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Ação dos Brassinosteróides e do ácido jasmônico sobre feijão caupi [ Vigna Unguiculata (L.) Walp.]
e Zea mays submetidas a diferentes tipos de estresse

Análise e avaliação agronômica da produção dos feijões e do milho

AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA

AVALIAÇÃO FISIOLÓGICA 

índices de estresse

dosagem de proteínas das atividades enzimáticas

ANÁLISES BIOQUIMICAS

ANÁLISES NUTRICIONAIS

ANÁLISES ANATÔMICAS

ANÁLISE DE PRODUÇÃO

TABULAÇÃO DOS DADOS

MATERIAL VEGETAL

Serão utilizadas as cultivares de feijão caupi e milho, no qual são cultivares cultivares tolerante e suscetível ao

estresse em questão, respectivamente, sendo tais sementes provenientes do Banco de Germoplasma da EMBRAPA e

da UFC.

EXPERIMENTO

Serão realizado 6 experimentos será realizado em casa de vegetação:

1- Sob o desenho experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial do tipo 2 x 3 x 3 x 3, sendo duas

cultivares feijão (tolerante e suscetível ao estresse), combinado com três níveis de brassinosteróides, três níveis de

estresse salino e três níveis de ácido jasmônico, sendo composto por 5 repetições. As plantas serão acondicionadas

em vasos de 5 L de substrato.

2- Sob o desenho experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial do tipo 2 x 3 x 3 x 3, sendo duas

cultivares milho (tolerante e suscetível ao estresse), combinado com três níveis de brassinosteróides, três níveis de

estresse salino e três níveis de ácido jasmônico, sendo composto por 5 repetições. As plantas serão acondicionadas

em vasos de 5 L de substrato.

3- Sob o desenho experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial do tipo 2 x 3 x 3 x 3, sendo duas

cultivares feijão (tolerante e suscetível ao estresse), combinado com três níveis de brassinosteróides, três níveis de

água e três níveis de ácido jasmônico, sendo composto por 5 repetições. As plantas serão acondicionadas em vasos de

5 L de substrato.

4- Sob o desenho experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial do tipo 2 x 3 x 3 x 3, sendo duas

cultivares milho (tolerante e suscetível ao estresse), combinado com três níveis de brassinosteróides, três níveis de

água e três níveis de ácido jasmônico, sendo composto por 5 repetições. As plantas serão acondicionadas em vasos de

5 L de substrato.

5- Sob o desenho experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial do tipo 2 x 3 x 3 x 3, sendo duas

cultivares feijão (tolerante e suscetível ao estresse), combinado com três níveis de brassinosteróides, três níveis de

cádmio e três níveis de ácido jasmônico, sendo composto por 5 repetições. As plantas serão acondicionadas em vasos

de 5 L de substrato.

6- Sob o desenho experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial do tipo 2 x 3 x 3 x 3, sendo duas

cultivares milho (tolerante e suscetível ao estresse), combinado com três níveis de brassinosteróides, três níveis de



cádmio e três níveis de ácido jasmônico, sendo composto por 5 repetições. As plantas serão acondicionadas em vasos

de 5 L de substrato.

 

AVALIAÇÃO AGRONÔMICA COMPONENTES DE PRODUÇÃO PRODUÇÃO

Esta variável será determinada pelo peso total das sementes em cada geração, dividindo-se pelo número de plantas

representantes da geração, padronizado para 13% de umidade, sendo expresso em gramas planta-1; MASSA MÉDIA

DE CEM SEMENTES Esta variável será obtida pela pesagem de 100 grãos tomados ao acaso em cada geração, no

qual foi expressa em gramas; NÚMERO DE VAGENS POR PLANTA 10 Este parâmetro será representada pela

razão entre o número total de vagens e o número total de plantas em cada geração, sendo expresso em números;

NÚMERO DESEMENTES POR VAGEM Esta variável será descrita pela estimativa considerando a produção

(PROD), a massa média de cem sementes (M100s) e o número de vagens por planta (NVP), sendo expresso em

números. ALTURA DE PLANTAS Será avaliada a altura das plantas determinada com trena (cm), tomando como

base o colo da planta até o ápice caulinar, em frequência quinzenal. NÚMERO DE FOLHAS O número de folhas

será avaliado também quinzenalmente, sendo padronizando a contagem em folhas totalmente expandidas. MASSA

DE MATÉRIA SECA As diferentes partes da planta serão coletadas para a determinação da massa de matéria seca

