Os tratamentos foram: controle (sem
adicdo de PEG) e estresse (-0,2 MPa de PEG). No tratamento estresse foi adicionado PEG
6000 na solugdo nutritiva, para atingir o potencial osmético de -0,2 MPa, conforme
Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de PEG 6000 empregada para obtencdo dos potenciais osmoticos
referentes aos tratamentos utilizados, de acordo com Villela et al. (1991), a uma

temperatura de 30 °C.
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Tratamentos (MPA) Quantidade de PEG 6000

(9.L"t H,0)
Controle 0,0
-0,2 127,780

Apbs 2, 24 e 48 h da aplicacao do estresse, foram realizadas as analises fisioldgicas,
assim como a coleta do material vegetal para as analises posteriores. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 2,
correspondendo a dois gendtipos (CNPAE 263 e CNPAE 256) e dois tratamentos

(controle e estresse).

Analise das relacGes hidricas

Foram analisadas as relacdes hidricas, através da mensuracdo do potencial hidrico
(Ws) foliar e da determinacdo do teor relativo de agua (TRA). Para o potencial hidrico, foi
utilizada a segunda folha completamente expandida, que foi imediatamente envolta em
filme plastico e armazenada em recipiente refrigerado e logo em seguida foi realizada a
analise em bomba de pressdo de Scholander (Scholander et al., 1965). Na ocasido da
coleta de material para o s, coletou-se o material para analisar 0 TRA. Foi coletada a
terceira folha completamente expandida e de cada folha foram cortados seis discos do
limbo foliar que foram pesados e obtidos o seu peso fresco, turgido e seco, de acordo com
Cairo (1995).

Avaliacao das trocas gasosas

As varidveis analisadas foram: fotossintese liquida (A), transpiracdo (E),
condutancia estomatica (gs) e eficiéncia do uso da agua (EUA - A/E). As medidas foram
feitas na terceira folha completamente expandida, através de um analisador portatil de
CO: a infravermelho (IRGA), ADC, modelo Lci. As anélises foram realizadas entre as
10 h da manha e o meio-dia, obedecendo aos horarios de aplicacdo do estresse.
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Teores de pigmentos fotossintetizantes

Das mesmas folhas que foram avaliadas as trocas gasosas, foi coletado 100 mg do
limbo foliar, que foi cortado em pequenos fragmentos e vertidos para tubos rosqueaveis,
protegidos da luz, contendo 10 mL de alcool etilico P.A., onde permaneceram
armazenados em geladeira durante 24 horas. Ap6s esse periodo, foram realizadas as
leituras em espectrofotometro (modelo SP-220, Biospectro), para a determinacdo da
clorofila a, b, total e carotenoides. Os teores dos pigmentos foram calculados de acordo

com a metodologia de Lichtenthaler & Buschmann (2001).

Teores de solutos organicos

Para as analises dos solutos organicos, foi coletado 1,0 g de matéria fresca das
folhas e das raizes, que foram armazenados a -20°C. Para o preparo dos extratos, o
material vegetal foi macerado com tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 contendo
EDTA 0,1 mM. O macerado foi filtrado em tecido musseline e posto em tubos plasticos
do tipo eppendorf e em seguida, foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 4°C, na
rotacdo de 15.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado
em eppendorfs a -20°C para a posterior determinagdo dos teores de carboidratos soltveis
totais, proteinas soltveis, aminoacidos livres totais e prolina livre (Azevedo Neto et al.,
2010).

Os carboidratos solUveis totais foram determinados pelo método do fenol-acido
sulfarico, tendo como padréo a D (+) glucose e a leitura foi feita em espectrofotémetro a
490 nm (Dubois et al., 1956). As proteinas soltveis foram determinadas pelo método da
ligacdo ao corante Coomassie Brilliant Blue, utilizando como padrao a albumina do soro
bovino (BSA) a 595 nm (Bradford, 1976). Os teores de aminoacidos livres totais foram
determinados pelo método da ninhidrina, tendo a leucina como padréo, a 570 nm (Yemm
& Cocking, 1955). A prolina livre foi determinada pelo método da ninhidrina &cida,
utilizando a L-prolina como padréo, a 520 nm (Bates et al., 1973).

Determinacdo da atividade enzimatica

Foram determinadas as atividades das enzimas catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) nas folhas e nas raizes, utilizando 0s mesmos extratos preparados para
as analises dos solutos organicos.

