UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FITOTECNIA
MESTRADO EM FITOTECNIA

DAISE FEITOZA DA ROCHA

ACAO DE ATENUADORES NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E TOLERANCIA
DE CULTIVARES DE ABOBORA SUBMETIDAS AOS ESTRESSES ABIOTICOS

MOSSORO-RN
2025


http://www.niemeyer.org.br/

DAISE FEITOZA DA ROCHA

ACAO DE ATENUADORES NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E TOLERANCIA
DE CULTIVARES DE ABOBORA SUBMETIDAS AOS ESTRESSES ABIOTICOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-
Graduagcdo em Fitotecnia da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em
Fitotecnia.

Linha de Pesquisa: Tecnologia de Sementes
Orientador: Salvador Barros Torres, Prof. Dr.
Coorientadoras: Kleane Targino Oliveira

Pereira, Dra. e Maria Valdiglezia de Mesquista
Arruda, Dra.

MOSSORO-RN
2025


http://www.niemeyer.org.br/

© Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O conteido desta obra é de inteira
responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de san¢des administrativas ou penais, caso sejam infringidas as
leis que regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n° 9.279/1996 e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O contelido desta obra tomar-se-a de dominio publico apds a data de defesa e homologacao da sua respectiva
ata. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor

(a) sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliogréaficos.

R672a Rocha, Daise Feitoza da.

Acdo de atenuadores na atividade antioxidante e
tolerdncia de cultivares de abdbora submetidas aos
estresses abidticos / Daise Feitoza da Rocha. -
2025.

101 £. : 4il.

Orientador: Salvador Barros Torres.

Coorientadoras: Kleane Targino Oliveira Pereira

e Maria Valdiglezia de Mesquita Arruda.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal
Rural do Semi-&rido, Programa de Pés—-graduacdo em
Fitotecnia, 2025.

1. Cucurbita moschata Duch . 2. Cucurbita
pepo. 3. Déficit hidrico . 4. Estresse salino . 5.
Mitigadores de estresse . I. Torres, Salvador

Barros, orient. II. Pereira, Kleane Targino
Oliveira e Arruda, Maria Valdiglezia de Mesquita,
co-orient. III. Titulo.

Ficha catalogréfica elaborada por sistema gerador automato em conformidade
com AACR?2 e os dados fornecidos pelo) autor(a).
Biblioteca Campus Mossor6 / Setor de Informagéo e Referéncia
Bibliotecéria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB: 15/120

O servico de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Conclusdo de Curso (TCC’s) foi desenvolvido pelo
Instituto de Ciéncias Matematicas e de Computagao da Universidade de S&o Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de
Bibliotecas da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de
Tecnologia da Informagdo e Comunicacdo (SUTIC) sob orientagdo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as
necessidades dos alunos dos Cursos de Graduagédo e Programas de P6s-Graduacao da Universidade.



DAISE FEITOZA DA ROCHA

ACAO DE ATENUADORES NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E TOLERANCIA
DE CULTIVARES DE ABOBORA SUBMETIDAS AOS ESTRESSES ABIOTICOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Fitotecnia da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em
Fitotecnia.

Linha de Pesquisa: Tecnologia de Sementes

Defendida em: 27 / 02 / 2025.
BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

“b SALVADOR BARROS TORRES
g Data: 07/03/2025 16:34:39-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Salvador Barros Torres, Prof. Dr. (EMPARN/UFERSA)
Presidente

Documento assinado digitalmente

“b CLARISSE PEREIRA BENEDITO
g Data: 07/03/2025 20:16:38-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Clarisse Pereira Benedito, Prof 2 Dra. (UFERSA)
Membro Examinador

Documento assinado digitalmente

ub MARCIANA BIZERRA DE MORAIS
g Data: 07/03/2025 18:36:06-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Marciana Bizerra de Morais, Prof & Dra. (FCRN)
Membro Examinador

Documento assinado digitalmente

“b MARIA VALDIGLEZIA DE MESQUITA ARRUDA
g Data: 07/03/2025 20:37:38-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Maria Valdiglezia de Mesquita Arruda, Dra. (UFERSA)
Membro Examinador Documento assinado digitalmente

g “b BERNARDO BEZERRA DE ARAUJO JUNIOR

Data: 07/03/2025 18:48:43-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Bernardo Bezerra de Araujo Junior, Prof. Dr. (IFRN)
Membro Examinador

Documento assinado digitalmente

“b KLEANE TARGINO OLIVEIRA PEREIRA
g Data: 07/03/2025 19:21:42-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Kleane Targino Oliveira Pereira, Dra. (UERN)
Membro Examinador


http://www.niemeyer.org.br/

A minha amada me, por todo amor,
ensinamento de honestidade e
incentivo em toda minha trajetoria
de vida, serei eternamente grata.

Ao0s meus irmaos e sobrinho.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha mae, Maria Dalva Gomes da Rocha, pelo amor e incentivo, aos
meus irmdos, Paula Rocha e Italo Rocha, pelo estimulo e apoio para 0 meu crescimento
profissional, e a0 meu sobrinho, Noah Rocha, pela alegria que sempre traz. Sou grata também
as minhas tias, primas e ao meu cunhado pela torcida e carinho. Obrigada, familia!

Agradeco a UFERSA e ao Programa de PoOs-Graduacdo em Fitotecnia pela
oportunidade e pelo suporte ao longo desta jornada académica, a CAPES pela concessdo da
bolsa e a Sakata pela doacdo das sementes, essenciais para o desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco profundamente ao meu orientador Prof. Dr. Salvador Barros Torres, e as
minhas coorientadoras Dra. Kleane Targino Oliveira Pereira e Dra. Maria Valdiglezia de
Mesquita Arruda pela orientacdo, paciéncia e apoio continuos, fundamentais para o
desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco ao meu amigo de longa data, Weltmam Filho, pelo companheirismo, pela
amizade constante, mesmo a distancia, por suportar meus surtos, pelo apoio incondicional e
pelas confidéncias que s6 grandes amigos compartilham.

Agradeco aos colegas do Laboratorio de Analise de Sementes/UFERSA pelo apoio,
parceria e aprendizado que tanto contribuiram para este trabalho. Em especial, a Giovanna
Sousa, Eduardo Alves, Roseane Rodrigues, Moadir Leite e Emerson Medeiros pela dedicagéo
a pesquisa. Sou também grata a Pablo Ferreira, Emanuele Moura, Jéssica Costa, Iracema
Paiva, Valéria Oliveira, Alejandra Cruz e Keila Alberto pela ajuda constante e pelas risadas
que tornaram o dia a dia mais leve e alegre.

Agradeco aos servidores do laboratério, com um agradecimento especial a Sara
Carvalho, Clarisse Benedito e Cezdca pelo excelente trabalho.

Agradeco a Rodrigo Silva pelo suporte em Mossor6-RN e pela indicacdo ao Programa
de Pés-Graduagdo em Fitotecnia, fundamentais para o sucesso deste trabalho.

Agradeco sinceramente aos amigos que tornaram minha estadia em Mossor6-RN mais
leve e agradavel, e que me acolheram de forma tdo calorosa, permitindo que eu fosse eu
mesma. Sou grata por todos os momentos compartilhados em board games, festas, viagens,
pelas novas experiéncias que vivi e pelas conversas significativas, que tornaram essa jornada
verdadeiramente inesquecivel.

Por fim, agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para que este sonho se

realizasse. Obrigada!



RESUMO

A abdbora (Cucurbita moschata Duch) e abobrinha (C. pepo L.) sdo cucurbitaceas de grande
importancia socioeconémica no Brasil. Os estresses abioticos estdo entre os principais fatores
que reduzem a producdo, especialmente nas fases iniciais da planta. Dessa forma, técnicas
para mitigar os efeitos desses estresses sdo essenciais para a maxima eficiéncia produtiva.
Com isso, objetivou-se avaliar o efeito de atenuadores de estresse no pré-tratamento de
sementes na tolerdncia de cultivares de abobora a estresses abidticos, visando melhorar a
germinacao e o crescimento das plantas e desenvolver estratégias para a selecdo assistida por
marcadores bioquimicos e enzimaticos. A pesquisa foi conduzida em dois experimentos, cada
um estruturado em duas etapas. Ambos 0s experimentos utilizaram o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 25 sementes. Na primeira etapa de ambos
0s experimentos, utilizou-se o esquema fatorial 3 x 6. O primeiro fator correspondeu aos
niveis de deficit hidrico de 0,0; -0,15 e -0,3 MPa de polietilenoglicol (PEG 6000) e estresse
salino (0,0; -0,2 e -0,4 MPa) induzidos por cloreto de sédio (NaCl), enquanto o segundo fator
pelas seis cultivares de Cucurbita spp., sendo cinco de abdbora (Tetsukabuto, Soberana, Kin,
Bahiana Tropical e Sergipana) e uma abobrinha (Adele). J& na segunda etapa, adotou-se o
esquema fatorial 2 x 6, considerando no fator I, duas cultivares selecionadas na fase anterior
(uma sensivel e outra tolerante). O segundo fator correspondeu as combinacdes entre déficit
hidrico e os atenuadores: T1 = 0,0 MPa (controle); T2 = -0,15 MPa (déficit hidrico); T3 = -
0,15 MPa + hidrocondicionamento (8 horas); T4 = -0,15 MPa + &cido giberélico; T5 = -0,15
MPa + acido ascorbico; e T6 = -0,15 MPa + acido salicilico. J& para a salinidade os
tratamentos aplicados foram: T1 = 0,0 MPa (controle), T2 = -0,4 MPa (salinidade), T3 =-0,4
MPa + hidrocondicionamento (8 horas), T4 = -0,4 MPa + acido giberélico, T5 = -0,4 MPa +
acido ascoérbico e T6 = -0,4 MPa + &cido salicilico. Na primeira etapa de ambos 0s ensaios
foram avaliadas a germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, comprimento e massa
seca da parte aérea e raizes de plantulas, aminoacidos livres totais, prolina, aclcares solveis
totais e citrulina. Na segunda etapa, além das variaveis ja mencionadas anteriormente,
avaliou-se 0s contetdos de perdxido de hidrogénio e malondialdeido, e as atividades
antioxidante das enzimas superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase. As
condicbes de estresse causaram reducdo na germinagdo, crescimento e biomassa das
cultivares, indicando seus efeitos nocivos. As cultivares Tetsukabuto e Adele foram
escolhidas como a mais sensivel e tolerante, respectivamente, para ambos os tipos de estresse.
Por outro lado, os tratamentos pré-germinativos reduziram os efeitos nocivos e aumentaram o
vigor e o desempenho das plantulas. Dentre os atenuadores, o acido giberélico destacou-se
por aumentar o comprimento radicular e a biomassa seca das raizes, com incremento de até
311,4% sob déficit hidrico e expressivo crescimento em condicOes salinas. O acido salicilico
e 0 acido ascérbico reduziram os danos oxidativos, promovendo menor acimulo de peroxido
de hidrogénio e maior recuperacdo da parte aérea. Os resultados sugerem que 0S estresses
hidrico e salino influenciaram de forma semelhante o metabolismo antioxidante das plantas,
prejudicando processos fisiol6gicos e bioquimicos fundamentais para o desenvolvimento
inicial. No entanto, a aplicacdo de atenuadores, especialmente acido giberélico e acido
salicilico, associada a selecdo de cultivares tolerantes, mostrou-se eficaz na mitigacdo desses
estresses. Conclui-se que os estresses hidrico e salino afetaram a germinagdo, crescimento e
metabolismo das cultivares de abdbora. A cultivar Adele, tratada com éacido giberélico,
mostrou maior tolerancia, enquanto na Tetsukabuto, o hidrocondicionamento e os &cidos
ascorbico e salicilico favoreceram a formacéo de plantulas, destacando o potencial da selecédo
assistida por marcadores para identificar genotipos mais adaptados a condi¢des adversas.

Palavras-chave: Cucurbita moschata Duch, Cucurbita pepo, déficit hidrico, estresse salino,
mitigadores de estresse, atividade enzimatica.



ABSTRACT

Pumpkin (Cucurbita moschata Duch) and zucchini (C. pepo L.) are cucurbits of great socio-
economic importance in Brazil. Abiotic stresses are among the main factors that reduce
production, especially in the early stages of development. Therefore, techniques to mitigate
the effects of these stresses are essential for achieving maximum productive efficiency. This
study aimed to evaluate the effect of stress attenuators in seed pre-treatment on the tolerance
of pumpkin cultivars to abiotic stresses, aiming to improve germination, plant growth, and
develop strategies for marker-assisted selection using biochemical and enzymatic markers.
The research was conducted through two experiments, each structured in two stages. Both
experiments used a completely randomized design, with four replicates of 25 seeds. In the
first stage of both experiments, a 3 x 6 factorial scheme was used. The first factor
corresponded to water deficit levels of 0.0, -0.15, and -0.3 MPa induced by polyethylene
glycol (PEG 6000) and saline stress levels (0.0, -0.2, and -0.4 MPa) induced by sodium
chloride (NaCl), while the second factor included six Cucurbita spp. cultivars, five pumpkin
cultivars (Tetsukabuto, Soberana, Kin, Bahiana Tropical, and Sergipana) and one zucchini
cultivar (Adele). In the second stage, a 2 x 6 factorial scheme was adopted, considering two
cultivars selected from the previous phase (one sensitive and one tolerant). The second factor
corresponded to the combinations of water deficit and attenuators: T1 = 0.0 MPa (control); T2
= -0.15 MPa (water deficit); T3 = -0.15 MPa + hydropriming (8 hours); T4 = -0.15 MPa +
gibeberellic acid; T5 = -0.15 MPa + ascorbic acid; and T6 = -0,15 MPa + salicylic acid. For
salinity, the treatments applied were: T1 = 0.0 MPa (control); T2 = -0.4 MPa (salinity); T3 = -
0.4 MPa + hydropriming (8 hours); T4 = -0.4 MPa + gibeberellic acid; T5 = -0.4 MPa +
ascorbic acid; and T6 = -0,4 MPa + salicylic acid. In the first stage of both trials, germination,
germination speed index, shoot and root length, shoot and root dry mass, total free amino
acids, proline, total soluble sugars, and citrulline were evaluated. In the second stage, in
addition to the previously mentioned variables, hydrogen peroxide and malondialdehyde
content and antioxidant activity of superoxide dismutase, catalase, and ascorbate peroxidase
enzymes were assessed. Stress conditions caused a reduction in germination, growth, and
biomass of the cultivars, indicating their harmful effects. The cultivars Tetsukabuto and Adele
were identified as the most sensitive and tolerant, respectively, to both types of stress. On the
other hand, pre-germination treatments reduced the harmful effects and increased the vigor
and performance of the seedlings. Among the attenuators, gibberellic acid stood out by
increasing root length and root dry biomass, with an increase of up to 311.4% under water
deficit and significant growth under saline conditions. Salicylic and ascorbic acids reduced
oxidative damage, promoting lower hydrogen peroxide accumulation and better shoot
recovery. The results suggest that water and saline stresses similarly influenced the
antioxidant metabolism of plants, impairing fundamental physiological and biochemical
processes for initial development. However, the application of attenuators, especially
gibberellic and salicylic acids, combined with the selection of tolerant cultivars, proved
effective in mitigating these effects. It was concluded that water and saline stresses affected
the germination, growth, and metabolism of pumpkin cultivars. The Adele cultivar, treated
with gibberellic acid, showed greater tolerance, while in the Tetsukabuto -cultivar,
hydroconditioning and ascorbic and salicylic acids promoted seedling formation, highlighting
the potential of marker-assisted selection to identify genotypes more adapted to adverse
conditions.

Keywords: Cucurbita moschata Duch, Cucurbita pepo, water deficit, salt stress, stress
mitigators, enzymatic activity.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

A regido semiarida do Nordeste brasileiro € caracterizada pela irregularidade na
distribuicdo espacial e temporal das chuvas, 0 que agrava a escassez de agua e aumenta a
salinidade da &gua e do solo, comprometendo o ciclo produtivo das culturas (Bezerra et al.,
2020). Esse cenério reforca a interligacdo entre a agricultura e as mudancgas climéticas, que
intensificam o0s estresses bioticos e abioticos, prejudicando a producdo agricola em diversas
regides (Raza et al., 2019). Nessa regido, as abdboras sdo amplamente apreciadas pela
populacdo e possuem grande potencial para a producdo comercial, favorecidas pelas
condicBes climéticas, cuja temperatura média anual é de 27 °C, com minimas variando entre
19 e 21 °C (Silva et al., 2023).

Entre os estresses abioticos agravados pelas mudancgas climaticas, destacam-se a seca,
salinidade, calor e frio extremos (Malhi et al., 2021). A escassez hidrica, em particular, é um
dos impactos mais criticos, que afeta diretamente a sobrevivéncia e o desempenho das
culturas (Baul; McDonald, 2015). A disponibilidade de a4gua € um dos principais fatores
limitantes para a germinacao de sementes e o desenvolvimento das plantas (Leal et al., 2020).
Esse item desempenha papel fundamental na reidratagdo dos tecidos, incremento da
respiracdo celular e a ativacdo das atividades metabdlicas, como a translocacdo de nutrientes
essenciais para o fornecimento energético e, consequentemente, o crescimento do eixo
embrionario (Ataide; Borges; Leite Filho, 2016).

Semelhante ao déficit hidrico, os danos causados pelo estresse salino sdo influenciados
por diversos fatores, como o estagio de desenvolvimento, gendtipo, tolerancia da espécie a
salinidade, teor de sal, duracéo da exposicdo, condi¢cBes ambientais, bem como caracteristicas
relacionadas a fisiologia da planta, como capacidade de extin¢do fotoquimica, troca gasosa e
pigmentos fotossintéticos (Sa et al., 2016; Aghighi Shahverdi; Omidi; Tabatabaei, 2018). A
salinidade, juntamente com a seca, limita o crescimento das plantas e reduz a produtividade
agricola globalmente (Cordea; Borsai, 2021).

A abobora faz parte do género Cucurbita, familia Cucurbitaceae, com destaque para
trés espéecies de maior relevancia econémica: Cucurbita pepo, C. maxima e C. moschata
(Hussain et al., 2022), nativa das Américas do Norte e Central, as espécies sdo cultivadas em
todo o mundo (Severino et al., 2019). A ablbora destaca-se globalmente por seu valor
nutricional e por promover beneficios a salude (Hussain et al., 2022). Sua polpa concentra
carotenoides, proteinas, vitaminas, minerais e polissacarideos como a pectina, além dos

compostos bioativos que promovem a saude e oferecem propriedades protetoras (Batool et al.,
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2022). Também e amplamente utilizada na medicina em varios paises devido as suas
propriedades antioxidantes, antivirais, anti-inflamatorias e antidiabéticas (Ayyildiz et al.,
2019).

A producdo total de abdbora nos paises de maior producdo atingiu 23.562.138,16
milhGes de toneladas em 2022, sendo a China o maior produtor dessa cucurbitécea,
responsavel por 31,3% da producdo mundial (FAOSTAT, 2024). Além desse pais, destaca-se
no cultivo dessa espécie a Ucrania, Estados Unidos da América, Russia, Espanha, Turquia e
México; com isso, a Asia se destaca com 49,3% da producdo mundial, sequido pela Europa,
com 20,6% e Ameérica, com 14,8% (FAOSTAT, 2024).

Os dados do Censo Agropecuéario de 2017 do IBGE mostraram que a producdo de
abobora no Brasil alcangou o valor de R$ 366.010.304,00, com uma quantidade de 417.839
toneladas, distribuida em 78.671 hectares. Essa atividade foi registrada em 273.451
estabelecimentos agropecuarios, sendo Minas Gerais o principal produtor (IBGE, 2017).
Quanto a producdo de abobrinha, foram produzidas 158.518 toneladas, o que gerou uma
receita de R$ 133.284.000,00. O cultivo ocorreu em 34.835 estabelecimentos agropecuérios,
com destaque para o estado de Sdo Paulo como principal produtor (IBGE, 2017).

No tocante a agricultura familiar, o cultivo da abobora tem grande importancia no
contexto social, na geracdo de emprego e renda, na alimentacdo humana de forma direta
(ingestéo de polpa e sementes) ou indiretamente (alimentos derivados como doces, cervejas e
purés) e como fonte alternativa de racdo animal (Sampaio et al., 2015; Ferreira et al., 2016;
Silva, 2016). A abobora e a moranga sdo cultivadas em todos os estados do Brasil, com
destaque para Rio Grande do Sul, Maranhdo, Pernambuco e Bahia, além dos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais, que lideram a produgdo nacional (Amaro et al., 2021).

Apesar da abdbora esta entre as cinco principais hortalicas do Brasil, seu cultivo é
predominantemente realizado por pequenos e medios produtores. A produtividade nacional é
considerada baixa devido ao limitado uso de tecnologia em algumas areas (Amaro et., al
2021). Em associacgdo, o déficit hidrico e o estresse por salinidade sdo condi¢es adversas que
podem contribuir para a reducdo da produtividade da cultura, resultante dos estresses
primarios causados as plantas, afetando os processos fisioldgicos. Por outro lado, em
condigOes de estresse moderado as plantas ativam mecanismos de defesa celulares, como a
formacdo de osmolitos, como proteinas sollveis, prolina, acUcares sollveis e glicina-betaina,
além do aumento de antioxidantes, que podem desencadear estresses secundarios, como o
oxidativo, agravando os danos (Carvalho; Amancio, 2019; Ali et al., 2022; Ozturk et al.,
2021).
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O estresse oxidativo, marcado pelo acimulo excessivo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), € provocado por condi¢cdes de estresse abiotico e causa danos moleculares,
incluindo a degradacdo de proteinas, aminoacidos e lipidios, podendo culminar na morte
celular (You; Chan, 2015; Scnheider; Caverzan; Chavarria, 2018). Para mitigar os danos
causados pelo estresse oxidativo, as plantas aumentam a atividade de sistemas antioxidantes,
tanto enzimaticos quanto ndo enzimaticos (Scnheider; Caverzan; Chavarria, 2018). Entre os
antioxidantes enzimaticos, destacam-se enzimas como superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxidase (POD) e ascorbato peroxidase (APX), que desempenham papéis essenciais
na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (Liu et al., 2021).

Essas enzimas antioxidantes, amplamente reconhecidas como marcadores de
tolerancia a estresses abidticos, como a seca (Hamurcu et al., 2015), desempenham papel
essencial na mitigacdo do desequilibrio entre a formacao e a remocao de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Além disso, podem induzir as plantas a desenvolverem mecanismos
adaptativos, como o acimulo de amino&cidos livres, a exemplo da prolina e da citrulina, esta
altima com importante funcdo na osmoprotecdo, especialmente em melancia, aléem de
acucares soluveis (Gao et al., 2019; Song et al., 2020).

Compreender os processos fisioldgicos envolvidos nos danos causados pelos estresses
abioticos, bem como os mecanismos que permitem as plantas se adaptarem a condicGes
ambientais adversas (Taiz et al., 2017) sdo essenciais para adotar estratégias que reduzam os
impactos negativos sobre a produtividade das culturas agrondmicas. Principalmente, quando
os efeitos sdo distintos ao longo do ciclo de vida do vegetal, cujos impactos verificados em
sementes frequentemente diferem daqueles constatados em plantas em estagio mais avancado
de desenvolvimento, afetando processos como a germinacdo e a formacdo de pléantulas
normais (Azeredo; Paula; Valeri, 2016).

O desenvolvimento de estratégias eficazes para mitigar o estresse abiotico € essencial
para promover a agricultura sustentavel e garantir a seguranca alimentar, especialmente diante
do continuo crescimento da populacdo mundial (Sako; Nguyen; Seki, 2021). Essas estratégias
englobam ampla gama de abordagens, como técnicas de melhoramento genético, preparacgéo e
tratamento de sementes, praticas agrondmicas otimizadas, além da aplicacdo de reguladores
de crescimento vegetal e compostos osmoprotetores (Oladosu et al., 2019; Oyebamiji et al.,
2023; Hassan et al., 2021).

