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RESUMO
Condicdes estressantes, como os fatores ambientais causam impactos fisioldgicos as plantas,
inclusive o feijdo-caupi, por produzir as espécies reativas de oxigénio, em que, seu acumulo
causa degradacdo das organelas e da membrana plasmatica. O &cido ascorbico é um metabolito
importante envolvido na defesa contra danos oxidativos. Objetivou-se avaliar os efeitos do
condicionamento de sementes de feijdo-caupi com acido ascorbico na atenuacdo dos danos
provocados pelos estresses salino e hidrico. Sementes dos gen6tipos BRS Marataod e Setentéo
foram condicionadas nas concentracfes 0,0 (controle); 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 MM de AsA e
semeadas em rolos de papel (Germitest®), umedecidos em solugdes de NaCl e manitol nos
potenciais de 0,0 (controle); 1,5; 3,0, 4,5; 6,0 e 7,5 dS m™; e 0,0 (controle); - 0,3; - 0,6; -0,9 e
-1,2 MPa, respectivamente, e acondicionados em camara de germinacdo na temperatura de 25
°C. Conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 50
sementes por tratamento. As varidveis analisadas foram porcentagem de germinagéo, primeira
contagem de germinagcdo, indice de velocidade de germinacdo, comprimento da parte aérea e
da raiz, massa seca total da plantula e extravasamento de eletroélitos das folhas e da raiz. O
condicionamento das sementes com &cido ascorbico nas concentracdes de 0,50 e 0,75 mM para
0s genétipos BRS Marataod e Setentdo, respectivamente possibilitou o desenvolvimento de
plantulas mais vigorosas e a reducdo dos danos as membranas ocasionado pelo estresse
oxidativo tanto na auséncia de agua e sal quanto para os potenciais osmaticos e os niveis salinos

testados.

Palavras-chave: Vigna unguiculata L.. Déficit hidrico. Espécies reativas de oxigénio. Estresse

salino.



ABSTRACT

Stressful conditions, such as environmental factors, cause physiological impacts to plants,
including cowpea, for producing reactive oxygen species, in which their accumulation causes
degradation of the organelles and the plasma membrane. Ascorbic acid is an important
metabolite involved in the defense against oxidative damage. The objective of this study was
to evaluate the effects of conditioning cowpea seeds with ascorbic acid to attenuate the damage
caused by saline and water stresses. Seeds of BRS Marataod and Setentdo genotypes were
conditioned at concentrations 0,0 (control); 0.25; 0.50; 0.75 and 1.00 mM of AsA and seeded
on paper rolls (Germitest®), moistened in NaCl and mannitol solutions at 0.0 (control)
potentials; 1.5; 3.0, 4.5; 6.0 and 7.5 dS m™*; and 0.0 (control); - 0.3; - 0.6; - 0.9 and -1.2 MPa,
respectively, and placed in a germination chamber at a temperature of 25 °C. Conducted in a
completely randomized design, with four replicates of 50 seeds per treatment. The analyzed
variables were percentage of germination, first germination count, germination speed index,
shoot and root length, total seedling dry mass, and extravasation of leaf and root electrolytes.
The conditioning of the seeds with ascorbic acid at concentrations of 0.50 and 0.75 mM for
BRS Marataod and Setentdo genotypes, respectively, allowed the development of more
vigorous seedlings and the reduction of membrane damage caused by oxidative stress in the
absence of water and salt as well as for osmotic potentials and salt levels tested.

Keywords: Vigna unguiculata L.. Water déficit. Reactive oxygen species. Saline stress.
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1 INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) trata-se de uma Fabacea com grande
importancia social e econémica servindo como fonte direta de emprego e como alimento de
alto valor nutritivo, principalmente para as regides Norte e Nordeste do Brasil, devido a
caracteristicas de rusticidade, adaptacdo e precocidade, possibilitando a produgdo em ambientes
desfavoraveis.

A germinacéo e o desenvolvimento vegetal podem ser afetadas por muitos fatores,
compreendendo desde o preparo do solo, as condi¢cdes ambientais da regido, fatores bidticos e
abidticos, a colheita, mas principalmente, a qualidade inicial das sementes que serdo utilizadas
no plantio da lavoura. Na maioria das vezes, as condi¢des encontradas pelas sementes ndo séo
adequadas, como no caso dos solos salinos, que influenciam negativamente a germinacao € a
velocidade de germinacdo, por aumentar o potencial osmdtico do solo, fazendo com que, a
semente ndo absorva agua.

A agua é fator limitante ao processo de germinacdo das sementes, por ser a
responsavel pela ativacdo de diferentes processos metabdlicos e esta envolvida, direta ou
indiretamente, em todas as outras etapas subsequentes do metabolismo vegetal, atuando como
um agente estimulador e controlador, pois, além de promover o amolecimento do tegumento,
favorece a penetracdo do oxigénio, proporciona aumento no volume do embrido e dos tecidos
de reserva, estimula as atividades metabdlicas béasicas, favorecendo o crescimento do eixo
embrionario (MARCOS FILHO, 2015).

A germinacdo envolve uma série de atividades metabolicas, com uma sequéncia
programada de reacdes quimicas dependentes da atividade de um sistema enzimatico
especifico. E fortemente influenciada pela temperatura, que atua diretamente na velocidade de
absorcdo de &gua e nas reacdes de desdobramento e transporte das substancias de reserva
armazenadas para 0 eixo embrionario.

Os fatores abidticos (salinidade, estresse hidrico) intensificam o processo
respiratdrio, resultando no aumento da concentracéo de oxigénio nas células, que passa a servir
como substrato para producdo de derivados toxicos aos vegetais. Esses compostos sdo
conhecidos por espécies reativas de oxigénio (EROs), e dentre os mais conhecidos, podem ser
citados, superdxido (O2™), oxigénio singleto (10?), perdxido de hidrogénio (H20>) e radicais
hidroxila (OHe), que podem desencadear um processo autocatalitico de oxidacdo das
membranas, resultando na degradacdo de organelas e da membrana plasmaética, bem como na

morte celular.
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Em condigOes naturais, as plantas e as sementes produzem as EROs, mas devido
aos mecanismos naturais de defesa, sejam eles, antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos,
é possivel se manter o equilibrio entre a sua producéo e eliminacao. Entretanto, diante alguma
situacdo estressante, se intensifica a producéo dessas espécies, mas o mecanismo de defesa ndo
é mais suficiente na protecdo contra os danos, culminando com seu acUimulo nos
compartimentos celulares (estresse oxidativo), ocasionando uma série de prejuizos ao
funcionamento fisioldgico, podendo levar até a morte celular.

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos presentes nos vegetais se destaca o acido
ascorbico (AsA), devido a sua grande importancia por estar diretamente envolvido na defesa
contra os danos oxidativos, favorece o redirecionamento das substancias de reserva disponiveis

a germinacdo, reduzindo assim, o0 tempo necessario para germinacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 - A cultura do feijdo-caupi: aspectos gerais e econémicos

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) € uma dicotiledénea pertencente a familia
Fabaceae, amplamente cultivada nas regides semiaridas da Africa, Estados Unidos e Brasil. No
ambito nacional, a cultura apresenta elevada importancia para as regides Norte e Nordeste,
devido a tradicdo de seu cultivo, comércio e consumo (ROCHA et al., 2009).

Acredita-se que século X V1 essa espécie foi introduzida na América Latina no pelos
colonizadores espanhois e portugueses, primeiramente nas coldnias espanholas e logo em
seguida no Brasil, sendo cultivado inicialmente na Bahia e levado para o interior do Nordeste,
expandindo-se também para outras regides brasileiras (FREIRE FILHO et al., 2011).

Embora o uso de feijdo-caupi seja muito semelhante ao do feijao-comum
(Phaseolus vulgaris L.), opta-se por sua producdo devido as suas caracteristicas de rusticidade,
adaptabilidade, precocidade e capacidade de produzir em ambientes desfavoraveis. Trata-se de
uma cultura com grandes perspectivas frente a escassez de alimento que ha nos paises em
desenvolvimento, entre os quais se inclui o Brasil, em particular, a regido Nordeste (SOUSA et
al., 2013). Também conhecido por feijdo-de-corda, feijao-de-estrada, feijdo-fradinho e feijdo
macassar, constitui-se como a principal cultura de subsisténcia, com a produc¢éo média nacional
de 789,5 mil toneladas em uma area de 1495,3 mil hectares na safra 2018/2019. Ja para o estado
do Ceara, estima-se uma producdo média de 118,1 mil toneladas em 400,2 mil hectares,
atingindo uma produtividade média de 292 kg.ha* para mesma safra (CONAB, 2018).

Apresenta grande variabilidade genética aos caracteres de interesse agronémico
(numeros de vagens, nimeros de graos por vagens, produtividade, etc), inclusive para o porte
da planta além de que as cultivares brasileiras sdo, quase em sua totalidade, de crescimento
indeterminado e de portes semi-prostrados e prostrados (FREIRE FILHO et al., 2009). Seu
ciclo pode ser classificado em: extraprecoce — maturidade alcancada até 60 dias apos a
semeadura (DAS); precoce — maturidade alcancada entre 61 e 70 DAS; ciclo médio-precoce —
de 71 a 80 DAS; ciclo médio-tardio — de 81 a 90 DAS, e ciclo tardio — a partir de 91 DAS
(FREIRE FILHO et al., 2005a).

Por se tratar de uma Fabaceae consegue extrair maior parte do nitrogénio necessario
a seu desenvolvimento diretamente da atmosfera, devido as associacdes com bactérias do
género Rhizobium. Isso ocorre devido uma relacdo simbidtica, em que a planta oferece
metabolitos aos microorganismos, enquanto a bactéria se instala na raiz formando nédulos,

realizando a converséo do nitrogénio atmosférico para a forma de amonia (TAIZ et al., 2017).
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A cultivar BRS Marataod foi langcada em 2004 pela Embrapa Meio-Norte (FREIRE
FILHO et al., 2004). Foi obtida do cruzamento da cultivar Seridd, procedente do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceard, com a linhagem TVX 1836-013J,
introduzida do International Institute of Tropical Agricultute (IITA), em Ibadan, Nigéria. As
geragdes segregantes foram conduzidas pelo meio da descendéncia de uma Unica vagem até a
geracdo F6, quando entdo foram abertas as linhagens, entre as quais foi selecionada a CNCx
409-11F, posteriormente lancada como BRS Marataod (OLIVEIRA et al., 2014).

Como caracteristicas, tem o habito de crescimento indeterminado, porte semi-prostado e
ciclo vegetativo variando de 70-75 dias. Apresenta ramos relativamente consistentes, que
contribuem para boa resisténcia ao acamamento; insercao das vagens acima da folhagem; graos
do tipo sempre-verde; e a arquitetura da planta é adequada para colheita mecanica, com o
dessecamento das plantas. Apresenta resisténcia a mancha-café (Colletotrichum truncatum),
imune ao virus do mosaico-severo-do-caupi (Cowpea severe mosaic Virus — CSMV) e
comporta-se moderadamente resistente ao virus transmitido por pulgdo (Cowpea aphid-borne
mosaic virus - CABMV) e ao virus o mosaico-dourado-do-caupi (Cowpea Golden mosaic virus-
CGMV) (FREIRE FILHO et al., 2005b).

Dentre as vérias cultivares recomendadas para o plantio no estado do Ceara, destaca-se a

A

cultivar “Setentdo”, por apresentar boa capacidade produtiva. E denominada de "Setentio" em
comemoracdo aos 70 anos de fundagdo do Curso de Agronomia no Estado do Ceara. Apresenta
como caracteristicas: habito de crescimento indeterminado, porte semi-ramador, folha semi-
ovalada, cor da vagem amarela, comprimento da vagem em média de 21 cm, forma da vagem
romboide, cor do tegumento creme esverdeado, floragdo aos 48 dias, ciclo 65 a 70 dias,
apresenta em média 14 grdos por vagem, peso de 100 sementes em média de 19,8 grama e
produtividade de 1.200 kg ha; é resistente ao "cowpea severe mosaic virus" (CpSMV, virus
do mosaico severo do caupi) e altamente resistente a uma estirpe de "cucumber mosaic virus"

(CMV, virus do mosaico do pepino) (PAIVA et al., 1990).