A atividade da catalase foi determinada de acordo com Beers & Sizer (1952),

através do monitoramento do decréscimo de peroxido de hidrogénio (H20>) durante 1
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minuto, a 240 nm. Foi considerado o coeficiente de extingdo molar da catalase de 36 M
cmis. A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada através da diminuicdo da
atividade da enzima durante 1 minuto, a 290 nm, utilizando o coeficiente de extingédo

molar para ascorbato de 2,8 mM™.cm™ (Nakano & Asada, 1981).

Anélise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. Foi utilizado o
software Assistat, versao 7.7 beta (Silva & Azevedo, 2016). Para elaboracao dos gréficos,

foi utilizado o programa SigmaPlot 11.0.

RESULTADOS

Analise das relacGes hidricas

O potencial hidrico foliar das plantas de pinhdo-manso do genétipo CNPAE 263
ndo foi afetado, apresentando uma média geral de -1,13 MPa, ndo havendo diferenca
estatistica entre os tratamentos nos periodos de avaliacdo (Figura 1). JA no gendtipo
CNPAE 256 as plantas controle tiveram o seu Wt de -1,24 MPa, enquanto que as plantas
apos 24 horas de exposi¢do ao PEG tiveram Wt de -1,93 MPa, o que configura uma
reducdo de 56% (Figura 1B). Ainda sobre este gendtipo, foi observado que houve uma
recuperacdo dessa variavel, ndo havendo diferenca entre as plantas que estavam ha 48

horas sob estresse com as plantas do tratamento controle (Figura 1C).

2 horas 24 horas 48 horas

0,0 0,0
A B C

0,5 -0,5
<-1,0 10 ©
a aA aA aA =
= =
N A A A aA aA aA bA bt
>-15 bA 15 =

-2,0 | mmmm Controle @ F-2,0

== Estresse

. . : . . : -2,5
CNPAE 263 CNPAE 256 CNPAE 263 CNPAE 256 CNPAE 263 CNPAE 256

Genétipos Genétipos Gen6tipos
Figura 1. Potencial hidrico foliar (Wr) em plantas de dois genotipos de Jatropha curcas
L. sob estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentracdo de -0,2 MPa. A — 2 horas
apos aplicacdo do estresse; B — 24 horas apés aplicacdo do estresse; C — 48 horas apos

aplicacdo do estresse. Letras minusculas comparam 0s gendtipos e maiusculas os

60



1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329

1330
1331

1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1343
1344

tratamentos. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.

Para o teor relativo de agua, observa-se que em ambos 0s genotipos o TRA foi
reduzido e apds o passar das horas ocorre uma notével recuperacdo desta variavel no
genotipo CNPAE 263, que apds 48 horas ndo diferiu das plantas do tratamento controle
(Figura 2), enquanto que o gendtipo CNPAE 256 ndo apresentou recuperacdo nesta
variavel. No genotipo CNPAE 263, as plantas do tratamento controle apresentaram TRA
de aproximadamente 76%, j& as plantas que estavam por 2, 24 e 48 horas sob estresse,
tiveram TRA de 56, 69 e 73%, respectivamente. As plantas do tratamento controle do
gendtipo CNPAE 256 tiveram 80% de TRA, enguanto nas plantas sob estresse esses

valores foram de 61, 74 e 67%, ap0s 2, 24 e 48 horas, respectivamente.

2 horas
100 24 horas 48 horas 100
A B C
aA aA aA
80 | aA aA aB aA aA 80
aB — — bB
— aB ] -
60 aB 60
g g
= 40 | 40 F
EEm Controle
20 [ Estresse 20
0 T T T T 0
CNPAE 263 CNPAE 256 CNPAE 263 CNPAE 256 CNPAE 263 CNPAE 256
Genotipos Genotipos Genotipos

Figura 2. Teor relativo de 4&gua (TRA) em plantas de dois genoétipos de Jatropha curcas
L. sob estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentragdo de -0,2 MPa. A — 2 horas
apos aplicacdo do estresse; B — 24 horas apés aplicacdo do estresse; C — 48 horas ap6s
aplicacdo do estresse. Letras mindsculas comparam 0s gendétipos e maidsculas os
tratamentos. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

com 5% de probabilidade.