Entre as diversas tecnologias empregadas para mitigar os efeitos dos estresses
abioticos, o uso de atenuadores de estresse em sementes se destaca como alternativa

promissora. Essa abordagem busca aumentar a tolerancia das culturas aos estresses salino e
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hidrico, especialmente nos estagios iniciais de desenvolvimento das plantas, quando sdo mais
suscetiveis (Silva et al., 2019; Guirra et al., 2020).

A preparacdo de sementes destaca-se como um método eficaz, econémico e adequado
para reduzir os impactos dos estresses abidticos, melhorando a germinac&o e as caracteristicas
morfofisioldgicas e bioquimicas das plantas, especialmente na fase de muda (Rhaman et al.,
2021). Esse processo é realizado em trés etapas, iniciando com a imersdo das sementes em
agentes de preparacdo especificos por tempo determinado, o que potencializa seus beneficios
(Biswas et al., 2023).

Dentro das diversas técnicas de preparacdo de sementes, o hidrocondicionamento se
destaca como um tratamento eficaz. Essa técnica consiste na embebigdo controlada das
sementes, suficiente para promover a ativacdo das fases iniciais da germinacédo (fases I e Il),
sem que ocorra a protrusdo da raiz primaria (fase Il1) (Bewley et al., 2013). Os principais
beneficios dessa técnica incluem o aumento da taxa e velocidade de germinacéo, além de
uniformizar o processo de germinacdo, o que contribui para a obtencdo de estande adequado
em campo (Singh et al., 2015).

Além do hidrocondicionamento, o uso de agentes como &cido ascorbico (AAS), acido
salicilico (AS) e acido giberélico (AGs) sdo antioxidantes naturais que, além de protegerem as
plantas contra estresses abioticos como a salinidade, tém seu potencial explorado no priming
de sementes para mitigar os efeitos adversos (El-Hawary; Hashem.; Hasanuzzaman, 2023;
Ellouzi et al., 2023).

O é&cido giberélico estimula a germinacao, além de promover a divisdo e expansdo
celular, contribuindo para o alongamento das raizes primérias e 0 crescimento em
comprimento das plantulas (Zanini et al., 2016). J& o acido salicilico regula diversos
processos fisioldgicos nas plantas, como crescimento, absorcdo de nutrientes, inducédo floral,
absorcdo de nutrientes, fotossintese e fechamento estomatico (Silva et al., 2020). Além disso,
0 acido ascérbico, um antioxidante de baixo peso molecular, elimina EROs nas plantas,
promovendo o0 crescimento e aumentando a tolerancia ao estresse (Akram; Shafiq.; Ashraf,
2017).

A utilizacdo de atenuadores de estresse, como o hidrocondicionamento, &cido
ascorbico, o acido salicilico e o acido giberélico, aplicados em sementes, pode aumentar a
atividade antioxidante e melhorar a tolerancia de cultivares de abobora aos estresses abidticos,
como salinidade e escassez hidrica, resultando em melhor desempenho durante as fases
iniciais de desenvolvimento da planta.

Considerando a relevancia da regido semiarida do Brasil, marcada pela escassez
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hidrica e pela salinizacdo dos solos, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito de
diferentes atenuadores de estresse no pré-tratamento de sementes, incluindo
hidrocondicionamento, acido ascérbico, acido salicilico e acido giberélico, na tolerancia a
estresses abidticos em cultivares de abobora, com foco na melhoria da germinacdo e do
crescimento das plantas. Além disso, busca-se desenvolver estratégias de estudo que possam
viabilizar a selecdo assistida por marcadores bioquimicos e enzimaticos para a manutencao

das plantas em ambientes desfavoraveis.
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CAPITULO 2

2 TOLERANCIA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE CULTIVARES DE
ABOBORA PRE-TRATADAS COM ATENUADORES E EXPOSTAS AO DEFICIT
HIDRICO

RESUMO

As abdboras (Cucurbita spp.) sdo hortalicas de grande relevancia socioeconémica para o
semiarido brasileiro. Contudo, essa regido impde desafios as espécies em decorréncia dos
estresses ambientais que sdo reconhecidos como fatores limitantes durante a germinacédo e o
estabelecimento das plantas em campo. Diante desse contexto, este estudo teve como objetivo
avaliar a toleréncia, a atividade antioxidante e propor estratégias de selecdo assistida por
marcadores em cultivares de abobora, utilizando o pré-tratamento de sementes para superar
limitagBes causadas pelo déficit hidrico. O experimento foi conduzido em duas etapas, ambas
em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 25 sementes. Na etapa I,
utilizou-se o esquema fatorial 3 x 6, combinando trés niveis de déficit hidrico (0,0; -0,15 e -
0,3 MPa de polietilenoglicol - PEG 6000) e seis cultivares de Cucurbita spp., sendo cinco
cultivares de abdbora (Tetsukabuto, Soberana, Kin, Bahiana Tropical e Sergipana) e uma
cultivar do grupo abobrinha (Adele). Na etapa | avaliou-se a germinag&o, indice de velocidade
de germinacdo (IVG), comprimento e massa seca de raiz e parte aérea, aminoacidos livres
totais, prolina, agucares solUveis totais e citrulina. Ao final, os dados foram analisados e
submetidos a analise de cluster para selecdo de duas cultivares, uma sensivel e outra tolerante
ao estresse e analise de variancia comparadas pelo teste Scott-Knott (P < 0,05). Na segunda
etapa adotou-se o esquema fatorial 2 x 6, considerando duas cultivares selecionadas na fase
inicial (uma sensivel e outra tolerante) e a interacdo entre déficit hidrico e atenuadores. Os
tratamentos aplicados foram: T1 = 0,0 MPa (controle); T2 = -0,15 MPa (déficit hidrico); T3 =
-0,15 MPa + hidrocondicionamento (8 horas); T4 = -0,15 MPa + acido giberélico; T5 = -0,15
MPa + acido ascorbico; e T6 = -0,15 MPa + acido salicilico. Na etapa Il, além as mensuracfes
da etapa I, foram quantificados os danos oxidativo pela quantificagdo de peroxido de
hidrogénio e peroxidacao lipidica, além da atividade antioxidante por meio das atividades da
superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase. Os dados da avaliacdo do efeito das
cultivares e dos atenuadores foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados obtidos revelaram que
o déficit hidrico exerceu impacto negativo na germinacdo e vigor, crescimento e massa seca
das plantulas de abébora com diferentes graus de suscetibilidade entre as cultivares avaliadas.
A cultivar Adele apresentou maior germinacgéo (90%) e IVG (13,45), enquanto a Tetsukabuto
obteve 85% de germinacdo e IVG de 10,62. Os tratamentos pré-germinativos com
hidrocondicionamento, acido giberélico, acido ascorbico e acido salicilico mostraram-se
eficazes na mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico sobre a germinacdo e o crescimento inicial
das plantulas. O acido giberélico foi o atenuador mais eficaz, aumentando o comprimento de
raiz em 42,33% e a massa seca em até 311,4% em relacdo ao déficit hidrico isolado. O déficit
hidrico compromete a germinacdo e o crescimento das cultivares de abobora. O tratamento
com &cido giberélico na cultivar Adele destacou-se como estratégia promissora, enquanto 0s
acidos ascorbico e salicilico beneficiaram a Tetsukabuto, reforcando o potencial da selecéo
assistida por marcadores.

Palavras-chave: Cucurbitaceae, enzimas, pré-tratamento, estresse hidrico.



25

2 TOLERANCE AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PUMPKIN CULTIVARS
PRETREATED WITH ATTENUATORS AND EXPOSED TO WATER DEFICIT
ABSTRACT

Pumpkin (Cucurbita spp.) is a vegetable of great socio-economic relevance for the Brazilian
semi-arid region. However, this region presents challenges on the species due to
environmental stresses, which are recognized as limiting factors during seed germination and
plant establishment in the field. In this context, this present study aimed to evaluate the
tolerance, antioxidant activity, and propose marker-assisted selection strategies in pumpkin
cultivars using seed pre-treatment to overcome limitations caused by water deficit. The
experiment was conducted in two stages, both using a completely randomized design, with
four replicates of 25 seeds. In Stage I, a 3 x 6 factorial scheme was used, combining three
levels of water deficit (0.0; -0.15; and -0.3 MPa of polyethylene glycol - PEG 6000) and six
Cucurbita spp. cultivars—five pumpkin cultivars (Tetsukabuto, Soberana, Kin, Bahiana
Tropical, and Sergipana) and one zucchini cultivar (Adele). In Stage I, germination,
germination speed index, shoot and root length, shoot and root dry mass, total free amino
acids, proline, total soluble sugars, and citrulline were evaluated. At the end, the data were
analyzed and subjected to cluster analysis to select two cultivars (one sensitive and one
tolerant to stress) and variance analysis using the Scott-Knott test (P < 0.05). In Stage 11, a 2 x
6 factorial scheme was adopted, considering two cultivars selected from the initial phase (one
sensitive and one tolerant) and the interaction between water stress and attenuators. The
applied treatments were: T1 = 0.0 MPa (control); T2 = -0.15 MPa (water deficit); T3 = -0.15
MPa + hydropriming (8 hours); T4 = -0.15 MPa + gibeberellic acid; T5 = -0.15 MPa +
ascorbic acid; and T6 = -0,15 MPa + salicylic acid. In Stage Il, in addition to the
measurements from Stage I, oxidative damage was assessed through the quantification of
hydrogen peroxide and lipid peroxidation, as well as antioxidant activity by measuring the
activity of superoxide dismutase, catalase, and ascorbate peroxidase. The obtained data were
subjected to variance analysis using the F-test, and means were compared using Tukey’s test
at a 5% probability level to evaluate the effects of cultivars and attenuators. The results
revealed that water deficit had a negative impact on germination, vigor, growth, and seedling
dry mass of pumpkins, with different levels of susceptibility among the evaluated cultivars.
The Adele cultivar showed higher germination (90%) and GSI (13.45), while Tetsukabuto
obtained 85% germination and a GSI of 10.62. Pre-germination treatments with
hydropriming, gibberellic acid, ascorbic acid, and salicylic acid were effective in mitigating
the effects of water deficit on germination and initial seedling growth. Gibberellic acid was
the most effective attenuator, increasing root length by 42.33% and dry mass by up to 311.4%
compared to isolated water stress. Water deficit compromises the germination and growth of
pumpkin cultivars. Treatment with gibberellic acid in the Adele cultivar stood out as a
promising strategy, while ascorbic and salicylic acids benefited the Tetsukabuto cultivar,
reinforcing the potential of marker-assisted selection.

Key words: Cucurbitaceae, enzymes, pre-treatments, water stress.
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2.1  INTRODUCAO

O déficit hidrico é uma das principais limitacbes a produtividade das culturas,
especialmente em areas com recursos hidricos escassos, como as regides aridas e semiaridas
(Seymen et al., 2020). No semiarido brasileiro, mesmo durante a estacdo chuvosa, periodos de
seca sao frequentes e, dependendo de sua intensidade e duracdo, causam danos significativos
as culturas, caracterizando baixa produtividade (Alvala et al., 2019).

A germinacdo das sementes € condicionada por fatores ambientais, como a
disponibilidade de agua, sendo que déficits hidricos durante a semeadura comprometem o
estabelecimento das plantas cultivadas (Saux et al., 2020). E, consequentemente, impactam
negativamente no crescimento, no desenvolvimento das plantas e na producdo de sementes
(Singh et al., 2022).

A producdo da abobora (Cucurbita spp.) é frequentemente limitada pelas condicdes
ambientais desfavoraveis, como o déficit hidrico, que reduz a altura da planta, niUmero de
folhas, peso dos frutos e sementes, além de afetar as caracteristicas fisioldgicas, como
enzimas antioxidantes e pigmentos fotossintéticos (Shahidan et al., 2018; Safahani
Langeroodi et al., 2019; Seymen et al., 2019; Guirra et al., 2020). O comprometimento do
desempenho das plantas ocorre em resposta a superproducao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), resultando em danos na membrana plasmatica (Sun et al., 2020). O aumento da
concentracdo de EROs na célula, incluindo a producdo de peroxido de hidrogénio (H20>), é
uma das principais consequéncias do estresse oxidativo, sendo o H>O, gerado como
subproduto dos processos metabdlicos respiratorio e fotossintético nas plantas (Kar, 2020).

Diante desses desafios, as plantas desenvolvem diferentes mecanismos para evitar a
seca e se adaptar ao déficit hidrico. Mudancas morfoldgicas, bioquimicas, fisiologicas e
moleculares tém sido estudadas em diferentes espécies de plantas (Melo-Sabogal; Contreras-
Medina, 2024). Dentre essas estratégias, o acumulo de osmorreguladores como prolina,
acucares, glicina betaina e proteinas foram identificados e sdo muito importantes por
desempenharem papel crucial na adaptacéo ao estresse hidrico (Sytar et al., 2019).

Para potencializar as respostas naturais das plantas, o uso de agentes mitigadores dos
efeitos prejudiciais do déficit hidrico representa uma alternativa promissora, especialmente
durante a germinacéo e o desenvolvimento inicial das plantulas (Carvalho et al., 2023). Nesse
contexto, fitohormonios e osmoprotetores desempenham papel crucial no controle dos
processos de adaptacdo das plantas a condi¢Ges de estresse abidtico, contribuindo, inclusive,
para 0 aumento da tolerancia a seca (Hussain et al., 2018).

Entre as estratégias de mitigacdo do déficit hidrico, os tratamentos de pré-germinacéao
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com hidrocondicionamento, acido giberélico e acido salicilico destacam-se por melhorar o
desempenho fisiolégico das sementes (Carvalho et al., 2023). Além disso, 0 acido ascérbico
(AAS) desempenha papel fundamental como o antioxidante mais abundante nas plantas,
neutralizando diversas espécies reativas de oxigénio (ROS) (Mishra; Sharma; Srivastava,
2024).

Dessa forma, acredita-se que o pré-tratamento de sementes de abdbora com
atenuadores, como hidrocondicionamento, acido giberélico, acido salicilico e acido ascorbico,
associado a identificacdo de marcadores relacionados a tolerancia ao déficit hidrico, possa
melhorar a capacidade adaptativa das plantas, promovendo maior atividade antioxidante e
mitigando os danos causados pelo déficit hidrico. Assim, objetivou-se avaliar a tolerancia, a
atividade antioxidante e propor estratégias de selecdo assistida por marcadores em cultivares
de abobora por meio do pré-tratamento de sementes visando superar limitacdes impostas por

condic@es de déficit hidrico.

2.2  MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Anélise de Sementes (LAS), vinculado ao
Departamento de Ciéncias Agronémicas e Florestais (DCAF) da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré, RN (5°11” S ¢ 37°20° W, e 18 m altitude).

O experimento foi estruturado em duas etapas. Na primeira, buscou-se a partir de seis
cultivares, selecionar duas, uma sensivel e outra tolerante ao deficit hidrico, além de definir o
nivel adequado de déficit a ser aplicado na segunda fase. A segunda etapa consistiu na analise
do sistema de defesa enzimatico da espécie, com sementes submetidas a pré-tratamentos com
atenuadores e posteriormente expostas a condi¢fes de déficit hidrico. As sementes utilizadas

no estudo foram adquiridas das empresas Sakata e Top Seed.

2.2.1 Etapa |

As sementes de seis cultivares de abdbora (Tetsukabuto, Soberana, Kin, Bahiana
Tropical, Sergipana e Adele) foram inicialmente submetidas a determinacdo do teor de dgua
pelo método de estufa a temperatura de 105 + 3 °C por 24 horas (Brasil, 2009). Para tanto,
foram utilizadas duas amostras de 4,5 + 0,5 g. A quantidade de &gua foi determinada a partir
da massa Umida e expressa em porcentagem.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 6,
com quatro repeticdes de 25 sementes cada. O primeiro fator foi composto por trés niveis de

potencial osmotico referente ao déficit hidrico (0,0; -0,15; -0,3 MPa), enquanto o segundo
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fator correspondeu as seis cultivares de abobora.

As sementes de abdboras foram semeadas sobre duas folhas e cobertas por uma
terceira folha de papel toalha para germinacéo, previamente umedecidos com agua destilada
(0,0 MPa — controle) e solucbes de polietilenoglicol (PEG 6000) para simular o déficit
hidrico, com potenciais osméticos de -0,15 e -0,3 MPa (Villela et al., 1991). A quantidade de
solucdo utilizada foi equivalente a duas vezes a massa seca do papel (Brasil, 2009).
Seguidamente, as folhas de papel foram organizadas na forma de rolo de papel,
acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em cAmara de germinacdo a 25 °C, com 8 horas
de fotoperiodo.

As variaveis analisadas foram as seguintes:

a) Primeira contagem de germinacdo (PCG): realizada ao quarto dia apds a semeadura,
foram contabilizadas plantulas com a radicula desenvolvidos.

b) Germinacdo (G): correspondente a porcentagem de sementes germinadas aos oito
dias ap6s a semeadura (Brasil, 2009).

¢) Indice de velocidade de germinacdo (IVG): realizado em conjunto ao teste de
germinacao, com contagens diarias do numero de sementes germinadas até o oitavo dia apos a
instalacdo do teste. De posse desses dados, determinou-se o IVG de acordo com metodologia
proposta por Maguire (1962).

d) Comprimento da parte aérea (CPA) e da raiz (CR) das plantulas: ao término do teste
de germinacédo, dez plantulas normais foram selecionadas aleatoriamente e 0 comprimento da
parte aérea (medido do colo ao apice da plantula) e da raiz primaria (medida da base do colo a
extremidade da raiz) foram mensurados com auxilio de uma régua graduada em
centimetros/plantulas.

e) Massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) das plantulas: apds a
mensuracao do comprimento, as plantulas foram cortadas, acondicionadas em sacos de papel
kraft e secadas em estufa com circulacdo de ar forcado a 65 °C. Ap6s a secagem, as plantulas
foram pesadas em balanca de precisdo (0,0001 g) e os resultados expressos em mg/plantula.

Para a preparacdo do extrato das analises bioquimicas, as plantulas de abobora foram
coletadas e armazenadas em tubos Falcon e durante a extracdo, a massa fresca das plantulas
foi macerada em nitrogénio liquido (-196 °C). Apés a maceragdo, pesou-se 0,2 g de amostra
em trés repeticobes e o material foi colocado em tubos hermeticamente fechados.
Posteriormente, adicionou-se 1 mL de alcool 60% e os tubos foram incubados em banho-
maria a 60 °C por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por

10 minutos a temperatura de 4 °C, repetindo o procedimento trés vezes. No final, coletou-se o
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sobrenadante para a determinacdo das seguintes variaveis:

a) Aculcares sollveis totais (AST): quantificados pelo método da antrona (Yemm &
Willis, 1954), utilizando a curva padrdo de glicose, com os resultados expressos em mg de
glicose/g™ de massa fresca.

b) Aminoé&cidos livres totais (ALT): determinado pelo método da ninhidrina &cida
(Yemm; Cocking; Ricketts, 1955), com base em curva padrdo de glicina, e os resultados
expressos em umol mg de glicina/g™ de massa fresca.

c) Prolina livre (PL): determinada pelo método descrito por Bates et al. (1973), sendo
os resultados expressos em pmol prolina/g™ de massa fresca.

d) Citrulina (CT): determinada pelo método fotométrico e os resultados expressos em
umol citrulina. mL™ (Knipp & Vasak, 2000).

2.2.2 Etapa Il

A acdo dos agentes atenuadores de déficit hidrico sobre as cultivares tolerante e
sensivel de abdbora, selecionados na primeira fase, foram avaliadas nessa etapa. Os
atenuadores utilizados foram o hidrocondicionamento e os acidos giberélico, salicilico e
ascorbico.

Para identificar o periodo de hidratagdo das sementes nos atenuadores, foi necessario
determinar o tempo de embebicdo de cada cultivar. Para isso, foram pesadas em balanga
analitica digital (0,001 g) duas repeticdes de 50 sementes (Brasil, 2009). As sementes foram
pesadas e apos cada intervalo de tempo pré-determinado, até a emissao da raiz primaria. A
embebicdo das sementes de abdbora foi realizada em trés folhas de papel do tipo germitest de
germinacdo umedecidos com &gua destilada duas vezes o peso seco do papel e mantidas em
cameras de germinacao a 25 °C e sem fotoperiodo. O periodo de hidratacdo foi monitorado o
suficiente para que a semente absorvesse 0 atenuador, mas sem que Ocorresse a protrusao
radicular. Assim, determinou-se o periodo de 8 h de hidrocondicionamento, tempo necessario
para gque as sementes completassem a fase 1 da germinacdo (Figura S1).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 6,
sendo o primeiro fator correspondente as duas cultivares Tetsukabuto (sensivel) e Adele
(tolerante) e o segundo fator composto pelas diferentes combinacdes entre o déficit hidrico e o
pré-tratamento das sementes com os atenuadores de estresses T1 = 0,0 MPa = controle; T2 = -
0,15 MPa = déficit hidrico; T3 =-0,15 MPa + hidrocondicionamento; T4 = -0,15 MPa + acido
giberélico (50 mg/L); T5 = -0,15 MPa + &cido ascorbico (50 mg/L) e T6 = -0,15 MPa + &cido
salicilico (50 mg/L).
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O periodo de absorcédo e a concentracdo de cada atenuador foram definidos com base
na curva de embebicdo e testes preliminares. Para todos atenuadores, exceto
hidrocondicionamento, utilizou-se 50 mg/L (Guirra et al., 2022). Depois do preparo das
solucdes, as sementes foram embebidas por 8 h, tempo suficiente para alcangar ganho
significativo de agua, conforme verificado na curva de embebicdo (Figura S1). ApGs esse
periodo, as sementes foram postas para germinar em substrato de papel toalha, umedecido
com solucdo de polietilenoglicol (PEG 6000) em concentracédo de -0,15 MPa.

Na etapa IlI, além dos testes realizados na primeira, foi incluida a avaliacdo do
complexo enzimatico das plantulas. Apos as medi¢des biométricas, as plantulas normais de
cada repeticdo foram coletadas e utilizadas para a obtencdo dos extratos proteicos.

A extracdo de proteinas seguiu, com adaptacGes, o protocolo descrito por Azevedo et
al. (1998). O material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido até se tornar um po fino,
sendo entdo adicionado 20% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). As amostras foram
combinadas na propor¢do de 1 grama de material fresco para 3 mL de tampdo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5), suplementado com EDTA 1 mM (&cido etilenodiaminotetracético)
e DTT 3 mM (ditiotreitol). Os extratos obtidos foram centrifugados a 10.000 rpm por 30
minutos a 4 °C. O sobrenadante, mantido constantemente em gelo, foi transferido para tubos
Eppendorf, fracionado em aliquotas e armazenado a -35 °C até a realizagdo dos ensaios
enzimaticos.