2.2 - Deterioracao e viabilidade de sementes

Deterioracdo pode ser definida como uma sequéncia de processos gque acarretam
uma série de alteracdes fisiologicas, bioquimicas, fisicas e citoldgicas, com inicio a partir da
maturidade fisiologica, em ritmo progressivo, determinando a queda da qualidade e culminando

com a morte da semente (MARCOS FILHO, 2015). A taxa na qual o processo ocorre depende
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da capacidade da semente em resistir as alteracfes de degradacéo, e 0s mecanismos de protecéo,
que sdo especificos para cada espécie vegetal (MOHAMMADI et al., 2011).

As lesdes celulares e moleculares ocorridas durante o processo de deterioracéo,
incluem reacdes hidroliticas, oxidativas e peroxidativas. Em que, apds serem reidratadas,
reativando o metabolismo durante a germinacdo, estas lesdes ocasionam falhas na divisao
celular, comprometendo as reacBes de reparo, biossintese e producdo de energia, além de
causarem o extravio da compartimentalizacao intracelular (KIBINZA et al., 2006).

Desestruturado o sistema de membranas, os lipidios estruturais presentes reagem
com o oxigénio molecular, produzindo radicais livres e perdxidos de acidos graxos com relativa
instabilidade (FREITAS et al., 2006), processo que resulta na formacdo das espécies reativas
de oxigénio (EROSs), que as sementes, quando expostas a qualquer tipo de estresses bidticos ou
abioticos intensificam sua producdo, vindo a estabelecer um desbalango entre a producéo e sua
eliminacdo, caracterizando um estresse oxidativo.

As espécies reativas de oxigénio sao moléculas quimicamente reativas, contendo
oxigénio e sdo formadas como subproduto natural do seu metabolismo. Tém papel importante
a sinalizacao celular e homeostase, participando de uma sofisticada rede de vias de sinalizacédo
em plantas, em resposta a situacdo de estresse (BARBOSA et al., 2014).

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa capazes de neutralizar a
citotoxidade das EROs, dentre eles, o sistema antioxidante enzimatico composto por enzimas
capazes de sinalizar o estresse, permitindo que as plantas protejam suas células (FOYER,;
SHIGEOKA, 2011); e os ndo enzimaticos, que exercem o papel protetor contra o estresse
oxidativo evitando a formacéo de radicais livres. Esses sistemas juntos atuam na eliminacao
das espécies reativas de oxigénio (EROs) e na reducdo do dano oxidativo (DINAKAR et al.,
2012).

As enzimas antioxidantes estdo presentes em diferentes compartimentos celulares
(mitocbndrias, cloroplastos e peroxissomos), contribuindo para o controle das espécies reativas
de oxigénio nas plantas, o que confere um estadio de homeostase redox no sistema (DINAKAR
et al., 2012). Destacam-se a superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX),
glutationa redutase (GR), peroxidases (POD), catalase (CAT) e polifenoloxidase (PPO). Entre
0s principais metabdlitos antioxidantes, encontram-se o &cido ascorbico (AsA), a glutationa
(GSH), o a-tocoferol e os carotenoides (BARBOSA et al., 2014).
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2.3 - Estresses hidrico e salino na germinacao

A salinidade é um dos principais estresses ambientais que afetam negativamente o
crescimento e o metabolismo vegetal, alem de ser um dos fatores responsaveis pelo decréscimo
da produtividade das culturas nas regides aridas e semiaridas. Apesar de refletir diretamente na
producdo, manifesta-se primeiramente na germinacéo das sementes (FURTADO et al., 2007).

Em solos salinos, a reducédo do crescimento tem sido atribuida ao estresse osmatico,
provocado pela alta concentracao de sais, reduzindo diretamente o potencial hidrico e retendo
a agua (MOTERLE et al., 2008), tornando-a cada vez menos acessivel as plantas, consistindo
em um efeito similar ao déficit hidrico do solo (NARS et al., 2012) e ao efeito ibnico causado
pelo acimulo de ions nos tecidos vegetais (MUNNS; TESTER, 2008), que podem afetar
diversos processos fisioldgicos das plantas de forma negativa, ao reduzir a fotossintese, ou
positiva, desde que ndo sejam atingidos niveis tdxicos, pela promoc¢éo do ajuste osmotico, que
contribui para manutencdo da turgescéncia e do crescimento (SOUZA et al., 2011).

Dentre os efeitos provocados pelo estresse salino nas plantas, destacam-se a
inativacdo de enzimas, inibicdo da sintese proteica, comprometimento da expansao e a divisdo
celular, dos crescimentos vegetativo e reprodutivo e intensificagdo da senescéncia das folhas
(TAIZ et al., 2017); compromete diversas funcgdes fisioldgicas e bioquimicas, provocando
estresse osmotico, resultando em distdrbios hidricos, alteracfes na absorcdo e utilizacdo de
nutrientes essenciais (CALVET et al., 2013). A toxicidade i6nica pode ainda ocasionar atraso
na emergéncia das plantulas e na mobilizacdo de reservas ou até diminuir a viabilidade das
sementes, por afetar processos fisioldgicos e metabdlicos dos tecidos embrionérios (ESTEVES;
SUZUKI, 2008).

O feijao-caupi é considerada uma espécie bem adaptada a salinidade, cuja
tolerancia tem sido associada, pelo menos em parte, a restricdo do acimulo de Na* nas folhas,
que é compartimentalizado no sistema radicular nos estagios iniciais de exposicéo ao estresse
salino (CAVALCANTI et al., 2004). Entretanto, seu efeito sobre as plantas pode variar, tanto
pelo gendtipo, como também pela composicéo e concentracdo ibnica do meio e até mesmo as
condic@es climaticas (WILSON et al., 2006).

A restricdo hidrica € um dos fatores mais limitantes a propagacao de espécies via
sementes, uma vez que a agua ativa diferentes processos metabolicos que culminam com a
germinacdo e esta envolvida, direta ou indiretamente, em todas as outras etapas subsequentes
do metabolismo vegetal (NASR et al., 2012).
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O estresse hidrico causado pela reducdo da disponibilidade de 4gua provoca graves
danos as células das plantas, afetando o crescimento, desenvolvimento e a produtividade
(ANJUM et al., 2011). A falta de agua no solo, muitas vezes, causa 0 estresse oxidativo nas
plantas, o que impede o funcionamento normal da célula e, em nivel mais avangado, pode causar
a morte vegetal (MENEZES et al., 2006). Nessas condicdes, 0s vegetais tentam manter seu
potencial hidrico por meio da acumulagdo de osmoprotetores e/ou solutos compativeis no
interior da celula, independente do volume resultante da perda de agua (TAIZ et al., 2017). O
ajuste osmotico é visto como uma das principais respostas das plantas ao estresse hidrico,
estando relacionado com o grau de tolerancia vegetal (RHEIN et al., 2011).

A disponibilidade de agua no solo é um fator limitante a producdo de feijao,
principalmente nos estagios mais criticos: germinacéo, florescimento e enchimento de gréos
(SORATTO et al., 2003), com o consumo passando de um valor minimo na germinacao até um
valor maximo na floragdo e na formac&o de vagens, decrescendo a partir do inicio da maturacao
(NOBREGA et al., 2001).

As respostas das plantas ao déficit hidrico podem ser divididas entre retardo da
desidratacdo, que corresponde a capacidade da planta em manter a hidratacao de seus tecidos;
tolerdncia a desidratacdo, que ¢é a capacidade da planta em manter seu metabolismo enquanto
desidratada; e 0 escape da seca, que engloba as espécies que completam seu ciclo durante a
estacdo Umida, antes do inicio da seca (NASCIMENTO et al., 2011).

A reducdo da produtividade das culturas devido a ocorréncia de estresse hidrico
e/ou salino esta diretamente relacionada a trés efeitos, o fechamento estomatico que limita a
assimilacdo liquida de CO-, e é consequéncia dos efeitos osmaticos dos sais; a inibicdo da
expansdo foliar que reduz a area destinada ao processo fotossintético, devido ao acimulo
excessivo de ions toxicos, de distdrbios na nutricdo mineral e/ou da reducéo na turgescéncia; e
a aceleracdo da senescéncia de folhas maduras que também reduz a producdo de
fotoassimilados (LACERDA et al., 2003). Nas sementes, ocorre reducdo na porcentagem e na
velocidade de germinacdo, predispondo a plantula a uma menor resisténcia as condicoes
ambientais adversas (KAPPES et al., 2010).

2.4 - Estresse oxidativo: causas e maleficios as células
A evolugdo dos processos aerobios, tais como a respiracdo e a fotossintese,

inevitavelmente, acarretam em producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),

principalmente nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, sendo que, em condigdes de
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estresse sua produgdo e acumulo é aumentada (BARBOSA et al., 2014). Todos 0s estresses
ambientais desencadeiam uma grande variedade de respostas fisioldgicas nas plantas, alterando
a expressao génica e o metabolismo celular (PASTORI; FOYER, 2002). Além de promover o
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio nas células vegetais, que, diante essas
condices, os estdmatos séo fechados pela a¢do do &cido abscisico, reduzindo a concentracao
de COz e elevando a de O, que associadas a baixa disponibilidade de NADP" para captar 0s
elétrons provenientes do fotossistema I, a formacao das EROs nos cloroplastos é favorecida,
devido ao desvio dos elétrons para o oxigénio molecular (EL-BAKY et al., 2003).

Por serem altamente reativas, 0 acumulo das EROs € a principal causa do estresse
oxidativo nas espécies vegetais devido ao desequilibrio entre a producédo e a eliminacdo das
EROs (BECANA et al., 2010). Onde esse acimulo resulta em danos celulares, como a oxidacao
de lipidios, proteinas e &cidos nucléicos (PASTORI; FOYER, 2002); danos nas membranas
celulares, provocando a apoptose (LORETO et al., 2001), acontecendo ndo sé nos cloroplastos,
mas também nas mitocondrias e nos peroxissomos (VOSS et al., 2013).

As EROs sdo formas parcialmente reduzidas do oxigénio atmosférico (O.),
resultante da excitacdo do mesmo para formar oxigénio singleto ou pela transferéncia de um,
dois ou trés elétrons para o O., formando, respectivamente, o radical superéxido (O2™), o
peroxido de hidrogénio (H202) ou o radical hidroxila (OHe¢) (MITTLER, 2002). O O," é
produzido pela reacéo parcial do O2 (oxigénio molecular) e é caracterizado como de vida curta,
é capaz de originar 0 H202 e o OHe. O primeiro também pode ser formado a partir do Oze- por
dismutacdo nao enzimatica em pH baixo ou pela acdo de metais de transicdo, como o cobre e 0
ferro, pela reacdo de Haber-Weiss. Ja, o OHe pode ser gerado a partir do H>O> pela a¢do do
ferro na reagdo de Fenton (GILL; TUTEJA, 2010). Sementes ortodoxas maduras, o baixo teor
de 4gua mantém os tecidos em estado vitreo, de modo que as EROs ndo sdo produzidas por
reacOes enzimaticas. Sendo assim, as principais fontes nestas sementes sdo as reacdes nao

enzimaticas, como a peroxidacdo lipidica e as reacfes de Maillard (BAILLY et al., 2008).

2.5 - Acido ascorbico no condicionamento de sementes

E considerada a molécula celular com maior poder antioxidante, gracas as suas
propriedades quimicas que permitem a esta molécula doar elétrons a um grande nimero de
reacOes enzimaticas e ndo enzimaticas (GILL; TUTEJA, 2010).

