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RESUMO

Campo magnético (CM) ¢ um componente natural do meio ambiente e afeta os organismos
vivos com intensidades entre 25-uT e 65-uT, conforme diferentes localizagdes geograficas.
Entretanto, pode atuar como um agente de estresse abidtico. Ha relatos na literatura sobre
efeitos de campos magnéticos sobre plantas, sendo a maioria dos estudos com espécies de
importancia agronomica. Neste projeto, foi caracterizado, em termos bioquimicos, o efeito de
exposicao ao CM (5 dias), realizado com sementes, calos e plantulas de Calotropis procera
(Apocynaceae), uma espécie de planta laticifera que apresenta potencial terapéutico. Sementes
de C. procera foram expostas a CM e analisadas antes da semeadura. Sementes de C. procera
foram germinadas sob efeito do CM (2 mT) ou expostas a CM e entdo germinadas, sendo este
CM gerado por uma bobina de Helmholtz. Plantulas e calos in vitro foram expostos ao CM e
entdo analisados. A exposicao ao CM reduziu o tempo de germinagdo das sementes e aumentou
a taxa de germinacgdo. Isto foi acompanhado por maior matéria fresca e seca. A atividade de
enzimas antioxidantes como CAT, POX e APX foram alteradas nas sementes apos a exposi¢ao
ao CM. O aumento dos teores de perdxido de hidrogénio e malondialdeido foram indicadores
de estresse oxidativo. A integridade do DNA nao foi alterada, enquanto a densidade celular, a
quantidade de proteina soluvel e DNA aumentaram, em relacdo as sementes pertencentes ao
tratamento controle. Andlises de protedmica/bioinformatica corroboraram esses dados. No
geral, essas observacodes indicaram estresse oxidativo em sementes submetidas ao CM. No
entanto, isso ndo afetou a germinagao das sementes. Ao contrario, melhorou o desempenho da
germinacdo em termos de tempo e propor¢ao. Este estudo indica que a exposi¢do ao CM induz
um equilibrio intrigante entre estresse oxidativo (potencialmente prejudicial) e germinacao
acelerada (efeito desejado) de sementes. Tais efeitos podem ser apreciados tecnologicamente
para a producdo de mudas, principalmente de sementes recalcitrantes de espécies agronomicas
importantes. Plantulas e calos também tiveram crescimento favorecido pela exposi¢cdo ao CM,
com maior concentragdo de pigmentos fotossintéticos e menor teor de lignina, nos calos. A
exposicao ao CM propiciou crescimento e desenvolvimento mais rapido de C. procera e essa
observagao parece estar associada a uma condi¢do redox favoravel a ativagao do metabolismo
celular, indicado por aumento do teor de DNA e de proteinas soluveis e aumento diferencial de
proteinas envolvidas em atividade metabdlica celular voltada para o crescimento e

desenvolvimento vegetal.

Palavras-chave: magnetismo; germinagao; metabolismo oxidativo; protedmica.



ABSTRACT

Magnetic field (MF) is a natural component of the environment and affects living organisms
with intensities between 25uT and 65uT, depending on different geographic locations.
However, it can act as an abiotic stressor. There are reports in the literature about the effects of
magnetic fields on plants, most of the studies with species of agronomic importance. In this
project, the effect of exposure to MF (5 days) was characterized, in biochemical terms, with
seeds, callus and seedlings of Calotropis procera (Apocynaceae), a species of laticiferous plant
that has therapeutic potential. C. procera seeds were exposed to MF and analyzed before
sowing. C. procera were germinated under MF (2 mT) or exposed to MF and then germinated,
this MF being generated by a Helmholtz coil. Seedlings and callus were exposed to MF and
then analyzed. Exposure to MF reduced seed germination time and increased germination rate.
This was accompanied by increased fresh and dry matter. Antioxidant enzymes activity: such
as CAT, POX, and APX were altered in seeds after exposure to MF. The increase in the levels
of hydrogen peroxide and malondialdehyde were indicators of oxidative stress. DNA integrity
was not altered, while the cell density, amount of soluble protein and DNA increased, in relation
to control treatment. Proteomics/bioinformatics analyses corroborated these data. Overall, these
observations indicated oxidative stress in seeds submitted to MF. However, this did not affect
seed germination. On the contrary, it improved germination performance in terms of time and
proportion. This study indicates that exposure to MF induces an intriguing balance between
oxidative stress (potentially harmful) and accelerated germination (desired effect) of seeds.
Such effects can be technologically appreciated for the production of seedlings, mainly of
recalcitrant seeds of important agronomic species. Seedlings and callus also had growth favored
by exposure to MF, with higher concentration of photosynthetic pigments and lower lignin
content in the callus. Exposure to MF provided faster growth and development of C. procera
and this observation seems to be associated with a redox condition favorable to the activation
of cellular metabolism, indicated by an increase in the content of DNA, soluble proteins and a

differential increase in proteins involved in cellular metabolic activities, typical of growth.

Keywords: magnetism; germination; oxidative metabolism; proteomics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Comportamento magnético da matéria

O magnetismo tem sua origem a partir de cargas eletricamente carregadas, desde
protons, elétrons e néutrons que compdem a matéria. Magnetismo ¢ inerente a todas as
substancias (VANSOUSKII, 1974). Sendo a palavra magnetismo derivada da palavra
Magnésia, que ¢ uma unidade regional da Grécia onde foi registrada pela primeira vez a
ocorréncia natural e em abundancia de uma pedra formada por oxido de ferro magnético
chamada de magnetita que demonstrava um comportamento peculiar de atrair metais.

Rigorosos estudos cientificos, sobre eletricidade e magnetismo, comecaram no século
XVIII e as bases atdomicas destes fenomenos foram elucidadas no século XX, com a descoberta
da estrutura atdmica. Conforme tal estrutura, varios tipos de magnetismo foram descobertos,
como magnetismo nuclear, diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo,
antiferromagnetismo, superparamagnetismo, facilitando o entendimento da interagao atdmica e
consequentemente da molécula com fenomenos magnéticos (SAINI et al, 1988).

O magnetismo nuclear ¢ gerado do movimento orbital de particulas nucleares: protons
e néutrons (BOWRON et al, 2018) e possui um vetor somatorio individual, chamado de
momento magnético dipolo. Dessa forma, quando existe o nimero par de protons ou néutrons,
em um nucleo atdmico, os vetores momentos magnético dipolo se orientam em dire¢des opostas
e se anulam, obtendo um valor igual a zero. No entanto, quando o numero de prdétons ou
néutrons, ou ambos sdo impares, surge uma rede nuclear de momento magnético dipolo
podendo responder a um campo magnético externo juntamente com seus elétrons, que sdo
particulas ao redor do nucleo atdmico e que respondem a campo magnético externo.

Diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo, aintiferromagnetismo,
superparamagnetismo sao tipos de magnetismo dependentes dos elétrons. De acordo com o
mecanismo quantico, os elétrons ocupam niveis de energia prescritos ao redor do nucleo
atomico conhecidas como camadas e subcamadas. Na presenca de um campo magnético
externo, ha mais divisdes no nivel de energia e os elétrons passam a ser determinados também
pelo niimero quintico magnético orbital “m;” e pelo nimero quantico magnético spin “ms .

O diamagnetismo ¢ demonstrado em atomos que possuem elétrons pareados em cada
subnivel de energia, que ndo formam uma rede de momento dipolo magnético devido aos
momentos individuais dos elétrons se cancelarem por ter um par de spin oposto. No entanto

podera haver uma leve alteracdo assimétrica no movimento orbital dos elétrons se esse atomo
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for colocado préximo a um campo magnético externo e uma pequena rede de magnetizagao
podera ser formada e detectada. Sendo esta magnetizagdo caracterizada pela soma dos vetores
dos momentos dipolo magnéticos. Dessa forma, todas as amostras de materiais possuem um
comportamento diamagnético muitas vezes obscurecido pelo paramagnetismo ou
ferromagnetismo, que sdo formas de magnetismo que podem predominar em uma amostra de
matéria. O paramagnetismo ¢ demonstrado em atomos e ions que possuem elétrons nao
pareados em suas Orbitas mais externas. Dessa forma, os momentos dipolo magnético desses
elétrons nao sao cancelados pela auséncia de um elétron com spin contrario € isso faz surgir um
momento dipolo magnético intrinseco nesses dtomos e ions na auséncia de um campo
magnético externo. No entanto ndo hd magnetizagdo nesse caso, pois em uma cole¢do desses
ions ou atomos, em um volume de matéria, a orientagdo do vetor momento dipolo magnético ¢
randomica. Quando um campo magnético externo € aplicado, nessa matéria, um volume de
magnetizacdo ¢ verificado devido a orientagdo dos momentos dipolo magnético da matéria
demonstrar preferéncia a orientagdo paralela, na mesma direcio do campo aplicado,
diferentemente dos momentos dipolo magnéticos da matéria diamagnética que se orientam de
forma antiparalela em relagcao a um campo magnético aplicado. Este comportamento da matéria
¢ chamado de paramagnético. Além dos ions normais, os radicais livres organicos sdo um
exemplo de compostos com comportamento paramagnético (DELAN et al.,2019).

Enquanto diamagnetismo e paramagnetismo sdo propriedades de atomos, ions ou
moléculas, o ferromagnetismo ¢ uma propriedade de um grupo, seja de atomos ou moléculas
de cristais solidos e com algumas caracteristicas diferentes. Quando dtomos paramagnéticos
estdo proximos, os momentos dipolos magnéticos dos dtomos vizinhos interagem entre si,
alinhando-se paralelamente e formando um tipo de interagdo cooperativa, produzindo dominios
que sdao sempre espontaneamente magnetizados. Em um material ferromagnético nao
magnetizado, estdo presentes varios desses dominios com orientagdes randomicas que se
cancelam entre si produzindo uma rede de magnetizagdo igual a zero. No entanto, esses
materiais, se forem expostos a um campo magnético fraco, serdo rapidamente magnetizados até
a saturacdo (méaximo de magnetizacao). Nesse caso a rede de momentos dipolo magnético dos
dominios se alinham paralelamente em direcdo ao campo magnético externo e essa
magnetizacdo fica retida em um volume dos materiais ferromagnéticos quando o campo externo
¢ removido. Todavia, diamagnetismo, paramagnetismo e ferromagnetismo sdo fendmenos que
podem coexistir em uma mesma amostra (WANG et al., 2006). No ferromagnetismo os
momentos dipolos magnético podem se orientar todos paralelamente na mesma dire¢ao do

campo magnético externo.No entanto podem existir também momentos dipolos magnéticos
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antiparalelos em algumas matérias. Nesse caso, como hd predominancia de momentos dipolos
paralelos, a amostra se comporta como ferromagnética. Em oposi¢do ao comportamento do
ferromagnetismo existe o fenomeno do antiferromagnetismo em que um grupo de 4tomos ou
moléculas ndo forma rede de magnetizagdo espontdnea, ou seja, os momentos dipolos
magnéticos ficam orientados de forma antiparalela. Dessa forma existem duas classes de
substancias magneticamente ordenadas: ferromagnéticas e antiferromagnéticas. No caso de
substancias ferromagnéticas os momentos dipolos magnéticos se organizam em feixes paralelos
e formam dominios de magnetizacao espontaneos. Nas substancias antiferromagnéticas, por
sua vez, os momentos dipolos magnéticos se organizam em sentido antiparalelo e demonstram

magnetiza¢do espontdnea como em materiais ferromagnéticos.
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THUTTTITTTITTLT

FERRIMAGNETIC

LTIV T

ANTIFERROMAGNETIC

Figura 1. Orientacdo dos momentos dipolo magnéticos de materiais magneticamente ordenados. Em materiais
ferromagnéticos, momentos dipolos magnéticos ficam paralelos um ao outro formando dominios de magnetiza¢ao
espontinea, ou excesso de momentos dipolos paralelos sdo responsaveis pela formagdo de um dominio de
magnetizagdo espontanea. Em matérias antiferromagnéticas existe uma distribuicdo uniforme de momentos
dipolos magnéticos paralelo e antiparalelo, dessa maneira nenhum dominio de magnetizagdo espontinea ¢é
formado.

Fonte: SAINI et al, (1988)

O comportamento magnético da matéria ¢ baseado em atomos e na estrutura quimica da
molécula, mas pode ser modificada por condi¢des fisicas de temperatura e pelo histérico
magnético da matéria. As principais caracteristicas do magnetismo estdo sumarizadas no

quadro 1.
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QUADRO 1: Propriedades das diferentes formas de magnetismo.

Rede de ) .
) . . Magnetizacido | Dependéncia de
Tipo de magnetismo | alinhamento ao Estrutura
remanescente temperatura
campo externo

' . ‘ Todos os

Diamagnetismo Antiparalelo Nao Nao o
materiais

fons,

Paramagnetismo Paralelo Nao Sim atomos,
moléculas
Pequenos

Superparamagnetismo Paralelo Nao Sim cristais

solidos

Grandes

Ferromagnetismo Paralelo Sim Sim cristais

solidos

Adaptado de SAINI et al., 1988.

As aplicagdes de materiais magnéticos atualmente representam um exemplo de
exploragdo de um simples fenomeno fisico. Além disso, o comportamento de uma amostra
material sob a influéncia de um campo magnético ¢ muito importante, principalmente em
estudos biomagnéticos, pois um sistema vivo ¢ caracterizado por um conjunto de substancias.
Recentemente, estudos cientificos levaram a descoberta de que particulas magnéticas sao
sintetizadas por bactérias, insetos, passaros e peixes, permitindo que os mesmos se desloquem
por longas distancias utilizando o campo magnético terrestre, geomagnético (PAKHOMOV et
al., 2018). Por outro lado, alguns estudos tém utilizado o campo magnético em diferentes
intensidades, para observar o crescimento ¢ desenvolvimento de plantas (NYAKANE et al.,
2019).

Ressaltando que, para a utilizagdo do campo magnético, ¢ importante entender sobre o
fenomeno do magnetismo e a relagdo que uma amostra tera, quando entrar em contato com um

campo magnético.
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1.2 Campo magnético e a vida

Campo magnético ¢ definido como a regido proxima a um ima que influencia a matéria
de forma diferente, dependendo de sua caracteristica: diamagnética, paramagnética ou
ferromagnética. O fisico Michel Faraday conseguiu mostrar o campo magnético de forma visual
e suas propriedades, introduzindo o conceito de linhas de for¢a que se comportam de formas
diferentes, dependendo da origem do campo magnético. Para uma barra magnética (um ima)
que ¢ dividida em polo norte e polo sul, as linhas de for¢as comegam no polo norte e se curvam
retornando para a barra magnética pelo o polo sul (Figura 2 A). Essas linhas obedecem a diregado
da grandeza B, densidade de fluxo magnético (GALITSKI et al., 2019).

Por muito tempo os fendmenos elétricos e magnéticos foram estudados de forma
separada e que nao mantinham qualquer relagao entre si. Mas no século XIX essa visdao mudou,
depois que o fisico Hans Christian Oersted provou que fendomenos elétricos poderiam gerar
magnetismo e que fendmenos magnéticos poderiam gerar eletricidade. Ao colocar uma bussola
proximo a um fio de um circuito elétrico, Oersted observou que a agulha era defletida quando
passava corrente elétrica pelo fio. Assim, foi concluido pelo cientista que o magnetismo tinha
relagdo com a eletricidade. Dessa forma, um campo magnético ndo ¢ gerado apenas por um
ima, mas também pode ser gerado por movimento de cargas elétricas. Oersted, portanto, foi o
primeiro a observar que ao redor de fios condutores com corrente elétrica havia a produgdo de
campo magnético. Dessa forma, o campo magnético foi definido também como o estado fisico
do espaco em volta de correntes elétricas em condutores (MARTINS, 2018). Mas
diferentemente dos imas, as linhas de forgas magnéticas sdo circulares e t€m como centro o fio

condutor de corrente elétrica (Figura 2 B).

A B

magnético

Figura 2. Linhas de forga magnética. A - Linhas de for¢as magnéticas criada por um campo magnético de um ima;
B - Linhas de for¢as magnéticas em um campo magnético criado por um fio condutor de corrente elétrica.

FONTE: ROBERT, (2003)
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Para descrever matematicamente um campo magnético gerado por corrente elétrica ¢
preciso entender uma grandeza vetorial denominada densidade de fluxo magnético B, que ¢
definido por uma for¢a em uma carga Q que se move a uma velocidade v no campo: Fn=Q.v.B.
Essa forca ¢ denominada de forca magnética. No entanto, em uma corrente elétrica existem
varias cargas em movimento, dessa forma varias forgas magnéticas e, consequentemente, o
vetor B total serd uma soma dos vetores de densidade de fluxo magnético das cargas em
movimento. Assim, para o calculo dessa densidade de fluxo magnético B ¢ utilizada a lei de

Biot-Savart (ROBERT, 2003):

5 I
ITdixR

B — Ho /
47[0-} R}

A
Onde o ¢ a permeabilidade do vacuo no espago livre, R ¢ a distancia entre as cargas, Ré o

vetor unitario ao longo de R, 1 ¢ o comprimento do fio, I ¢ a intensidade da corrente elétrica.
Dessa forma, o campo magnético ¢ mensurado e a unidade para B ¢ o tesla (T).

Como exemplo de campo magnético, pode-se citar também o globo terrestre, possuindo
o polo Norte magnético e o polo Sul magnético. Entre os anos de 1544 ¢ 1603, Willian Gilbert
observou que as bussolas apontavam sempre para o Norte, dessa forma foi descoberto que o
globo terrestre ¢ um campo magnético natural (VASILIEV, 2018).

Frequentemente nas atividades humanas ¢ necessaria a producdo de um campo
magnético artificial. Em decorréncia dos estudos desenvolvidos por Michael Faraday houve o
desenvolvimento do eletromagnetismo que proporcionou o conhecimento sobre indugdo
magnética, criando a possibilidade para o surgimento de uma ampla quantidade de tecnologias
satisfatorias e aplicagdes relacionadas ao fendmeno do magnetismo. Dessa forma, com o
entendimento das relagdes entre magnetismo e eletricidade, diversas tecnologias foram criadas,
como exemplos: bussola, microfones, cartdes magnéticos, alto-falantes, ressonancia magnética,
eletroimas, captadores de instrumentos musicais, discos rigidos, motores elétricos, bobina de
Helmholtz, dentre outras aplicagdes (CALDEIRA, 2010).

Para essas aplicagdes sdo utilizadas algumas fontes de campo magnético, como fio
condutor retilineo, espira circular, bobina chata, solenoide e bobina de Helmholtz.

Através desses geradores de campo magnético, foi criada a bobina de Helmholtz, um
aparelho muito importante para desenvolvimentos de estudos biomagnéticos (NELSON et al.,
2019). Esse aparelho consiste em duas bobinas circulares idénticas e paralelas separadas por

uma distancia igual ao raio das mesmas. As bobinas sdo constituidas de varias espiras, havendo
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o numero de espiras para cada bobina. Com essa estrutura o aparelho ¢ capaz de conduzir e de

gerar um campo magnético uniforme entre as bobinas (Figura 3).

Figura 3. Bobina de Helmholtz com suas linhas de campo magnético A - Bobina de Helmholtz (Autor da tese); B
- Desenho das linhas de for¢a de uma bobina de Helmholtz (CALDEIRA, 2010); C- Modelo computacional da
densidade de fluxo magnético em uma bobina de Helmholtz circular (ALVAREZ et al., 2012).

Além da utilizagdo para estudos biomagnéticos, a bobina de Helmoholtz possui as
seguintes aplicacdes: a determinacdo das componentes vertical e horizontal do campo
magnético terrestre; anulagdo em determinado volume do campo magnético terrestre; estudo
dos efeitos de campos magnéticos em componentes ou equipamentos eletronicos;
desmagnetizacdao de pequenas pecas de materiais ferromagnéticos usados na ciéncia de naves
espaciais (ROBERT, 2003). Dentre os estudos biomagnéticos, as pesquisas realizadas com
plantas sdo destaques, tendo em vista o uso dessa tecnologia no melhoramento do

desenvolvimento vegetal.
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1.3 Campo magnético e plantas

As mudangas climaticas sao, atualmente, uma grande preocupagdo mundial
principalmente em relagdo aos seus impactos na producao agricola. No tocante a este assunto,
agricultores ao redor do mundo tém enfrentado problemas criticos como a reducao do potencial
das culturas e a irregularidade pluviométrica. Esses eventos podem ter como consequéncias
secas prolongadas, com consequente diminui¢do da disponibilidade de 4gua para irrigagao dos
cultivos de plantas. Outro problema relacionado a preocupagdo mundial ¢ a alta demanda de
alimentos no mundo ocasionado pelo aumento da populacdo humana no planeta.

Dessa forma, pesquisas recentes tém relatado que o tratamento magnético em plantas
pode ter efeito positivo sobre a qualidade de culturas agricolas, ocasionando melhorias no
desenvolvimento de plantas e na melhor capacidade de absor¢ao da dgua, com consequente
melhoria da produtividade dos cultivos (SARRAF et al., 2020). No entanto, pesquisas com o
tratamento magnético de plantas sdo dependentes da espécie e das caracteristicas do campo
magnético, como a intensidade dos mesmos e o tempo de exposi¢ao da planta ao campo
(NYAKANE et al., 2019).

No planeta Terra todos os organismos vivos estdo sob influéncia do campo magnético
terrestre, também denominado campo geomagnético (do inglés: Geomagnetic Field (GMF))
que possui uma intensidade média de 50 uT, pois existem importantes diferencas na superficie
da Terra com relagdo aos componentes for¢a e dire¢do do campo magnético terrestre. O
componente vertical do campo magnético terrestre atinge seu valor maximo, aproximadamente
de 67 uT, nos polos magnéticos, enquanto que no Equador assume o valor de zero. Ja o
componente horizontal ¢ maximo no Equador, aproximadamente 33 pT, e ¢ zero nos polos
magnéticos (KOBAYASHI et al., 2004). Apesar de ser um componente do meio ambiente,
GMF ¢ considerado um tipo de estresse abidtico (WANG et al., 2006).

Devido ao conhecimento da relagdo entre magnetismo e eletricidade, o homem tem
criado diversas fontes de campo eletromagnético, que diferem em frequéncia e intensidade para
a estimulacao e desenvolvimento de plantas. O eletromagnetismo tem sido observado como a
combinagdo de campo elétrico e campo magnético. No entanto, o campo elétrico pode ser
facilmente bloqueado ou enfraquecido por materiais condutores, enquanto que o campo
magnético pode atravessar diversos materiais. Além disso, a medida que se aumenta a distancia
das fontes de ambos os campos a intensidade também diminui.

Embora presente naturalmente em todo o planeta, poucos sdao os estudos sobre o efeito

da exposicdo de sistemas bioldgicos a campo magnético artificial, que seria aumentado em
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relacdo ao natural. De acordo com Galland e Pazur (2005), ha quatro tipos de campo magnético,
baseado na sensibilidade das plantas: campo magnético fraco homogéneo (0 a 100 uT); campo
magnético forte homogéneo (mT a T); campo magnético forte ndo homogéneo; e campos
magnéticos de frequéncia extremamente baixa e de baixa a moderada frequéncia de densidade
de fluxo magnético (centenas de pT). Para Belyavskaya (2004), um campo magnético fraco fica
entre 100 nT a 0,5 mT, enquanto o extremamente baixo estd abaixo de 100 nT. Estas
classificagdes tornam-se importante para o desenvolvimento de pesquisas relacionando a

exposicao de plantas ao campo magnético.