Avaliacao das trocas gasosas

Na figura 3 pode-se verificar que em ambos 0s geno6tipos, as trocas gasosas foram
afetadas em condig&o de estresse. No genotipo CNPAE 263, a taxa de fotossintese liquida
foi de 16 pmolCO..m™2.st e apds 2, 24 e 48 horas houveram reducdes de 47, 54 e 80%,
respectivamente (Figuras 3A, 3B e 3C). Comportamento semelhante foi verificado no
gendtipo CNPAE 256, que apresentou fotossintese de 14,5 umolCO,.m2.s no controle

e sob estresse teve reducgdes de 39, 38 e 78%, apds 2, 24 e 48 horas, respectivamente.
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A transpiracdo das plantas teve comportamento similar ao que foi verificado na
fotossintese, ou seja, as plantas dos tratamentos sob estresse tiveram valores
significativamente inferiores as plantas controle (Figuras 3D, 3E e 3F). No genotipo
CNPAE 263 houve reducdes de 48, 48 e 69% e no CNPAE 256, as reducdes foram de 40,
37 e 67,5% apos 2, 24 e 48 horas, respectivamente.

Para a condutancia estomatica, observa-se na figura 31 que o tratamento com
menor abertura dos estdbmatos foi o de 48 horas, quando as plantas apresentaram
condutancia estomatica de 0,015 e 0,012 molH.0.m2.s%, nos gendtipos CNPAE 263 e
CNPAE 256, respectivamente, enquanto as plantas controle tiveram condutancia
estomatica de 0,070 e 0,062 molH.0.m2.s. Apos 2 e 24 horas de aplicagdo do PEG, a
condutancia estomatica também foi reduzida nas plantas sob estresse em comparagdo com
as plantas controle em ambos os genétipos, sendo os valores médios de aproximadamente
0,025 molH,0.m2.s%,

Com relacéo a eficiéncia do uso da dgua, houve reducgdo de aproximadamente 13%
e 39% para o0 gendtipo CNPAE 263 apds 24 e 48 h, respectivamente (Figuras 3K e 3L).
Ja para o gen6tipo CNPAE 256 houve reducéo de 37% apo6s 48 h de aplicacdo do PEG
6000 (Figura 3L), indicando que os genoétipos respondem de maneira diferente ao
tratamento exposto.
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Figura 3. Trocas gasosas em plantas de dois gendtipos de Jatropha curcas L. sob estresse
hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentragdo de -0,2 MPa. A, B e C — Fotossintese
liquida (A) apds 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse; D, E e F — Transpiracao (E) ap6s
2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse; G, H e | — Condutancia estomatica (gs) apos 2, 24
e 48 h de aplicacdo do estresse; J, K e L — Eficiéncia do uso da agua (EUA) ap6s 2, 24 e
48 h de aplicacdo do estresse. Letras mindsculas comparam o0s geno6tipos e maitsculas os
tratamentos. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.
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Teores de pigmentos fotossintetizantes

Os teores de pigmentos fotossintéticos foram pouco alterados pelo estresse hidrico
em ambos 0s geno6tipos, como pode ser observado na Figura 4. No genétipo CNPAE 263
o teor de clorofila a ndo teve alteracéo, e no genotipo CNPAE 256 houve reducdo desta
variavel apenas apos 48 horas de estresse, quando as plantas do tratamento controle e
estresse apresentaram média de 0,75 e 0,58 mg/g.MF, respectivamente (Figuras 4A, 4B
e 4C). Para o teor de clorofila b, houve aumento apos 2 horas de estresse no genotipo
CNPAE 263, tendo as plantas uma média de 0,70 mg/g.MF, enquanto as plantas do
controle tiveram média de 0,41 mg/g.MF (Figura 4D). Para os demais tempos de
avaliacdo ndo houve diferenca significativa.

O teor de clorofila total das plantas de ambos os genotipos tiveram as maiores
médias ap0ds 2 horas de estresse, com média de 1,44 mg/g.MF para o CNPAE 263 e 1,40
mg/g.MF para o CNPAE 256 (Figura 4G). Apds 48 horas de estresse as plantas
apresentaram as menores médias de clorofila total, 1,09 e 0,92 mg/g.MF para 0s genotipos
CNPAE 263 e CNPAE 256, respectivamente (Figura 41). Os teores de carotenoides ndo
foram alterados pelo estresse hidrico, ndo havendo diferencas significativas entre os

tempos avaliados (Figuras 4J, 4K e 4L).
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Figura 4. Teores de pigmentos fotossintetizantes em plantas de dois genoétipos de
Jatropha curcas L. sob estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentracéo de -0,2
MPa. A, B e C - Clorofilaaapds 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse; D, E e F — Clorofila
b apos 2, 24 e 48 h de aplicacéo do estresse; G, H e | — Clorofila total apos 2, 24 e 48 h
de aplicacdo do estresse; J, K e L — Carotenoides apds 2, 24 e 48 h de aplicagdo do
estresse. Letras minGsculas comparam 0s gendtipos e maidsculas os tratamentos. Médias
seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de

probabilidade.
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Teores de solutos organicos