Apesar do nivel de acido ascorbico (AsA) ser variavel nos tecidos vegetais

(VENKATESH et al., 2012), trata-se do metabolito mais abundante nas plantas, com elevadas
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concentragfes nos tecidos fotossintetizantes, enquanto nos tecidos meristematicos, flores,
frutos jovens, raiz e tubérculos as menores concentragdes (GEST et al., 2013), se encontra
disponivel, principalmente, na sua forma reduzida (KHAN et al., 2011). Atua como tampé&o
redox e cofator enzimatico (MULLER-MOULE et al., 2002). Sua forma de acdo pode ser por
interacdo quimica direta com as EROs, ou a partir da reacdo catalisada pela enzima ascorbato
peroxidase (APX) durante a fotossintese, ou em reacdo ao estresse oxidativo induzido
(GALLIE, 2013).

E conhecido por proteger organelas e células contra as EROs, evitando seu actimulo
induzidos pelo estresse (BELTAGI, 2008). Controla a diviséo e expanséo celular, atuando na
biossintese de horménio (giberelina), regeneracdo de antioxidantes e envolvidos na fotossintese
e respiracdo (GALLIE, 2013). Esta envolvido no processo responsavel pelo redirecionamento
das substancias de reserva disponivel para a nutricdo do embrido (TOMMASI et al., 2001).

Como agente condicionante, o acido ascorbico apresenta vantagens por ser soluvel
em &gua, com sua aplicacdo exdgena sendo indicada como forma de combate ao estresse em
sementes, por agir como indutor de proteinas de tolerancia ao estresse (MCCUE et al., 2000),
protecdo contra a peroxidacdo de lipideos e as espécies reativas de oxigénio induzidas pelo
envelhecimento (FOYER; NOCTOR, 2005). Além de promover a melhoria no potencial de
germinacdo de sementes oleaginosas quando submetidas a armazenamento prolongado
(DOLATABADIAN; MODARRES SANAVY, 2008) ou de sementes envelhecidas
artificialmente (KRANNER et al., 2006).

Diversos estudos avaliando os beneficios do AsA no tratamento de sementes na
protecdo contra estresses bidticos e abidticos ja foram desenvolvidos. Quando submetidas a
niveis crescentes de salinidade, foi relatado um aumento na germinacdo e melhoria no
desenvolvimento das plantulas em campo para culturas como, batata (VENKATESH et al.,
2012); ervilha (BELTAGI, 2008; ALQURAINY, 2007); feijdo (ALQURAINY, 2007; AZOOZ;
AL-FREDAN, 2009); sorgo (ARAFA et al., 2007); tabaco (SUN et al., 2010); tomate (BARH
et al., 2008; ZHANG et al., 2011). Para o estresse hidrico, Santos et al. (2018) concluiram que
a aplicagdo de AsA apresenta potencial para atenuar os efeitos desse deficit em plantas de

rabanete, observando incremento na taxa fotossintética.
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3 ARTIGO 1

Submetido a Revista Ciéncia Agrondémica

Efeitos do &cido ascorbico na germinacao e vigor de sementes de feijdo-caupi sob
estresse hidrico

RESUMO

A &4gua é um dos fatores que mais compromete a germinacdo e o crescimento inicial das
plantulas, com sua restricdo provocando reducdes no potencial hidrico da célula, além de causar
0 estresse oxidativo. O acido ascorbico (AsA) é conhecido por proteger organelas e células
contra as EROs evitando seu acimulo. Objetivou-se estudar os efeitos do acido ascorbico no
condicionamento de sementes de feijdo-caupi submetidos ao estresse hidrico. As sementes dos
genétipos BRS Marataod e Setentdo foram condicionadas nas concentra¢fes 0,0 (controle);
0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mM de AsA e semeadas em rolos de papel (Germitest®), umedecidos
com solucdes de manitol nos potenciais de 0,0 (controle); -0,3; -0,6; -0,9 e -1,2 MPa e
acondicionados em cadmara de germinacdo (B.O.D.) na temperatura de 25 °C. Conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema de fatorial 2x5x5, com quatro repeti¢oes
de 50 sementes por tratamento. As variaveis analisadas foram porcentagem de germinacéo,
primeira contagem de germinacdo, indice de velocidade de germina¢do, comprimento da parte
aérea e da raiz, massa seca total da plantula e extravasamento de eletrolitos das folhas e da raiz.
O condicionamento das sementes com &cido ascdrbico nas concentra¢fes de 0,50 mM para o
genétipo BRS Marataod e 0,75 mM para o Setentdo, possibilitou o desenvolvimento de
plantulas mais vigorosas e a reducdo dos danos as membranas ocasionado pelo estresse
oxidativo tanto na auséncia de estresse quanto para os niveis salinos e potenciais osmoticos

testados.

Palavras-chave: Vigna unguiculata L.. Déficit hidrico. Estresse oxidativo. Vigor.



19

Effects of ascorbic acid on germination and vigor of cowpea seeds under water stress

ABSTRACT

Water is one of the factors that most compromises the germination and initial growth of the
seedlings, with its restriction causing reductions in the water potential of the cell, besides
causing oxidative stress. Ascorbic acid (AsA) is known to protect organelles and cells against
ROS by preventing accumulation. The objective of this study was to study the effects of
ascorbic acid on the conditioning of cowpea beans subjected to water stress. Seeds of BRS
Marataod and Setent&o genotypes were conditioned at concentrations 0,0 (control); 0.25; 0.50;
0.75 and 1.00 mM AsA and seeded on paper rolls (Germitest®), moistened with mannitol
solutions at 0.0 (control) potentials; -0.3; -0.6; -0.9 and -1.2 MPa and placed in a germination
chamber (B.O.D.) at a temperature of 25 °C. Conducted in a completely randomized design, in
a 2 x 5 x 5 factorial scheme, with four replicates of 50 seeds per treatment. The analyzed
variables were percentage of germination, first germination count, germination speed index,
shoot and root length, total seedling dry mass, and extravasation of leaf and root electrolytes.
The seed conditioning with ascorbic acid at concentrations of 0.50 mM for the genotype BRS
Marataod and 0.75 mM for the Setentdo, allowed the development of more vigorous seedlings
and the reduction of the damage to the membranes caused by oxidative stress both in the
absence of stress levels and for the osmotic potentials and saline levels tested.

Keywords:Vigna unguiculata L.. Water déficit. Oxidative stress. Vigor.
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3.1 - Introducgéo

A &gua é um dos fatores que mais compromete a germinacao e o crescimento inicial
das plantulas, por compor a matriz necessaria a maioria dos processos bioquimicos e
fisioldgicos (TAIZ et al.,, 2017). Quando disponivel, ocorre a hidratagdo dos tecidos,
intensificacdo da respiracdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; MARCOS FILHO, 2015), e
o controle sobre a estrutura e propriedade das proteinas, das membranas, dos &cidos nucléicos
e de outros constituintes celulares (TAIZ et al., 2017).

A restricdo de agua no solo, fendmeno comum nas regifes aridas e semiaridas,
provoca reducdo no potencial hidrico da planta e, consequentemente, no turgor, aumentando a
toxidade ibnica e a inibicdo da fotossintese, levando a uma limitacdo das funcdes fisioldgicas e
bioquimicas das células; nessas condicdes as plantas ativam mecanismos complexos de resposta
a escassez hidrica, envolvendo mudancas deletérias e/ou adaptativas, com o intuito de evitar ou
tolerar o periodo de estresse (LISAR et al., 2012).

Periodos pos-semeadura com déficits hidricos prolongados podem causar a
deterioracdo das sementes, prejudicando o potencial fisioldgico, que passa a interferir na
emergéncia de plantulas, causando reducdo no stand de plantas a campo (CARVALHO et al.,
2016). Além do mais, a falta de agua no solo, muitas vezes, causa um estresse oxidativo nas
plantas (BARBOSA et al., 2014), acarretando na formacdo de espécies reativa de oxigénio
(EROs) nas células vegetais, especialmente o anion superéxido (O2), o radical hidroxila (OH")
e 0 peroxido de hidrogénio (H202) (MAIA et al., 2012). Normalmente, a geracao e eliminagao
das EROs estdo em estado de equilibrio dindmico, mas ao ser submetidas a alguma situacao
estressante, um desequilibrio nessa relagdo é observado, implicando em seu acumulo
(KRANNER et al., 2010).

O excesso de espécies reativas de oxigénio causa danos nas membranas e
macromoléculas, afetam o metabolismo celular das plantas sob estresse hidrico, podendo levar
amorte celular (BARBOSA et al., 2014; LISAR et al., 2012). Entre as principais consequéncias
do acumulo de EROs na célula estdo a peroxidacdo dos lipidios, a oxidacdo de proteinas, a
inibicdo enzimética, danos em nivel de DNA e RNA e, consequentemente, a senescéncia, 0 mau
funcionamento da fotossintese e a necrose das folhas (SCANDALIOS, 2005).

Nessas condigdes, 0s vegetais tentam manter o seu potencial hidrico por meio da
acumulacao de osmoprotetores e/ou solutos compativeis no interior da célula, independente do
volume resultante da perda de agua (TAIZ et al., 2017), além da adog&o de recursos estruturais
para melhorar o funcionamento celular sob estresse hidrico (LISAR et al., 2012). O &cido

ascorbico é considerado uma molécula celular com grande poder antioxidante, gracas as suas
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propriedades quimicas de doar elétrons a um grande nimero de reagfes enziméticas e ndo
enzimaticas (GILL; TUTEJA, 2010), protegendo organelas e células contra as EROs, evitando
seu acumulo induzidos pelo estresse (BELTAGI, 2008).

Diante do exposto objetivou-se estudar os efeitos do acido ascérbico no

condicionamento de sementes de feijdo-caupi submetidos ao estresse hidrico

3.2 - Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Andlise de Sementes do
Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara,
Campus do Pici - Fortaleza, utilizando sementes de feijdo-caupi dos gendtipos BRS Marataod
e Setentdo.

Inicialmente, as sementes foram submetidas a determinacdo do grau de umidade e
do peso de mil sementes conforme descrito por Brasil (2009).

As sementes foram desinfetadas por meio da imersdo em solucdo de alcool 70%
(v/v) com agitacao por 30 segundos, seguida de duas lavagens rapidas com agua destilada. Logo
apos, imersas em solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% (v/v) por 2 minutos, lavadas com agua
destilada e, secadas em papel toalha. Posteriormente, procedeu-se o condicionamento destas
em rolos de papel tipo Germitest®, umedecidos com solucdo de acido ascorbico nas
concentracgdes de 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mM (Tabela 1), na proporcao de 2,5 vezes 0 peso
do substrato, por um periodo de 4 horas a 25 °C (BRILHANTE et al., 2013).

Tabela 1 — Quantidade de Acido ascorbico (AsA) utilizada para o preparo das diferentes

concentracdes para condicionamento das sementes de feijdo-caupi.

Concentracdo (mM) AsA (g.L ! de agua destilada)
0,0 0,00
0,25 48,93
0,50 97,85
0,75 146,78
1,00 195,70

Decorrido esse tempo, as sementes condicionadas foram distribuidas em rolos de
papel tipo Germitest®, umedecidos com solucdo salina, na proporgédo de 2,5 vezes 0 peso do
substrato. As solucbes foram ajustadas as concentracoes de 0,0 (controle); - 0,3; - 0,6; - 0,9; -



22

1,2 MPa pela diluicdo do manitol em agua destilada, com base na férmula proposta por Van’t
Hoff, ou seja: Yos = -RTC, em que: Yos = potencial osmoético (atm); R= constante geral dos
gases perfeitos (8,32 J mol™* K1); T = temperatura (K); C = concentragdo (mol L) e T (K) =
273+T (°C). Para cada tratamento foram utilizadas 200 sementes, as quais foram distribuidas
em 4 rolos de papel, com 50 sementes cada, e acondicionadas em camara de germinagdo do
tipo Biochemical Oxygen Demand (BOD), a temperatura de 25 °C.