(MMS). Os componentes serão secos em estufa a 60°C, com ventilação forçada, até atingirem massa constante. Para

determinação da MMS das plantas de caupi será coletado raiz, parte aérea (incluindo o caule). As raízes serão

separadas da parte aérea através de um corte no colo da planta, lavadas com água deionizada para retirar o excesso de

solo aderido às raízes. A parte

aérea (incluindo o caule) será processada em conjunto. ÍNDICES DE ESTRESSE E DE TOLERÂNCIA Os índices

de estresse (IE) e índice de tolerância (IT) serão calculados para cada genitor e híbridos, IE = (1-PE / PC) / D, onde

11 Pe é produtividade de grão da planta submetido a salinidade (estresse) e Pc é a produtividade de grão da planta em

condições normais (controle). Produção média de todos os genótipos sob estresse salino D = ------------------------

------------------------------------------------------------------------- Produção média de todos os genótipos sob condições

normais Produção sob estresse salino IT = --

--------------------------------------------- x 100 Produção em condição normal AVALIAÇÃO FISIOLÓGICA TAXA DE

FOTOSSÍNTESE LÍQUIDA, CONDUTÂNCIA ESTOMÁTICA AO VAPOR DE ÁGUA, RESISTÊNCIA

ESTOMÁTICA, TAXA DE TRANSPIRAÇÃO, CONDUTÂNCIA SUB-ESTOMÁTICA, TEMPERATURA DA

FOLHA E RADIAÇÃO FOTOSSINTETICAMENTE ATIVA (RFA) As medições de trocas gasosas foliares serão

efetuadas nas plantas,

utilizando o medidor portátil LI-6400. As medições pontuais, as curvas de resposta da fotossíntese à RFA e à

concentração de CO2 serão realizadas entre 8 e 12 h. No caso das medições pontuais, a irradiância será mantida em

800 μmol m-2 s-1, acima da irradiância de saturação de luz das plantas controle.

As taxas de fotossíntese líquida por unidade de área foliar (A), a condutância estomática ao vapor de água (gs),

resistência estomática ao vapor de água

(rs) a taxa transpiratória foliar (E), condutância sub-estomática (cI), temperatura da folha (Tl) e RFA, no qual serão

estimadas a partir dos valores da variação de CO2, da umidade do ar no interior da câmara, sensores de temperatura e

determinados pelo analisador de gases a infravermelho do referido aparelho. PIGMENTOS FOTOSSINTÉTICOS

(CLOROFILAS A, B, TOTAL E CAROTENÓIDES) Para determinar os pigmentos fotossintéticos será coletado 25

mg de tecido foliar e homogeneizado com 0,1g de CaCO3 + 2 mL de acetona 80%, sendo 12 realizado sob

luminonisade indireta. Após a mistura é centrifugada por 10 min, a temperatura de 10 oC, e 6000 rpm. O

sobrenadante é coletado e lido a absorvância a 470, 646,8 e 663,2 nm . As concentrações de clorofilas e carotenóides

serão calculadas e expressas em mg/g MF pelas seguintes fórmulas: Clorofila a = Ca= 12,25 A663,2 -2,79 A646,8

Clorofila b = Cb= 21,50 A646,8 - 5,10 A663,2 Carotenóides (xantofila + carotenos)= (1000 A470 - 1,82 Ca - 85,02

Cb) /198 AVALIAÇÃO

BIOQUÍMICA PEROXIDAÇÃO DE LIPÍDIOS Será determinada estimando-se o teor de substâncias reativas ao



ácido 2- tiobarbitúrico (TBA) e expresso em equivalentes de aldeído malônico, MDA (Cakmak e Horst, 1991). A

extração será realizada pela homogeneização de discos foliares (cinco discos de 1 cm de diâmetro cada) em 4 mL de

ácido tricloroacético 0,1% (p/v) e o homogenato foi centrifugado a 15.000 g, por 15 min, a 4°C. O sobrenadante será

coletado e a uma alíquota de 500 μL deste será adicionado 1,5 mL de TBA 0,5% (preparado em ácido tricloroacético

20%). Os tubos serão fortemente agitados e incubados a 90°C, por 20 min. A reação foi paralisada em banho de gelo

e a mistura clarificada por centrifugação a 13.000 g, por 8 min a 4°C.

Em seguida, a absorvância (ABS) da amostra foi registrada a 532 nm em um espectrofotômetro e a ABS inespecífica

(a 600 nm) descontada. O coeficiente de extinção molar do MDA (155 mM-1 cm-1) será utilizado para os cálculos e

os resultados expressos em nmol MDA g-1 de matéria seca (MS).

