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RESUMO

MOURA, LUCIANA MINERVINA DE FREITAS. Instituto Federal Goiano — Campus
Rio Verde — GO, agosto de 2019. Integracdes morfo-fisioldgicas de raiz e parte aérea
conferem tolerancia a seca em plantas de Crambe abyssinica Hochst e Raphanus
sativus L. Orientador: DSc. Alan Carlos Costa. Coorientadores: DSc. Caroline Miiller,
DSc. Adinan Alves da Silva.

A precocidade, rusticidade, boa produtividade e alto teor de 6leo sdo atributos que
viabilizam o cultivo de Raphanus sativus e Crambe abyssinica no periodo de entressafra
na regido Centro-Oeste do Brasil. A ocorréncia de déficit hidrico, no entanto, pode ser
limitante ao cultivo destas culturas, pois a época de plantio coincide com a estacdo seca
nesta regido. A escassez de informacOes, na literatura, acerca da ecofisiologia destas
espécies expostas a condicdo de estresse torna essencial a execucao de estudos neste
sentido. Deste modo, objetivou-se avaliar os efeitos do déficit hidrico nas caracteristicas
da parte aérea e do sistema radicular de C. abyssinica e R. sativus e identificar quais destas
caracteristicas estdo relacionadas com a tolerancia a seca destas espécies. No estudo I,
plantas de Raphanus sativus L. foram cultivadas, em campo, sob os tratamentos
compostos pelas reposic¢Ges hidricas de 100% (controle), 66% e 33% da capacidade de
campo (déficit hidrico), nos estadios fenol6gicos de crescimento vegetativo,
florescimento e enchimento de gréos. O experimento foi conduzido sob delineamento de
blocos ao acaso, em esquema de parcelas subdivididas, com quatro repeti¢cbes. Foram
avaliadas as caracteristicas fisiologicas, bioguimicas, 0os componentes de producdo e a
qualidade fisico-quimica do Oleo bruto extraido das sementes. Os resultados

demonstraram a tolerancia fisioldgica de Raphanus sativus ao déficit hidrico durante a
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fase de crescimento vegetativo e sensibilidade durante o estadio de enchimento de gréos.
No estudo I, plantas de Crambe abyssinica e Raphanus sativus foram cultivadas em
citrovasos, em casa de vegetacao climatizada, nas condi¢des de plena irrigacdo (controle,
90% da capacidade de campo), déficit hidrico (DH, 40% da capacidade de campo) com
duracdo de 7, 14 e 21 dias, e reidratacdo (RT), para avaliacdo da capacidade de
recuperacdo das plantas apds 48 horas de restabelecimento da rega. O delineamento
experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com cinco repeti¢cbes. Apds cada periodo
de imposicdo do déficit hidrico e de reidratacdo foram avaliadas as relacdes hidricas,
trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, conteddo de pigmentos cloroplastidicos, taxa
de liberacdo de eletrélitos, conteddo de malondialdeido, atividade das enzimas
antioxidantes, micromorfometria foliar e caracteristicas morfoldgicas da parte aérea e
sistema radicular. Os resultados indicaram maior sensibilidade de Crambe abyssinica e
Raphanus sativus ao déficit hidrico com duracédo de 14 e 21 dias, porém, com ativacéo de
mecanismos adaptativos da parte aérea e do sistema radicular. As respostas de tolerancia
ao estresse evolveram a manutencao do turgor celular, aumento da atividade das enzimas
antioxidantes e menor diametro radicular. Raphanus sativus demonstrou maior tolerancia
ao déficit hidrico e recuperacao rapida das plantas, principalmente, devido a eficiéncia do

sistema radicular.

PALAVRAS-CHAVES: Brassicaceae, limitacdo hidrica, mecanismos adaptativos,
arquitetura de raizes, biodiesel.



ABSTRACT

MOURA, LUCIANA MINERVINA DE FREITAS. Goiano Federal Institute - Campus
Rio Verde — GO, August 2019. Morphophysiological root and shoot integrations
confer drought tolerance on Crambe abyssinica Hochst and Raphanus sativus L.
plants. Advisor: DSc. Alan Carlos Costa. Coadvisor: DSc. Caroline Miller, DSc. Adinan
Alves da Silva.

Precocity, rusticity, good productivity and high oil content are attributes that enable the
cultivation of Raphanus sativus and Crambe abyssinica during the off-season in the
Central regions of Brazil. The water deficit occurrence, however, may be limiting these
crops cultivation, since the planting season coincides with the dry season in the region.
The literature information scarcity about the ecophysiology of these species exposed to
stress conditions turn essential to carry out studies in this direction. Thus, the objective
was to evaluate the water deficit effects on shoot and root system characteristics of
Crambe abyssinica and Raphanus sativus as well as to identify which of these
characteristics are related to drought tolerance of these species. In study I, plants of
Raphanus sativus L. were cultivated in field under treatments composed by 100%
(control), 66% and 33% of field capacity (water deficit), in the phenological development
stages of vegetative, flowering and grain filling. The experimental was a randomized
block design in a split plot scheme, with four replicates. Physiological, biochemical traits,
production components and physicochemical quality of crude oil extracted from seeds
were evaluated. Results demonstrated the Raphanus sativus physiological tolerance to

water deficit during the vegetative growth stage and sensitivity during the grain filling
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stage. In study IlI, Crambe abyssinica and Raphanus sativus were cultivated in citrus
plants in a greenhouse under full irrigation conditions (control, 90% of field capacity),
water deficit (WD, 40% of field capacity), 7, 14 and 21 days, and rehydration (RT), to
evaluate the plants' recovery capacity after 48 hours of irrigation restoration.
Experimental design was randomized blocks, with five replications. After each period of
water deficit and rehydration imposition, the water relations, gas exchange, chlorophyll
a fluorescence, chloroplast pigment content, electrolyte release rate, malondialdehyde
content, antioxidant enzyme activity, leaf micromorphometry and morphological traits of
the shoot and root system were evaluated. Results indicated higher sensitivity of Crambe
abyssinica and Raphanus sativus to water deficit lasting 14 and 21 days, however, with
activation of adaptive mechanisms of the shoot and root system. Stress tolerance
responses evolved maintenance of cell turgor, increased activity of antioxidant enzymes
and smaller root diameter. Raphanus sativus demonstrated higher tolerance to water

deficit and rapid plant recovery, mainly due to the root system efficiency.

KEYWORDS: Brassicaceae, water limitation, adaptive mechanisms, root architecture,

biodiesel.



1. INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda por fontes alternativas de energia renovavel, como o
biodiesel, em substituicdo aos combustiveis de origem féssil, tem ampliado a busca por
oleaginosas destinadas ao fornecimento de 6leo para a industria quimica (Junginger et al.
2019). No Brasil, as oleaginosas sdo as matérias-primas mais utilizadas para a producéo
de biodiesel. Com grandes extensdes territoriais e clima propicio para a atividade
agricola, a producdo de oleaginosas com fins energéticos coloca o pais em posicéo de
destaque no mercado mundial de biodiesel (André Cremonez et al. 2015). Vérios fatores,
no entanto, podem afetar a cadeia produtiva dessas matérias-primas, dai a necessidade do
estabelecimento de espécies mais viaveis para cada regido do pais (Bhuiya et al. 2016).
Dentre os fatores que podem comprometer a producdo agricola, tem-se a limitagéo hidrica
(Cheeseman 2016).

Devido as mudancas climaticas, eventos extremos de seca estao se tornando cada
vez mais frequentes e severos, em varias regides do mundo, e tem causado impactos
negativos substanciais no crescimento e desenvolvimento das plantas e,
consequentemente, na produtividade das culturas (Berger et al. 2016). A extensdo dos
danos no rendimento de graos depende do estadio fenoldgico em que ocorre o0 estresse.
Para a maioria das culturas o estadio reprodutivo constitui a fase mais critica ao déficit
hidrico, especialmente durante o enchimento de gréos, pela elevada atividade fisioldgica
(Farooq et al. 2016). O déficit hidrico afeta diversos processos fisioldgicos, levando as
plantas a responderem, rapidamente, mediante fechamento estomaético, que embora
aumente a resisténcia difusiva ao vapor de agua, reduz a transpiragcdo, diminuem o

suprimento de CO; para a fotossintese, a dissipagdo da energia térmica, o transporte de



nutrientes por fluxo de massa (Krasensky and Jonak 2012; Flexas et al. 2018), a
dissipagdo fotoquimica da energia absorvida pelo complexo antena (Pilon et al. 2018;
Dong et al. 2019), entre outros. Muitos destes mecanismos refletem estratégias
adaptativas da planta em resposta a condicéo de estresse (Chen et al. 2016).

A capacidade de ajustar-se e de sobreviver a situacao de deficiéncia hidrica, alem
da recuperacdo ap6s cessada esta condicdo, depende dos mecanismos de adaptacdo
morfofisiologicos das plantas (Rivas et al. 2016; Abid et al. 2018). Dentre as
caracteristicas adaptativas da parte aérea, tem-se reducdo da area foliar (Sallam et al.
2019), alteracbes anatbmicas nos tecidos foliares (Zheng et al. 2017; Cruz et al. 2019),
controle estomatico (Chaves et al. 2016), eficiéncia no uso da agua (Vialet-Chabrand et
al. 2016), turgescéncia celular (Hu and Xiong 2014), ajustamento osmético (Turner
2018), estabilidade da membrana celular e mecanismos de defesa antioxidante (Swapna
and Shylaraj 2017). Caracteristicas morfoldgicas radiculares também estdo envolvidas na
adaptacdo da planta as condicdes de seca (Saidi et al. 2010; Vadez 2014). A arquitetura e
a funcdo do sistema radicular exercem importante papel na absor¢édo de agua, e nutrientes,
em condicdes hidricas limitantes (Fry et al. 2018; Lynch 2018). Assim, quando
integradas, as respostas adaptativas da parte aérea e do sistema radicular determinam o
grau de tolerancia a seca das espécies (Berger et al. 2016; Stoddard and Acosta-gallegos
2019).

O interesse na producdo de 6leo vegetal com fins energéticos, associado a
necessidade de consolidar um mercado sustentavel de energia renovavel, tem ampliado a
busca por culturas destinadas a este fim (da Silva César et al. 2019; Taghizadeh-Hesary
et al. 2019). O cultivo de Crambe abyssinica (Crambe) e Raphanus sativus L. (Nabo
forrageiro), neste caso, tem-se destacado pelo potencial destas culturas para o
fornecimento de 6leo para a industria quimica (Bassegio et al. 2016; Silveira et al. 2019).
Atribui-se este potencial a alta produtividade das culturas e ao elevado teor de 6leo nas
sementes, assim como, caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a produgdo de
biodiesel (Chammoun et al., 2013; Phoo et al., 2014). Soma-se a isso 0s atributos de
precocidade e rusticidade, que aumentam o potencial de uso de C. abyssinica e R. sativus
nos sistemas de rotagdo de cultura, em sucessdo as culturas da soja e milho, durante a
safra de inverno (marcgo/abril) (Falasca et al. 2010; Cremonez et al. 2013).

A restrigdo hidrica, comum na regido Centro-Oeste do Brasil durante o periodo

de inverno, pode constituir fator limitante ao cultivo destas espécies. Como ha escassez



de estudos informando sobre as alteracfes causadas pelo déficit hidrico nas caracteristicas
das sementes de oleaginosas, que pode afetar a qualidade do 6leo, torna-se relevante a
execucao de trabalhos neste sentido. Além disso, gerar informagdes sobre as respostas
morfofisioldgicas destas espécies ao déficit hidrico, principalmente na identificacdo das
caracteristicas, da parte aérea e do sistema radicular, que constituam estratégicas de
tolerdncia a seca, mostra-se crucial para a consolidagdo do cultivo de C. abyssinica e R.
sativus no sistema de producdo, especialmente, em areas sujeitas a limitagdes hidricas.
Diante do exposto, neste estudo, trabalhando com a hipdtese de que C.
abyssinica e R. sativus possuem caracteristicas morfoldgicas radiculares, que associadas
com ajustamentos fisioldgicos da parte aérea, constituem os principais mecanismos que

conferem tolerancia a seca a estas plantas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos do déficit hidrico nas caracteristicas morfofisioldgicas da parte
aérea e do sistema radicular de Crambe abyssinica e Raphanus sativus e identificar quais

destas caracteristicas estdo relacionadas com a tolerancia a seca destas espécies.

2.2 Especificos

Avaliar as respostas fisiologicas e bioquimicas, componentes de producdo e
qualidade do Oleo de plantas de Raphanus sativus, em diferentes estadios de
desenvolvimento, cultivadas sob condicdes de déficit hidrico.

Identificar alteraces na morfologia das raizes de Crambe abyssinica e
Raphanus sativus cultivadas sob déficit hidrico, com subsequente reidratacdo, além de

caracterizar as respostas de tolerancia dessas espécies a seca.
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Abstract

Raphanus sativus L. is a promising potential source of raw material for biodiesel fuel
because of the high oil content in its grains. In Brazil, the species is cultivated during the
off-season when rainfall is reduced, limiting crop productivity. In the present study, we
characterized the effects of water restriction on physiological and biochemical responses,
production components, and oil quality of R. sativus at various development stages. The
treatments consisted of water replacement of 100% (control), 66%, and 33% of field
capacity during the phenological stages of vegetative growth, flowering, and grain filling.
The characteristics of water relations, gas exchange, chlorophyll a fluorescence,
chloroplast pigment, proline, and sugar content were evaluated. At the end of the crop
cycle, production components and oil chemical traits were also determined. The results
suggested that, mainly in the vegetative growth stage, drought-tolerance of R. sativus was
mediated by adjustments in its photosynthetic metabolism, the stability of its

photochemical efficiency, increased proline concentrations, and maintenance of tissue



hydration. The grain filling was the most sensitive to water limitation, showing reductions
in yield and oil content. Nevertheless, the chemical composition of the oil was not altered
by the water deficit. This allows characterization of R. sativus species as drought-tolerant.