Tabela 2 — Quantidade de Manitol utilizada para o preparo dos diferentes potenciais osmoticos

para umedecimento do substrato.

Potencial osmotico (MPa) Manitol (g.L de 4gua destilada)
0,00 0,00
- 0,30 22,23
- 0,60 44,58
-0,90 66,87
-1,20 89,17

A primeira contagem e a contagem final do teste de germinac&o foram realizadas
no quinto e oitavo dia ap6s a instalacdo do teste, respectivamente. Foi considerada a
porcentagem de plantulas normais utilizando como critério de classificacdo, as defini¢bes
estabelecidas nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Diariamente, foram
realizadas contagens do nimero de plantulas normais para o calculo do indice de velocidade de
germinacao proposto por Maguire (1962).

A analise do crescimento da parte aérea e da raiz principal foi determinada oito dias
apos a instalacdo do teste de germinacdo, das quais foram selecionadas dez plantulas normais
por tratamento, para proceder com as mensura¢des auxiliadas por uma régua graduada em
centimetros. Em seguida, as plantulas foram levadas para estufa com circulacéo de ar forcada a
temperatura constante de 65 °C por 72 horas. Logo apos, foram pesadas em balanca de precisao
com trés casas decimais para obtencdo da fitomassa seca, com resultado expressos em
miligramas.plantulas-*.

A permeabilidade das membranas foi determinada por meio do extravasamento de
eletrolitos no oitavo dia apés a instalagdo do teste de germinagdo. Utilizou-se discos foliares e
raizes dos tercos mediano e superior do sistema radicular, selecionando aproximadamente 0,1
gramas e acondicionando-os em tubos de ensaio contendo 10 mL de agua destilada. Em seguida,
foram fechados e mantidos em repouso por 24 horas em temperatura ambiente (25 °C).
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Decorrido esse tempo, procedeu-se com a leitura da condutividade inicial (C1) usando
condutivimetro de bancada devidamente calibrado. Posteriormente, os tubos foram submetidos
a temperatura de 80 °C por 60 minutos em banho-maria e, apos o resfriamento do contetdo dos
mesmos, aferiu-se a condutividade final (C2). A permeabilidade relativa foi calculada pela
relagcdo [C1/(C1+C2)] x 100 (TARHANEN et al., 1999).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
distribuidos em esquema de fatorial triplo 2 (gen6tipos) x 5 (concentracdes de acido ascérbico)
X 5 (potenciais osmoticos). Cada tratamento composto por 4 repeticdes. Os dados foram
submetidos & anélise de variancia e posteriormente a analise de regressdo ao nivel de 5% de
significancia, no software estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2000). Para representacao

gréfica dos resultados foi utilizado software Sigmaplot, versdo 12.5.

3.3 - Resultados e discussao

As sementes apresentaram valores distintos para o grau de umidade e peso de mil
sementes, em que, para 0 gendtipo BRS Marataoa foram encontrados 13% e 182,53 g e para 0
Setentdo 11% e 178,30 g, respectivamente.

A germinacdo e o vigor das sementes de feijdo-caupi foram influenciados tanto pelo
estresse hidrico quanto pelas concentracdes de acido ascorbico. Na tabela 3, nota-se que nédo
houve interacdo entre os trés fatores estudados (genotipo, concentracdes de AsA e potencial
osmotico) para as variaveis analisadas. Observando significancia apenas para as concentracdes
de AsA e potencial osmético. A ndo interacdo entre os genotipos pode ser atribuidas as
diferencas nas caracteristicas fisicas apresentadas pelas sementes dos genétipos utilizados (teor

de &gua e peso de mil sementes).
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Tabela 3 — Valores do quadrado médio e significancia para as variaveis Teste de germinagéo
(G%), Primeira contagem de germinacio (PC%), indice de velocidade de germinagdo (IVG),
comprimento da parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CR), massa seca da plantula inteira

(MSP), extravasamento de eletrélitos das folhas (EPA) e do sistema radicular (ER) sob estresse

hidrico.

F.v Quadrado médio das Variaveis
G (%) PC (%) IVG CPA CR MSP EPA ER

Gt 5222,42" 5596,82  194,04™  0,74™ 46,99  0,00385 59,40 164,58"
AsA 6540,22" 2501,73"  55,67** 3,09 43,08 0,00022" 416,89 185,50
Pot 21858,17° 33078,83" 528,94° 292,13" 54542° 0,02119° 187,26 193,96
Gt*AsA 272,02m 1467,17™ 22,98™ 4,50™ 25,06™ 0,00027™  283,74™  197,12™
Gt*Pot 965,77 1663,37™ 4,31™ 8,82™ 16,16™ 0,00016™ 210,23 212,15™
AsA*Pot 1339,43° 601,19  41,63™ 12,75 13,29™ 0,00013" 227,99  203,33"
Gt*AsA*Pot  254,68™ 327,28™ 4,43™ 3,24 6,73  0,00018™  211,08™  194,47™

Média 73,49 61,03 9,76 3,99 7,22 0,041 43,45 47,60

C.V. (%) 2,91 4,10 5,33 4,89 4,74 2,51 2,06 1,49

Gt — gendtipo; AsA — concentragdes de &cido ascdrbico; Pot — potencial osmético.

* Significativo a 5%; ** significativo a 1%; ns - ndo significativo

A germinacgdo das sementes de feijao-caupi declinou com a reducdo do potencial
osmoético do substrato. Na auséncia do deéficit hidrico, a cultivar BRS Marataod apresentou uma
germinacdo de 87% e 97% para Setentdo. E quando submetidas a -1,2 MPa esses valores
reduziram para 44% e 14%, respectivamente, com o Ultimo mostrando-se mais sensivel ao
estresse hidrico (Figuras 1a e 1b). Essa reducdo pode ser atribuida a velocidade e a quantidade
de &gua absorvida pelas sementes, uma vez que, o déficit hidrico inibe a absor¢éo de &4gua pelos
tecidos, dificultando o inicio da germinagdo (KAPPES et al., 2010).
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Figura 1. Germinacdo de sementes de feijdo-caupi em diferentes potenciais osméticos e
condicionados com acido ascorbico.
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Potencial osmético (MPa) Potencial osmotico (MPa)
e  0mM AsA: 87,40 + 35,67 x (R*2=0,991)* e  (0mM AsA: 97,00 + 69,33 x (R"2=0,985)*
o 0,25 mM AsA: 92,60 + 15,33 x (R"2 =0,992)* o 0,25 mM AsA: 9440 + 36,00 x  (R"2=0,987)*
v 0,50 mM AsA: 98,60 + 13,67x  (R"2=0,963)** v 0,50 mM AsA:99.20 +2200x (R*2=0,977)*
& 0,75 mM AsA: 94,80 + 20,67 x  (R*2=0,996)** a 0,75 mM AsA: 96,00 +51,33x  (R*2 = 0,983)*
. 1,00 mM AsA: 91,00 +2733 x  (R"2=0,998)* L 1,00 mM AsA: 92,00 +51,33x  (R"2=0,996)**

* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Esses resultados corroboram com os obtidos por Vicosi et al. (2017), ao relatarem
uma reducdo linear na germinacdo de sementes de feijdo quando expostas as condi¢des de
estresse hidrico simulado por manitol. Duarte et al. (2013) também verificaram o0 mesmo
decréscimo a partir do potencial osmético de -0,6 MPa para a mesma espécie. No entanto,
Custddio et al. (2009) ao avaliar diferentes agentes osmaticos comentaram que o potencial de
-0,55 MPa simulado por CaCl, permitiu a maxima germinacdo para sementes de feijdo,
enquanto o manitol e MgCl, ndo promoveram diferencas na germinagdo, com o0s valores
ficando em torno de 98%. Gomes et al. (2015), em feijdo-vagem também ndo encontraram
resposta negativa da germinacdo das sementes conforme a reducdo do gradiente de potencial
osmatico.

Sementes de soja também tiveram sua germinacdo afetada pelo estresse hidrico,
como relatado por Carvalho et al. (2016), ao observarem decréscimo nessa variavel para as
cultivares BRS Tordilha RR, FPS Solimdes RR e FPS Paranapanema RR em relagdo ao
aumento do déficit hidrico simulado por manitol, com a primeira quando exposta a -0,84 MPa,
apresentando uma reducéo de 16% em relagéo ao controle (0,0 MPa).

O tratamento das sementes de feijdo-caupi com 4&cido ascorbico (AsA)

proporcionou aumentos na taxa de germinacdo das sementes dos genotipos avaliados, atingindo
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os valores de 78% e 68% para BRS Marataod e Setentdo, respectivamente, mesmo quando
submetidos ao potencial mais baixo (-1,2 MPa). Esse aumento esta relacionado ao aumento na
biossintese de giberelina, devido a aplicacdo exdgena de AsA em virtude do condicionamento
(KHAN et al., 2011).

Os gendtipos apresentaram comportamento semelhante em resposta a aplicacdo do
acido ascorbico diante do estresse hidrico, com a concentracdo de 0,50 mM de AsA
proporcionando 0s maiores valores, com uma germinacdo média de 90% até -0,6 MPa, e
reduzindo conforme o potencial decrescia para 0s genotipos avaliados (Figuras 1a e 1b).

O 4cido ascorbico € um antioxidante natural que exerce grande importancia ao
metabolismo vegetal por estar envolvido na embriogénese, durante o processo de formacéao das
sementes (RAZA et al., 2013). A sua aplicacdo exdgena pode possibilitar o aumento enddgeno
desse antioxidante, mas quando aplicado em elevadas concentracdes, pode torna-se maléfico,
por anular a germinacdo (TAKEMURA et al., 2010), ou apenas, reduzi-14, conforme relatada
por Ishibashi e Iwaya-Inoue (2006) em sementes de trigo ao serem tratadas com com 50 e 100
mM de &cido ascorbico.

O condicionamento de sementes com AsSA na promocao da germinacdo diante da
reducdo do potencial osmotico do substrato ja foi relatado por alguns autores, dentre eles,
Dehghan et al. (2011), em sementes de soja quando da aplicagcdo de 400 ml.L o qual
proporcionou aumentos na germinagdo, mesmo quando submetidos a 50mM de NaCl
(aproximadamente -0,15 MPa).

Assim como no teste de germinacao, o teste da primeira contagem de germinacao
influenciado pelas concentracGes de AsA e o déficit hidrico. Novamente percebe-se que o
tratamento das sementes com acido ascorbico foi eficaz na resisténcia aos danos causados pela
escassez de agua, recomendando-se a concentracdo de 0,50 mM para 0s gendtipos Marataoa e

Setentdo (Figuras 2a e 2b).
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Figura 2. Primeira contagem de germinacdo de sementes de feijdo-caupi em diferentes

potenciais osmoticos e condicionados com acido ascorbico.
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100 1

30

Primeira contagem de germinagao (%)
b

-1.2 -0.9 -0,6 -0,3 0,0

Potencial osmético (MPa)

e O0mM AsA: 77,20 +42,67 x (R"2 =10,99])**
o 0,25 mM AsA: 83,60 + 28,00 x (R"2=0,961)**
v 0,50 mM AsA: 88,40 + 19,33 x (R"2=10,971)**
a 0,75 mM AsA: 85,60 + 42,67 x (R*2 =0,988)**
- 1,00 mM AsA: 80,80 + 44,00 x (R"2 =10,996)**

Primeira contagem de germinagio (%)

Sectentdo

100

-1,2 -0,9 -0,6

Potencial osmético (MPa)

e 0mM AsA: 76,80 + 64,67 x

¢ 0,25 mM AsA: 82,00 + 40,67 x
v 0,50 mM AsA: 89,20 + 38,00 x
a 0,75 mM AsA: 82,40 + 57,33 x
. 1,00 mM AsA: 76,80 + 57,33 x

* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

-0,3 0,0

(R"2 =0,995)**
(R"2=10,976)**
(R"2 = 0,979)**
(RA2 = 0,996)**
(R"2=0,991)**

A deficiéncia hidrica afetou a velocidade de germinacdo das sementes dos

gendtipos de feijdo-caupi avaliados, conforme os valores observados no teste de primeira

contagem de germinacdo. Em gendtipos de feijdo-miudo, Deuner et al. (2011) observaram o

mesmo comportamento, relatando retardo e reducdo na germinacdo a partir da concentracao de

50 mM de NaCl (aproximadamente -0,15 MPa). Sementes de soja também foram afetadas pelo

déficit hidrico, com as sementes chegando a ndo germinar quando expostas a -0,9 MPa,

independente do agente osmotico utilizado (CaClz, manitol ou MgCly).