Seguidamente a coleta dos extratos, foram feitos os seguintes procedimentos:

a) Quantificacao de proteinas: realizada conforme a metodologia de Bradford (1976),
utilizando albumina bovina (BSA) como padréo. Os valores foram obtidos a partir da curva
padrdo de concentragcdes conhecidas de BSA, gerada por regressao linear. Apos a construcao
da curva, as amostras foram analisadas. Pipetou-se 20 puL de extrato vegetal, seguido da
adicdo de 1 mL do reagente de Bradford. As amostras foram mantidas em incubacao por
cinco minutos a temperatura ambiente, antes da leitura em espectrofotémetro a 595 nm. O
conteudo proteico da amostra foi determinado em mg de proteina por grama de mateéria fresca.

b) Atividade da catalase (CAT): seguiu-se a metodologia proposta por Azevedo et al.
(1998) com modificacBes. A reagdo foi realizada em solugdo contendo 1390 pulL de tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), sendo adicionado 50 pL de extrato vegetal ¢ por fim, 60
uL de peroxido de hidrogénio (H202) na concentragdo de 35%. A atividade foi determinada
seguindo a decomposi¢do do H20, por 60 segundos, através das alteracBes a 240 nm, sob
temperatura de 25°C, em espectrofotdmetro e os resultados foram expressos em pmol/min/mg

de proteina, considerando uma unidade de catalase decompde 1 pmol de H20, por mg de
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proteina em 1 minuto a pH 7,5 (Havir; Mchale, 1987).

c) Atividade de ascorbato peroxidase (APX): determinada seguindo o protocolo
descrito por Nakano e Asada (1981). As leituras foram realizadas a 290 nm, com intervalos de
um minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM cm™ em cubetas de quartzo.
A reacdo foi conduzida em um volume total de 1 mL, contendo 600 pL de tampao fosfato de
potassio 80 mM (pH 7,0), 100 pL de ascorbato 5 mM, 100 uL de EDTA, 100 pL de H20: e
100 pL do extrato proteico. Os resultados foram expressos em pmol de produto formado por
minuto por mg de proteina.

d) Atividade da superdxido dismutase (SOD): avaliada de acordo com a metodologia
de Gianopolitis e Ries (1977), utilizando um banho de luz branca (ldmpada fluorescente de 15
W) por cinco minutos. Aliquotas de 50 puL do extrato foram transferidas para o meio de
reacao contendo 85 mM de tampao fosfato de sodio (pH 7,8), 780 uL. de metionina (13 mM),
30 uL de EDTA (0,1 mM) e 225 uL. de NBT (75 mM). A reag¢do comega com a adi¢do de 150
pL de riboflavina (5 puM) e sua exposicdo a luz. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 560 nm e os resultados expressos em unidades de atividade por mg de
proteina (U SOD/mg de proteina).

Para as analises de peroxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica (MDA), o0 extrato
bruto foi preparado utilizando 200 mg de matéria fresca por repeticdo. A amostra foi
desintegrada em nitrogénio liquido (-196 °C) e macerada em 2 mL de acido tricloroacético
(TCA 0,1%) com cerca de 20% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) por um minuto. Apos
homogeneizacao, o extrato foi transferido para tubos Eppendorf e centrifugado a 10.000 rpm,
a4 °C, por cinco minutos. Apo6s a coleta dos extratos, realizou-se as seguintes avaliagdes:

a) Peroxido de hidrogénio (H202): a quantificagdo do peroxido de hidrogénio (H20:)
foi realizada conforme o método de Alexieva et al. (2001), usando iodeto de potassio e
realizando a leitura em espectrofotdmetro a 390 nm, e os resultados expressos em uMol de
Hz0: por grama de matéria fresca.

b) Peroxidacdo lipidica (MDA): avaliada seguindo o método de Heath e Packer
(1968), baseado na producdo de malondialdeido (MDA), um metabdlito que reage com o
acido 2-tiobarbitirico (TBA). As leituras foram realizadas em espectrofotdémetro nos
comprimentos de onda de 535 e 600 nm e os resultados expressos em pmol de MDA por

grama de matéria fresca.

2.2.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos 8 ANOVA e, as méedias comparadas pelo teste Scott-Knott
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(p £ 0,05) de probabilidade para avaliar os efeitos das cultivares submetidas aos potenciais
osmoticos na fase I. Em seguida, os dados foram submetidos a anélise de cluster por método
hierarquico, Ward’s Minimum Variance, utilizando-se da Distancia Euclidiana, como medida
de dissimilaridade por meio do software livre para andlise estatistica univariada e
multivariada PAST 4. Para avaliacdo do efeito dos atenuadores, os dados foram submetidos a
ANOVA e, as médias, comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) de probabilidade. A analise
estatistica foi realizada por meio do software Sistema de Analise de Variancia — SISVAR®
(Ferreira, 2019).

2.3  RESULTADOS

2.3.1 Etapall

De acordo com a analise da variancia verifica-se interacdo (p < 0,01) entre os fatores
(cultivares x niveis de déficit hidrico) para a primeira contagem, indice de velocidade de
germinagdo, comprimento da parte aérea, comprimento da raiz, massa seca da parte aerea e
massa seca da raiz. Efeito isolado entre as cultivares e 0s potenciais osmoéticos aconteceu para
germinacao (p < 0,05) (Tabela 1). Os resultados demonstraram comportamento distinto entre

as cultivares e sob condicGes de restrigcdo hidrica.

Tabela 1. Resumo da anélise de variancia para a primeira contagem de germinacdo (PCG),
germinacdo (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento da raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz
(MSR) de cultivares de Cucurbita spp. em funcéo do déficit hidrico.

Quadrado médio

Fontes de
varlagao PCG G IVG CPA CR MSPA MSR
(%) (%) - (cm/plantulas) (mg/plantulas)

Cu It Ivares *%k * *%* *%* *% ** *%*
(Cult) 1044,08 124,08 25,36 3,47 17,47 0,000030 0,000091
Déficit

L 52656,2** 181,55*  40,75** 157,22** 1,84ns 0,0098** 0,000414**

hidrico (DH)

Cult. x DH 427,95%* 68,48ns 2,98** 1,43** 7,18** 0,000019** 0,000058**

CV (%) 16,4 7,1 6,15 15,27 11,46 12,94 13,25
" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

coeficiente de variag&o.

Nas condi¢des de déficit hidrico verificou-se reducdo na primeira contagem de
germinacdo (PCG) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) para todas as cultivares.
Porem, no nivel de -0,15 MPa a cv. Adele obteve maior percentual de sementes germinadas,

na primeira contagem (PCG) com 52% e maior indice de velocidade de germinacéo (11,36)
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(Tabela 2). As cultivares Soberana e Kin ndo apresentaram raiz primaria na primeira
contagem de germinacdo aos quatro dias, o que afetou o indice de velocidade de germinacéo,

mas ndo a porcentagem de germinacao ao final do experimento (Tabela 2).

Tabela 2. Médias da primeira contagem de germinacdo (PCG) e indice de velocidade de
germinacdo (IVG) de cultivares de Cucurbita spp. em funcao do déficit hidrico.

) PCG (%) IVG

Cultivares

0,0MPa -0,15MPa -0,3MPa 0,0MPa  -0,15MPa  -0,3 MPa

Tetsukabuto 84 bA 2 bB 1bB 8,88 CA 7,65 bB 5,79dC

Soberana 93 aA 0bB 0bB 10,13 bA 7,52 bB 6,51 cC

Kin 87 bA 0bB 0bB 10,55 bA 7,15 bB 5,46 dC

Adele 93 aA 52 aB 10aC 11,94 aA 11,36 aA 10,57 aB

Bahiana Tropical 79 bA 3bB 0 bB 8,48 cA 7,63 bB 7,68 bB

Sergipana 84 bA 2 bB 0 bB 8,54 cA 7,50 bB 7,03 bB

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma letra maidscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Analisando os efeitos isolados da germinacéo, verifica-se que no potencial osmético
0,0 MPa (auséncia de déficit hidrico) esta variavel obteve valor superior a 90% e nao diferiu
estatisticamente do potencial -0,15 MPa (Figura 1A). Contudo, sob o déficit hidrico mais
severo (-0,3 MPa), a germinacéo ficou abaixo de 90%, diferindo estatisticamente dos demais
niveis. Esses resultados sugerem que a germinacéo de abdbora é afetada negativamente com o

incremento da restrigdo hidrica.
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Figura 1. Germinacdo de sementes de Cucurbita spp. em fungdo de diferentes niveis de
déficit hidrico (A) e cultivares (B). C1 = Tetsukabuto; C2 = Soberana; C3 = Kin; C4 = Adele;
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C5 = Bahiana Tropical, C6 = Sergipana. Médias seguidas pela mesma letra minuscula
(cultivares) e maiuscula (potencial osmotico) ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

Para as cultivares, constata-se variacao significativa em relagdo a germinacédo (Figura
1B). As cultivares C2 (Soberana), C4 (Adele) e C5 (Bahiana Tropical) obtiveram as maiores
porcentagens de germinacgéo (superior a 93%). Por outro lado, as cultivares C1 (Tetsukabuto),
C3 (Kin) e C6 (Sergipana) resultaram com germinacéo significativamente inferior e abaixo de
93%. Esses resultados indicam que as cultivares Soberana, Adele e Bahiana Tropical tiveram
melhor desempenho de germinacdo quando comparadas as demais.

Em relacdo ao crescimento inicial das plantulas, verifica-se que os niveis de déficit
hidrico reduziram o comprimento da parte aérea (CPA) e radicular (CR) (Tabela 3). Para
CPA, verifica-se que a partir do nivel -0,15 MPa houve reducdo mais expressiva para as
cultivares Soberana e Kin, correspondendo a 88,8 e 80,6%, respectivamente. No nivel -0,15
MPa, apesar da cultivar Soberana ter obtido menor CR, ndo diferiu da Tetsukabuto. O
aumento dos niveis de déficit hidrico ndo afetou o CR das cultivares de abdbora, exceto para a
cultivar Kin (Tabela 3).

Tabela 3. Médias do comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento da raiz (CR), de
cultivares de Cucurbita spp. em fungdo do déficit hidrico.

] CPA (cm/plantulas) CR (cm/plantulas)

Cultivares

0,0 MPa -0,15MPa -0,3MPa 0,0 MPa -0,15MPa -0,3 MPa

Tetsukabuto 4,82 cA 1,17 aB 0,57aC  11,03aA 10,72cA 11,86aA

Soberana 5,60 bA 0,63 bB 0,61 aB 11,51aA 9,13cA  10,55bA

Kin 3,81dA 0,74 bB 0,41 aB 10,10aB  12,32bA  8,97hbB

Adele 7,29 aA 1,53 aB 0,93aC 1156aB 14,97aA 13,59 aA

Bahiana Tropical 5,68 bA 1,72 aB 0,79aC  12,64aA 11,64bA 13,61aA

Sergipana 4,97 cA 1,47 aB 0,88aC 10,96 aA 12,21 bA 12,07 aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A massa seca das plantulas foi reduzida com o aumento dos niveis de déficit hidrico.
A cultivar Soberana e Bahiana Tropical obtiveram os menores resultados para esta variavel,
com 80,5 e 51%, respectivamente, enquanto as demais cultivares ndo diferiram
estatisticamente para o nivel de -0,15 MPa (Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos
para a massa seca da raiz (MSR) em ambas cultivares no mesmo nivel de déficit hidrico (-
0,15 MPa). Por outro lado, a cultivar Sergipana manteve a MSR com o0 aumento dos niveis de
déficit hidrico (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias da massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR)
(mg/pléntulas), de cultivares de Cucurbita spp. em funcdo do déficit hidrico.

MSPA (mg/plantulas) MSR (mg/plantulas)
Cultivares

0,0MPa -0,05MPa -0,3MPa 0,0MPa -0,15MPa -0,3 MPa

Tetsukabuto 0,017bA 0,0071aB 0,0047aC 0,015cA 0,011bB 0,0050 bC
Soberana 0,020aA 0,0039bB 0,0050aB 0,019bA 0,0058cC 0,011 aB
Kin 0,016 bA  0,0067aB 0,0025bC 0,023aA 0,018aB  0,0066 bC

Adele 0,018 bA 0,0069aB 0,0060aC 0,015cA 0,011bB 0,0066 bC
Bahiana Tropical 0,010cA 0,0049bB 0,0029bC 0,010dA 0,0069cB 0,0069 bB
Sergipana 0,012cA 0,0059aB 0,0039aC 0,010dA 0,010bA  0,0093 aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Conforme a analise de variancia, constatou-se interacdo (p < 0,01) entre os fatores
cultivares e niveis de déficit hidrico para as variaveis agucares solUveis totais, aminoacidos

livres totais, prolina livre e citrulina livre (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da anélise de variancia para agucares sollveis totais (AST), aminoacidos
livres totais (ALT), prolina livre (PL) e citrulina livre (CL) de cultivares de Cucurbita spp. em
fungdo do déficit hidrico.

Fontes de Quadrado médio
variagao AST ALT PL CL
(mg/g MF) (nmol/g MF) (umol/mL?)
C‘(Jg:]"li‘r)es 354.5702%* 0,006158** 0,000067** 0,000003**
Déﬁc(ggi)d”co 1810.9249** 0,037711%* 0,000312%* 0,000039**
Cult. x DH 105.3964** 0,006455** 0,000008** 0,000002**
CV (%) 14,49 16,89 11,89 9,31

" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV
coeficiente de variag&o.

A partir das analises bioquimicas, verificou-se que o conteido de acUcares variou entre
os tratamentos de diferentes cultivares e niveis de potencial hidrico. A medida que o déficit
hidrico aumentou (-0,3 MPa), constatou-se aumento significativo de 126,3%, 190,2% e
895,1% no teor de agUcares para as cultivares Tetsukabuto, Soberana e Bahiana Tropical, em

relacdo ao controle, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Médias de acUcares sollveis totais (AST) e aminoécidos livres totais (ALT), de
cultivares de Cucurbita spp. em funcdo do déficit hidrico.

AST (mg/g MF) ALT (pmol/g MF)

Cultivares
0,0 MPa -0,15 MPa -0,3 MPa 0,0 MPa -0,15MPa -0,3 MPa
Tetsukabuto 11,8733aC 22,1799aB 26,8706 bA 0,1257aB 0,1283cB 0,1739 aA
Soberana 15,0686 aC  22,3177aB  43,7434aA 0,0570cC 0,2221aA 0,0979 cB
Kin 11,2843 aC 15,9826 bB 21,9433 cA 0,0898 bA 0,1042 dA 0,0745 cA
Adele 6,8649 bC  16,4262bB 22,1952 cA 0,0489cB 0,1643 bA 0,1386 bA
Bahiana Tropical 2,6549cC 15,5667 bB 26,3706 bA 0,0313cC 0,1725bA 0,0979 cB
Sergipana 2,4700cC 19,5464 aA 12,6888dB 0,0581cB 0,0935dA 0,0994 cA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em relacdo aos aminoécidos, maiores concentragdes foram obtidas para a cv. Soberana
no nivel de -0,15 MPa, seguido da Adele (Tabela 6). O contetudo de prolina, um importante
indicador de resposta ao déficit hidrico, foi superior no nivel de -0,3 MPa, nas cultivares
Tetsukabuto e Soberana, indicando forte resposta adaptativa (Tabela 7). Maiores
concentragOes de citrulina foram identificadas na cv. Adele, seguido da cv. Tetsukabuto no
mesmo nivel de -0,3 MPa (Tabela 7).

Tabela 7. Médias de prolina livre (PL) e citrulina livre (CL), de cultivares de Cucurbita spp.
em funcéo do déficit hidrico.

] PL (umol/g MF) CL (umol/mL™?)

Cultivares

0,0 MPa -0,15MPa -0,3MPa 0,0 MPa -0,15 MPa -0,3 MPa

Tetsukabuto 0,0059 aC 0,0106 bB 0,0138 aA 0,0018 bC 0,0034 bB 0,0049 bA

Soberana 0,0026 cB 0,0120 aA 0,0122 bA 0,0016 bC 0,0051 aA 0,0042 cB

Kin 0,0041 bC 0,0080cB 0,0109 cA 0,0018 bC 0,0034 bB 0,0039 cA

Adele 0,0010 cC 0,0052eB 0,0079 dA 0,0019 bB 0,0053 aA 0,0054 aA

Bahiana Tropical 0,0017 cB 0,0065 dA 0,0077 dA 0,0020 bB 0,0035 bA 0,0035dA

Sergipana 0,0014 cC 0,0069 dA 0,0053eB 0,0026 aB 0,0037 bA 0,0036 dB

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma letra maidscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Com base na analise de agrupamento (Figura 2), utilizou-se a Distancia Euclidiana
para a medida de dissimilaridade de 30% entre as combinacdes de cultivares de abobora (C) e
niveis de potencial osmético (N). O primeiro grupo (Grupo I) foi composto pelas cultivares
submetidas ao nivel de potencial osmotico 0,0 MPa. Este grupo reflete as condi¢bes de
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controle (auséncia de déficit hidrico), e sugere que, nesse cenario, as seis cultivares tiveram

respostas fisioldgicas e bioquimicas bastante semelhantes.
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Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade dos grupos formados pela combinacéo de niveis
de restricdo hidrica (N) e cultivares (C) de Cucurbita spp. NO = Controle; N1 = -0,15 MPa;
C1 = Tetsukabuto; C2 = Soberana; C3 = Kin; C4 = Adele; C5 = Bahiana Tropical; C6 =
Sergipana.

Os grupos I, 111 e IV foram formados por seis cultivares avaliadas em condigdes de
déficit hidrico (-0,15 MPa). A formacéo do agrupamento Il indica que a cultivar Adele obteve
melhor resposta fisioldgica, podendo estar relacionada a adaptacGes especificas desta cultivar
a condicdes de deficit hidrico leve (-0,15 MPa), como maior taxa de germinacéo e acumulo de
solutos para o ajuste osmotico (Figura 2).

O grupo IV incluiu as cultivares mais sensiveis ao déficit hidrico, destacando a
Tetsukabuto como a mais afetada (Figura 2). A separacao dessa cultivar em um grupo distinto
indicou resposta divergente ao déficit hidrico moderado em comparacgéo ao grupo I. Com base
nesses resultados, o nivel de restricdo hidrica de -0,15 MPa foi selecionado para ser utilizado
na segunda fase do estudo, alem das cultivares Adele e Tetsukabuto que foram selecionadas

como a mais tolerante e sensivel a restri¢cao hidrica, respectivamente.

2.3.2 Etapa Il
A andlise de varidncia nota-se interacdo entre os fatores somente para primeira

contagem de germinagdo — PCG, comprimento da parte aérea — CPA, massa seca da parte
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aerea — MSPA e massa seca da raiz — MSR a 1% de significancia e comprimento da raiz - CR
a 5%. Contudo, revelou efeito isolado dos fatores para germinacédo - G e indice de velocidade

de germinacdo — IVG a 1% de significancia (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo da andlise de variancia para a primeira contagem de germinacdo (PCG),
germinacdo (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento da raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz
(MSR) de cultivares de Cucurbita spp. em fungéo dos tratamentos com atenuadores.

Fontes de Quadrado médio
varagao PCG G IVG CPA CR MSPA MSR
(%) (%) - (cm/plantulas) (mg/plantulas)
Cultivares 1900 75%% 379 6875** 06,333333** 0,200208ns  3,100833 1 % 199,104533%*
(Cult) , , , , ns 3, ns  61,653333 99,104533
Tratamento 708 opax  1177375% 23407333%% 12,276708** 17,050833%* 149,183500%% 69,494228 **
atenuadores(TA)

Cult. x TA 1140,25** 16,6375ns  1,458333ns  0,348708**  4,657833*  8,222833**  34,946928**

CV (%) 9,35 511 6,39 11,05 10,5 9,8 15,35
" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

coeficiente de variag&o.

Comparando o efeito isolado para os tratamentos pré-germinativos e déficit hidrico,
nota-se que o uso de &cido salicilico (AS) e &cido giberélico (AGs) resultaram em
porcentagens de germinacdo semelhantes ao controle, indicando que estes atenuadores
mantiveram a viabilidade germinativa das sementes sob déficit hidrico de -0,15 MPa (Figura
3A). A cultivar Adele obteve porcentagem significativamente maior, com 6,63% de
germinacao a mais em comparacgdo com a cultivar Tetsukabuto (Figura 3B).
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Figura 3. Germinacédo (A/B), indice de velocidade de germinacdo (C/D) e primeira contagem
de germinagdo (E) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas aos tratamentos pre-
germinativos e déficit hidrico. Controle; déficit hidrico (DH); déficit hidrico +
hidrocondicionamento (H:0); déficit hidrico + acido giberélico (AGs); déficit hidrico + acido
ascorbico (AAS); déficit hidrico + &cido salicilico (AS). Médias seguidas pela mesma letra
minuscula (cultivares) e maitscula (tratamentos pré-germinativos) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

Quanto ao indice de velocidade de germinacdo (IVG), entre os tratamentos pré-
germinativos, o acido giberélico (AGs) resultou em valores mais elevados de IVG (13,52),
mas ndo diferiu estatisticamente dos obtidos pelos acidos ascorbico (12,55) e salicilico
(13,51) (Figura 3C). Comparando a média obtida do IVG dos &cidos ascérbico e salicilico ao
controle e déficit hidrico, percebe-se a eficiéncia em acelerar o processo germinativo sob
essas condicdes, com aumentos de 10,33% e 46,73%, respectivamente. Entre as cultivares, a
Adele destacou-se com aumento significativo de 26,64% em relacdo a Tetsukabuto (Figura
3D).
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Houve interacdo significativa entre os fatores, variedades e tratamentos pré-
germinativos, para a primeira contagem de germinacdo. O déficit hidrico sem o0 uso de
atenuadores (DH) reduziu significativamente a primeira contagem de germinacdo (PCG) em
100% e 41,01% em comparagdo ao controle para ambas as cultivares, Tetsukabuto e Adele,
respectivamente. Com a aplicacdo dos atenuadores, verificou-se melhora na PCG. O
tratamento com &cido ascorbico (ASS) e acido salicilico (AS) elevaram a PCG a niveis
semelhantes ao controle. O hidrocondionamento (H.O) e &cido giberélico (AGs) também
resultaram em efeito positivo, para ambas as cultivares quando comparada ao déficit hidrico.
Havendo melhor destaque para Adele, com aumento de 66,6% e 78,09% ao ser comparado
com déficit hidrico (Figura 3E).

Na Figura 4A, constata-se que o déficit hidrico (-0,15 MPa de PEG 6000) reduziu
significativamente o comprimento da parte aérea em ambas as cultivares, com reducdes de
cerca de 73,48% para Tetsukabuto e 69,18% para Adele em comparacgéo ao controle. Entre 0s
tratamentos com atenuadores, o &cido salicilico (AS) a 50 mg se destacou ao aumentar o
comprimento da parte aérea em aproximadamente 71,92% e o hidrocondicionamento (H20)
elevou em cerca de 51,57% em relacdo ao estresse sem atenuadores (DH). O acido giberélico

(AGs) e 0 ascorbico (AAS) também promoveram ganhos, mas de forma menos expressiva.
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Figura 4. Comprimento de parte aérea (A) e raiz (B) de cultivares de Cucurbita spp.
submetidas aos tratamentos pré-germinativos e déficit hidrico. Controle; déficit hidrico (DH);
déficit hidrico + hidrocondicionamento (H20); déficit hidrico + 4cido giberélico (AGs); déficit
hidrico + acido ascorbico (AAS); déficit hidrico + acido salicilico (AS). Médias seguidas pela
mesma letra minuscula (cultivares) e maidscula (tratamentos pré-germinativos) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.
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O comprimento da raiz foi menos afetado pelo déficit hidrico em comparagdo com a
parte aérea, com reducdo média de 18,79% para ambas as cultivares em relacdo ao controle
(Figura 4B). Contudo, o uso dos atenuadores em condicdes de déficit hidrico proporcionou
melhor desempenho do crescimento radicular. As aplicacdes de acido giberélico (AGs) e
hidrocondicionamento (H20) aumentaram em média 42,33% e 32,83%, respectivamente, o
comprimento da raiz em comparagdo com os valores do DH, enquanto o AAS e 0 AS
resultaram em efeito positivo moderado em relacdo ao crescimento radicular. Nota-se, no
entanto, comportamento distinto dessas duas cultivares em funcao dos respectivos tratamentos
pré-germinativos (AAS e AS). As melhores respostas obtidas foram verificadas para a
Tetsukabuto, com incremento de 17,52% e 10,28% do CR em relagdo a Adele.