Keywords: Water deficit, Forage turnip, Adaptive strategies, Biodiesel

3.1 Introduction

The forage turnip (Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg.) is a Brassicaceae
oilseed crop, cultivated in the southern and central regions of Brazil as a winter crop
following major crops such as soybean and corn (Oliveira et al. 2015). For a long time,
R. sativus has been used for green manure, soil cover, nutrient recycling (Crusciol et al.
2005), soil decompression, crop rotation (Guedes Filho et al. 2013), and apiculture
pasture (Avila and Sondré 2012). Its high levels of erucic acid make it toxic and unfit for
human consumption as a food crop (Chammoun et al. 2013). However, recent studies
have identified R. sativus as a potential supply of raw material for the chemical industry
(Shah et al. 2013; Vasconcelos et al. 2018). Its grains have high oil content (40-54%),
possessing physicochemical characteristics important for biodiesel production
(Chammoun et al. 2013; Oliveira et al. 2015). The predominance of fatty acids such as
oleic acid confers greater oxidative stability than those of soybean and sunflower oils and
reduces solid residue formation in biodiesel (Oliveira et al. 2015; Zhu et al. 2016). The
low viscosity of the oil also improves engine performance, a feature of great importance
for biodiesel production (Avila and Sodré 2012). Furthermore, reduced pollutant emission
is an advantage of using vegetable oils as an alternative and renewable source of energy
(Zhu et al. 2016).

As with other crop plants, grain yield depends on genotype, as well as adequate
light, temperature, and water. Of these factors, water deficit is principally responsible for
low crop yields (Martins et al. 2017). This concern has been aggravated by increasing
climatic instability that has intensified longer drought periods in agricultural areas
(Lobell and Gourdji 2012).

Under limiting water conditions, responses such as stomatal closure, inhibition of
CO; fixation-related enzyme activity (Chaves et al. 2009), reduction of photochemical

activity (Baker 2008) and cell damage (Swapna and Shylaraj 2017) can occur. These



factors compromise plant growth and productivity (Ali and Anjum 2016) and alter the
content and quality of the oil (Wang and Frei 2011).

The negative effects of water restriction depend on the duration, intensity,
severity, and timing, in addition to the plant’s genotype (Farooq et al. 2016; Zegaoui et
al. 2017). To deal with this situation, plants trigger processes that prevent dehydration,
including osmotic  adjustment (Blum 2017) and root system growth
(Hasibeder et al. 2015). Electron dissipation (Campos et al. 2014) and increased
antioxidant enzymatic activity (Abedi and Pakniyat 2010; Hassan et al. 2017) are also
important for preventing and mitigating cell damage. Therefore, the ability to perceive
the stimulus and to trigger physiological and biochemical stress responses are essential
for plant survival under drought conditions (Joshi et al 2016).

The use of R. sativus in industrial oil production depends on the technical,
economic, and socioenvironmental competitiveness of the crop (Chammoun et al. 2013).
Furthermore, agronomic factors (e.g., plant productivity, seasonality, adaptation
capacity) also affect the commodification of this species as an energy crop.

Considering a gap in the current state of knowledge between the water deficit and
the oil quality in this species, the present study aimed to evaluate the physiological and
biochemical responses, production components, and oil quality of R. sativus plants at
various development stages, cultivated under conditions of water deficit.

3.2 Materials and methods

3.2.1. Experimental conditions and design

The experiment was conducted at the Experimental Station of Goiano Federal
Institute of Science and Technology - Campus Rio Verde, Goias, Brazil (17°48°28” S,
50°53°57” W) from June to October 2014. The regional climate is classified as tropical
savanna (Aw; Koppen 1931) with two well-defined seasons: rainy summer (November
to April) and dry winter (May to October). The annual average temperature and

precipitation range from 20 °C to 35 °C and from 1,200 to 1,800 mm, respectively.
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The soil was classified as dystroferric Red Latosol (LVdf) with medium texture
(Embrapa 2013). The soil’s chemical and physical-water characteristics at 0.00-0.20 m
and 0.20-0.40 m are described in Table 1. The liming and soil fertilization were based on

chemical analysis and the nutrient requirements of the species (Souza and Lobato 2004).

Table 2. Chemical and physical-water characteristics of the soil in the experimental area.
Rio Verde, GO, Brazil.

Chemical characteristics

Depth pH O.M. P K Ca Mg Al H+AI S CEC \%
(m) H.O  (gkg?) (mgdm?) (mmol dm3) (mg dm3) (cmolc dm3®) (%)
0.00-0.20 6.2 63.42 7.06 204 204 168 00 57.75 4180 99.55 41.99
0.20-040 6.6 44.47 2.65 409 144 132 00 4455 31.69 76.24 41.57
Physical-water characteristics
Depth Granulometry (g kg™ Orc Oewe Sd ™ Textural classification
(m) Sand Silte Clay (%) (%) (gcm?®) (cm2 cm®)
0.00-0.20 458.3 150.2 3915 51.83 30.50 1.27 0.55 Franco Argiloso
0.20-0.40 3749 1583 466.8 55.00 31.33 1.28 0.51 Clay

Orc, field capacity (10 kPa); Opwp, permanent wilting point (1.500 kPa); Sd, soil density;
TP, total porosity; pH values in distilled water, P and K, Mehlich? extractor; O.M.,
organic matter; CEC, cation exchange capacity; V, base saturation (SB/CEC ratio).

To create appropriate plant stands, 20 seeds of R. sativus cultivar CATI AL 1000
were distributed per linear meter of furrow at a depth of 0.02 m. After crop establishment
(28 days after planting — DAP), irrigation was suspended until the soil reached a critical
tension of 20 kPa, at which point the treatments were initiated, consisting of water
replacement at 100% (control), 66%, and 33% of soil moisture at field capacity (FC). The
culture was irrigated using a drip line model with a nominal flow rate of 1.0 L h'* and
drip spacing of 0.5 m. The irrigation need was determined based on pre-established
critical tension and was monitored using digital puncture tensiometry. The tensiometers
were installed at depths of 0.10 m, 0.20 m, and 0.30 m parallel to the planting row, with
daily soil matrix reading (Wm). The physical and hydraulic characteristics of the soil were
determined using the soil water retention curve according to Van Genuchten (1980).
During the experimental period, crop management practices were carried out when
necessary. Environmental conditions, including the mean of maximum (33.8 °C) and
minimum (14.2 °C) temperatures, relative air humidity (51.6%) and absence of

precipitation were recorded.
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The experiment was conducted using a randomized block design, in a temporal
split-plot scheme, with four replicates. The treatments were three levels of water
replacement: 100% (Control), 66%, and 33% of FC, in the subplots during three
phenological development stages: vegetative (VE), flowering (FL), and grain filling (GF).
Experimental plots with an area of 8.0 m2 (2.0 x 4.0 m) were composed of four sowing
rows with 0.50-m spacing each, where only the two central rows were considered for
measurement, thereby avoiding border effects.

Water relations, gas exchange, chlorophyll a fluorescence, chloroplast pigment,
sugar, and proline (Pro) content analyses were performed during the VE (36 DAP),
FL (50 DAP), and GF (57 DAP) developmental stages. The physiological and
biochemical evaluations were carried out on three plants randomly selected within the
useful area of each experimental unit. At the end of the crop cycle (90 DAP) the

production components and chemical characteristics of the oil were evaluated.

3.2.2. Water relations

The predawn leaf water potential (Ww) was measured using a Scholander
pressure chamber (3005-1412, Soilmoisture Equipment Corp., Goleta, CA, US). The leaf
osmotic potential (Ws) was evaluated according Pask et al. (2012) using a vapor pressure
osmometer (5600, Vapro, Wescor, USA). The ¥s values were obtained using the Van’t
Hoff equation: ¥s = -R x T x Cs, where R is the universal gas constant (0.08205 L atm
mol? K1), T is the temperature in degrees Kelven (T °K = T °C + 273) and Cs is the solute
concentration (M), usually expressed in atmospheres and converted to MPa (0.987 ~ 1
atm = 0.1 MPa). The relative water content (RWC) was evaluated by weighing fresf
matter (FM), turgid matter (TM) and dry matter (DM) of leaf discs, calculated as
RWC (%) = (FM-DM)/(TM-DM) x 100, according Barrs and Weatherley (1962). The Yw
and RWC were measured between 0400 h and 0600 h and the leaves for s measurement

were collected between 09h and 10h.

3.2.3. Gas exchange

Gas exchange was measured in fully-expanded leaves in the middle third of the

plant to determine the net photosynthetic assimilation rate (A, pmol CO2 m?s?), stomatal
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conductance (gs, mol H.0 m s, transpiratory rate (E, mmol H,O m? s) and the ratio
between internal and external CO> concentration (Ci/Ca). The water use efficiency was
calculated as WUE = A/E and the instantaneous carboxylation efficiency was calculated
as A/Ci (umol m2 s Pal) (Machado et al. 2005). The measurements were perfomed
between 08h and 11h using an infrared gas analyzer (IRGA, LI-6400XTR, Licor®,
Nebraska, EUA), under constant photosynthetically-active radiation (1000 pmol photons
m2 s1), and at environmental atmospheric CO; concentration (Ca) (~430 pmol mol™?),
temperature (~25 °C) and relative air humidity (48-65 %).

3.2.4. Chlorophyll a fluorescence

Chlorophyll a fluorescence variables were measured in the same leaf used for
gas exchange measurements, using a pulse-amplitude-modulation fluorometer (MINI-
PAM, Walz, Effeltrich, Germany). Initially, in dark-adapted leaves, minimum (Fo) and
maximum (Fm) fluorescence were recorded and the potential quantum yield of PSII was
calculated (Fv/Fm = [Fm-Fo]/Fm) (Van Kooten and Snel 1990). After the previous
exposure to light, a saturation pulse was applied and the maximum fluorescence (Fm’),
steady-state fluorescence (Fs), and initial fluorescence in light-adapted leaves
(Fo' = Fo/[Fm-Fo/Fm]+[Fo/Fm’]) and the effective quantum yield of PSII (AF/Fmn’ = [Fm’-
F]/Fm’; Genty et al. 1989) were obtained. AF/Fmn’ was also used to estimate the apparent
electron transport rate (ETR = AF/Fn".PAR.0.84.0.5; Bilger et al. 1995), where PAR is
the photon flux (umol m2 s™) on the leaves; 0.84 is the absorved fraction of light incident
on leaves (Ehleringer 1981) and 0.5 is the excitation energy fraction directed to PSII
(Laisk and Loreto 1996). From these data, it was possible to calculate the non-
photochemical quenching coefficient (NPQ = [Fm-Fm’]/Fm’; (Bilger and Bjorkman 1990)
and the estimation of the ratio between ETR and photosynthetic assimilation rate (ETR/A,

Ribeiro et al. 2009). Measurements were performed between 07h and 11h.
3.2.5. Electrolyte leakage rate
Cell membrane stability was measured using the electrolyte leakage rate (ELR)

in leaf discs. The samples were immersed in ultrapure water and the initial conductivity

(IC, uS/cm) was measured after 24 h using a conductivity meter (CD-850, Instruthern,
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Sdo Paulo, Brazil). Then, the samples were dried in an oven at 100 °C for 1 h to obtain
the total conductivity (TC, uS/cm). The ELR was calculated as ELR (%) = [(IC/TC) x
100], according to Pimentel et al. (2002). Leaf discs were collected at 06h.

3.2.6. Chloroplast pigments

Pigment concentrations were determined by leaf extraction with
dimethylsulfoxide (DMSO) saturated with calcium carbonate according to Ronen and
Galun (1984). Leaf discs were incubated in DMSO solution at 65 °C water bath for 24 h.
The sample solution was read at 480, 649 and 665 nm using a UV-VIS spectrophotometer
(Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). The concentration of
chlorophyll a (Chla = = 12,19Ae65 — 3,45A649), b (Chlb = 21,99A649 — 5,32A665) and total
carotenoids (Car = (1000As — 2,14C, — 70,16Cy)/220) were calculated according
Wellburn (1994) and expressed by area. The leaf discs were collected between 04h and
06h.

3.2.7. Proline

Free proline concentration was analyzed according Bates et al. (1973), with
modifications. Fresh leaf material was homogenized in 80% ethanol to obtain the crude
extract. The reaction solution composed by the crude extrat, ninhydrin acid solution
(ninhydrin, glacial acetic acid and 6M orthophosphoric acid, 1.25:30:20 m/v/v), glacial
acetic acid and 125 mM glycine was incubated at 90 °C. After 35 min, the reaction was
stopped in an ice bath and toluene was added for complete separation of proline. The
supernatants were used for reading at 515 nm in a UV-VIS spectrophotometer and the
absorbances were compared to the proline standard curve (0 to 100 pg mL™?). The results

were expressed as pmol mg™? fresh matter (FM).
3.2.8. Sugars and starch
Leaf material was immersed in 80% ethanol, incubated at 65 °C for 30 min and

then homogeneized. The final extracts obtained from the supernatants after three

extraction washes of the leaf material were used to determine the contents of total soluble
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sugars, reducing sugars, and non-reducing sugars. The pellet was oven-dried at 65 °C for
72 h for starch content determination.

The total solube sugars (TSS) were determined using the phenol-sulfuric method
according to DuBois et al. (1956). The reaction solution containg ethanolic extract,
5% phenol and sulfuric acid (H2SO4) was maintained in a 30 °C water bath for 20 min.
Upon reaching room temperature, the solution was read at 490 nm in a UV-VIS
spectrophotometer and TSS was calculated using a standard sucrose curve (0 - 40 pg) and
expressed as mg gt FM.

