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RESUMO

Este estudo teve como objetivo identificar o efeito da aplicacdo de brassinosteroides nas
caracteristicas morfofisiologicas e bioquimicas de plantas de pinhdo manso em resposta ao
déficit hidrico. O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Estadual de
Goias, Campus Ipameri, seguindo delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial
5x2 (plantas submetidas a cinco concentracdes de brassinosteroides: 0 mg L™%; 2 mg LY; 4 mg
L1, 8 mg Lte 16 mg L™ com dois niveis de suprimento hidrico diarios: 50 e 100% da
evapotranspiracdo), com duas aplicacdes foliares do hormonio e seis repeti¢cdes. As sementes
de pinhdo manso foram semeadas em vasos de oito litros contendo uma mistura de solo, areia
e esterco bovino na proporcédo 3:1:0,5, respectivamente, realizando o desbaste aos 10 dias apos
apos a emergéncia (DAE), deixando-se uma planta por vaso como unidade experimental. Apds
a analise da composicao da mistura, realizou-se a adubag&o aos sete dias ap0s a emergéncia de
acordo com recomendaces agrondmicas para a cultura. As mudas foram irrigadas diariamente
com volume de &gua correspondente a evapotranspiracao diaria, duas aplicacfes foliares do
horménio com as dosagens dos tratamentos de 10 mL e 20 mL de solucédo aos 30 e 60 DAE,
utilizando como controle agua destilada. O tratamento com déficit hidrico foi imposto aos 70
DAE, submetendo metade das plantas ao estresse hidrico e a outra metade irrigada diariamente.
Aos 100 DAE realizou-se as analises morfofisioldgicas e bioguimicas. Os dados foram
avaliados pelo teste de Newman-Keuls ao nivel de 5% de probabilidade e analises de regressao.
Os brassinosteroides minimizaram os danos do déficit hidrico e ativaram mecanismos de
tolerancia de plantas de pinhdo manso a seca. Os brassinosteroides potencializaram o
crescimento vegetativo, producdo de biomassa, atividades fotossintéticas e bioquimicas de
plantas de pinhdo manso sem restricdo hidrica. Para incremento do crescimento vegetativo,
ativacdo dos mecanismos antioxidantes recomenda-se a dose de 8 mg L™ em plantas irrigadas
com suprimento hidrico adequado e 9 mg L em plantas sob déficit hidrico.

Palavras-chave: Jatropha curcas L.; Biocombustivel; Hormonio; Seca.
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ABSTRACT

This study aimed to identify the effect of brassinosteroids on the morphophysiological and
biochemical caracteristics of Jatropha curcas L in response to water deficit. The study was
conducted in a greenhouse at the State University of Goias, Ipameri Campus, using a completely
randomized design ins a 5x2 factorial arrangement (plants submitted to five concentrations of
brassinosteroids: 0 mg L*; 2mg L% 4 mg LY, 8 mg L™ and 16 mg L™ with two daily water
supply levels: 50% and 100 evapotranspiration), with two leafs applications of the hormone and
six replicates. Jatropha curcas seeds were sown in eight liters pots containing a mixture of soil,
sand and bovine manure in the ratio of 3: 1: 0.5, respectively, permforming thinning at 10 days
after the emergence (DAE), leaving one plant per pot as experimental unit. After analysis of the
composition of the mixture, fertilization was carried ou at seven days after germination
according to agronomic recommendations for the crop. The seedlings were irrigated daily with
water volume corresponding to daily evapotranspiration, two leafs applications of the hormone
with treatments dosages of 10 mL and 20 mL of solution at 30 and 60 DAE, using how to
control distilled water. The treatment with water deficit was imposed at 70 DAE, subjecting
half of the plants to water stress and the other half irrigated daily. At 100 DAE the
morphophysiological and biochemical analyzes were performed. Data were evaluated by the
Newman-Keuls test at the 5% probability level and regression analysis. The brassinosteroids
minimized the damages of the water deficit and activated mechanisms of tolerance of plants of
Jatropha curcas to the drought. Brassinosteroids potentiated the vegetative growth, biomass
production, photosynthesis and biochemical activities of Jatropha curcas plants whitout water
restriction. To increase vegetative growth, activation of the antioxidant mechanisms is
recommended dose of 8 mg L™ in plants irrigated with adequate water supply and 9 mg Lt in
plants under water deficit.

Key-words: Jatropha curcas L.; Biofuel; Hormone; Drought.



1. INTRODUCAO

A crescente preocupacao mundial com o meio ambiente devido a alta emisséo de gases
de efeito estufa intensificam a busca por alternativas energéticas mais limpas e sustentaveis.
Nesse cendrio, os biocombustiveis oriundos de 6leo vegetal representam importante fonte de
substituicdo aos combustiveis fosseis.

O Brasil apresenta grande capacidade produtiva de combustiveis renovaveis, frente as
condicdes favoraveis de clima, solo e diversidade de culturas. Além disso, a criacdo do
Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) incrementou a utilizacdo de
biocombustiveis através do cultivo de diferentes espécies oleaginosas a matriz energética
brasileira, com misturas de 8% de biodiesel produzido ao diesel (B8) em 2017 e 10% (B10)
para 0 ano de 2018 (ANP, 2016; ABIOVE, 2017). Entre as culturas com potencial para a
producdo de biodiesel destaca-se Jatropha curcas L pelo teor de 6leo extraido das sementes (22
a 44%) com potencial energético semelhante ao petrodiesel (DURAES et al., 2011).

Jatropha curcas é uma planta perene, arbustiva, originaria da América Central,
pertencente a familia Euphorbiaceae (CHAVES et al., 2014). Além de matéria prima para
producdo de biodiesel, inimeras utilidades ainda estao associadas a espécie, como producao de
biopesticidas, cosméticos, fonte de matéria organica na agricultura e fabricacdo de farmacos
através do grande potencial do latex que exerce atividades antimicrobianas, anticancerigenas e
anti-inflamatoérias (FERNANDEZ et al., 2010; RAMOS et al., 2010; MOUSINHO et al., 2011;
RAULF, 2014; MATOS et al., 2017).