1.3.1 Campo magnético super fraco

Um campo magnético proximo ¢ considerado super fraco quando a sua intensidade ¢
proxima a zero Tesla. Para ser gerado um campo magnético préximo a nulo tem que haver
auséncia da principal componente do campo geomagnético estatico, o que pode ser obtido por
compensagao do campo geomagnético ou por blindagem.

O uso do campo magnético super fraco, proximo a zero, possibilita investigar o modo
como as condi¢des espaciais afetariam o desenvolvimento das plantas. Em condi¢des de campo
magnético proximo a zero a germinacao de sementes de alfafa (Medicago sativa L.), centeio
(Secale cereale L.), caléndula francesa (Tagetes patula L.), caléndula (Calendula officinalis
L.), trigo mourisco (Fagopyrum esculentum L.), trigo (Triticum aestivum L.) e agrido
(Lepidiumus sativum L.) nao demonstraram diferenga significativa em relacdo ao campo
geomagnético. Apos cinco dias de incubagdo, o desenvolvimento dessas mesmas plantas variou
conforme cada espécie. O desenvolvimento da caléndula, por exemplo, ndo foi influenciado
pelo campo magnético super fraco. Em relagdao ao crescimento das raizes, o centeio € o trigo
tiveram seu crescimento inibido pelo campo, mas o crescimento das raizes de alfafa e agriao
foi estimulado pelo campo magnético nulo (SILVA e DOBRANSZKI, 2016).

Em soja, por exemplo, foi possivel observar mudangas estruturais e anatdmicas na
germinagdo e formacao de plantulas durante os cinco dias de exposicdo a campo magnético
nulo. Foi observada alteracao no processo de sintese da celulose e consequente alteragdo no
desenvolvimento da parede celular (DE MICCO et al. 2008). Em Arabidopsis submetida a
campo magnético proximo a zero em relagao as plantas controles (GMF) ndo houve diferenca
significativa na formagdo de biomassa, mas o crescimento e desenvolvimento reprodutivo

foram afetados negativamente. Nesse caso, houve um atraso na floragao da planta e a produgdo
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de sementes foi menor que a produgdo de sementes das plantas ndo submetidas ao campo

magnético nulo (XU et al., 2013).

1.3.2 Campo magnético fraco e de baixa frequéncia

O campo magnético fraco possui uma intensidade entre 100 nT a 0,5 mT. A maioria das
pesquisas realizadas com essa faixa de intensidade de campo também demonstraram diferentes
resultados indicando mais uma vez que as respostas ao campo magnético variam de espécie
para espécie de planta.

Em uma pesquisa com sementes e plantulas de repolho (Brassica oleracea L.) exposto
a um campo magnético de 0,4 a 0,5 mT, apos a remog¢ao do campo, houve diminui¢ao do
crescimento das plantulas e diminui¢ao da germinacao das sementes também (NAMBA et
al.,1995). A 100 uT em uma frequéncia de 50 Hz um campo magnético foi usado para agrido
de jardim, no intuito de uma estimulagdo das sementes pré-semeadura, e foi observado uma
aceleracdo de crescimento € um aumento da massa verde (GUTTZEIT, 2001). Ja para a espécie
arborea carvalho (Quercus suber L.), dos trés gendtipos estudados, um apresentou inibigao de
crescimento de plantulas, quando os embrides somaticos foram isolados e expostos a um campo
magnético de 15 uT em uma frequéncia de 50 Hz durante 8 semanas (CELESTINO et al.,1998).

Como mencionado anteriormente, um campo eletromagnético ¢ a combinagdo de um
campo elétrico com campo magnético. Em outro experimento, fundamentado no movimento
dos ions, através dos canais de membrana, o campo eletromagnético fraco foi sintonizado nas
frequéncias de ressonincia dos fons cdlcio Ca’" e potdssio K, respectivamente. A planta
utilizada para tal pesquisa foi o rabanete (Raphanus sativus L.), no qual a sementes dessa planta
foram expostas por 21 dias a um campo magnético (SMITH et al., 1993). De acordo com os
autores se as condigdes energéticas estivessem configuradas de acordo com as dimensoes do
canal i0nico, assim que essas condicdes energéticas fossem estabelecidas outros parametros
também se encaixariam e os resultados esperados seriam nenhum efeito do campo magnético,
ou nenhum efeito inibitdério. Nesta pesquisa, as sementes de rabanete expostas a frequéncia de
Ca?" demonstraram uma germinagdo mais lenta que as plantas ndo expostas ao campo
magnético, mas as plantulas cresceram rapidamente. Diferentemente das sementes expostas a
frequéncia de Ca**, as sementes de rabanete, expostas a frequéncia sintonizada do ion K*,
germinaram mais rapido que as sementes nao expostas, mas as plantulas cresceram mais
lentamente que as plantulas do tratamento controle, enquanto que o peso das raizes das plantulas

submetidas ao campo magnético foi maior que o das raizes das plantulas controles.
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Em outro experimento, na mesma linha das frequéncias dos canais idnicos, Davies
(1996) sintonizou um campo eletromagnético na frequéncia de ressonancia de Ca?'utilizado
para sementes de rabanete (Raphanus sativus L.), mostarda (Sinapis alba L.) e cevada
(Hordeum vulgare L.) e foi encontrada uma resposta especifica de cada espécie das sementes
em relagdo ao campo magnético. Para o rabanete e a cevada o campo eletromagnético estimulou
parametros de crescimento da parte aérea, como massa seca total da parte aérea, massa seca das
folhas, didmetro do caule e altura da planta. Apenas em rabanete houve crescimento da massa
seca das raizes. No entanto, em mostarda nenhum parametro de crescimento foi estimulado pelo
campo eletromagnético em relagdo as plantas ndo expostas ao campo magnético. Em relacdo a
cevada foi observado o aumento da massa fresca de raizes expostas ao campo eletromagnético,
tendo sido observada também a diminui¢do do didmetro e da massa seca das raizes das plantas
expostas a0 campo magnético, quando comparadas ao controle.

Em sementes de trigo (7riticum aestivum L.), um campo eletromagnético de baixa
frequéncia, 50 Hz, teve efeitos estimulantes e inibitdrios, dependendo do tempo de exposi¢ao
das sementes ao campo. Uma simples exposi¢ao de 15 horas aumentou a porcentagem de
germinagao do trigo. No entanto, a aplicacdo desse mesmo campo nas sementes de trigo durante
seis dias, de forma continua, foi danosa para as sementes, diminuindo em até 84% a germinagao
e diminuindo o tamanho das plantulas em até 33% em relacdo as sementes e plantulas de trigo
do tratamento controle (AKSYONOV et al., 2007).

Em carvalho (Quercus suber L.), Celestino et al.,, (20 00) utilizaram um campo
eletromagnético de 50 Hz e 15 uT através de um sistema de bobina de Helmholtz e ndo
observaram diferenca significativa no percentual de germinagdo das sementes expostas ao
campo magnético e no tratamento controle. No entanto, os autores observaram maior brotacao
e crescimento de plantulas expostas ao campo magnético.

Para testar o rendimento de milho (Zea mays L.) e trigo (Triticum aestivum L.), foi
utilizado, por cinco anos, um campo eletromagnético de 380 kV gerado por uma linha de
transmissdo entre 2 cidades. Essas culturas foram plantadas em diferentes distancias da linha
40, 14, 8 e 2 metros. Neste experimento o campo elétrico teve uma for¢a de 0,2 a 4 kV/m e o
campo magnético uma intensidade entre 0,4 ¢ 4,5 uT (SOJA et al., 2003). Os graos de trigo de
inverno tiveram melhores rendimentos quando a for¢a do campo foi menor, ou seja, quando as
culturas eram plantadas mais distantes das linhas de transmissdao. Na cultura de milho nao foi
registrada nenhuma diferenca significativa entre sementes semeadas préximo ou distante das

linhas de transmissdo.
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Em outro experimento, foi verificada, em condi¢des de laboratério, a influéncia de
linhas de transmissdo possuindo um campo magnético de 84 uT com 400 kV e um campo
magnético de 45 puT. Foram verificados diminui¢ao dos parametros da area foliar e massa fresca
das folhas, mas a extensao da folha foi dependente da intensidade do campo magnético
(HASAN et al., 2011).

A luz de aspectos bioquimicos foi investigada a influéncia das linhas de transmissdes
sobre o conteudo de nitrogénio, de proteinas e de clorofila, além da influéncia sobre a atividade
da peroxidase (POX) em folhas de dendé (Elaeis guineensis var. Tenera) por Mahmood et al.,
(2013). As plantas de dendé foram expostas a um campo eletromagnético com 275 kV durante
6 meses e 7 anos a diferentes distancias da linha de transmissdo: 0; 8,8; 17,6; 26,4; 35,2; 44;
52,8 e 61,6 metros. Nas plantas cultivadas a 8,8 metros da linha de transmissao o contetido de
clorofila a, b e clorofila total foram maiores, enquanto a medida que aumentava a distancia das
plantas cultivadas da linha de transmissdo o conteudo das clorofilas decrescia. O contetido de
proteinas das folhas das plantas expostas ao campo ndo mostrou diferenca significativas no
cultivo exposto durante sete anos, no entanto trés padroes de bandas de proteina diferentes
surgiram nas folhas das plantas expostas por seis meses indicando trés tipos de proteinas
diferentes. Em relagdo a atividade da POX, a medida que o cultivo das plantas se aproximava
da linha de transmissdo, ou seja, que a intensidade do campo magnético aumentava, era
registrado um aumento da atividade dessa proteina. Esses resultados sugerem que estaria
havendo uma resposta ao estresse nas plantas cultivadas proximas a fonte de campo magnético.

Rezaiiasl et al., (2012) expuseram sementes de pepino (Cucumis sativus L.) a um campo
magnético de 20 puT e 5 uT por um periodo de 30 minutos para verificacdo de mudancas ou nao
nos parametros das frutas e flores dessa planta. Foi verificado que as duas intensidades testadas
de campo magnético influenciaram negativamente os parametros de frutas e flores, apesar de

ter sido observado aumento no niimero de frutos e aumento do comprimento do caule principal.

1.3.3 Campo magnético forte

Como mencionado anteriormente, o campo magnético ¢ considerado forte para as
plantas em uma intensidade que vai de 1 mT a 1 T. Nessa faixa de intensidade, alguns estudos
biomagnéticos com plantas demonstraram um efeito positivo no crescimento e
desenvolvimento de diferentes espécies vegetais, principalmente na faixa de 1,5 mT a 250 mT.

Os efeitos positivos foram verificados principalmente na germinacdo de sementes e em
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parametros de crescimento de plantas de diferentes espécies, o que resultou em aumento da
biomassa vegetal aumento do rendimento das culturas.

Aguilar et al., (2009) utilizaram um campo de 60 mT e 100 mT em diferentes tempos
(7,5 minutos; 15 minutos e 30 minutos) em sementes de milho. A germinagao foi melhorada
em até 23% e 30% das plantulas aumentaram a sua massa seca, apds exposi¢ao por 7,5 minutos
a um campo magnético com intensidade de 100 mT. Mas apesar desses resultados positivos,
essa pesquisa também detectou que as respostas eram dependentes da cultivar de milho
utilizado, demonstrando que houve efeitos neutros e negativos quando se comparavam a
exposicdo a0 campo magnético a seus respectivos controles dentro da propria cultivar.

Também foi investigada a influéncia de um campo magnético de 2,1 mT e 17,5 mT em
festuca alta (Festuca arundinacea S.) e azevém perene (Lolium perenne L.). Para esse
experimento as plantas foram expostas ao campo magnético quatro vezes durante um periodo
de 10 meses. Verificou-se s alguns parametros relacionados a germinagao e desenvolvimento
de plantulas e concluiu-se que em festuca alta e em azevém perene o tempo de germinacgao
decresceu em mais de 10 % e a porcentagem de germinagdo aumentou em até 10 %. J& em
relacdo ao pardmetro de crescimento, a raiz demonstrou um aumento de 107 % quando as
sementes foram expostas ao campo magnético por 24 horas, ou de forma continua
(CARBONELL et al., 2008).

Em uma pesquisa com ervilha (Pisum sativum L.) foram utilizadas duas intensidades de
campos diferentes, 125 e 250 mT. Bons efeitos sobre a ervilha foram registrados,
principalmente quando a exposicdo ao campo magnético, nas duas intensidades, ocorreu de
forma continua. Neste tipo de exposi¢do, foi observado que o crescimento inicial das plantulas
foi estimulado. Na exposi¢do continua a ambos os campos, foi verificado que o comprimento
do caule foi aumentado para 99 %, na exposi¢do ao campo de 125 mT, e o aumento de
comprimento na exposi¢ao ao campo de 250 mT foi de 97 %. Em relacdo ao comprimento total
das plantulas, a exposi¢do ao campo magnético de 125 mT também demonstrou melhores
resultados em relagdo ao campo de 250 mT. Houve um aumento de 67 % no comprimento das
plantas expostas a 125 mT, enquanto que nas plantas expostas a 250 mT o aumento foi de 58
%. Esses resultados foram coletados ap0ds sete dias de exposicao. Apos 10 dias, o comprimento
total das plantulas expostas a 125 mT foi de 14 %, enquanto que as expostas a 250 mT estavam
13 % maiores que as plantas ndo expostas ao campo magnético. Apos 10 dias, a massa total das
plantulas expostas as duas intensidades (125 mT e 250 mT) foram maiores 53 % que a massa

total verificada nas plantulas do tratamento controle (CARBONELL et al., 2011).
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Em experimentos realizados com tomate (Solanum lycopersicum L.) foi verificada uma
influéncia positiva do campo magnético sobre a planta, em relacdo ao crescimento e
desenvolvimento. O tempo médio de germinacao nas sementes expostas a0 campo magnético
reduzido, mas dependendo da intensidade do campo magnético e do tempo de exposi¢ao. Dessa
forma, nesse pardmetro avaliado, como um indicador de germinagdo precoce para avaliar o
beneficio de exposi¢do de sementes ao campo, o tempo médio de germinagao foi considerado
como aquele necessario para germinar 10% das sementes expostas ao campo. Nesse
experimento com sementes de tomate, foi verificado que o tempo necessario de exposicdo das
sementes a um campo de 125 mT foi de 10 minutos. No entanto, independentemente do tempo
de exposi¢do, as sementes de tomate expostas a um campo de 250 mT reduziriam o tempo
médio de germinagdo de 10 % do total de sementes expostas ao campo magnético. Em relacao
as plantulas e ao campo magnético de 250 mT, foi verificado um aumento do comprimento das
mesmas, quando exposto cronicamente ao campo magnético, ou seja, a planta foi exposta ao
campo magnético desde semente & plantula sem interrupgio de exposi¢io (MARTINEZ et al.,
2009).

Ja em outro estudo com tomate, foram utilizados campo magnético de 3 mT e 15 mT
durante um periodo de 25 minutos. Os resultados desse experimento mostraram que as sementes
expostas ao campo de 3 mT decresceram o tempo médio de germinacdo dessas sementes em
até 62 %, ja as sementes expostas ao campo de 15 mT obtiveram uma reducdo no tempo de
germinagdo em 30 % (FEIZI et al., 2012).

Ja em sementes de triticale (x Triticosecale W.) os campos magnéticos de 125 mT e 250
mT influenciaram de forma diferente do que aconteceu com as sementes de tomate. Quando
expostas a um campo de 125 mT ou de 250 mT, durante 24 horas, a média da taxa de
germinagdo das sementes foi diminuida em 12 %, mas as sementes expostas ao campo
magnético que germinaram mais cedo se transformaram em plantulas mais altas (FLOREZ et
al., 2014).

As culturas de soja (Glycine max L.), algodao (Gossypium hirsutum L.) e trigo (Triticum
aestivum L.) foram utilizadas para a verificacdo de um tratamento magnético 6timo. Para tanto
foram testados tempos de 13 a 27 minutos de exposi¢ao ao campo magnético, com intensidades
de 72 a 128 mT, para as trés espécies vegetais. Neste experimento foi verificado que o tempo
de exposi¢do foi mais importante que a intensidade. A intensidade de campo magnético dtima
verificada para as sementes das trés plantas foi a de 100 mT, mas o tempo de exposi¢ao variou
conforme a espécie, sendo o tempo de exposicao de 25 minutos 6timo para a soja e o algodao,

enquanto que para o trigo foi de 13 minutos. Para esses parametros, campo magnético 6timo e
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tempo de exposicdo ao campo 6timo, foram verificados que o rendimento das culturas de soja,
algodao e trigo aumentaram 46 % 32 % e 3 %, respectivamente (PHIRKE et al., 1996).

Em um tratamento antes da semeadura, sementes de tomate (Solanum lycopersicum L.
hibrido Noxana) foram utilizadas em um experimento com um campo eletromagnético de 12,5
mT, com exposi¢ao por 10 minutos ou 15 minutos. Apds a exposi¢do, foram avaliados alguns
parametros de crescimento e desenvolvimento como o didmetro do caule, nlimero de folhas por
planta, massa fresca e massa seca, além do numero de flores. Tendo em vista isso, foi verificado
que todos esses pardmetros foram aumentados ap6s as sementes de tomate passarem por esse
tratamento magnético pré-semeadura. Em relacdo ao didmetro do caule houve um aumento
entre 5 % e 10 %, o nimero de folhas por planta aumentou entre 37 % e 47 %, a massa fresca
foi aumentada em 14 % ou 15 %, a massa seca aumentou 13 % e o nimero de flores também
aumentou entre 3 % e 12 %. Neste experimento foi realizada a verificacdo do contetdo de
licopeno e da altura das plantas, em relagdo ao conteudo de licopeno nao foi observada diferenca
significativa. Em relacdo a altura das plantas, as que se originaram das sementes expostas ao
campo magnético apresentaram altura menor do que as plantas com origem das sementes do
tratamento controle (EFTHIMIADOU et al., 2014).

A direcdo do campo magnético em relagdo a amostra bioldgica também ¢ tdo importante
quanto a intensidade. Em um experimento realizado com milho cultivado em meio com agar
0,4 % e uma exposicao a um campo magnético de 5000 G, a direcao do crescimento da raiz e a
taxa de crescimento foi modificada. Neste experimento a raiz ficou paralela as linhas de campo
magnético, ou as raizes ficaram em posi¢do oposta as linhas de campo. Quando as raizes
estavam na mesma dire¢do das linhas de campo a taxa de crescimento foi 27 % maior que nas
raizes controle (10 G) e quando as raizes ficaram opostas as linhas de campo, a taxa de
crescimento foi 22 % maior que as raizes do tratamento controle. Quando a posi¢ao da dire¢do
de crescimento da raiz estava perpendicular as linhas do campo magnético, a taxa de
crescimento das raizes do milho foi 15 % maior que o crescimento das raizes controle (KATO,

1988).

1.3.4 Calotropis procera

Calotropis procera ¢ uma planta, cuja distribuicdo estd principalmente nas regides
tropicais e subtropicais do globo terrestre, encontrada na Australia, Ilhas do Pacifico, Ilhas do
Caribe, América Central e América do Sul (PARIHAR et al., 2016). Na India ela ¢ encontrada

em altitude de até 1.050 metros, sendo comum em terrenos baldios, na beira da estrada e cresce
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em culturas também, onde é considerada como planta invasora. E uma espécie arbustiva que
pode atingir 5,4 metros de altura e possui como uma de suas caracteristicas marcantes um latex
leitoso em toda a planta (QUAZI et al., 2013)

No Brasil, C. procera foi introduzida como planta ornamental, mas logo apresentou
caracteristicas de plantas invasoras em pastagens, sendo encontrada em vérias regides do pais,
como Nordeste, Sudeste e Centro Oeste. Sua classificacao cientifica é: Reino - Plantae, Ordem
- Gentianales, Familia - Apocynaceae, Género - Calotropis e Espécie - Calotropis procera.
Conforme a regido em que se encontra recebe muitas denominagdes populares: bombardeira,
leiteira, pé-de-baldo, janatba e citme (KISMANN et al., 1999).

Morfologicamente, C. procera apresenta caracteristicas como: flores com 5 sépalas
brancas, 5 pétalas de formato ovoide, brancas na base e roxas na ponta; os frutos sao verdes de
formato ovoide e esponjoso com aproximadamente 15 cm de comprimento € quando abertos
liberam sementes de massa leve e cor marrom, que possuem varios filamentos brancos de
aproximadamente 6 cm de comprimento, que facilitam a sua dispersao pelo vento. A raiz, de
cor cinza esbranquigada, possui um didmetro que varia de 0,5 a 2 cm, com radiculas que variam
de 0,2 a 0,5 cm de diametro, as folhas sdo simples e com filotaxia oposta cruzada, sdo folhas
subsésseis e coriaceas de aproximadamente 15 cm de comprimento com 6,5 cm de largura
possuindo pelos simples e curtos na parte superior préximo ao local de inser¢do do peciolo.

Essa planta desenvolve-se satisfatoriamente em regides aridas e semidridas, onde
ocorrem baixos indices pluviométricos, em solos degradados e, apesar das condi¢gdes adversas,
mantém-se verde durante o ano inteiro. Por ser uma planta que ndo exige uma grande
disponibilidade de 4gua no solo, o cultivo de C. procera poderia minimizar o problema de
escassez de alimentos nas regides secas do planeta, como no Nordeste do Brasil, pois possui
um alto potencial forrageiro que poderiam contribuir para rebanhos criados nessas regioes
(MELO et al, 2001).

Em relagdo a fitoquimica de C. procera foram encontradas diversas substancias
quimicas em diferentes partes da planta. Nas folhas e caule sdo encontradas calotropina e
calotropogenina, enquanto nas flores sdo encontrados multiflavonoides e no latex muitos
terpendides. Na planta também foram encontrados cardenolideos e proceragenina. Essas
substancias possuem diversas propriedades como proteoliticas, coagulantes, digestivas ou
bactereoliticas, podendo apresentar toxicidade (PERWEZ et al., 2009).

C. procera tem atraido a atencdo também em funcdo da descoberta de algumas
atividades bioldgicas que a planta possui, a exemplo de atividades anticancer, antifingica e

inseticida (AHMED, 2006). Nas flores sdo encontradas atividades anti-inflamatoria, analgésica,
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bem como efeitos antimicrobianos e larvicida. No latex € reportado que ha atividades analgésica
e atividade cicatrizante, bem como atividades anti-inflamatorias e antimicrobiana. Ja nas raizes
ha relatos de atividades antitilcera e antifertilidade (MEENA, 2011).

O extrato de raizes de C. procera foi utilizado em um estudo para avaliar atividade
antitumoral. No estudo foram preparados quatro tipos de extratos diferentes: extrato
metandlico, extrato hexanico, extrato aquoso e extrato de acetato de etila. Esses extratos foram
testados em células cancerigenas Hep2. As mudancas nas células cancerigenas foram
observadas por microscopia invertida e citometria de fluxo e as células foram coradas com
iodeto de propideo. As células Hep2 foram tratadas com as seguintes concentragdes de extratos
1, 5, 10 e 25 pg/mL. Com excecdo do extrato aquoso, todos os extratos testados foram
citotoxicos para as células cancerigenas na concentragdo de 10 ug/mL. As mudangas
morfologicas verificadas em Hep2 pelo microscopio foram tipicas de apoptose e os resultados
da citometria de fluxo demonstraram que as células cancerigenas ficaram aprisionadas na fase
S, impedindo a divisdo celular e confirmando a citotoxidade dos extratos (MATHUR et al.,
2009).