Para a massa seca da parte aérea (Figura 5A), verificou-se que as cultivares
Tetsukabuto e Adele tiveram reducéo significativa sob déficit hidrico em relacdo ao controle,
com diminui¢bes de aproximadamente 61,46% e 68,87%, respectivamente. Em relacdo aos
tratamentos com atenuadores sob estresse, o hidrocondicionamento e os acidos (giberélico,
ascorbico e salicilico) promoveram recuperacdo parcial na massa seca da parte aérea. Para a
cultivar Tetsukabuto, o tratamento com &cido salicilico aumentou a massa seca em
aproximadamente 39,16% em comparacdo ao déficit hidrico sem atenuadores. Para a cultivar

Adele, o &cido salicilico resultou em aumento muito maior, 122,22%.
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Figura 5. Massa seca da parte aérea (A) e massa seca da raiz (B) de cultivares de Cucurbita
spp. submetidas aos tratamentos pré-germinativos e déficit hidrico. Controle; déficit hidrico
(DH); déficit hidrico + hidrocondicionamento (H20); déficit hidrico + acido giberélico (AGs);
déficit hidrico + acido ascorbico (AAS); déficit hidrico + acido salicilico (AS). Médias
seguidas pela mesma letra minuscula (cultivares) e maiuscula (tratamentos pré-germinativos)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.
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O déficit hidrico causou reducdo de 78,69% na massa seca da raiz da cultivar Adele
em relacdo ao controle (Figura 5B). Entre os tratamentos com atenuadores, 0 &cido giberélico
foi o mais eficaz para a cultivar Adele, resultando em aumento de 311,4% de massa seca da
raiz em comparagdo ao déficit hidrico isolado. Para a cultivar Tetsukabuto, os acidos
giberélico e salicilico destacaram-se entre os tratamentos, promovendo aumento da massa
seca da raiz em 61,33% e 24,40%, respetivamente.

Conforme a analise de variancia, constatou-se interacdo (p < 0,01) entre os fatores
cultivares e tratamentos com atenuadores para as variaveis acUcares solUveis totais,

aminoacidos livres totais, prolina livre e citrulina livre (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia para a primeira contagem de agucares sollveis
totais (AST), aminodacidos livres totais (ALT), prolina livre (PL) e citrulina livre (CL) de
cultivares de Cucurbita spp. em fungédo dos tratamentos com atenuadores.

Quadrado médio

Fontes de variacédo AST ALT PL CL
(mg/g MF) (umol/g MF) (umol/g MF) (umol/mL1)
Cultivares 9016,010639** 0,010713** 0,000019** 0,000029**
Tratamento 283,625487+* 0,011456%* 0,000015** 0,000004%*
atenuadores
Cult. x TA. 207,018284** 0,002392** 0,000002* 0,000002**
CV (%) 11,08 18,66 23,82 9,11

" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

coeficiente de variacéo

A concentracGes de agucares solUveis totais aumentou consideravelmente na cultivar
Tetsukabuto sob déficit hidrico (Figura 6A). O incremento se deu na ordem de 14,68% em
relacdo ao controle. Entre os tratamentos com atenuadores, o acido giberélico promoveu
maior concentracdo, com elevacdo dos teores em 42,76% em relacdo ao déficit hidrico e
35,73% e 25,47% em relacdo aos AAS e AS, respectivamente. Para a Adele, os teores de
aclcares permaneceram semelhantes ao controle, com excecdo do AAS, que resultou em

menor concentragdo entre os tratamentos (Figura 7A).
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Figura 6. Acucares soluveis totais (A), aminoacidos livres (B), prolina livre (C) e Citrulina
(D) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas aos tratamentos pré-germinativos e déficit
hidrico. Controle; déficit hidrico (DH); déficit hidrico + hidrocondicionamento (H=0); déficit
hidrico + acido giberélico (AGs); déficit hidrico + acido ascoérbico (AAS); déficit hidrico +
acido salicilico (AS). Médias seguidas pela mesma letra mindscula (cultivares) e maidscula
(tratamentos pré-germinativos) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao
nivel de 5% de probabilidade.

A concentracdo de aminoacidos livres aumentou sob déficit hidrico para ambas as
variedades, com aproximadamente 120,66% para Tetsukabuto e 348,58% para Adele em
comparacdo ao controle (Figura 6B). Entre os tratamentos pré-germinativos, o0
hidrocondicionamento resultou em maior concentracdo de aminoacidos na cultivar Adele,
alcangando 0,16 umol AA/g MF. Por outro lado, a maior concentracdo encontrada na
Tetsukabuto foi de 0,1 umol AA/g MF no tratamento com AAS. Os resultados indicaram que



44

a concentragdo de aminodcido foi mais discreta em todos os tratamentos da Tetsukabuto
comparados aos da Adele.

Para a prolina, ambas as cultivares tiveram aumentos sob deficit hidrico. Comparado
ao controle, a concentracdo do osmorregulador na Tetsukabuto e Adele alcangaram aumentos
de 200% e 383,3%, respectivamente (Figura 6C). Nos tratamentos pré-germinativos, o acido
giberélico foi o atenuador que mais induziu o acumulo de prolina, especialmente para
Tetsukabuto, cujo incremento foi de 52,38% em relacdo ao déficit hidrico. Para a cultivar
Adele, a concentracdo de prolina manteve-se constante em todos os tratamentos pré-
germinativos, com média de 0,00335pmol prolina/g MF.

Os niveis de citrulina aumentaram significativamente sob déficit hidrico em ambas as
cultivares, Tetsukabuto com 111,11% e Adele com 238,46%, em relacdo ao controle (Figura
6D). Para Tetsukabuto, os acidos ascorbico e salicilico resultaram em menores respostas no
tocante ao acimulo desse aminoécido, com redugdo de 31,57% em comparacdo ao deficit
hidrico. Os tratamentos com hidrocondicionamento e AG3z ndo deferiram do DH, mantendo as
concentracOes de citrulina semelhantes entre si. Para a Adele, a acumulagdo desse aminoacido
foi bem mais acentuada, principalmente quando submetida ao tratamento com AAS. O teor de
citrulina nesse tratamento ndo deferiu do DH, no entanto, obteve maior concentragao entre 0s
tratamentos pré-germinativos, com aumento de 13,88%, 46,42% e 178,3% em comparagao ao
H20, AGs e AS, respectivamente (Figura 6D).

A anélise da variancia revelou efeitos altamente significativos (p < 0,01) dos fatores
cultivares e tratamentos para todas as variaveis enzimaticas. A interacdo cultivar x tratamento
também foi significativa para proteinas, catalase, ascorbato peroxidase, superoxido dismutase,
peroxido de hidrogénio e malondialdeido, evidenciando a influéncia dos atenuadores na

resposta antioxidante e no déficit hidrico em Cucurbita spp. (Tabela 10).

Tabela 10. Resumo da analise de variancia com o quadrado médio para as variaveis:
proteinas, catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superdxido dismutase (SOD),
perdxido de hidrogénio (PH) e malondialdeido (MDA) de cultivares de Cucurbita spp. em
funcéo dos tratamentos com atenuadores.

Quadrado médio

Fontes de PROTEINA CAT APX SOD MDA PH
varagdo  mg/g de proteina ~ imol/min/mg de proteina U SOD/mg Hmol/g de MF
de MF de proteina
C‘("Ct:]‘ﬁ;es 1293,6460%* 21,1986**  1599,3023** 809,780 **  37,1704**  0,0397**
Tratamento
atenuadores  4602,5583** 554013**  839,1887**  1539,8817**  21,0196**  0,0685**

(TA)
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Cult. x TA. 925,6510** 6,9769** 267,6782**  649,4538** 31,2398** 0,2304**

CV (%) 5,72 13,01 13,81 9,38 13,09 24,11
" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

coeficiente de variacdo

A concentracdo de peroxido de hidrogénio resultou em respostas distintas. Entre as
cultivares, a Adele se destacou com maior concentracdo de peroxido de hidrogénio no
tratamento controle, superando os valores encontrados no déficit hidrico. Por outro lado,
comportamento inverso foi registrado para a Tetsukabuto. Os teores de perdxido para essa
cultivar aumentaram sob déficit hidrico, chegando a 754,5% (Figura 7A). Entre o0s
tratamentos pré-germinativos para a cultivar Tetsukabuto, a utilizacdo do AAS e do AS
aumentaram o acumulo de peroxido de hidrogénio. Os incrementos foram de 598,9% e
257,4%, respectivamente, deferindo do DH. Por outro lado, 0 AGs reduziu a concentragdo de
peréxidos em 25,5%, quando comparado ao DH, e em 89,4%, 79,2% e 58,8% quando
comparado aos tratamentos AAS, AS e H-O, respectivamente. Para a cultivar Adele, os
tratamentos de H2O, AAS e AS mantiveram os teores de peroxidos reduzidos, com média de
0,0683 umol/g de MF, diferindo do tratamento AGs, que elevou a concentragcdo em 333,1%
em relacéo aos respectivos tratamentos (Figura 7A).
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Figura 7. Peroxidacdo lipidica expressa pelo teor de peréxido de hidrogénio (A) e
malondialdeido (B) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas aos tratamentos pré-
germinativos e déficit hidrico. Controle; déficit hidrico (DH); déficit hidrico +
hidrocondicionamento hidrocondicionamento (H20); déficit hidrico + acido giberélico (AGs);
déficit hidrico + acido ascorbico (AAS); déficit hidrico + acido salicilico (AS). Médias
seguidas pela mesma letra minuscula (cultivares) e maidscula (tratamentos pré-germinativos)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.
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O déficit hidrico afetou ambas as cultivares, segundo o0s niveis elevados de
malondialdeido (MDA), com percentuais de 107,1% e 102,8%, respectivamente, para as
cultivares Tetsukabuto e Adele (Figura 7B). Os tratamentos hidrocondicionamento, AAS e
AS tiveram comportamentos semelhantes para a cultivar Tetsukabuto. Ao serem comparados
ao déficit hidrico, nota-se reducdo média de 30,17% do MDA nesses tratamentos. Por outro
lado, o AGs, destaca-se com maior concentragdo de MDA, atingindo 13,63% em relagdo ao
déficit hidrico e 45,9%, 43,2% e 33,9% em relacdo ao H.O, AAS e AS, respectivamente. Para
a Adele, somente o acido giberélico foi o0 mais eficaz em reduzir o MDA, com diminuig&o de
95,38%, enquanto os tratamentos AAS e AS reduziram 24,5% e 64,5% do MDA, quando
comparados ao déficit hidrico (Figura 7B).

A atividade da enzima catalase (CAT) foi afetada pelo déficit hidrico e tratamentos
pré-germinativos. Os tratamentos controles mantiveram a atividade da enzima elevada para
ambas as cultivares. Comparadas as testemunhas, as duas cultivares, sob déficit hidrico,
tiveram reducdo na atividade da enzima, com reducdo de aproximadamente 59,91% para
Tetsukabuto e 57,55% para Adele (Figura 8A). Para a cultivar Tetsukabuto, somente 0 AGs
acarretou atividade da CAT superior ao déficit hidrico e aos demais tratamentos, H.0, AAS e
AS, apresentando acréscimos de 60,9%, 48,50%, 42,62% e 83,61%, respectivamente. Os
tratamentos, H.O, AAS e AS mantiveram atividade semelhante entre si, com média de 2,82
pumol/min/mg de proteina. Para a Adele, o comportamento foi semelhante, ocorrendo reducéo
em todos os tratamentos pré-germinativos em relacdo ao déficit hidrico, na ordem de 2,3%
16,5%, 30,8%, 50,8% para o0s respectivos tratamentos de AAS, H2O, AS e AGs (Figura 8A).
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Figura 8. Atividade das enzimas catalase - CAT (A), ascorbato peroxidase - APX (B),
superoxido dismutase - SOD (C) e proteinas (D) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas
aos tratamentos pré-germinativos e déficit hidrico. Controle; déficit hidrico (DH); déficit
hidrico + hidrocondicionamento (H:0); déficit hidrico + acido giberélico (AGs); déficit
hidrico + acido ascorbico (AAS); déficit hidrico + acido salicilico (AS). Médias seguidas pela
mesma letra minuscula (cultivares) e maiuscula (tratamentos pré-germinativos) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) também foi afetada pelo déficit hidrico e
pelos tratamentos pré-germinativos. Assim como na CAT, a atividade da APX foi elevada no
controle para ambas as cultivares. Ademais, verificou-se que as cultivares ao serem
submetidas ao déficit hidrico ocorreu reducdo da atividade da APX, com 40,63% para
Tetsukabuto e 75,73% para Adele, em comparacdo ao controle (Figura 8B). Entre o0s
tratamentos pré-germinativos, verificou-se que a Tetsukabuto teve a maior atividade da APX
para o tratamento com AAS, resultando em aumento de 40,83% em relacdo ao DH. Para
Adele, todos os tratamentos apresentaram atividade reduzida, em relacdo ao controle. Os
tratamentos AS e AAS foram os que mais se aproximaram do controle, com atividade de
38,36 e 33,55 pmol/min/mg/ de proteinas, respectivamente. Comparados ao DH e AG3, 0 AS
0 aumentou, respectivamente, 218,53% e 149,99% a atividade da APX para essa cultivar.

A unidade de superédxido dismutase (SOD) obteve resposta distinta entre as cultivares.
Na Tetsukabuto ndo houve alteracdo da unidade de SOD sob condi¢des de déficit hidrico.
Contudo, para a Adele, a redugdo foi de 22,61 U SOD/mg de proteinas, se comparada ao
controle (Figura 8C). Comparando entre os tratamentos pré-germinativos, as maiores

expressdes na unidade de SOD na Tetsukabuto foram nos tratamentos com AS e AAS, com
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ganhos de 1474,5% e 1203,4%, respectivamente. Para a Adele AAS, proporcionou acréscimo
de 660,69% (Figura 8C).

A sintese de proteina variou entre as cultivares, tendo a Adele apresentado menor
quantidade, 59,5 mg/g de proteina de MF no controle. Além disso, foi verificado em ambas as
cultivares ao serem submetidas ao déficit hidrico, aumento das proteinas, com 37,7% para
Tetsukabuto e 142,7% para Adele, em comparacdo ao controle (Figura 8D). Entre o0s
tratamentos pré-germinativos, a Tetsukabuto obteve maior quantidade de proteinas para 0s
tratamentos com AAS e AS, com aumentos de 13,6% em relacdo ao DH, e acréscimos de
11,11% e 32,74% em comparacdo a AGs e H2O, respectivamente. Para Adele, todos os
tratamentos resultaram em atividade reduzida, de 4,06%, 11,11%, 11,33% e 15,76% para 0s
respectivos tratamentos AGs, ASS, H20 e AS em relacdo ao DH, sendo o AGs 0 Unico que

nédo diferiu estatisticamente (Figura 8D).

2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Etapa |

Os resultados da Etapa | indicaram que o déficit hidrico afetou significativamente as
respostas fisiologicas e bioquimicas das cultivares de abdbora, evidenciando diferencas claras
entre aquelas mais tolerantes e sensiveis.

A auséncia ou baixa porcentagem de germinagdo na primeira contagem para a maioria
das cultivares de abobora sob déficit hidrico, seguido de reducdo efetiva do indice de
velocidade de germinacdo sdo atribuidos a limitacdo na absorcdo de agua e ao atraso nos
processos metabolicos essenciais para o estabelecimento inicial das plantas (Ataide; Borges;
Leite Filho, 2016; Singh et al., 2022). Apesar desse fato, nos niveis elevados de PEG6000, as
cultivares tiveram germinacado elevada (acima de 85%) e alcancaram o maximo percentual de
germinacdo (G%) nas condicdes de controle. Porém, o potencial hidrico reduzido pelo PEG
6000 comprometeu significativamente a germinacgdo, tornando improvavel a emergéncia de
plantulas em condigdes severas de déficit hidrico (Bhatt et al., 2022).

A indicacdo da cultivar Adele como tolerante ao déficit hidrico é reforcada pela
resiliéncia em condi¢Oes de estresse moderado (-0,15 MPa), apresentando melhores médias de
primeira contagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, estando entre as
maiores médias de germinacdo e mantendo o crescimento radicular mesmo no menor
potencial osmético (-0,3 MPa). Em contrapartida, a cultivar Tetsukabuto foi a mais sensivel,
exibindo reducdes acentuadas nos indicadores de germinacdo, principalmente no indice de

velocidade de germinacdo. Além disso, a homeostase osmdtica nas duas cultivares
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demonstraram resultados satisfatorios com o aumento do déficit hidrico. Verificou-se maior
quantificacdo de acucares, aminoacidos, prolina e citrulina, mecanismos associados a
manutencdo do potencial osmotico e protecdo celular e que reflete na tentativa de melhorar os
mecanismos de ajuste osmatico e resisténcia ao estresse.

Os solutos desempenham papéis fundamentais no ajuste osmotico e na protecdo das
estruturas celulares contra danos celulares. Sob déficit hidrico, uma das respostas imediatas
das plantas € o ajuste osmético, alcancado por meio do acimulo de osmolitos, que ajudam a
manter a funcionalidade metabdlica (Mahmood et al., 2020). Além disso, a manutencdo do
turgor celular e do gradiente necessario para a absorcdo de agua é regulada por
osmoprotetores acumulados nos compartimentos citoplasmaticos, garantindo maior
estabilidade celular frente ao estresse (Filippou et al., 2014).

Os achados nesta pesquisa estdo alinhados com os estudos que destacam o impacto
negativo do déficit hidrico na germinagdo, no crescimento e desenvolvimento das plantas,
bem como na producdo de sementes. A escolha das cultivares Adele e Tetsukabuto para a
segunda etapa justifica-se por representarem, respectivamente, a maior tolerancia e
sensibilidade ao déficit hidrico, permitindo explorar os extremos do comportamento

adaptativo.

2.4.2 Etapa Il

Os resultados da Etapa Il evidenciaram a influéncia do déficit hidrico sobre as
variaveis biométricas, bioquimicas e enzimaticas das cultivares de abobora avaliadas, bem
como o potencial mitigador dos tratamentos atenuadores. Na primeira contagem, os resultados
do controle indicam que em condicdes ideais, ambas as cultivares apresentaram potencial de
germinacdo elevado. No entanto, em condicBes estressantes (-0,15 MPa), o vigor das
sementes pode ser questionado, pois demonstraram comportamentos distintos, principalmente
para a cv. Tetsukabuto, com auséncia de germinacdo durante a primeira contagem (quarto
dia).

A capacidade germinativa das cultivares Adele e Tetsukabuto independem do nivel
osmotico de -0,15 MPa. Esse resultado é reforcado pelos valores obtidos ao final do teste de
germinacdo e IVG. A cultivar Adele obteve melhores resultados de germinacao e indice de
velocidade de germinagdo, correspondendo a 6,63% e 26,6% em relacdo a cultivar
Tetsukabuto, respectivamente. Os tratamentos com atenuadores, como acido salicilico (AS),
acido ascorbico (AAS) e acido giberélico (AGs) mostraram-se eficazes em minimizar os

efeitos negativos do déficit hidrico, melhorando a germinacédo e o indice de velocidade de
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germinagdo (IVG). O aumento do contetdo desses reguladores nas sementes, favoreceu a
diferenciacdo e o alongamento celular nas cultivares de abdbora, resultando em maiores
resultados de germinacgéo e IVG, conforme enfatizado por Taiz et al. (2017).

Os resultados da primeira contagem de germinacdo (PCG) evidenciaram que a
aplicacdo de atenuadores do estresse como, o0s &cidos ascorbico e salicilico, foram capazes de
recuperar a PCG em nivel similar ao controle, indicando sua eficiéncia em cultivares mais
suscetiveis, como a Tetsukabuto. O &cido ascorbico desempenha varias funcdes nas plantas,
atuando como molécula antioxidante e como cofator enzimatico, além disso, participa
ativamente na regulacéo de processos fundamentais, como a fotossintese, a divisdo celular e a
transducéo de sinais (Kumar; Sindhu, 2024).

No tocante a cultivar Adele, além dos 4&cidos ascorbico e giberélico, o
hidrocondicionamento se destacou por proporcionar resultados semelhantes ao controle para a
PCG. A capacidade dessa cultivar, quando tratada com agua, reforca sua maior tolerancia ao
déficit hidrico, sendo uma caracteristica intrinseca. Neste caso, a cv. Adele ndo necessita de
outro acido orgénico para superar essa condi¢do de estresse. Em Chenopodium quinoa Willd.
o hidrocondicionamento das sementes promoveu resposta positiva, demonstrando que essa
técnica € promissora na mitigacdo dos danos causados pelo déficit hidrico durante a
germinacdo de sementes de espécies vegetais (Nadali et al., 2021).

Na formacdo de plantulas, o déficit hidrico promoveu reducdo do CPA das duas
cultivares em aproximadamente 70%, enquanto na raiz essa reducdo alcancou 19%,
coincidindo com o aumento de malondialdeido, ou seja, quando houve danos as membranas
celulares. Esse dano pode ser atribuido a maior concentracdo de EROs, o que compromete o
processo de divisdo e alongamento celular (Guo et al., 2023). Com o aumento do déficit
hidrico as cultivares buscaram mecanismos de osmorregulacdo, intensificando as vias
metabdlicas relacionadas a sintese de acUcares, aminoacidos, prolina e citrulina como resposta
ao déficit hidrico, inclusive quando as sementes foram pré-tratadas.

O aumento de compostos como agUcares sollveis, aminoacidos livres, prolina e
citrulina refletem as estratégias de ambas as cultivares para mitigar os efeitos do déficit
hidrico. Essas respostas sdo consistentes com o fato de que, as plantas recorrem a mecanismos
de protecao para manter o equilibrio osmotico, acumulando osmdlitos como prolina, agucares
soltveis e amino&cidos, quando expostas ao estresse (Silva et al., 2019).

Nos tratamentos com atenuadores do estresse, todos foram eficientes na mitigagdo dos
efeitos do déficit hidrico com resultados superiores aos obtidos nas sementes ndo tratadas,

inclusive o hidrocondicionamento. No entanto, quanto a aplicacdo do acido giberélico (AGs),
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verificou-se maior eficiéncia na variavel de comprimento radicular, com incremento
significativo de 42,33%, atribuido a sua capacidade de estimular o alongamento celular. Esses
resultados corroboram com a fungédo dos reguladores vegetais, que promovem o alongamento
e a divisdo celular, mesmo em condicdes de estresse osmotico, favorecendo o crescimento e 0
rapido estabelecimento das mudas (Taiz et al., 2017).

A baixa reducdo no CR sob deéficit hidrico corrobora com Saadaoui et al. (2023), ao
encontrar variedades de abdbora com o mesmo comportamento. 1sso pode ser atribuido a
estratégia de alocacdo de recursos para o crescimento radicular, visando a exploracao de areas
mais profundas do solo em busca de agua. As raizes, primeiro 6rgdo a perceber a seca,
apresentam adaptacdes morfoldgicas, como alteragfes no comprimento, peso e volume, além
de acumularem osmdlitos para regular a perda de agua e melhorar a eficiéncia do uso hidrico,
caracteristicas funcionais essenciais para a tolerancia a seca (Fang; Xiong, 2015; Takahashi et
al., 2020).

Os resultados obtidos nas cultivares de abobora corroboram com os encontrados por
Saadaoui et al. (2023). Estes autores constataram que o déficit hidrico causado pelo aumento
da concentracdo de D-manitol provocou reducdo gradativa no alongamento de raizes e parte
aérea em cultivares de Cucurbita maxima Duch. Os autores ainda reforcam a importancia de
estudos avaliando o potencial de germinacdo e formacdo de plantulas sob condicOes
estressantes, 0 que permite a selecdo de genotipos tolerantes, aumentando a eficiéncia para a
selecdo de materiais para bancos de germoplasma precocemente.