Reducing sugars (RS) were determined using the dinitrosalicylic acid method
according to Miller (1959). The reaction solution containing potassium sodium tartrate,
sodium carbonate (Na2CO3), sodium bicarbonate (NaHCO3), sodium sulfate (Na2SOa4),
copper sulfate (CuSOs), ammonium molybdate (NH4)2MoOs), sodium arsenate
(Na2HAsO4) and H2SO4 was read at 540 nm in a UV-VIS spectrophotometer. RS content
was calculated using a glucose standard curve (0—50 pg) and expressed by fresf matter
(mg g FM). Non-reducing sugars (NRS) were calculated using the differences between
total and reducing sugars content.

Starch (Sta) content was determined according McCready et al. (1950). The
dried pellet obtained after sugar extraction was resuspended in 52% perchloric acid and
maintained for 30 min for later reading at 490 nm. Starch content was calculated using a
sucrose standard curve (0-50 pg) and expressed as mg gt FM. The total non-structural
carbohydrate (TNC) content was calculated as TNC=TSS+Sta, according
to Silva et al. (2010).

3.2.9. Productivity components

The total pod matter (TPM), bark matter (BM) and grain matter (GM) of 100
pods were evaluated. In order to determine the grain yield (GY), plants of a 1-m? area of
each plot were manually collected and oven air dried. The GY was extrapolated to
kg hat.
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3.2.10. Chemical characterization of R. sativus crude oil

The oil was extracted from dried and milled grains (~100 g) using hexane PA in
a Soxhlet extractor after heating for 8 h according to Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).
The extracted oil was separated from the solvent under reduced pressure on a rotary
evaporator (TE-210, Tecnal, Piracicaba, Brazil). The oil content was calculated from the
oil matter (OM) and ground grain matter (GM) as OC (%) = [(OM/GM) x 100].

The chemical properties of the crude oil were analyzed using volumetry,
including acid value (AV), peroxide value (PV), and iodine value (IV) according to
AOCS (2003) and IAL (2008). The measurements were performed in triplicate and a
blank was read for each analysis.

The AV was determined from 1.5 g of oil using the formula: AV
(mg KOH g ail) = [(V x M x 56.1) / w], where V indicates the volume of potassium
hydroxide (KOH) titrant used (mL); M represents the molarity of the KOH titrant (mol
L1); 56.1 is the molecular weight of KOH; and w is the weight of the oil sample (g). The
KOH solution was standardized using dry potassium biphthalate as the primary standard.

The PV was determined from 1.0 g of oil using the equation: PV
(mEq kg? sample) = [(V x M x 100) / w], where V indicates the volume of sodium
thiosulphate (Na2S03) titrant used (mL); M is the molarity of the Na»S,03 titrant; and w
is the weight of the oil sample (g). The titrant solution was standardized with potassium
dichromate in acidic medium.

The IV was determined in 0.1 g of oil using the Hanus method: 1V (g I2 100 g*
oil) =[(V x C x 12.69) / w], where V indicates the difference between the titrant volumes
(Na2S203, mL) used for the blank and sample analyses; C represents the titrant
concentration (mol L™Y); and w is the sample weight (g). The titrant solution was

standardized using potassium dichromate in acidic medium.

3.2.11. Statistical analysis

The data were subjected to variance analyses using the F test (p < 0.05) and
averages were compared using Tukey’s test (p < 0.05) using the Variance Analysis
System software (SISVAR®, v. 5.3, Lavras, Brazil). Pearson’s coefficients were

calculated to determine correlations between the physiological variables.
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3.3 Results

3.3.1. Water relations

Lower values of leaf water potential (Ww) were observed as a function of the
water availability decrease in the soil (Fig. 1A) and in the vegetative and grain filling
stages, independently (Fig. 1B). The lowest Ww values were obtained in 33% FC-water
deficit plants, at the GF stage.

The osmotic potential (Ws) was similar between treatments, except during the
GF stage, with higher values in 66% FC-treated plants (Fig. 1C). The relative water
content (RWC) was maintained above 80% in all treatment conditions, although with

lower values during the FL and GF developmental stages (Fig. 1D).
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Figure 1. Predawn leaf water potential (‘\Yw) [A, B], leaf osmotic potential (\s) [C], and
relative water content (RWC) [D] in Raphanus sativus plants subjected to three water
levels: 100% (CC — control), 66%, and 33% of field capacity and at three phenological
development stages: vegetative (VE), flowering (FL), and grain filling (GF). Bars
represent means + SE [n =4 (C), n =12 (A, B, D)]. Means followed by different letters,
uppercase for water replacements and lowercase for development stages, differ
significantly according to Tukey’s test (p < 0.05)
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3.3.2. Physiological traits

The water deficit affected gas exchange in all evaluated phenological stages
(Fig. 2). In the GF stage, photosynthetic rate (A), stomatal conductance (gs), transpiratory
rate (E), and carboxylation efficiency (A/Ci) were lower in the 33% FC-water deficit
plants (Fig. 2A-C, 2E). Values of gs and E were also lower in the 66% FC-treated plants
at the GF stage than in the control plants.

The ratio between the internal and external CO2 concentration (Ci/C,) varied
only as a function of the phenological stage, with the highest values observed during the
FL phase (Fig. 2D). Water use efficiency (WUE) was higher in the FL stage (Fig. 2F) and
in the 33% FC-water replacement (Fig. 2G).
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Figure 2. Net photosynthetic assimilation rate (A) [A], stomatal conductance (gs) [B],
transpiratory rate (E) [C], the ratio between internal and external CO2 concentration
(Ci/Cqa) [D], instantaneous carboxylation efficiency (A/Ci) [E], and the water use
efficiency (WUE) [F, G] in Raphanus sativus plants subjected to three water replacement
levels: 100% (CC — control), 66%, and 33% of field capacity and at three phenological
development stages: vegetative (VE), flowering (FL), and grain filling (GF). Bars
represent means = SE [n =4 (A, B, C, E), n =12 (D, F, G)]. Means followed by the same
letter, uppercase for water replacements and lowercase for development stages, differ
significantly according to Tukey’s test (p <0.05).
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The minimum fluorescence (Fo) varied as a function of the phenological stage,
with the lowest values obtained during the FL and GF stages (Fig. 3A). The potential
quantum yield of PSII (F./Fm) was not affected by the treatments, with an average of 0.81
throughout the experiment (Fig. 3B). In the GF stage, there was a reduction in the
effective quantum yield of PSII (AF/Fm’) (Fig. 3C).

Plants in the VE and GF stages showed lower non-photochemical quenching
coefficients (NPQ) under 33% FC-water deficit conditions than in 66% FC-treated plants
(Fig. 3D). The apparent electron transport rate (ETR) was lower in plants exposed to 33%
and 66% FC water deficit conditions during the VE stage, higher in 66% FC-treated plants
in the FL stage, and did not differ in the GF stage relative to their respective controls
(Fig. 3E). Water deficit prompted reductions in the ETR/A during the VE stage but
increases in the same variable in the 33% and 66% FC-treated plants in the GF stage

compared to values in control plants (Fig. 3F).
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The ELR was affected only as a function of the phenological stage, with the
highest values observed during the FL and GF stages (Fig. 4). The chlorophyll a (Chla)
and carotenoid (Car) concentrations increased in the FL stage, regardless of water
replacement (Fig. 5A, 5C), while the chlorophyll b (Chlb) concentration did not differ
according to treatment (Fig. 5B). The water deficit reduced the total chlorophyll
concentration (Chla+b) in the 66% FC-treated plants in the GF stage (Fig. 5D).
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Figure 4. Electrolyte leakage rate (ELR) in Raphanus sativus plants subjected to three
water replacement levels: 100% (CC — control), 66%, and 33% of field capacity and at
three phenological development stages: vegetative (VE), flowering (FL), and grain filling
(GF). Bars represent means = SE (n = 4).
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Figure 5. Chlorophyll a (Chla) [A], chlorophyll b (Chlb) [B], total carotenoids (Car) [C],
and total chlorophyll (Chla+b) [D] concentration in Raphanus sativus plants subjected to
three water replacement levels: 100% (CC — control), 66%, and 33% of field capacity and
at three phenological development stages: vegetative (VE), flowering (FL), and grain
filling (GF). Bars represent means = SE [n =4 (B, D), n =12 (A, C)]. Means followed by
the same letter, uppercase for water replacements and lowercase for development stages,
differ significantly according to Tukey’s test (p < 0.05).

3.3.3. Biochemical traits

Water deficit prompted increases in Pro content, mainly in the VE stage
(Fig. 6A-B). The total soluble sugars (TSS) and reducing sugars (RS) were affected only
by the phenological stages, being higher in the FL stage (Fig. 6C- D). The non-reducing
sugar content (NRS) was lower in the VE (66% FC), FL (33% and 66% FC), and GF
(33% FC) stages relative to the respective controls (Fig. 6E). Starch (Sta) content and
total non-structural carbohydrate (TNC) were lower during the VE, FL, and GF stages in
the 33% FC-water deficit plants than in the 66% FC-treated plants (Fig. 6F-G). A negative
correlation between Pro and s (Fig. 7A) and Pro and ELR (Fig. 7B) was found.
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Figure 6. Free proline (Pro) content [A, B], total soluble sugars (TSS) [C], reducing sugars

(RS) [D], non-reducing sugars (NRS) [E], starch (Sta) [F], and total non-structural

carbohydrate (TNC) [G] in Raphanus sativus plants subject to three water levels: 100%

(CC — control), 66%, and 33% of field capacity and at three different phenological

development stages: vegetative (VE), flowering (FL), and grain filling (GF). Bars
represent means £ SE [n=4 (A, B, C, D), n=12 (E, F, G)]. Means followed by the same
letter, uppercase for water replacements and lowercase for development stages, differ
significantly according to Tukey’s test (p < 0.05).
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Figure 7. Correlation between free proline (Pro) content and osmotic potential (¥s) [A]
and free proline (Pro) content and electrolyte leakage rate (ELR) [B] in Raphanus sativus
plants subjected to three water replacement levels: 100% (CC — control), 66%, and 33%
of field capacity during three phenological development stages: vegetative (VE),

flowering (FL), and grain filling (GF).

3.3.4. Component production and crude oil characterization

The total pod matter (TPM) and the bark matter (BM) of 100 pods were not

affected by the treatments (Fig. 8A-B). However, reductions in grain matter (GM) and
grain yield (GY) in the 33% and 66% FC-treated plants were found (Fig. 8C-D).
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Figure 8. Total pod matter (TPM) [A], bark matter (BM) [B], and grain matter of 100
pods (GM) [C] and grain yield (GY) [D] in Raphanus sativus plants subjected to three
water replacement levels: 100% (CC — control), 66%, and 33% of field capacity. Bars
represent means = SE (n = 4). Means followed by the same letter differ significantly
according to Tukey’s test (p < 0.05)

The grain oil content was reduced by the water deficit. The lowest values were
obtained from the 33% FC-treated plants compared to the control (Fig. 9A). Water deficit
did not affect the AV (Fig. 9B), PV (Fig. 9C), or IV (Fig. 9D) of R. sativus crude oil.
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Figure 9. Grain oil content (OC) [A] and acid value (AV) [B], peroxide value (PV) [C],
and iodine value (IV) [D] of the Raphanus sativus oil from plants subjected to three water
replacement levels: 100% (CC — control), 66%, and 33% of field capacity. Bars represent
means + SE [n =8 (A), n = 12 (B, C, D)]. Means followed by the same letter differ

significantly according to Tukey’s test (p < 0.05).

3.4 Discussion

R. sativus plants maintained physiological processes even under conditions of
water restriction. This ability to adapt physiologically in response to drought can be
decisive for survival, growth and, consequently, crop yields in areas with limitated water
(Ali and Anjum 2016).

Under conditions of water stress, reduced leaf water potential is usually
accompanied by a reduction in stomatal conductance to minimize water loss through
transpiration (Campos et al. 2014). However, this was not observed in R. sativus plants,
where stomatal conductance and transpiratory rate were not altered in the initial phase of
the stress and the plants were able to maintain high relative water content in the leaves.

Water potential and relative water content are important physiological indicators of a
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plant’s water status (Yan et al. 2016). Plants that are more resistant to water deficit are
described as having a higher WUE than sensitive ones (Zegaoui et al. 2017), because this
allows for higher photosynthetic rates with the lowest amount of water loss
(Chaves et al. 2009), as observed in R. sativus cultivated under low water conditions. The
absence of photochemical damage is also related to maintenance of hydration by
R. sativus leaves. Zivcak et al. (2013) observed a correlation between the reduction in the
relative water content and reduction in electron transport and increased non-
photochemical extinction in wheat plants cultivated under limited water conditions.
Turgor maintenance under water stress occurs, among other factors, because of
osmotic adjustment by the increase in Pro synthesis and the protection of cell membranes
against dehydration (Blum 2017; Turner 2018). The Pro accumulation observed in
R. sativus leaves suggests its performance as a compatible solute, also reported in
chickpea plants (Kaur et al. 2017), fava beans (Ammar et al. 2015), and soybeans
(Akita Devi and Giridhar 2015). It also suggests a role in antioxidant defense, as was
described in wheat (Vendruscolo et al. 2007) and rice (Swapna and Shylaraj 2017).
In R. sativus, this was demonstrated by the negative correlations between Pro and osmotic
potential and ELR. Furthermore, the increased energy demand in the reproductive stage
explains the reduction in Pro content throughout the developmental stages of R. sativus.
Oxidative stress is usually described as a secondary effect of several abiotic
stresses that cause photosynthetic pigment oxidation (Anjum et al. 2011; Hassan et al.
2017), acting on the antenna complex and the photosystem’s reaction centers. Associated
with photosynthetic rates, the maintenance of the potential quantum yield of PSII, ETR,
photosynthetic pigments, and ELR were observed, suggesting the absence of oxidative
damage and demonstrating the physiological drought-tolerance of R. sativus. With high
photochemical activity, the production of carbohydrates was maintained, contributing to
the growth and productivity of R. sativus plants, even under limited water conditions.
During the GF stage, despite the higher WUE in stressed-plants, the stress along
the crop cycle promoted a reduction in photosynthetic rates caused by both stomatal
(initially) and non-stomatal limitations, the last one as indicated by Ci/Ca value
maintenance and reduction in carboxylation efficiency. Similar responses were observed
in beans (Magalhées et al. 2017) and tomato plants (Borba et al. 2017) cultivated in low
water conditions. These changes may occur because of several factors associated with

limitations of the enzymatic activity of RuBisCo, Calvin cycle enzymes (Lawlor and
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Tezara 2009), or even because of the depletion of ATP and NADPH in the photochemical
phase (Campos et al. 2014).