Um estudo com latex seco processado de C. procera com atividade anti-inflamatoria foi
realizado para verificar o efeito anti-hiperglicémico e antioxidante. Nesse experimento foram
administradas doses orais de latex seco a 100 mg/Kg e 400 mg/Kg em ratos com diabete
induzida por aloxana. As doses orais de latex seco diminuiram o nivel de glicose no sangue e
aumentaram o glicogénio hepatico. Foi verificado também que as doses de latex aumentaram o
nivel de enzimas antioxidantes como superdxido dismutase, catalase e glutationa. O nivel de
acido tiobarbituarico, indicador de dano de membranas, foi encontrado reduzido nos ratos sob
tratamento das doses de latex. Para verificar a eficacia do estudo, os resultados das doses de
latex foram comparados aos resultados obtidos com uma droga antidiabética, glibenclamida
(SOARES et al., 2005).

Outros estudos apontam para o potencial toxico do latex de Calotropis procera, na
defesa da planta contra mamiferos, com relatos de efeitos cardiotoxicos e hepatoxico,
dependendo da dose ingerida. Estudos realizados em ratos observaram morte de animais quando
proteinas do latex foram administradas via intraperitonial, mas quando a por¢ao de borracha,
metabolitos secundarios e pequenas moléculas foram excluidos do latex, os animais ndo foram
afetados (RAMOS et al., 2019).

Em outro estudo visando testar o efeito de drogas anti-inflamatorias, foi utilizada uma
injecdo subcutanea com 0,1 mL de solucdo aquosa contendo 1 % de latex seco. Essa injecao foi

aplicada na superficie plantar das patas do rato e foi verificada uma inflamacao significativa na
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regido de aplicacdo. Para testar os efeitos anti-inflamatérios foram utilizadas as drogas
fenilbutazona, prednisolona, mepiramina e ciproeptadina. Todas essas drogas foram eficazes
em proporcdes diferentes contra a inflamacao provocada pelo latex (KUMAR et al., 2005).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, 80 % dos paises em desenvolvimento
dependem de ervas medicinais para tratamentos basicos de satide. Nos anos recentes, 0 uso
tradicional de compostos naturais tem recebido muita atenc¢ao, tendo em vista sua eficacia e
também por serem considerados seguros para o uso humano. Embora com poucas pesquisas
cientificas sobre Calotropis procera, esta ¢ uma planta popular e muito usada na medicina
caseira, bem como por uma variedade de grupos étnicos (QUAZI et al., 2013).

Até o momento a pesquisa com campo magnético de plantas possui informagdes
limitadas. Além disso, as plantas mais utilizadas nos estudos com campo magnético sao as
culturas de importancia agrondmica, sendo as pesquisas mais voltadas para abordagens
fisiologicas. Ainda existem poucos relatos de estudos bioquimicos de plantas submetidas ao

estresse abidtico causado pela exposicao desses organismos ao campo magnético.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar da influéncia do campo magnético sobre os sistemas vivos ser conhecida, poucos
estudos tém demonstrado como os sistemas biologicos podem ser afetados e como estes podem
responder, por meio de mecanismos bioquimicos, a essa fonte de estresse abidtico. No caso de
plantas especificamente, os primeiros estudos sobre o efeito do campo magnético em diferentes
espécies vegetais levaram a observacdo de que o campo magnético afeta o metabolismo
(AUDUS 1960; PITTMAN 1977). No entanto, os mecanismos bioquimicos que levam algumas
espécies vegetais a resistirem ao estresse gerado pelo campo magnético ainda nao sdo muito
bem compreendidos, sendo as informac¢des muito escassas, at¢é mesmo para importantes
culturas agricolas.

Admite-se que ao sofrer um estresse abiotico a planta reconhece o estresse por meio da
ruptura da estabilidade osmética e idnica. Em decorréncia do estresse também podera haver
danos as proteinas fundamentais para o funcionamento celular. Dessa forma, ocorre o
acionamento de mecanismos de sinalizagao por moléculas mensageiras e proteinas especificas
aos tecidos da planta. Com essa sinalizacao ha a alteracao da expressdao gé€nica que leva as
mudangas no metabolismo da planta e isso ird constituir a resposta fisioldgica.

Dentre a diversidade de espécies vegetais que apresentam mecanismos de adaptacdo a
estresse abiotico, destaca-se uma espécie de Apocynaceae denominada de Calotropis procera
e encontrada principalmente em espagos geograficos de clima quente e seco. Apesar de ndo ser
uma espécie nativa do Brasil ela adaptou-se muito bem as condi¢des ambientais do Nordeste
do pais, demonstrando ser tolerante ao estresse hidrico e salino.

O estresse abidtico, como € o caso dos estresses hidrico e salino, bem como estresses
ocasionados por extremos de temperatura, alagamentos, radiacdo solar, pesticidas, metais
pesados, dentre outros, podem causar graves perturbagdes no metabolismo do vegetal, podendo
influenciar de maneira significativa o crescimento e desenvolvimento da planta. No entanto,
algumas espécies vegetais dispdem de mecanismos de defesa que as possibilitam sobreviverem
em condicdes consideradas limitantes ou indspitas para muitas das espécies agricultaveis.

Considerando o fato de que C. procera ¢ uma espécie considerada resistente a muitos
estresses abidticos, esta planta foi selecionada para conducdo de estudos sobre o efeito do
campo magnético gerado artificialmente em laboratorio. Pretende-se, com o presente estudo,
avaliar o efeito do campo magnético sobre sementes e plantulas de C. procera, bem como sobre
tecidos desdiferenciados, como € o caso dos calos induzidos a partir de hipocoétilos desta espécie

vegetal. Para tanto serdo empregadas metodologias que permitam avaliar aspectos do
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crescimento e desenvolvimento da planta, associados aos aspectos bioquimicos relacionados a

possiveis mecanismos de defesa vegetal.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar parametros fisiologicos e bioquimicos em sementes, plantulas e calos de
Calotropis procera quando submetidas a exposicdo de campo magnético artificial sob
diferentes condi¢des experimentais.

3.2 Objetivos especificos

Determinar o campo magnético 6timo através da comparacgao de diferentes intensidades

sobre a germinagdo de sementes de Calotropis procera;

Investigar as atividades de enzimas antioxidantes em sementes plantulas e calos de C.

procera expostos € ndo expostos a0 campo magnético;

Comparar o conteudo de substancias indicadoras de estresse oxidativo em sementes,

calos e plantulas de C. procera expostos e ndo expostos ao campo magnético;

Analisar possiveis danos ao DNA das células de sementes e plantulas de C. procera

expostos € nao expostos a0 campo magnético;

Realizar o estudo protedmico de sementes germinando nas seguintes condi¢des: sob
campo magnético, tratadas com campo magnético pré-semeadura e ndo expostas a campo

magnético.
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4 CAPITULO I: CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE SEMENTES
QUIESCENTES DE CALOTROPIS PROCERA APOS EXPOSICAO A CAMPO
MAGNETICO ESTATICO



37

4.1 INTRODUCAO

Para melhorar o rendimento da produ¢ao de uma determinada cultura de planta, muitos
agricultores de grandes culturas t€m recorrido as varias estratégias e tecnologias que possam
incrementar a germinagao de sementes. No entanto, o estabelecimento adequado de uma planta
e o uso de sementes de alto vigor e de altas taxas de germinago ¢ imprescindivel para o sucesso
da cultura, além da necessidade de condig¢des climaticas adequadas e nutri¢ao do solo.

O vigor de sementes ¢ uma caracteristica que expressa a viabilidade germinativa. As
perdas sd@o normalmente devido as mas condigdes de armazenamento das sementes, causando
deterioragdo de suas reservas energéticas, que pode resultar em perdas materiais de sementes e
com isso sérios prejuizos econdmicos (DUCATTI et al., 2022).

As técnicas chamadas de convencionais incluem o uso de substancias quimicas como
os hormonios reguladores de crescimento. O rendimento das culturas de um modo geral e a
homogeneidade do plantio sdo aumentados com a aplicacdo dessas substancias quimicas, que
sdo aplicadas nas sementes antes do cultivo. Apesar de ser uma técnica que demonstra
efetividade quanto ao desenvolvimento do plantio, ¢ uma técnica considerada invasiva e
prejudicial ao meio ambiente, tornando-se ecologicamente incorreta gerando-se assim uma
adversidade para a aplicagdo dessas substancias quimicas de forma continua (SARRAF et al.,
2020).

Tais contestacdes tém provocado a busca por tratamentos alternativos de sementes, de
modo a ndo agredirem o meio ambiente, bem como uma alternativa para a redug¢ao de custos
com esses produtos quimicos. O tratamento das sementes com métodos biofisicos, tais como
raios gama, laser, feixe de elétrons, micro-ondas, campo magnético, energias de radio
frequéncia que visam a busca da bioestimulagdo das sementes traz beneficios importantes para
0 meio ambiente tendo em vista que diminui a quantidade de produtos toxicos nas plantas, ou
em produtos derivados dessas plantas, o que proporciona uma melhoria na seguranga alimentar
para os seres humanos e animais (CHEN et al., 2016).

No entanto, as plantas respondem ao campo magnético de diferentes formas e
atualmente existem evidéncias que o tratamento magnético de sementes de plantas, antes da
germinacdo, diminui os custos com o cultivo, pois melhora a taxa de germinagdo, bem como
estimula o melhor desenvolvimento da planta (KATARIA et al., 2015). No entanto, deve-se
observar que o campo magnético pode também gerar efeitos negativos a germinagdo € ao
desenvolvimento da planta também, provocando uma inibicdo na germinacdo e

desenvolvimento em vez de melhora-los (SILVA et al., 2016).
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Em um estudo de pré-tratamento de sementes de rabanete (Raphanus sativus) com
campo magnético antes da semeadura, Konefat-Janocha et al.,, (2019) testaram duas
intensidades de campo magnético, 8 mT e 20 mT, Apos medigao dos parametros de germinagao
e de crescimento, os resultados demonstraram que tanto o campo de 8 mT, como o de 20 mT
aumentaram da taxa de germinacdo das sementes, indice de vigor da semente, indice de taxa de
germinacao e resultaram em maior comprimento das plantulas originadas de sementes expostas
ao campo magnético em comparagdo com seus respectivos controles.

Bhardwaj et al., (2012) realizaram experimentos com sementes de pepino pré-tratadas
em campo magnético e observaram mudangas em relagdo aos parametros de germinagao
estudados, bem como na atividade de enzimas antioxidantes e no acimulo de espécies reativas
de oxigénio (ROS). Houve aumento da porcentagem de germinagao, da taxa de germinagao, do
conteudo de peroxido de hidrogénio e aumento da atividade das enzimas catalase, superoxido
dismutase e glutationa redutase nas sementes pré-tratadas em campo magnético, em
comparagdo com as sementes do tratamento controle.

Em relacdo as mudangas metabdlicas em plantas expostas ao campo magnético, algumas
alteragdoes foram observadas na atividade de enzimas como catalase, polifenol oxidase e
superoxido dismutase em células de plantas. Foi deduzido entdo que a exposi¢cdo ao campo
magnético reduz o dano oxidativo, além de aumentar a atividade de radicais livres nas plantas.
No entanto, diferentemente dos efeitos positivos encontrados em alguns estudos em relacao ao
estresse oxidativo e a exposic¢ao de planta ao campo magnético, outros estudos relatam efeitos
extremamente negativos. Dentre os efeitos negativos incluem-se inibigdo de crescimento
celular, aumento do contetido de lignina e suberina sobre a parede celular, aumento da
concentragdo de radicais livres, reducdo da germinacdo e do crescimento de partes das plantas
(SAHEBJAMETI et al., 2007).

O campo magnético ¢ um elemento natural do meio ambiente, mas pode ser considerado
um estresse abiotico dependendo de sua intensidade e tempo de exposi¢do. Por outro lado, sdo
poucas as informacdes metabolicas a respeito desses estimulos nas sementes. Nesta secdo da
pesquisa foi avaliada a influéncia de campo magnético sobre a germinagdo de sementes de
Calotropis procera pré-tratadas. Foram avaliadas respostas bioquimicas associadas ao estresse

oxidativo e os possiveis danos que podem ser provocados com o aumento de ROS.
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4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Sementes de Calotropis procera

Para o experimento, as sementes de Calotropis procera foram coletadas de plantas
crescidas na area interna da Universidade Federal do Ceara - UFC, no campus do Pici, situado
na cidade de Fortaleza com as seguintes coordenadas geograficas 3°75°29°” ao Sul e 38°57°38”’
a Oeste. Apos a coleta dos frutos, as sementes foram retiradas manualmente, limpas, e
examinadas quanto a integridade, por meio de anélise em lupa. As sementes foram selecionadas
para compor dois tratamentos. O primeiro representando a exposi¢do ao campo magnético, o

segundo, sem exposicao, representando o controle.

4.2.2 Tratamento das sementes em campo magnético

O campo magnético para o tratamento das sementes foi gerado por uma bobina de
Helmholtz com as seguintes caracteristicas geométricas em cada anel da bobina: 28 cm de
diametro interno e 33 cm de didmetro externo. Os anéis da bobina estavam a uma distancia
interna de 17,9 cm entre si. As sementes selecionadas para serem do grupo tratado com campo
magnético foram colocadas em uma placa de Petri de 19,5 cm de didmetro, em uma disposig@o

de mesmo sentido do campo magnético.

4.2.3 Germinacdo das sementes

Ap0s tratamento ou ndo com campo magnético, as sementes passaram por processo de
desinfeccao com hipoclorito de sodio e dgua destilada estéril, realizado em uma camara de fluxo
laminar. Primeiro as sementes ficaram imersas em hipoclorito de sddio (1% de cloro ativo) por
3 minutos, em seguida foram submetidas a 5 ciclos de lavagem com agua destilada estéril, com
duragdo de 2 minutos cada ciclo. ApoOs esse procedimento, as sementes foram embebidas em
agua destilada estéril por 20 minutos, a temperatura ambiente (23 £ 2 °C). A semeadura foi
realizada em papel filtro tipo Germitest previamente autoclavado (121 °C, 1.5 x 105 Pa, 30
min) embebido com 4agua destilada estéril e colocado em placas de Petri, mantidas préximos a
100% de umidade para favorecer a germinacdo. As placas de Petri foram colocadas no interior

da Bobina de Helmholtz em sala de cultivo com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de
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escuro, por 5 dias, enquanto as placas contendo as sementes do tratamento controle foram

mantidas nas mesmas condigdes, mas fora da bobina.

4.2.4 Teste da melhor intensidade do campo magnético

A melhor intensidade do campo magnético a ser aplicada na pesquisa foi selecionada de
acordo com a classificacao de Galland e Pazur (2005), para isso foi realizado uma analise de
parametros de germinagdo com diferentes intensidades. Por meio de um teste preliminar foram
utilizadas intensidades que se classificavam como campo magnético fraco e campo magnético

forte: 0,5 mT, 1 mT ¢ 2 mT.

4.2.5 Massa seca e massa fresca

Apos a exposi¢ao ao campo magnético, as sementes do grupo controle e do grupo pré-
tratado foram pesadas em balanca analitica para determinagdo da massa fresca. Apos isso as
sementes foram congeladas e liofilizadas para extrair o conteido de dgua e para a determinagao

da massa seca como descrito por Souza et al., (2017).

4.2.6 Pardametros de germinagdo

A porcentagem de germinacao foi calculada apds 5 dias de semeadura e seguiu o
calculo: PG=100 x n/N. Onde PG ¢ a porcentagem de germinagdo, n ¢ o nimero de sementes
germinadas e N ¢ o numero total de sementes colocadas para germinar.

A taxa de germinagao foi calculada mediante a férmula: TG=100xZn;/ ZDiN;. Onde TG
¢ a taxa de germinagdo; n; ¢ o nimero de sementes germinadas por dia; D; € o nimero de dias
apos o inicio da germinacdo; e N; é o niimero total de sementes colocadas para germinar a cada
repeti¢do. (FLOREZ et al., 2007; SOLTANI et al., 2006). Foram consideradas como

germinadas as sementes que haviam emitido a radicula.
4.2.7 Extrato enzimdtico
As sementes tratadas e nao tratadas em campo magnético foram maceradas durante 10

minutos sob banho de gelo, na presenga de tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), contendo

NaCl 0,15 M, PEG (Polietilenoglicol) 3 % (v/v), PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) 1 mM,
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EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 2 mM e PVPP (polivinil-polipirrolidona) 1% (m/v),
na proporcao 1:4 (m/v). Apds maceragdo, o homogeneizado foi centrifugado (13.000 x g, 4 °C,
20 min), o sobrenadante coletado e dialisado exaustivamente contra tampao de extragcdo durante
24 horas, a 4 °C, com um volume do tampao correspondendo a 20 vezes o volume do extrato

recuperado apds a centrifugacdo, sendo 4 trocas do tampao realizadas nesse periodo.

4.2.8 Dosagem de proteinas soluveis totais

A dosagem de proteinas soltveis totais foi determinada segundo a metodologia descrita
por Bradford, (1976). A uma aliquota de 0,1 mL do extrato dialisado, 2,5 mL do reagente de
Bradford foram adicionados. A mistura passou por agitacao em vortex e foi deixada em repouso
por 10 minutos. ApoOs repouso, as leituras de absorbancia a 595 nm foram registradas em
espectrofotometro (Novaspec III da Pharmacia). Através de uma curva pré-estabelecida com
valores de concentragcdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA), a quantidade de
proteina soluvel na amostra foi determinada. Os valores foram obtidos em triplicata e expressos

em miligramas de proteina por mililitro (mgP/mL).

4.2.9 Determinacdo da atividade da catalase (CAT)

A metodologia empregada para mensurar a atividade da CAT foi descrita por Havir e
Mchale (1987) e Peixoto et al. (1999). Em uma aliquota de 0,8mL da solu¢ao tampao fosfato
de potéssio 75 mM (pH 7,0) 0,1 mL do extrato dialisado foi adicionado, sendo essa mistura
reacional deixada em banho-maria a 30 °C durante 10 minutos. Ap0s isso, adicionou-se 0,1 mL
de peroxido de hidrogénio 112,5 mM a mistura reacional e a atividade da enzima foi medida a
240 nm com base no decréscimo da absorbancia em intervalos de 20 segundos até atingir 2
minutos. A unidade de atividade (UA) foi estabelecida como a variagdo da absorbancia por

minuto e expressa em unidade de atividade por miligrama de proteina (UA/mgP).

4.2.10 Determinacdo da atividade da ascorbato peroxidase (APX)

A atividade de APX seguiu a metodologia descrita por PEIXOTO et. al., (1999).
Inicialmente, 0,1 mL de extrato dialisado foi adicionado a 0,8 mL de tampao fosfato de potassio
50 mM (pH 6,0) contendo ascorbato 0,5 mM, e essa mistura deixada em banho-maria a 30 °C

por 10 minutos. A atividade de APX se iniciou apos a adi¢do de H>O2 2 mM. A leitura foi
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realizada em espectrofotometro a 290 nm, em intervalos de 30 segundos, até atingir 3,5 minutos.
A unidade de atividade (UA) foi estabelecida como a variacdo da absorbancia por minuto e

expressa em unidade de atividade por miligrama de proteina (UA/mgP).

4.2.11 Determinacado da atividade da peroxidase de fenois (POX)

A metodologia utilizada foi a descrita por Urbanek et al., (1991). Os substratos
utilizados foram guaiacol e peroxido de hidrogénio, sendo o produto da reagao (3,3’-dimetoxi-
4,4’- bifenolquinona), quantificado. Na determina¢do da atividade, aliquota de 0,8 mL de
tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,2, foi adicionadaa 0,5 mL de peréxido de hidrogénio 60
mM e 0,5 mL de guaiacol 20 mM. Essa mistura reacional foi deixada em banho-maria a 30 °C
durante 10 minutos. A reacdo foi iniciada com a adi¢do de 0,2 mL do extrato enzimatico
dialisado e a formacdo do composto colorido mensurada a cada 20 segundos, até atingir 2
minutos, em 480 nm em espectrofotdmetro (Novaspec III da Pharmacia). A unidade de
atividade (UA) foi estabelecida como a variacdo da absorbancia por minuto e expressa em

unidade de atividade por miligrama de proteina (UA/mgP).

4.2.12 Determinacdo do teor de peroxido de hidrogénio

O perdxido de hidrogénio foi extraido e quantificado, conforme a metodologia de Gay
etal., (1999). Para extragao do peroxido de hidrogénio, sementes de Calotropis procera apds o
tratamento foram maceradas na presenca de tampao boérax-borato 50 mM (pH 8,4) na
propor¢aol:5 (m/v). O homogeneizado foi centrifugado (12.000 x g, 4 °C, 20 min) e o
sobrenadante coletado. No ensaio, 0,2 mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL da solucao
alaranjado de xilenol e essa mistura incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, na
auséncia de luz, sendo a absorbancia medida a 560 nm. A solugdo de alaranjado de xilenol foi
obtida através da adicdo de 0,1 mL de solugdo A com 10 mL da solugdo B. A solugdo A foi
constituida de sulfato de ferro 25 mM, sulfato de amonio 25 mM, acido sulfurico 2,5 M em 10
mL de agua ultrapura estéril. A solugdo B foi composta de alaranjado de xilenol 125 uM,
sorbitol 100 mM em 100 mL de 4gua ultrapura estéril. Para o célculo da concentragdo de
peroxido de hidrogénio uma curva padrdo com concentragdes conhecidas de perdxido de
hidrogénio (0,5 nmol - 4 nmol) foi construida. O teor de peroxido de hidrogénio foi expresso

em nmol de H>O» por g de massa fresca (nmol H>O»/gMF).
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4.2.13 Analise de peroxidagdo lipidica

Para analisar a peroxidagdo lipidica, foi aplicada a metodologia de Heath e Packer
(1968), que mede o teor de acido tiobarbitirico. Uma massa de 200 mg da amostra biologica
foi macerada na presencga nitrogénio liquido e homogeneizadas em 1 mL de TCA 5% (m/v).
Posteriormente o extrato foi centrifugado (12.000 x g, 15 min, 4°C). Em seguida, 500 puL do
sobrenadante foram adicionados a 500 puL de uma solu¢do de 4cido tiobarbiturico (TBA)0,5%
(m/v), em TCA 20% (m/v). A reagdo foi conduzida em banho-maria (95 °C por 1 hora), e
interrompida em banho de gelo. Apo6s 30 minutos, foi realizada a leitura em espectrofotometro
a 532 e 660 nm (formagao do complexo MDA-TBA). O conteudo de peroxidacao de lipideos
foi determinado apos a subtragdo entre leituras de absorbancia em 532 nm e 600 nm e utilizou-
se o coeficiente de extingio molar do malondialdeido (MDA), 155 mM™! cm, e o resultado

expresso em nmolMDA g"'MF.

4.2.14 Extracdo e quantificagdo do DNA genomico

O DNA genodmico foi extraido utilizando a metodologia de Doyle e Doyle, (1987). Para
isso 0,1 g de sementes foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido e acrescentado 500
pL de tampao CTAB (Tris-HCI 100 m, pH 8.0; EDTA 20 mM; NaCl 1.4 M; e CTAB 2% p/v)
e foi adicionado 0,2% (v/v) de 2-B-mercaptoethanol. A mistura reacional foi incubada por 1
hora e adicionado 500 pL de uma solucao de cloroférmio e alcool isoamilico na proporcao de
24:1 (v/v). O homogeneizado foi centrifugado (13.000 rpm, 10 min) e a fase aquosa foi
transferida para tubos contendo 600 pL de isopropanol e incubada a - 20 °C overnight. Apos
isso, a mistura foi centrifugada (13.000 rpm, 10 min), o sobrenadante descartado e precipitado
foi lavado com alcool 70% e centrifugado (10.000 rpm, 10 min). O precipitado foi ressuspenso
com agua ultrapura estéril contendo 2 pLL de RNAse (1.0 mg/mL). O DNA das amostras foi
quantificado em NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, MA, USA) a 260 nm

e a concentracao expressa em (ng/uL).