SUPERÓXIDO DISMUTASE A extração da dismutase do superóxido (SOD, E.C. 1.15.1.1) será realizada a partir de

cinco discos foliares (1 cm de diâmetro cada) homogeneizados em 3 mL de 100 mM de tampão fosfato de potássio

(TFK; pH 7,8); 0,1 mM de EDTA; 0,1% (v/v) de 2 Mercaptoetanol; 0,1% (v/v) de Triton X-100; 30 mg de

Polivinilpirrolidona (PVP) e 20 mM de ascorbato. Após centrifugação a 15.000 g/15 min/4°C, o sobrenadante será

coletado para as análises posteriores. O meio de reação é constituído de: 52,5 mM 13 de TFK (pH 7,8); 0,1 μM de

EDTA; 13 mM de metionina (pH 7,8); 2 μM de riboflavina; 0,075 mM de azul de nitrotetrazólio (NBT) e uma

alíquota de 10 μL do extrato enzimático. A produção de formazana azul proveniente da redução do NBT em presença

de luz é máxima na ausência da enzima e pode ser acompanhada em um espectrofotômetro, monitorando-se o

incremento

na ABS a 560 nm. A atividade da SOD está relacionada à capacidade da enzima presente no extrato em inibir a

produção de formazana azul. Os resultados serão expressos em unidades de SOD mg-1 proteína, considerando-se que

1 unidade de SOD é a quantidade de enzima requerida capaz de reduzir em 50% a produção de formazana azul.

PEROXIDASE DO ASCARBATO A peroxidase do ascorbato (APX, E.C. 1.11.1.11) será extraída a partir

de cinco discos foliares (1,0 cm de diâmetro cada) para cada 3 mL de TFK 50 mM (pH 7,0); acrescido de 2 mM de

EDTA; 0,1% (v/v) de Triton X100; 0,1% (v/v) de 2 Mercaptoetanol; 20 mM de ascorbato e 30 mg de PVP. Após

centrifugação a 15.000 g, por 15 min a 4°C, o sobrenadante será coletado e uma alíquota de 50 μL do extrato

enzimático foi utilizada na reação. A atividade da APX será acompanhada pelo decréscimo da ABS a 290 nm em um

meio de reação constituído de TFK 50 mM (pH 7,0); 0,1 mM de H2O2; 0,5 mM de ascorbato e 50 μL do extrato

enzimático (Nakano e Asada, 1981). Para os cálculos, 1 unidade de APX é a quantidade de enzima capaz de oxidar 1

μmol de ascorbato min-1. CATALASE A catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) será extraída em TFK 100 mM (pH 7,0);

acrescentado de 2 mM de EDTA; 0,1% (v/v) de Triton X-100; 0,1% (V/V) de 2 Mercaptoetanol; 20 mM de

ascorbato; 30

mg de PVP. Uma alíquota de 20 μL do sobrenadante obtido após centrifugação do homogenato a 15.000 g, por 15

min a 4°C, foi utilizada para as reações.

O meio de reação (3 mL) conterá TFK 50 mM (pH 7,0) e H2O2 12,5 mM; e a reação será iniciada pela adição de 20

μL de extrato. A atividade da CAT será determinada pelo monitoramento do decréscimo da ABS a 240 nm (Havir e

Mchale, 1987) e para os cálculos é considerado que uma unidade de APX é a quantidade de enzima capaz de oxidar 1

μmol de H2O2 min-1. A 14 dosagem de proteínas para os cálculos das atividades enzimáticas da SOD, APX e CAT

será realizada segundo Bradford (1976). REDUTASE DO NITRATO Para determinação da atividade da enzima

redutase do nitrato serão retirados discos foliares 0,5 cm2 de diâmetro e em seguida, pesados aproximadamente 200

mg dos discos foliares. Subseqüentemente, este material será transferido para tubos de ensaio para vácuo contendo

5,0 mL do tampão fosfato (meio de reação), e após o vácuo por 2 minutos, levados ao em banhomaria à 300C por 30

minutos e ao abrigo da luz (escuro). Nesta fase serão adicionados 2,0 mL de tampão + 1,0 mL do extrato de reação

+1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de NNEDA 0,02% e colocados em repouso por 15 minutos. Depois a leitura

será realizada à 540 nm contra o branco (3,0mL de tampão fosfato + 1,0 mL de sulfanilamida + 1,0 mL de NNEDA).