Quanto ao indice de velocidade de germinacdo observou-se maior velocidade no

tratamento controle (0,0 MPa) e, a medida que o potencial osmdtico do substrato reduzia, as

sementes passaram a necessitar de mais tempo para embeber e germinar (Figuras 3a e 3b).
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Figura 3. Indice de velocidade de germinacdo de feijio-caupi em diferentes potenciais

osmaticos e condicionados com acido ascérbico.

BRS Marataod = Setentdo 3b

IVG
IVG

-12 -0.9 -0,6 -0.3 0,0 =12 -0.9 -0.6 0.3 0,0

Potencial osmético (MPa) Potencial osmético (MPa)
e  OmM AsA: 13,60 +7,67 x (R*2=0,990)* e OmM AsA: 11,40 + 8,67 x (R"2= 0,991)*
0,25 mM AsA: 12,20 +4,00 x (R"2 = 0,986)* o 0,25mM AsA: 11,20 +4.33 x (R"2=0991)**
v 0,50 mM AsA: 13,80 +4,67 x (R"2 = 0,990)* v 0,50 mM AsA: 12,20 | 4,00 x (R*2 = 0,986)*
& 0,75mM AsA: 14,40 + 4,67 x (R*2 =0,962)** a 0,75 mM AsA: 1440 + 533 x (R"2=0.977)**
- 1,00 mM AsA: 17,40 + 12,67 x (R*2=0,979)* - 1,00 mM AsA: 11,00 + 9,00 x (R"2 = 0985)*

* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

As sementes condicionadas com AsA, embeberam e germinaram mais rapido. No
genotipo BRS Marataod, o valor do indice de velocidade de germinacdo foi de 13, para as
sementes ndo condicionadas e no tratamento controle (0,0 MPa). Quando condicionadas, esses
valores foram crescentes, chegando a uma germinacgéo de 16 sementes na concentracao de 1,00
mM de &cido ascérbico. Quando tratadas com 0,75 mM de AsA e submetidas ao potencial
osmotico mais baixo (-1,2 MPa), o valor do IVG chegou a 8, valor esse semelhante ao obtido
nas sementes nao tratadas e expostas a -0,6 MPa (Figura 3a). JA no gendtipo Setentdo, a
concentracdo de 0,75 mM de AsA proporcionou 0s maiores valores de IVG (Figura 3b). O acido
ascorbico afeta varios processos fisioldgicos, incluindo diferenciacdes metabdlicas das plantas
sob condigdes de déficit hidrico, favorecendo a disponibilidade de &gua e nutrientes (KHAN et
al., 2011).

Em relacéo a avaliacdo do crescimento das plantulas, verificou-se que os genotipos
de feijao-caupi apresentaram elevada sensibilidade ao déficit hidrico, interferindo diretamente

no desenvolvimento da parte aérea (Figura 4).
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Figura 4. Comprimento da parte aérea das plantulas de feijao-caupi em diferentes potenciais

osmaticos e condicionados com acido ascérbico.

BRS Marataod la . Setentdo 4b

10,5 4

Comprimento da parte aérea (cm)
Comprimento da parte aérea (cm)

-1.2 0.9 -0.6 -03 0.0 1,2 0,9 0.6 0,3 0.0

Potencial osmotico (MPa) Potencial osmético (MPa)
®  0mM AsA: 5,50 + 6,43 x + 2,86 x*2 (R"2 - 0,978)** ® OmM AsA: 5,54 +447 x (R"2=0,974)**
o 025mM AsA: 6,63 +533x+ 1,19x"2 (R"2=0,992)** © 025mM AsA: 6,73 1930x 1 3,97 x"2 (R*2—0,992)**
v 0.50mM AsA: 943 + 13.74 x + 6,59 x*2  (R"2 = 0,989)** v 05mM AsA: 845+ 11,52 x +4,60x"2 (R"2 =0,967)**
s 075mMAsA:899 + 13.79x 1 682x°2  (RA2 —0,996)** A 0I5 aMACINAS TS0+ 3R (R2250,999)%
= 1,00mM AsA: 6,44 + 805 x + 3,65x"2 (R”*2 = 0.999)** s | 00mM AsA: 9,00 + 14,39 x + 6,82 x"2 (R"2=0,999)**

* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Analisando o crescimento aéreo através do ajuste das curvas de regressao para 0S
genotipos avaliados, observou-se que os mesmos apresentaram tendéncia semelhante em
resposta aos tratamentos utilizados. Para as medidas efetuadas nas plantulas sem o tratamento
com é&cido ascorbico, e submetidas a diferentes potenciais hidricos, percebeu-se uma queda
constante para essa variavel, chegando aos valores de 1,70 e 0,50 cm para BRS Marataoa e
Setentdo, respectivamente, a -1,2 MPa. O estresse hidrico é responsavel por causar reducdo no
declinio do potencial osmoético da célula, e consequentemente, a diminuicdo da pressdo de
turgor, prejudicando a expanséo e o crescimento celular, reduzindo dessa forma, o crescimento
da planta (JALEEL et al., 2009).

No entanto, o condicionamento das sementes com AsA nas concentragdes de 0,50
e 0,75 mM proporcionou um maior crescimento das plantulas, atingindo valores médios de 2,30
e 1,70 cm quando expostas a0 menor potencial testado, para os genétipos BRS Marataoa e
Setentdo, respectivamente. Mesmo quando ndo submetidos ao estresse hidrico, as sementes
tratadas mostraram-se mais vigorosas quando comparadas as ndo tratadas, podendo ser
observado pelo comprimento da parte aérea, em que, 0 genétipo BRS Marataod, os valores
ficaram em 9,70 cm, enquanto a ndo tratada foi de 5,70 cm (Figura 4a). J& 0 genotipo Setentéo,

esse valor foi de 10,10 e as néo tratadas de 5,80 cm (Figura 4b).



30

Estudos visando avaliar os efeitos do déficit hidrico no crescimento inicial de
plantulas foram realizados, dentre eles, Gomes et al. (2015), relataram que a parte aérea de
plantulas de feijdo-vagem ndo diferiram entre os potenciais de 0,0 a -1,2 MPa, mas quando
submetidos a potenciais mais elevados, notou-se reducdo para essa variavel. Vicosi et al.
(2017), também relataram redugdo no crescimento do hipocétilo do feijeiro, em que, no
tratamento controle (0,0 MPa), observaram um crescimento de 11,0 mm, enquanto, a -2,4 MPa,
apenas 3,0 mm.

Ao tratar sementes de soja da cultivar DPX com 400 mg.L ™ de AsA, Dehghan et
al. (2011) observaram que as plantulas que foram induzidas ao estresse osmético de 50 mM de
NaCl (aproximadamente -0,1 MPa) apresentaram comprimento médio superior ao obtido no
tratamento controle (auséncia de sal e sementes ndo tratadas). Em plantas de ervilha, EI-Hak et
al. (2012), a aplicacéo de 200 ppm de &cido ascorbico nas folhas proporcionou plantas maiores
€ mais vigorosas.

Os fatores analisados interferiram no crescimento radicular das plantulas de feijao-
caupi. Para o genétipo BRS Marataod, os maiores valores ocorreram nas sementes tratadas com
0,50 mM de AsA, em que, mesmo no nivel potencial osmotico mais baixo (-1,2 MPa), esse
valor foi superior ao obtido no tratamento controle quando exposto a -0,3 MPa. O mesmo pode
ser observado para 0 genétipo Setentdo nas sementes tratadas com 0,75 mM de acido ascérbico.
Em ambos os gendtipos, 0s menores comprimento da raiz foi observado na auséncia de AsA
(Figuras 5a e 5b).
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Figura 5. Comprimento da raiz das plantulas de feijdo-caupi em diferentes potenciais

osmaticos e condicionados com acido ascérbico.
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- 0,75 mM AsA: 17,14 +830x  (R"2=0977)**

. 1,00 mM AsA: 13,72+ 720x  (R"2=0985)**
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1,00 mM AsA: 334 1+ 997 x

* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

(R*2=0,993)**
(R"2=0,999)**
(R*2 = 0,997)**
(R*2 = 0,988)**
(R"2=0,978)**

Estes resultados corroboram com os encontrados por outros autores, dentre eles,

Custddio et al. (2009) em sementes de feijdo que observaram reducdo no crescimento radicular,

conforme o0 aumento da deficiéncia hidrica. Deuner et al. (2011), em genétipos de feijdo-mitdo,

também relataram reducdo nessa variavel quando submetidos ao potencial osmético de 200 mM

de NaCl (aproximadamente -0,5 MPa) em relacdo ao controle. O sistema radicular é

extremamente importante para a absor¢do de agua, nutrientes e sustentacdo da planta.

Problemas de formacdo em sua estrutura podem acarretar prejuizos ao seu estabelecimento e

por consequéncia no rendimento da cultura (CARVALHO et al., 2016).

Ocorreu reducdo na massa seca das plantulas de feijdo-caupi para 0s genotipos

avaliados conforme se reduziu os potenciais osmoticos (Figura 6).
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Figura 6. Massa seca das plantulas de feijdo-caupi em diferentes potenciais osmoticos e

condicionados com acido ascorbico.
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o 0,25 mM AsA: 67,18 +42,13 x (R"2 =0,972)*+* O 025 mM AsA: 61,74 +40,07 x (R"2 - 0,986)*
v 0,50 mM AsA: 79,04 1+ 46,57 x (R*2-0,975)* v 0,50 mM AsA: 59,74 + 45,30 x (R"2=0,990)*
a 0,75 mM AsA: 7431 1 22,62 x (R*2=0,961)* A 0,75 mM AsA: 69,90 + 51,43 x (R"2 = 0,989)**
L] 1,00 mM AsA: 76,32 + 29,05 x (R*2=0,992)* - 1,00 mM AsA: 70,00 + 46,73 x (R"2 =0,899)%*

* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Estudos ja relataram a reducao da fitomassa de plantulas diante de estresse hidrico.
Custddio et al. (2009), comentaram que tanto a massa seca da parte aérea como da raiz
decresceu com o0 aumento da deficiéncia de agua fornecidos durante a germinacao. No entanto,
Deuner et al. (2011), afirmaram que em plantas de Vigna radiata doses de até 150 mM de NaCl
(aproximadamente -0,4 MPa) expressaram aumento de massa seca de caule, enquanto 0 mesmo
foi observado para as folhas até a dose de 100 mM (aproximadamente -0,35 MPa).