The increase in the ETR/A ratio suggests electron dissipation by alternative sinks
such as cyclic electron flow (Yamori and Shikanai 2016) or the water-water cycle
(Weng et al. 2007), because the quantum efficiency of PSII was maintained, but less ATP
and reducing power was produced and used in the Calvin cycle for CO; fixation.

Despite the decrease in photosynthetic activity, photoinhibition was not
observed as evidenced by the maintenance F./Fn ratio values and the absence of a
significant increase in thermal dissipation or minimum fluorescence throughout the stress
period. Thermal dissipation is directly related to the xanthophyll cycle, where the
activation of the violaxanthin de-epoxidase in the conversion of violaxanthin to
zeaxanthin acts by avoiding PSII overexcitation and protection against damage caused by
excess light (Maxwell and Johnson 2000; Jin et al. 2003).

Furthermore, there is a greater requirement of photoassimilates during the
reproductive stage because of the high demands of flower and fruit production
(Lemione et al. 2013). We observed the maintenance of total and reducing soluble sugar
levels in R. sativus leaves even under water deficit conditions. The maintenance or
increase of sugars under drought conditions results from starch degradation (Thalmann
and Santelia 2017) that provides energy and carbon to the plants (Chaves et al. 2009).
The carbon, obtained from the carbohydrate breakage in the GF stage, was probably
directed toward grain production (Farooq et al. 2016; Kaur et al. 2017) because the bark
dry matter and total pod dry matter of drought-treated R. sativus plants was maintained at
similar values as those of the control plants. Bark avoids premature seed death by
protecting them against stress and serving as assimilates sources for the seeds (Kaur et al.
2017).

Photoassimilate translocation to the pods and remobilization of the pods for
grain development are vital mechanisms for water deficit adaptation (Rao et al. 2013).
Nevertheless, the decline in leaf photoassimilate production and plant carbon partition
alteration during the GF stage affected the fractionation of carbohydrates between the
organs, thereby causing reductions in the matter of 100 grains and the productivity of R.
sativus in water deficit conditions. Damage to grain size, weight, and yield were also
observed in soybean plants in response to water deficit during the GF period

(Rotundo and Westgate 2010). Therefore, the sensitivity of R. sativus plants to water
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restriction is more pronounced during reproductive development, a critical phase also
described as hypersensitive in other crops (Pushpavalli et al. 2014; Farooq et al. 2016).

The oil content of the R. sativus grains decreased with the imposition of the water
deficit; however, their chemical composition was maintained. Water deficit has been
reported to cause changes in the content and chemical characteristics of the oil
(Wang and Frei 2011; Enjalbert et al. 2013), thereby influencing biodiesel quality (Ramos
et al. 2009). The acid, peroxide, and iodine content of R. sativus oil were maintained even
under limited water conditions. The PV and IV were similar to those observed by Avila
and Sodré (2012), Chammoun et al. (2013), and Oliveira et al. (2015) in the Brassicaceae
species and are in accordance with the standards of the National Agency of Petroleum,
Natural Gas, and Biofuels (ANP 2005). According to the ANP, the maximum limits for
acid, peroxide, and iodine in crude oil for biodiesel production are 0.50 mg KOH g%, 10
mEq kg, and 120 g 12 100 g2, respectively. In this study, the AV, PV, and IV remained
around 7 mg KOH g%, 4 mEq kg?, and 106 g I, 100 g%, respectively even in plants under
water restriction. AV levels, considered higher than the recommended value for biodiesel
use, can be attributed to the presence of large amounts of polyunsaturated fatty acids
contained in the oil of the R. sativus seeds (Avila and Sodré 2012). The chemical
instability and susceptibility of vegetable oils with unsaturated fatty acids to hydrolysis
results in free fatty acid release (Oliveira et al. 2015).

Vegetable oils with free fatty acids, high degrees of unsaturation, and high
viscosity are undesirable for fuel production because of the transfer of these
characteristics to biodiesel (Ramos et al. 2009). The quality of the oil from R. sativus
plants under water restriction was not compromised by this stress, illustrating the
potential of this species for biodiesel production, even when cultivated in regions with

low rainfall.

3.5 Conclusion

R. sativus plants showed drought-tolerance primarily during their vegetative
stage as a result of photosynthetic metabolism adjustment that allowed high stability of
PSII and complex antenna and, consequently, the photochemical processes. Increasing
Pro content was employed to avoid membrane damage and to maintain tissue hydration.

The GF stage was the most sensitive to water stress. Nevertheless, even with a slight
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reduction in grain yield and oil content, the oil produced by R. sativus showed adequate

chemical characteristics, suggesting its potential usefulness for biodiesel production.
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CAPITULO II

Raizes muito finas conferem tolerancia ao déficit hidrico em Crambe abyssinica

Hochst e Raphanus sativus L. e contribuem com a recuperacéo apos a reidratacéo

(Normas de acordo com a revista Acta Physiologiae Plantarun)

Resumo

Estudos anteriores tém demonstrado que as espécies Crambe abyssinica e Raphanus
sativus sao fisiologicamente tolerantes ao déficit hidrico, no entanto, ndo ha informacdes
sobre 0s mecanismos responsaveis por essa tolerancia relacionados as caracteristicas
morfologicas radiculares. Diante disso, objetivou-se identificar as alteracbes na
morfologia das raizes de Crambe abyssinica e Raphanus sativus cultivadas sob déficit
hidrico, com subsequente reidratacdo, além de caracterizar as respostas de tolerancia
dessas espécies a seca. Experimentos independentes, para cada espécie, foram
conduzidos, em casa de vegetacao climatizada, em delineamento de blocos ao acaso, com
cinco repeti¢des. As plantas de C. abyssinica e R. sativus, foram cultivadas em citrovasos
e, 28 dias apos o plantio, expostas aos tratamentos controle (CONT; 90% da capacidade
de campo) e déficit hidrico (DH; 40% da capacidade de campo). As plantas foram
mantidas sob DH por 7, 14 e 21 dias, sendo a reidratacdo realizada logo apds cada
episodio de déficit hidrico. As avaliacBes de relagbes hidricas, trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a, pigmentos cloroplastidicos, permeabilidade de membranas,
atividade de enzimas antioxidantes, anatomia foliar e caracteristicas morfologicas foliares

e do sistema radicular foram realizadas apds cada periodo de déficit hidrico e 48 horas
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apos a reidratacdo. A maior sensibilidade ao déficit hidrico foi observada pela imposi¢édo
dos estresses por 14 e 21 dias. Mesmo assim, nas avaliagdes realizadas ap0s esse periodo
observou-se a manutencdo do comprimento total de raizes, com menor didmetro
radicular, que possivelmente contribuiu para a tolerancia dessas espécies ao déficit
hidrico. Associado as caracteristicas morfoldgicas de raiz, observou-se também elevado
conteddo relativo de 4gua e aumento da atividade das enzimas catalase e peroxidase, o
que permitiu a manutencao da estabilidade do fotossistema Il e das membranas celulares.
A reidratacdo posterior ao déficit hidrico com duracao de 14 e 21 dias ndo foi efetiva na
recuperacdo das taxas fotossintéticas das plantas de C. abyssinica. Assim, verificou-se
que R. sativus possui maior tolerdncia ao déficit hidrico, em comparacéo a C. abyssinica,

principalmente pela maior propor¢éo de raizes muito finas.

Palavras-chave: Crambe, nabo forrageiro, seca, morfologia de raiz, resisténcia a seca,

rega.

4.1. Introducao

Crambe abyssinica Hochst e Raphanus sativus L. var. oleiferus s&o culturas néo
alimentares consideradas fontes potenciais de 6leo para a industria quimica (Qui et al.,
2018; Vasconcelos et al., 2018). No Brasil, sdo cultivadas no extremo sul e na regido
central do pais em sucessdo as principais culturas de verdo, como a soja e milho (Oliveira
et al., 2015a; Martins et al., 2017). As sementes dessas espécies contém de 20%
(R. sativus) a 60% (C. abyssinica) de &cido erucico no 6leo, que as tornam matérias-
primas com alto valor industrial (Donadon et al., 2015; Oliveira et al., 2015b; Silveira
Junior et al., 2019). Além disso, a producdo e o uso de fontes renovaveis de energia
constituem vantagem ambiental pela reducdo na emisséo de gases poluentes (Zhu, 2016).

Assim como outras culturas, os rendimentos de gréos de C. abyssinica e de R.
sativus estdo sujeitas a intensidade e severidade da limitacéo hidrica nas diversas regides
de cultivo (Boiago et al., 2018; Stagnari et al., 2018). Apesar de ja ter sido observada a
tolerancia fisioldgicas dessas plantas a seca (Moura et al., 2018; Moura et al., 2019),
longos periodos de déficit hidrico podem causar reducées significativas no crescimento e
desenvolvimento da planta (Basu et al., 2016; Abid et al., 2018) e, consequentemente, na

producdo agricola (Rivas et al., 2016). Em condi¢des de restricdo hidrica, processos
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fisioldgicos, como a fotossintese e o crescimento, divisdo e expansao celular séo afetados,
comprometendo, inclusive a sobrevivéncia das plantas (Osmolovskaya et al., 2018).
Assim, além da frequéncia e severidade, a duracdo do déficit hidrico (Basu et al., 2016)
e a capacidade da planta de manter suas fungdes fisioldgicas apos a suspenséao do estresse
dependem de mecanismos adaptativos da parte aérea e/ou sistema radicular (Chen et al.,
2016; Bristiel et al., 2019) e sdo cruciais/fundamentais para manter a produtividade da
cultura.

Dentre as estratégias utilizadas pelas plantas destacam-se as de evitacdo e
tolerancia a seca, que permite a manutencdo da hidratacdo dos tecidos em niveis
adequados para a continuidade das atividades metabdlicas durante longos periodos de
déficit hidrico (Osmolovskaya et al., 2018). A maior eficiéncia no uso da &gua (Yan et
al., 2016; Ali e Anjum, 2016) é uma das principais estratégias de defesa observadas nas
plantas, a qual é decorrente de eficiente controle estomatico (Campos et al., 2014; Chaves
et al., 2016), ajuste osmatico (Silva et al., 2010; Blum, 2017) e aumento no metabolismo
antioxidante (Yi et al., 2016; Guo et al., 2018). Porém, quando se trata de mecanismos
adaptativos envolvendo a morfologia das raizes sé@o poucos os estudos relacionados com
a tolerdncia a seca em comparacao com respostas da parte aérea das plantas (Wasaya et
al., 2018). Entender o papel da arquitetura do sistema radicular e das funcGes das raizes é
crucial para a escolha de espécies melhor adaptadas para o cultivo em regides sujeitas a
ocorréncia de seca (Lynch, 2015).

Um sistema radicular robusto e bem desenvolvido determina a sobrevivéncia e
a produtividade das culturas em condic¢des hidricas limitantes (Koevoets et al., 2016;
Ramamoorthy et al., 2017), visto ser o 6rgdo responsavel pela absorcdo de agua e
nutrientes (Comas et al., 2013; Vadez, 2014; Lynch, 2015). Além do comprimento
especifico de raiz (CE), a area de superficie especifica de raiz (ASE), razdo entre a area
radicular e area foliar (Ar/Ar), densidade de tecido radicular (DTR), densidade de
comprimento radicular (DCR), o0 menor diametro radicular e o maior investimento na
producdo de raizes constituem algumas das estratégias de adaptacdo ao déficit hidrico
envolvendo modificagOes na arquitetura do sistema radicular (Comas et al., 2013; Awad
et al., 2018; Wasaya et al., 2018).

Vérios autores afirmam que o sistema radicular confere tolerancia a seca a
C. abyssinica e R. sativus (Falasca et al., 2010; Cremonez et al., 2013; Dias et al., 2015;

Bassegio et al., 2016; Zanetti et al., 2016), porém estudos indicando quais caracteristicas
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radiculares, de fato, estdo envolvidas na adaptacdo destas espécies ao déficit hidrico sdo
escassos. Assim, este estudo foi realizado para elucidar quais caracteristicas morfoldgicas
radiculares estdo relacionadas com a tolerancia a seca em C. abyssinica e R. sativus.
Trabalhando com a hipotese de que (I) ajustes adaptativos na morfologia de raizes das
espéecies C. abyssinica e R. sativus, aumentam a tolerdncia ao déficit hidrico e a
capacidade de recuperacédo das plantas apos o estresse e (I1) a proporc¢éo de raizes finas é
determinante na diferenciacdo do nivel de tolerancia ao déficit hidrico entre as espécies
estudadas.

Diante disso, objetivou-se identificar as alteracdes na morfologia das raizes de
Crambe abyssinica e Raphanus sativus cultivadas sob déficit hidrico, com subsequente
reidratacdo, além de caracterizar as respostas de tolerancia dessas espécies a seca.