4.2.15 Ensaio TUNEL fluorométrico

No ensaio do TUNEL fluorométrico, apds o tratamento com o campo magnético,

sessoOes transversais de sementes de Calotropis procera foram fixadas em laminas de acordo
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com as recomendacdes do fabricante. Para a visualizacdo dos danos de DNA nas células do
tecido, foi incorporado fluoroceina 12-dUTP e se¢des de tecido vegetal foram coradas com
1odeto de propideo. Foi utilizada a emissao de 520 nm para a visualizacao de todas as células e
a emissao de 647 nm para a deteccdo do iodeto de propidio. As imagens fluorescentes foram
obtidas utilizando o software Carl Zeiss Laser Scanning Microscope (LSM 710, 20x objective,

Carl Zeiss, Jena, Germany, Brazil).

4.2.16 Contagem de células

A contagem das células nas se¢des dos tecidos das sementes foi baseada na metodologia
de Klays et al., (2003) com o uso do software Carl Zeiss Laser Scanning Microscope (LSM
710, 20x objective, Carl Zeiss, Jena, Germany, Brazil) utilizado no microscopio confocal. Para

o resultado foi calculada a densidade celular que foi expressa em n° de células/ mm?.

4.2.17 Analise estatistica

Os experimentos realizados foram completamente randomizados, e realizados em 3
replicatas independentes. Na pesquisa foram analisadas 540 sementes, sendo 270 do grupo
tratado com o campo magnético e 270 do grupo ndo tratado com o campo magnético. Em cada
replicata foram utilizadas 90 sementes para o grupo tratado com o campo magnético ¢ 90 do
grupo nao tratado com o campo magnético. As médias obtidas do grupo tratado com campo
magnético foram comparadas com as médias do grupo ndo tratado. Os dados foram analisados

pelo software GraphPad Prism. 5 através do teste t de Student.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Parametros de germinacdo e caracteristicas das sementes

O efeito do campo magnético, como relatado na revisdo de literatura neste trabalho, ¢
dependente da espécie vegetal, da intensidade do campo e do tempo de exposi¢do da planta ao
campo. Para andlise do tempo de exposi¢ao das sementes ao campo, foi realizado um teste
simples de germinacgao, para verificar o tempo de germinagao das sementes de C. procera. Apds
esse teste simples de germinagdo foi observado que a semente de C. procera iniciava a
germinacao no 4° dia apds semeadura e tinha um pico de germinagdo no 6° dia apds semeadura.
Dessa forma foi definido que o tempo de exposi¢cao das sementes de C. proceraao campo seria
de 5 dias, para observar se haveria efeitos positivos, ou negativos na semente apos o tratamento,
quanto a germinagao.

Para andlise do efeito do campo magnético foi necessario realizar uma prospecgdo da
intensidade Otima nas sementes de C. procera expostas ao campo magnético. As sementes
foram expostas a diferentes intensidades: 0,5 mT, 1,0 mT e 2 mT, antes da semeadura e foram

comparadas com as sementes ndo expostas ao campo (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de germinacdo diaria das sementes de C. procera expostas ao campo magnético antes da
semeadura. Barras brancas representam as sementes do grupo controle, ndo expostas ao campo magnético; barras
cinzas claras representam sementes expostas a um campo de 0,5 mT; barras cinzas escuras representam sementes
expostas a um campo de 1 mT; e as barras pretas representam sementes expostas a um campo magnético de 2 mT.
Letras minusculas representam diferencas significativas dentro de um mesmo dia; e letras maiusculas reapresentam

diferengas significativas em todos entre todos os dias.
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Durante os 3 primeiros dias ap6s a semeadura, ndo houve germinagdo de sementes em
nenhum grupo, mas a partir do 4° dia ap6s a semeadura as sementes comegaram a germinar em
todos os grupos, sendo que o Unico grupo que apresentou diferenga significativa da
porcentagem de sementes germinadas neste dia foi o das sementes expostas a 2 mT antes da
semeadura com 21,33 % de sementes germinadas do total de sementes. As sementes do grupo
controle germinaram 3 %, as do grupo 0,5 mT germinaram 3,66 % e as do grupo 1 mT
germinaram 3,66 %, e ndo apresentaram diferencas significativas entre as médias. No 5° dia
apos a semeadura foram germinadas do grupo controle 8 % do total de sementes, no grupo 0,5
mT germinaram 22,33 %, no grupo 1 mT germinaram 31,33 % e no grupo 2 mT, 46,33 % das
sementes foram germinadas, ndo foram registradas diferencas significativas entre os grupos 0,5
mT e 1 mT, embora as médias tenham sido diferentes. Ja no 6° dia apds a semeadura foram
germinadas no grupo controle 48,33 % de sementes, 36,33 % no grupo 0,5 mT, 32,33 % no
grupo 1 mT e 6,33 % no grupo 2 mT e neste dia também ndo houve diferenca significativa entre

os grupos 0,5 mT e 1 mT.
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Figura 5. Porcentagem de germinacdo total por dia das sementes de C. procera expostas a campo magnético antes
da semeadura. Barras brancas representam as sementes do grupo controle, ndo expostas ao campo magnético;
barras cinzas claras representam sementes expostas a um campo de 0.5 mT; barras cinzas escuras representam
sementes expostas a um campo de 1 mT; e as barras pretas representam sementes expostas a um campo magnético
de 2 mT. Letras minusculas representam diferencas significativas dentro de um mesmo dia; e letras maitsculas

reapresentam diferencas significativas em todos entre todos os dias.

Em relagdo a porcentagem total das sementes germinadas (Figura 5), até o 4° dia apos a
semeadura o resultado ¢ o mesmo da germinacdao diaria das sementes. No 5° dia apds a

semeadura o total de sementes germinadas no grupo controle foi de 11,66 %, no grupo 0,5 mT
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o total de sementes germinadas foi de 26 %, no grupo 1 mT o total foi de 35 % e no grupo das
sementes expostas a 2 mT o total de sementes germinadas foi de 67,66 %. Neste dia
mantiveram-se as diferengas significativas encontradas na porcentagem de germinagdo didria
de sementes, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre os grupos 0,5 mT ¢ 1 mT. No 6°
dia ap6s a semeadura o total de sementes germinadas no grupo controle foi de 60,66 %, no
grupo de 0,5 mT foi de 62,33 %, no grupo de 1 mT foi de 67,33% e no grupo de 2 mT foi de
74 %, nao foi verificada diferencgas significativas entre os grupos controle, 0,5 mT e 1 mT no
6° dia apOs semeadura, apenas o grupo de 2 mT em relacdo ao controle.

Na prospeccao da melhor intensidade de campo foi verificado que as sementes de C.
procera, quando expostas ao campo magnético de 2 mT por 5 dias antes da semeadura,
anteciparam o pico de germinacdo para o 5° dia apds a semeadura em relagdo ao pico de
germinagdo das sementes controles. Dessa forma, para os outros pardmetros de germinagdo
analisados neste trabalho, foi considerado o periodo de até 5 dias ap6s a semeadura. Além disso,
como a intensidade de 2 mT apresentou melhor porcentagem de germinacdo didria e melhor
porcentagem de germinagao total, esta intensidade de campo magnético foi selecionada como
a melhor para essa espécie e a continuidade dos trabalhos nesta pesquisa foi desenvolvida com
o campo magnético de 2 mT. Silva et al., (2016) também desenhou um modelo experimental
para o desenvolvimento de pesquisas com campo magnético e uma espécie de planta ndo
testada, os resultados encontrados aqui com essa prospec¢do seguiu a previsdo do seu modelo

experimental, com o campo de maior intensidade demonstrando melhores resultados.
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Figura 6. A -Taxa de germinagdo e B - Porcentagem de germinagdo total de sementes de C. procera expostas ao
campo magnético antes da semeadura. Barras brancas representam o grupo controle, sementes ndo expostas ao
campo magnético e barras pretas representam as sementes expostas a um campo magnético de 2 mT. Asteriscos
representam diferenca significativa entre os grupos como se segue: * para p < 0,05; ** para p <0,01; e *** para p

< 0,001
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No periodo de 5 dias apos a semeadura, a taxa de germinacdo das sementes de C.
procera foi analisada (Figura 6A). Nesse parametro foi verificada diferenca significativa entre
as médias da taxa de germinacao das sementes ndo expostas ao campo magnético que foi de
2,33 %, enquanto a taxa de germinacao das sementes pré-tratadas com campo magnético foi de
13,33 %. A porcentagem de sementes germinadas também foi avaliada no 5° dia apds
semeadura e foi verificada uma diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo 2 mT.
No grupo das sementes controles foi registrado 11,67 % de sementes germinadas, ja no grupo
das sementes tratadas com campo magnético foi registrado 67,67 % de sementes germinadas
(Figura 6B).
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Figura 7. A - Massa fresca ¢ B - Massa seca de sementes de C. procera expostas ao campo magnético antes da
semeadura. Barras brancas representam as sementes do grupo controle, ndo expostas a0 campo magnético e barras
pretas representam sementes expostas a um campo magnético de 2 mT. Asteriscos representam diferencga

significativa entre os grupos como se segue:* para p < 0,05; ** para p < 0,01; e *** para p <0,001.

Em relacdo as caracteristicas das sementes, parametros sobre a massa fresca e massa
seca foram avaliados. Para isso, sementes quiescentes de C. procera foram analisadas apos a
exposicdo ao campo magnético pré-semeadura. Foi registrado no grupo controle uma massa
fresca das sementes de 7,17 mg, enquanto no grupo das sementes tratadas com o campo foi
registrada uma massa fresca de 8,20 mg (Figura 7A), em relagao a massa seca, para as sementes
do tratamento controle foi registrada uma massa de 5,00 mg, e nas sementes expostas ao campo
magnético a massa seca foi de 6,00 mg (Figura 7B).

A taxa de germinagdo, a porcentagem de germinagdo, a massa fresca e a massa seca
verificadas 5 dias ap6s semeadura demonstraram, portanto, aumento significativo entre o grupo
de sementes controles € o grupo de sementes expostas a2 mT de campo favorecendo o aumento
dos parametros do grupo das sementes expostas ao campo magnético. Resultados similares

também foram encontrados em sementes de maracuja (Passiflora edulis) tratadas com campo
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magnético pré-semeadura, onde foram verificadas que a exposi¢do de sementes de maracuja de
forma isolada estimula a germinagdo das sementes, a emergéncia da radicula, bem como
melhora indices de vigor das sementes (MENEGATTI et al., 2019).

Os resultados encontrados a partir dos experimentos realizados com C. procera também
sdo corroborados pelos resultados encontrados em sementes de tomate, quando expostas a um
campo magnético de 12,5 mT, como tratamento pré-semeadura. Apos o tratamento, as sementes
foram semeadas e deram origem as plantulas com parametros mais desenvolvidos, como altura
da plantula, massa fresca e massa seca da plantula, diametro do caule em relagdo ao controle.
Além disso, essas plantulas originadas de sementes pré-tratadas em campo magnético
aumentaram o contetido de licopeno em comparagdo com o controle (EFTHIMIADOU et al.,

2014).

4.3.2 Andlises bioquimicas

As sementes expostas ao campo magnético de 2 mT antes da semeadura demonstraram
que houve influéncia do campo magnético quanto aos pardmetros de germinagdao e
caracteristicas das sementes de C. procera. Assim tornou-se necessaria uma andlise do
metabolismo das sementes para um melhor entendimento da influéncia do campo magnético
em relacdo as mudangas nesses parametros de germinacgao.

As espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas no controle de varios processos
biologicos da planta. Entre tais processos estdo o controle do processo de crescimento e
desenvolvimento da planta (CHENN et al., 2020). Para isso foi investigada atividade das
enzimas antioxidantes CAT, POX e APX, bem como foi analisado o contetdo de peroxido de
hidrogénio.

No entanto, as ROS ndo estdo envolvidas apenas no controle de crescimento e
desenvolvimento da planta. Esses compostos podem ser toxicos para a planta, 8 medida que sua
superproducdo pode causar danos a outras moléculas importantes para a célula como lipideos
de membrana e DNA (MITTLER, 2018). Dessa forma, nesta pesquisa foi avaliado também o
conteudo de malondialdeido, composto ligado a peroxidag¢ao lipidica, para verificagdo de danos
de membrana. Foi verificada também a integridade do DNA por meio do teste fluorométrico
TUNEL, onde um dinucleotideo com fluorosceina ¢ ligado a extremidade degradada de DNA.

Em relagdo a atividade de peroxidase de fendis, as sementes expostas ao campo
magnético de 2 mT antes da semeadura apresentaram um aumento de 33,31 % quando

comparado com as sementes nao expostas ao campo (Figura 8A). A atividade da catalase ndo
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demonstrou diferenca significativa entre as sementes do grupo tratado com o campo magnético
e sementes controle (Figura 8B). Ja a atividade da ascorbato peroxidase foi registrada menor
no grupo das sementes pré-tratadas com o campo magnético de 2 mT, onde houve uma

diminuicdo de 77,80 % em comparagdo com o grupo das sementes do tratamento controle
(Figura 8C).
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Figura 8. Atividade de enzimas antioxidantes ¢ ROS. A- Atividade da peroxidase de fendis (POX); B - Atividade
da catalase (CAT); C- Atividade da ascorbato peroxidase (APX); e D - conteudo de peroxido de hidrogénio (H20,).
Todos os ensaios foram realizados com extratos de sementes de C. procera expostas a campo magnético antes da
semeadura. Barras brancas representam as sementes do grupo controle, ndo expostas ao campo magnético e barras
pretas representam sementes expostas a um campo magnético de 2 mT. Asteriscos representam diferenca

significativa entre os grupos como se segue: * para p < 0,05; ** para p <0,01; e *** para p < 0,001.

Em relacdo ao contetido de peroxido de hidrogénio, as sementes de C. procera expostas
ao campo de 2 mT apresentaram um contetido de peroxido de hidrogénio 28,29 % maior que
as sementes pertencentes ao tratamento controle (Figura 8D).

As enzimas antioxidantes POX, CAT e APX estdo envolvidas na remog¢ao do peroxido
de hidrogénio, evitando a sua toxicidade para a célula (ASADA, 1992). A maior atividade da

POX associada com a baixa atividade da APX e um maior conteudo de peroxido de hidrogénio
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encontrado nas sementes expostas a0 campo magnético em comparagao com as sementes nao
expostas, sdo evidéncias de que as sementes submetidas ao campo magnético estariam passando
por um processo de estresse oxidativo.

Um desequilibrio na atividade de da POX, CAT e APX em associagdo com o maior
contedo de perdxido de hidrogénio também foi encontrado em plantas de feijdo-caupi
infectadas com CPSMV. Nessa pesquisa, 2 gen6tipos de feijdo-caupi suscetiveis ao CPSMV e
2 genotipos resistentes ao CPSMV foram avaliados quanto a enzimas ligadas ao estresse
oxidativo, foi encontrado uma alta atividade da POX, uma baixa atividade da APX e um
contetdo maior de peroxido de hidrogénio nos gendtipos resistentes ao CPSMV indicando a
ocorréncia de um estresse oxidativo (BEZERRA, 2016).

Apo6s analise do estresse oxidativo, foi analisado o contetido de malondialdeido, uma
substancia derivada da peroxidagdo dos lipidios que fazem parte das membranas da célula e que
¢ usada como indicador de dano de membrana, em consequéncia de estresse oxidativo (DAVEY

et al., 2005).
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Figura 9. Ensaio de peroxidagdo lipidica. Barra branca representa as sementes de Calotropis procera do grupo
controle, ndo expostas ao campo magnético e barra preta representa as sementes expostas a um campo magnético
de 2 mT. Asteriscos representam diferenga significativa entre os grupos como se segue: * para p < 0,05; ** para p
<0,01; e *** para p <0,001.

Nas sementes expostas ao campo magnético foi encontrado um aumento de 38,11 % do
contetdo de malondialdeido em relacdo as sementes nao expostas ao campo magnético (Figura
9). Em adi¢do a analise da peroxidagao lipidica, foi avaliado também um possivel dano ao DNA,

tendo em vista ocorréncia de estresse oxidativo.
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Figura 10. Verificacdo de integridade de DNA. A - Ensaio TUNEL fluorométrico em sementes de C. procera nao
expostas (controle) e expostas ao campo magnético. CM - campo magnético, IP - Iodeto de propideo, F -
Fluorosceina. B-Intensidade de fluoresceina em sementes de C. procera nido expostas (controle) e expostas ao
campo magnético. Barra representa as sementes do grupo controle, ndo expostas a campo magnético, ¢ barra preta
representa as sementes expostas a um campo magnético de 2 mT. Asteriscos representam diferenga significativa

entre 0s grupos como se segue: * para p < 0,05; ** parap <0,01; e *** parap <0,001.
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Na analise do dano de DNA, a fluorescéncia verde indica dano de DNA (SAHTOUT et
al., 2001). No entanto, podemos observar que a fluorescéncia verde ultrapassa a regido do
nucleo das células, formando um background de fluorescéncia verde. Qualitativamente ndo foi
possivel observar um destaque da fluorescéncia verde das sementes de C. procera expostas ao
campo magnético em relacdo a fluorescéncia verde emitida nas sementes nao expostas (Figura
10A). Ao ser verificada a porcentagem de fluorescéncia verde nos dois grupos, o grupo tratado
com o campo magnético e o grupo nao tratado com o campo, também nao houve uma diferenca
significativa entre a fluorescéncia verde encontrada nos dois grupos comparados, sugerindo que
nao houve dano ao DNA.

No ensaio do TUNEL o iodeto de propideo (IP) ¢ utilizado para corar o DNA
(NOGUEIRA, 2019) e consequentemente todos os tipos de nucleo, nucleos apoptoticos,
possiveis nucleos apoptodticos, quanto nucleos de células saudaveis. Na figura 11A foi
observada uma maior concentragdo de nucleos em areas comuns de tecido dos tegumentos e
cotilédones das sementes expostas ao campo magnético e nas se¢des dos tegumentos e
cotilédones das sementes controles. Sendo assim, foi verificada a densidade celular nos tecidos
das sementes utilizadas para o ensaio TUNEL, tanto do grupo controle, quanto do grupo tratado
com campo magnético, para verificar se haveria uma maior populagdo de células nos tecidos
nas sementes tratadas com campo magnético em comparacdo com as células controles.

Nas sementes de C. procera pertencentes ao tratamento controle foi registrada nos
tegumentos uma média de densidade celular de 1.166 células/mm?, enquanto no cotilédone foi
registrada uma média de densidade de 6.233 células/mm?. Nas sementes que foram expostas ao
campo magnético de 2 mT, em momento pré-semeadura, foi encontrada nos tegumentos uma
média de densidade celular de 2.100 células/mm? e nos cotilédones das mesmas sementes foi
encontrada uma média de densidade de 8.333 células/mm?(Figura 11B). Houve, portanto,
diferenca significativa entre a densidade celular nas sementes expostas ao campo magnético e
o grupo controle, tanto para os tegumentos quanto para os cotilédones. Entre os tegumentos foi
registrado um aumento de 80,10% da densidade celular das sementes de C. procera tratadas
com campo magnético em relacdo ao tegumento das sementes do tratamento controle, enquanto
nos cotilédones houve um aumento de 33,69% nas sementes expostas a0 campo magnético em
relacdo as sementes que ndo sofreram exposi¢cdo. Corroborando esses resultados, Racuciu,
(2011) também encontrou aumento de atividade mitotica em células meristematicas da raiz de

arroz expostas a campo magnético.
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Figura 11. Contagem de células por microscopia confocal. A - Ensaio TUNEL fluorométrico em sementes de C.
procera ndo expostas (controle) e expostas ao campo magnético coradas com iodeto de propideo (Barra de escala
= 50um). CM - campo magnético. B - Densidade celular nos tecidos de sementes de C. procera ndo expostas
(controle) e expostas ao campo magnético. Barras brancas representam as sementes do grupo controle, nao
expostas ao campo magnético, e barras pretas representam as sementes expostas a um campo magnético de 2 mT.
Asteriscos representam diferenca significativa entre os grupos como se segue: * para p < 0,05; ** parap <0,01; ¢

*** para p < 0,001.
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Ap6s a verificagdo das diferentes densidades celulares, o DNA das sementes de C.
procera tratadas com campo magnético e ndo tratadas foi extraido e quantificado. Em adi¢do a
isso, foi determinada a quantidade de proteinas soltiveis extraidas das sementes que passaram
pelo tratamento em campo magnético e das sementes nao expostas ao campo (Figura 12).

Nas sementes de C. procera expostas ao campo magnético de 2 mT, foi encontrada uma
concentragdo de 216,17 ng/uL. de DNA, enquanto nas sementes do tratamento controle uma
concentracdo de 113,84 ng/ulL de DNA foi obtida. Houve, portanto, um aumento de 89,89% na
quantidade de DNA nas sementes expostas ao campo magnético em comparagdo com as
sementes controles (Figura 12A). Foi observada também uma concentracdo de proteinas 2,5
vezes maior nas sementes expostas ao campo magnético de 2 mT, uma quantidade de proteinas
2,5 vezes maior, quando comparado a concentragao de proteinas das sementes do tratamento
controle (Figura 12B). O aumento da quantidade de DNA e da quantidade de proteina ¢
complementar ao aumento da densidade celular, pois essas moléculas sdo replicadas e

produzidas na mitose celular (FRANCIS, 1992)
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Figura 12. A - Quantidade de DNA genomico; B- Quantidade de proteinas totais soluveis. Toda a quantificagao
foi realizada com sementes de C. procera ndo expostas (controle) e expostas ao campo magnético. Barras brancas
representam as sementes do grupo controle, ndo expostas ao campo magnético, e barras pretas representam as
sementes expostas a um campo magnético de 2 mT. Asteriscos representam diferenca significativa entre os grupos

como se segue: * parap < 0,05; ** parap <0,01; e *** parap <0,001.

O maior contetido de malondialdeido (MDA) verificado nas sementes expostas ao
campo magnético pré-semeadura em relacdo as sementes controle, indica que houve uma
possivel peroxidagdo lipidica com um consequente dano de membrana, no entanto apenas o
conteudo de MDA, que ¢ medido pela sua reagdo com o acido tiobarbitirico (TBA) nao ¢
suficiente para confirmar um dano de membrana, tendo em vista que o TBA ndo reage

especificamente com o MDA. O TBA também se liga a outras substancias, como agucares,
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aminoacidos e proteinas. Dessa forma, em fun¢do da presenga de compostos interferentes, o
conteudo de MDA pode ficar superestimado (FRANCA et al., 2013). Isso faz com que o
estresse oxidativo encontrado por verificagdo do conteudo de peroxido de hidrogénio e pelo
desequilibrio das atividades da POX e APX, pode nao ser suficiente para causar um dano de
membrana significativo.

Apesar de um possivel dano de membrana, provocado pelo estresse oxidativo
identificado nas sementes de C. procera expostas ao campo magnético de 2 mT, a fluorescéncia
verde emitida pela fluorosceina ligada a fragmentos de DNA, ndo apresentou diferenca
significativa entre as sementes expostas a0 campo magnético e sementes ndo expostas. Apesar
de o campo magnético ser considerado um estresse abiotico (WANG et al., 2006) a intensidade
de 2 mT nao causou um estresse oxidativo a ponto de danificar o DNA das células das sementes
de C. procera. Ishisaka et al., (2000) relataram peroxidagao lipidica provocada por ROS como
resultado da acdo de campo magnético sobre organelas celulares, somado a isso Amara et al.,
(2007) em seus experimentos também relataram a manuten¢do da integridade de DNA de
células apo6s exposi¢ao a campo magnético.