O déficit hidrico ocasionou um aumento dos danos em membranas, baseados no
extravasamento de eletrdlitos, nos tecidos foliares e radiculares dos gendtipos BRS Marataod e
Setentdo. No potencial osmético mais baixo, a liberacdo dos eletrélitos nestes tecidos
apresentou aumento de cerca de 1,1 vezes em relagdo aos respectivos controles (Figuras 7a e
7b), com o sistema radicular liberando mais eletrolitos em comparacgéo as folhas (Figuras 7 c e
7d). Maia et al. (2012), em cultivares de feijdo-caupi, tambem observaram um aumento
crescente na liberacdo de eletrolitos quando as sementes foram submetidas ao potencial
osmotico de 100 mM de NaCl (aproximadamente -0,25 MPa) em relacdo ao tratamento

controle.
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Figura 7. Extravasamento de eletrdlitos nos tecidos foliares e radiculares dos gendtipos de

feijdo-caupi em diferentes potenciais osmoticos e acondicionados com &cido ascorbico.
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Potencial osmotico (MPa)
e OmM AsA: 47,68 - 1,50 x (R"2=0,976)*
o 025mM AsA: 44,02 -4.20 x (R"2 = 0,965)**
v 0,50 mM AsA: 40,30-4.93 x (R"2=10,954)**
& 0,75 mM AsA: 38,08 - 4,23 x (R”2=10,978)*
= 1,00mM AsA: 43,06-4,04 x (R"2=10,996)**
Setentdo 7.d
-1,2 -0,9 -0,6 03 0.0
Potencial osmético (MPa)
® OmM AsA: 4848 - 330 x (R”2 =0,982)*
o 0,25 mM AsA: 47,94 - 2,53 x (R"2 = 0,999)**
v 0,50 mM AsA: 46,32 - 3,00 x (R"2 =0,987)*
a 0,75 mM AsA: 45,11 -3,47x (R"2 =0,999)*
[ ] 1,00 mM AsA: 46,76 - 2,00 x (R*2 =10,998)**

O condicionamento com acido ascérbico possibilitou um aumento no mecanismo

de defesa das plantulas de feijdo-caupi a seca, sendo observado que, quando utilizado a

concentracdo de 0,50 mM de AsA nas sementes do genétipo BRS Marataod, os danos as

membranas para o potencial osmotico mais baixo (-1,2 MPa) foi inferior ou semelhantes ao

apresentado para o tratamento controle (ndo tratadas e auséncia do déficit hidrico), 42,00% e

48,00%; e 48,20% e 47,50%, para folhas e sistema radicular, respectivamente. As demais

concentracdes de AsA também proporcionaram redugdes no extravasamento de eletrolitos

(Figuras 7a e 7c). Para o gendtipo Setentdo, em todas as concentragdes de AsA testadas foram

obtidos valores inferiores aos encontrados nas sementes ndo tratadas. No tratamento controle
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foram encontrados os valores de 47,70% e 48,60 %, enquanto ao serem tratadas com 0,75 mM
de AsA e expostas a -1,2 MPa, percebeu-se uma reducdo nesses valores, ficando em torno de
43,00% e 49,40% para folhas e raizes, respectivamente (Figuras 7b e 7d).

O &cido ascorbico é considerado um antioxidante de grande importancia as plantas,
por ser essencial a sintese de horménios e uma série de enzimas antioxidantes (KHAN et al.,
2011), protegendo as macromoléculas dos danos oxidativos ocasionados pelas espécies reativas
de oxigénio (DEHGHAN et al., 2011).

CONCLUSAO
O condicionamento das sementes com acido ascérbico nas concentragdes de 0,50
mM para o gendtipo BRS Marataod e 0,75 mM para o Setentdo, possibilitou o desenvolvimento
de plantulas mais vigorosas e a reducdo dos danos as membranas ocasionado pelo estresse
oxidativo tanto na auséncia do déficit hidrico quanto para os potenciais osmoticos testados,

inclusive no mais baixo.
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4 ARTIGO 2

Submetido a Revista Journal of Seed Science

Efeitos do &cido ascorbico na germinacao e vigor de sementes de feijao-caupi sob

estresse salino

RESUMO
A salinidade afeta negativamente o crescimento e 0 metabolismo vegetal, por desencadear o
aumento da producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). O acido ascorbico (AsA) €
conhecido por proteger organelas e células contra as EROs evitando seu acumulo. Objetivou-
se estudar os efeitos do AsA em sementes de feijdo-caupi submetidas ao estresse salino. As
sementes foram condicionadas nas concentracdes 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mM de AsA e
semeadas em rolos de papel (Germitest®), umedecidos nos niveis salinos de 0,0; 1,5; 3,0, 4,5;
6,0 e 7,5 dS m, acondicionados em germinador de bancada a 25 °C. Conduzido em DIC,
esquema de fatorial 2x5x6, com quatro repetices de 50 sementes por tratamento. As variaveis
analisadas foram porcentagem de germinacdo, primeira contagem de germinacao, indice de
velocidade de germinacdo, comprimento da parte aérea e da raiz, massa seca total da plantula e
extravasamento de eletrolitos das folhas e da raiz. O acido ascérbico nas concentracfes de 0,50
mM para o0 BRS Marataod e 0,75 mM para o Setentdo, possibilitou o desenvolvimento de
plantulas mais vigorosas e a reducdo dos danos as membranas ocasionado pelo estresse
oxidativo tanto na auséncia de sal quanto para os niveis salinos testados, inclusive no mais

elevado.

Palavras-chave: Vigna unguiculata L.. Extresse oxidativo. Potencial fisiologico. Salinidade
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Effects of ascorbic acid on germination and vigor of cowpea seeds under saline stress

ABSTRACT
Salinity adversely affects plant growth and metabolism by triggering increased production of
reactive oxygen species (ROS). Ascorbic acid (AsA) is known to protect organelles and cells
against ROS by preventing accumulation. The objective of this study was to study the effects
of AsA on cowpea beans submitted to saline stress. Seeds were conditioned at concentrations
of 0.0; 0.25; 0.50; 0.75 and 1.00 mM AsA and seeded on paper rolls (Germitest®), moistened
at saline levels of 0.0; 1.5; 3.0, 4.5; 6.0 and 7.5 dS m™, packed in a bench germinator at 25 ° C.
Conducted in ICD, 2 x 5 x 6 factorial scheme, with four replicates of 50 seeds per treatment.
The analyzed variables were percentage of germination, first germination count, germination
speed index, shoot and root length, total seedling dry mass, and extravasation of leaf and root
electrolytes. Ascorbic acid at concentrations of 0.50 mM for BRS Marataod and 0.75 mM for
the Seventy, allowed the development of more vigorous seedlings and the reduction of
membrane damage caused by oxidative stress both in the absence of salt and in the levels saline

tested, including the highest.

Keywords: Vigna unguiculata L.. Oxidative stress. Physiological potential. Salinity
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4.1 - Introducéo

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] constitui-se numa importante fonte
de proteina a alimentacdo humana nas regides Norte e Nordeste do Brasil devido ao seu baixo
custo. Cultivado tanto por pequenos produtores em condicOes de subsisténcia e com venda de
pequenos volumes excedentes, quanto por médios e grandes produtores que objetivam os
mercados nacionais e internacionais (FREIRE et al., 2007). Em condi¢des de campo, para se
obter plantas vigorosas e estande uniforme, além da escolha de sementes de qualidade, faz-se
necessario algumas condicdes especificas quanto a disponibilidade de agua, temperatura, luz e
profundidade de semeadura (MONDO et al., 2010).

Um fator importante que acomete as sementes € a salinidade, que pode estar
presente na agua utilizada na irrigacéo, no solo ou em ambos. O aumento da salinidade interfere
no meio de crescimento, na germinacio e no desenvolvimento das plantulas. E provavel que
isso ocorra em virtude da reducdo da absorcao de agua pelas plantas, devido ao excesso de sais,
causando reducdo no potencial hidrico do solo que associada aos efeitos toxicos dos ions no
protoplasma da semente, prejudicam a germinacao e sua velocidade, resultando na formacao de
plantulas com crescimento reduzido, caracterizado pela diminui¢gdo no comprimento e menor
acumulo de biomassa (CONUS et al., 2009).

Os efeitos idnicos resultam da elevada absorc¢ao dos ions, especialmente Na*e CI-,
alterando a homeostase idnica das células, a qual é essencial as atividades de muitas enzimas
citosélicas e para manutencdo do potencial da membrana celular (YU et al., 2012).
Secundariamente, a salinidade também induz o estresse oxidativo ao provocar o0 acimulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o perdxido de hidrogénio (H20>) e os radicais
livres, superoxido (O2) e hidroxil (OH). Em altas concentragBes, essas espécies sdo
extremamente prejudiciais as células, causando danos oxidativos aos lipidios da membrana,
proteinas e acidos nucléicos (XU et al., 2017).

Para se proteger das EROs, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa
altamente eficientes representados por enzimas antioxidantes que incluem a superdxido
dismutase, a catalase e o ascorbato peroxidase (MUNNE-BOSCH et al., 2013). Existem
tambem os protetores antioxidantes ndo enzimaticos como o acido ascorbico (AsA), glutationa
(GSH), o-tocoferdis, flavondides, alcaldides, carotendides, hormonios e vitaminas, que
participam ativamente no controle da EROs nas células (APEL; HIRT, 2004).

Nas plantas, o ascorbato é o mais importante antioxidante e, em associa¢do com

outros componentes do sistema de defesa, protege as plantas contra os danos oxidativos
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resultantes do metabolismo aerdbio, fotossintese e uma série de poluentes, inibindo a
peroxidacdo membranosa, protegendo a célula dos danos e atrasando sua senescéncia (ZHANG,
2013).

Diante do exposto objetivou-se estudar os efeitos do acido ascérbico no

condicionamento de sementes de feijdo-caupi submetidos ao estresse salino.

4.2 - Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Andlise de Sementes do
Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara,
Campus do Pici - Fortaleza, utilizando sementes de feijdo-caupi dos gendtipos BRS Marataod
e Setentdo.

Inicialmente, as sementes foram submetidas a determinagdo do grau de umidade e
do peso de mil sementes conforme descrito por BRASIL (2009).

As sementes foram desinfetadas por meio da imersdo em solucao de alcool 70%
(v/v) com agitacao por 30 segundos, seguida de duas lavagens rapidas com agua destilada. Logo
apos, imersas em solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% (v/v) por 2 minutos, lavadas com agua
destilada e, secadas em papel toalha. Posteriormente, procedeu-se o condicionamento destas
em rolos de papel tipo Germitest®, umedecidos com solucdo de &cido ascorbico nas
concentracgdes de 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mM (Tabela 4), na proporcao de 2,5 vezes 0 peso
do substrato, por um periodo de 4 horas a 25 °C (BRILHANTE et al., 2013).

Tabela 4 — Quantidade de Acido ascorbico (AsA) utilizada para o preparo das diferentes

concentracdes para condicionamento das sementes de feijdo-caupi.

Concentracdo (mM) AsA (g.L1 de agua destilada)
0,0 0,00
0,25 48,93
0,50 97,85
0,75 146,78
1,00 195,70

Decorrido esse tempo, as sementes condicionadas foram distribuidas em rolos de
papel, umedecidos com solucdo salina, na proporcéo de 2,5 vezes o peso do substrato. As
solugdes foram ajustadas as concentragdes de 0,0 (controle); 1,5; 3,0; 4,5; 6,0 e 7,5 dS m™ pela
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diluicdo de cloreto de sddio (NaCl) em &gua destilada (Tabela 5), com base na férmula proposta
por RICHARDS (1954). Para cada tratamento foram utilizadas 200 sementes, as quais foram
distribuidas em 4 rolos de papel, com 50 sementes cada e acondicionados em germinador de

bancada com a temperatura regulada a 25 °C.

Tabela 5 — Quantidade de cloreto de sédio (NaCl) utilizada para o preparo dos diferentes

potenciais osmaticos para umedecimento do substrato.

Niveis de salinidade (dS m™) NaCl (g.L de agua destilada)
0,00 0,00
1,50 1,072
3,00 2,142
4,50 3,213
6,00 4,283
7,50 5,353

A primeira contagem e a contagem final do teste de germinac&o foram realizadas
no quinto e oitavo dia ap6s a instalacdo do teste, respectivamente. Foi considerada a
porcentagem de plantulas normais utilizando como critério de classificacdo, as definicdes
estabelecidas nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Diariamente, foram
realizadas contagens do nimero de plantulas normais para o calculo do indice de velocidade de
germinacao proposto por MAGUIRE (1962).