Os resultados da redutase do nitrato serão estimados através da produção de NO2 ̄ no meio de reação, sendo expressa

em μmoles de NO2 ̄ gMF-1 h ̄1 , a partir de uma curva-padrão obtida com KNO2. PROLINA A determinação de

prolina será realizada com 50 mg MS, adicionado 5 mL de água destilada e mantidos por 30 min a 100o C. Após a



extração, as amostras serão centrifugadas a

10.000 rpm e os sobrenadantes coletados para obtenção do extrato total. Nos tubos de ensaio serão colocados 1,0 mL

do sobrenadante + 1,0 mL de ninhidrina ácida + 1,0 mL de ácido acético glacial (os tubos serão fechados

hermeticamente) e agitados em vortex e colocados novamente a 100o C por 1 hora. Após 1 hora, a reação será

interrompida com banho de gelo e adicionando 2,0 mL de tolueno e agitado vigorosamente em vortex por 20 s. A

leitura

será feita a 520 nm usando tolueno como branco. As concentrações de prolina serão determinadas a partir da curva-

padrão com L-prolina e os resultados serão expressos em μmol/g MS. GLICINABETAÍNA 15 Serão transferido 25

mg de MS para tubos e adicionado 2 mL de água destilada, seguido de agitação por 4 h no shacker a 25oC (extração a

frio), sendo centrifugado a 10.000 rpm por 10 min a 25 oC, após a centrifugação será coletado o sobrenadante para

obtenção do extrato aquoso e descartado o precipitado. O mix contendo 250 μL do extrato aquoso + 250 μL de

H2SO4 2N

permanecerá durante 1h no banho de gelo (temperatura de de 0o a 4o C), e logo após, adicionado 200 μL de KI-I2

gelado, mantido durante 16h a 0oC. O processo de centrifugação será de 15 min, 10.000 rpm a 0oC. Descartando-se o

sobrenadante. Subsequentemente o precipitado será lavado por 2 vezes

com 2 mL de H2SO4 1N gelado com centrifugações por 5 min, 10.000 rpm, 0oC para cada lavagem. Após as

lavagens, o precipitado será dissolvido em 3 mL de 1,2-dicloroetano agitando vigorosamente e realizando-se

diluições 1:6 (diluição para a curva) ou testadas outras maiores (1:12, 1:24 ou 1:48 para as amostras - a diluição vai

depender da quantidade de glicinabetaína precipitada). Assim, depois de 2 a 2,5 h de descanso, as leituras são

realizadas em

espectrofotômetro a 365 nm. Para os cálculos, uma curva padrão de glicina-betaína será preparada e os resultados

serão expressos em mg de glicina betaína/g MS. AVALIAÇÃO NUTRICIONAL Para a determinação de macro e

micronutrientes, o material será lavado em água deionizada e seco em estufa com circulação forçada de ar a 70°C, até

peso constante. Em seguida, será pesado para a obtenção da matéria seca, moído em moinho tipo Wiley, equipado

com peneira de 20 mesh. O N-total será determinado pelo método Kjeldahl descrito por Bremner (1965). Os demais

elementos serão analisados após a mineralização pela digestão nítrico-perclórica. O P será dosado colorimetricamente

pelo método de redução do fosfomolibdato pela vitamina C. O K, por fotometria de emissão de chama; o Ca, Mg, Fe,

Mn, Zn e Cu, por espectrofotometria de absorção atômica; e o S, determinado por turbidimetria do sulfato.

AVALIAÇÃO ANATÔMICA CARACTERIZAÇÃO HISTOQUÍMICA 16 Serão coletadas folhas e raízes das

plantas expostas aos tratamentos, sendo os tecidos fixados em F.A.A.70 (Formaldeído, ácido acético glacial e etanol

70% na proporção de 0,5; 0,5; 9,0) por 72 horas, sendo posteriormente armazenadas em etanol 70%. Posteriormente

serão realizados cortes paradérmicos utilizando lâmina de aço e cortes transversais com micrótomo. Os cortes serão

clarificados com hipoclorito de sódio 50% (comercial), lavados em água destilada por duas vezes durante 10

minutos, corados com solução de safranina 1% ou solução safrablau (safranina 1% e azul de astra 0,1% na proporção

de 7:3), sendo posteriormente montados em lâmina e lamínula com água glicerinada (1:1), as lâminas serão seladas

com resina de nitrocelulose. As lâminas serão observadas e fotografadas em microscópio óptico.
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