Os resultados do crescimento sédo refletidos na massa seca de plantulas. Na parte aérea,
o déficit hidrico causou reducgfes significativas, com impacto em ambas as cultivares.
Resultados semelhantes aos obtidos por Souza Neta et al. (2024) em pléantulas de pepino
(Cucumis sativus L.) quando submetidas ao déficit hidrico (—0,4 MPa), em compara¢do ao
controle. Entretanto, quando as sementes foram pré-embebidas em acido salicilico, as
cultivares Tetsukabuto e Adele tiveram recuperacdo expressiva de 39,16% e 122,22%,
respectivamente. Esse resultado pode ter ocorrido em resposta a a¢do sinalizadora provocada
pelo &cido salicilico e com isso, as plantas passam a produzir fendis e flavonoides que atuam
como antioxidantes, protegendo as células contra os danos causados por radicais livres como
03-, H202, OH, 02, (Methenni et al., 2018; Guo et al., 2023).

Os resultados para a massa seca da raiz indicaram que o &cido giberélico foi o
atenuador mais eficiente, especialmente para a cultivar Adele, que registrou aumento
expressivo de 311,4%. Isso sugere que o AGs desempenha papel crucial na alocacdo de

biomassa para as raizes, favorecendo a adaptacdo ao déficit hidrico. Embora o impacto do
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déficit hidrico tenha sido menos acentuado para a cultivar Tetsukabuto, o AGs também
demonstrou efeitos positivos. A correlacdo entre 0 aumento do comprimento radicular e o
acimulo de biomassa evidencia a importancia do AGs na melhoria da capacidade das raizes
de explorar a disponibilidade hidrica no solo. Isso corrobora a funcdo do &cido giberélico em
induzir a divisdo celular e o alongamento dos tecidos (Hui et al., 2018). Além disso, reduz o
potencial hidrico celular, o que facilita a entrada de agua e melhora a tolerancia ao déficit
hidrico por meio da hidrolise do amido em acUcares e do aumento da elasticidade da parede
celular (Miri et al., 2021).

Os fitohorménios e alguns acidos organicos como o &cido ascorbico desempenham
papel crucial na regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas, além de mediar
respostas as condicdes de déficit hidrico (Taiz et al., 2017; llyas et al., 2021). No entanto, a
resposta das plantas depende do tipo e da intensidade do estresse, da espécie e da cultivar. Sob
déficit hidrico, esses atenuadores ativam diversas vias de sinalizacdo que promovem o
aumento da producdo dos metabolitos primarios e secundarios. A cv. Tetsukabuto sob déficit
hidrico teve aumento significativo (14,68%) nos niveis desses aglcares solUveis totais,
sugerindo resposta metabodlica. Dentre os tratamentos pré-germinativos, o acido giberélico
(AGs) se destacou ao promover maior incremento de agucares nessa cultivar, mas ndo diferiu
do hidrocondicionamento. No entanto, a correlagdo positiva entre a massa seca da raiz e o
acumulo de actucares soluveis reforca o papel do AGs na adaptagdo das plantas as condigdes
de déficit hidrico.

As giberelinas nas sementes estimulam a producdo da enzima o-amilase, responsavel
pela quebra do amido de reserva em moléculas menores de agucar (Taiz et al., 2017). A
quebra dessa molécula favorece a digestdo do amido contribui para o ajuste osmético por
meio do acimulo de solutos osmoticamente ativos nas células (Blum, 2017). De maneira
semelhante, sementes de pepino, cv. Compadre, pré-tratadas com acido giberélico também
resultaram em maior contetdo de acUcares sollveis (Souza Neta et al., 2024), corroborando a
eficécia deste regulador vegetal no estimulo a producéo de compostos energéticos.

Os efeitos dos tratamentos pré-germinativo na cultivar Adele foram menos expressivos
para acucares soluveis totais. Essa cultivar, se destacou na producdo de aminoacidos e mais
especificadamente na de citrulina, quando comparada a cv. Tetsukabuto. Esse comportamento
abre questionamentos relacionadas as diferencas intrinsecas no metabolismo de cultivar. A
citrulina desempenha papel crucial na tolerdncia ao estresse abidtico, funcionando como
osmolito ativo, transportadora de nitrogénio e possivelmente como molécula de sinalizacao
(Joshi; Fernie, 2017).
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Em condic¢Bes de déficit hidrico, o teor de prolina resultou em aumento significativo
para ambas as cultivares, enfatizando seu papel como osmdlito e protetor celular. O acido
giberélico foi o tratamento mais eficaz, com aumento total de 53,38%, especialmente para a
cv. Tetsukabuto. Por outro lado, o0 acido ascérbico (AAS) resultou em efeito oposto para essa
cultivar, com os niveis de prolina reduzidos.

Embora alguns dados sugiram que o &cido ascorbico pode aumentar os niveis de
prolina regulando processos fisioldgicos (Selem et al., 2022; Desoky et al., 2020; Fatima et
al., 2019), os resultados deste estudo indicam que esse efeito pode variar conforme a interacéo
entre 0 gendtipo e o tipo de estresse. Por exemplo, os acidos salicilico e ascorbico reduziram
os niveis de citrulina, possivelmente a planta ndo investiu nesses acumulados devido a
existéncia de outra rota metabdlica, especialmente na cv. Tetsukabuto, coincidindo com os
menores resultados de MSR com uso de atenuadores do estresse.

O estresse por seca levou a aumentos acentuados de peroxido de hidrogénio para a cv.
Tetsukabuto e malondialdeido em ambas as cultivares, implicando aumento do estresse
oxidativo e danos a membrana. Na cv. Tetsukabuto, o nivel de peréxido de hidrogénio
aumentou em 754,54% em comparacgdo ao controle, implicando o tipo de reagdo que se segue
ao déficit hidrico em relacdo as caracteristicas da producdo de espécies reativas de oxigénio.
Esses impactos causam maior suscetibilidade para esta cultivar ao estresse por seca, portanto,
menores comprimentos de brotos e raizes e massa seca. Em mudas de pepino, Das et al.
(2024) também verificaram aumentos semelhantes nos niveis de peréxido de hidrogénio, bem
como no contetdo de MDA sob estresse por seca, mais nas plantas sensiveis do que nas
tolerantes.

Dos atenuadores testados, o acido ascorbico (AAS) aumentou o H:0: na cv.
Tetsukabuto, o que indica ineficiéncia de acido organico para mitigar o excesso de ROS
produzido devido ao estresse nessa cultivar. Ao contrario do constatado, o &cido salicilico
(SA) foi eficaz para a cv. Adele, reduzindo significativamente o H20.. Da mesma forma,
Souza Neta et al. (2024) verificaram que os tratamentos de pré-germinacao sob condicGes de
estresse reduziram os niveis de H.0: no pepino, cultivar Compadre, revelando as diferengas
entre cultivares e tratamentos.

O déficit hidrico também aumentou os niveis de malondialdeido (MDA), indicativos
de danos a membrana celular, em ambas as cultivares. Conforme Saadaoui et al. (2023), no
potencial hidrico de -0,24 MPa, o conteido de MDA em abdbora aumentou em 23,27%, em
relacdo ao tratamento controle. Esses resultados confirmam que o déficit hidrico afeta a

expressao das membranas celulares, dai o efeito negativo no comprimento e na massa seca
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das mudas para as cultivares Tetsukabuto e Adele. Essas descobertas ressaltam o efeito
prejudicial do estresse na estrutura e funcionalidade das células. De acordo com Zhou et al.
(2017), o nivel de MDA é uma medida indicativa de danos as membranas plasmaticas, pois
representa a peroxidacao de acidos graxos poli-insaturados nas membranas celulares devido a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).

O hidrocondicionamento reduziu expressivamente o0s niveis de MDA na cv.
Tetsukabuto, indicando protecéo eficiente das membranas celulares contra os danos causados
pelo déficit hidrico. De forma semelhante, o acido giberélico (AGs) e salicilico (AS) tiveram
destaque na cv. Adele, promovendo reducdo significativa no conteddo de MDA e reforgando
seu papel como agente protetor. A diminuicdo dos niveis de MDA indicou correlagdo direta
com o aumento no comprimento das plantulas de ambas as cultivares, além do incremento na
massa seca das raizes na cv. Adele, evidenciando a eficacia dos atenuadores na preservacdo
estrutural e na melhoria do desempenho agronémico sob déficit hidrico. Por outro lado, Souza
Neta et al. (2024) verificaram aumento nos niveis de MDA em plantulas de pepino (Cucumis
sativus L.), cv. Compadre, tratadas com hidrocondicionamento ¢ AGs, com incrementos de
149,0% e 181,0%, respectivamente, em relacdo ao controle.

O estresse oxidativo pode ocorrer quando ha desequilibrio entre a producdo de EROs e
a ativacdo do sistema de defesa antioxidante. De modo geral, em condigdes de estresse
elevado, espera-se aumento nos niveis de enzimas antioxidantes devido a intensificacdo da
sintese proteica, como evidenciado nos estudos com aumentos de 37,7% para Tetsukabuto e
142,7% para Adele em comparacdo ao controle. No entanto, foram identificados niveis
elevados das enzimas catalase e ascorbato peroxidasse nas duas cultivares de abobora no
controle, onde as condi¢gbes s@o consideradas ideias para 0 processo germinativo e
desenvolvimento das plantulas. De acordo com Jahed et al. (2023) a catalase ¢ uma enzima
que neutraliza radicais livres, utilizando o peroxido de hidrogénio como substrato. No
processo germinativo, ha a formacao natural desses radicais, principalmente em sementes ndo
deterioradas. Para manutencdo do equilibrio, a atividade das enzimas CAT, APX e da SOD
sdo aumentadas, o que pode explicar o fato evidenciado nesta pesquisa.

Em condicBes de déficit hidrico, ha tendéncia é que ocorra o estresse oxidativo, que
pode ser identificado pelo actimulo elevado de EROs, especialmente O.~ ¢ H:0., em
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (Shamar; Dubey, 2005; Biareh et al., 2022). No
entanto, o aumento na concentracdo de H.0: foi identificado somente na cv. Tetsukabuto,
inclusive mais elevado quando pré-tratadas em &cido ascorbico, corroborando com Castro et

al. (2018), Intarasit e Saengnil (2021) que confirmam a toxidez do acido ascorbico a depender



55

da dosagem e da resposta da espécie em estudo.

O aumento do H.O2 na cv. Tetsukabuto como uso do &cido ascorbico pode ter
induzido o sistema de defesa antioxidativo, contribuindo para a atividade sincrénica entre as
enzimas antioxidantes, como verificada pela atividade elevada de sintese proteica, SOD e
APX. Nos demais tratamentos, o déficit hidrico com e sem atenuadores do estresse reduziu a
atividade das enzimas antioxidantes (CAT e APX) nas cultivares Tetsukabuto e Adele, em
comparacdo ao controle. Esse comportamento reafirma que o déficit hidrico compromete as
respostas do sistema de defesa antioxidativo das plantas e independe do uso do atenuador.

Todavia, € evidente que quando as sementes de abdbora foram pré-tratadas em acido
ascorbico e salicilico ha a retomada da atividade das enzimas CAT e APX, que coincidem
com os resultados menores de MDA, maiores quantidades de proteinas, MSPA e MSR sob
déficit hidrico de -0,15 MPa. O aumento da atividade da catalase diante do &cido ascoérbico foi
mais expressivo na cv. Adele, por outro lado, o acido giberélico promoveu maior atividade
dessa enzima na cv. Tetsukabuto, o que refor¢a comportamento distinto a depender da cultivar
e do atenuador de estresse.

Na analise da atividade da APX entre cultivares, verificou-se que o acido ascorbico
resultou em menor eficiéncia na cv. Tetsukabuto, semelhante ao obtido para a cv. Tetsukabuto
pré-embebidas em &cido salicilico. A enzima APX faz parte do ciclo ascorbato-glutationa,
utiliza o acido ascorbico (AAS) como doador de elétrons para eliminar o H.O2, o que reforca
sua importancia na reducdo do estresse oxidativo por meio da regulacdo da detoxificacdo de
espécies reativas de oxigénio (Hasanuzzaman et al.,, 2019; Desoky et al., 2020). Esse
mecanismo pode explicar o aumento da atividade da APX e reducdo do H:O: na cv. Adele
quando tratada com acido ascorbico e submetidas ao déficit hidrico.

No tocante a cv. Tetsukabuto em condicdes de déficit hidrico, 0 AGz promoveu maior
atividade da CAT, mas isolado das demais enzimas antioxidantes. Em consequéncia, esse
tratamento foi o que obteve maior concentracdo de malondialdeido, o que indica que outras
EROs podem ser produzidas diante o estresse oxidativo, que ndo o perdxido. E fato que, 0
AGs3 pode proteger as plantas contra estresses ambientais regulando as atividades de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e enzimas antioxidantes (Shu et al., 2018; Zhu et al., 2019), no
entanto, para a cv. Tetsukabuto sob déficit hidrico, o ajuste osmotico por meio da producéo de
acucares e aminoacidos, como a prolina, foi mais responsivo do que o oxidativo quando pré-
tratada com AGs.

Os atenuadores mostraram efeitos contrastantes para a SOD. O AGs reduziu ainda

mais a atividade dessa enzima em ambas as cultivares, possivelmente por influenciar outras
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vias antioxidantes em seu detrimento. Em contrapartida, Souza Neta et al. (2024) constataram
que a cultivar de pepino Compadre, pré-tratada com acido giberélico, obteve maior atividade
de SOD, indicando que o AGs também pode ativar o sistema de defesa oxidativo, dependendo
da interacéo cultivar e condi¢cdes ambientais. Por outro lado, o AS foi menos eficaz para a
Tetsukabuto, promovendo aumento expressivo na atividade da SOD. Para Adele, o AAS
proporcionou maior incremento na atividade da SOD, possivelmente devido ao investimento
em outra rota metabdlica para neutralizar os EROs. Além disso, os niveis de MDA no
tratamento com AAS foram reduzidos em comparacdo a condicdo de déficit hidrico,
coincidindo com os valores elevados de SOD, o que reforca sua eficiéncia na mitigacdo do
estresse oxidativo.

A atividade da SOD tende a aumentar sob déficit hidrico leve ou de curto prazo, mas
diminui em condicdes de estresse severo ou prolongado (Yang et al., 2021). No entanto, 0s
mesmos autores apontam que a variacdo na atividade da SOD pode ser mais complexa. Por
exemplo, conforme a intensidade do estresse aumenta, a atividade da SOD pode diminuir
continuamente, apresentar padréo inicial de reducdo seguido por aumento ou permanecer
inalterada. Esses mesmos autores sugerem que essas diferencas podem estar relacionadas ao
fato de que a resposta das plantas ao déficit hidrico ndo é desencadeada diretamente pelo
estresse em si, mas pelo grau de déficit percebido pelas cultivares.

25  CONCLUSOES

Os estresses hidricos de -0,15 e -0,3 MPa comprometeram a germinagdo, 0
crescimento e a homeostase osmatica das cultivares de abdbora.

As sementes da cultivar tolerante Adele tratadas com o acido giberélico resultam como
uma estratégia promissora para o cultivo desta abobora em regiGes com déficit hidrico de até -
0,15 MPa, resultando em melhor desempenho germinativo, maior acuimulo de metabdlitos
adaptativos, como aminoacidos e citrulina, e menor peroxidacao lipidica (MDA).

Na cultivar sensivel Tetsukabuto apesar de apresentar resultados inferiores de
crescimento, o pré-tratamento com os acidos ascorbico e salicilico favoreceram a formagéo de
plantulas sob déficit hidrico de -0,15 MPa.

A tolerancia ao déficit hidrico em aboboras esta relacionada a capacidade de acumular
metabdlitos como prolina, acucares soltveis e citrulina, além da modulacdo antioxidante,

reforcando o potencial da selegéo assistida por marcadores.
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CAPITULO 3

3 TOLERANCIA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE CULTIVARES DE
ABOBORAS PRE-TRATADAS COM ATENUADORES E EXPOSTA A SALINIDADE

RESUMO

A abdbora (Cucurbita spp.) é uma hortalica amplamente cultivada e valorizada
mundialmente, com aplicacBes nos setores alimenticio, cosmético e medicinal. Dada a
importancia dessa cultura, compreender os fatores que regulam a germinacao das sementes e
determinar a tolerancia ao estresse salino sao passos fundamentais para o desenvolvimento de
estratégias de manejo mais eficientes. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a tolerancia, a
atividade antioxidante e propor estratégias de selecdo assistida por marcadores em cultivares
de abdbora, utilizando o pré-tratamento de sementes para superar limitacdes causadas pela
salinidade. O experimento foi conduzido em duas etapas, em ambas utilizando o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticfes de 25 sementes. Na primeira etapa, adotou-se
0 esquema fatorial 3 x 6, combinando trés niveis de estresse salino (0,0; -0,2 e -0,4 MPa)
induzidos por cloreto de sodio (NaCl) e seis cultivares de Cucurbita spp., sendo cinco de
abobora (Tetsukabuto, Soberana, Kin, Bahiana Tropical e Sergipana) e uma do grupo
abobrinha (Adele). As variaveis avaliadas foram germinacdo, indice de velocidade de
germinagdo, comprimento e massa seca de raiz e parte aérea, além do teor de aminoacidos
livres totais, prolina, acUcares solUveis totais e citrulina. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de cluster para a selecdo de duas cultivares, uma sensivel e outra tolerante ao estresse
salino, além de andlise de variancia com comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott (P <
0,05). Na segunda etapa, utilizou-se o esquema fatorial 2 x 6, considerando as duas cultivares,
sensivel e tolerante, selecionadas anteriormente e a interacdo entre estresse salino e
atenuadores. Os tratamentos aplicados foram: T1 = 0,0 MPa (controle), T2 = -0,4 MPa
(salinidade), T3 = -0,4 MPa + hidrocondicionamento (8 horas), T4 = -0,4 MPa + acido
giberélico, T5 = -0,4 MPa + 4cido ascdrbico e T6 = -0,4 MPa + acido salicilico. Além das
variaveis analisadas na primeira etapa, também foram quantificados os danos oxidativos por
meio da determinacédo dos teores de peroxido de hidrogénio e peroxidacéo lipidica, bem como
a atividade antioxidante, estimada pela atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase
e ascorbato peroxidase. Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para avaliar os efeitos das
cultivares e dos atenuadores. Os resultados indicaram que o estresse salino afetou
drasticamente a germinacéo, crescimento e biomassa. A cultivar Adele teve maior capacidade
de toleréncia, enquanto a Tetsukabuto foi considerada mais sensivel. Tratamentos de sementes
pré-germinativas com hidrocondicionamento, acido giberélico, acido ascérbico e é&cido
salicilico foram eficazes na recuperacao dos efeitos adversos do estresse salino na germinacao
e no crescimento inicial de plantulas de abdbora. O hidrocondicionamento também diminuiu a
peroxidacao lipidica (MDA\) para as cultivares Tetsukabuto e Adele. Conclui-se que o estresse
salino afetou a germinacao, crescimento e metabolismo das cultivares de abdbora. A cultivar
Adele, tratada com &cido giberélico, mostrou melhor desempenho sob salinidade, enquanto na
Tetsukabuto, o hidrocondicionamento e o acido giberélico favoreceram a formacdo de
plantulas, destacando o potencial da selecdo assistida por marcadores.

Palavras-chave: Cultivares de abdbora, estresse salino, pré-tratamento de sementes,

mitigadores de estresse.
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3 TOLERANCE AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PUMPKIN CULTIVARS
PRETREATED WITH ATTENUATORS AND EXPOSED TO SALINITY
ABSTRACT

Pumpkin (Cucurbita spp.) is a widely cultivated crop of high economic value worldwide, with
applications in the food, cosmetic, and pharmaceutical industries. Given the importance of
this crop, understanding the factors that regulating seed germination and determining salt
stress tolerance are essential for developing more efficient management strategies. In this
context, this study aimed to evaluate tolerance, antioxidant activity, and propose marker-
assisted selection strategies in pumpkin cultivars, using seed pre-treatment to overcome
limitations caused by salinity. The experiment was conducted in two stages, both following a
completely randomized design with four replicates of 25 seeds each. In Stage I, a 3 x 6
factorial scheme was adopted, combining three levels of salt stress (0.0, -0.2, and -0.4 MPa)
induced by sodium chloride (NaCl) and six Cucurbita spp. cultivars—five pumpkin cultivars
(Tetsukabuto, Soberana, Kin, Bahiana Tropical, and Sergipana) and one zucchini cultivar
(Adele). The evaluated parameters included germination, germination speed index, shoot and
root length, shoot and root dry mass, as well as the content of total free amino acids, proline,
total soluble sugars, and citrulline. The data obtained were subjected to cluster analysis to
select two cultivars (one sensitive and one tolerant to salt stress), followed by variance
analysis and mean comparisons using the Scott-Knott test (P < 0.05). In Stage II, a 2 X 6
factorial scheme was used, considering the two selected cultivars and the interaction between
salt stress and attenuators. The applied treatments were: T1 = 0.0 MPa (control), T2 = -0.4
MPa (salinity), T3 = -0.4 MPa + hydropriming (8 hours), T4 = -0.4 MPa + gibberellic acid,
T5 = -0.4 MPa + ascorbic acid, T6 = -0.4 MPa + salicylic acid. In addition to the variables
analyzed in Stage |, oxidative damage was assessed by measuring hydrogen peroxide content
and lipid peroxidation, while antioxidant activity was evaluated through the activity of
superoxide dismutase, catalase, and ascorbate peroxidase. The data were analyzed using
variance analysis (F-test), and means were compared using Tukey’s test at a 5% significance
level to evaluate the effects of cultivars and attenuators. The results indicated that salt stress
significantly affected germination, growth, and biomass accumulation. The Adele cultivar
demonstrated greater tolerance, whereas Tetsukabuto was more sensitive. Pre-germination
treatments with hydropriming, gibberellic acid, ascorbic acid, and salicylic acid effectively
mitigated the adverse effects of salt stress on germination and early seedling development.
Additionally, hydropriming reduced lipid peroxidation (MDA) in both the Tetsukabuto and
Adele cultivars. It was concluded that salt stress affected the germination, growth, and
metabolism of pumpkin cultivars. The Adele cultivar treated with gibberellic acid showed
better performance under salinity, while in Tetsukabuto, hydropriming and gibberellic acid
favored seedling formation, highlighting the potential of marker-assisted selection.

Keywords: Pumpkin cultivars, salt stress, seed pre-treatment, stress mitigators.
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3.1 INTRODUCAO

A abdbora é uma hortalica fruto com potencial para ser usada como alimento
medicinal, nutritivo e multifuncional, pois é rica em minerais essenciais e fitoquimicos, como
B-caroteno, flavonoides totais e fendlicos totais, contribuindo para o antienvelhecimento e o
fortalecimento do sistema imunolégico (Hosen et al.,, 2021). Além disso, € uma cultura
economicamente importante, moderadamente sensivel a salinidade, tendo seu crescimento
diretamente influenciado pelas condi¢cbes salinas do solo (Taratima; Sudjai;
Maneerattanarungroj, 2022).

A salinizacdo do solo tornou-se um grave problema agricola global, especialmente em
regides aridas e semiaridas, comprometendo metas de desenvolvimento sustentavel voltadas a
seguranca alimentar, a agricultura, a conservacao de recursos e a nutricao (Sahab et al., 2021).
Cerca de um bilhdo de hectares em regides aridas e semiaridas estdo improdutivos devido a
salinizacdo ou a falta de agua, com 20% das areas irrigadas afetadas por sais (Dagar; Minhas,
2016).

A salinidade prejudica o crescimento das plantas ao reduzir o potencial osmético do
solo, causando perda de 4gua nas células e diminuindo a fotossintese e o crescimento, além de
afetar a germinacéo e o desenvolvimento inicial (Ma; Dias; Freitas, 2020; Dantas et al., 2019).
O estresse salino também gera espécies reativas de oxigénio (EROs) que danificam
macromoléculas como lipidios e proteinas e, juntamente com altas concentragdes de ions Na™*
e CI7, inibem as atividades enzimaticas, comprometendo as funcdes celulares (Singh et al.,
2022; Flowers; Munns; Colmer, 2015).