4.2 Material e Métodos

4.2.1. Material vegetal e condices de cultivo

Experimentos independentes para cada espécie foram conduzidos em casa de
vegetacdo climatizada do Laboratério de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal no
Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, Goias, Brasil, durante o periodo de mar¢o
a maio de 2018. Plantas de Crambe abyssinica Hochst (FMS Brilhante, safra 2017/2017)
e de Raphanus sativus L. var. oleiferus Mertzg (IPR 116, safra 2017/2017) foram
cultivadas em bandejas de polietileno e, posteriormente, transplantadas em citrovasos reto
(14,0 x 10,2 x 35,5 cm), preenchidos com 4,5 kg de substrato obtido a partir de uma
mistura de solo do tipo Latossolo Vermelho (LVdf) e areia (2:1).

O substrato utilizado apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: P — 0,7
mg dm3; K —13,0 mg dm™; Ca— 1,54 cmol. dm3; Mg — 0,22 cmol. dm™; Al—0,05 cmol
dm3; H+Al - 1,3 cmol. dm3; S—3,5mg dm?; B—0,8 mg dm™; Cu—1,0 mg dm®; Fe —
37,8 mg dm3; Mn — 13,2 mg dm=; Zn - 0,1 mg dm; Na— 6,0 mg dm=; pH CaCl, —5,6;
SB —58%; CTC — 3,1 cmol. dm™3; matéria organica— 109%. O substrato total, equivalente
a 0,60 m3, foi adubado com 82,8 kg do formulado NPK 4-14-08 e 2,4 kg de calcério
dolomitico “filler” para elevagcdo da saturacdo por bases para 60%. A capacidade de
retencdo de agua do substrato foi determinada por meio da saturacdo dos vasos e a
umidade foi monitorada diariamente pelo método gravimétrico para a manutengdo da

capacidade de campo (CC). A imposicdo dos tratamentos iniciou 28 dias apds o plantio
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(DAP), quando as plantas apresentavam entre trés e quatro pares de folhas definitivas,
sendo: em condicdes de plena irrigagdo (CONT; 90% CC) e deficit hidrico (DH; 40%
CC) com duracgdo de 7, 14 e 21 dias. As avaliacdes foram realizadas ap6s cada periodo
de deficit hidrico e 48 horas ap6s o restabelecimento da irrigacdo para a avaliacdo da
capacidade de recuperacao das plantas (Reidratacdo — RT). Assim, os tratamentos foram
constituidos por T1: CONT7D; T2: DH7D; T3: DH7D+RT; T4: CONT14D; T5: DH14D;
T6: DH14D+RT; T7: CONT21D; T8: DH21D; T9: DH21D+RT.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso,

com 5 repeti¢cdes. Cada unidade experimental foi composta por uma planta por vaso.

4.2.2. Relagdes hidricas

O potencial hidrico foliar na antemanha (Ww) foi mensurado usando uma bomba
de pressdo do tipo Scholander (Modelo 3005-1412, Soilmoisture Equipment Corp.,
Goleta, CA, USA). Os potenciais osmoticos foliar (Wsr) e radicular (Wsr) foram avaliados
com um osmometro de pressdo de vapor (VAPRO 5600, Wescor, EUA), conforme
Pask et al. (2012). Os valores de potencial osmético foram calculados pela equacéo de
Van’t Hoff: W¥s = -R x T x Cs, em que R é a constante universal dos gases
(0,08205 L atm mol?! K1), T é a temperatura em °K (T °K = T °C + 273) e
Cs a concentracgdo do soluto (M), normalmente expressos em atmosferas, e convertidos
em MPa (0,987 = 1 atm = 0,1 MPa). O contetdo relativo de 4gua (CRA) foi determinado
a partir dos dados de massa fresca (MF), massa tdrgida (MT) e massa seca (MS) obtidos
pela pesagem de discos foliares e calculados como CRA (%) = (MF-MS) / (MT-MS) x
100 (Barrs e Weatherley, 1962). As mensuragdes do Ww e CRA e as coletas para avaliacao
do s foliar ocorreram entre 04 e 06 horas.

4.2.3. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram mensuradas com um
analisador de gases ao infravermelho (LI-6400XTR, Licor®, Lincoln, Nebraska, EUA),
as variaveis de taxa fotossintética (A, umol CO, m? s?), condutincia estomatica
(gs, mol H,0 m? s?), taxa transpiratoria (E, mmol H.0 m? s) e a relacio entre a
concentragdo interna e externa de CO: (Ci/Cs) foram mensuradas em folhas
completamente expandidas no terco medio da planta, obtidas sob radiagdo

fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fétons m? s™), concentragio
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atmosférica de CO2 (Ca) (=400 pumol mol™), temperatura (~25 °C) e umidade (48 — 65
%). O rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), rendimento quantico
efetivo do fotossistema Il (AF/Fm "), coeficiente de extin¢do ndo fotoquimica (NPQ) e a
taxa de transporte de elétrons (ETR) constituiram as caracteristicas de fluorescéncia da
clorofila a mensuradas. A partir desses dados foram estimados a eficiéncia do uso da agua
instantanea (EUA = A/E) e o dreno alternativo de elétrons (ETR/A) (Ribeiro et al., 2009).
As medicOes foram realizadas entre 08 e 11 horas em casa de vegetacao.

4.2.4. Pigmentos fotossintéticos

A concentracdo de pigmentos cloroplastidicos foi determinada por meio de
extracdo com dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de célcio (CaCO:s),
segundo metodologia descrita por Ronen e Galun (1984). Discos foliares (0,59 cm?)
foram incubados em 5 mL de solucdo de DMSO por 24 h a 65 °C, em banho-maria. A
solucéo foi utilizada para leitura a 480, 649,1 e 665,1 nm em espectrofotdmetro UV-VIS
(Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EUA). As concentracdes de clorofila
a (Ca=12,47A6651 — 3,62A649,1), b (Co = 25,06A649,1 — 6,5A665,1) € carotenoides totais
(Ct = (1000A4g0 — 1,29C, — 53,78Cp)/220) foram calculadas de acordo com Wellburn

(1994) e expressos por area. A coleta foi realizada entre 20 h e 22 horas.

4.2.5. Danos celulares

Os danos celulares foram avaliados em discos foliares (1,96 cm) pela taxa de
liberacdo de eletrdlitos (TLE) obtida com o auxilio de um condutivimetro digital portatil
(CD-850, Instruthern, S&o Paulo, Brasil) de acordo com a metodologia adaptada descrita
por Silva et al. (2014). Os discos foliares foram imersos em 30 mL de &gua desionizada
em frascos de vidro ambar e mantidos em repouso. Apds 6 horas foi mensurada a
condutividade livre (CL, uS/cm). Em seguida, os frascos foram colocados em estufa a
100°C por 1 hora para obtengao da condutividade total (CL, uS/cm). Com a férmula TLE
(%) = [(CL/CT) x 100] foi calculada a TLE. A coleta dos discos foliares foi realizada
entre 20 e 22 horas.

A peroxidagdo lipidica foi determinada através da quantificacdo do teor de
malondialdeido (MDA) pelo método do acido tiobarbiturico, conforme descrito por
Heath e Packer (1968), com algumas adaptacGes, em folhas coletadas ao meio dia e

previamente armazenadas em ultrafreezer.
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4.2.6. Atividades das enzimas SOD, CAT e POX

As atividades das enzimas do sistema antioxidante, dismutase do superdxido
(SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX) foram determinadas a partir de +0,3 g de
tecido foliar macerados em almofariz com nitrogénio liquido contendo 2 mL do seguinte
meio de extragdo: tampéo fosfato de tampéo fosfato de potassio (50 mM, pH 6,8), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA, 0,1 mM), fluoreto de fenilmetilsufénico (PMSF, 1
mM) e polivinilpirrolidona (PVP, 2%). O extrato enzimatico foi centrifugado a 12000 g
durante 15 min a 4°C. O sobrenadante foi utilizado como extrato bruto.

A atividade da SOD foi determinada a partir da metodologia proposta por Del
Longo et al. (1993) mediante a mensuracdo da capacidade da enzima em reduzir
fotoquimicamente o azul de nitrotetrazolio (NBT). A mistura de reacdo consistiu de
tampédo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,8), metionina (13 mM), NBT (0,075 mM),
EDTA (0,1 mM) e riboflavina (0,002 mM). A reacdo foi iniciada apés a adi¢do 50 pL do
extrato enzimatico em 1,95 mL da mistura da reacdo. A reacdo ocorreu a 25°C sob
exposicdo de uma lampada de 15 W. Depois de 10 min de exposicdo a luz, a luz foi
interrompida e a producdo de formazana azul, resultado da fotorreducdo do NBT, foi
determinada a 560 nm em espectrofotdometro (Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific
Inc., MA, EUA) de acordo com Giannopolitis & Ries (1977). As amostras controle foram
mantidas no escuro durante 10 min e medida a absorbancia a 560 nm. Os valores obtidos
do branco das amostras foram subtraidos dos valores das amostras de cada uma das
repeticdes de cada tratamento exposto a luz. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necesséria para inibir 50% da fotorreducéo do NBT (Beauchamp
& Fridovich, 1971).

A atividade da CAT foi determinada pela velocidade da degradacao de peroxido
de hidrogénio (H202) a 240 nm durante 3 min a 25°C (Havir, & Mc Hale, 1987), com
algumas modificacfes. A reacdo foi iniciada ap6s adicdo de 10 pL do extrato bruto
enzimatico em 990 pL do meio de reacdo contendo tampéo de fosfato de potassio (25
mM, pH 7,0) e H.02 (2,5 mM). O coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™ (Anderson
et al., 1995) foi utilizado para calcular a atividade da enzima.

A atividade da POX foi determinada de acordo com Kar & Mishra (1976). A
reacdo consistiu de 100 pL do extrato enzimatico bruto e 1,9 mL da mistura da reacao

contendo fosfato de potassio (25mM; pH 6,8), pirogalol (20mM) e peréxido de
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hidrogénio (20 mM). A absorbancia foi mensurada a 420 nm em espectrofotdmetro UV-
Vis por 1 min a 25°C. O coeficiente de extin¢do de 0,00247 M1cm™ foi usado para
calcular a atividade da POX, que foi expressa em pumol min*mg™ de proteina.

A atividade das enzimas foi expressa com base em proteina, cuja concentracao
foi determinada de acordo com o método de Bradford (Bradford, 1976). As amostras
foram coletadas ao meio dia, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em

ultrafreezer até 0 momento das analises.

4.2.7. Analise morfologica da parte aérea e do sistema radicular

Para as analises morfolégicas, as plantas foram coletadas para avaliacdo de altura
da planta (AP, cm), didmetro de caule (DC, mm), nimero de nds (NN) e nimero de folhas
(NF). A area foliar (AF, m?) foi calculada pelo software ImageJ (Processamento e Anélise
de Imagens em Java, v. 1.52d, EUA). A massa seca de folhas (MSF, g), massa seca de
caule (MSC, g) e massa seca de raiz (MSR, g) foi obtida ap6s secagem do material em
estufa de circulacdo de ar a 65°C até peso constante, permitindo, ainda, a obtencdo da
massa seca da parte aérea (MSPA = MSF + MSC) e massa seca total (MST = MSPA +
MSR). A partir dos dados de area foliar e massa seca da planta foram calculados a area
foliar especifica (AFE), razéo de area foliar (RAF) e razdo raiz/parte aérea (R/PA).

O sistema radicular foi avaliado pelo método de analise de imagens, com
adaptacOes, utilizando o software Safira v1.1 (Sistema de Anélise de Fibras e Raizes,
Embrapa Instrumentacdo Agropecudria, Sdo Paulo, Brasil), e pelo método de raizes
lavadas. As imagens obtidas por camera digital (6MP; 3264x1836px) a partir do perfil do
solo retirado dos vasos foram utilizadas para a quantificacdo das raizes. Posteriormente,
uma subarea de cada imagem foi selecionada para analise das raizes. Apo6s obtencdo das
imagens, as raizes foram lavadas sobre peneira para determinacdo do comprimento da
maior raiz (PR, cm) e alocagdo de biomassa no sistema radicular (MSR).

As raizes foram classificadas em trés classes de diametro: raizes muito finas
(@ < 0,5 mm), raizes finas (0,5 < @ < 2,0 mm) e raizes grossas (& > 2,0 mm), segundo
critério proposto por Béhm (1979). A partir dos dados obtidos pelo processamento de
imagens foram determinadas as caracteristicas morfolégicas de diametro médio de raiz
(DMR, mm), comprimento de raiz muito fina (CRMF, cm), comprimento de raiz fina
(CRF, cm), comprimento de raiz grossa (CRG, cm), comprimento total de raiz

(CTR, cm), area de superficie de raiz muito fina (ASRMF, cm?), area de superficie de
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raiz fina (ASRF, cm?), area de superficie de raiz grossa (ASRG, cm?), area de superficie
total de raiz (AST, cm?), volume de raiz muito fina (VRMF, cm?), volume de raiz fina
(VRF, cm®), volume de raiz grossa (VRG, cm?), volume total de raiz (VTR, cm?), razdo
CTR/MSPA (cm gt), comprimento especifico de raiz, CE (CTR/MSR, cm g2), finura de
raiz, FR (CTR/VTR, cm cm), densidade de tecido radicular, DTR (MSR/VTR, gcm™),
razdo Ar/Ar (AST/AF, m? m), area de superficie especifica, ASE (AST/MSR, cm? g1)
e densidade de comprimento de raiz, DCR (CTR/Vsolo, cm cm™).