De maneira geral, os teores de solutos organicos foram maiores nas folhas do que
nas raizes para ambos 0s genotipos estudados. O teor de carboidratos solUveis totais nas
folhas de ambos os genotipos, diferiu do controle apenas ap6s 2 horas de aplicacédo do
estresse com reducdo de aproximadamente 53 e 23% para CNPAE 263 e CNPAE 256,
respectivamente (Figura 5A). Nas raizes das plantas do genétipo CNPAE 256, 0 estresse
hidrico causou uma diminuicéo de 37, 27 e 52% ap0s 2, 24 e 48 horas, respectivamente
(Figuras 5D, 5E e 5F). No entanto, o genotipo CNPAE 263 s6 apresentou reducéo de 16%

apos 48 h de estresse em relagdo as plantas do tratamento controle (Figura 5F).
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Figura 5. Teores de carboidratos sollveis totais em dois genétipos de Jatropha curcas L.
sob estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentracdo de -0,2 MPa. A, Be C —
Carboidratos nas folhas ap6s 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse; D, E e F — Carboidratos
nas raizes apos 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse. Letras mindusculas comparam 0s
genotipos e mailsculas os tratamentos. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

Nas figuras 6A, 6B e 6C observa-se que os teores de proteinas soltveis nas folhas
do genotipo CNPAE 263 foi reduzido gradativamente com o aumento do tempo de
imposicdo ao estresse, havendo diferenca estatistica a partir de 24 horas de estresse,
enquanto que no genotipo CNPAE 256, a partir de 2 horas ja houve diferenca significativa

das plantas do tratamento controle. Nas raizes das plantas de ambos 0s gendtipos o
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estresse provocou aumento de 69, 85 e 58% das proteinas apds 2, 24 e 48 h,
respectivamente, para o gendtipo CNPAE 263, e no CNPAE 256, foi verificado aumento
de 69 e 32% apos 24 e 48h (Figuras 6D, 6E e 6F).
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Figura 6. Teores de proteinas solliveis em dois genotipos de Jatropha curcas L. sob
estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentracdo de -0,2 MPa. A, B e C —
Proteinas nas folhas apds 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse; D, E e F — Proteinas nas
raizes apds 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse. Letras minUsculas comparam 0s
gendtipos e maiusculas os tratamentos. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

Houve incremento nos teores de aminoacidos livres totais das folhas do gendtipo
CNPAE 263 de aproximadamente 26% ap0s 2 horas da imposicdo ao estresse, ndo
havendo diferenca para as demais avaliacGes (Figuras 7A, 7B e 7C). No genétipo CNPAE
256, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos em nenhum tempo de
avaliacdo. Para as raizes das plantas apenas foi observado aumento de 29% para o
genotipo CNPAE 263 ap6s 24 h, ndo havendo diferenga para as demais avaliacfes
(Figuras 7D, 7TE e 7F).
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Figura 7. Teores de aminoacidos livres totais em dois genoétipos de Jatropha curcas L.
sob estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentracdo de -0,2 MPa. A, Be C -
Aminoéacidos nas folhas ap6s 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse; D, E e F —
Aminoacidos nas raizes ap6s 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse. Letras mindsculas
comparam 0s genotipos e mailsculas os tratamentos. Médias seguidas por mesma letra

néo diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

Com relacgdo aos teores de prolina livre nas folhas, verificou-se que as plantas do
gendtipo CNPAE 263 apresentaram aumento de 25% a partir de 2 h de aplicacdo do PEG
6000, sendo mais expressivo (170%) apos 24 e 48 h (Figuras 8A, 8B e 8C). Ja no gendtipo
CNPAE 256 houve aumento mais significativo (3,6 vezes) do teor de prolina em
comparagado ao tratamento controle ap6s 48 horas de estresse (Figura 8C). Nas raizes das
plantas do gen6tipo CNPAE 263, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
tratamentos. Resultados diferentes foram observados nas plantas do genotipo CNPAE
256, quando houve acumulo de prolina nas raizes apos 2, 24 e 48 h (Figuras 8D, 8E e 8F).
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Figura 8. Teores de prolina livre em dois gendtipos de Jatropha curcas L. sob estresse
hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentracdo de -0,2 MPa. A, B e C — Prolina nas
folhas apds 2, 24 e 48 h de aplicagdo do estresse; D, E e F — Prolina nas raizes apés 2, 24
e 48 h de aplicacdo do estresse. Letras mindsculas comparam os genotipos e maiusculas
os tratamentos. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

com 5% de probabilidade.