A integracdo da estrutura conceitual das respostas ao estresse salino com abordagens
para aprimorar a tolerancia ao sal em plantas cultivadas é de fundamental importancia (Wani
et al., 2020). A tolerancia é mediada por diversas vias bioquimicas que favorecem absor¢édo de
agua, e mantém a homeostase ionica, permitindo a adaptacdo das plantas a condicdes salinas
(Ludwiczak et al., 2021). A prolina, por exemplo, auxilia no ajuste osmotico, enquanto 0s
acucares soluveis atuam como osmoprotetores, essenciais na defesa contra o estresse abidtico
(Zulfigar; Akram; Ashraf, 2019). Nesse sentido, a preparacdo de sementes surge como uma
alternativa promissora, utilizando a memoria de estresse da planta e ativando seu sistema
imunoldgico para estimular a germinacdo e promover o crescimento sob estresses abioticos,
sem a necessidade de engenharia genética (Wojtyla et al., 2020). Entre as técnicas ja
investigadas, o hidrocondicionamento de sementes € uma das mais estudadas para espécies de
hortalicas (Benedito et al., 2020).

De forma complementar, a aplicagdo exdgena de fitohorménios também se mostra
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eficaz no enfrentamento de estresses ambientais, incluindo o salino. Nesse contexto, o uso de
atenuadores como o acido salicilico (AS) e o &cido ascorbico (AAS) tem aumentado a
tolerancia das plantas (Farhangi-Abriz; Ghassemi-Golezani, 2019; Zulfigar et al., 2022).
Além disso, o acido giberélico (AGs) melhora a fotossintese, o crescimento e o ajuste hidrico
das plantas, quando a semeadura ocorre em condi¢des de salinidade (Ellouzi et al., 2023).

O uso de atenuadores tem ajudado a mitigar o estresse salino, aumentando a
capacidade de eliminacdo de EROs e a atividade das enzimas antioxidantes (Torun et al.,
2020). O sistema de enzimas antioxidantes desempenha papel crucial na defesa das plantas,
sendo responsavel por manter a homeostase das espécies reativas de oxigénio celulares e
garantir o crescimento e desenvolvimento normal das plantas apds o estresse salino (Qi et al.,
2023).

Dessa forma, acredita-se que o pré-tratamento de sementes de abdbora com
atenuadores, como hidrocondicionamento, &cido giberélico, acido salicilico e acido ascérbico,
associado a identificagdo de marcadores relacionados a tolerancia ao estresse salino, possa
melhorar a capacidade adaptativa das plantas, promovendo maior atividade antioxidante e
mitigando os danos causados pela salinidade. Assim, objetivou-se avaliar a toleréncia, a
atividade antioxidante e propor estratégias de selecéo assistida por marcadores de diferentes
cultivares de abobora por meio do pré-tratamento de sementes visando superar limitacGes

impostas por condigOes de salinidade.

3.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Andlise de Sementes (LAS), pertencente ao
Departamento de Ciéncias Agronémicas e Florestais (DCAF) da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA), Mossoro, RN (5°11° de latitude sul, 37°20° de longitude oeste €
18 m de altitude.

O experimento foi conduzido em duas etapas. A primeira fase teve como objetivo
selecionar duas cultivares de abdbora, uma sensivel e outra tolerante ao estresse salino, além
de definir o nivel de salinidade adequado a ser utilizado na segunda etapa. Esta, priorizou as
respostas fisiologicas de crescimento, homeostase osmética e analise do sistema enzimatico
de defesa das plantulas de duas cultivares de Cucurbita spp. submetidas a pré-tratamentos
com atenuadores e, posteriormente, expostas a condicGes de estresse salino. As sementes
utilizadas foram adquiridas das empresas Sakata e Top Seed, que atuam na regido de
Mossoro, RN.
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3.2.1 Etapa |

Diferentes cultivares de Cucurbita spp. foram avaliadas para representar a diversidade
genética do género, incluindo abdboras (Tetsukabuto, Soberana, Kin, Bahiana Tropical e
Sergipana) e uma abobrinha (Adele).

Inicialmente, determinou-se o teor de dgua das sementes pelo método de estufa a 105
+ 3 °C durante 24 horas (Brasil, 2009), utilizando-se duas amostras de 45 = 0,5 g. A
quantidade de agua foi calculada a partir da massa Umida e expressa em porcentagem.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 6,
com quatro repetices de 25 sementes cada. O primeiro fator correspondeu a trés niveis de
potencial osmético, simulando o estresse salino (0,0; -0,2 e -0,4 MPa), enquanto o segundo
foi composto pelas seis cultivares de abdbora.

As sementes foram semeadas sobre duas folhas e cobertas por uma terceira folha de
papel toalha umedecidas com agua destilada (controle, 0,0 MPa) e solucdes cloreto de sodio
(NaCl), com potenciais osmoticos de -0,2 e -0,4 MPa (Richards, 1974). A quantidade de
solugdo aplicada foi o equivalente a duas vezes a massa seca do papel (Brasil, 2009).
Posteriormente, os papéis foram organizados na forma de rolo de papel, acondicionados em
sacos plasticos e mantidos em camara de germinacéo a 25 °C, com fotoperiodo de 8 horas.

As variaveis analisadas foram:

a) Primeira contagem de germinacéo (PCG): realizada ao quarto dia ap6s a semeadura,
foram contabilizadas plantulas com a radicula desenvolvidos.

b) Germinacdo (G%): percentual de sementes germinadas no oitavo dia apo6s a
semeadura (Brasil, 2009).

c) Indice de velocidade de germinacio (IVG): realizado simultaneamente ao teste de
germinacdo, contabilizando-se as sementes germinadas diariamente até o oitavo dia, com o
indice calculado conforme a metodologia de Maguire (1962).

d) Comprimento da parte aérea (CPA) e da raiz (CR): ao final do teste de germinacéo,
foram selecionadas aleatoriamente 10 plantulas normais, cujos comprimentos da parte aérea
(medido do colo ao apice da plantula) e raiz (medida da base do colo a extremidade da raiz)
foram medidos com régua graduada em centimetros/plantulas.

e) Massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR): as plantulas selecionadas para
as medicdes biométricas foram cortadas, acondicionadas em sacos de papel kraft e secadas em
estufa a 65 °C com circulacdo de ar forcado. Apos a secagem, foram pesadas em balanca de
precisdo (0,0001 g) e os resultados expressos em mg/plantulas.

Para as analises bioguimicas, as plantulas de abdbora foram coletadas e armazenadas
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em tubos Falcon. A massa fresca foi macerada em nitrogénio liquido (-196 °C), e 0,2 g da
amostra foram pesadas em trés repeticbes, sendo o material colocado em tubos
hermeticamente fechados. Em seguida, adicionou-se 1 mL de alcool a 60%, e os tubos
incubados em banho-maria a 60 °C por 20 minutos. ApGs esse processo, 0s tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, repetindo-se o procedimento trés vezes. O
sobrenadante foi utilizado para determinar as seguintes variaveis:

a) Aculcares sollveis totais (AST): quantificados pelo método da antrona (Yemm &
Willis, 1954), utilizando uma curva padrédo de glicose, com os resultados expressos em mg de
glicose/g de massa fresca.

b) Aminodcidos Livres Totais (ALT): medidos pelo método da ninhidrina acida
(Yemm & Cocking, 1955), utilizando a curva padréo de glicina, com os resultados expressos
em umol de glicina/g de massa fresca.

c) Prolina livre (PL): determinada conforme o método descrito por Bates et al. (1973)
e os resultados expressos em pmol de prolina/g de massa fresca.

d) Citrulina (CT): determinada pelo método fotométrico, com resultados expressos em
pumol de citrulina/mL (Knipp & Vasak, 2000).

3.2.2 Etapa Il

Nesta fase foram analisadas a influéncia dos agentes atenuadores de estresse sobre as
cultivares sensivel e tolerante de Cucurbita spp. sob condi¢bes de estresse salino. Os agentes
utilizados foram: hidrocondicionamento e os acidos giberélico, salicilico e ascorbico.

Para determinar o periodo de hidratacdo das sementes nos agentes atenuadores, foi
necessario identificar o tempo de embebicdo de cada cultivar. Inicialmente, duas repeticdes de
50 sementes foram pesadas em balanca analitica digital (precisdo de 0,001 g) para elaborar a
curva de embebicdo (Brasil, 2009). A pesagem foi realizada antes da embebicdo e em
intervalos de tempo pré-determinados, até a emissdo da raiz primaria. O processo de
embebicdo foi conduzido em papel toalha do tipo germintest, usando a quantidade de agua
equivalente ao dobro do peso seco do papel, e as sementes foram mantidas em camaras de
germinacdo a 25 °C e sem fotoperiodo. O tempo de hidratacdo foi definido para que as
sementes absorvessem o atenuador do estresse salino sem atingir a protruséo radicular. Assim,
determinou-se o periodo de 8 h de hidrocondicionamento, tempo necessario para que as
sementes completassem a fase 1 da germinacgéo (Figura S1).

O experimento foi conduzido delineamento inteiramente casualizado em fatorial 2 x 6.

O primeiro fator consistiu de duas cultivares Adele (tolerante) e Tetsukabuto (sensivel) e o
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segundo fator por diferentes combinacBes de estresse salino e os pré-tratamentos com 0s
atenuadores do estresse salino, da seguinte forma: T1 = 0,0 MPa (controle), T2 = -0,4 MPa
(estresse salino), T3 = -0,4 MPa + hidrocondicionamento, T4 = -0,4 MPa + &cido giberélico
(50 mg/L), T5 = -0,4 MPa + acido ascérbico (50 mg/L), T6 = -0,4 MPa + &cido salicilico (50
mg/L).

O tempo de absorcdo e a concentragdo dos atenuadores do estresse salino foram
definidos com base na curva de embebicédo e testes preliminares. Para todos os atenuadores,
exceto o hidrocondicionamento, utilizou-se a concentragdo de 50 mg/L (Guirra et al., 2022).
Apobs o preparo das solucgdes, as sementes foram embebidas por 8 h, tempo suficiente para
alcancar ganho significativo de agua, conforme constatado pela curva de embebicdo. Em
seguida, as sementes foram colocadas para germinar em papel toalha umedecido com
solucdes de NaCl a -0,4 MPa.

Nessa etapa, além dos testes conduzidos na fase anterior, realizou-se a analise do
complexo enzimético das plantulas. Apos as medic¢des biométricas, as plantulas normais de
cada repeti¢do foram coletadas para a obtencéo dos extratos proteicos.

A extracdo de proteinas seguiu o protocolo de Azevedo et al. (1998), com adaptacdes.
O material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido até se tornar em pd fino, sendo
adicionado 20% de PVPP. As amostras foram misturadas na propor¢do de 1 grama de
material fresco para 3 mL de tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), suplementado com
EDTA 1 mMe DTT 3 mM. Os extratos foram centrifugados a 10.000 rpm por 30 minutos a 4
°C. O sobrenadante, mantido em gelo, foi fracionado e armazenado a -35 °C até 0s ensaios
enzimaticos.

Os extratos obtidos foram submetidos as seguintes anélises:

a) Quantificacdo de proteinas: realizada conforme a metodologia de Bradford (1976),
utilizando albumina bovina (BSA) como padrdo. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 595 nm, e o contetdo proteico foi expresso em mg de proteina por grama
de matéria fresca.

b) Atividade da catalase (CAT): determinada pelo consumo de H.O. na concentragdo
de 35%, monitorado por espectrofotometria a 240 nm durante 1 minuto (Havir; McHale,
1987), com modificacdes de Azevedo et al. (1998). A atividade enzimatica foi expressa em
pumol/min/mg de proteina.

c) Atividade da ascorbato peroxidase (APX): medida conforme Nakano e Asada
(1981), com leituras a 290 nm, utilizando coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM cm™. Os

resultados foram expressos em pmol de produto formado por minuto por mg de proteina.
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d) Atividade da superdéxido dismutase (SOD): avaliada segundo Gianopolitis e Ries
(1977), utilizando banho de luz branca. As leituras foram realizadas a 560 nm, com resultados
expressos em unidades de atividade por mg de proteina (U SOD/mg de proteina).

Para a quantificacdo de perdxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica, o extrato foi
preparado macerando-se 200 mg de matéria fresca com 2 mL de TCA 0,1%, contendo cerca
de 20% de PVPP. Apds centrifugagdo, foram realizadas as seguintes analises:

a) Peroxido de hidrogénio (H=0-): quantificado conforme Alexieva et al. (2001), com
iodeto de potassio e leitura em espectrofotdmetro a 390 nm, com os resultados expressos em
uMol de H20: por grama de matéria fresca.

b) Peroxidacéo lipidica: avaliada conforme Heath e Packer (1968), com a producéo de
malondialdeido (MDA) reagindo com acido 2-tiobarbitdrico (TBA). As leituras foram feitas a

535 e 600 nm, e os resultados expressos em pmol de MDA por grama de matéria fresca.

3.2.3 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) para avaliar os efeitos das cultivares e do estresse salino
na etapa I. Em seguida, realizou-se anélise de cluster utilizando o método de variancia minima
de Ward, com distancia euclidiana como medida de dissimilaridade, utilizando o software
PAST 4. Para a andlise dos atenuadores do estresse salino, os dados foram submetidos a
ANOVA e comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05). As andlises estatisticas foram
realizadas no software SISVAR® (Ferreira, 2019).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Etapa |

De acordo com a analise de variancia verifica-se interacdo significativa (p < 0,01)
entre os fatores (cultivares x niveis de estresse salino) para a primeira contagem de
germinacdo, germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, comprimento da parte aérea,
comprimento da raiz e massa seca da parte aérea, exceto para massa seca da raiz, que teve

efeito isolado para ambos os fatores (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para primeira contagem de germinacdo (PCG),
germinacao (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento da raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz
(MSR) (mg/plantulas), de cultivares de Cucurbita spp. em fun¢édo do estresse salino.
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Quadrado médio
PCG G IVG CPA CR MSPA MSR
(%) (%) - (cm/plantulas) (mg/plantulas)
Cultivares (Cult.) 4092,22** 740,62** 34,90** 4,66** 5,35** (,000127** 0,000179**
Estresse salino (ES) 46322,88** 76,22ns 33,92** 91,69** 71,85** 0,000456** 0,000239**

Cult. x ES. 1331,95%* 148,75** 2,17** 1,24** 457** 0,000023** 0,000005ns
CV (%) 13,04 5,55 4,99 18,85 10,57 16,89 15,32
" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

Fontes de variacdo

coeficiente de variac&o.

A reducdo da primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacdo (G) e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) é variavel em funcdo das cultivares e dos niveis de
salinidade (Tabela 2). Entre cultivares, a cv. Adele obteve os melhores resultados para as
variaveis PCG, G e IVG em ambos os niveis salinos, porém, entre esses niveis, as maiores
médias verificadas de PCG, G e IVG, 94%, 98% e 12,11 respectivamente, foram no nivel de -
0,2 MPa (Tabela 2). Desta maneira, a cultivar Adele se destaca como sendo uma cultivar
promissora para ser escolhida como tolerante ao estresse salino. A germinacdo (G) da cv.
Tetsukabuto foi reduzida em 25 p.p. e 10 p.p. para os niveis -0,2 e -0,4 MPa, respectivamente,

quando comparadas ao controle (Tabela 2).

Tabela 2. Médias da primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacdo (G) e indice de
velocidade de germinacao (IVG) de cultivares de Cucurbita spp. em funcéo do estresse salino.

) PCG (%) G (%) IVG
Cultivares
0,0 MPa -0,2MPa -04MPa 00MPa -02MPa -04MPa 00MPa -0,2MPa -0,4MPa
Tetsukabuto 81 bA 0bB 0bB 86 bA 61bC 76 bB 8,88 cA 7,06 cB 6,30 cC
Soberana 93 aA 0bB 0bB 99 aA 93 aB 88 aB 10,13bA 7,46 bB 6,56 cC
Kin 87 aA 0bB 0bB 93 aA 96 aA 93 aA 10,55bA 7,67 bB 6,52 cC
Adele 93 aA 94 aA 33aB 94 aA 98 aA 95 aA 11,94aA 12,11aA 11,45aA
Bahiana Tropical 79 bA 0bB 0bB 92 aA 92 aA 92 aA 8,48cA 7,46 bB 7,28 bB
Sergipana 84 bA 0bB 0bB 87 bA 90 aA 93 aA 854cA 6,81cB 6,58 cB

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O estresse salino reduziu o comprimento da parte aérea (CPA), da raiz (CR), massa
seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR). Para o CPA e CR verificou-se que no potencial -

0,2 MPa as cultivares Tetsukabuto e Soberana obtiveram menores resultados, contudo, ndo
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diferiu da Sergipana no comprimeto da raiz (Tabela 3). O nivel salino -0,4 MPa reduziu o
CPA e CR das plantulas de abdboras, mas ndo demonstrou diferenca estatistica entre as

cultivares (Tabelas 3).

Tabela 3. Médias do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e massa
seca da parte aérea (MSPA) (mg/plantula), de cultivares de Cucurbita spp. em funcdo do

estresse salino.

CPA (cm/plantulas)

CR (cm/plantulas)

MSPA (mg/plantula)

Cultivares
0,0 MPa -02MPa -04MPa 00MPa -02MPa -04MPa 00MPa -0,2MPa -04 MPa
Tetsukabuto 482bA 1,86cB 1,12aB 11,03aA 9,03cB 791aB 0,017aA 0,0091dB 0,006 bB
Soberana 577aA 2,10cB 1,23aC 1151aA 1051cA 889aB 0,020aA 0,011cB 0,008 aC
Kin 3,60cA 2,75bB 1,12aC 10,10aB 12,06 bA 858aB 0,018aA 0,015bA 0,008 aB
Adele 6,45aA 4,24aB 196aC 1156aA 1150bA 830aB 0,017aB 0,020aA 0,010aC
Bahiana Tropical 5,68aA 3,14 bB 124aC 1264aA 13,82aA 759aB 0,010bA 0,008dA 0,004 bB
Sergipana 497bA 2,80bB 1,39aC 10,96aA 10,43cA 8,34aB 0,011bA 0,009dA 0,005bB

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os resultados da MSPA demonstraram que 0s menores resultados foram obtidos para
as cvs. Tetsukabuto, Bahiana Tropical e Sergipana para o nivel -0,4 MPa. No nivel -0,2 MPa a
cv. Adele se destacou com maior MSPA, enquanto no nivel de -0,4 MPa ndo houve diferenca
das cvs. Soberana e Kin (Tabela 3).

Analisando o efeito isolado para massa seca da raiz (MSR), verifica-se que na
auséncia de estresse salino, a massa seca das raizes foi maior, representando a melhor
condigdo para o crescimento radicular (Figura 1). A medida que o potencial osmotico
diminuiu para -0,2 MPa, houve reducgéo significativa na massa seca das raizes em 25%. Ja no
potencial osmotico mais severo de -0,4 MPa, a massa seca das raizes foi ainda menor, em

torno de 56,25%, quando comparada ao controle.
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Figura 1. Massa seca de raizes de plantulas de Cucurbita spp. em funcgéo de diferentes niveis
de estresse salino (A) e cultivares (B). C1 = Tetsukabuto; C2 = Soberana; C3 = Kin; C4 =
Adele; C5 = Bahiana Tropical; C6 = Sergipana. Médias seguidas pela mesma letra minuscula
(cultivares) e mailscula (potencial osmotico) ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

A diferenca na massa seca das raizes de seis cultivares de abdbora mostrou-se
indiferente ao estresse salino. A cv. C3 (Kin) obteve melhor desempenho, com maior massa
seca de raiz, seguida da C2 (Soberana) e C4 (Adele) que também resultaram com massas
secas superiores, indicando desempenho intermediario. A cv. C5 (Bahiana Tropical) resultou
em menor massa seca de raiz, sendo estatisticamente inferior as demais. E as cvs Cl
(Tetsukabuto) e C6 (Sergipana) néo diferiram entre si (Figura 1).

Para a selecdo do nivel de salinidade a ser utilizado na segunda etapa experimental,
considerou-se gque os niveis -0,2 e -0,4 MPa tiveram médias diferentes, sendo assim preferivel
utilizar na fase dois, o nivel -0,4 MPa. Esse nivel de salinidade permitiu reducdo no
crescimento da raiz das cultivares e crescimento da parte area (Tabela 3).

A andlise de variancia para a quantificacdo de acUcares solUveis totais, aminoacidos
livres totais, prolina livre e citrulina livre, determinou interacdo para as cultivares e o0s

potenciais osmoticos para o estresse salino (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia para agucares sollveis totais (AST), aminoacidos
livres totais (ALT), prolina livre (PL) e citrulina livre (CL) de cultivares de Cucurbita spp. em
funcdo do estresse salino.

Quadrado médio

Fontes de variagcdo

AST ALT PL CL
(mg/g MF) (umol/g MF) (umol/mL?)
Cultivares (Cult.) 150,9551** 0,0017** 0,000032** 0,000001**

Estresse salino (ES) 190,5302** 0,0058** 0,000051** 0,000003**
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Cult. X ES. 51,4433** 0,0040** 0,000004** 0,00000**
CV (%) 13,41 18,06 16,62 11,62
"s Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

coeficiente de variagéo.

O aumento dos niveis de salinidade induziu a homeostase osmoéticas nas cultivares de
abobora. As concentragfes de AST aumentaram no nivel -0,2 MPa, exceto na cv. Adele que
se manteve estavel em todos os niveis de salinidade (Tabela 5). Com incrementos de 76,5,
47,6, 46,6, 6, 176,9 e 131,2% para as cultivares Tetsukabuto, Soberana, Kin, Adele, Bahiana
Tropical e Sergipana, respectivamente. Em relacéo as cultivares, o maior conteddo de AST foi

determinado na Tetsukabuto sob o nivel -0,2 MPa (Tabela 5).

Tabela 5. Médias da quantificacdo de agucares sollveis totais (AST) e aminoacidos livres
totais (ALT) em plantulas de cultivares de Cucurbita spp. em funcdo do estresse salino.

) AST (mg/g MF) ALT (umol/g MF)

Cultivares

0,0 MPa -0,2 MPa -0,4 MPa 0,0 MPa -0,2 MPa -0,4 MPa

Tetsukabuto 11,87 aB 20,96aA 3,7888 cC 0,126 aA 0,066 aB 0,063 cB

Soberana 9,96 aB 14,74 cA 11,5249 aB 0,057 cB 0,085 aA 0,082 cA

Kin 11,28 aB 16,54 bA 7,2275 bC 0,090 bA 0,082 aA 0,099 bA

Adele 6,86 bA 7,27 dA 6,9832 bA 0,049 cC 0,086 aB 0,108 bA

Bahiana Tropical 2,65 cB 7,34 dA 7,5431 bA 0,031dC 0,057 bB 0,145 aA

Sergipana 2,47 cB 571 dA 4,6609 cA 0,058 cA 0,032 cB 0,076 cA

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A quantificacdo de ALT no nivel sem salinidade para a cv. Tetsukabuto resultou em
maior quantidade de aminoacidos, seguido da cv. Kin (Tabela 5). O aumento da salinidade
para -0,2 MPa, as cultivares de abdbora aumentaram a sintese de ALT, exceto para
Tetsukabuto e Sergipana que reduziram ALT. Na maior salinidade (-0,4 MPa) a cv. Bahiana
Tropical produziu mais ALT, com ganho de 367,7% quando comparado ao menor nivel salino
e 130% quando comparado a cv. Tetsukabuto no mesmo nivel de salinidade (Tabela 5).