A espécie € apontada como excelente opcédo agricola para diversas regides brasileiras,
mesmo sendo considerada silvestre, xerdfita, caducifolia e rustica, situacGes adversas como
salinidade, solos mal drenados, deficiéncia nutricional e reducdo do suprimento hidrico
interferem significativamente no desenvolvimento das plantas (OLIVEIRA et al., 2012;
CARVALHO et al., 2013; FERNANDES et al., 2013; MATOS et al., 2014b).

A reducdo na disponibilidade hidrica do solo € um dos principais fatores responsaveis
por oscilar a produtividade e produgdo de espécies vegetais em diversas regides agricolas. O
uso eficiente da agua permite que a planta mantenha um fluxo de nutrientes das raizes as folhas,
a diminuigdo severa causada pelo déficit hidrico interfere negativamente nessas atividades,
reduzindo a condutancia estomatica, transpiragdo foliar e inferindo negativamente no
suprimento de CO- para a fotossintese (OSAKABE et al., 2014). Nessas condic¢des, o acido

abscisico, &cido salicilico, etileno, giberelinas e brassinosteroides, classificados como
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fitormoénios, vem sendo amplamente utilizados para minimizar danos causados por estresses
bidticos e abidticos nas diversas espécies agricolas (SHARMA et al., 2008; DIV et al., 2016).

Os brassinosteroides (BRs) sdo hormonios esteroides que desempenham fungdes na
expansdo e divisdo celular, com efeitos bioldgicos em baixas concentracdes
(UNTERHOLZNER et al., 2015). A biossintese de BRs pode ocorrer em diferentes 6rgdos das
plantas, tais como folhas, botdes florais, sementes, frutos, caules e raizes, com importante
funcdo no crescimento e reproducéo vegetal (GOMES, 2011).

As atividades dos BRs estdo associadas a adaptacdo de plantas a fatores e mudancas
ambientais por meio de estimulos em complexos enzimaticos que atuam no alongamento de
caules e raizes, aumento de biomassa, germinacao de sementes e protecdo a espécies reativas
de oxigénio (EROs) (ZHIPONOVA et al., 2013; HILGENBERG e AYUB, 2014; FREITAS et
al., 2015). A eficiéncia da aplicacao deste hormdnio vegetal foi evidenciada em Brassica juncea
e Oryza sativa sob condi¢éo salina, Vigna radiata sob altas temperaturas e Zea mays sob déficit
hidrico (HAYAT et al., 2010; ANJUM et al., 2011; ALYEMENI et al., 2013; LARRE et al,
2014).

O efeito de danos oxidativos induzidos mediante 0 aumento na severidade do estresse
hidrico e inibicao dos sistemas antioxidantes, interferem nos processos bioquimicos de espécies
vegetais, no entanto, a utilizagdo de brassinosteroides tem mostrado grande potencial no
incremento das fungbes enziméaticas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD) e ascorbato peroxidade (APX), pelo acimulo de EROs no apoplasto e
producdo de carotenoides, resultando em mecanismos de tolerancia ao estresse
(BHATTACHARJEE, 2010; FARIDUDDIN et al., 2014).

Diante os impactos no rendimento da producdo agricola em regibes de cultivo causados
por periodos continuos de estiagens e a necessidade de expanséo das atividades devido a grande
demanda, instiga-se o desenvolvimento de praticas de manejo mais satisfatdrias, como a
utilizacdo de hormonios, visando incrementar a producdo das culturas exploradas e minimizar

os danos causados pela reducdo da disponibilidade hidrica em ambientes de cultivo.



2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo identificar o efeito da aplicacdo de brassinosteroides nas
caracteristicas morfofisiologicas e bioquimicas de plantas de pinhdo manso em resposta ao
déficit hidrico.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho Experimental

O trabalho foi conduzido sobre bancadas em casa de vegetagdo na Universidade
Estadual de Goias, Campus Ipameri (Lat. 17° 43’ 19”S, Long. 48° 09’ 35”W, altitude de 773
m, Ipameri, Goias, Brasil), no periodo de setembro de 2016 a janeiro de 2017, seguindo
delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 5x2 (plantas submetidas a cinco
concentragdes de brassinosteroides: 0mg L*;2mgLt;4mgL?;8mgL? 16 mg Le dois
niveis de suprimento hidrico diarios: 50 e 100% da evapotranspiracao) e seis repeticdes. As
sementes de pinhdo manso foram semeadas em vasos de oito litros contendo uma mistura de
solo, areia e esterco bovino na proporcéo 3:1:0,5, respectivamente, realizado o desbaste aos 10
dias apo6s a emergéncia (DAE), deixando-se uma planta por vaso como unidade experimental.
A analise quimica da mistura revelou os seguintes valores: pH(CaCl.) 6,2; 21 g dm™ de matéria
organica; 22,5 mg dm2de P; 0,55 cmolc dm™ de K (Mehlich-1); 2,4 cmolc dm™ (Tamp&o SMP)
de H + Al; 1,8 cmolc dm™ de Ca; 0,8 cmolc dm™ de Mg; 9,7 mg dm™ de Zn; 3,12 cmolc dm™
de SB; 5,32 cmolc dm™ de CTC; e 59,62% de saturagdo por bases. Todos 0s vasos receberam
0 mesmo volume de solo. Apds a analise da composi¢do da mistura, realizou-se a adubacéo aos
sete dias apds a emergéncia (DAE) de acordo com recomendacBes agrondmicas para a cultura
do pinh&o manso (DIAS et al., 2007; LAVIOLA e DIAS, 2008; MATOS et al., 2014a).

As mudas foram irrigadas diariamente, utilizando-se proveta graduada com volume de
agua correspondente a evapotranspiracao diaria. A quantidade de agua a ser aplicada nos vasos
foi determinada utilizando-se a pesagem dos vasos seguindo recomendacdes de Padilha et al.
(2016). O solo foi saturado com &gua e posteriormente monitorada a variagéo do peso dos vasos,
quando estes atingiram peso constante, obteve-se, entdo o peso que correspondia a capacidade
de campo. Até 0s 9 DAE, os vasos foram pesados a cada trés dias e o volume evapotranspirado
(diferenca entre peso do vaso em capacidade de campo e 0 peso diario) reposto de acordo com
regime hidrico para cada tratamento. Dos 10 aos 100 DAE, dois vasos aleatorizados por
tratamento foram pesados diariamente, a fim de se obter melhor precisdo no volume de 4gua a
ser utilizado. Semanalmente foram realizados rodizio dos vasos na bancada.