4.2.8. Caracterizacdo micromorfométrica foliar

Amostras foliares de cada repeticdo (n=5), para todos os tratamentos (n=9),
foram coletadas para a analise micromorfométrica. As amostras foram coletadas na regido
central de folhas totalmente expandidas situadas no terco médio das plantas e fixadas em
Karnovsky (1995), por 24 horas. Apos este periodo, o material vegetal foi pré-lavado em
tampado fosfato (0,1 M, pH 7,2), desidratado em série etilica crescente (30% a 100%), pré-
infiltrado e infiltrado em historesina (Leica, Alemanha), conforme as recomendacfes do
fabricante. Em seguida, as amostras foram seccionadas transversalmente em micrétomo
rotativo (Modelo 1508R, Logenscientific, China) a 5 um de espessura e os cortes corados
com azul de toluidina — coloragdo policromaética (0,05% tampéao fosfato 0,1 M, pH 6,8)
(O’Brien et al., 1964). As imagens foram obtidas a partir de fotografias tiradas em
microscopio optico (BX61, Olympus, Tokyo, Japdo), acoplada a uma camera DP-72
usando a opcdo de campo claro. As medidas de micromorfometria foram realizadas com
0 auxilio do software ImageJ (Processamento e Analise de Imagem em Java, v. 1.52d,
EUA). Os dados foram obtidos a partir da média de cinco campos mensurados por
repeticdo. As caracteristicas micromorfométrica foliares de espessura da epiderme
adaxial (Ep Ad, um), epiderme abaxial (Ep Ab, pm), parénquima pali¢addico (PP, pm),
parénquima esponjoso (PE, pm), mesofilo (MS, um) e espessura foliar total (EF, um)

foram determinadas.

4.2.9. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos as analises de variancia pelo teste F
(P <0,05¢ P <0,01) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Scott-Knott
(P < 0,05) utilizando o programa Sistema de Analise de Variancia (SISVAR®, versio
5.3).
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4.3 Resultados

4.3.1. Relagdes hidricas

O déficit hidrico diminuiu o Ww em C. abyssinica, sendo essa resposta
intensificada de acordo com a duragdo do estresse (Figura 1A). O conteldo relativo de
agua diminuiu com a duracdo prolongada do déficit hidrico, porém, ainda assim, 0s
valores se mantiveram em torno de 80%. (Figura 1D). Com a reidratacdo, todas as
caracteristicas de relagdes hidricas avaliadas foram recuperadas se igualando ao controle.
A excecdo foi o potencial osmético radicular que, comparado as plantas controle e sob
déficit hidrico, diminuiu nas plantas reidratadas (RT) logo ap6s os 7 dias do estresse
(Figura 1C).

De modo geral, como esperado, a duracdo da restricdo hidrica promoveu
reducdes no status hidrico das plantas de R. sativus, o0 que foi observado por meio do
potencial hidrico foliar, potencial osmotico da raiz e folha e do conteudo relativo de agua
aos 21 dias apos inicio do estresse. Com a reidratacdo, essas caracteristicas atingiram
valores similares aos do controle, em todos os tempos avaliados. O potencial osmético
radicular, por outro lado, diminuiu aos 7 DAT, nas plantas reidratadas de R. sativus
(Figura 1G).
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Figura 1. Potencial hidrico foliar (Pw) [A; E], potencial osmético foliar (Wsf) [B; F],
potencial osmotico radicular (Wsr) [C; G] e contetdo relativo de agua foliar (CRA) [D; H]
em plantas de C. abyssinica e Raphanus sativus nas condi¢des hidricas de controle
(CONT), deficit hidrico (DH) e reidratacdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias apds imposi¢ao dos
tratamentos (DAT). Barras representam as médias = EP (n = 5). Médias seguidas de letras

diferentes entre os tratamentos diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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4.3.2. Trocas gasosas

Com a persisténcia do déficit hidrico, redugdes da taxa fotossintética e relacdo
Ci/C, foram observadas nas plantas de C. abyssinica (Figura 2A e D). A condutancia
estomatica diminuiu, apenas, nas plantas expostas a 14 dias de estresse, em comparagdo
ao controle (Figura 2B). Apo0s a reidratacdo, o efeito do estresse sobre a taxa fotossintética
e condutancia estomética nao foram revertidos (Figura 2A e B).

Em R. sativus, o déficit hidrico causou redugdes na condutancia estomatica, taxa
transpiratdria e na relagdo Ci/C, (Figura 2G, H e 1), 0 que por sua vez, promoveu aumento
na eficiéncia do uso da agua instantanea aos 21 dias ap0s o inicio do estresse (Figura 2J).
Com a reidratacdo, apés o periodo de 14 dias sob déficit hidrico, interessantemente foi
observado aumento da taxa fotossintética, mas com menor condutancia estomatica nas
plantas de R. sativus (Figura 2F e G). Apds o estresse de 21 dias, a condutancia estomatica
ndo foi totalmente recuperada, enquanto, a taxa transpiratéria aumentou em comparacao
ao controle (Figura 2 G e H).
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Figura 2. Taxa fotossintética (A) [A; F], condutancia estomatica (gs) [B; G], taxa
transpiratoria (E) [C; H], relacdo entre concentracdo interna e externa de CO. (Ci/Ca)
[D; 1] e eficiéncia do uso da agua instantanea (EUA) [E; J] em plantas de C. abyssinica
e Raphanus sativus nas condicGes hidricas de controle (CONT), déficit hidrico (DH) e
reidratacdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias apds imposicdo dos tratamentos (DAT). Barras
representam as médias £ EP (n = 5). Médias seguidas de letras diferentes entre os
tratamentos diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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4.3.4. Fluorescéncia da clorofila a

O déficit hidrico, de modo geral, promoveu poucas alteracdes nas caracteristicas
de fluorescéncia da clorofila a nas duas espécies estudadas. Os valores da razdo Fv/Fm,
em C. abyssinica e R. sativus, permaneceram proximos a 0,80, independente da condicéo
hidrica (Figura 3A e F). Com prolongamento do estresse, 0 aumento da razdo ETR/A foi
observado nas plantas de C. abyssinica (Figura 3 E). Apds a reidratacdo, o coeficiente de
dissipacdo ndo-fotoquimica aumentou nas plantas anteriormente sob déficit hidrico com
duracdo de 7 e 21 dias (Figura 3C). J& o rendimento quantico efetivo do fotossistema Il e
da taxa de transporte de elétrons, diminuiram ap0s a reidratacao, porém, nas plantas que
foram expostas a 14 dias de déficit hidrico (Figura 3B e D).

Em R. sativus, apés os 14 dias de déficit hidrico foi observado aumento do
rendimento quantico efetivo do fotossistema Il e da taxa de transporte de elétrons, que se
manteve com a reidratacdo (Figura 3G e I). Apds os 7 dias de estresse, a reidratacao
promoveu aumento do rendimento quantico efetivo do fotossistema Il e da taxa de
transporte de elétrons, porém, as plantas de R. sativus sob déficit hidrico ndo foram
afetadas (Figura 3G e I).
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Figura 3. Rendimento quantico potencial do FSII (FW/Fm) [A; F], rendimento quéantico
efetivo do FSII (AF/Fn’) [B; G], coeficiente de dissipagdo nao-fotoquimico (NPQ)
[C; H], taxa de transporte de elétrons (ETR) [D; I] e a razéo entre o transporte de elétrons
e a taxa de assimilagdo de CO2 (ETR/A) [E; J] em plantas de C. abyssinica e Raphanus
sativus nas condicdes hidricas de controle (CONT), déficit hidrico (DH) e reidratagédo
(RT) aos 7, 14 e 21 dias ap6s imposicdo dos tratamentos (DAT). Barras representam as
médias = EP (n = 5). Médias seguidas de letras diferentes entre os tratamentos diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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4.3.5. Pigmentos cloroplastidicos

O déficit hidrico, durante a fase inicial, aumentou as concentragdes de clorofila
a e clorofila total nas plantas de C. abyssinica (Figura 4 A e C). Apos a reidratacdo, das
plantas sob déficit hidrico por 14 dias, as concentracdes de clorofila a, b e total
diminuiram.

Em R. sativus, o déficit hidrico promoveu aumento das concentracdes de
clorofila a, b, total e carotenoides (Figura 4), no entanto, ap0s a reidratacdo, os valores
destas caracteristicas diminuiram nas plantas anteriormente sob 7 e 21 dias de estresse. A
excecao ocorreu apenas apos os 14 dias em que as plantas reidratadas mantiveram o
aumento das concentracGes de clorofila a, b e total, em comparagdo ao controle
(Figura4E, Fe G).
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Figura 4. Concentragéo de clorofila a (Chl a) [A; E], clorofila b (Chl b) [B; F], clorofila
total (Chl a+b) [C; G] e carotenoides (Car) [D; H] em plantas de C. abyssinica e
Raphanus sativus nas condi¢des hidricas de controle (CONT), déficit hidrico (DH) e
reidratagdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias ap6s imposicdo dos tratamentos (DAT). Barras
representam as médias £ EP (n = 5). Médias seguidas de letras diferentes entre os
tratamentos diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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4.3.6. Taxa de liberacdo de eletrolitos e contetdo de malondialdeido

Ao contrario do esperado, o déficit hidrico ndo causou danos na membrana
celular, conforme observado pela auséncia de efeitos do estresse na taxa de liberacdo de
eletrolitos e no contetdo de malondialdeido nas plantas de C. abyssinica e R. sativus
(Figura 5).
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Figura 5. Taxa de liberacdo de eletrolitos (TLE) [A; C] e contetdo de malondialdeido
(MDA) [B; D] em plantas de C. abyssinica e Raphanus sativus nas condi¢es hidricas de
controle (CONT), déficit hidrico (DH) e reidratacdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias apds
imposicdo dos tratamentos (DAT). Barras representam as médias + EP (n = 5).

4.3.7. Atividades das enzimas antioxidante SOD, CAT e POX

A maior atividade da catalase nas plantas de C. abyssinica foi observada tanto
em plantas sob déficit hidrico (Figura 6A), quanto em plantas reidratadas do déficit apds
o0s 21 dias (Figura 6B). O incremento na atividade da peroxidase ocorreu apenas quando

a duragéo do estresse foi prolongada (Figura 6C).
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Em R. sativus, o déficit hidrico induziu aumento na atividade das enzimas
catalase (Figura 6E) e peroxidase (Figura 6F). Mesmo ap0s a reidratacdo das plantas
aos 21 dias de estresse, a atividade da peroxidase permaneceu elevada em comparagdo ao
controle (Figura 6F). Interessantemente, a atividade da dismutase do superdxido foi

reduzida nas plantas reidratadas, apos o periodo de 14 dias de estresse (Figura 6A).
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Figura 6. Atividade da dismutase do superoxido (SOD) [A; D], catalase (CAT) [B; E] e
peroxidase (POX) [C; F] em plantas de C. abyssinica e Raphanus sativus nas condigdes
hidricas de controle (CONT), déficit hidrico (DH) e reidratacdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias
apos imposicao dos tratamentos (DAT). Barras representam as medias + EP (n = 5).
Médias seguidas de letras diferentes entre os tratamentos diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott (P < 0,05).
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4.3.8. Caracteristicas morfoldgicas da parte aérea

A duracdo prolongada do déficit hidrico inibiu o crescimento das plantas de
C. abyssinica, como observado pelas reducgdes na altura, diametro de caule e nimero de
nos (Figura 7). Apds 7 e 14 dias do inicio do estresse, foram observadas reducgdes na area
foliar (Figura 7E). Enquanto, o nimero de folhas diminuiu somente apds o periodo
de 14 dias de déficit hidrico (Figura 7D). Com a reidratacdo, de modo geral, as plantas de
C. abyssinica ndo demonstraram recuperacao das caracteristicas morfologicas (Figura 7).

O deficit hidrico, com duracdo del4 dias, causou reducdes no diametro de caule,
namero de nés e de folhas, e a area foliar em plantas de R. sativus. Com a persisténcia do
estresse, a reducdo do didametro de caule e da &rea foliar foi mantida nas plantas
estressadas. Apos a reidratacdo, o efeito do estresse de 21 dias sobre o diametro de caule

e a area foliar ndo foram revertidos (Figura 7G e J).
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hidrico (DH) e reidratacdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias ap6s imposi¢do dos tratamentos

(DAT). Barras representam as médias + EP (n = 5). Médias seguidas de letras diferentes

entre os tratamentos diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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4.3.9. Alocacgédo de biomassa

De modo geral, durante a fase inicial do estresse foram observadas redugdes na
alocacdo de biomassa das plantas de C. abyssinica. A medida que o déficit hidrico foi
prolongado, apenas a massa seca do caule, da parte aérea e total foram reduzidas nas
plantas estressadas (Figura 8). Com a reidratacdo, os valores de massa seca de
C. abyssinica, apds os 21 dias de estresse, foram inferiores aos do controle.

Em R. sativus, a duragdo prolongada do déficit hidrico inibiu a alocacdo de
biomassa nas folhas, caule, parte aérea e total. Apés a reidratacéo, as plantas de R. sativus
expostas aos 21 dias de estresse ndo demonstraram recuperacdo da massa seca de caule,

parte aérea e total (Figura 8).