O DNA corado com iodeto de propidio, indicou um aumento da quantidade de células
nas sementes expostas a0 campo magnético em relag@o as sementes controle. Esse resultado foi
confirmado pelo célculo da densidade celular com o auxilio do software Carl Zeiss Laser
Scanning Microscope (LSM 710, 20% objective, Carl Zeiss, Jena, Germany, Brazil). Além
disso, a quantificagdo do DNA genomico e quantificacdo de proteinas foram consistentes com
o resultado da densidade celular, tendo em vista que a densidade celular nas sementes expostas
ao campo magnético foi maior que a densidade celular das sementes ndo expostas.

Embora as ROS possam ser toxicas para as células das plantas, no entanto podem
controlar outros processos, como crescimento ¢ desenvolvimento da planta, morte celular
programada, ciclo celular, dentre outros (GILL et al., 2010). O estresse oxidativo apresentado
nas sementes expostas ao campo magnético ndo causou danos significativos ao DNA, mas um
possivel dano de membrana. Apesar disso a alta densidade celular encontrada e associada ao
maior conteido de DNA genomico e de proteinas encontradas nessas sementes, indicam que o
estresse oxidativo estimulou as células a entrarem em divisdo celular em momento pré-
semeadura. Este resultado ¢ consonante com o trabalho de Mroczek-Zdyrska et al., (2016), onde
foi encontrado uma alta atividade de peroxidase de fenois e atividade mitotica em feijao
(Phaseolus vulgaris L) quando foi exposto a um campo magnético.

Os resultados obtidos indicaram que o campo magnético de 2 mT apds 5 dias de

tratamento pré-semeadura estimulou parametros de germinagdo nas sementes de C. procera
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quando comparado com as intensidades de 0,5 mT e 1,0 mT, ja que demonstrou melhor taxa de
germinagdo e porcentagem total de germinagdo das sementes, 0 que causou uma antecipacao
da germinagao das sementes. Apds andlises bioquimicas, verificou-se que o campo de 2 mT
provoca um estresse oxidativo nas sementes de C. procera, no entanto o nivel de ROS que
provoca o estresse ndo foi toxico o bastante para danificar moléculas importantes para a vida e
induziu a divisdo celular. Sendo assim o estresse oxidativo provocado pelo campo magnético
no tratamento das sementes de C. procera pré-semeadura associado as devidas condi¢des de
germinagdo das sementes, parece contribuir para a antecipagdo da germinacao € o surgimento
de melhores indices de germinagdo das sementes. A influéncia do campo magnético sobre as
sementes quiescentes de C. procera pode ser melhor entendida no esquema representativo da

figura 13.

Linhas magnéticas
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Figura 13. Representacdo esquemadtica de mudancas metabolicas em sementes de Calotropis procera apés

tratamento em campo magnético pré-semeadura. 1 - As sementes sdo expostas a0 campo magnético antes da
semeadura; 2- O campo magnético causa acimulo de ROS na semente de C. procera; 3- O acumulo de ROS
provoca danos a membrana celular, mas aumenta o processo de divisdo celular; 4- Semeadura de sementes de C.

procera pré-tratadas em campo magnético; 5 - Antecipacdo da germinagdo da semente.
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5 CAPITULO II: ANALISE PROTEOMICA PARCIAL COMPARATIVA EM
SEMENTES DE CALOTROPIS PROCERA SEMEADAS SOB ACAO DE CAMPO
MAGNETICO
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5.1 INTRODUCAO

Como foi apresentado no capitulo anterior desta pesquisa, 0 campo magnético como um
pré-tratamento antecipou o tempo germinativo das sementes de Calotropis procera. Além
disso, foi observado um estresse oxidativo nas sementes que foi associado ao registro dos
melhores parametros de germinacdo encontrados. Alguns trabalhos com campo magnético e
plantas registram parametros de crescimento e desenvolvimento de plantas, no entanto, poucos

trabalhos estudam as reagdes metabodlicas, como o caso das pesquisas da tabela 1.

Tabela 1-Efeitos provocados por exposicdo ao campo magnético em plantas.

Espécie Orgio/Tecido Efeito do Campo Magnético

Mormodica charantia Sementes - Aumento da porcentagem de germinagao;
- Aumento do vigor da semente;
- Aumento do indice de emergéncia
(IQBAL etal., 2016)
- Aumento da porcentagem de germinagao;
Zea mays L. e . - Aumento no comprimento da raiz;
Glycine max L Sementes ¢ raiz - Alta atividade de protease e a- amilase
(KATARIA etal., 2017)

- Aumento do crescimento da plantula;

- Aumento no rendimento de frutos e outros

Triticum ssp. Semente
parametros de rendimento
(HUSSAIN et al., 2020)
- Aumentou a concentragdo de vitamina E;
- Estimulou parametros de crescimento das
Heliantus annuusL. Sementes plantulas originadas de sementes tratadas com
campo magnético.
(BUKHARI et al., 2021)
- Aumento da germinagao;
Hordeum vulgare L. Sementes - Mudangas no conteudo de Ca, Mg, Fe, B)

(ERCAN et al., 2022)

Fonte: Autor da tese
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Radhakrishnan et al., (2012) expuseram sementes de soja (Glycine max L.) 5 horas por
dia ao longo de 20 dias e também registrou aumento em parametros de crescimento e
desenvolvimento, como altura da plantula com origem em sementes pré-tratadas com campo
magnético de 1,5 mT. Nesse estudo também foram verificadas mudangas no aumento do
contetudo de proteinas e mudangas no perfil proteico. Atividades de enzimas como P - amilase,
fosfatase acida e polifenol oxidase estavam aumentadas, enquanto a - amilase e proteases
reduziram suas atividades.

Sementes de soja também foram avaliadas sob exposi¢cao ao campo magnético de 250
mT, por 3 minutos e 12 minutos (DZIERGOWSKA et al., 2021). Os autores relataram que a
germinacdo das sementes de soja em exposicdo a campo magnético proporcionou melhor
desenvolvimento de plantulas.

Em outra perspectiva de estudo, Shabrangy et al., (2021) verificaram o efeito do campo
magnético de 7 mT em sementes de cevada. Nesse estudo as sementes foram expostas ao campo
magnético por 5 dias por diferentes tempos de exposi¢ao, e foram verificados parametros como
taxa de germinagdo, biomassa, comprimento da raiz e da parte aérea da plantula produzida pelas
sementes expostas. Os resultados demonstraram que o campo magnético afetou positivamente
as sementes aumentando todos os parametros analisados, além disso, foi realizado um estudo
protedmico nos tecidos da raiz e parte aérea dessas plantulas, sendo registradas mudangas no
conteudo do proteoma dessas plantulas: 38 proteinas na parte aérea e 15 proteinas da raiz
mostraram mudangas significativas sob acdo do campo magnético.

Considerando o conjunto de observagdes iniciais, as quais demonstraram que a
aplicacdo de campo magnético teria um efeito intensidade-dependente, sobre a velocidade de
germinagdo de sementes de Calotropis procera, foram entdo investigados, diferentes
parametros bioquimicos nos materiais amostrais, na tentativa de melhor interpretar a agdo do
campo magnético, em nivel metabdlico. Para tal, foi igualmente realizada uma analise
protedmica diferencial. Os dados e interpretacdes destes sao apresentados nesta se¢ao.

Foram investigadas as sementes de Calotropis procera em processo de germinacao
expostas ao campo magnético e também sementes nao expostas ao campo magnético (controle)
e sementes pré-tratadas com campo magnético em processo de germinacao. Foram conferidos
também, parametros de crescimento, atividade de enzimas antioxidantes e conteudo do
peroxido de hidrogénio. Adicionado a isso foi realizado o estudo do proteoma dessas sementes
em processo de germinag¢ao, visando melhor entendimento do efeito do campo magnético sobre

plantas.
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5.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.2.1 Material biologico

As sementes de Calotropis procera utilizadas nos experimentos deste capitulo foram
coletadas e selecionadas conforme item 5.1 deste trabalho. No entanto, sementes ndo expostas
ao campo magnético foram selecionadas para germinagdo durante a exposi¢do ao campo

magnético.

5.2.2 Exposicdo ao campo magnético durante a germinacdo das sementes

As sementes que constituiram o grupo controle e grupo pré-tratado com campo
magnético seguiram a mesma metodologia do item 5.2 do capitulo anterior. Apds o pré-
tratamento ou ndo com campo magnético, as sementes passaram por processo de desinfec¢ao
realizado em camara de fluxo laminar. Este processo consistiu em imersao das sementes em
solugd@o de hipoclorito de sodio (1 % de cloro ativo) seguida de 5 ciclos de lavagem em agua
destilada estéril. As sementes foram entdo embebidas em agua destilada estéril por 20 minutos
e colocadas em papel filtro dentro da placa de Petri, conforme ja mencionado também no item
5.2. As placas de Petri contendo as sementes em processo de germinagdo foram colocadas em
sala de cultivo com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, por 5 dias e somente
um grupo de sementes foi colocado para germinar sob exposi¢ao continua de campo magnético
de 2 mT com caracteristicas descritas, conforme especifica¢cdes contidas também no item 5.2
desta pesquisa. Neste grupo, as sementes foram colocadas em uma disposi¢do de mesmo sentido
do campo magnético dentro da placa de Petri. Apds os 5 dias de exposicdo as sementes

germinadas foram coletadas, para realizagao das analises.

5.2.3 Parametros de andlise

A porcentagem de germinagao e a taxa de germinagao foram calculadas de acordo com
os métodos descritos no item 5.6 deste trabalho. A massa fresca e a massa seca foram
determinadas conforme o item 5.5 também deste trabalho. O comprimento da raiz foi medido

5 dias apos a semeadura.
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5.2.4 Extrato enzimadtico

A obtencdo do extrato enzimdtico das sementes de Calotropis procera semeadas foi

realizada de acordo com o método mencionado no Item 5.7.

5.2.5 Dosagem de proteinas totais soluveis

A quantificacdo das proteinas totais soluveis foi realizada pelo método de Bradford,

(1976), de acordo com a metodologia j& descrita no item 5.8 deste trabalho.

5.2.6 Atividade das enzimas antioxidantes

As atividades da POX, CAT e APX foram realizadas nesta se¢do da pesquisa e foram
determinadas segundo as metodologias aplicadas nos itens 5.9, 5.10 e 5.11, como relatadas

anteriormente.

5.2.7 Conteudo de peroxido de hidrogénio

A quantificagdo do peroxido de hidrogénio contido no material bioldgico seguiu a

metodologia descrita por Gay et al., (1999) como relatada no item 5.12 deste trabalho.

5.2.8 Analise da peroxidacao lipidica

Para determinar a peroxidagao lipidica das sementes semeadas, foi seguido o método de

Heath e Packer, (1968) ja descrito no item 5.13.

5.2.9 Extrato proteico

Para o extrato proteico a amostra foi processada de acordo com Shen, (2002) adaptado
por Mesquita, (2012). As sementes em processo de germina¢do foram maceradas na presenca
de nitrogénio liquido e depois adicionado tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), contendo
NaCl 0,15 M, PEG 3 % (v/v), PMSF 1 mM, EDTA 2 mM e PVPP 1 % (m/v), na propor¢ao 1:4
(m/v) e macerados durante 10 minutos, sob banho de gelo. Ap6s maceragao, o homogeneizado

foi centrifugado (13.000 x g, 4 °C, 20 min). O sobrenadante foi coletado e adicionado uma
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solugdo de acetona contendo TCA 10% (m/v). A amostra foi mantida overnitgh a -20 °C. Apds
isso, a amostra foi centrifugada (6.000 g 10 min a 4 °C) e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi lavado 4 vezes com 5 mL de acetona, a 4 °C, e centrifugado (6.000 x g por 5
min a 4 °C), lavado 1 vez com etanol 80 % e centrifugado (6.000 x g,5 min a 4 °C), lavado com
1 mL de etanol e centrifugado (10.000 x g por 3 min). A amostra foi deixada para secar em

modo SpeedVac por 30 min, sendo armazenada a - 30 °C.

5.2.10 Eletroforese em uma dimensional

As proteinas foram ressuspensas em 500 pL de tampdo de extragdo contendo (ureia 7
M + tioureia 2 M + CHAPS 2 % (m/v) + IPG Buffer 2 % (v/v) + DTT 0,3 % (m/v) com auxilio
de um agitador, por 30 min. Em seguida, as amostras foram submetidas a sonicagdo em
equipamento Ecel Alpha 3L Plus por 5 minutos, seguida de centrifugacao (10.000 x g por 10
min) por trés vezes e o sobrenadante coletado. Apds isso foi realizada a quantificacdo das
proteinas totais soluveis.

Para verificagcdo do perfil proteico foi realizada eletroforese unidimensional segundo a
metodologia de Laemmli, (1970), adaptada para o uso de géis de separagdo em placas. As
amostras proteicas foram adicionadas de tampao de amostra, contendo 1 % de dodecil sulfato
de sodio (SDS), 10 % de glicerol, azul de bromofenol 0,02 % na auséncia de 2 -mercaptoetanol.
Os marcadores de massa molecular utilizados foram: fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica
bovina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e alfa-lactalbumina (14,4 kDa). Os géis utilizados apresentavam as dimensdes 8 x
7,5 x 0,1 cm. As eletroforeses foram realizadas em gel de poliacrilamida 12,5 %. Os géis de
aplicagdo continham 5 % de poliacrilamida, em tampao Tris-HC1 0,5 M, pH 6.8, e SDS (Dodecil
Sulfato de Sodio) 1 %. Os géis de separagdo foram feitos com tampao Tris-HCI 3 M, pH 8.8, e
SDS 1 %. A polimerizagao foi conseguida pela adi¢do de TEMED e persulfato de amonio (PSA)
10 %. As corridas foram realizadas sob as condi¢des de 20 mA por placa e 140 V, por um
periodo médio de 2 horas, a 25 °C. Apos as corridas, os géis foram corados com uma solugao
de metanol, 4cido acético e agua destilada (4:1:5; v/v/v) contendo o corante Coomassie
Brilhante Blue R-250 (PhastGel Blue R) e revelados com uma solugdo contendo os mesmos

componentes, porém, sem o corante.
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5.2.11 Analise de espectrometria de massas

De inicio, as proteinas do extrato proteico foram ressuspensas em uma solugao 8 M de
ureia ¢ 2 M de tiureia. Apos isso 100 pg de proteinas foram reduzidas em 10 mM de DTT e
depois alquiladas com 40 mM de iodoacetamida, em temperatura ambiente na auséncia de luz.
A digestdo ocorreu com a adig¢do de tripsina na concentragdo de 0,2 pg/uL sendo a amostra
mantida overnight, sob agitagdo, em aparelho thermomixer (35 °C, 900 rpm). As amostras
foram limpas em Spincolumn C18 e resina poros R2 e entdo analisadas em um cromatografo
Easy 1000 nano LC (Thermoscientific) conectado a um espectrometro de massas Q exactive
Plus (Thermoscientific). A coluna (Homamede, resina: Reprosil Gold C18, esfera: 3 um de
diametro, poro: 200 A, diametro da coluna: 75 um, e altura da coluna 25 cm) foi equilibrada
com a solugdo A: acetonitrila 5 % (v/v) e 4cido formico 0.1 % (v/v). Para o gradiente foi
utilizada a solugdo B: acetonitrila 5 % (v/v) e acido férmico 0.1 % (v/v) como se segue: 5 %-
45 % de B em 50 min, 45 %-95 % de B em 5 min, e por fim 9 % de B em 5 min. O tipo de
analise no espectrometro de massas foi Data Dependent Acquisition (DDA) e o escaneamento
completo dos espectros de massas (MS) foi obtido no orbtrap (faixam/z: 375 a2000 m/z, tempo
de ativag@o: 100 ms). Os ions selecionados para obtencao do espectro de massas foi um maximo
de 20 de acordo com o sinal de intensidade. A fragmentacdo em célula HCD foi feita com sinal
de carga de 200.000 em um tempo de ativacdo de 50 ms, sendo o tempo de exclusdo do ion de

45 s e a tolerancia do fragmento de massas de 0,02 Da.
5.2.12 Identificacdao das proteinas

A identificag¢do das proteinas foi realizada com a submissao dos dados brutos dos MS
ao Proteome discoverer 2.1 software. Assim, um conjunto de parametros foi utilizado, como:
precursor de tolerancia de massa - 10 ppm; tolerdncia de fragmento de massa - 0,02 Da;
quantifica¢do - intensidade do sinal; dindmica de modificagdo - oxida¢do da metionina e
acetilagdo do N-terminal; modifica¢do fixa - carbamidometilagdo na cisteina; nivel FDR de

peptideo e nivel FDR de proteinas — 1 %.
5.2.13 Analises de bioinformadtica

Com os dados das sequéncias peptidicas da amostra de Calotropis procera encontradas

e identificadas por espectrometria de massas, foi acessado o banco de dados Uniprot e
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analisadas as sequéncias encontradas apoOs espectrometria de massas contra sequéncias de
diferentes espécies de plantas da familia Apocynaceae: Calotropis procera, Orthanthera
albida, Vincetoxicum mongolicum, Catharanthus roseus, Asclepias syriaca. O banco de dados
Uniprot foi utilizado para validacdo das proteinas identificadas. De acordo também com o
Proteome discoverer 2.1 software foi possivel a identificagdo de contaminantes comuns que

foram removidos manualmente do proteoma identificado antes da comparag¢dao com o controle.

5.2.14 Rede de interacdo proteina-proteina

Através de analises de bioinformatica, a rede de interagdo proteina-proteina foi
construida pela utilizagdo de uma plataforma publica para analises de enriquecimento funcional
denominada de STRING versao 11.5 (https://string-db.org). A lista de proteinas encontradas
apos analises de espectrometria de massas foi submetida ao banco de dados do STRING da
espécie Arabidopsis thaliana. Com base nas caracteristicas das proteinas encontradas o banco

de dados do STRING construiu a rede de interagdo proteina-proteina.

5.2.15 Anadlise estatistica

Todo o experimento foi completamente randomizado e em triplicata temporalmente
independente. Foram formados 3 grupos experimentais de sementes em processo de
germinagdo: o grupo controle, formado por sementes semeadas que nao foram expostas a
nenhum campo magnético; o grupo pré-tratado, formado por sementes semeadas que foram
pré-tratadas com campo magnético por 5 dias de exposi¢do; e o grupo campo magnético,
formado por sementes semeadas sob exposi¢ao ao campo magnético. Ao todo foram utilizadas
810 sementes de C. procera na pesquisa. Cada replicata consistiu em 270 sementes, sendo
utilizadas 90 sementes por grupo. As médias dos grupos tratados com campo magnético foram
comparadas com as sementes controle. Os dados foram analisados com o auxilio do software

GarphPad Prism 5 através do teste de Tukey, com p <0,05.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Parametros fisiologicos

Ap6s os resultados do capitulo anterior com sementes pré-tratadas com campo
magnético, neste capitulo os parametros de germinacdo abrangerdo um terceiro grupo: sementes
germinando sob a¢do de um campo magnético de 2 mT. Nesta secao foi analisado nos diferentes
grupos experimentais: a porcentagem de germinacao total em 5 dias apos a semeadura, a taxa
de germinac¢do das sementes nos 5 dias apos a semeadura, o comprimento da raiz, bem como

massa fresca e massa seca.
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Figura 14. Porcentagem de germinacao total por dia das sementes de C. procera expostas ao campo magnético de
2 mT. Controle - sementes ndo expostas a0 campo magnético; PCM -sementes expostas ao campo magnético antes
da semeadura; CM - sementes expostas ao campo magnético durante a semeadura. Letras minusculas representam
diferencas significativas dentro de um mesmo dia; e letras maitisculas reapresentam diferencas significativas entre

todos os dias para p <0,05.

Nenhuma semente semeada germinou até o 2° dia. No entanto, diferentemente dos
outros grupos, as sementes que foram semeadas, sob agdo de campo magnético, iniciaram a
germinagdo 3 dias apds semeadura, 16,67 % do total de sementes semeadas. No 4° dia apos
semeadura, 88 % das sementes semeadas em campo magnético ja haviam germinado, 21,33 %
das sementes pré-tratadas haviam germinado e 3 % das sementes controles haviam germinado.
No 5° dia apds a semeadura, ndo houve mais germinagao das sementes semeadas em campo,

permanecendo um total 88 % de sementes germinadas do total de sementes semeadas, mas o
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grupo pré-tratado havia germinado 67 % do total de sementes semeadas, enquanto nas sementes

controles 11,67 % das sementes germinaram do total de sementes semeadas (Figura 14).
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Figura 15. Parametros de germinac¢do de sementes de C. procera expostas ao campo magnético de 2 mT, 5 dias
apos semeadura. A - Taxa de germinagdo; B - Comprimento da raiz; C - Massa fresca; D - Massa seca. Controle -
sementes ndo expostas ao campo magnético; PCM - sementes expostas ao campo magnético por 5 dias antes da
semeadura; CM - sementes expostas ao campo magnético durante a semeadura. Letras diferentes reapresentam

diferencas significativas entre os grupos para p < 0,05.

A taxa de germinacgdo (17,60 %) foi maior nas sementes germinando em campo
magnético (CM), seguida das sementes pré-tratadas em campo (PCM) em que a taxa de
germinagdo foi de 13,40 %. J& a taxa de germinagdo das sementes ndo expostas ao campo
magnético foi de 2,33 % (Figura 15A). O comprimento da raiz também foi 7,28 vezes maior
nas sementes CM, em relagdo ao controle. O comprimento das raizes provenientes das sementes
PCM, foi 2,96 vezes maior que as raizes no tratamento controle (Figura 15B). Em relacao a
massa fresca as sementes CM apresentaram uma massa 2,13 vezes maior que a massa do
controle, enquanto as sementes PCM apresentaram uma massa 1,54 vezes maior que a massa
das sementes ndo expostas ao campo magnético (Figura 15C). A massa seca seguiu a mesma

tendéncia da massa fresca. As sementes CM apresentaram uma massa 3,03 vezes maior que a
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massa das sementes do tratamento controle, enquanto a massa seca das sementes PCM
apresentou uma massa 1,85 vezes maior que a massa seca das sementes controle (Figura 15D).

Todos os parametros estudados durante a semeadura das sementes foram maiores nas
sementes semeadas expostas ao campo magnético (CM) seguidos pelos parametros das
sementes semeadas pré-tratadas em campo magnético (PCM) em ralagdo as sementes do
tratamento controle.

Uma pesquisa realizada com sementes de feijado e trigo corrobora os resultados
encontrados nas sementes de C. procera neste capitulo. Na pesquisa citada, foi investigado o
efeito de intensidades de campo magnético diferente, 4 e 7 mT, com diferentes pressdes
osmoaticas preparadas com sacarose ou sal em sementes de feijdo e trigo. Nessa pesquisa foi
registrado, que independentemente da pressdao osmotica gerada, ambas as intensidades de
campo promoveram a aceleracao da germinacao e o crescimento inicial das plantulas. Além
disso foi observado um aumento no acumulo de biomassa na raiz e parte aérea das plantulas
(CAKMAK et al., 2010)

Em um experimento com exposicdo de sementes de Celosea argentea a campo
magnético, Yang et al., (2021) relataram aumento da produ¢ao de biomassa, aumento da massa
seca, bem como o aumento do conteudo de clorofila e aumento da atividade de enzimas

antioxidantes.