A analise do crescimento da parte aérea e da raiz principal foi determinada oito dias
apos a instalacdo do teste de germinacdo, das quais foram selecionadas dez plantulas normais
por tratamento, para proceder com as mensuracfes auxiliadas por uma régua graduada em
centimetros. Em seguida, as plantulas foram levadas para estufa com circulacéo de ar forcada a
temperatura constante de 65 °C por 72 horas. Logo apds, foram pesadas em balanca de precisdo
com trés casas decimais para obtencdo da fitomassa seca, com resultado expressos em
miligramas.plantulas™.

A permeabilidade das membranas foi determinada por meio do extravasamento de
eletrolitos no oitavo dia apés a instalagdo do teste de germinagdo. Utilizou-se discos foliares e
raizes dos tercos mediano e superior do sistema radicular, selecionando aproximadamente 0,1
gramas e acondicionando-os em tubos de ensaio contendo 10 mL de agua destilada. Em seguida,

foram fechados e mantidos em repouso por 24 horas em temperatura ambiente (25 °C).
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Decorrido esse tempo, procedeu-se com a leitura da condutividade inicial (C1) usando
condutivimetro de bancada devidamente calibrado. Posteriormente, os tubos foram submetidos
a temperatura de 80 °C por 60 minutos em banho-maria e, apos o resfriamento do contetdo dos
mesmos, aferiu-se a condutividade final (C2). A permeabilidade relativa foi calculada pela
relagcdo [C1/(C1+C2)] x 100 (TARHANEN et al., 1999).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
distribuidos em esquema de fatorial triplo 2 (gen6tipos) x 5 (concentracdes de acido ascérbico)
X 6 (niveis salinos). Cada tratamento composto por 4 repeticdes. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e posteriormente a analise de regressdo ao nivel de 5% de significancia, no
software estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2000). Para representacao grafica dos resultados

foi utilizado software Sigmaplot, versao 12.5.

4.3 - Resultados e discussao

As sementes apresentaram valores distintos para o grau de umidade e peso de mil
sementes, em que, para 0 gendtipo BRS Marataoa foram encontrados 13% e 182,53 g e para 0
Setentdo 11% e 178,30 g, respectivamente.

A germinacdo e o vigor das sementes de feijao-caupi foram influenciados tanto pelo
estresse salino quanto pelas concentracfes de acido ascorbico. Na tabela 6, nota-se que ndo
houve interacdo entre os trés fatores estudados (genoétipo, concentracdes de AsA e niveis de
salinidade) para as variaveis analisadas. Observando significancia apenas para as concentracdes
de AsA e niveis de salinidade. A ndo interacdo entre os gendétipos pode ser atribuidas as
diferencas nas caracteristicas fisicas apresentadas pelas sementes dos genétipos utilizados (teor

de &gua e peso de mil sementes).
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Tabela 6 — Valores do quadrado médio e significancia para as variaveis Teste de germinagao

(G%), Primeira contagem de germinacio (PC%), indice de velocidade de germinagdo (IVG),

comprimento da parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CR), massa seca da plantula inteira

(MSP), extravasamento de eletrélitos das folhas (EPA) e do sistema radicular (ER) sob estresse

salino.
F.V Quadrado médio das Variaveis
G (%) PC (%) IVG CPA CR MSP EPA ER

Gt 183,75" 183,75 123,27 17,95™ 308,61 0,00301" 5,82" 33,38"
AsA 385,77 385,77 77,50** 8591 66,35  0,00122" 130,97"  631,71"

Sal 1539,49°  1539,49" 98,99  333,52" 732,88" 0,00248" 49,81" 16,63"
Gt*AsA 72,87" 72,87 18,98™ 525"  2995"  0,00091" 7,93 9,92m
Gt*Sal 41,79™ 41,79™ 2,27 7,47  31,63™ 0,00033"  10,76™ 8,09m
AsA*Pot 51,61" 51,61 4,26™ 3,59™ 9,70™ 0,00009" 18,10™ 71,77
Gt*AsA*Sal 13,26™ 13,26™ 1,75M™ 5,27™ 5,19  0,000087™  4,43™ 8,42™
Média 89,61 79,61 13,42 10,93 13,62 0,075 48,10 45,70

C.V. (%) 1,73 1,95 3,36 4,12 1,01 1,88 0,98 1,42

Gt — gendtipo; AsA — concentragdes de &cido ascdrbico; Sal — niveis de salinidade

* Significativo a 5%; ** significativo a 1%; ns - ndo significativo

A germinacdo das sementes de feijdo-caupi foi influenciada negativamente pela

salinidade, em que, na auséncia de sal, 0 BRS Marataod apresentou uma germinacao de 95% e

94% para Setentdo. Quando submetidas a 7,5 dS m esses valores reduziram para 68% e 75%,

respectivamente, com o primeiro mostrando-se mais sensivel a salinidade (Figuras 8a e 8b).
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Figura 8. Germinac&o de sementes de feijdo-caupi em diferentes niveis salinos e condicionados
com &cido ascorbico.
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* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Esses resultados corroboram com o relatado por Deuner et al. (2011), ao
observaram que na auséncia do sal, a germinacdo média de sementes dos gendtipos de feijdo-
middo foi de 93%, com esses valores se mantendo até a concentracdo de 100 mM de NaCl
(aproximadamente 10 dS.m™), mas em concentragbes mais elevadas, 150 e 200 mM
(equivalentes a 15 e 20 dS.m™, respectivamente) apresentaram reducéo gradual na germinagéo,
chegando a valores inferiores a 10% na maior concentracdo testada para 0s gendtipos
Amendoim, Baio e Preto e a 15% para o Mosqueado. Enquanto Ferreira et al. (2017) e Gomes
et al. (2015) ndo encontraram reducdo na germinacdo de sementes dos gendtipos de feijao
(Phaseolus spp.) quando submetidos a crescentes niveis salinos.

Sementes de soja também tiveram sua germinacdo afetada pela salinidade. Para o
gendtipo transgénico RR, a germinacio se manteve acima de 80% somente até 15 mmol.L™ de
NaCl (equivalente a 1,5 dS.m™), apresentando reducdo drastica quando submetidas a 120
mmol.L? (equivalente a 12 dS.m™) (CARVALHO et al., 2012). Para feijdo-guandu (Cajanus
cajan), a germinacdo final das sementes na auséncia da salinidade chegaram a 88%, reduzindo
para 48% quando submetidas a 1,5 MPa de NaCl (equivalente a 60 dS.m™) (PINHEIRO et al.,
2013).

O condicionamento das sementes de feijdo-caupi com acido ascorbico (AsA)

promoveu um incremento no percentual de germinagdo de sementes dos gendtipos avaliados,
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atingindo os valores de 85% e 89% para BRS Marataod e Setentdo, respectivamente, mesmo
quando submetidos ao nivel salino mais elevado (7,5 dS.m™). Esse aumento pode ser justificado
devido a elevada concentracdo endogena de acido ascorbico nas sementes em virtude do
condicionamento, assim, possibilitando a promocdo da biossintese de giberelina (KHAN et al.,
2011).

Os genotipos apresentaram comportamento distintos em resposta a aplica¢do do
acido ascorbico diante da salindade, em que, para 0 BRS Marataod, a concentracdo de 0,50 mM
de AsA proporcionou 0s maiores valores, com uma germinacdo média superior a 90% até o
nivel de 4,5 dS.m™, apresentando reducdo conforme se intensificou a salinidade, em que,
quando submetida a 7,5 dS.m™, 85% de suas sementes germinaram. Valor esse superior ao
observado nas sementes sem o tratamento com AsA e expostas a 4,5 dS.m* (81%). Ja para o
gendtipo Setentdo, sugere-se a concentracao de 0,75 mM de AsA (Figuras 8a e 8b).

O é&cido ascorbico além de atuar como regulador do metabolismo das plantas
(TALLA et al., 2011), também estd envolvido no processo de crescimento, ou seja, na
embriogénese, durante o desenvolvimento da semente (RAZA et al., 2013). Mas quando
aplicadas altas doses, a germinacédo pode ser anulada ou reduzida como relatada por Ishibashi
e lwaya-Inoue (2006) em sementes de trigo ao serem tratadas com 50 e 100 mM de &cido
ascorbico.

Os beneficios do tratamento de sementes com AsA na promoc¢do da germinagéo
diante do estresse salino ja foram comentados por alguns autores, dentre eles, Cavusoglu e Bilir
(2015), observaram em sementes de cevada um acréscimo na germinacdo conforme se elevaram
as concentraces de AsA, porém alertam que s6 se deve proceder com a aplicacdo diante de
alguma situacdo extressante. Azooz e Al-Fredan (2009), em sementes de Vicia faba L. cv.
Hassawi, detectaram reducdo do poder germinativo quando submetidas a diferentes diluicdes
de agua salina, mas quando tratadas com 100 ppm de vitamina C, esses valores foram elevados.
Em sementes de soja a aplicacdo de 400 ml.L™ de AsA promoveu aumentos na germinagao
mesmo quando induzidas a 50 mM de NaCl (aproximadamente 5,0 dS.m™) (DEHGHAN et al.,
2011).

Assim como no teste de germinagéo, o teste da primeira contagem de germinagéo
influenciado pelas concentracgdes salinas e de AsA. Novamente percebe-se que o tratamento das
sementes com &cido ascorbico foi eficaz na resisténcia aos danos causados pela salinidade,
recomendando a concentracdo de 0,50 mM para o gendtipo BRS Marataod e 0,75mM para o

Setentdo (Figuras 9a e 9b).
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Figura 9. Primeira contagem de germinacdo de sementes de feijdo-caupi em diferentes niveis
salinos e condicionados com &cido ascorbico.
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* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

O estresse salino foi prejudicial a germinacdo das sementes de feijdo-caupi para 0s
dois genotipos avaliados, sendo observado um decréscimo linear conforme se elevavam os
niveis salinos no substrato. Deuner et al. (2011) observaram 0 mesmo comportamento em
genotipos de feijdo-miudo, relatando um retardo e reducdo na germinagdo a partir da
concentracdo de 50 mM de NaCl. Enquanto para concentra¢cdes mais elevadas (150 e 200 mM)
as sementes ainda nao haviam germinado. Sementes de soja também tiveram a primeira
contagem de germinacdo afetada negativamente pelo estresse salino (SOARES et al., 2015).
No entanto, em sementes de feijao-vagem, Gomes et al. (2015) ndo encontraram diferenca entre
os valores observados para a testemunha e os demais tratamentos salinos para essa variavel.

Essa reducdo pode ser atribuida a elevada concentracdo de solutos na solugé&o,
devido a acdo de alguns ions, decorrente dos elevados teores de Na* e CI- e da alterada relacéo
K*/Na* e outros nutrientes (WILLADINO; CAMARA, 2010).
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Quanto ao indice de velocidade de germinagdo observou-se maior velocidade na
auséncia de sal e, a medida que a salinidade aumentou, as sementes necessitaram de mais tempo

para embeber e germinar (Figuras 10a e 10b).

Figura 10. indice de velocidade de germinacéo de feijio-caupi em diferentes niveis salinos e

condicionados com acido ascorbico.
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* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

As sementes que foram condicionadas com AsA, embeberam e germinaram mais
rapidamente. No gen6tipo Marataod, o valor do indice de velocidade de germinacéo foi de 13,
para as sementes ndo condicionadas e ndo expostas a salinidade, mas quando condicionadas,
esses valores foram crescentes, chegando a uma germinacdo média de 18 sementes na
concentracdo de 0,50 mM de acido ascérbico. Ainda nessa mesma concentracdo, quando as
sementes foram submetidas ao nivel salino mais elevado (7,5 dS.m™), o IVG foi 11, valor esse
semelhante ao obtido nas sementes ndo tratadas e expostas a 4,5 dS.m™ (Figura 10a). Ja no
genotipo Setentdo, a concentracdo de 0,75 mM de AsA proporcionou 0s maiores valores de
IVG (Figura 10b). O é&cido ascorbico afeta varios processos fisioldgicos, incluindo
diferenciacfes metabolicas das plantas sob condic¢des salinas e 0 aumento na disponibilidade
de &gua e nutrientes (KHAN et al., 2011).