57

Crambe abyssinica Raphanus sativus
121 —=cont A 12 1 A F
—3 DH A
10/ ==mRT 10 - AA
A
—~ B A — % B %
CIS B B CIA B
c
B 61 ¢ c B 6
= =
4] D W € cc
2 7 ﬂ 2 7 ﬁ W i
0 0
30 1 B 30 - G

MSC (g)
| 4m
I m
-
I 4o
I #o
I -
%
T he
MSC (9)
| o
I o
- -
. _m

] DD p
oL FE s
8 C 8
A A
A {»ﬂ} A
61 A A _ 61 A
2 B B 2 A
[a @
0 4 c ¢} 0 4
= D =
D
B g B
) E ) ﬁmi
0 ﬁ 0
40 D 40 |
A A
—~ 301 301
2 B ¢ 2 B g
E D D E
20 1 p
0 n 20 c c
= E =
F F D
10 | WF' 101 E g g ﬁ
LI L1
50 4 E 50 - J
40 - A 40 | A
= B — B
o o B
~ 304 c ~ 30
= D D [
0 (%)) c [}
= 5 | E = D
F F
10 ﬂel 10{ B E E
RERIN BRIRT A LOEm |
7 14 21 7 14 21
Tratamentos Tratamentos

Figura 8. Massa seca de folhas (MSF) [A; F], massa seca de caule (MSC) [B; G], massa
seca de raiz (MSR) [C; H], massa seca da parte aérea (MSPA) [D; I] e massa seca total
(MT) [E; J] em plantas de C. abyssinica e Raphanus sativus nas condic¢des hidricas de
controle (CONT), déficit hidrico (DH) e reidratagdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias apds
imposicdo dos tratamentos (DAT). Barras representam as médias + EP (n = 5). Médias
seguidas de letras diferentes entre os tratamentos diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (P < 0,05).
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4.3.10. Caracteristicas morfol6gicas do sistema radicular

O déficit hidrico promoveu alteragdes na arquitetura do sistema radicular de C.
abyssinica e R. sativus (Tabela 1). Nas plantas de C. abyssinica, aos 7 dias apds o inicio
do déficit hidrico, foi observado aumento na area de superficie e volume de raizes muito
finas, assim como, nas plantas reidratadas. Reducbes no didmetro médio de raiz e
aumento no comprimento de raizes finas foram observados apos 14 dias de estresse. Aos
21 dias, a profundidade radicular diminuiu nas plantas de C. abyssinica sob déficit
hidrico. O didmetro médio radicular, o volume de raizes finas e o volume total de raizes
aumentou, apds 14 dias de estresse, nas plantas reidratadas. O comprimento, a area de
superficie e o volume de raizes grossas aumentou com a reidratacdo apos 21 dias de déficit
hidrico (Tabela 1).

O deficit hidrico diminuiu o didmetro médio radicular aos 7 e 14 dias de duracéo
do estresse nas plantas de R. sativus. O comprimento de raizes finas e grossas, assim
como, a area de superficie e o volume de raizes muito finas, finas, grossas e total foram
reduzidos ap6s 14 dias do inicio do déficit hidrico. O comprimento de raizes muito finas,
finas e total, a area de superficie de raizes muito finas e total e 0 volume de raizes muito
finas aumentaram aos 21 dias nas plantas sob déficit hidrico. Apds a reidratacdo, o
comprimento, a area de superficie e o volume de raizes finas e grossas, assim como, 0
volume total de raizes aumentou nas plantas reidratadas apos 7 dias de estresse. Ainda na
condicdo de reidratacdo, apds 14 dias de estresse, foi observado aumento do didametro
médio radicular e do volume de raizes muito finas, finas e total, em comparacdo ao
controle. A reidratacdo apds o estresse de 21 dias causou redugdes no comprimento de
raizes finas, na area de superficie de raizes finas e no volume de raizes muito finas, finas,

grossas e total, em comparacdo ao controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Profundidade radicular (PR, cm), didmetro médio de raiz (DMR, mm), comprimento de raiz muito fina (CRMF, cm), comprimento de
raiz fina (CRF, cm), comprimento de raiz grossa (CRG, cm), comprimento total de raiz (CTR, cm), area de superficie de raiz muito fina (ASRMF,
cm?), rea de superficie de raiz fina (ASRF, cm?), area de superficie de raiz grossa (ASRG, cm?), area de superficie total de raiz (AST, cm?),
volume de raiz muito fina (VRMF, cm®), volume de raiz fina (VRF, cm?®), volume de raiz grossa (VRG, cm3) e volume total de raiz (VTR, cm®)
em plantas de Crambe abyssinica e Raphanus sativus submetidas as condi¢des de plena irrigacdo (CONT), déficit hidrico (DH) e reidratacdo (RT)
aos 7, 14 e 21 dias ap6s imposigédo dos tratamentos (DAT). Raizes muito finas (RMF, @ inferior a 0,5 mm), raizes finas (RF, 0,5 <@ < 2,0 mm) e
raizes grossas (RG, @ > 2,0 mm).

Crambe abyssinica

DAT RH PR DMR CRMF CRF CRG CTR ASRMF ASRF ASRG AST VRMF VRF VRG VTR

CONT 508A 058D 266A 566C 22C 325B 443B 194B 1,57C 653B 062B 061C 0,09B 131D

7 DH 503A 059D 301A 644C 24C 367B 538A 226B 179C 783B 0,77A 0,72C 0,08B 157D
RT 512A 057D 297A 547C 23C 354B 518A 209B 177C 744B 071A 057C 0,08B 137D

CONT 541A 083B 000B 511B 59A 517A 0,00C 135A 392A 139A 0,00C 295B 019A 3,15B

14 DH 490A 072C 000B 668A 10D 669A 000C 158A 065D 158A 0,00C 310B 0,04C 3,13B
RT 515A 091A 000B 503B 38B 507A 000C 150A 290B 152A 0,00C 361A 017A 378A

CONT 509A 070C 0,00B 59%A 05D 597A 000C 133A 035D 133A 0,00C 235B 0,02C 237C

21 DH 437B 069C 0,00B 587A 05D 587A 0,00C 144A 032D 144A 0,00C 267B 0,02C 269C
RT 432B 0,71C 000B 615A 18C 617A 000C 144A 123C 145A 0,00C 281B 0,07B 288C

Raphanus sativus

CONT 391B 062D 4019C 705C 32D 4756C 711D 275C 259C 101D 132F 089D 015D 236E

7 DH 288C 067C 3299C 773C 31D 4104C 624D 312C 238C 960D 092F 103D 016D 210E
RT 450A 058D 4021C 165A 14B 5809C 705D 661B 125B 149D 098F 218C 064B 381D

CONT 51,7A 0,79B 1287A 157A 24A 1468A 318A 773A 20,7A 416A 634B 349B 153A 114B

14 DH 482 A 068C 1243A 851C 81C 1336A 243B 326C 638C 282B 399C 128D 0,3C 562C
RT 481A 091A 1220A 156A 55D 1382A 344A 917A 505C 441A 774A 485A 066B 133A

CONT 493A 0,72C 6409B 115B 53D 760,7B 170C 53,1B 527C 229C 281D 219C 041C 541C

21 DH 547A 066C 1230A 147A 34D 1381A 242B 614B 370C 307B 392C 253C 022D 6,68C
RT 430A 068C 6278B 802C 46D 7126B 141C 362C 343C 180C 220E 144D 022D 387D

*Meédias seguidas de letras diferentes entre os tratamentos, nas colunas, diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p < 0,05); RH: Reposic¢des hidricas.
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4.3.11. Proporgdo de raizes por classes de diametro no CTR, AST e VTR

Em C. abyssinica, considerando o comprimento, a area de superficie e o volume
total de raizes, em todas as condic¢Ges hidricas, observou-se maior proporcao de raizes
muito fina durante a fase inicial do estresse e auséncia com a persisténcia do déficit
hidrico. Por outro lado, as propor¢des de raizes aumentaram com a duragdo prolongada
do estresse (Figura 9A, B e C).

R. sativus demonstrou maior proporcdo de raizes muito finas, em comparacgéo
com as raizes finas e grossas, em todos os periodos avaliados (Figura 9D, E e F). Nesta
espécie, observou-se ainda, aumento de raizes muito finas nas condi¢des de déficit hidrico
e reidratacdo aos 14 e 21 dias. Nas duas espécies foram obtidas baixas propor¢des de

raizes grossas.
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Figura 9. Proporcdo de raizes muito finas, finas e grossas no comprimento total radicular
(CTR) [A; D], éarea de superficie radicular (ASR) [B; E] e volume total radicular (VTR)
[C; F] em plantas de C. abyssinica e Raphanus sativus nas condi¢6es hidricas de controle
(CONT), déficit hidrico (DH) e reidratacdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias apds imposi¢cdo dos
tratamentos (DAT). Barras representam as médias (n = 5). Classes de diametros: raizes
muito finas (RMF, @ < 0,5 mm), raizes finas (RF, 0,5 < @ < 2,0 mm) e raizes grossas
(RG, @ > 2,0 mm).

4.3.12. Anélises morfoldgicas da parte aérea e do sistema radicular

Em C. abyssinica, o déficit hidrico promoveu aumento da razdo CTR/MSPA,
comprimento especifico de raiz, Ar/Ar e area de superficie especifica, enquanto, redugdes
na finura de raiz e densidade do tecido radicular foram observadas ap6s 7 dias do inicio
do estresse. Para a razdo R/PA, CTR/MSPA, comprimento especifico de raiz, finura de

raiz, Ar/Ar e area de superficie especifica houve aumento com a aplicacdo do deficit



62

hidrico de 14 dias. O aumento da razdo R/PA e a reducéo da finura de raiz foi observada,
aos 21 dias, nas plantas sob déficit hidrico. Com a reidratacdo apds 14 dias de estresse, a
razdo R/PA e Ar/Ar permaneceram com valores superiores aos do controle. O aumento
do comprimento especifico de raiz, da AR/AF e da area de superficie especifica, assim
como, a reducdo da densidade de tecido radicular foram observadas nas plantas de
C. abyssinica reidratadas ap6s 21 dias de estresse (Tabela 2).

Em R. sativus, a duracdo do déficit hidrico de 14 dias aumentou a razdo R/PA,
CTR/MSPA, finura de raiz e a densidade de tecido radicular, porém, a area de superficie
especifica diminuiu nas plantas estressadas. Aos 21 dias de déficit hidrico foi observado
aumento do comprimento especifico de raiz, finura de raiz, Ar/Ar, area de superficie
especifica e densidade de comprimento radicular, assim como, a redugdo da densidade de
tecido radicular. A reidratacdo apds o estresse de 7 dias promoveu incremento na razéo
de area foliar, CTR/MSPA, comprimento especifico de raiz e area de superficie especifica
em comparacdo ao controle. O efeito do estresse sobre as demais caracteristicas

radiculares foi revertido apos a reidratacdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Area foliar especifica (AFE, m? kgl), razdo de érea foliar (RAF, m? kg?), razdo raiz/parte aérea (R/PA), razdo comprimento total de
raiz/massa seca da parte aérea (CTR/MSPA, cm g1), comprimento especifico de raiz (CER, cm g1), finura de raiz (FR, cm cm™), densidade de
tecido radicular (DTR, g cm™), razdo area radicular/area foliar (Ar/Ar, m> m?2), area de superficie especifica (ASE, cm? g*) e densidade de
comprimento de raiz (DCR, cm cm®) em plantas de Crambe abyssinica e Raphanus sativus submetidas as condicdes de plena irrigacio (CONT),
déficit hidrico (DH) e reidratacdo (RT) aos 7, 14 e 21 dias ap0s imposicao dos tratamentos (DAT).

Crambe abyssinica

DAT RH AFE RAF R/PA CTR/MSPA CE FR DTR Ar/AF ASE DCR
CONT 313A 12,7B 0,28A 357C 133C 256A 205A 004B 270C 0,15B

7 DH 298A 134B 0,18C 52,8 A 307A 232B 0,79B 007A 655A 0,16B
RT 339A 152A 0,26A 39,9B 151C 259A 176 A 005B 31,7C 0,16B

CONT 306A 109B 0,23B 27,2C 122C 165C 138B 006B 32,7C 0,23A

14 DH 310A 123B 0,26 A 515A 196B 215B 1,13B 008A 464B 030A
RT 297A 953C 0,25A 29,0C 116C 134C 116B 007A 348C 0,23A

CONT 351A 693C 0,19C 20,2C 108C 256 A 242A 005B 241C 027A

21 DH 313A 813C 0,21B 240C 114C 222B 2,02A 006B 278C 0,26A
RT 352 A 7,70C 0,15C 27,2C 189 B 214B 1,15B 007A 443B 0,27A

Raphanus sativus

CONT 375A 142B 0,29B 86,0 B 292B 203B 0, 71C 0,10B 624B 021C

7 DH 35,1A 139B 0,30B 88,3B 290B 195B 069C 0,12B 679B 0,18C
RT 403A 19.1A 0,33B 129 A 400A 153C 0,39C 0,13B 103A 0,26C

CONT 240B 11,1C 0,34B 101 B 308B 130C 043C 020A 871A O065A

14 DH 259B 11,1C O057A 135 A 255B 235A 108B 0,17A 527B O059A
RT 249B 119C 0,28B 88,2 B 314B 105D 0,34C 019A 100A O061A

CONT 247B 598D 0,22B 253C 125C 145C 128A 0,10B 378C 0,348B

21 DH 18,3B 491D 0,27B 57,7C 227 B 210B 097B 020A 504B 0,61A
RT 286B 625D 0,24B 30,7C 131C 184B 150A 010B 332C 0,328B

*Meédias seguidas de letras diferentes entre os tratamentos, nas colunas, diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p < 0,05); RH: Reposic¢des hidricas.
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4.3.13. Caracteristicas micromorfométrica foliares

O déficit hidrico promoveu alteragcdes nas carateristicas anatdmicas foliares de
C. abyssinica e R. sativus (Figura 10). Na fase inicial do déficit hidrico houve aumento
na espessura do parénquima palicadico, do mesofilo e da folha nas plantas de
C. abyssinica. Porém, a medida que a duracdo do estresse foi prolongada, a espessura da
epiderme adaxial, abaxial e espessura da folha diminuiram nas plantas sob déficit hidrico.
Com a reidratacdo ap6s 21 dias de estresse as espessuras da epiderme adaxial, abaxial e
da folha mantiveram valores inferiores aos do controle (Figuras 10A, B e E).