5.3.2 Enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, como POX, CAT e APX
foram avaliadas e o conteudo de perdxido de hidrogénio foi determinado nas seguintes
amostras: controle, CM ¢ PCM.

A atividade da peroxidase de fenois (POX) nao apresentou diferenga significativa entre
as sementes semeadas (Figura 16A), embora as maiores médias de atividade tenham sido
registradas nas sementes semeadas que foram tratadas com o campo magnético.

Em relacdo a catalase (CAT) as sementes semeadas do grupo PCM demonstraram uma
reducdo da atividade da ordem de 57,62 % menor quando comparadas ao controle, enquanto as
sementes do grupo CM também apresentaram uma reducao de 76,18 % na atividade da CAT,
em relacdo ao controle (Figura 16B).

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) apresentou-se similar a atividade da
peroxidase, ndo sendo registrada diferenca significativa entre os grupos de sementes semeadas

(Figura 16C).
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Figura 16. Atividade de enzimas antioxidantes e ROS. A - Atividade da peroxidase de fenois (POX); B - Atividade
da catalase (CAT); C - Atividade da ascorbato peroxidase (APX); e D - conteudo de peroxido de hidrogénio
(H20,). Todos os ensaios foram realizados com extratos de sementes de C. procera expostas a campo magnético
durante a semeadura. Controle - sementes semeadas ndo expostas a campo magnético; PCM - sementes semeadas
pré-tratadas em campo magnético; CM - sementes semeadas expostas a campo magnético. Letras diferentes

reapresentam diferencas significativas entre os grupos para p < 0,05.

O contetido de peroxido de hidrogénio foi 24,83 % maior no grupo das sementes PCM
em comparagdo com as sementes do grupo controle, enquanto nas sementes do grupo CM foi
registrado um aumento de 34,18 % no conteudo de peréxido de hidrogénio em comparacao
comas sementes do grupo controle (Figura 16D).

Embora ndo tenham sido observadas diferengas significativas nas atividades da POX e
da APX, os resultados registrados na atividade da CAT e do contetdo de peroxido de hidrogénio
sdo complementares, tendo em vista que a CAT atua na degradacdo de perdxido de hidrogénio
(ANDERSON, 2002). Sendo assim, uma atividade reduzida da CAT nos grupos das sementes
PCM e CM permitem sugerir um acimulo de peroxido de hidrogénio e ocorréncia de estresse
oxidativo (BEZERRA, 2016).

Esse desequilibrio na atividade das enzimas antioxidantes e o acimulo de peréxido que

foram registrados em sementes quiescentes de C. procera corroboram os resultados



70

encontrados em sementes semeadas. Pois, embora seja um constituinte da natureza, o campo
magnético ¢ considerado um estresse abiotico, ja que proporciona o surgimento de um estresse
oxidativo (SHARMA et al., 2019).

Em um estudo com sementes de alface onde foram medidos parametros de germinagao,
a atividade da peroxidase aumentou quando as sementes foram submetidas & exposicdo em
campo magnético, e o contetido de peroxido de hidrogénio também foi maior nessas sementes
expostas ao campo magnético, provocando um estresse oxidativo (MOUSAVIZADEH et al.,

2013), o que contribui para a corroboracao dos resultados encontrados.

5.3.3 Anadlise proteémica de sementes de C. procera semeadas tratadas em CM

5.3.3.1 Analise do perfil proteico

As diferencas observadas nos parametros de germinacdo e o registro de acumulo de
peroxido de hidrogénio sdo caracteristicas que demonstram que ¢ necessario um
aprofundamento na pesquisa, para entender melhor o efeito do campo magnético sobre as
sementes de C. procera. Visando esse aprofundamento e o entendimento dessas mudancas
ocorridas nas sementes que permitem associar a antecipagdo da germinacdo ao actimulo de
ROS, foi realizada uma analise do proteoma das sementes semeada pré-tratadas em campo
magnético e semeadas em campo magnético.

Antes da analise no espectrometro de massas foi realizada uma extragdo de proteinas
com método de precipitagdo de proteinas com o auxilio do 4cido tricloacético (TCA) em
acetona. Esse método permitiu uma melhor concentragdo de proteinas (GRANIER, 1988) e
consequentemente uma melhor analise das sementes.

Apos a extragao foi verificado o perfil proteico das sementes semeadas nos diferentes
tipos de tratamento: ndo expostas ao campo magnético (controle), PCM (pré-tratadas em campo
magnético) e CM (sementes semeadas em exposicdo ao campo magnético). Para isso foi
realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE) em condig¢des nativas (Figura
17). A extragao foi realizada em triplicata e o perfil proteico também foi detectado em triplicata
para verificagdo do padrdo de bandas em gel de poliacrilamida.

Cada grupo amostral (controle, PCM e CM) demonstrou uma identidade padrao de perfil
proteico, evidenciando-se algumas diferengas no padrao de bandas entre os grupos de sementes

estudados.
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Figura 17. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE) de extratos proteicos de sementes de C. procera.
MM - marcador molecular; C1, C2 ¢ C3 (controle) - sementes semeadas ndo expostas a campo magnético; PCM1,
PCM2 ¢ PCM3 - sementes semeadas pré-tratadas em campo magnético de 2 mT; CM1, CM2 ¢ CM3 - sementes
semeadas expostas ao campo magnético de 2 mT; Setas vermelhas apontam regides com diferencas entre as bandas

dos grupos analisados.

Observando o marcador molecular de massas de proteinas usado como referéncia, na
regido proxima a 45 kDa, o grupo controle demonstrou um padrao de 3 bandas mais espessas,
enquanto nos grupos PCM e CM essas mesmas 3 bandas foram menos espessas que o padrao
do grupo controle. Além disso, nessa mesma regido ha o surgimento de uma banda a mais nos
grupos PCM e CM. Na regido proxima a 20 kDa , 2 bandas sdo comuns a todos os grupos, no
entanto essas bandas de proteinas que surgiram no grupo CM aparentam ser mais espessas que
nos outros grupos de sementes. Na regido acima de 14 kDa apontada pela seta vermelha, as
bandas observadas nos grupos PCM e CM sao mais espessas que as mesmas bandas observadas
no grupo controle.

A mudanca de perfil proteico identificada € corroborada em um estudo de
Radhakrishnan et al. (2012) com sementes de soja (Glycine max L.) pré-tratadas com campo
magnético de 1,5 mT. Além do perfil proteico foram verificadas mudangas nas atividades de
enzimas como B - amilase, fosfatase 4cida, polifenol oxidase, a - amilase e proteases.

Apoés andlise de perfil proteico das sementes semeadas nos diferentes grupos desta
pesquisa, procedeu-se a analise do proteoma das sementes por espectrometria de massas, onde
por andlise de bioinformatica ocorreu identificagdo das proteinas contidas nos diversos grupos
de sementes em estudo. Posteriormente foi realizada a classificacdo das proteinas e formagao

de uma rede de interacdo proteina-proteina.
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O perfil do proteoma das sementes semeadas de Calotropis procera pré-tratadas em
campo magnético (PCM) e das sementes semeadas durante a exposi¢cdo ao campo magnético
(CM), quando comparados as sementes do grupo controle, revelou 73 proteinas que foram
diferencialmente acumuladas, sendo que 50 das proteinas identificadas foram encontradas nas
sementes do grupo PCM, enquanto 62 proteinas identificadas foram encontradas no grupo CM.
Do total de proteinas identificadas no grupo PCM, 13 proteinas foram registradas exclusivas
desse grupo e 25 foram registradas como exclusivas do grupo CM. Quando comparados os

grupos PCM e CM, 11 proteinas sdo comuns a esses dois grupos (Figura 18).

Controle PCM

A

™M

Figura 18. Distribuicdo em Diagrama de Venn das proteinas diferencialmente acumuladas em sementes
semeadas de Calotropis procera. Controle - sementes semeadas ndo expostas a campo magnético; PCM - sementes

semeadas pré-tratadas em campo magnético; CM — sementes semeadas expostas a campo magnético.

As anotagdes para o Gene Ontologico (GO) foram classificadas por fun¢do bioldgica
distribuidas em 10 categorias: Homeostase Redox da Célula (12 %) do total de proteinas,
Metabolismo de Proteinas (24 %), Metabolismo de Lipideos (4 %), Estrutura (3 %), Liga¢ao
de Nucleotideos (5 %), Transporte (10 %), Defesa contra Estresse (12 %), Energia (15 %),
Fotossintese (11 %) e Metabolismo de Carboidrato (4 %) (Figura 19).
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Figura 19. Proteinas diferencialmente acumuladas em sementes semeadas de Calotropis procera de acordo com
a fun¢do bioldgica. Controle - sementes semeadas ndo expostas a campo magnético; PCM — sementes semeadas

pré-tratadas em campo magnético; CM — sementes semeadas expostas a campo magnético.

As proteinas identificadas e diferencialmente acumuladas nas sementes semeadas de
Calotropis procera foram organizadas de acordo com a funcao por elas desempenhadas no
sistema biologico (Tabela 2). Para isso foi realizada uma analise de bioinformatica no UniProt
Knowledgebase SwissProt database de acordo com o ntimero de acesso para a classificagdo das
proteinas.

Entre as proteinas identificadas diferencialmente acumuladas nas sementes semeadas de
C. procera, dos diferentes grupos estudados neste capitulo da pesquisa, foram selecionadas
algumas proteinas ou grupos de proteinas, para discussdo baseada na literatura cientifica que
relaciona as proteinas encontradas a estudos anteriores que envolvem resposta da planta a
campo magnético ou a algum estresse abidtico responsavel pelo surgimento de proteinas
também encontradas no estudo do proteoma analisado.

Resultados similares aos encontrados nesta se¢do foram relatados em uma pesquisa com
cultura de tecidos de Arabidopsis thaliana e expostos a campo magnético. Os resultados
demonstraram mudancas no perfil de proteinas, no entanto, o campo magnético nado

proporcionou um largo aumento no numero de proteinas diferentes (HERRANZ et al., 2013).
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Tabela 2 — Sumario das proteinas diferencialmente encontradas em sementes de Calotropis procera semeadas apds tratamento em campo magnético

(PCM) e sementes semeadas em exposi¢do a campo magnético (CM) em relagdo as sementes semeadas do grupo controle.

Funcdo No. Accesso’ Proteinas PCM (Razdo)° CM (Razdo)"
Homeostase Redox 1 AO0A067YF90  10-hydroxygeraniol oxidoreductase - Exclusiva
2  AOAOKOYH44 NADH dehydrogenase subunit 7 0,81 0,73
3 A0A3GISU21 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 - Exclusiva
4 QOVYCS Peroxidase 0,54 2,18
5 AOA5BO9R3D8 Phenylacetaldehyde reductase Exclusiva Exclusiva
6 M4Q7Z1 Putative ACC oxidase 4 (Fragment) - Exclusiva
7  AOA1B1FHP8 Putative ADH Exclusiva Exclusiva
8  DO6NKI1 Putative progesterone 5-beta-reductase 0,42 0,20
9 AO0A6HOCDT4 Superoxide dismutase 0,82 0,57
Metabolismo de Proteinas 10 P33444 40S ribosomal protein S3a 0,43 0,95
11 Q6HS8J2 40S ribosomal protein S9 1,43 2,65
12 P35007 Adenosylhomocysteinase 2 13,13
13 AOAIR7T284  Calreticulin Exclusiva Exclusiva
14 AOA172Q2I0  Chaperonin 60 subunit beta 2 4.81 16.88
15 AOA6M6ASX1 CPCpC (Fragment) Exclusiva Exclusiva
16 AOAOPOCJ61  Cullinl P -
17  GOYZN9 Elongation factor 1-alpha (Fragment) 0,72 0,14
18  A9QA20 Elongation factor-1 alpha (Fragment) 1,63 0,37
19  P35016 Endoplasmin homolog 3,75 3,97
20 D6QSY0 Ketol-acid reductoisomerase 2,91 5,0
21 Q39613 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Exclusiva Exclusiva
22 MI9QMC9 Procerain B (Fragment) Exclusiva Exclusiva
23 Q96551 S-adenosylmethionine synthase 1 - Exclusiva
24 Q96553 S-adenosylmethionine synthase 3 - Exclusiva
25 AOAOPOCFU9 SKPI-like protein P 19,05

Continua
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Continuacao
Fungao No. Accesso Proteinas PCM (Razio) CM (Razdo)
26 A9QA19 Ubiquitin (Fragment) 1,2 -
Metabolismo de Lipideos 27 F5CLC4 Acetoacetyl-CoA thiolase - -
28 AOA482EA25 Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit 0,25 0,41
beta, chloroplastic
29 AOAOC5DKP2  Cytochrome b5 0,94 -
Estrutura 30 AOA172Q2B1  Actin 0,56 0,96
31 A9QA18 Tubulin (Fragment) 1,29 2,12
Ligacdo de Nucleotideos 32 Q42699 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine 2,82 2,18
methyltransferase
33 AOA2S1UBT8  DNA-directed RNA polymerase subunit beta - 0,35
34  AOA1X9JL75 Maturase K P -
35 AOA1WG6FXX4  Methyltransferase - 0,35
Transporte 36 023778 ADP-ribosylation factor 1 2,10 3,03
37 Q3LRX1 Calmodulin 2 Exclusiva Exclusiva
38 Q3LRX2 Calmodulin Exclusiva -
39 A0A481X5B4 Mitochondrial protein YMF19 0,28 2,04
40 AOA1W6BRZ5 Plasma membrane intrinsic protein 2 0,66 2,31
41 AOA1W6BRX4 Plasma membrane intrinsic protein 2,15 3,80
42  AOA1WG6BRX6 Tonoplast intrinsic protein 1 0,78 2,66
Defesa contra Estresse 43 AOA1B1FMB6 Allene-oxide cyclase Exclusiva P
44  K9JGF9 Annexin Exclusiva Exclusiva
45 J9PDJO Chitinase 134 4,82 1,41
46  AOA1IW6FXW7 Delta(24)-sterol reductase - -
47  AOA191S3F7 Mitogen-activated protein kinase - P
48 AOA067XG70  Osmotin: antifungal laticifer protein Exclusiva Exclusiva
49  AOA068CA80 Putative universal stress protein P -
50 AOA0K2G611  Thaumatin-like protein (Fragment) - Exclusiva
51 S5YEBO UspA-like protein 564 6,92
Energia 52 D3WCB8 ATP synthase CFO A subunit - Exclusiva

Continua



76

Continuacao

Funcao No. Accesso Proteinas PCM (Razdo) CM (Razio)
53 AOAOD5CQW6 ATP synthase protein MI25 - Exclusiva
54  U5XK26 ATP synthase subunit alpha 0,7 0,7
55 AOA2S1UCK9  ATP synthase subunit alpha, chloroplastic - -
56 AOA2S1UDRO  ATP synthase subunit beta, chloroplastic 2,03 3,39
57 AOA2S1UBA1  ATP synthase subunit c, chloroplastic Exclusiva Exclusiva
58 AO0A6M3RB16 Cytochromeb - Exclusiva
59  U5XK37 Cytochrome c oxidase subunit 2 1,27 3,27
60 U5XLO1 Cytochrome c oxidase subunit 3 - Exclusiva
61 AOA6M3RFU4 NADH dehydrogenase subunit 9 - Exclusiva
62 AOA482E9W2  Protein Ycf2 OS - -

Fotossintese 63 B4XU19 Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase - Exclusiva
64 (Q84RZ8 Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1,30 -
65 G8CUP6 Malate dehydrogenase 58,06 48,39
66 AOAOAORTN7  Photosystem I iron-sulfur center Exclusiva Exclusiva
67 AOA059P2C0O Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2 - Exclusiva
68 AO0A125RIJI9 Photosystem Il CP47 reaction center protein - Exclusiva
69 B7P0D3 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment) Exclusiva -
70 AOA482EAll Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 0,93 2,78

Metabolis. de Carboidrato 71  F1AHC9 Fructose-bisphosphate aldolase 1,18 0,72
72  AOA2LOWS543  Glyceraldehyde 3-phosphate (Fragment) - 0,41
73 AOAON9Q6U5 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Fragment) 0,69 0,77

P. Presente

-. Ausente

“. Accesso. Proteinas identificadas de acordo com UniProt Knowledgebase SwissProt database.

b, Razdo. Abundancia relative de proteinas encontradas em PCM e CM em relagdo ao grupo controle.

Conclusio
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5.3.3.1.1 Proteinas relacionadas ao metabolismo de proteinas

As proteinas deste grupo se destacaram neste estudo, compondo 24 % do total de
proteinas encontradas. Destas 71 % estavam aumentadas em abundéancia no grupo CM e 65 %
foram aumentadas em abundancia no grupo PCM.

Proteinas como 40S ribosomal protein S9, envolvida na traducdo citoplasmatica,
Chaperonin 60 subunit beta 2, Calreticulin, Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, envolvidas no
dobramento de proteinas para a estrutura tridimensional, assim como Adenosylhomocysteinase
e Ketol-acid reductoisomeraseenzimas envolvida na sintese de aminoacidos foram encontradas
em ambos os grupos PCM e CM aumentados em abundancia.

Em um estudo protedmico com feijao-caupi suscetivel a infeccdo com CPSMV (cowpea
severe mosaic virus) foi verificado que um dos sintomas provocado pela infec¢do viral foi a
reducdo do crescimento da planta, nesse estudo foi verificado que a infecgdo viral inibiu a
sintese protéica por diminuir em abundéancia o niimero de proteinas relacionadas a biosintese
de proteina, o que corrobora os resultados aqui encontrados nos grupos de sementes PCM e
CM, ja que o metabolismo de proteinas esté relacionado ao crescimento e desenvolvimento da

planta que sdo estimulados aqui pela influéncia do campo magnético (PAIVA, 2016).

5.3.3.1.2 Proteinas relacionadas a produgdo de energia e fotossintese

O segundo grupo de proteinas que se destacou foi o das proteinas envolvidas com o
metabolismo energético, onde foram encontradas 15 % do total de proteinas diferencialmente
acumuladas. Dessas proteinas, 64 % estavam aumentadas em abundancia no grupo de sementes
CM, enquanto 27 % estavam aumentadas em abundancia no grupo de sementes PCM. Proteinas
como subunidades da ATP sintase e subunidades de citocromos localizadas no cloroplasto
foram as mais encontradas. Além disso, estavam aumentadas em abundancia tanto no grupo
CM, quanto no grupo PCM.

O quinto grupo de proteinas encontrado diferencialmente em abundancia foi do das
proteinas relacionadas com a fotossintese, correspondendo a 11 %. Dessas, 50 % foram
encontradas aumentadas nos grupos PCM e CM. Proteinas como Isopentenyl-diphosphate
Delta-isomerase, envolvidas na sintese de clorofila, Malate dehydrogenase, envolvida no ciclo
do acido tricarboxilico, e proteinas dos fotossistemas I e II foram encontradas em abundancia

nos grupos de sementes CM e PCM.
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As subunidades da ATP sintase encontradas estdo localizadas no cloroplasto o que liga
o grupo de proteinas do metabolismo energético com o grupo de proteinas relacionadas a
fotossintese. Esses grupos de proteinas encontrados em abundancia se correlacionam a medida
que as sementes se encontram em estado de germinacdo avangado, proximo ao estdgio de
plantula.

Em sementes de soja (Glycine max L.) pré-tratadas com campo magnético também
houve aumento da velocidade de germinacdo, aumento na massa seca ¢ massa fresca das
sementes além do aumento da eficiéncia fotossintética das plantulas originadas dessas sementes
pré-tratadas com campo magnético (SHINE et al., 2011). Tais resultados sdo corroborados
pelos estudos do proteoma analisados nos grupos de sementes de C. procera semeadas e
tratadas em campo magnético, pois sdo encontradas mudangas metabolicas diferenciais em

abundancia de proteinas relacionados a estagios avancados de desenvolvimento da planta.

5.3.3.1.3 Proteinas relacionadas a homeostase redox e a defesa contra estresse

O terceiro e quarto grupo de proteinas encontradas diferencialmente em abundancia
registraram 24 %, do total, sendo 12 % do grupo de homeostase redox e 12 % do grupo de
proteinas de defesa contra estresse.

Em relagdo as proteinas envolvidas na homeostase redox o grupo de sementes PCM
apresentou uma reducao de 44 % em abundancia na maioria das proteinas diferencialmente
encontradas, enquanto 67 % do grupo das sementes CM foram aumentadas em abundancia. O
desequilibrio verificado no grupo dessas proteinas proporciona o surgimento do estresse
oxidativo responsavel inclusive pela expressao de proteinas de defesa

No grupo de proteinas de defesa contra estresse a maioria foi aumentada em abundancia
56 % no grupo de sementes PCM e 56 % no grupo de sementes CM. Proteinas como anexina,
envolvida em resposta a estresse abidtico, osmotina antifingica, envolvida na defesa da planta,
quitinase, envolvida na defesa da planta contra fungos, e a UspA-like protein, envolvida na
defesa da planta contra estresse bidtico e abidtico foram encontradas aumentadas em
abundancia em ambos os grupos PCM e CM.

Essa correlagdo, entre o grupo de proteinas relacionadas a homeostase redox com o
grupo das proteinas relacionadas a defesa contra estresse, ¢ complementar, uma vez que o grupo
das homeostases redox pode acionar processos de sinalizacdo e consequentemente podem

provocar surgimento de proteinas relacionadas a defesa da planta contra estresse.
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O campo magnético, apesar de fazer parte do ambiente natural, é considerado um
estresse abidtico. Esse conceito é corroborado pelas alteragdes encontradas nas proteinas
envolvidas com a homeostase redox e as proteinas aumentadas em abundancia ou exclusivas
relacionadas com a defesa da planta contra estresse. Hozayn et al., (2018) revelaram em seu
experimento que sementes de cevada (Hordeum vulgare) submetidas a campo magnético em
pré-semeadura melhoravam sua germinagao, apesar de estarem sob diversos niveis de estresse
salino. A andlise realizada no proteoma do grupo de sementes PCM e CM parece explicar tal
resultado encontrado nas sementes de cevada, visto que as proteinas encontradas envolvidas na

homeostase redox e na defesa da planta contra estresse foram encontradas.

5.3.3.1.4 Proteinas relacionadas ao transporte

As proteinas envolvidas no transporte de moléculas foi o sexto grupo de proteinas
diferencialmente abundante que se destacou nos grupos de sementes PCM e CM,
correspondendo a 10 % do total de proteinas. Destas a maioria foi aumentada em abundéncia
no grupo de sementes PCM (57 %) ja no grupo de sementes CM, 86 % das proteinas envolvidas
no transporte de moléculas foram encontradas aumentadas em abundancia.

Proteinas como Fator 1 de ADP-ribosilagdo, envolvidas no transporte de proteinas,
calmodulina, responsavel pelo controle dos canais de calcio e sinalizacdo, e proteinas
intrinsecas da membrana plasmatica, que realizam atividades de canal, foram encontradas
aumentadas em abundancia nos grupos PCM e CM, o que ¢ consistente com as proteinas
encontradas diferencialmente acumuladas no grupo de proteinas das homeostase redox e
proteinas de defesa contra estresse, ja que esses grupos de proteinas necessitam de proteinas de
canais para desempenhar suas fungdes biologicas.

As proteinas de transporte também foram relacionadas as respostas contra estresse

abidtico como mecanismo de sinaliza¢do em andlise do proteoma de Kandelia candel (WANG

et al., 2014).