Em relacdo a avaliacdo do crescimento das plantulas, verificou-se que os genétipos
de feijdo-caupi apresentaram elevada sensibilidade a ambientes salinos, interferindo

diretamente no desenvolvimento da parte aérea (Figura 11).
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Figura 11. Comprimento da parte aérea das plantulas dos gendtipos de feijdo-caupi em

diferentes niveis salinos e condicionados com acido ascérbico.
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e (OmM AsA:13,519-1,063 x R”2 =0,997)** e (OmM AsA: 11,748 - 0,884 x (R"2=0,997)*
o 0.25mM AsA: 15,359 - 1,074 x (R"2=0,993)* o 0,25mM AsA: 13,162 - 0,968 x (R"2 =10,998)*
v 0,50 mM AsA: 16,895 - 0,914 x R”A2=0,991)* v 0,50 mM AsA: 15,548 - 1,044 x (R"2 =0,994)**
a 0,75 mM AsA: 15,862 - 0,928 x (R”2 =0,996)** a 0,75 mM AsA: 17,329 - 1,081 x (R"2=10,995)*
5 1,00 mM AsA: 15,490 - 0,989 x (R"2 =0,982)** = 1,00 mM AsA: 16,800 - 1,147 x (R"2=10,996)*

* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Ao analisar o comprimento da parte aérea através do ajuste das curvas de regressao
para os dois genotipos avaliados, observou-se que 0s mesmos apresentaram tendéncia
semelhante em resposta aos tratamentos utilizados. Para as medidas efetuadas nas plantulas sem
o0 tratamento com acido ascorbico, e submetidas as concentracdes crescentes de sal, percebeu-
se uma queda constante para essa variavel, chegando aos valores de 5,70 e 5,50 cm para
Marataod e Setentdo, respectivamente, ao nivel de 7,5 dS.m™. Nesses ambientes, a elevada
concentracdo de Na" e CI" no interior das células causaram desnaturacdo das proteinas e
desestabilizacdo de membranas pela reducdo da hidratacdo dessas macromoléculas, assim,
prejudicando o crescimento e desenvolvimento, principalmente, devido a reducdo do potencial
hidrico da célula (TAIZ et al., 2017).

No entanto, o condicionamento das sementes com AsA nas concentragdes de 0,50
para o gendtipo BRS Marataod e 0,75 mM para o Setentdo proporcionou um maior crescimento
das plantulas, atingindo valores médios de 10,00 e 7,80 cm quando expostas ao maior nivel de
salinidade testado. Mesmo quando ndo submetidos ao estresse salino, as sementes tratadas
mostraram-se mais vigorosas quando comparadas as ndo tratadas, podendo ser observado pelo

comprimento da parte aérea, em que, 0 genotipo Marataod, os valores ficaram em 15,00 cm,
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enquanto a ndo tratada foi de 13,50 cm (Figura 11a). Ja o gen6tipo Setentdo, esses valores foram
superiores a 13,00 e as ndo tratadas de 12,00 cm (Figura 11Db).

Estudos visando avaliar os efeitos do sal no crescimento inicial de plantulas foram
realizados, dentre eles, Nascimento et al. (2017), trabalhando com feijdo-fava, constataram
relagdo inversamente proporcional entre o comprimento da parte aérea e 0 aumento da
salinidade do substrato para o gendétipo Rosinha a temperatura de 25 °C, enquanto, diante as
mesmas condi¢des, os gendtipos Branca e Orelha de v ndo foram influenciados pelo presenca
de NaCl. Em soja, também foi relatado decréscimos no tamanho das plantulas conforme se
elevava a concentracdo salina, com o genotipo convencional mostrando mais sensivel e com
reducdes mais drasticas em relacéo ao transgénico. Essa paralisacdo no crescimento das plantas
deve-se ao elevado custo metabolico de energia que elas necessitam para se adaptarem a
salinidade (CARVALHO et al., 2012).

Os beneficios do &cido ascérbico no crescimento da parte aérea ja foram relatados
por alguns autores, dentre eles, EI-Hak et al. (2012) em plantas de ervilhas, apds pulverizar 200
ppm de acido ascérbico nas folhas. As concentracdes de 400 e 600 ppm proporcionou um maior
comprimento nas plantas de girassol quando irrigadas com agua salina na concentracéo de 5000
ppm (DAWOOD et al., 2017). Dehghan et al. (2011), ao tratar sementes de soja da cultivar
DPX com 400 mg.L de AsA, observaram que as plantulas que foram induzidas ao estresse
salino de 50 mM apresentaram comprimento médio superior ao obtido no tratamento controle
(auséncia de sal e sementes ndo tratadas).

Os fatores analisados também interferiram no crescimento radicular das plantulas
de feijdo-caupi. Para o genotipo BRS Marataod, os maiores valores ocorreram nas sementes
tratadas com 0,50 mM de AsA, em que, mesmo no nivel salino mais elevado (7,5 dS m™), esse
valor foi superior ao obtido no tratamento controle quando exposto a 4,5 dS.m™. O mesmo pode
ser observado para o gendtipo Setentdo nas sementes tratadas com 0,75 mM de acido ascorbico.
Em ambos os gendtipos, 0s menores comprimento da raiz foi observado na auséncia de AsA
(Figuras 12a e 12Db).
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Figura 12. Comprimento da raiz das plantulas de feijao-caupi em diferentes niveis salinos e
condicionados com acido ascorbico.
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* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Estes resultados corroboram com os encontrados por outros autores, dentre eles,
Dalchiavon et al. (2016) em sementes de feijdo-comum observaram redugéo no crescimento
radicular, conforme se elevaram os teores salinos, com os valores variando de 11,90 cm para
testemunha e 9,00 cm para a maior concentracdo de sal testada. Maia et al. (2012) verificaram
reducdes de 56% e 25% no comprimento do sistema radicular das cultivares Pitiuba e Pérola,
sob a concentragéo de sal mais elevada (NaCl 100 mM — 10 dS.m™%), em relagéo as testemunhas.
Deuner et al. (2011), também encontraram diferenga nos valores observados entre os
tratamentos controle e a inducdo do estresse salino, havendo queda constante nessa variavel e,
quando submetidos & concentragio de 200 mM (20 dS.m™) de NaCl foi perceptivel apenas o
inicio da protrusdo da raiz primaria em plantulas de feijdo-miado.

Quando em concentra¢Ges mais elevadas, o0 estresse salino provocou reducdo na
massa seca das plantulas, para os dois gendtipos de feijdo-caupi (Figura 13). Este fator é
atribuido ao fornecimento das reservas do cotilédone as estruturas primarias da planta, raiz e
caule (DALCHIAVON et al., 2016).
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Figura 13. Massa seca das plantulas de feijdo-caupi em diferentes niveis salinos e

condicionados com acido ascorbico.
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* significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Em feijdo-caupi irrigado com agua de condutividade elétrica a partir de 2,2 dS.m™, Bezerra et
al. (2010) observaram menores pesos para matéria seca da folha, da haste, da vagem e da parte
aérea. Em feijdo-fava, Dalchiavon et al. (2016), mencionaram que o estresse salino reduz a
capacidade de reserva nutricional das sementes, e, consequentemente, plantulas mais leves, em
que, o peso encontrado diante da elevada concentracdo salina variou entre 121 e 132 mg,
enquanto para o testemunha, entre 171 e 195 mg.plantula™. No entanto, Deuner et al. (2011),
afirmaram que em plantas de Vigna radiata doses de até 150 mM de NaCl expressaram aumento
de massa seca de caule, enquanto o mesmo foi observado para as folhas até a dose de 100 mM.
Os tratamentos salinos ocasionaram o aumento dos danos em membranas, baseados no
extravasamento de eletrolitos, nos tecidos foliares e radiculares dos genotipos BRS Marataod e
Setentdo. Na concentracdo de sal mais elevada, a liberacdo dos eletrélitos nestes tecidos
apresentou aumento de cerca de 1,2 vezes em relacdo aos respectivos controles (Figuras 14a e
14b), com o sistema radicular liberando mais eletrélitos em comparacéo as folhas (Figuras 14c

e 14d). Esses resultados corroboram aos encontrados por Maia et al. (2012), nas cultivares de
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feijdo-caupi Pérola e Pititba, ao observarem um aumento de trés vezes da concentracdo mais

elevada (100 mM, aproximadamente 10 dS.m™) em relagdo ao controle.

Figura 14. Extravazamento de eletrélitos nos tecidos foliares e radiculares de feijao-caupi em

diferentes niveis salinos e condicionados com acido ascoérbico.
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O estresse salino, como outros fatores de estresse abidtico, induz os danos oxidativo
as celulas vegetais catalisadas pelas espécies reativas de oxigénio (EROs), em que, quando as
plantas estdo expostas a tais situaces necessitam desenvolver mecanismos de defesa, capazes
de perceber o estimulo, gerar e transmitir sinais e instigar mudancas bioquimicas para ajustar
seu metabolismo. Em que no geral, ndo conseguem produzir antioxidantes naturais em
quantidade suficiente para amenizar esses danos, e consequentemente, passam a apresentar
reducdes nos parametros de desenvolvimento e producdo, conforme observado nas variaveis
analisadas nesse trabalho para as sementes nao tratadas com AsA.

O condicionamento com acido ascorbico possibilitou um aumento no mecanismo
de defesa das plantulas de feijao-caupi a salinidade, sendo observado que, quando utilizado a
concentracdo de 0,50 mM de AsA nas sementes do genotipo BRS Marataod, os danos as
membranas para o nivel salino mais elevado (7,5 dS.m™) foi inferior ao apresentado para o
tratamento controle tanto nas folhas quanto no sistema radicular. As demais concentracées de
AsA também proporcionaram redugdes no extravasamento de eletrdlitos (Figuras 14a e 14c).
Para 0 genotipo Setentdo, em todas as concentracdes de AsA testadas foram obtidos valores
inferiores aos encontrados nas sementes ndo tratadas. No tratamento controle foram
encontrados os valores de 48,00% e 49,50 %, enquanto ao serem tratadas com 0,75 mM de AsA
e expostas a 7,5 dS.m™, percebeu-se uma reducéo nesses valores, ficando em torno de 45,30%
e 48,00% para folhas e raizes, respectivamente (Figuras 14b e 14d).

Essa reducdo deve-se a grande importancia do acido ascorbico as plantas, por ser
considerado como uma substancia chave ao mecanismo antioxidante e essencial a sintese de
uma série de enzimas antioxidantes (KHAN et al., 2011). Protege as macromoleculas dos danos
oxidativos causados pelos radicais hidroxila, superdxido e oxigénio singleto (DEHGHAN et
al., 2011).

4.4 - Conclusao

O condicionamento das sementes com acido ascorbico nas concentragdes de 0,50
mM para o gendtipo BRS Marataod e 0,75 mM para o Setentdo, possibilitou o desenvolvimento
de plantulas mais vigorosas e a reducdo dos danos as membranas ocasionado pelo estresse
oxidativo tanto na auséncia de sal quanto para os niveis salinos testados, inclusive no mais

elevado.
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5 CONCLUSAO

O condicionamento das sementes com &cido ascorbico nas concentracdes de 0,50 e
0,75 mM para os genétipos BRS Marataod e Setentdo, respectivamente possibilitou o
desenvolvimento de plantulas mais vigorosas e a redugdo dos danos as membranas ocasionado
pelo estresse oxidativo tanto na auséncia de dgua e sal quanto para os potenciais osméticos e 0s

niveis salinos testados.
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