Em R. sativus, o déficit hidrico prolongado promoveu aumento na espessura do
parénquima pali¢ddico, parénquima esponjoso, mesofilo e espessura foliar. Com a
reidratacdo, essas caracteristicas permaneceram com valores superiores aos do controle,

nas plantas de R. sativus ap6s 21 dias de estresse (Figura 10).
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Figura 10. Espessura da epiderme adaxial (Ep Ad) [A; G], epiderme abaxial (Ep Ab) [B;
H], parénquima palicadico (PP) [C; I], parénguima esponjoso (PE) [D; J], mesofilo (MS)
[E; K] e espessura foliar (EF) [F; L] em plantas de C. abyssinica e Raphanus sativus nas
condi¢Bes hidricas de controle (CONT), déficit hidrico (DH) e reidratacdo (RT)
aos 7, 14 e 21 dias ap0s imposicdo dos tratamentos (DAT). Barras representam as
médias £ EP (n = 5). Médias seguidas de letras diferentes entre os tratamentos diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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4.4 Discussao

As oleaginosas C. abyssinica e R. sativus demonstraram mecanismos
diferenciais relacionados ao sistema radicular e a parte aérea, na tolerancia ao deficit
hidrico e, ou na capacidade de recuperacdo das plantas apos a reidratacao. Os resultados
apontaram que R. sativus possui maior tolerancia ao déficit hidrico, além de apresentar
recuperacdo das caracteristicas fisiologicas mais rapida, pela maior eficiéncia do sistema
radicular.

A duracdo do déficit hidrico afetou as caracteristicas morfofisiologicas de C.
abyssinica e R. sativus, em diferentes niveis, e a recuperacdo foi determinada pela
capacidade de ajuste, destas espécies, a situacdo de estresse. Durante o déficit hidrico de
7 DAT, a manutencdo do status hidrico de C. abyssinica e R. sativus pode ser atribuida,
principalmente, a formacao de raizes mais finas e longas. As raizes finas comp&em grande
parte do sistema radicular, aumentando a area de superficie para extracdo de agua
(McCormack et al., 2015; Wasaya et al., 2018). Em C. abyssinica, além do aumento na
area de superficie, foram observados maior comprimento especifico e volume de raizes
de muito finas, estas caracteristicas estdo associadas a maior eficiéncia na absor¢édo de
agua, sendo relatadas como estratégias de tolerancia a seca em plantas de grao-de-bico
(Ramamoorthy et al., 2017) e genotipos de trigo (Awad et al., 2018). Além disso, o0
investimento de C. abyssinica em raizes mais finas e com maior comprimento radicular,
associado com a manutencdo do alto conteddo de agua nas folhas, sugere o ajuste entre
comprimento e didmetro radicular como mecanismo para aumentar a captacdo de dgua na
fase inicial do estresse (Comas et al., 2013).

A maior Ar/Ar, em C. abyssinica, corrobora 0 aumento na aquisicao de agua,
enguanto a maior espessura das folhas e menor area foliar, associada com a manutencédo
das taxas transpiratorias, evidenciam caracteristicas de evitacdo da perda de agua. Plantas
capazes de manter o equilibrio entre a captacdo de agua pelo sistema radicular e a perda
de &gua pela transpiracdo sdo mais tolerantes ao déficit hidrico (He et al., 2017;
Tardieu et al., 2017). Além disso, a manutencdo da AFE e da RAF, observadas em C.
abyssinica, indicam que o desempenho da planta ndo foi prejudicado, mesmo sob déficit
hidrico, resposta corroborada pela manutencdo da fotossintese (Wellstein et al., 2017).
Ao mesmo tempo que, a maior CTR/MSPA, apontam as raizes como o principal dreno

dos fotoassimilados produzidos durante o estresse, a reducdo da DTR, demonstra a rapida
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expansdo do sistema radicular, porém com baixo investimento em matéria
seca (Birouste et al., 2014). A DTR controla o comprimento especifico da raiz e a &rea de
superficie especifica, aumentando o desempenho na absor¢édo de agua sob déficit hidrico
(Wasaya et al., 2018). Apds a reidratacdo, C. abyssinica restabeleceu as funcdes
fisioldgica e morfologicas.

Em R. sativus, a fotossintese e o crescimento ndo foram comprometidos pelo
déficit hidrico de 7 DAT, possivelmente pela manutencdo da hidratacdo dos tecidos
foliares, como observado pelo maior CRA, caracteristica de plantas tolerantes ao déficit
hidrico (Zegaoui et al., 2017). Com a reidratacdo, 0 aumento no comprimento, area de
superficie e volume de raizes finas demonstraram maior eficiéncia na absorcéo de agua
em R. sativus, anteriormente sob déficit hidrico 7 DAT (Bristiel et al., 2018).

Durante o déficit hidrico de 21 DAT, embora a hidratacdo dos tecidos foliares
tenha se mantido, a fotossintese foi limitada em C. abyssinica, como observado pela
reducdo da taxa fotossintética. A manutencdo do status hidrico, neste caso, esta associado
ao maior investimento em raizes, corroborados pela maior R/PA e CRF, caracteristicas
morfoldgicas radiculares que contribuem para a tolerancia ao déficit hidrico através da
eficiéncia na aquisicdo e uso da agua (Koevoets et al., 2016). Além disso, € bem
conhecido, que o fechamento estomatico é importante estratégia para evitar a perda de
agua pelas plantas (Chaves et al., 2016; Yan et al., 2016). Assim como a reducdo da AF,
também relatada como estratégia para minimizar a perda de agua (He et al., 2017; Cruz
etal., 2019). Por outro lado, R. sativus, apesar da reducdo no CRA das folhas, manteve a
fotossintese, sugerindo que o contetddo de agua nos tecidos foi o suficiente para sustentar
o metabolismo fotossintético com a persisténcia do deficit hidrico (Ali e Anjum, 2016).
A maior espessura do PP e PE, observados em R. sativus, permitiram maior fixacao e
armazenamento de CO., consequentemente, melhor desempenho da fotossintese em
condic&o de estresse, sendo, portanto, as modificacGes na anatomia das folhas importantes
indicadores do nivel de tolerancia ao déficit hidrico (Souza et al., 2018). Assim como, a
AFE e a RAF, mantidas durante 0 déficit hidrico
de 14 DAT e 21 DAT, que constituem caracteristicas morfofisiol6gicas indicativas de
gendtipos tolerantes a seca, como observado em plantas de grdo-de-bico (Ramamoorthy
et al., 2016; Wellstein et al., 2017).

Os mecanismos utilizados por R. sativus para a manutencdo do status hidrico,

durante o déficit hidrico de 14 DAT e 21 DAT, envolveram também o aumento da
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espessura EF e do MS e reducdo da AF e do diametro radicular. A manutencao da MSR,
observada em R. sativus (sob déficit hidrico de 14 DAT e 21 DAT) e C. abyssinica
(sob déficit hidrico de 21 DAT), indica a capacidade de tolerancia destas plantas ao
estresse, uma vez gque a capacidade de desenvolver raizes e/ou manté-las esta associada a
maior adaptacdo a condicdes de seca (Comas et al., 2013; Koevoets et al., 2016). Além
disso, durante o déficit hidrico de 14 DAT, o aumento da DTR, concomitante a reducdo
da ASE e manutencdo da PR, observadas em R. sativus, demonstram a ocorréncia de
raizes mais espessas e com maior longevidade radicular, porém sem aumento do volume
de solo explorado, 0 que pode estar associado com a conservacdo de agua como estratégia
para tolerar a seca (Luke Mccormack et al., 2012). Em contrapartida, a reducédo da DTR
e 0 aumento da ASE e DCR, aliado a manutencdo da PR, observado durante o déficit
hidrico de 21 DAT em R. sativus, evidenciam o desenvolvimento de raizes com baixo
custo metabolico, porém com maior volume de solo explorado, apontando a aquisicéo de
agua como estratégia de prevencdo da desidratacdo (White e Snow, 2012; Bristiel et al.,
2018). As alteragOes radiculares de R. sativus, neste caso, demonstraram o uso de
diferentes estratégias adaptativas em resposta a durabilidade do déficit hidrico.

Considerando as caracteristicas fisiologicas, verificou-se decréscimos na taxa
fotossintética de C. abyssinica, porém com auséncia de fotoinibi¢do, como demonstrado
pela manutencdo dos valores Fv/Fm, AF/Fn’ e ETR (Martins et al., 2017). O uso de rotas
alternativas para dissipacdo do excesso de elétrons, como observado pelo aumento da
ETR/A, pode ter contribuido para a protecdo da maquinaria fotossintética ao déficit
hidrico (Yietal., 2014), como estratégia para evitar a foto-oxidacéo e prevenir a formacao
de espécies reativas de oxigénio elou 0S danos oxidativo
(Sreeharsha et al., 2019). R. sativus manteve a taxa fotossintética e a razdo Fv/Fm, além
de aumentar o AF/Fn’ e o ETR sob déficit hidrico, evidenciando a alta estabilidade do
fotossistema Il desta espécie (Kalaji et al., 2016; Yi et al., 2016). A manutencao
(C. abyssinica) e 0 aumento (R. sativus) dos pigmentos fotossintéticos, acompanhados da
manutengdo da TLE e MDA, evidencia a auséncia de danos nas membranas celulares,
indicando a presenca de um eficiente mecanismo de defesa antioxidante contra o estresse
oxidativo, atribuido ao aumento na atividade das enzimas antioxidantes, CAT e POX, em
ambas as espécies (Mafakheri et al., 2011; Guo et al., 2018).

A similaridade entre os mecanismos adaptativos empregados por C. abyssinica

e R. sativus para controlar o uso da agua e, consequentemente, manter a atividade
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fisioldgica sob déficit hidrico, indicam que as caracteristicas das raizes foram as mais
determinantes para diferenciar o nivel de tolerdncia das espécies, dentre elas,
principalmente, o didmetro radicular (Koevoets et al., 2016; Awad et al., 2018). Raizes
mais finas normalmente estdo associadas ao maior volume de solo explorado pela maior
superficie das raizes (Carminati et al., 2017; Ahmed et al., 2018). Além disso, as raizes
mais finas possuem maior permeabilidade e atividade metabdlica, permitindo o aumento
da eficiéncia na aquisicédo e utilizagdo da dgua (McCormack et al., 2015; Wasaya et al.,
2018). O que favorece a melhor adaptacdo das plantas as condicdes de seca (Pierret et al.,
2007; Bristiel et al., 2019), como foi observado em R. sativus.

C. abyssinica, ap0s restabelecidas as condi¢Bes hidricas, ndo foi capaz de
recuperar a fotossintese, apesar do emprego de estratégias radiculares para aumentar a
aquisicdo de agua, resposta similar foi observada em plantas de feijdo expostas a trés
duracdes de déficit hidrico e posterior reidratacdo (Widuri et al., 2018). R. sativus, porém,
além de tolerar o déficit hidrico de 14 DAT e 21 DAT, também demonstrou maior taxa
de recuperacgdo das plantas ap0s o estresse. O crescimento foi parcialmente recuperado
nas duas espécies estudadas.

A capacidade de ajuste da arquitetura do sistema radicular é determinada por
caracteristicas intrinsecas de cada espécie, porém define o desempenho das plantas em
condigdes de estresse (Adu et al., 2019). Neste estudo, 0 comportamento distinto do
didmetro radicular, com formacao de raizes finas em C. abyssinica e raizes muito finas
em R. sativus, constituiu o ponto-chave para a diferenciacdo no desempenho fisiologico

entre as duas espécies (McCormack et al., 2015; Ramamoorthy et al., 2016).

4.5 Conclusdes

As espécies C. abyssinica e R. sativus responderam de forma diferente a durago
do déficit hidrico e a taxa de recuperacdo das plantas foi influenciada pela duracéo do
estresse, principalmente com 14 e 21 dias, nas condi¢cdes deste estudo. Os principais
mecanismos envolvidos nas respostas de tolerancia ao déficit hidrico das duas espécies
foram o nivel de contetdo relativo de agua, a atividade de enzimas antioxidantes, o menor
didmetro radicular e comprimento total de raizes muito finas. O nivel de tolerancia a seca

entre as espécies foi determinado pela maior propor¢édo de raizes muito finas, conferindo
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a R. sativus maior tolerancia ao déficit hidrico e recuperacdo mais rapida das funcoes

fisiologicas apos a reidratacdo em relacdo a C. abyssinica.
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5. Conclusao Geral

Diante de um cenario de mudancas climaticas globais, com previsdo da
ocorréncia de déficit hidrico frequente, prolongado e severo, aumentando o risco para a
agricultura, torna-se essencial a busca por espécies tolerantes a seca. Neste estudo, 0s
resultados obtidos demonstraram que as espécies C. abyssinica e R. sativus usam
estratégias morfoldgicas, externas e internas, fisiologicas e bioquimicas para sobreviver
em condicdes de déficit hidrico. A espécie R. sativus, mesmo sendo afetada pela limitagéo
hidrica durante todas as fases fenoldgicas, especialmente a de pleno florescimento e
enchimento de gréos, ainda assim, manteve adequada producdo de gréos e qualidade do
6leo bruto, evidenciando tolerancia ao déficit hidrico. Além disso, a integracdo das
respostas raiz-parte aérea foram determinantes para maior tolerancia ao estresse de C.
abyssinica e R. sativus, nas condi¢Bes deste estudo. As alteracdes na morfologia das raizes
foi o principal aspecto para a diferenciacdo do nivel de tolerancia entre as espécies
estudadas e para a recuperacdo das funcdes fisioldgicas apds os periodos de déficit

hidrico.