O tratamento com hormonio foi realizado ao final do dia por meio da pulverizagdo
manual, protegendo cada unidade experimental para que ndo houvessem residuos de aplicacdo
nas demais plantas. Foram realizadas duas aplicacfes foliares, de forma que cada planta
recebesse 10 mL e 20 mL de solugdo aos 30 e 60 DAE, como controle, utilizou-se agua

destilada.
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O tratamento com déficit hidrico foi imposto aos 70 DAE, submetendo metade das
plantas ao estresse hidrico e a outra metade irrigada com volume adequado de agua. Aos 100
DAE realizou-se as seguintes andlises: niumero de folhas, altura de planta, didmetro do caule,
comprimento da raiz, area foliar, biomassa total, transpiracdo, extravasamento de eletrolitos,
pigmentos fotossintéticos, maxima eficiéncia quantica do fotossistema Il (FSII), atividades da
catalase (CAT), peroxidase de guaiacol (POD), superdxido dismutase (SOD), acido
tiobarbiturico (TBARS), proteinas, agicares e amido.

3.2 Variaveis de Crescimento

O namero de folhas, altura de planta, didmetro do caule e comprimento da raiz foram
mensurados utilizando régua graduada e paquimetro digital. A area foliar foi obtida a partir das
mensuraces do comprimento (C) e largura (L) de 4 folhas totalmente expandidas de cada
planta e posteriormente substituida na equacdo: AF=0,80*C*L"%% seguindo recomendagdes
propostas por Severino et al. (2007). As anélises destrutivas foram realizadas separando folhas,
raizes e caules, posteriormente colocados para secar em estufa a 72°C até atingir massa seca

constante e pesados separadamente. Com os dados de massa seca calculou-se a biomassa total.

3.3 Transpiracéo

A transpiracdo diéria total da planta foi determinada mediante a diferenga da massa dos
vasos. O conjunto de vasos com plantas foram colocados dentro de sacos plasticos individuais
fixados com borracha no caule da planta, deixando expostas a parte aérea (folhas e caule). Em
seguida, realizou-se a pesagem dos vasos as 12:00 horas (massa 01) e novamente, 24 horas
depois (massa 02). A transpiracdo total foi estimada com base na diferenca entre massa 01 e
massa 02 (DOS ANJOS et al., 2017).

3.4 Extravasamento de Eletrolitos

Para o célculo da permeabilidade da membrana, foram coletados 10 discos foliares de 7
mm de didmetro de folhas totalmente expandidas e imersos em tubos contendo 30 mL de 4gua
destilada por 24 horas, a temperatura ambiente no escuro. Apés esse periodo, a condutividade
livre das amostras foi medida usando um medidor de condutividade portatil CD-880. Em
seguida, os tubos foram colocados em estufa a 100°C durante 1 hora para determinacéo da
condutividade total (uS cm™). A taxa de liberacdo de eletrdlitos (%) foi calculada de acordo

com metodologia descrita por Vasquez-Tello et al. (1990) e Pimentel et al. (2002).



3.5 Pigmentos Fotossintéticos

Para avaliacdo dos pigmentos fotossintéticos, foram retirados discos foliares de 9 mm
de diametro e macerados em almofariz com aproximadamente 100 mg de CaCOsz e 5 mL de
acetona (80%). A extracdo foi realizada em ambiente com luz verde. O extrato foi filtrado e o
volume ajustado para 25 mL. Uma aliquota foi lida em espectrofotdmetro a 470, 646,8 e 663,2
nm. Os conteudos de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais foram determinados seguindo
Lichtenthaler (1987).

3.6 Méaxima Eficiéncia Quantica do Fotossistema 11 (FSII)

A méaxima eficiéncia quantica FSII foi determinada no terco médio da primeira folha
totalmente expandida (sentido do apice para a base da planta) e devidamente identificada com
fita branca no peciolo, utilizando um fluorémetro portatil JUNIOR-PAM (Walz, Germany). A
partir dos valores de Fo (minima intensidade da fluorescéncia), quando os centros de reacdes
do FSII estdo abertos, e de Fm (méxima intensidade da fluorescéncia), quando os centros de
reacdo do FSII estdo fechados, obteve-se a fluorescéncia variavel (Fv). A maxima eficiéncia
quéntica do FSII (Fv/Fm) foi mensurada pelo aparelho. As leituras foram realizadas com auxilio
de clipe foliar magnético acoplado ao fluordbmetro, colocados na regido mediana, no lado
adaxial do limbo foliar, evitando-se a nervura central. As medic6es foram efetuadas no periodo
escuro do dia entre 03:00 e 04:00 horas, com emissdo de um pulso de luz saturante de 0,3 s, sob
frequéncia de 0,6 KHz, aos 30 dias ap6s a imposicdo do déficit hidrico. Os dados de
fluorescéncia obtidos foram automaticamente armazenados no fluorémetro e, posteriormente,

transferidos para um computador utilizando-se o software WinControl-3.

3.7 Variaveis Bioquimicas

As avaliacBes bioguimicas foram realizadas utilizando amostras da terceira folha
completamente expandida a partir do apice. Para a quantificacdo das enzimas antioxidantes,
aproximadamente um grama de material vegetal foi homogeneizado em 3 mL de solucéo
tampdo de fosfato de sodio (0,05M, pH 7,8, EDTA 1 mM e PVP 2% p/v). O homogeneizado
foi centrifugado a 13 000 x g por 20 min a 4°C. O sobrenadante (extrato bruto) foi utilizado
para determinar a atividade enzimatica e o teor de proteina (ZHU et al., 2004).