Em relacdo a quantificacdo de prolina, a cv. Tetsukabuto se destacou em comparagéo
as demais cultivares. No entanto, no nivel moderado de salinidade (-0,2 MPa) houve reducao
do conteudo de prolina, mas esta foi aumentada com o aumento da salinidade (-0,4 MPa) para
53,6% (Tabela 6). A citrulina, outro aminoacido associado a resposta ao estresse, foi

produzida em maior quantidade na cv. Adele, principalmente no potencial -0,4 MPa, com
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ganho de 89,5%, ndo diferindo da cv. Bahiana Tropical. Entre os niveis de salinidade, as cvs.
Tetsukabuto e Sergipana ndo tiveram variacdo na quantificacdo de citrulina, indicando

possivel estratégia de resposta diferente a salinidade (Tabela 6).

Tabela 6. Médias da quantificacdo de prolina livre (PL) e citrulina (CL) em plantulas
cultivares de Cucurbita spp. em fungéo do estresse salino.

PL (umol/g MF) CL (umol/mL1)

Cultivares
0,0 MPa -0,2 MPa -0,4 MPa 0,0 MPa -0,2 MPa -0,4 MPa
Tetsukabuto 0,0059 aB 0,0049 aC 0,0072 aA 0,0018 bA 0,0018 bA 0,0021 bA
Soberana 0,0026 cC 0,0041 bB 0,0063 bA 0,0016 bB 0,0021 bA 0,0022 bA
Kin 0,0041 bB 0,0035 bB 0,0058 bA 0,0018 bB 0,0027 aA 0,0023 bA
Adele 0,0010 dB 0,0007 dB 0,0029 cA 0,0019 bC 0,0027 aB 0,0036 aA
Bahiana Tropical 0,0017 dC 0,0039 bB 0,0078 aA 0,0020 bB 0,0024 aB 0,0034 aA
Sergipana 0,0014 dB 0,0025 cA 0,0031 cA 0,0026 aA 0,0021 bA 0,0023 bA

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Com base na analise do agrupamento do dendrograma, utilizou-se a Distancia
Euclidiana para medir a dissimilaridade de 30% entre as combinagdes de cultivares de
abobora (C) e os niveis de potencial osmoético (N) sob estresse salino (Figura 2). A analise
permitiu a formagdo de grupos que refletem a similaridade ou dissimilaridade entre as
combinagOes testadas. Grupo |, aglutinou as cultivares sem estresse salino (0,0 MPa),
demonstrando que essas combinacGes se assemelham em termos de germinacdo e

desempenho das varidveis bioquimicas e de crescimento (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade dos grupos formados pela combinagdo de niveis
de estresse salino (N) e cultivares (C) de abdbora. NO = Controle; N1 = -0,4 MPa; C1 =
Tetsukabuto; C2 = Soberana; C3 = Kin; C4 = Adele; C5 = Bahiana Tropical; C6 = Sergipana.

O segundo grupo incluiu a cultivar Adele mais tolerante a salinidade, devido a
apresentar os melhores resultados sob estresse salino a -0,4MPa. O grupo Ill, composto por
cultivares sensiveis a salinidade, constatou-se a Tetsukabuto e Soberana, que se mostraram
mais distantes das outras, indicando maior sensibilidade ao estresse salino (Figura 2). Com
base nesses resultados, o nivel de restri¢do salina de -0,4 MPa foi selecionado para a segunda
fase do estudo, tendo as cultivares Adele e Tetsukabuto, identificadas como a mais tolerante e
sensivel ao estresse salino, respectivamente (Figura 2). O dendrograma reforca essa distingao
ao evidenciar uma separacao clara entre as cultivares mais tolerantes e as mais sensiveis ao
estresse salino, com algumas dessas se agrupando préximas a condicdo de controle,

demonstrando bom desempenho mesmo sob condic¢des de salinidade.

3.3.2 Etapa Il

A andlise de variancia revelou interacdo significativa (p < 0,05) entre cultivares e
atenuadores do estresse salino para a germinagdo, comprimento da parte aérea e a massa seca
da parte aérea, além de interacdo altamente significativa (p < 0,01) para o indice de
velocidade de germinacdo e a massa seca da raiz (Tabela 7). A primeira contagem de

germinacdo obteve efeito isolado para a cultivar (p < 0,01). J& o comprimento da raiz foi
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influenciado de forma isolada pelos tratamentos com atenuadores do estresse salino (p < 0,01)
(Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da andlise de variancia para primeira contagem de germinacdo (PCG),
germinacdo (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento da raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz
(MSR) (mg/plantulas), de cultivares de Cucurbita spp. em funcdo dos tratamentos com
atenuadores.

Fontes de Quadrado médio
variagao PCG G IVG CPA CR MSPA MSR
(%) (%) - (cm/plantulas) (mg/plantulas)

Cultivares 4 o o o s s
(Cult) 32,00 682,520833** 192,400208** 0,187500ns 4,025208ns 20,150208** 25,070752

Tratamento

atenuadores 9,433333ns  27,687500ns  5,589208**  9,987500** 6,360875** 47,865208** 2,184842ns
(TA)

Cult. x TA 45,00 ns 64,520833*  2,397208**  0,277000* 1,134208ns 5,758208* 13,390612**

CV (%) 6,26 5,39 6,2 11,82 11,39 10,65 13,72
" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

coeficiente de variag&o.

A cv. Adele obteve maior porcentagem de germinagdo na primeira contagem, com
diferenca de 7,09% da cv. Tetsukabuto, no entanto, ambas tiveram porcentagem de
germinacao elevada, acima de 80% ja no quarto dia apos a semeadura (Figura 3A). No
tratamento controle, as cultivares de abdbora resultaram em germinacdo semelhantes atingido
média de 88%, mas quando submetidas ao estresse salino de -0,4 MPa esta variavel foi
reduzida apenas para a cv. Tetsukabuto, correspondendo a 13,02% em relagdo ao controle.
ApoOs as sementes serem tratadas em acidos, ascérbico (AAS) e salicilico (AS), as
porcentagens de germinacdo foram semelhantes ao controle, mesmo sob estresse salino
(Figura 3B). Para a cv. Adele, todos os tratamentos mantiveram a germinacgao acima de 85%.
A diferenca entre cultivares foi identificada apenas nos tratamentos salino, sem uso de
atenuadores do estresse (ES) e quando as sementes foram pré-tratadas em agua (H20) e acido
giberélico (AGs3). Com destaque para a cv. Adele, que obteve resultados superiores a cv.
Tetsukabuto (Figura 3B).
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Figura 3. Primeira contagem de germinacdo (A), germinacgédo (B) e indice de velocidade de
germinacdo (C) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas aos tratamentos pré-germinativos
e salinidade. Controle; salinidade e auséncia de atenuadores (ES); salinidade +
hidrocondicionamento (H20); salinidade + dacido giberélico (AGs); salinidade + 4cido
ascorbico (AAS); salinidade + &cido salicilico (AS). Medias seguidas pela mesma letra
minuscula (cultivares) e mailscula (tratamentos pré-germinativos) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

Para o indice de velocidade de germinacdo (IVG), em todos os tratamentos, a cv.
Adele se destacou com maior resultado quando comparado a Tetsukabuto, demonstrado maior
tolerancia ao nivel de salinidade aplicado (Figura 3C). Para essa cultivar o IVG foi reduzido,
com perda de 32,08% no estresse salino, que se mantém mesmo quando pré-tratadas com os

atenuadores do estresse, com VG de 9,13 (Figura 3C).



78

O maior nivel de estresse salino (-0,4 MPa de NaCl) reduziu significativamente o
comprimento da parte aérea das cultivares de abobora em comparacdo ao controle. Este,
resultou em maior comprimento da parte aérea, com média de 5,06 cm, enquanto o estresse
salino causou reducdo de 24,90% (Figura 4A). Para Tetsukabuto, os tratamentos com
atenuadores (H20, AGs, AAS e AS) sob estresse salino promoveram recuperagdo parcial,
aumentando o comprimento da parte aérea em 48,57%, quando comparados ao estresse
isolado, com medias superiores a 2,40 cm (Figura 4A). Para Adele, os tratamentos pré-
germinativos promoveram crescimento parcial da parte aérea, mas ndo foram suficientes para

diferir o estresse salino.
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Figura 4. Comprimento de parte aérea (A) e raiz (B) de cultivares de Cucurbita spp.
submetidas aos tratamentos pré-germinativos e salinidade. Controle; salinidade e auséncia de
atenuadores (ES); salinidade + hidrocondicionamento (H20); salinidade + acido giberélico
(AGs); salinidade + &cido ascorbico (AAS); salinidade + 4cido salicilico (AS). Médias
seguidas pela mesma letra minuscula (cultivares) e maiuscula (tratamentos pré-germinativos)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relagdo ao crescimento radicular, independente da cultivar, o controle obteve
raizes mais longas, com média de 12,26 cm, enquanto as submetidas ao estresse salino
reduziu o comprimento em 14,68%, resultando em uma média de 10,46 cm plantula™® (Figura
4B). Os atenuadores de estresse (H20, AGs, AAS ¢ AS) na concentragdo utilizada nao foram
suficientes para que as plantulas recuperassem completamente o comprimento das raizes
diante a perda promovida pelos sais, com média de 10,1 cm plantula™. Portanto, embora néo
apresente diferencas em relacdo ao estresse, 0 comprimento das raizes permaneceu 17,82%

inferior ao controle (Figura 4B).
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No tocante a massa seca, as respostas foram diferentes das obtidas para 0 comprimento
das plantulas de abobora (Figura 5A). A massa seca da parte aérea (MSPA) foi semelhante
para as duas cultivares oriundas do tratamento controle. O estresse salino induziu a reducao
do crescimento com perdas de 40,9% para a cv. Tetsukabuco e 37% para a cv. Adele. Para a
MSPA, o AGs promoveu melhor resultado para a cv. Tetsukabuto, com ganho de 56,2% em
relacdo ao estresse salino. Na cv. Adele, nenhum atenuador mitigou os efeitos da salinidade
para a massa seca da parte aérea (Figura 5A). Entre as cultivares, os atenuadores AGsz e AS
promoveram resultados distintos da MSPA, com destaque para a cv. Tetsukabuto que obteve
resultados superiores a cv. Adele, correspondendo a 27,7% e 25%, respectivamente (Figura
5A).
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Figura 5. Massa seca da parte aérea (A) e raiz (B) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas
aos tratamentos pré-germinativos e salinidade. Controle; salinidade e auséncia de atenuadores
(ES); salinidade + hidrocondicionamento (H20); salinidade + acido giberélico (AGs);
salinidade + acido ascorbico (AAS); salinidade + acido salicilico (AS). Médias seguidas pela
mesma letra minascula (cultivares) e maiuscula (tratamentos pré-germinativos) nao diferem
entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

A massa seca da raiz (MSR) proveniente do tratamento no controle foi semelhante
entre as cultivares de abobora. No entanto, o estresse salino promoveu comportamento
distinto entre as cultivares (Figura 5B). A cv. Tetsukabuto obteve comportamento
diferenciado sob estresse salino, com aumento de 26,72% na MSR em comparagcdo ao
controle. Para essa cultivar, 0 AGz promoveu incremento de 32,7% em relacdo a auséncia de
sais (Figura 5B). Para a cv. Adele, o estresse salino em relagéo ao controle, promoveu redugéo
de aproximadamente 20,84% na MSR. Entre os tratamentos atenuadores, para essa cultivar
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ndo houve diferenca no MSR em relagio ao controle, com média de 9,9 mg plantula™, exceto
quando se fez uso do AS que reduziu ainda mais a MSR, atingindo 8,5 mg plantula™. Entre as
cultivares, somente 0 AGs e AS promoveram respostas distintas, com destaque para a cv.
Tetsukabuto (Figura 5B).

A andlise de variancia revelou efeitos significativos de interacdo (p < 0,01) entre os
fatores cultivares e tratamentos com atenuadores para as varidveis agucares sollveis totais,

aminoacidos livres totais, prolina livre e citrulina livre (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo da anélise de variancia para a primeira contagem de acgucares soluveis
totais (AST), aminodacidos livres totais (ALT), prolina livre (PL) e citrulina livre (CL) de
cultivares de Cucurbita spp. em fungédo dos tratamentos com atenuadores.

] Quadrado médio
Fontes de variagdo

AST ALT PL cL
(mg/g MF) (umol/g MF) (umol/mL-1)
Cultivares (Cult.) 1494,572%* 0,004276%* 0,000011%* 0,000026**
ateg&z;irp:s”g A 280,154** 0,004342%* 0,000002%* 0,000002%*
Cult. x TA 165,788** 0,00165** 0,000002** 1,92945 E-07**
CV (%) 20,4 23,62 28,82 9,77

" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

coeficiente de variacdo

Para o conteudo de agUcares solUveis totais (AST), as cultivares apresentam teores
estatisticamente semelhantes ao obtido para o controle (Figura 6A). No tratamento salino, a
cv. Tetsukabuto obteve aumento significativo no contetdo de AST, 46,3% em relacdo ao
controle. O atenuador que se destacou para essa cultivar foi 0 AAS, que promoveu incremento
de 126,5% para os AST, em relagdo a auséncia de sais (Figura 6A). Na cv. Adele, ndo houve
diferenca na quantificacdo de AST entre os tratamentos, com média de 27,3 mg AST/ g MF
(Figura 6A).
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Figura 6. Acucares solUveis totais (A), amino&cidos livres (B), prolina livre (C) e Citrulina
(D) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas aos tratamentos pré-germinativos e salinidade.
Controle; salinidade e auséncia de atenuadores (ES); salinidade + hidrocondicionamento
(H20); salinidade + acido giberélico (AGs); salinidade + acido ascorbico (AAS); salinidade +
acido salicilico (AS). Médias seguidas pela mesma letra mindscula (cultivares) e maiuscula
(tratamentos pré-germinativos) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Para os aminoacidos livres (Figura 6B), o0 estresse salino também acarretou aumento
significativo em comparacdo ao controle de 29,43% e 53,73% para Tetsukabuto e Adele,
respectivamente. O tratamento com hidrocondicionamento (H.0) destacou-se nessa variavel,
com incremento de 58,52% e 71,12% em relacdo ao estresse isolado para Tetsukabuto e
Adele, respectivamente. Essa ocorréncia foi seguida pelos tratamentos com acido ascérbico
(AAS) e &cido salicilico (AS), que também resultaram em elevacBes, porém menores para a
cv. Tetsukabuto (Figura 6B).
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Os niveis de prolina também foram mais altos sob estresse salino em comparagdo com
o0 controle de 66,66% e 200%, para as cvs. Tetsukabuto e Adele, respectivamente (Figura 6C).
Entre os atenuadores, o hidrocondicionamento manteve o nivel de prolina semelhante ao
obtido no estresse salino para a cv. Tetsukabuto, e elevou em 800% na cv. Adele (Figura 6C).
Quando tratadas em 4cido giberélico (AGs), as plantulas de abobora apresentaram
comportamento semelhantes entre as cultivares Tetsukabuto e Adele, com 0,0017 pmol PRO /
g MF (Figura 6C).

As duas cultivares tiveram comportamento distintos para a quantificagéo de citrulina,
mesmo no tratamento controle, com destaque para a cv. Adele, que obteve niveis elevados em
todos os tratamentos (Figura 6D). No entanto, o0 estresse salino causou aumento consideravel
em comparacdo ao controle, para as cvs. Tetsukabuto e Adele, de 200% e 64,70%,
respectivamente. O acido salicilico (AS) foi o tratamento que mais favoreceu o acimulo de
citrulina, com aumento de 17,85% em relagdo ao estresse sem atenuacdo para a Adele,
seguido pelo &cido ascorbico (AAS) (Figura 6D).

A andlise de variancia revelou efeitos altamente significativos (p < 0,01) dos fatores
cultivares e tratamentos para todas as variaveis analisadas, incluindo proteinas, catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD), peroxido de hidrogénio
(PH) e malondialdeido (MDA) (Tabela 9). A interacdo cultivar x tratamento também foi
significativa para todas as variaveis, indicando que a resposta antioxidante e o estresse salino

em Cucurbita spp. sdo influenciados pelos atenuadores (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da analise de variancia com o quadrado médio para as variaveis: proteinas,
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD), peroxido de
hidrogénio (PH) e malondialdeido (MDA) de cultivares de Cucurbita spp. em funcdo dos
tratamentos com atenuadores.

Fontes de Quadrado médio
variagdo PROTEINA CAT APX SOD MDA PH
mg/gdc;e I\%:otema umol/min/mg de proteina ge?)?o?émg pmol/g de MF
Ctlgiu\ﬁ;es 10702,8395** 37,3527** 199,2186** 567,6296** 11,2162** 0,1823**
Tratamentos
atenuadores 4125,3601** 9,6374** 4255,7247** 603,2542**  14,2334** 0,1164**
(TA)

Cult. x TA 2689,4385** 6,0716 **  1272,8309** 302,1287**  7,5461** 0,1603**

CV (%) 6,84 13,63 11,71 13,93 11,96 21,95
" Nao-significativo. ** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente. CV

coeficiente de variacgéo.
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A producéo de peroxido de hidrogénio (H20,) foi elevada na cv. Tetsukabuto, mesmo
na auséncia de sais. Nos demais tratamentos, houve reducdo da presenca de H202. No estresse
essa reducdo atingiu 69,5% em comparacdo ao controle (Figura 7A). Dentre os tratamentos
com atenuadores, o acido giberélico (AGs) ¢ o acido ascoérbico (AAS) reduziram os niveis
H20>, reduzindo-os em aproximadamente 76,85% para a cv. Tetsukabuto (Figura 7A). Na
Adele, o estresse salino aumentou a produgédo de H202, em 105,26%. Dentre os tratamentos
com atenuadores, o0 acido salicilico (AS) promoveu reducdo dos niveis de H20., em 51,92%

em relagéo ao estresse sem atenuadores, ndo diferindo do controle (Figura 7A).
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Figura 7. Peroxidacdo lipidica expressa pelo teor de perdxido de hidrogénio (A) e
malondialdeido (B) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas aos tratamentos pré-
germinativos e salinidade. Controle; salinidade e auséncia de atenuadores (ES); salinidade +
hidrocondicionamento (H:0); salinidade + acido giberélico (AGs); salinidade + acido
ascorbico (AAS); salinidade + &cido salicilico (AS). Medias seguidas pela mesma letra
mindscula (cultivares) e mailscula (tratamentos pré-germinativos) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

A producéo de malondialdeido (MDA) se manteve semelhante entre as duas cultivares
de abdbora no tratamento controle (Figura 7B). O estresse salino causou reducéo significativa
de 28,07% em comparac¢do ao controle, nos niveis de MDA para cv. Adele, mas se manteve
elevada para a cv. Tetsukabuto (Figura 7B). Entre os tratamentos de atenuadores, o
hidrocondicionamento (H:0) se destacou na redugdo dos niveis de MDA, de
aproximadamente 96,96% e 23,55% em relacdo ao estresse isolado, para Tetsukabuto e

Adele, respectivamente. Os &cidos, giberélico (AGs), ascorbico (AAS) e salicilico (AS)
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resultaram em redugbes menores para Testukabuto, mas ainda assim significativas,
correspondendo a 36,2, 65,3 e 81%, respectivamente (Figura 7B).

A acdo das enzimas antioxidantes demonstrou resultados distintos entre as cultivares
de abdboras e os tratamentos. A atividade da catalase (CAT) foi reduzida perante o estresse
salino em ambas as cultivares quando comparado ao controle, de aproximadamente 40,86% e
77,59% para Tetsukabuto e Adele, respectivamente. Entre os tratamentos com atenuadores, 0
hidrocondicionamento (H20) para a cv. Tetsukabuto e o acido salicilico para a cv. Adele,
promoveram incrementos de 45,97% e 209,6%, respectivamente (Figura 8A). Entre as
cultivares, somente o estresse salino sem atenuador e com hidrocondicionamento, manteve 0s

niveis de CAT estatisticamente semelhantes (Figura 8A).
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Figura 8. Atividade das enzimas catalase - CAT (A), ascorbato peroxidase - APX (B),
superdxido dismutase - SOD (C) e proteinas (D) de cultivares de Cucurbita spp. submetidas
aos tratamentos pré-germinativos e salinidade. Controle; salinidade e auséncia de atenuadores
(ES); salinidade + hidrocondicionamento (H=0); salinidade + acido giberélico (AGs);
salinidade + &cido ascorbico (AAS); salinidade + &cido salicilico (AS). Médias seguidas pela
mesma letra minascula (cultivares) e maiuscula (tratamentos pré-germinativos) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade.

Para a atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi verificada queda acentuada sob
condigOes de estresse em comparagdo com o controle, com reducdo de aproximadamente
32,84% e 82,29% para Tetsukabuto e Adele, respectivamente (Figura 8B). Dentre 0s
atenuadores do estresse, o hidrocondicionamento (H20) conseguiu recuperar a atividade de
APX para cv. Tetsukabuto, aumentando-a em 22,84% em relacdo ao estresse sem tratamento,
semelhante ao controle. Na cv. Adele, somente o acido ascérbico (AAS) ndo foi eficiente em
manter a atividade de APX, com diminuigdo de 47,93% em comparagdo ao estresse salino
(Figura 8B).

Na atividade da superdxido dismutase (SOD), o tratamento controle obteve resultado
semelhante entre as cultivares. Por outro lado, o estresse salino aumentou a atividade dessa
enzima em ambas as cultivares em comparac¢do ao controle, com incremento de 343,69% e
59,21% para Tetsukabuto e Adele, respectivamente (Figura 8C). Todos os tratamentos salinos
com atenuadores promoveram reducdo na atividade da SOD, quando comparados ao estresse
salino. No entanto, os pré-tratamentos com os acidos giberélico (AGs) para a cv. Tetsukabuto
e ascorbico (AAS) para a cv. Adele promoveram menor atividade de SOD, com reducdo de
92,57% e 91,20% em relacdo ao estresse salino, respectivamente (Figura 8C).

A sintese de proteinas variou significativamente entre as cultivares. A cv. Adele
obteve maior concentracao proteica no controle (82,612 mg/g de proteina de MF), enquanto a
Tetsukabuto resultou em menor valor para esse tratamento (57,269 mg/g de proteina de MF).
O estresse salino induziu aumento expressivo nas proteinas em ambas as cultivares, sendo de
131,8% para Tetsukabuto e 30,4% para Adele, quando comparadas aos respectivos controles
(Figura 8D). Entre os tratamentos pré-germinativos para Tetsukabuto, todos tiveram teores de
proteina inferiores ao verificado no estresse salino. No entanto, em comparagéo ao controle,
os maiores teores de proteinas foram registrados nos tratamentos com H-O (112,025 mg/g de
proteina de MF) e AGs (106,127 mg/g de proteina de MF), enquanto o tratamento com AAS
resultou na menor sintese proteica (41,207 mg/g de proteina de MF). Para Adele, o maior
acumulo proteico foi constatado no tratamento H>O (145,870 mg/g de proteina de MF), sendo

significativamente superior aos demais (Figura 8D).
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3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Etapa |

A analise dos resultados permitiu identificar diferencas no desempenho das cultivares
sob estresse salino. A cv. Adele obteve valores superiores para variaveis germinacédo, indice
de velocidade de germinacdo e acimulo de prolina, mesmo nos potenciais osmoticos mais
baixos (-0,2 e -0,4 MPa). Esse desempenho sugere a presenca de mecanismos eficazes de
adaptacdo, incluindo a manutencdo do equilibrio osmético e a protecdo celular por meio de
compostos osmoprotetores.

A adaptacdo das plantas a salinidade pode estar relacionada a diversos mecanismos
adaptativos, incluindo modificagdes morfoldgicas na raiz como aumento da densidade
radicular, que favorece a absorcdo de agua e nutrientes (Acosta-Motos et al., 2017). Além
disso, as adaptagdes fisiologicas como 0 ajustamento osmético que € desencadeado pelo
aumento no contetido de substancias reguladoras, como prolina, agUcares e proteinas (Ahmad
et al., 2016; Hannachi; Van Labeke, 2018; Beinsan et al., 2018), o que provavelmente
favoreceu o processo de germinacéo e o crescimento inicial da cv. Adele.