Atividade enzimatica

A atividade das enzimas antioxidantes foi aumentada com o estresse hidrico em
ambos 0s gendtipos estudados, tanto nas folhas quanto nas raizes (Figuras 9 e 10). Nas
folhas, a catalase teve maior atividade ap0s 48 horas de exposicdo ao estresse,
apresentando valores médios de 21 e 42,5 pmolH,0.m g *MF para os genétipos CNPAE
263 e 256, respectivamente (Figura 9C). Entretanto, no genétipo CNPAE 263 o estresse
hidrico ndo alterou a atividade dessa enzima nas folhas ap6s 2 h, enquanto que no
gendtipo CNPAE 256 houve aumento em todos horarios avaliados (Figuras 9A, 9B e 9C).
Ja nas raizes das plantas do genétipo CNPAE 263, a atividade da catalase foi de 27, 32 e
23 umolH0.mgtMF apds 2, 24 e 48 horas, respectivamente, enquanto que na condicdo
controle, esta atividade foi de 3 pmolH.O.m?g'MF (Figura 6B). Comportamento
semelhante também foi verificado nas raizes das plantas do gen6tipo CNPAE 256 que

tiveram a atividade da CAT de 29, 30,5 e 23 pmolH,0.m*g*MF quando submetidas a 2,
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24 e 48 horas de deficiéncia hidrica, respectivamente, e 3 umolH20.m*g*MF no

tratamento controle (Figuras 9D, 9E e 9F).
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Figura 9. Atividade da enzima catalase (CAT) em dois gen6tipos de Jatropha curcas L.
sob estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentracdo de -0,2 MPa. A, Be C -
Catalase nas folhas apos 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse; D, E e F — Catalase nas
raizes apos 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse. Letras minusculas comparam 0s
gendtipos e maiusculas os tratamentos. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

Foi observado que a enzima ascorbato peroxidase tem maior atividade nas raizes
do que nas folhas e sua atividade foi aumentada em funcéo do estresse hidrico, tantas nas
folhas quanto nas raizes. No genétipo CNPAE 263, a atividade da APX das folhas s
diferiu estatisticamente, em relacdo ao controle, apds 24 e 48 horas, com médias de 12 e
32 pmolH,0.m g *MF, enquanto no controle, essa média foi de 5 umolH.0.m g *MF
(Figuras 10B e 10C). No CNPAE 256, a atividade da APX também foi maior apds 24 e
48 horas, que apresentaram em média valores de aproximadamente 16 pmolH20.mg"
MF e o controle, 9 umolH20.m™g*MF. Nas raizes de ambos os gen6tipos houve
aumento da atividade da APX em todos os periodos de avaliagdo sob estresse hidrico,

com valor médio de aproximadamente 43 umolH20.m*g*MF nas plantas estressadas,
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enquanto que nas plantas controle, esse valor foi em média de 17 umolH.0.m g *MF
(Figuras 10D, 10E e 10F).
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Figura 10. Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) em dois gendtipos de
Jatropha curcas L. sob estresse hidrico induzido pelo PEG 6000 na concentracéo de -0,2
MPa. A, B e C — APX nas folhas ap0s 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse; D, E e F —
APX nas raizes ap6s 2, 24 e 48 h de aplicacdo do estresse. Letras mindsculas comparam
0s gendtipos e mailsculas os tratamentos. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

DISCUSSAO

O fato das relagfes hidricas do gendtipo CNPAE 263 ter se mantido pode ser
explicado gracas a reducdo da abertura dos estdbmatos (Figura 4) e, apesar do genotipo
CNPAE 256 também ter reduzido a condutancia estomatica, estas plantas tiveram suas
relacdes hidricas mais afetadas pela reducdo TRA, indicando uma maior sensibilidade ao
estresse hidrico em comparagédo ao genotipo CNPAE 263.