A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme Aebi (1984) no qual 30 ul do
extrato bruto foram adicionados a solucdo de reacéo (tampdo fosfato de potéssio 15 mM, pH
7,0, H202). A atividade foi monitorada até desaparecimento do H.O2 medindo a decréscimo na

absorvancia a 240 nm.
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A atividade da peroxidase de guaiacol (POD) foi determinada de acordo com Zeraik et
al. (2008) utilizando guaiacol como substrato. Foi adicionado 50 ul do extrato bruto em 1,0 mL
da solucgéo de reagdo (tampdo fosfato de potassio, 100 mM, pH 6,5; 1,0 mL de guaiacol 15 mM
e 1,0 mL de H.O2 3 mM). A atividade enzimética foi medida por oxidacdo de guaiacol em
tetraguaiacol pelo aumento na absorvancia a 470 nm. O coeficiente de extin¢do molar de 26,6
mM-t cm? foi utilizado para o calculo.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi medida de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Giannopolitis e Ries (1977). Foram adicionados 100 ul do
extrato bruto a solucéo de reacdo (tampéo de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8; metionina 13
mM, riboflavina 2 pM, azul de nitro-tetrazolio 75 uM e EDTA 0,1 mM). A atividade enzimatica
foi estimada conforme, Beauchamp e Fridovich (1971) e expressa por proteina.

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), conforme descrito por Cakmak e Horst (1991). O TBARS
forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa molecular, como o
malonodialdeido (MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. A concentragdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacdo: MDA = {{[(Abs/155)*2]*(1700
/500)}/ms}*1000 = nmol g ms.

O contetdo de proteinas soluveis totais foi determinado a partir de 25 pL. de extrato
bruto misturados a solucdo de reacdo (Coomassie Blue G 250 preparado com &cido
ortofosfdrico e etanol). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm (BRADFORD,
1976).

Para a andlise dos acuUcares e amido, aproximadamente 200 mg de tecido foliar foi
imerso em etanol 80% e aquecido a 65°C por 30 minutos. O extrato foi centrifugado e o
sobrenadante coletado em novo tubo. Realizou-se trés lavagens do material vegetal para
obtencdo do extrato final. O extrato etandlico foi utilizado para determinacdo dos agUcares
solUveis totais, redutores e ndo redutores. O residuo sélido da extracdo foi seco em estufa a
65°C durante 72 horas, e posteriormente utilizado para a determinacdo do teor de amido. A
determinacdo dos teores de agucares e amido foram realizadas utilizando espectrofotdmetro.

Para a quantificacdo de agUcares solveis totais foi empregado o método fenol-sulfdrico
com leitura realizada em comprimento de onda de 490 nm (DUBOIS et al., 1956) utilizando
uma curva padréo de sacarose. Os acucares redutores foram determinados conforme método do
acido dinitrosalicilico segundo recomendac6es de Miller (1959), com leitura em comprimento
de onda de 540 nm e utilizando curva padrdo de glicose. Os agucares ndo redutores foram

estimados pela diferenca entre os teores de aclcares solUveis totais e redutores. O amido foi
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determinado segundo McCready et al. (1950) em comprimento de onda de 490 nm e curva

padrdo de sacarose em intervalo de 0 a 50 pg.

3.8 Procedimentos Estatisticos

As variaveis foram submetidas a andlise de variancia seguindo o delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x2 (concentragdes de brassinosteroides X niveis
de suprimento hidrico) e seis repeticdes. As diferencas entre os tratamentos qualitativos
(suprimentos hidricos) foram analisadas utilizando o teste de Newman-Keuls ao nivel de 5%
de probabilidade. Adicionalmente, realizou-se a analise de regressdo para os dados
quantitativos (concentracGes de brassinosteroides). As andlises estatisticas e a construcdo dos
graficos de regressdo foram conduzidas utilizando os softwares R 3.4 (R CORE TEAM, 2017)
e SigmaPlot 10.0 (SYSTAT SOFTWARE, 2006).



4. RESULTADOS

O suprimento hidrico diferencial e as doses de brassinosteroides apresentaram variacfes
significativas para todas as varidveis (Tabela 1). A altura de planta, didmetro do caule, area
foliar e transpiracdo apresentaram diferencas para os suprimentos hidricos com variagdes entre
médias de 14%, 15%, 42%, 47% respectivamente inferiores em plantas sob déficit em relagdo
a plantas irrigadas com volume adequado de &gua. Para a variavel comprimento de raiz, o
suprimento hidrico diferencial proporcionou aumento significativo de 13% em plantas sob
déficit em relacdo a plantas irrigadas com volume adequado de agua. A interacéo significativa
entre doses de brassinosteroides e déficit hidrico para didmetro do caule, transpiracdo e

comprimento de raiz, é indicativo da dependéncia entre os fatores.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia, teste de médias e regressdo para altura de planta
(AP), diametro do caule (DC), area foliar (AF), transpiracdo (E) e comprimento de raiz em
plantas de Jatropha curcas L. pulverizadas com diferentes concentragdes de brassinosteroides
(BRs) submetidas a dois niveis de sumprimentos hidricos (SH). Ipameri, Goiéas, 2018.

Quadrados Médios

AP DC AF E C.RAIZ
PV 6L om) (mm) cm) (g H.O diah) (cm)
BRs 4 76,16** 10,9** 6418,61** 4 9E+4** 378,0**
SH 1 1555,1** 446,6** 7,8E+4** 2,0E+5** 371,2**
BRs*SH 4 29,7™ 27,6** 547,38™ 4 TE+3** 27,7**
Residuo 50 25,60 1,9 336,05 1457,0 6,0
CV (%) 7,4 4,3 13,4 20,6 6,2
Suprimento hidrico Médias
100% 73,77a 35,82a 172,10a 242,30a 37,31b
50% 63,59b 30,36b 99,87b 128,02b 42,28a
BRs - 100% SH Regressao
R? Linear ns ns ns ns ns
R? Quadratica ns ns *%x ok ns
BRs —-50% SH
R? Linear ns ns ns ns ns
R? Quadratica ns ns ok ok ns

*significativo a 5% de probabilidade; **significativo a 1% e probabilidade; ns= ndo significativo pelo teste F. Médias seguidas
por mesma letra maitscula na coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Newman-Keuls.