5.3.3.1.5 Proteinas relacionadas a outras funcoes

As proteinas envolvidas com o metabolismo de carboidrato representaram 4 % do total
de proteinas diferencialmente acumuladas no proteoma dos grupos de sementes de C. procera
analisados. A maioria dessas proteinas das sementes do grupo PCM (67 %) foram reduzidas em

abundancia, enquanto todas do grupo de sementes CM foram reduzidas em abundancia.
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As proteinas relacionadas ao metabolismo de lipideos também representaram 4 % do
total de proteinas encontrado no proteoma dos grupos controle, PCM e CM, e todas as proteinas
do grupo de sementes PCM e CM foram reduzidas em abundancia. Tais resultados encontrados
tanto no grupo das proteinas do metabolismo de carboidrato quanto as proteinas do grupo de
metabolismo de lipideos sdo consistentes com o resultados encontrados no grupo de proteinas
relacionadas a fotossintese e ao resultado encontrado no pardmetro de germinacdo
(comprimento da raiz), pois indicam que os grupos de sementes PCM e CM estdo com o
desenvolvimento mais avancado que as sementes que ndo foram tratadas com campo
magnético, ja que as proteinas relacionadas ao metabolismo das substincias de reserva,
carboidrato e lipideos, estdo reduzidas (HE et al., 2015).

As proteinas relacionadas ao metabolismo de DNA/RNA representam 5 % do total de
proteinas diferencialmente abundantes encontradas nas sementes do grupo PCM e grupo CM.
Dessas a maioria (75 %) foram reduzidas em abundancia em ambos os grupos de sementes
semeadas PCM e CM. Apenas uma proteina foi aumentada em abundéncia, a proteina 5-
ethyltetrahydropteroyltriglutamatehomocysteine methyltransferase, que participa na formagao
de metionina, o que corrobora as proteinas encontradas no grupo de proteinas envolvidas com
o metabolismo de proteinas, ja que proteinas envolvidas na biossintese de metionina também
foram aumentadas em abundancia (SHERMAN et al., 1985).

Em relagdo as proteinas relacionadas com a fung¢ao estrutural foram encontradas 3 % do
total de proteinas diferencialmente acumuladas. Dessas, metade foi encontrada aumentada em
abundancia nos grupos de sementes semeadas PCM e CM. A proteina tubulina, envolvida na
formag¢do do citoesqueleto celular e na divisdo celular, foi encontrada aumentada em
abundancia tanto no grupo de sementes semeadas PCM, quanto no grupo de sementes semeadas
CM. Esse resultado esta consonante com os resultados encontrados no capitulo anterior, onde
as sementes pré-tratadas em campo magnético antes da semeadura estimularam a divisao celular
(CHENN et al., 2010).

A diversidade de proteinas aumentadas em abundancia verificadas neste capitulo e as
reduzidas em abundancia estdo consistentes com o perfil proteico revelado no gel de
eletroforese apresentado na Figura 17. Além disso, estdio em consondncia com todos os
resultados verificados nos pardmetros de germinagdo, onde as proteinas identificadas no
proteoma das sementes semeadas e tratadas com campo magnético, tanto no grupo PCM,
quanto no grupo CM em relagdo as sementes semeadas do grupo controle, sdo proteinas
relacionadas aos estagios avangados do crescimento e do desenvolvimento da planta, transi¢ao

do estagio de semente para plantula.
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5.3.3.2 Analise da rede de interagdo de proteina

Apo6s andlises das proteinas encontradas por espectrometria de massas, foi realizada a
busca das interacdes conhecidas e preditas para as proteinas diferencialmente acumuladas
identificadas no proteoma das sementes semeadas que foram expostas ao campo magnético pré-
semeadura (PCM) e nos grupos das sementes semeadas em exposicdo ao campo magnético
(CM).

A rede representada foi baseada em evidéncias cientificas em que as associagdes mais
fortes sdo representadas por linhas ou arestas mais grossas, as proteinas sao representadas por
noés. Esta andlise também mostrou a existéncia de um mapa complexo de interagdes relativas
entre as proteinas dos grupos PCM e CM em relagdo ao grupo controle (UHRIG, 2006).

A rede de interacdo das proteinas encontradas no proteoma das sementes semeadas do
grupo controle revelou 31 interagcdes. As sementes semeadas do grupo pré-tratado em campo
magnético (PCM) revelaram 29 interagdes de proteinas, entre conhecidas e preditas entre as
mesmas. Ja no grupo das sementes semeadas em exposi¢ao ao campo magnético (CM) foram
reveladas 42 interagdes diferentes entre as proteinas identificadas deste grupo. Essas interagdes
entre cada proteina, além de serem baseadas em evidéncias cientificas sdo baseadas sob forma
de interacdo direta ou indireta entre as proteinas da rede formada. Isso sugere a existéncia de
ligacdo funcional entre as proteinas encontradas no proteoma dos grupos de sementes
estudados. Além disso, tanto no grupo de sementes PCM, quanto no grupo de sementes CM foi
detectada claramente uma mudanga gradativa na interacdo de proteinas e a existéncia de
complexos de proteinas associadas ao metabolismo de proteinas, a fotossintese, a producao de
energia, 4 homeostase redox e ao transporte, representados por circulos de acordo com a Figura
20. Os nomes e simbolos das proteinas encontradas nesta rede de interacao deste estudo estdo
na Tabela 1 do apéndice A. Esta analise de bioinformatica através da plataforma STRING
forneceu informagdes sobre as propriedades fisicas e funcionais, além das interagdes
conhecidas e preditas dos genes e seus produtos correspondentes.

Esta rede de interagdo biologica encontrada forneceu informagdes sobre a importancia
dessas proteinas para o crescimento ¢ desenvolvimento da planta. Os n6s com maior niimero
de conectividades caracterizam pontos centrais para verificagdo da influéncia do campo
magnético nas sementes semeadas de C. procera, pois se relacionam com os objetivos de

formacao da rede (PAIVA, 2016).
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TIPL:3 BIPIC

~———Selecionado em bancos de dados =——Determinadoexperimentalmente ———Genevizinho =——Fusdode gene

Co-ocorréncia de gene Mineragdo de dados ——Co-expressio ——Homologia de proteinas

Figura 20. Provavel rede de interacdo de proteinas diferencialmente acumuladas em sementes semeadas de C.
procera apés analise de bioinformatica na plataforma STRING. A - Controle: sementes semeadas ndo expostas
ao campo magnético, B - PCM: sementes semeadas pré-tratadas em campo magnético; C - CM: sementes
semeadas expostas a campo magnético. Cada no representa uma proteina e as linhas mais espessas representam
fortes associagdes entre as proteinas. As relagdes entre os codigos e 0 nome das proteinas da rede de interagdo sdo
mencionadas na Tabela 1 do apéndice A. O grupo de proteinas associadas com o metabolismo de proteinas,
transporte, energia, fotossintese, homeostase redox sdo representadas pelos circulos azul, amarelo, vermelho, verde

e laranja, respectivamente. (Continua)
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Figura 20. Provavel rede de interagdo de proteinas diferencialmente acumuladas em sementes semeadas de C.
procera apés analise de bioinformatica na plataforma STRING. A - Controle: sementes semeadas ndo expostas ao
campo magnético; B - PCM: sementes semeadas pré-tratadas em campo magnético; C - CM: sementes semeadas
expostas a campo magnético. Cada no representa uma proteina e as linhas mais espessas representam fortes
associagdes entre as proteinas. As relagdes entre os codigos e o nome das proteinas da rede de interagdo sdo
mencionadas na Tabela 1 do apéndice A. O grupo de proteinas associadas com o metabolismo de proteinas,
transporte, energia, fotossintese, homeostase redox sdo representadas pelos circulos azul, amarelo, vermelho, verde

e laranja, respectivamente. (Continua)
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Figura 20. Provavel rede de interagdo de proteinas diferencialmente acumuladas em sementes semeadas de C.
procera apés analise de bioinformatica na plataforma STRING. A - Controle: sementes semeadas ndo expostas ao
campo magnético; B - PCM: sementes semeadas pré-tratadas em campo magnético; C - CM: sementes semeadas
expostas a campo magnético. Cada no representa uma proteina e as linhas mais espessas representam fortes
associagdes entre as proteinas. As relagdes entre os codigos e o nome das proteinas da rede de interagdo sdo
mencionadas na Tabela 1 do apéndice A. O grupo de proteinas associadas com o metabolismo de proteinas,
transporte, energia, fotossintese, homeostase redox sdo representadas pelos circulos azul, amarelo, vermelho, verde

e laranja, respectivamente. (Conclusio)
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Andlises protedmicas realizadas em legumes sob estresse abidtico também
demonstraram diferentes relacdes existentes entre as proteinas dos diferentes grupos:
metabolismo de proteina, fotossintese, defesa contra estresse, como as que foram encontradas
no presente trabalho (JAN et al., 2021). Além disso, os resultados encontrados sobre as
sementes semeadas tratadas com campo magnético estdo em consonancia com os dados
apresentados por Sarraf et al., (2020), onde o tratamento com campo magnético em sementes
também antecipou a germinacao das sementes em relacao as sementes do tratamento controle,
bem como melhorou pardmetros de crescimento e desenvolvimento da planta. Adicionado a
isso foi verificada também mudanga no perfil proteico das plantas originadas de sementes
expostas a0 campo magnético em momentos pré-semeadura.

Os parametros de germinagdo das sementes semeadas, pré-tratadas em campo
magnético (PCM), e das sementes semeadas em campo magnético (CM) aumentaram em
comparagdo ao grupo controle. Além disso, os pardmetros de germinagdo das sementes
semeadas do grupo CM aumentaram em relagdo as sementes do grupo PCM, indicando que a
semeadura em campo magnético influenciou no processo de germinagdo, melhorando os
parametros do grupo CM em relagdo aos demais grupos. Foi registrado também uma reducao
na atividade da CAT e um maior conteudo de peroxido de hidrogénio tanto no grupo PCM,
quanto no grupo CM o que indica a ocorréncia de um estresse oxidativo nas sementes desses
grupos.

Ao ser analisado o proteoma das sementes do grupo controle, PCM ¢ CM foram
registradas mudangas principalmente nas proteinas diferencialmente acumuladas relacionadas
ao metabolismo de proteina, a homeostase redox, a fotossintese, a defesa contra estresse e ao
transporte. Essa analise revelou uma relagdo entre a aceleracdo da germinagao das sementes de
C. procera, registrada nos parametros de germinagao dos grupos de sementes PCM e CM, e o
metabolismo das sementes semeadas dos grupos tratados com campo magnético, PCM e CM.

Foram registradas mudangas no grupo de proteinas com diferentes fung¢des indicando
que as sementes semeadas e tratadas com campo magnético estavam mais proximas do estagio
de plantula que as sementes do grupo controle. Somado a isso, proteinas relacionadas com a
defesa da planta contra estresses bidticos e abidticos surgiram como exclusivas nos proteomas
analisados indicando que além de acelerar o crescimento e desenvolvimento da planta o campo
magnético pode preparar a planta para responder melhor a um desses tipos de estresses. A
relacdo do campo magnético e sementes de Calotropis procera descobertas estdao

esquematizadas na Figura 21, para melhor entendimento.
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Figura 21. Representagdo esquematica de mudancas metabolicas em sementes de Calotropis procera semeadas
em campo magnético (CM) e semeadas apds tratamento em campo magnético pré-semeadura (PCM). A -
Sucessoes de eventos em CM: 1- As sementes sdo semeadas em campo magnético; 2 - O campo magnético causa
acimulo de ROS na semente de C. procera; 3- O acumulo de ROS estimula mudangas metabodlicas e
desenvolvimento da planta. B - Sucessdes de eventos em PCM: 1 - As sementes sdo expostas ao campo magnético
antes da semeadura; 2- O campo magnético causa acimulo de ROS na semente de C. procera; 3- O actimulo de
ROS provoca danos a membrana celular, mas aumenta o processo de divisdo celular; 4- Semeadura sementes de
C. procera pré-tratadas em campo magnético; 5 - O acimulo de ROS estimula mudangas metabolicas e

desenvolvimento da planta. LM - Linha Magnética.
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6 CAPITULO III: EFEITO DE CAMPO MAGNETICO SOBRE PLANTULAS E
CALOS DE CALOTROPIS PROCERA IN VITRO
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6.1 INTRODUCAO

A maioria das pesquisas envolvendo campo magnético e planta ¢ realizada com
sementes de plantas de importancia agronomica. Dessa forma as analises realizadas sdo, na
maior parte, em plantulas originadas a partir de sementes pré-tratadas com campo magnético.
Outros estudos envolvendo plantas e campo magnético realizados com sementes envolveram a
exposicao durante a semeadura, diferentemente do tratamento de sementes em campo
magnético em momentos pré-semeadura.

Bukhari et al., (2021) registraram que plantulas de girassol (Helianthus annuus L.)
quando submetidas ao campo magnético de 50 mT e 80 mT apresentaram melhora na
germinagdo de sementes, aumento do rendimento da cultura, bem como aumento de atividade
antioxidante, verificadas na extra¢ao do 6leo das sementes.

Segundo Belyavskaya, (2004) plantulas de ervilha (Pisum sativum L.) foram submetidas
a um campo magnético de 1 nT e foi verificado um aumento de 41 % na duragdo do ciclo
celular. Em plantulas de linho (Linum usitatissimum L.) esse aumento foi de 30 %, enquanto
em plantulas de lentilha (Lens culinaris) esse aumento na duracao do ciclo celular foi de 33 %,
o que retardou o crescimento dessas plantulas.

Sementes de grao de bico (Cicer arietinumum L.) foram tratadas com um campo
magnético de 100 mT para avaliacdo do efeito do tratamento magnético no cultivo dessas
sementes em condicoes de estresse salino. Os resultados desse trabalho registraram uma maior
taxa de germinagdo nas sementes pré-tratadas em campo magnético e um aumento de parametro
de crescimento nas plantulas originadas das sementes pré-tratadas em campo magnético. Foram
aumentados o comprimento das raizes, o0 comprimento da parte aérea, e indices de vigor das
plantulas sob diferentes concentracdes de sal. Além disso foi registrada também uma maior
dinamica de absor¢do de dgua, o que foi sugerido pelo estudo como uma forma de hidratagao
das enzimas das sementes fornecendo assim uma alta taxa de germinacdo (THOMAS et al.,
2013).

Dhiman et al., (2018) realizaram uma pesquisa com plantulas de Arabidopsis thaliana
para a verificagdo da expressao génica, nessas plantas submetidas a um campo magnético
proximo de zero e um campo magnético de 188 uT. Essa pesquisa testou a resposta da planta a
luz azul e 4 luz vermelha. Nessa pesquisa foi verificada a recep¢do dos estimulos magnéticos
pela planta. Diferentemente das outras pesquisas, foi analisado nesse estudo, que os genes do

criptocromo e do fitocromo tém participacao na recepgao dos estimulos magnéticos, mas nao
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sdo unicos. Esse estudo concluiu também que a mudanga de direcdo do campo magnético afeta
a quantidade de proteinas de ligagdo com a clorofilaa e b.

Assim como os trabalhos relatando a exposi¢ao de plantulas ao campo magnético sao
também escassos os relatos sobre a exposi¢ao de calos a campo magnético. Os calos sao
formados a partir de métodos de cultura in vitro de células e de tecidos vegetais. Esses métodos
tém sua base no conceito de totipoténcia e sdo ferramentas muito eficientes utilizadas para a
preservacdo e propagacao de genotipos com germoplasma superior, bem como ser uma
ferramenta que pode proporcionar um aumento na variabilidade genética (FEHER, 2019).
Dessa forma um calo ¢ um tecido transitorio formado por células desdiferenciadas, ou seja,
c¢lulas diferenciadas que retornaram a condi¢do de células indiferenciadas, ou ainda, os calos
sdo o resultado de uma reprogramacao celular, devido a essa caracteristica essas células sao
capazes de expressar uma profunda variedade de genes (IKEUCHI et al., 2018).

Sytnik et al., (1984) ao induzirem calos de Haplopappus gracilis, em duas linhagens
diferentes, os submeteu a exposicdo ao campo magnético proximo a zero e registrou um
decréscimo na producgdo de biomassa de calos cultivados das duas linhagens.

Em um estudo com melao amargo (Mormodica charantia L.) foi realizada a indugao de
calos de tecido proliferativo selecionado. O trabalho em questdo teve o objetivo de investigar a
influéncia do campo magnético em diferentes intensidades. Foi registrada uma influéncia
positiva da exposicao dos calos ao campo magnético.Tal exposi¢do proporcionou o aumento de
biomassa, um aumento da divisdo celular, um aumento de crescimento, bem como um aumento
do conteudo de polifenois (ALINA et al., 2018).

Nos capitulos anteriores deste trabalho foram abordadas a exposicdo de sementes a
campo magnético e registradas varias mudangas nos pardmetros de germinagdo. Além disso, a
partir de de analises bioquimicas foram identificadas que podem ser relacionadas as mudancas
registradas nos parametros de crescimento. Nesta secao serd abordada a influéncia do campo
magnético de 2 mT sobre um estidgio diferente de Calotropis procera. Além disso, seréd
abordada a influéncia desse mesmo campo sobre calos provenientes de hipocotilo de C.
procera. Para isso foram levantadas analises de parametros de crescimento de plantulas e calos,
bem como andlises de acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e possiveis danos
ocasionados a membrana e ao DNA por provocado um aciimulo de ROS. Além disso, foi
levantado também o conteudo de pigmentos fotossintéticos, além do contetido de lignina em

calos.
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6.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.2.1 Material biologico

As plantulas e calos utilizados para os experimentos deste capitulo foram originadas a
partir de sementes de Calotropis procera sem exposi¢do ao campo magnético, coletadas e

selecionadas conforme item 5.1 deste trabalho.

6.2.1.1 Plantulas de Calotropis procera

Sementes de Calotropis procera foram desinfectadas, conforme item 5.3 ja descrito
neste trabalho. Posteriormente as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contento 15
mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 1/2 for¢a, 2 % de sacarose e 0,7 % de agar
pH 5,8. Os tubos com as sementes semeadas foram colocados em sala de cultivo com
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Todo o procedimento antes de colocar os
tubos na sala de cultivo foi realizado em camara de fluxo laminar. Apods abertura dos
cotilédones, aproximadamente 23 dias apds semeadura, as plantulas foram submetidas ao

tratamento com campo magnético.

6.2.1.2 Indugdo de calos de Calotropis procera

Plantulas de Calotropis procera foram obtidas a partir de sementes ndo cultivadas in
vitro, de acordo com o processo citado no item anterior 11.1.1. Apos as plantulas abrirem os
cotilédones, segmentos de hipocoétilo foram cultivados em meio MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) 1/2 forga, 2 % de sacarose e 0,7 % de agar (TEIXEIRA etal., 2011) pH 5,8, suplementado
com reguladores de crescimento: 4cido naftaleno acético (ANA) 3 uM e cinetina (CIN) 4,6 uM
(SURI e RAMAWAT 1995). O indculo dos explantes foi realizado em placas de Petri contento
25 mL de meio MS suplementado com 3 uM de ANA e 4,6 uM de CIN, em camara de fluxo
laminar. As placas de Petri contendo os explantes foram transferidas para sala de cultivo com
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, para o desenvolvimento dos calos. Apos
28 dias os calos foram subcultivados em meio MS com o mesmo método citado acima e apos

28 dias foram submetidos a tratamento com campo magnético.
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6.2.2 Aplicacdo do campo magnético

6.2.2.1 Aplicagdo do campo magnético em plantulas de C. procera

Apoés 23 dias as plantulas de Calotropis procera com cotilédones abertos foram
divididas em grupo controle, sem exposi¢do ao campo magnético, e grupo tratado com o campo
magnético, plantulas expostas a campo magnético. As plantulas deste grupo foram colocadas
sob campo magnético de 2 mT em uma bobina de Helmholtz, por 5 dias de forma continua,
conforme descrito no item 5.2. Ap6s o tratamento com o campo magnético, foram analisados

parametros de crescimento e realizados ensaios bioquimicos.

6.2.2.2 Aplicagdo do campo magnético nas culturas de calos

Apos 28 dias de subcultivo, similarmente ao item anterior, 11.2.1, os calos subcultivados
em placas de Petri contendo meio MS suplementado com 3 uM de ANA e 4,6 uM de CIN foram
divididos em grupo controle, sem exposicao a campo magnético, € grupo tratado com o campo
magnético, calos expostos por cinco dias ao campo magnético de 2 mT. Apos aplicacdo do
tratamento os calos foram coletados e submetidos as andlises de parametros de crescimento e

ensaios bioquimicos.

6.2.3 Pardmetros de crescimento

6.2.3.1 Parametros de crescimento das plantulas

Ap6s os cinco dias de exposicdo de plantulas de Calotropis procera ao campo
magnético de 2 mT, foram realizadas a afericdo de parametros de crescimento como: massa
fresca e massa seca (metodologia descrita neste trabalho no item 5.5); comprimento da raiz;
comprimento do hipocoétilo e comprimento médio das plantulas. Todos esses parametros

seguiram a metodologia descrita por Balouchi e Modarres, (2009).
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6.2.3.2 Parametros de crescimento dos calos

Todos os parametros descritos foram avaliados ap6s 5 dias de exposi¢ao de calos de
Calotropis procera ao campo magnético de 2 mT. A determinag¢dao de massa fresca e massa
seca seguiram a metodologia descrita no item 5.5 deste trabalho.

A taxa de crescimento relativo dos calos foi determinada segundo a férmula: TCR=100
x (Mg Mo)/Mop. Onde TCR ¢ a taxa e crescimento relativo; Mr € a massa fresca no final de
experimento; € Mo € a massa fresca no inicio do experimento (SOUZA et al., 2017).

O teor de umidade seguiu a seguinte formula: TU=100 x (MMs) / M. Onde TU¢ o teor
de umidade; My ¢ a massa fresca dos calos e Ms a massa seca dos calos (LOKHANDE et al.,

2010).

6.2.4 Extrato enzimdtico

Para a obtencao do extrato enzimatico seguiu-se o método mencionado no Item 5.7 desta

pesquisa.

6.2.5 Dosagem de proteinas totais soluveis

A quantificacdo das proteinas totais soluveis foi realizada pelo método de Bradford,

(1976) de acordo com a metodologia ja descrita no item 5.8 deste trabalho.
6.2.6 Atividade das enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas antioxidantes POX, CAT e APX foram determinadas nesta
secdo da pesquisa, segundo as metodologias aplicadas nos itens 5.9, 5.10 e 5.11, como relatado
anteriormente.
6.2.7 Conteudo de peroxido de hidrogénio

A extracdo e quantificagdo do peroxido de hidrogénio contido no material biologico

desta pesquisa seguiu a metodologia descrita por Gay et al., (1999) como relatada no item 5.12

deste trabalho.
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6.2.8 Analise da peroxidacdo lipidica

Para determinar a peroxidagao lipidica foi seguido o método de Heath e Packer (1968)

jé& descrito no item 5.13.

6.2.9 Ensaio TUNEL fluorométrico

Para a andlise da degradagdo do DNA das plantulas e calos foi realizado o ensaio
fluorométrico de TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling), como descrito no item
5.15 desta pesquisa.