Por outro lado, a cultivar Tetsukabuto demonstrou maior sensibilidade ao estresse
salino, com reducdes expressivas nas variaveis biométricas, como germinagdo, primeira
contagem da germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, comprimento da parte aérea e
radicular e acimulo de biomassa. Tais eventos, reforcam a ideia de vulnerabilidade dessa
cultivar em condicBes salinas. Achados semelhantes foram descritos por Taratima,
Kunpratum; Maneerattanarungroj (2023). Segundo esses autores, a salinidade promoveu
reducgdes expressivas no crescimento foliar, didmetro do caule e nimero de raizes de abdbora
Laikaotok. Embora a cultivar Tetsukabuto tenha apresentado maior acumulo de agucares
sollveis, essa resposta parece ndo ter sido suficiente para mitigar os efeitos negativos do
estresse, indicando limitages em seus mecanismos de defesa.

Considerando que, genotipos tolerantes ao sal tende a aumentar a concentragdo de
acucares quando exposta a condi¢@es de salinidade, enquanto em genotipos sensiveis verifica-
se concentracGes menores de agucares, com diminui¢6es de 0,3% a 0,5% quando expostos ao
NaCl (Mu; Ding, 2021). Esses resultados embasam a separacao entre cultivares tolerantes e
sensiveis, ou seja, Adele e Tetsukabuto, respectivamente, para a proxima etapa do estudo,
permitindo investigar mais profundamente os efeitos de atenuadores de estresse salino nessas

cultivares com diferentes niveis de tolerancia.

3.4.2 Etapa Il
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De maneira geral, os resultados desta etapa demonstraram que o estresse salino (—0,4
MPa de NaCl) impactou negativamente as variaveis biométricas, bioquimicas e enzimaticas,
embora os tratamentos com atenuadores tenham promovido recuperacdes parciais, indicando
potencial para mitigar os impactos do estresse salino.

Na primeira contagem de germinagdo, a cv. Adele teve desempenho superior ao da
Tetsukabuto, sugerindo maior capacidade inicial para lidar com o estresse salino. Essa
diferenca pode estar relacionada as caracteristicas genéticas ou a melhor adaptacdo dessa
cultivar a condi¢6es adversas. A contraposto, para a cv. Tetsukabuto, a reducéo no percentual
de germinacdo provavelmente aconteceu porque o estresse afetou processos fisioldgicos
essenciais. A hidratagdo da semente é primordial para iniciar 0 processo germinativo,
contudo, sob efeito do estresse salino, a germinacdo foi inicialmente inibida devido a
hidratacdo insuficiente dos tecidos, o que impediu a ativacdo das atividades metabdlicas, a
mobilizacdo das reservas e, consequentemente, o desenvolvimento das raizes e a formacao
das plantulas (Taiz et al.,, 2018). Resultados semelhantes também foram relatados por
Tarchoun et al. (2022) e Dantas et al. (2019). Segundo esses autores, a salinidade afetou
significativa a porcentagem final de germinacdo e a velocidade de germinacdo em variedades
de abobora, com tendéncias decrescentes a medida que os niveis de NaCl aumentaram.

Nesse estudo, o uso de tratamentos pré-germinativos, como hidrocondicionamento
(H20), acido giberélico (AGs), acido ascorbico (AAS) e acido salicilico (AS), indicaram
potencial em melhorar a germinacéo e, consequentemente, o desempenho inicial das plantulas
de abdboras. Nesse sentido, Guirra et al. (2020) também verificaram aumento no indice de
velocidade de germinacdo em sementes de abobora tratadas com reguladores vegetais,
independentemente do tipo de agua residuaria utilizada.

O uso de &cidos gibereélico e salicilico em condicdes salinas é uma estratégia eficaz
para melhorar a germinacédo, favorecer o alongamento celular e a ativar a camada aleurona
(Taiz et al., 2017; Guirra et al., 2020). Tal efeito, pode ter induzido melhor resposta do
metabolismo, que por sua vez, refletiu-se no comprimento da parte aérea, promovendo
recuperacdo parcial para a Tetsukabuto. Além disso, a cv. Adele demonstrou menor variacao
sob estresse salino e poucas diferencas com atenuadores, sugerindo tolerancia intrinseca que
reduz a necessidade de atenuacdo externa.

O estresse salino comprometeu o desenvolvimento das cultivares Tetsukabuto e Adele,
reduzindo o comprimento da parte aérea e radicular. A reducdo do crescimento pode estar
diretamente relacionada ao desvio de reservas da cultura para o sistema de defesa da planta

diante do estresse salino. A reducdo no comprimento radicular deve-se principalmente ao



88

aumento da salinidade. Nessa condi¢cdo, o desequilibrio osmético induz o acumulo de
aclcares e aminoacidos, como prolina e citrulina, que atuam como osmorreguladores na
manutencdo hidrica das plantas (Oliveira et al., 2014; Ahmad et al., 2016; Costa et al., 2021).
Além disso, 0 excesso de ions de sddio e cloreto contribuem para a citotoxicidade nos tecidos
e desbalango nutricional, resultando na reducdo do crescimento (Silva et al., 2024).
Resultados semelhantes foram constatados por Dantas et al. (2019) nas cultivares Coroa e
Caserta. Essa constatacdo reforca que a salinidade afeta o desenvolvimento de plantas
sensiveis.

Os tratamentos com atenuadores demonstraram potencial para mitigar os efeitos
adversos do estresse salino, especialmente na cv Tetsukabuto, promovendo a recuperagédo
parcial no crescimento e ganho de biomassa da parte aérea. Esses resultados estdo associados
ao ciclo de priming, um mecanismo de defesa em que as plantas desenvolvem a memaoria em
relacdo a exposicdo inicial ao estresse, para resistir melhor a eventos futuros semelhantes.
Nesse processo, 0 condicionamento com os tratamentos pré germinativos H.O, AGs, AS e
AAS atuam como agentes sinalizadores, ativando sistemas de defesa contra a desidratagdo e
induzindo a sintese de osmolitos compativeis, fundamentais para a manutencdo do equilibrio
osmotico e para a adaptacédo das plantas as condicGes adversas (Costa et al., 2021; Chen; Cao;
Niu, 2021; Hongna et al., 2021).

Para a cv. Adele a resposta aos atenuadores foram bem menos expressivas, Vvisto que
ndo resultaram em recuperacdo significativa nos parametros de crescimento desta cultivar.
Essa resposta reforca a ideia de que os hormonios vegetais respondem de formas distintas
conforme a espécie, a cultivar e as condi¢cdes ambientais as quais as plantas sdo submetidas
(Guirra et al., 2020).

A reducdo na massa seca da parte aérea em ambas as cultivares indicou que o estresse
afetou o crescimento das plantas. Esse resultado também foi verificado em abobrinha por
Canja et al. (2021). A biomassa seca € o0 parametro de crescimento vegetal mais sensivel a
salinidade e o mais adequado para medir os danos em grandes proporcdes nas culturas (Brito
et al., 2014). Entre os tratamentos atenuadores, o acido giberélico (AGs), proporcionou maior
recuperacdo da massa seca da parte aérea, especialmente para a cv. Tetsukabuto. Silva et al.
(2024) verificaram que em mudas de meldo Goldex, o acido salicilico promoveu resultados
superiores na producdo de biomassa da parte aérea, corroborando a eficacia dos reguladores
na melhoria do desempenho das plantas.

Sob estresse salino, as respostas das cultivares foram diferentes quanto a massa seca

das raizes. Enquanto Adele sofreu reducdo, a Tetsukabuto obteve incremento na biomassa
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radicular. Os tratamentos com hidrocondicionamento (H20), acido giberélico (AGs) e acido
ascorbico (AAS) estimularam o desenvolvimento radicular da cultivar Adele, mas néo diferiu
do estresse salino. No entanto, todos os tratamentos, com exce¢do do AAS, em termo de
ganho de biomassa radicular, superaram o controle (sem estresse) na cultivar Tetsukabuto.

A manuten¢do do desenvolvimento radicular, trata-se de estratégia para aumentar a
captacdo de agua e aliviar os efeitos do estresse. O &cido salicilico (AS) pode atuar mitigando
os efeitos de estresses e recuperando parcialmente a inibicdo do crescimento da raiz
(Bagautdinova et al., 2022). Porém, essa caracteristica ndo foi constatada para a cultivar
Adele. A reducdo da biomassa radicular para a cultivar Adele pode estar relacionada a toxidez
de ions ou redugdo no potencial osmatico causado pela diminui¢do da absorcdo de &gua e
nutrientes (Ali et al., 2021; Mehta; Vyas, 2023). A imposicdo de estresse osmético, induzido
pela salinidade, pode desencadear nas plantas o acumulo de substancias osmorreguladoras,
como prolina, glicina betaina e acglcares, que ajudam na manutencdo do turgor celular e
protegem contra o estresse osmotico (Mehta; Vyas, 2023).

Em termos de preferéncia por substancias osmorreguladoras, a cv. Tetsukabuto em
comparacdo a Adele, tanto o estresse salino quanto o0s tratamentos pré-germinativos
favoreceram o acumulo de agucares solUveis, especialmente sob efeito do atenuador AAS, e
de prolina, no hidrocondicionamento (H20). Menores expressfes foram registradas para o
acimulo de aminodacidos totais e citrulina, possivelmente a planta ndo investiu nesses
acumulados devido a existéncia de outra rota metabolica. Por outro lado, a cv. Adele obteve
comportamento inverso em relacdo a Tetsukabuto, mantendo maiores concentracfes de
amino&cidos totais e citrulina, e menores expressdes de prolina e carboidratos.

Essas constatacGes confirmam com Dantas et al. (2019), que verificaram acimulo de
acuUcares redutores, resultante da degradacdo dos acgucares sollveis totais, com aumento nos
cotilédones das sementes de aboObora durante a germinacdo, sendo mais expressivo sob
estresse salino. Os teores de agucares também foram elevados em mudas de pepino (Cucumis
sativus L.) tratadas com &cido salicilico (AS) em pesquisa relatadas por Dong; Wang; Shang
(2011). De acordo com esses autores 0 AS atua no regulamento do metabolismo dos agucares,
modificando seus componentes e niveis nas células vegetais, contribuindo dessa forma para
aumentar a toleréncia ao estresse salino. Em estudo de Guirra et al. (2020), os &cidos
giberélico e salicilico também promoveram acumulo de agUcares totais em mudas de
Cucurbita moschata, cv. Sergipana, submetidas a aguas residuérias de piscicultura com CE de
5,97 dS/m, corroborando em partes com o presente estudo.

Para os aminodcidos livres, 0 aumento promovido pelo estresse salino reflete ao ajuste
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metabdlico importante para mitigar os efeitos do estresse nas duas cultivares. O
hidrocondicionamento (H20) foi o tratamento que mais favoreceu o acumulo de aminoacidos
em ambas as cultivares, além de diminuir os niveis de MDA. Sob efeito do acido giberélico,
Silva et al. (2023), verificaram que mudas de meldo Grand Prix irrigadas com &gua salina,
obtiveram maior acimulo de aminodcidos totais, corroborando com os achados desta
pesquisa.

A prolina, conhecida por atuar no ajuste osmaético, teve niveis elevados em ambas as
cultivares sob estresse salino. Com resposta mais acentuada para a cv. Tetsukabuto. O
aumento nos teores de prolina é consistente com o encontrado por Tarchoun et al. (2022), que
relataram que a maioria das racas locais de abdbora respondem ao estresse salino com o
aumento desse osmorregulador. A prolina ajuda a mitigar os efeitos da salinidade,
estabilizando estruturas celulares protegendo as células, mantendo a integridade da membrana
e combatendo espécies reativas de oxigénio (Ghaffari et al., 2019; Meena et al., 2019). Entre
0s tratamentos pré-germinativos, os niveis de prolina diferiram entre as cultivares apenas sob
estresse salino e hidrocondicionamento (H20). Nos tratamentos com AGs, AAS ¢ AS, esses
niveis permaneceram constantes. O &cido salicilico embora ndo tenha destaque entre os
tratamentos, desempenha importante papel na producdo de prolina, favorecendo o ajuste
osmético e, consequentemente, melhorando a absor¢do de agua e a atividade das enzimas
antioxidantes (Khan et al., 2020; Sharma et al., 2020).

Para a citrulina, verificou-se aumento expressivo em ambas as cultivares sob estresse
salino, indicando sua relevancia como osmoprotetor, particularmente para a cultivar Adele.
Kusvuran, Dasgan e Abak, (2013) também verificaram que genotipos de meldo mais
tolerantes e moderadamente tolerantes tiveram aumento rapido e em maiores propor¢des no
contedo de citrulina, em comparacdo aos gendtipos sensiveis, corroborando a importancia
deste composto no ajuste ao estresse. O acido salicilico (AS) foi novamente o tratamento mais
eficaz para a Adele, seguido pelo &cido ascorbico (AAS), reforcando o papel destes
compostos na melhoria da tolerancia das plantas a salinidade. O &cido salicilico desempenha
papel importante como composto organico que regula processos fisiologicos e atua como
agente sinalizador na mitigacdo do estresse em plantas (Rhaman et al., 2021).

Os teores de peroxido de hidrogénio (H202) foram mais elevados no controle (sem
estresse) da cv. Tetsukabuto, indicando alta atividade para esta cultivar em condicGes ideais
de crescimento. Entre os tratamentos pré-germinativos, o pré-condicionamento com (H20) foi
semelhante ao tratamento sob ES, mantendo os mesmos niveis de perdxido em ambas as

cultivares, sendo os demais tratamentos menos expressivos.
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O aumento de peroxido de hidrogénio (H=0-) foi destaque na cultivar Adele para os
tratamentos hidrocondicionados (H20), acido giberélico (AGs) e acido ascorbico (AAS). Esse
aumento, sugere a intensificacdo do estresse oxidativo sob condicdes salinas, enquanto a
reducdo verificada para a Tetsukabuto indicou que essa cultivar possui mecanismos mais
eficientes para regular o metabolismo oxidativo. Como consequéncia, a cultivar Adele
resultou em menores valores de crescimento, biomassa e agUcares solUveis, enquanto
Tetsukabuto teve aumento na massa seca das raizes e nos acUcares sollveis. Entre o0s
atenuadores, o &cido giberélico (AGs) € o acido ascorbico (AAS) foram os mais eficazes na
reducdo de H.0O: para a cv. Tetsukabuto.

O tratamento com &cido salicilico (AS) foi eficaz em mitigar estresses abioticos,
reduzindo a produgdo de H.O. (Rhaman et al., 2021). O &cido giberélico, por sua vez, também
foi associado a reducédo da peroxidacdo lipidica e do extravasamento de eletrolitos modulando
as enzimas metabolizadoras de H20:, contribuindo para a protecao das plantas e a manutencao
e estabilidade das membranas sob estresse (Abbasi et al., 2019; Hui et al., 2018). Esses
resultados corroboram o fato de que tanto o acido ascorbico quanto o acido giberélico
desempenham papel importante na regulacdo do estresse oxidativo em diferentes cultivares.

A peroxidacéo lipidica (MDA) foi elevada em ambas as cultivares nos controles (sem
estresse). O estresse salino aumentou o estresse oxidativo em ambas as cultivares, no entanto,
a cv. Tetsukabuto obteve maiores danos as membranas celulares, indicando maior
sensibilidade a este estresse. A reducdo da peroxidacao entre os tratamentos foi mais eficiente
no de hidrocondicionamento (H-O) para as cultivares Tetsukabuto e Adele.

Niveis elevados de MDA indicam danos oxidativo imposto pelo estresse salino,
desencadeado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio. De forma geral, 0 aumento da
sintese de MDA e H2O2 sob estresse salino esta associado ao desequilibrio redox e danos nas
membranas celulares e na atividade proteica, com a extensdo destes variando conforme a
duracdo do estresse (Xing et al., 2019). Considerando os altos niveis de MDA e baixa
producdo de peroxido é provavel que outras espécies reativas de oxigénio, estejam atuando na
peroxidacao das membranas. O hidrocondicionamento (Hz0) foi o atenuador mais eficaz na
reducdo dos niveis de MDA para ambas as cultivares, com efeito mais expressivo para a
Tetsukabuto. De acordo com Carvalho et al. (2023), para algumas espécies o0
hidrocondicionamento tem sido considerado a alternativa eficaz na reducdo dos efeitos de
estresses abioticos.

AlteracOes nas atividades enzimaticas da CAT, APX e SOD indicam que 0 estresse

salino afetou negativamente o sistema antioxidante das cultivares Tetsukabuto e Adele, mas
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com comportamentos distintos. No controle (sem estresse), as atividades da CAT e da APX
foram significativamente maiores na cv. Adele do que na cv. Tetsukabuto, porém as unidades
de superoxido dismutase (SOD) foram semelhantes para ambas as cultivares. Para a Adele, a
atividade elevada das enzimas CAT e APX indicou sincronia no combate as EROS, o que
justifica a maior concentracdo proteica no controle (82,612 mg/g de proteina de MF) e as
baixas concentracdes de peroxido na cultivar. No entanto, mesmo a atividade sendo elevada,
ndo foi suficiente para reduzir peroxidacao lipidica. Para a Tetsukabuto, as enzimas atuaram
em sincronia, mas ndo reduziram os teores de peroxido, e consequentemente o0s niveis de
MDA, possivelmente devido a menor sintese de proteinas (57,269 mg/g de proteina de MF).

Sob condic¢6es de salinidade (ES), a atividade da CAT e APX foi reduzida em ambas
as cultivares, enquanto as unidades de SOD, aumentaram em relacdo ao controle,
especialmente na cv. Tetsukabuto. Esse efeito também foi constatado no teor de proteinas,
com um incremento de 131,8% para a Tetsukabuto. Esses resultados indicam que o sistema
antioxidante foi desequilibrado, a resposta inicial da SOD, principalmente na Tetsukabuto,
indica alta concentracdo de superdxido, contudo as enzimas CAT e APX ndo apresentaram
resposta a altura. Os baixos teores de peroxido nas plantas sob ES podem estar relacionados a
atividades das enzimas CAT e APX, mas também ao consumo por outras vias, ou
provavelmente conversdo em radicais hidroxila (OH), o que explicaria a alta concentracéo de
MDA, com mais énfase na cv. Tetsukabuto. Essa constatacdo € comum em plantas sob
estresse salino, uma vez que o estresse osmotico induzido pela salinidade e o estresse ibnico
desencadeiam a superproducdo de EROS, como verificado nesta pesquisa. Esses fatos
resultam em danos oxidativos das organelas celulares ocasionando a peroxidacdo lipidica
(Hasanuzzaman et al., 2021).

Entre os tratamentos pré-germinativos, na cv Adele, somente o AS, AAS e H20,
proporcionaram melhorias na atividade da CAT em relacdo ao tratamento com estresse salino
(ES) e no hidrocondicionamento na atividade da APX, efeito que pode ser explicado pela
maior quantidade de proteinas nestes tratamentos. Enquanto na cv. Tetsukabuto, somente o
hidrocondicionamento (H20) favoreceu a atividade tanto da CAT quanto da APX.

Durante a germinacdo, a atividade de enzimas antioxidantes como superoxido
dismutase (SOD), catalase e peroxidase se intensifica para regular os niveis de radicais livres
em sementes vidveis. A catalase, em particular, desempenha papel essencial nessa regulacéo,
neutralizando radicais livres ao utilizar o perdxido de hidrogénio como substrato (Jahed et al.,
2023). No presente estudo, nota-se que o uso de atenuadores como AS, AAS e H0O,

melhoraram parcialmente as atividades da enzima CAT para a Adele, mesmo assim a resposta
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ndo foi suficiente para reduzir os niveis de MDA. Enquanto o hidrocondicionamento (H20)
foi eficiente para a Tetsukabuto, Dantas et al. (2019) relataram que a atividade de CAT
aumentou no eixo embrionario de C. pepo, cv. Redonda, e C. maxima, cv. Coroa, com
aumento da condutividade elétrica, permanecendo constante em C. pepo, cv. Caserta,
destacando variagdes na resposta entre diferentes cultivares.

Entre os tratamentos, o hidrocondicionamento (H.O) para a Tetsukabuto e o &cido
salicilico (AS) para a Adele foram os mais eficientes na melhoria da atividade de CAT,
proporcionando as cultivares a lidarem com o estresse. Rhaman et al. (2020) afirmaram que o
tratamento das sementes com acido salicilico (SA) ajudou a mitigar os estresses abioticos,
aumentando a atividade de enzimas antioxidantes como a catalase.

A reducdo da APX, é consistente com Dantas et al. (2019), que relataram reducéo na
atividade da APX no eixo embrionario em funcdo da salinidade, em todas as cultivares de
abdbora, enquanto nos cotilédones a atividade foi muito baixa. Da mesma forma, sementes de
outras cucurbiticeas, como melancia e pepino, também tiveram reducdo da atividade da APX
sob estresse salino (Matias et al., 2015; Dantas et al., 2015).

O aumento da atividade de APX em Tetsukabuto devido ao hidrocondicionamento
reforga a limitagdo deste tratamento em induzir ajustes metabolicos eficazes para atenuar os
danos oxidativos. Por outro lado, em Adele, os atenuadores testados, como o &cido salicilico,
foram capazes de restaurar os niveis de APX, sugerindo que a regulacdo desta enzima
contribui para a detoxificagdo eficiente de H.0.. Esse resultado estd alinhado com as
constatacbes de Sahu e Sabat (2011), que concluiram que a aplicacdo exdgena de acido
salicilico (AS) modulou as atividades das enzimas antioxidantes intracelulares, promovendo
maior toleréncia das plantas ao estresse salino.

Por outro lado, o aumento da atividade da SOD também verificado por Zhu et al.
(2019), relataram aumento significativo na unidade da enzima em condi¢cdes de estresse
salino, especialmente em niveis de NaCl de 60 mM. Os atenuadores AGs e AAS foram
eficazes na manutengdo da atividade de SOD nas cultivares Adele e Tetsukabuto
respectivamente, apresentando reducdes expressivas dos efeitos do estresse. Zhu et al. (2019),
relataram que a aplicagdo de AGs atenuou os efeitos inibitoérios do estresse salino,
promovendo 0 aumento da atividade da enzima SOD. Por fim, Souza Neta (2021) verificou
que as atividades das enzimas SOD, CAT e APX ndo apresentaram respostas conjuntas,
sugerindo a possivel atuagdo de outros mecanismos de tolerancia na protecdo das células

vegetais contra a peroxidacéo lipidica.
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3.5 CONCLUSOES

O estresse salino (-0,2 e -0,4 MPa) impacta a germinacédo, crescimento, acimulo de
biomassa, metabolismo bioguimico e atividade enzimatica das cultivares de abobora.

A combinacdo da cultivar tolerante Adele com a aplicacéo de acido giberélico revela-se
como estratégia promissora para o cultivo desta abdbora em regides sujeitas a salinidade de até -
0,4 MPa, com melhor desempenho germinativo, maior acumulo de aminodacidos e citrulina,
além de menor dano celular (MDA) e menor producédo de peréxido de hidrogénio.

Na cultivar menos tolerante Tetsukabuto, o hidrocondicionamento e o &cido giberélico
proporcionam melhor desempenho na formacdo de plantulas e ajuste aos estresses osmotico e
oxidativo.

A tolerancia ao estresse esteve associada ao acUumulo de prolina, aclcares e
aminoacidos, além da regulacdo antioxidante, indicando o potencial da selecdo assistida por

marcadores na escolha de gen6tipos mais adaptados.
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ANEXO — CURVA DE EMBEBICAO
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Figura S 1. Determinagdo da curva de embebicdo em sementes de cultivares de Cucurbita
spp. a 25 °C.