O suprimento hidrico diferencial e as doses de brassinosteroides apresentaram variagdes
significativas para todas as variaveis (Tabela 2). A biomassa total, clorofilas totais, maximo
rendimento quéantico do fotossistema Il (Fv/Fm) e amido apresentaram diferencas para 0s

suprimentos hidricos, com variac@es inferiores entre médias de 61%, 33%, 4% e 5% em plantas
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sob déficit em relacdo as plantas irrigadas com volume adequado de dgua. Para as variaveis
carotenoides, extravasamento de eletrdlitos e substéncias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS), o suprimento hidrico diferencial proporcionou variac6es significativas entre médias
de 38%, 39% e 116% respectivamente superiores em plantas sob déficit em relacdo a plantas
irrigadas com volume adequado de agua. A interacdo significativa entre doses de
brassinosteroides e déficit hidrico para clorofila total (a+b), rendimento quantico maximo do
fotossistema Il (Fv/Fm), extravasamento de eletrdlitos e peroxidacdo lipidica (TBARS) é

indicativo da dependéncia entre os fatores.

Tabela 2. Resumo da anélise de variancia, teste de médias e regressdo para biomassa total (BT),
clorofilas totais (a+b), carotenoides (Car), rendimento quantico maximo do fotossistema Il
(Fv/Fm), extravasamento de eletrolitos, teor de amido (AMD) e substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) em plantas de Jatropha curcas L. pulverizadas com diferentes
concentracOes de brassinosteroides (BRs) submetidas a dois niveis de sumprimentos hidricos
(SH). Ipameri, Goiés, 2018.

Quadrados Médios

BT Clatb  Car ExtElet AMD TBARS
FV GL _ : . FV/Fm -
(gpl") (@gKg?h (gKg?h (%) (%) (nmol g

BRs 4 1827,1** 11,0*  65,8*  892,1** 884,4** 24**  43,0**
SH 1 35E+5**  446,6* 761,2* 6023,6* 20951** O0,1** 875,6*
BRs*SH 4 29,7™ 217,6** 4,4 64,4**  689,3** 0,02"™ 1,0**

Residuo 50 25,6 2,0 3,5 8,7 10,2 0,01 0,1
CV (%) 3,0 4,3 13,4 5,0 8,8 6,6 3,6
Suprimento hidrico Médias
100% 253,79 1,47a 0,24b 0,81a 30,20b  1,85a 6,60b
50% 100,18b 0,99b 0,33a 0,78b 42,02a 1,76b  14,24a
BRs —-100% SH Regresséo
R? Linear ns ns ns *ok ok ns *k
R? Quadratica  ** *k *k ns ns ns ns
BRs - 50% SH
R? Linear ns ns ns >k ok ns ok
R2 Quadratica  ** *x *% ns ns ns ns

*significativo a 5% de probabilidade; **significativo a 1% e probabilidade; ns= ndo significativo pelo teste F. Médias seguidas
por mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Newman-Keuls.

O suprimento hidrico diferencial e as doses de brassinosteroides apresentaram variagoes
significativas para todas as variaveis (Tabela 3). A catalase, superoxido dismutase, peroxidase
do guaiacol, teor de proteina e acglcar redutor apresentaram diferencas para os suprimentos
hidricos, com variacfes entre médias de 47%, 59%, 52%, 23% e 92% respectivamente
superiores em plantas sob deficit em relacéo a plantas irrigadas com volume adequado de agua.
Para as variaveis agucares solUveis totais e agucares ndo redutores foram observadas variagoes

significativas entre médias de 14% e 40% respectivamente inferiores em plantas sob déficit em
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relacdo a plantas irrigadas com volume adequado de &gua. A interacdo significativa para
superoxido dismutase, peroxidase do guaiacol, teor de proteina, agucar soltvel total, agucar
redutor e agucar ndo redutor entre doses de brassinosteroides e déficit hidrico é indicativo da

dependéncia entre os fatores.

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia, teste de médias e regressdo para catalase (CAT),
superdxido dismutase (SOD), peroxidase do guaiacol (POD), teor de proteina (PRO), acucar
soluvel total (AST), aclcar redutor (AR) e agucar ndo redutor (ANR) em plantas de Jatropha
curcas L. pulverizadas com diferentes concentracGes de brassinosteroides (BRs) submetidas a
dois niveis de sumprimentos hidricos (SH). Ipameri, Goiés, 2018.

Quadrados Médios

FV GL CAT SOD POD PRO AST AR ANR
BRs 4 0,8** 58E+5** 40E+3**  6,7** 1,8** 0,5** 0,9*%*
SH 1 72*> 23E+6** 35E+4** 55*%* 4 3** 6,5%*  21,3**
BRs*SH 4  0,06™ 4,7E+4* 753,4**  14**  0,6** 0,01** 0,7**
Residuo 50 0,03 16891,8 38,0 0,05 0,09 0,001 0,09
CV (%) 8,8 15,4 53 7,8 8,9 3,5 12,8
Suprimento hidrico Medias
100% 1,44b 651,89b 93,34b 2,64b  3,67a 0,72b 2,95a
50% 2,12a  1039,72a 141,56a 3,25a  3,14b 1,38a 1,76b
BRs - 100% SH Regressao
R? Linear ok ok ok *k ns ns ns
R? Quadratica  ns ns ns ns *% *x ns
BRs —50% SH
R? Linear >k *x *x *k ns ns ns
R2 Quadratica  ns ns ns ns *x *x ns

*significativo a 5% de probabilidade; **significativo a 1% e probabilidade; ns= ndo significativo pelo teste F. Médias seguidas
por mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Newman-Keuls.

Das variaveis apresentadas nas Tabelas 1, 2 e 3 obtiveram ajustes de regressao
significativos: area foliar, teor relativo de &gua, transpiracdo, biomassa total, clorofilas totais,
carotenoides, rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), extravasamento de
eletrolitos substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), catalase, superdxido
dismutase, peroxidase do guaiacol, teor de proteina, acUcares sollveis totais, acUcares
redutores.