6.2.10 Quantificagdo de clorofila e lignina

A quantificacdo de clorofila e lignina nas amostras foi realizada de acordo com o método
de Donaldson, (2020) com modificagdes. Para isso foi utilizada a intensidade de fluorescéncia
emitida pelas moléculas e captadas pelo microscépio confocal através do software Carl Zeiss
Laser Scanning Microscope (LSM 710, 20x objective, Carl Zeiss, Jena, Germany, Brazil),
utilizado no microscépio confocal. Para a molécula de clorofila a emissdo da fluorescéncia
ocorreu na cor vermelha em um intervalo de 720 a 730 nm. Para a molécula de lignina a emissao

da fluorescéncia ocorreu na luz azul a 488 nm.

6.2.11 Pigmentos fotossintéticos

A extracao dos pigmentos fotossintéticos foi realizada, conforme a metodologia de
Welburn, (1994), com modificagdes. Foram colocadas 50 mg de amostra em tubos de ensaio
com 2 mL de solucao de dimetilsulfoxido (DMSO), saturado com carbonato de calcio (CaCO3)
por um periodo de 24 horas sob auséncia de luz.Apos esse periodo a solugdo foi coletada e
centrifugada (10.000 rpm, 10 min, 25 °C). A solugdo com os pigmentos fotossintéticos foi entdao

lida no espectrofotometro a 480 nm, 649 nm e 665 nm.

6.2.12 Anadalise estatistica

A pesquisa foi completamente randomizada, e realizada em 3 replicatas temporalmente

independentes. Em relacdo as plantulas foram analisadas 180 plantulas, sendo 90 do grupo
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tratado com o campo magnético (2 mT) e 90 do grupo controle. Em cada replicata foram
utilizadas 30 plantulas para o grupo tratado com o campo magnético e 30 do grupo ndo tratado
com o campo magnético. Para os calos foram analisados 270 calos, sendo 135 do grupo tratado
com o campo magnético e 135 do grupo nao tratado com campo magnético. Em cada replicata
foram utilizados 45 calos para o grupo tratado com o campo magnético e 45 para o grupo
controle. Tanto para as plantulas quanto para os calos, as médias obtidas do grupo tratado com
campo magnético foram comparadas com as médias do grupo ndo tratado. Os dados foram

analisados pelo software GraphPad Prism.5 através do teste t de Student.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Pardmetros de crescimento

Apo6s o estudo de C. procera na fase de sementes, a outra parte dessa pesquisa foi
conduzida com plantulas cultivadas in vitro. Para isso, apds 23 dias de cultivo as plantulas
foram utilizadas para a medi¢ao alguns parametros de crescimento, como: comprimento de

hipocétilo, comprimento da raiz, massa fresca e massa seca das plantulas.
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Figura 22. Parametros de crescimento. A - Comprimento do hipocétilo; B - Comprimento da raiz; C - Massa
fresca; e D - Massa seca. Controle - Plantulas de C. procera ndo expostas ao campo magnético; CM - Plantulas de
C. procera expostas ao campo magnético. Asteriscos representam diferenca significativa entre os grupos como se

segue: * para p <0,05; ** para p <0,01; e *** para p <0,001.

As plantulas expostas a0 campo magnético apresentaram um comprimento de hipocétilo
26 % maior que o hipocotilo das plantulas do grupo controle (Figura 22A). Em relacdo ao

comprimento da raiz, as plantulas expostas ao campo magnético demonstraram um aumento de
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11,88 % em comparagdo com as raizes das plantulas do controle (Figura 22B). A massa fresca
das plantulas expostas ao campo magnético aumentou 21,69 % em relacdo a massa fresca das
plantulas controle (Figura 22C). A massa seca das plantulas tratadas com campo magnético
aumentou 16,81% em relacdo a massa seca das plantulas ndo expostas ao campo magnético
(Figura 22D).

Parametros semelhantes também foram registrados em plantulas de lentilha (Lens
culinaris L) expostas a campo magnético, que apresentaram aumento de pardmetros de
crescimento e aumento de biomassa (SHABRANGI et al., 2009).

Além das plantulas, foram realizadas medi¢des de pardmetros de crescimento em calos
cultivados a partir de hipocoétilo de plantulas de C. procera em meio MS contendo ANA e
cinetina. Para os calos foram medidos os seguintes parametros de crescimento: massa fresca,

massa seca, conteudo de agua e taxa de crescimento relativo.

Tabela 3 - Parametros de crescimento em calos de Calotropis procera expostos ao campo

magnético
Grupo Massa Fresca Massa Seca TCR CA (%)
Controle 1150+ 11.18 26.73 £1.148 3.243 £ 0.3399 71.51 +£2.173
CM 152.6 + 8.80*  31.40 + 1.275** 4387 +0.2679* 78.32 + 1.142**

Controle - Calos de C. procera ndo expostos a0 campo magnético;

CM - Calos de C. procera expostos ao campo magnético;

TCR - Taxa de Crescimento Relativa;

CA - Conteudo de Agua;

Asteriscos representam diferenca significativa entre os grupos como se segue: * para p < 0,05; ** parap <0,01; e

*** parap < 0,001.

Os calos expostos ao campo magnético apresentaram uma massa fresca 32,70 % maior
que os calos ndo expostos. Em relagdo a massa seca os calos expostos ao campo demonstraram
um aumento de 17,47 % em comparacdo com os calos do tratamento controle. A taxa de
crescimento relativa dos calos submetidos a campo magnético foi 35,28 % maior que a taxa de
crescimento relativa dos calos nao submetidos ao campo. Em relagdo ao contetido de agua foi
registrado um aumento de 9,52 % nos calos expostos a0 campo em comparagao aos calos nao
expostos.

Consonante com os resultados desta secdo, a cultura de tecidos com a planta
Phalaenopsis Gallant Beau ‘George Vazquez’ sob campo magnético também aumentou a massa

fresca e massa seca (TANAKA et al., 2010).
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6.3.2 Enzimas antioxidantes

Nos capitulos anteriores, foi verificado que os melhores parametros de germinagdo nas
sementes expostas ao campo magnético estariam associados com o estresse oxidativo. Nesta
secdo também foram realizadas andlises na atividade das enzimas antioxidantes. Apos analise
dos parametros de crescimento, foi verificada a analise das enzimas antioxidantes, como POX,
CAT e APX, bem como a determinagao contetido de peréxido de hidrogénio nas plantulas de
C. procera e nos calos cultivados a partir de plantulas de C. procera que foram submetidos a
exposi¢do em campo magnético de 2 mT.

Nas plantulas de C. procera expostas ao campo magnético foi registrada uma redugado
de 27,98 % da atividade da POX em relacdo as plantulas ndo expostas ao campo (Figura 23A).
J& as outras enzimas antioxidantes, CAT e APX, avaliadas nas plantulas de C. procera expostas
ao campo magnético, ndo apresentaram diferengas significativas em comparagdo com as
plantulas do tratamento controle (Figuras 23 C ¢ E). O contetdo de peréxido de hidrogénio foi
aumentado 41,46 % nas plantulas expostas ao campo magnético em relagdo as plantulas do
controle (Figura 23G).

Nos calos expostos ao campo magnético foi registrado um aumento da atividade da POX
de 86,81 % em relagdo aos calos do tratamento controle (Figura 23B). Na atividade da CAT foi
registrada uma reducdo de 71,57% nos calos tratados com campo magnético em comparacao
com os calos ndo tratados (Figura 23D). A atividade da APX aumentou 42,24% nos calos
expostos ao campo magnético quando comparada com a atividade da APX nos calos do
tratamento controle (Figura 23F). O contetido de perdxido de hidrogénio foi aumentado 43,33%
nos calos expostos a0 campo magnético em relacdo aos calos ndo expostos ao campo (Figura
23H).

Em consonancia com os resultados do capitulo anterior, as sementes de Calotropis
procera, quando tratadas em campo magnético também demonstraram mudangas na atividade
das enzimas antioxidantes, bem como no conteudo de peréxido de hidrogénio. Nesta secdo, as
plantulas e calos também demonstraram tais comportamentos. Os resultados dos parametros de
crescimento associados com a atividade das enzimas antioxidantes e o contetido de peroxido de
hidrogénio encontrados nas plantulas e nos calos estdo coerentes com as fun¢des das ROS na
planta, pois acionam vias cruciais com um papel de molécula de sinalizagdo, como o peroxido

de hidrogénio, e promove o crescimento da planta (MEDINA et al., 2021)
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Figura 23. Atividade de enzimas antioxidantes e ROS. A e B - Atividade da peroxidase de fendis (POX); Ce D
- Atividade da catalase (CAT); E e F - Atividade da ascorbato peroxidase (APX); e G ¢ H - conteudo de peréxido
de hidrogénio (H,0). Controle - plantulas e calos ndo expostos ao campo magnético, CM - plantulas e

calosexpostos ao campo magnético. Letras diferentes reapresentam diferencgas significativas entre os grupos para

p <0,05.
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Shabrangi et al., (2009) em lentilha (Lens culinaris L) exposta a campo magnético,
também encontrou um desequilibrio na atividade de enzimas antioxidantes relacionadas com o
aumento de parametro de crescimento da planta.

Apo6s obtencdo dos resultados de acimulo de ROS nas plantulas e calos expostos ao
campo magnético em relacdo aos seus respectivos controles, foram realizadas anélises de um

possivel dano de membrana e um possivel dano ao DNA nas amostras tratadas com campo

magnético.
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Figura 24. Ensaio de peroxidagdo lipidica. Barra branca representa as amostras do grupo controle, ndo expostas
ao campo magnético e barra preta representa as amostras expostas a um campo magnético de 2 mT. Asteriscos
representam diferencga significativa entre os grupos como se segue: * para p < 0,05; ** parap <0,01; ¢ oAk

parap <0,001.

O dano de membrana nas amostras foi verificado pela analise do conteudo de
malondialdeido (FRANCA et al., 2013). As plantulas de C. procera expostas ao campo
magnético ndo demonstraram diferencas significativas no contetdo de malondialdeido em
compara¢do com as plantulas ndo expostas ao campo magnético. Os calos expostos ao campo
magnético, também nao registraram diferencas significativas no conteudo de malondialdeido,
quando comparados aos calos do controle (Figura 24).

Para a verificacdo do dano de DNA foi realizada a analise por meio do teste de TUNEL
(HEATWOLE, 1999). No entanto, como ndo foi verificado dano de membrana, apenas as
amostras de plantulas expostas ao campo magnético foram analisadas para dar consisténcia ou
ndo ao resultado do dano de membrana. Para isso foram realizados teste de TUNEL com a raiz,
caule e folha das plantulas de C. procera expostas e ndo expostas ao campo de 2 mT.

O teste de TUNEL revelou que ndo houve diferengas significativas na intensidade de

fluorescéncia da fluorosceina em qualquer parte das plantulas expostas ao campo magnético



100

em relagdo as plantulas do tratamento controle. Sendo assim ndo foi registrado dano ao
conteudo de DNA dessas amostras, corroborando o resultado encontrado na analise de dano de

membrana.
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Figura 25. Verificagdo de integridade de DNA. A. Ensaio TUNEL fluorométrico em diferentes partes da plantula
de C. procera (Barra de escala = 100um). Controle - plantulas ndo expostas ao campo magnético; CM - plantulas
expostas a campo magnético. B - Intensidade de fluoresceina correspondente a parte da plantula de C. procera do
ensaio TUNEL. Barra branca representa as plantulas do grupo controle; barra preta representa as plantulas expostas
ao campo magnético de 2 mT. Asteriscos representam diferenca significativa entre os grupos como se segue: *

para p <0,05; ** para p <0,01; e *** para p < 0,001.

Em estudo com organelas celulares, Ishisaka et al., (2000) mostraram que o campo

magnético induziu a peroxidagdo lipidica na célula. No entanto, em um experimento com
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c¢lulas humanas, Amara et al., (2007) ndo identificaram dano ao DNA ap6s exposi¢do a um

campo magnético de 250 mT, corroborando os resultados encontrados nas células dos tecidos

da plantula de C. procera.
6.3.3 Pigmentos fotossintéticos

Além da analise de um possivel estresse oxidativo e seus possiveis danos, foi verificado
também o contetido de pigmentos fotossintéticos em plantulas de Calotropis procera expostas
ao campo magnético de 2 mT, tais como o conteudo de clorofila a, de clorofila b, o contetido

de clorofila total e o contetdo de carotenoides. Esses pigmentos foram analisados em trés partes

da plantula: raiz, caule e folha.
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Figura 26. Pigmentos fotossintéticos em diferentes partes da plantula de C. procera. C (Plantula controle) e CM
(Plantula exposta ao campo magnético). Clr a (Clorofila a), Clr b (Clorofila b), Clr T (Clorofila Total) e Caroteno
(Carotenoides). Asteriscos representam diferenca significativa entre os grupos como se segue: * para p < 0,05; **
parap <0,01; e *** parap <0,001.

Nas raizes ndo foram registradas diferengas significativas entre os pigmentos extraidos

nas plantulas expostas ao campo magnético em comparagdo com as raizes das plantulas nao
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expostas. No caule das plantulas expostas ao campo magnético foi registrado um aumento de
61,43 % no conteudo de clorofila a e 50,43 % no conteudo de clorofila total, ndo sendo
registradas diferencas significativas na clorofila » e no conteudo de carotenoides em relagdo as
plantulas controle. Nas folhas das plantulas expostas ao campo magnético houve aumento de
73,57 % no conteudo de clorofila a. O contetudo de clorofila b também foi aumentado em 89,87
% em relacgdo as plantulas controles e o contetido de clorofila total aumentou 80,60 %. Apenas
o contetido de carotenoides nao demonstrou diferenca significativa, quando comparado com as
folhas das plantulas controle (Figura 26).

Similarmente as andlises realizadas com as plantulas, foi verificada as atividades das
enzimas antioxidantes, o contetido de perdxido de hidrogénio e o dano de membrana nas
amostras de calos. Foi investigado também o conteudo de compostos autofluorescentes, como
a clorofila total, nos calos expostos ao campo magnético. Para essa analise, foi utilizada a
microscopia confocal. Além disso, o conteudo de lignina também foi quantificado pela sua
autofluorescéncia emitida dos calos expostos ao campo magnético.

Nos calos expostos ao campo magnético, o contetido de clorofila total foi encontrado
em uma intensidade de fluorescéncia aumentada de 63,79 % em relagdo a intensidade de
fluorescéncia da clorofila emitida pelos calos ndo expostos ao campo magnético (Figura 27A e
B). Em relagdo ao conteudo de lignina, a intensidade de fluorescéncia emitida por esse
composto foi reduzida 49,41 % nos calos expostos a0 campo magnético, quando comparado
aos calos do tratamento controle (Figura 27A ¢ B).

O conteudo de pigmentos fotossintéticos encontrado nas plantulas e nos calos expostos
ao campo magnético adicionado ao menor contetido de lignina (REITZ et al., 2021) apresentado
pelos calos expostos ao campo magnético estdo consonantes com os resultados encontrados nos
parametros de crescimento da secdo 13.1 deste capitulo, pois fornecem bases para um melhor
crescimento da plantula, bem como uma alta taxa de crescimento de calos.

Corroborando os resultados desta pesquisa, Baghel et al., (2018) realizaram um estudo
para avaliar o efeito de um campo magnético estatico em soja submetida ao estresse hidrico de
muita dgua e pouca agua. Os efeitos adversos dos estresses foram encontrados em atributos
fisiologicos. No entanto, os resultados encontrados indicaram que as plantulas oriundas de
sementes tratadas com campo magnético aumentaram os pigmentos fotossintéticos,
melhoraram a eficiéncia do fotossistema II e consequentemente da fotossintese.

Em outro estudo que corrobora os resultados encontrados, Kataria et al., (2020)

registraram um aumento da eficiéncia do fotossistema II, bem como um aumento de massa
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especifica e um baixo conteudo de malondialdeido em plantas de soja que foram originadas de

sementes pré-tratadas em campo magnético.
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Figura 27. Conteudo de clorofila e lignina. A - Imagem da autofluorescéncia da clorofila e lignina em calos de C.

procera por microscopia confocal (Barra de escala = 50um); Clorofila - Fluorescéncia vermelha; Lignina -

Fluorescéncia azul; B - Intensidade da fluorescéncia da clorofila; C - Intensidade da fluorescéncia da lignina. C

(Calos controle) e CM (Calos expostos a campo magnético). Barra branca representa os calos do grupo controle;

barra preta representa os calos expostos ao campo magnético de 2 mT. Asteriscos representam diferenca

significativa entre os grupos como se segue: * para p < 0,05; ** para p <0,01; e *** para p <0,001.
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Dados os resultados encontrados neste capitulo do trabalho, verificou-se que o campo
magnético de 2 mT influenciou tanto no crescimento das plantulas, quanto no crescimento dos
calos. Tais parametros de crescimento estdo associados a ocorréncia de acaimulo de ROS, visto
que ROS desempenham muitas fungdes na planta, entre elas a de promogao de crescimento.
Concomitante a isso observou-se que a exposicao da plantula e do calo de C. procera ao campo
magnético aumentou o contetido de pigmentos fotossintéticos o que se correlaciona ao aumento
verificado nos parametros de crescimento, ja que um maior contedo de clorofila melhora a
eficiéncia fotossintética e fornece bases para o crescimento observado nas plantulas e nos calos

expostos ao campo magnético. Tudo isso pode ser melhor observado na representacdo da Figura
28.

A
lembranas e DNA inte
A A M /T \ A M / A
B | | | ‘

v Mais clorofila

== 4 v Menos lignina
v Mais crecimento

1 |

LV

A
LM

o

Figura 28. Representacdo esquematica de mudangas metabolicas em plantulas e calos de Calotropis procera
expostos a campo magnético. Sucessdes de eventos em (A) plantulas e (B) calos: 1- As plantulas e calos sdo
expostos ao campo magnético; 2 - O campo magnético causa acimulo de ROS nas plantulas e calos de C. procera;

3 - O acumulo de ROS estimula mudangas metabdlicas e de crescimento da planta. LM (Linha Magnética).
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7 CONCLUSAO

A influéncia do campo magnético foi verificada em Calotropis procera nos estagios de
semente, plantula e no cultivo in vitro de calos. O efeito da exposi¢ao ao campo magnético foi
avaliado a partir da andlise de pardmetros de germinagdo de sementes e parametros de
crescimento de plantulas e calos. Em adi¢do a isso foram levantadas respostas metabodlicas nos
diferentes estagios de C. procera analisados, como atividade de enzimas antioxidantes,
acumulo de ROS, danos de membrana e dano ao DNA, verificacdo de densidade celular,
quantidade de DNA, bem como andlise protedmica, andlises de pigmentos fotossintéticos e
analise de conteudo de lignina por microscopia confocal. Este trabalho concluiu que o campo
magnético afeta positivamente a germinacdo das sementes, bem como o crescimento de
plantulas e calos de C. procera. Além disso, a exposicdo ao campo magnético provoca
mudanc¢as na homeostase redox em todos os estdgios da planta analisados. No entanto, essa
mudang¢a ndo provoca danos de membrana, com excecdo do estagio de sementes, mas nao
provoca danos no DNA, indicando que esse acimulo de ROS esteja ligado ao processo de
divisdo celular e ao crescimento de C. procera nos seus diferentes estagios. A exposicao de
plantulas e calos a0 campo magnético influenciou no conteido de clorofila em ambos e o
contetudo de lignina em calos, o que indica uma associagdo da eficiéncia fotossintética com os

efeitos positivos verificados nos parametros de crescimento.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

8.1 Sementes

Dados os resultados encontrados nas sementes de C. procera, apesar de promissores
para o uso de campo magnético no seu cultivo, ¢ necessario um aprofundamento de estudo no
que diz respeito as sementes tratadas em campo magnético, visto que foram realizadas pesquisas
com a planta somente na fase de semente, sendo necessario que se levante e observe dados da

planta oriunda de sementes tratadas com campo magnético.

8.2 Plantulas

A exposicdo de plantulas de C. procera ao campo magnético foi promissora no
entendimento dessa interagdo em uma pesquisa inicial como foi mostrado. No entanto ¢
necessario avangar no aprofundamento desse levantamento cientifico. Além da escassez de
informacao sobre a exposi¢ao de plantulas ao campo magnético, estudos do conjunto de
metabolitos secundarios presentes nas plantulas de C. procera, especialmente nas folhas, ¢ de
fundamental importancia para um ponto de partida de uma préxima pesquisa, tendo em vista o
surgimento de um maior contetido de pigmentos fotossintético nesses 0rgdos presentes nas

plantulas de C procera.

8.3 Calos

Os calos originados a partir dos segmentos de hipocoétilo de C. procera, também
demonstraram resultados muito satisfatorios para melhor entendimento do efeito do campo
magnético em células vegetais. Assim como a exposi¢do de plantulas ao campo magnético, as
informagdes de células cultivadas com calos expostas ao campo magnético sdo escassas. No
entanto, por se tratarem de tecido desdiferenciados e totipotentes, analises de seu transcriptoma

e de seu proteoma sao necessarias como pontos de partida para pesquisas futuras.
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APENDICE A - SIMBOLOS DAS DIFERENTES PROTEINAS DA REDE DE INTERACAO PROTEINA-PROTEINA EM
SEMENTES DE CALOTROPIS PROCERA SEMEADAS EM CAMPO MAGNETICO (CM) E SEMENTES SEMEADAS APOS

EXPOSICAO AO CAMPO MAGNETICO (PCM)

Function

Description

Protein code

Redox homeostasis

Protein Metabolism

Lipid Metabolism

Structure
Nucleotide Binding

Transport

NADH dehydrogenase subunit 7
NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1
Peroxidase

Superoxide dismutase
Adenosylhomocysteinase

Calreticulin

Chaperonin 60 subunit beta 2

Cullinl

Endoplasmin homolog

Ketol-acid reductoisomerase

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
S-adenosylmethionine synthase 1
S-adenosylmethionine synthase 3

SKP1-like protein

Acetoacetyl-CoA thiolase

Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit
beta, chloroplastic

Cytochrome b5

Actin
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine
methyltransferase

DNA-directed RNA polymerase subunit beta
Maturase K

Methyltransferase

ADP-ribosylation factor 1

Calmodulin 2

Calmodulin

Mitochondrial protein YMF19

NAD7
NADIC
AT3G42570
CSD1
SAHH2
CRT3
Cpn60beta2
EID1
SHD
AT3G58610
TPR6
SAMI1
MAT3
SK18
ACAT2
ACCD

CB5-B
ACTI12
ATMSI

AT2G41950
MATK
FIO1
ARF2-A
CAMS5
CAMS5
YMF19




Function

Description

Protein code

Stress Defense

Energy

Photosynthesis

Carbohydrate Metabolism

Plasma membrane intrinsic protein 2

Plasma membrane intrinsic protein

Tonoplast intrinsic protein 1

Annexin

Delta(24)-sterol reductase

Mitogen-activated protein kinase

ATP synthase CFO A subunit

ATP synthase protein MI25

ATP synthase subunit alpha

ATP synthase subunit alpha, chloroplastic
ATP synthase subunit beta, chloroplastic

ATP synthase subunit ¢, chloroplastic
Cytochrome b

Cytochrome c oxidase subunit 2

Cytochrome ¢ oxidase subunit 3

NADH dehydrogenase subunit 9
Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase
Malate dehydrogenase

Photosystem I iron-sulfur center

Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A2
Photosystem II CP47 reaction center protein
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment)
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain
Fructose-bisphosphate aldolase

PIP2B
PIP1IC
TIP1;3
ANNATS
DWFI1
MPK1
ATPI
ORF25
AT2G07698
ATPA
PB
ATPH
CYTB
COX2
cox3
NAD9
AT5G55610
MDH
PSAC
PSAB
PSBB
RBCL
RBCL
FBAG6
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