Diaz-Lopez et al. (2012), submeteram plantas de pinhdo-manso a diferentes niveis
de estresse hidrico (100, 75, 50, 25 e 0% da capacidade de campo) e verificaram que 0 s
foi reduzido com 0 aumento da intensidade do estresse, mas 0 TRA néo foi afetado, estes
resultados corroboram com os encontrados na presente pesquisa, para o gendtipo CNPAE
263. Em adicdo, Oliveira et al. (2016) também observaram que plantas de pinhdo-manso
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de dois gendtipos (CNPAE 183 e CNPAE 191) reduziram o Wsem condi¢des 60% da
capacidade de campo durante o periodo de 55 dias, além de aumentarem o TRA.

Parwata et al. (2012) realizaram um estudo de campo com quatro gendétipos de
pinhdo-manso (IP-1A, IP-2M, Local superior e Yellow leaf) e dois tratamentos (controle
— irrigacdo a cada trés dias; e estresse hidrico — irrigacdo a cada nove dias), em plantas
com 7 meses de idade. Passados cinco meses do inicio da diferenciacdo dos tratamentos,
0s autores observaram que o estresse hidrico provocou redugdes tanto do potencial hidrico
(aproximadamente 20%), quanto do teor relativo de agua (aproximadamente 5%) em
todos os gendtipos estudados, incluindo os tolerantes (IP-1A e IP-2M). Estes resultados
sdo contrarios aos observados na presente pesquisa, ja que no gendtipo CNPAE 263 ndo
teve alteracdo do potencial hidrico e nem do TRA ap6s 48 h de estresse; e embora no
gen6tipo CNPAE 256 o potencial hidrico tenha sido afetado, houve logo em seguida uma
recuperacdo. Segundo Santana et al. (2015), a manutencao do potencial hidrico foliar em
plantas de J. curcas pode ser atribuida a capacidade de armazenar 4gua no caule.

Para Arcoverde et al. (2011), plantas de pinhdo-manso com trés meses de idade
submetidas a deficiéncia hidrica (50 e 25% da irrigacdo), tém um eficiente controle da
abertura e fechamento dos estbmatos, e o primeiro sintoma observado nas trocas gasosas
apos 48 horas de inducdo dos tratamentos é o fechamento estomaético, que por
consequéncia reduz a transpiracdo. O que corrobora com a presente pesquisa, uma vez
que ambos os gendtipos avaliados apresentaram reducfes na transpiragcdo e também na
condutancia estomatica, sendo este resultado mais evidente no maior periodo de
exposicao ao estresse (Figura 3). O fato dos estdbmatos terem sua abertura reduzida pode
explicar a manutencdo do teor relativo de agua, que se manteve elevado no gendtipo
CNPAE 263, mesmo nas plantas que estavam em condicdes de estresse hidrico.

Os resultados obtidos por Santana et al. (2015) em estudo com plantas de trés
gendtipos de pinhdo-manso (CNPAE 126, CNPAE 137 e CNPAE 139) submetidas a
deficiéncia hidrica durante 108 dias, sendo o tratamento aplicado 15 dias apés a
germinacdo das mesmas, corroboram com 0s resultados da presente pesquisa, pois 0
estresse hidrico induzido pela auséncia da irrigagdo apo6s 55 dias reduziu de forma
significativa as taxas de fotossintese, transpiracdo e também a condutancia estomatica,
sendo essas reducdes na ordem de 91, 80 e 90%, respectivamente. Sapeta et al. (2013) e
Oliveira et al. (2016) também verificaram que o estresse hidrico reduz a fotossintese, a

conduténcia estomaética e a transpiracdo de plantas de pinh&o-manso, porém ao serem
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reidratadas, ocorre recuperacao dessas varidveis, evidenciando a plasticidade das plantas
ao estresse.