Os dados referentes as variaveis area foliar, transpiracdo e biomassa total apresentaram
ajuste significativo a modelos quadraticos em relacdo as concentracfes de brassinosteroides
(Figura 1), com pontos de maximo para area foliar (132,96) na dose de 8 mg L BRs sob déficit
hidrico e méaxima area foliar (196,82) igual a 8 mg L™ de BRs em plantas com suprimento
hidrico adequado; transpiracdo com ponto de maximo (192,33) para dose de 8 mg L BRs sob

déficit hidrico e maxima transpiracdo (339,86) igual a 8 mg L' BRs com suprimento hidrico
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adequado; producéo de biomassa total com ponto de maxima (113,78) para dose de 9 mg L*
BRs sob déficit hidrico e ponto de maxima producao de biomassa total (272,62) igual a 8 mg
Lt de BRs com suprimento hidrico adequado.
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Figura 1. Equacdes de regressio para area foliar (SH 50%: y= - 0,8815x? + 14,7781x + 71,1457,
R2 = 0,81**; SH 100%: y= -0,7116x? + 10,9374x + 154,8601, R2= 0,71**), transpiracdo (SH
50%: - 1,7432x% + 28,6791x + 74,4615, R2= 0,92**; SH 100%: y= - 2,6944x? + 43,3739x +
165,3077, R2= 0,87**) e biomassa total (SH 50%: y= - 0,3571x? + 6,0832x + 87,9601, R2=
0,91**; SH 100%: y= - 0,4961x? + 8,4257x + 236,9633, R2= 0,92**) de plantas de pinh&o
manso pulverizadas com diferentes concentra¢fes de brassinosteroides e submetidas a dois
niveis de sumprimentos hidricos. SH 50%= suprimento hidrico de 50% e SH 100%=
suprimento hidrico de 100%. Equacbes de regressao significativas * 5% e ** 1% de
probabilidade.

Os dados referentes as variaveis clorofilas totais e carotenoides apresentaram ajuste
significativo para modelos quadraticos, méaxima eficiéncia quéntica do PSII e extravamento de
eletrolitos com ajuste significativo a modelos lineares em relacdo as concentragfes de
brassinosteroides (Figura 2), com ponto maximo de clorofilas totais (1,29) para a dose de 8 mg
L BRs sob déficit hidrico e maxima clorofilas totais (1,86) igual a 8 mg L BRs com
suprimento hidrico adequado; carotenoides com ponto maximo (0,42) para a dose de 8 mg L
BRs sob déficit hidrico e ponto de maximo carotenoides (0,32) igual a 9 mg L' BRs com

suprimento hidrico adequado. A méxima eficiéncia quantica do PSIl e o extravamento de
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eletrolitos obtiveram aumento de 0,0036 sob déficit hidrico e 0,0034 sob plantas irrigadas
adequadamente, enquanto o extravasamento de eletrdlitos sofreu reducdo de 1,3341 em plantas
sob déficit hidrico e 0,6641 sob plantas irrigadas adequadamente, para cada incremento unitéario

das doses de brassinosteroides.
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Figura 2. Equacdes de regressdo para clorofilas totais (a+b) (SH 50%: y= - 0,0087x? + 0,1366x
+0,7589, R2=0,90**; SH 100%: y= - 0,0107 x? + 0,1730x + 1,1566, R2= 0,87**), carotenoides
(SH 50%: y= - 0,0023 x?+ 0,0383x + 0,2581, R2= 0,92**; SH 100%: y= - 0,0017x? + 0,0316x
+ 0,1724, R2= 0,83**), maxima eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) (SH 50%:
0,0036x + 0,6700, R2= 0,91**; SH 100%: y= 0,0034x + 0,8179, R2= 0,90**) e extravasamento
de eletrdlitos (SH 50%: y= - 1,3341x + 50,5577, R2= 0,95**; SH 100%: y=-0,6641x + 33,6995,
R2= 0,90**) de plantas de pinhdo manso pulverizadas com diferentes concentracdes de
brassinosteroides e submetidas a dois niveis de sumprimentos hidricos. SH 50%= suprimento
hidrico de 50% e SH 100%= suprimento hidrico de 100%. Equac6es de regressao significativas
* 5% e ** 1% de probabilidade.

Os dados referentes as variaveis catalase, POD, SOD e TBARS com ajuste significativo
a modelos lineares em relagéo as concentracGes de brassinosteroides (Figura 3), evidenciaram
aumento de 0,0392 na atividade da catalase sob déficit hidrico e 0,0280 em plantas irrigadas
adequadamente, incremento de 34,417 na atividade da SOD sob déficit hidrico e 26,8186 em
plantas irrigadas adequadamente, aumento de 3,9137 na atividade da POD sob déficit hidrico
e 1,4739 em plantas irrigadas adequadamente, para cada incremento unitario das doses de BRs.

A aplicacdo de brassinosteroides diminuiu a atividade da peroxidagéo lipidica (TBARS) em
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0,2938 para aumentos unitarios nas concentracdes de BRs em plantas sob déficit hidrico e

0,2734 para plantas irrigadas adequadamente.
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Figura 3. Equacdes de regressao para catalase (SH 50%: y= 0,0392x + 1,8989, R2= 0,87**; SH
100%: y=0,0280x + 1,2745, R?= 0,89**), POD (SH 50%: y= 3,9137x + 118,0789, R?= 0,93**;
SH 100%: y= 1,4739x + 84,4927, R?= 0,84**), SOD (SH 50%: 34,4170x + 833,2170, R?=
0,83**; SH 100%: y= 26,8186x + 490,9795, R?= 0,89**) e TBARS (SH 50%: y= - 0,2938x +
16,0018, R2= 0,92**; SH 100%: y= - 0,2734x + 8,2400, R2= 0,96**) de plantas de pinh&o
manso pulverizadas com diferentes concentracdes de brassinosteroides e submetidas a dois
niveis de sumprimentos hidricos. SH 50%= suprimento hidrico de 50% e SH 100%=
suprimento hidrico de 100%. Equacdes de regressdo significativas * 5% e ** 1% de
probabilidade.

Os dados referentes as variaveis agucares redutores e agucares sollveis totais com ajuste
significativo a modelos quadréaticos, proteinas totais com ajuste significativo para modelos
lineares em relacdo as concentracdes de brassinosteroides (Figura 4), evidenciou ponto maximo
de agicares redutores (1,65) para dose de 8 mg L™ BRs sob déficit hidrico e maximo agticares
redutores (0,90) igual a 7 mg L't BRs com suprimento hidrico adequado; aclcares soluveis
totais com ponto de méaximo (3,66) para dose de 9 mg L™ BRs sob déficit e ponto de maximo
acucares sollveis totais (4,12) igual a 9 mg L BRs com suprimento hidrico adequado e
incremento na producgdo de proteinas de 0,1510 em plantas sob déficit hidrico e 0,0679 em
plantas irrigadas adequadamente, para cada aumento unitario na concentracdo de

brassinosteroide.
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Figura 4. Equacdes de regressdo para aguicares redutores (SH 50%: - 0,0078x? + 0,1174x +
1,2079, R2= 0,98**; SH 100%: y= - 0,0051x? + 0,0744x + 0,6238, R2= 0,97**), proteina (SH

50%: y= 0,15x + 2,3403, R2=
sollveis totais (SH 50%: y=

0,91**; SH 100%: y= 0,0679x + 2,2312, R?= 0,90**) e acUcar
- 0,0120 x? + 0,2265x +2,5977, R2= 0,93**; SH 100%: y= -

0,0114x% + 0,1966x + 3,2718, R2= 0,81**) de plantas de pinhdo manso pulverizadas com
diferentes concentragcdes de brassinosteroides e submetidas a dois niveis de sumprimentos
hidricos. SH 50%= suprimento hidrico de 50% e SH 100% = suprimento hidrico de 100%.
Equacdes de regresséo significativas * 5% e ** 1% de probabilidade.
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5. DISCUSSAO

As plantas de pinhdo manso apresentaram incremento significativo nas variaveis de
crescimento vegetativo quando irrigadas diariamente com suprimento hidrico adequado em
relacdo as plantas sob déficit hidrico, uma vez que a reducéo da disponibilidade hidrica limita
a expansdo celular e deste modo, o crescimento vegetativo, observadas pelas analises da altura
de planta, diametro do caule, area foliar, biomassa e transpiracéo.

O deficit hidrico resultou no maior investimento das plantas em raiz e menor
transpiracdo, indicios que o estresse ocasionou reducdo do status hidrico. O crescimento de
plantas estd diretamente relacionado com o turgor celular, pois a hidratacdo dos tecidos
proporciona a expansdo das células e consequentemente seu crescimento (TAIZ e ZEIGER,
2013). Como forma de amenizar a reducdo de agua no solo, algumas plantas ajustam-se as
situacbes adversas, reduzindo o desenvolvimento da parte aérea e incrementando em raiz,
tornando evidente a relag&o raiz/aérea (FINI, 2013).

As caracteristicas metabdlicas associadas a espécie do pinhdo manso, conferem-na
importante mecanismo de resisténcia ao déficit hidrico, através do caule, funcionando como
tampdo hidrico, assegurando a manutencdo dos processos fisiologicos (CARMO et al., 2014.;
MATOS et al., 2014b). Embora o suprimento hidrico adequado de 4gua proporcionou maiores
resultados nas variaveis de crescimento, plantas com essa caracteristica, reduzem a abertura
estomatica e ajustam-se osmoticamente, a fim de se manterem hidratadas e economizar agua,
caracteristica observada através da reducdo na transpiracdo em plantas sob déficit hidrico.

Estresses abidticos, como a seca, que limitam a fixacdo de CO2, provocam 0 aumento
de energia disponivel dos tilacéides, fazendo com que, reacBes fotoquimicas gerem um excesso
de espécies reativas de oxigénio (EROs), como peroxido de hidrogénio (H20-), oxigénio
singleto (*02), superdxido (O2), causando estresses oxidativos, através da degradacdo de
lipidios, proteinas, pigmentos fotossintéticos, induzindo a morte celular (SILVA et al., 2012;
PYNGRORPE et al., 2013).

A diminuigdo do suprimento hidrico induziu a reducdo na disponibilidade de CO: e
consequentemente na fotossintese, comprovadas pela diferenca na produgdo da biomassa total,
pigmentos fotossintéticos e variaveis bioquimicas, quando comparados 0s suprimentos hidricos
diferenciais. Em adig&o, a restri¢cdo hidrica inferiu diretamente no aumento de radicais livres
(TBARS), extravasamento de eletrdlitos e na ativacdo dos complexos de enzimas antioxidantes.
Trabalhos realizados por Vilela et al. (2011), Carneiro et al. (2011) e Darmanti et al. (2016)
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também demonstraram aumento nas atividades antioxidantes em resposta a reducdo hidrica,
corroborando com o presente estudo.

As concentracOes de brassinosteroides (BRs) influenciaram o crescimento vegetativo
em plantas sob déficit hidrico e com suprimento hidrico adequado, indicando que a utilizacéo
do horménio vegetal intensificou a absorcdo de agua, através do aumento no crescimento
radicular, transpiracdo, e consequentemente na expansao de area foliar. Segundo Gomes et al.
(2011), a concentracdo de horménios vegetais, como o0s brassinosteroides, é decisiva e de
extrema importancia para que haja respostas morfofisioldgicas positivas das plantas ao
ambiente. Estudos relatando as atividades dos BRs, identificaram a ativacéo e o controle de
canais transportadores de &gua (aquaporinas) e atuagdo de auxinas, através da aplicacdo do
horménio, refletindo no crescimento de plantas (LI et al., 2014; MAHARJAN et al., 2014;
MARAKLI e GOZUKIRMIZI, 2017).

A reducdo da producéo de fotoassimilados em plantas sob déficit hidrico € indicativo de
danos fotoinibitorios, que diminuem a eficiéncia do sistema em utilizar elétrons gerados pela
radiacédo, produzindo grandes quantidades de EROs pelo fotossistema I, resultando na menor
taxa de producéo fotossintética (SNIDER et al., 2014; EL-MAGEER et al., 2016).