Ao submeterem plantas de pinhdo-manso com 71 dias de idade de dois acessos
distintos (Ind e CVi), aos tratamentos de rega diaria e deficiéncia hidrica (reducédo da dgua
a cada dois dias de 10%, seguidos de reidratagéo a cada sete dias) durante 28 dias, Sapeta
et al. (2013) n&o constataram alteracGes nos teores das clorofilas a e b, evidenciando que
esta variavel ndo foi sensivel ao estresse hidrico. Moura et al. (2016), ao avaliarem o
efeito dos tratamentos 100, 80, 60 e 40% da capacidade de pote (CP), também néo
verificaram alteraces nos pigmentos fotossintetizantes em plantas de pinhdo-manso apds
60, 90 e 120 dias de diferenciagdo dos tratamentos, com excec¢éo to teor de clorofila a
apos 120 dias, que nos tratamentos de 60 e 40% da CP duplicaram o valor desta variavel.
Estes resultados corroboram em parte com os dados da presente pesquisa, visto que 0s
teores de clorofila a foram reduzidos apenas no gendtipo CNPAE 256 apos 48 h de
estresse, os de clorofila b foram aumentados apenas no CNPAE 263 ap6s 2 h, enquanto
que ndo houve alteracdo nos teores de carotenoides, semelhante ao verificado pelos
autores citados anteriormente. De acordo com Anjum et al. (2011), o estresse hidrico
contribui para a degradacéo da clorofila, reduzindo os teores de pigmentos fotossintéticos,
o que foi verificado no teor de clorofila total do gen6tipo CNPAE 256 ap6s 48 h de
aplicacdo estresse.

Segundo Anjum et al. (2011), as plantas em condicdo de deficiéncia hidrica
acumulam em suas células solutos organicos, com o objetivo de manter o turgor celular
e manter a absor¢do de &gua do solo. Parwata et al. (2012) e Wang et al. (2011)
verificaram aumento do teor de prolina livre nas folhas de plantas pinhdo-manso
submetidas a seca, 0 que corrobora com os resultados da presente pesquisa, pois em
ambos 0s geno6tipos houve aumento deste aminoacido em situacdo de deficiéncia hidrica.
Wang et al. (2011) sugerem que este aumento do teor de prolina livre seria uma adaptagao
do pinhdo-manso a condicgéo de seca. Portanto, a prolina € um osmdlito que se acumula
nas plantas, como uma estratégia de tolerancia ao estresse, além de ser considerado um
antioxidante celular (Jaleel et al., 2007; Gill & Tuteja et al., 2010).

Em um estudo com plantas de J. curcas submetidas ao estresse hidrico (50 e 25%
da irrigacdo) por 12 dias, Arcoverde et al. (2011) verificaram redugdes significativas nos
teores de carboidratos solUveis totais e ndo observaram alteragbes nos teores de
aminoéacidos livres totais e proteinas sollveis. Porém, na presente pesquisa ambos 0S

genotipos estudados aumentaram os teores de carboidratos solUveis totais nas folhas apos
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2 horas de estresse, reduziram os teores de proteinas soltveis e ndo houve alteragéo para
os aminoacidos livres, exceto para o genotipo CNPAE 263, que aumentou os teores de
aminoéacidos livres em suas folhas em resposta ao estresse apos 2 horas (Figura 5).

Segundo Pereira et al. (2015), a acdo das enzimas antioxidantes tais como a
catalase e a ascorbato peroxidase reduz os danos causados pelas EROs, e quando em
conjunto com o metabolismo ndo enzimatico, confere a planta toleréncia ao estresse
hidrico. Para Jaleel et al. (2009) e Gill & Tuteja (2010), os carotenoides também possuem
a capacidade de eliminar as espécies reativas de oxigénio, sendo considerados como
fotoprotetores, por atuar dissipando o excesso de energia e na protecdo contra os danos
oxidativos.

Silva et al. (2015) avaliaram os efeitos da deficiéncia hidrica em plantas de J.
curcas da cultivar FT1 aos 30 dias de idade. Os autores submeteram as plantas aos
tratamentos controle (rega diaria) e seca (20 dias sem irrigacdo - com andlises a cada
cinco dias) e verificaram que houve aumento significativo na atividade da enzima
ascorbato peroxidase nas folhas apds 10 dias, que se manteve constante até os 20 dias de
estresse, enquanto que reduziram de forma gradativa a atividade da enzima catalase nas
folhas ap6s 5, 10, 15 e 20 dias de diferenciagdo dos tratamentos.

Na presente pesquisa, a acdo das enzimas foi uma estratégia adotada por ambos
0s gendtipos estudados, ja que tanto nas folhas quanto nas raizes, as enzimas CAT e APX
tiveram sua atividade aumentada em funcéo do estresse hidrico e os teores de carotenoides
ndo foram alterados. Rao & Chaitanya (2016) afirmam que o aumento da atividade da
catalase previne danos oxidativos a célula, através da dismutacdo do H20-. Silva et al.
(2015) também verificaram aumento na atividade da ascorbato peroxidase em func¢édo do
estresse hidrico, evitando o acimulo de H202, haja vista que a APX esta envolvida na
remocéo do H20> (Gill & Tuteja, 2010).