O aumento nas atividades fotossintéticas foi observado através da aplicacdo do
horménio, pelo incremento no rendimento quantico do fotossistema Il (Fv/Fm), clorofilas totais
(a+b) e carotenoides, demonstrando maior eficiéncia fotossintética pela intensificacdo na
bioquimica da fotossintese, aumento do consumo de energia formada através fotoquimica
(energia luminosa/energia quimica) pelo metabolismo celular. A atividade dos carotenoides
pode estar relacionada além da fotoprotecdo, como também pigmentos acessoérios, para auxiliar
as clorofilas na absorcdo luminosa, producdo de fotoassimilados e consequentemente acumulo
de biomassa, conforme observado no presente estudo.

Para Taiz e Zeiger (2013), importantes funcdes na fotossintese sdo desempenhadas pelos
pigmentos fotossintéticos, sendo as clorofilas responsaveis pelas reages da fotoquimica e os
carotenoides importantes fotoprotetores. Trabalhos relacionando a utilizacdo de BRs nas
atividades fotossintéticas foram relatados por Hu et al. (2010), Larré et al. (2014) e Pociecha et
al. (2017), influenciados positivamente pela aplicagdo do horménio e corroborando com o
presente estudo.

A atividade das enzimas antioxidantes e diminuicdo dos niveis de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram intensificadas com a aplicacdo de brassinosteroides em
ambas condicdes de suprimento hidrico diferencial. O menor acimulo, ou formagdo de EROs
é consequéncia de um mecanismo dissipador mais eficiente e de maior atividade de enzimas
antioxidantes (SHARMA et al., 2008; HOJATI et al., 2011). A diminuicdo dos valores de
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TBARS e extravasamento de eletrolitos, demonstram a eficiéncia do sistema fotossintético e da
alta atividade enzimatica da CAT, SOD, POD, em plantas sob déficit hidrico e com volume
adequado de &gua, sendo suficiente para evitar possiveis danos oxidativos as membranas.

O aumento de EROs induz a perda da integridade da membrana celular, afetando
negativamente as atividades fotossintéticas e maximizando a perda de elétrons através da
membrana em resposta ao nivel de estresse (DEMIDCHIK et al., 2014; YE et al., 2016).
Trabalhos realizados com tomate (YUAN et al., 2010), feijdo caupi (AHAMMED et al., 2013)
e canola (MOUSAVI et al.,, 2009), demonstraram o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, corroborando com o presente estudo.

O conteldo de agUcares e proteinas, sofreram aumento com a utilizacdo das doses de
brassinosteroides, tanto em plantas sob déficit hidrico, quanto irrigadas com suprimento hidrico
adequado.

Para Pedroso et al. (2014), plantas submetidas a condi¢des adversas utilizam os aclcares
sintetizados nas folhas para a manutencéo do metabolismo celular. Sob estresse hidrico ocorre
uma reducéo da atividade da enzima Rubisco levando diminui¢do da concentragédo de sacarose
(acUcares ndo redutores) e acumulo de glicose e frutose (agucares redutores) (JANECZKO et
al., 2016). Em pepino Yu et al. (2004) observaram que a aplicacdo de brassinosteroides
promoveu um aumento da sintese de agUcares sollveis e amido. Para Mendes et al. (2007), a
elevacdo nos teores de carboidratos esta relacionada com o ajustamento osmético visando
equilibrio celular, mantendo-se assim maiores niveis de agua nas folhas.

Durante o estresse hidrico, ocorre um ajuste do potencial osmético através do acumulo
de solutos como acgucares, aminoacidos, acidos organicos e ions inorganicos promovendo a
manutenc&o do turgor celular (TAIZ e ZEIGER, 2013). Entretanto 0 aumento da concentragdo
de proteinas pode estar intimamente relacionado ao aumento da atividade e sintese das enzimas
antioxidantes principalmente em plantas sob estresse hidrico. A aplicacdo de brassinosteroides
promove um aumento da atividade e da sintese das enzimas antioxidantes (MOUSAVI et al.,
2009; YUAN et al., 2010; AHAMMED et al. 2013).

A evidéncia deste aumento € indicativo ao analisar o crescimento vegetativo, variaveis
fotossintéticas e bioquimicas, demonstrando um possivel mecanismo de tolerdncia a
degradacdo de solutos osméticos. De acordo com Vandoorne et al. (2012), a inibicdo do
crescimento associado & manutencgdo da atividade fotossintética leva ao acimulo de agucares
soltiveis nas células em condigdes de déficit hidrico, e este pode desempenhar funcoes
importantes como sinalizador e protetor de moléculas, observado no presente estudo em ambos

0s suprimentos hidricos.
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As proteinas sdo fundamentais na estruturagdo e funcionamento celular, e suas
alteracdes podem representar danos no crescimento e desenvolvimento de plantas (COSCOLIN
et al., 2011). Para Duque e Setter (2013), as folhas tornam-se fontes limitadas de reservas de
carboidratos durante o periodo de estresse, havendo uma reducdo nas concentracGes de
carboidratos e proteinas. Estudos realizados por Anjum et al. (2011) com brassinosteroides em
plantas de milho, obtiveram aumento nas concentracGes de proteinas, corroborando com o
presente estudo.

A utilizacdo de brassinosteroides proporcionou respostas positivas no crescimento
vegetativo, atividade das enzimas antioxidantes, pigmentos fotossintéticos, producdo de
carboidratos e proteinas, refletindo positivamente no desenvolvimento de plantas de pinhao
manso em condi¢des de estresse hidrico e suprimento hidrico adequado, relacionando a
utilizacdo desta pratica no manejo da cultura, em ambientes que carecem ou nao de

disponibilidade hidrica para producao.
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6. CONCLUSOES

e  Os brassinosteroides minimizaram os danos do déficit hidrico e ativaram mecanismos
de tolerancia de plantas de pinhdo manso a seca;

e  Os brassinosteroides potencializaram o crescimento vegetativo, producdo de biomassa,
atividades fotossintéticas e bioquimicas de plantas de pinhdo manso sem restri¢do hidrica;

e Para incremento no crescimento vegetativo e ativacdo dos mecanismos antioxidantes,
recomenda-se a dose de 8 mg L™ em plantas com suprimento hidrico adequado e 9 mg L™t em
plantas sob deficit hidrico.
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