CONCLUSAO

Diante do exposto, sugere-se que o gendtipo CNPAE 263 evidencia ser mais
tolerante ao estresse hidrico em comparagdo com o genotipo CNPAE 256. Essa tolerancia
se da atraves do ajuste osmotico, para manutencdo das relacdes hidricas e tambem pela
néo reducéo dos teores de pigmentos fotossintetizantes.
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CONSIDERACOES FINAIS

O gendtipo CNPAE 263 pode ser considerado como tolerante ao nivel de -0,2
MPa de PEG 6000, por ter os parametros germinativos avaliados nesta pesquisa, menos
afetados, além de aumentar a concentracdo de solutos orgénicos, como forma de
tolerdncia ao estresse através do ajuste osmatico, para manutencao das relagdes hidricas,
principalmente no teor relativo de agua nas plantas apds 48 horas. Além de ndo reduzir
0s teores de pigmentos fotossintéticos, mesmo ap6s 48 horas de exposi¢do ao PEG 6000
ao nivel de -0,2 MPa, sugerindo que o gen6tipo CNPAE 263 tem maior grau de toleréncia

ao estresse hidrico em comparacéo com o genétipo CNPAE 256.

79



1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799
1800
1801
1802
1803
1804
1805
1806
1807
1808
1809
1810
1811
1812
1813
1814
1815
1816
1817
1818
1819
1820
1821
1822

ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO PERIODO DE REALIZACAO DO

DOUTORADO (2014-2018):

FORMACAO COMPLEMENTAR

CURSOS DE CURTA DURACAO:

>

Word 2010 Intermediario. Carga horéria: 15 horas. Servico Nacional de
Aprendizagem Rural — DF, Brasilia, 2018.

Introducéo aos Sistemas de IPLF. Carga horéria: 10 horas. Servico Nacional de
Aprendizagem Rural — DF, Brasilia, 2017.

Informatica e Internet Intermediario. Carga horéaria: 20 horas. Servi¢co Nacional
de Aprendizagem Rural — DF, Brasilia, 2017.

Digitacdo. Carga horaria: 10 horas. Servi¢co Nacional de Aprendizagem Rural —
DF, Brasilia, 2017.

Elementos de Paisagem e Processos Ecoldgicos. Carga horaria: 30 horas. Servico
Nacional de Aprendizagem Rural — DF, Brasilia, 2017.

Doencas Transmissiveis e Saneamento Basico. Carga horaria: 20 horas. Servico
Nacional de Aprendizagem Rural — DF, Brasilia, 2016.

Mapa Conceitual e a Aprendizagem Significativa. Carga horaria: 2 horas.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, 2016.

Producdo de Sementes e Mudas de Espécies Florestais Nativas. Carga horaria: 20
horas. Servico Nacional de Aprendizagem Rural — DF, Brasilia, 2016.
Sustentabilidade no Dia a Dia: Orientacdes Para o Cidaddo. Carga horéria: 12
horas. Fundacdo Getulio Vargas, Rio de Janeiro, 2015.

Ciéncia e Tecnologia. Carga horaria: 15 horas. Funda¢do Getulio Vargas, Rio de
Janeiro, 2015.

PROJETOS DE PESQUISA
Manejos de cultivo e interferéncia na fisiologia e producéo de principios ativos
em nim indiano. (2013-2015)

“Descritores fisiologicos em espécies florestais da Caatinga visando a produgao

de mudas para reflorestamento em areas degradadas. (2012-2014)
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Caracterizacdo morfofisiologica e bioquimica em variedades de cana-de-agUcar
cultivadas sob estresse hidrico em casa de vegetacdo para avaliagdo de graus de
tolerancia. (2014-2015).

Alteracdes fisiologicas e bioquimicas em sementes e mudas de Moringa oleifera
Lam. submetidas a estresses abidticos (2013-2017).

Validacdo de parametros fisioldgicos e bioquimicos para selecdo de gendtipos
promissores de cana-de-agucar, frente ao estresse hidrico e aplicacdo de gesso.
(2016-2018).

Alteragdes fisiologicas e bioguimicas em sementes e mudas de Jatropha curcas
submetida a estresses abioticos (2014-2018).
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