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RESUMO

OLIVEIRA, AUTA PAULINA DA SILVA. M.Sc. Universidade Estadual da Paraiba/ Embrapa
Algoddo, agosto de 2020. Acido salicilico e metionina mitigam os efeitos deletérios da

restricdo hidrica em feijdo-caupi. Campina Grande, PB, 2020. P 85. Dissertacdo (Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Agrarias). Orientador: Prof. Dr. Alberto Soares de Melo,
Coorientador: Prof. Dr. Yuri Lima Melo.

No semiarido nordestino a restricdo hidrica € um fator negativo para os vegetais, o qual
reduz a produtividade e altera 0 metabolismo das plantas. Apesar da resisténcia a esse estresse
abidtico, o feijdo-caupi apresenta modificacfes na sua anatomia e fisiologia para se adequar as
condicBes edafoclimaticas dessa regido, as quais sdo atenuadas pelo uso de substancias
enddgenas ou exdgenas como o acido salicilico e a metionina. Com base nessa informacéo,
objetivou-se avaliar a aplicacdo foliar de acido salicilico e metionina nas cultivares BRS Pajeu e
BRS Novaera, visando mitigar os efeitos deletérios da restricdo hidrica. No experimento foram
estudadas as cultivares BRS Pajel e BRS Novaera, ambas submetidas a 5 aplicacbes de
substancias eliciadoras: controle (referente a 100% da capacidade de campo do vaso, sem
aplicacdo de eliciador); estresse (referente a 50% da capacidade de campo do vaso, sem
aplicacdo de eliciador); estresse + aplicacao de acido salicilico (1,5 mM); estresse + aplicacdo de
metionina (6 mM); estresse + acido salicilico (1,5 Mm) + metionina (6 mM). O delineamento
inteiramente foi o casualizado, em esquema fatorial 2x5, com 5 (cinco) repeti¢cbes. Os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (P < 0,05), as condigdes de cultivos foram
comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) e as cultivares comparadas pelo teste t-student (P <
0,05) com o programa computacional Sisvar 5.6. A restricdo hidrica reduziu o status hidrico das
plantas e aumentou o contetdo de moléculas elicitoras como prolina, aminoacido e agucares
soluveis totais. A aplicacdo exdgena de acido salicilico e de metionina atenuaram os efeitos
deletérios da restrigdo hidrica, auxiliando na manutencdo do status hidrico do feijdo-caupi. A
acao antioxidante de APX, CAT e SOD foram potencializadas pela aplicacdo de acido salicilico
e metionina, estes elicitores induziram ao aumento da resisténcia contra os danos oxidativos
proporcionados pelas espécies reativas de oxigénio. Entre as cultivares estudadas, a BRS
Novaera se destaca pelo aumento de proteinas, aminoacidos e conteudo interno de carbono,

proporcionado pela aplicacdo de acido salicilico e metionina.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, AUTA PAULINA DA SILVA. M.Sc. Paraiba State University / Embrapa Cotton,
august 2020. Salicylic acid and methionine mitigate the deleterious effects of water
restriction on cowpea. Campina Grande, PB, 2020. P 85. Dissertation (Postgraduate Program in
Agrarian Sciences). Advisor: Prof. Dr. Alberto Soares de Melo, Coorientator: Prof. Dr. Yuri
Lima Melo.

In the northeastern semiarid, water restriction is a negative factor for vegetables, which
reduces productivity and alters plant metabolism. Despite resistance to this abiotic stress, cowpea
has modifications in its anatomy and physiology to adapt to the edaphoclimatic conditions of this
region, which are attenuated by the use of endogenous or exogenous substances such as salicylic
acid and methionine. Based on this, the objective of this research was evaluate foliar application
of salicylic acid and methionine in cultivars BRS Pajeu and BRS Nova Era, aiming to mitigate
the deleterious effects of water restriction. In the experiment the cultivars BRS Pajet and BRS
Novaera were studied, both submitted to 5 applications of eliciting substances: control (referring
to 100% of the pot's field capacity, without eliciting application); stress (referring to 50% of the
vessel's field capacity, without the application of an elicitor); stress + application of salicylic acid
(1.5 mM); stress + application of methionine (6 mM); stress + salicylic acid (1.5 Mm) +
methionine (6 mM). The design was completely randomized, in a 2x5 factorial scheme, with 5
(five) replications. The data were submitted to analysis of variance by F test (P < 0.05),
cultivation conditions were compared by Tukey test (P < 0.05), and cultivars were compared by
t-student test (P < 0, 05) by Sisvar statistical programme 5.6. Water restriction reduced the water
status of plants and increased the content of elicitor molecules such as proline, amino acid and
total soluble sugars. The exogenous application of salicylic acid and methionine decreased the
deleterious effects of water restriction, helping to maintain the water status of cowpea plants.
Also, the antioxidant action of APX, CAT, and SOD were enhanced by the application of
salicylic acid and methionine, these elicitors induced an increase in resistance against oxidative
damage provided by reactive oxygen species. Between the cultivars, BRS Novaera stands out for
the increase in proteins, amino acids, and internal carbon content, provided by the application of

salicylic acid and methionine.

Key words: Vigna unguiculata L. Walp. Water deficit. Osmoregulation. Enzymatic antioxidants.



1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguicualta (L.) Walp], pertence a familia Fabaceae e apresenta
ampla distribuicdo mundial. Esta espécie € em regiGes tropicais e subtropicais, cujas
caracteristicas climaticas assemelham-se ao seu local de origem, a Africa (SILVA, 2016;
FREITAS et al., 2017). Atualmente, o feijdo-caupi apresenta grande variabilidade genética e é
cultivado em sistemas de producéo tradicionais e modernos (SILVA et al., 2010).

Marini et al. (2012) e Torres et al. (2015) afirmaram que o Brasil € o terceiro maior
produtor mundial, e apesar da sua importancia, o feijdo-caupi apresenta baixa produtividade
média devido as reduzidas disponibilidades hidrica e de nutrientes no solo. No entanto, a regido
Nordeste tem destaque na producdo, a qual apresenta 377,3 mil hectares para plantio, e 0s
estados da Bahia e Piaui tiveram produtividade prevista para os meses de maio a junho de 2020
de 90,1 e 65,9 mil toneladas, respectivamente (CONAB, 2020).

A baixa disponibilidade hidrica ¢ uma caracteristica marcante da regido semiarida
brasileira e acarreta danos fisiolégicos e metabdlicos aos vegetais, devido as alteracdes
edafoclimaticas. Nessas condi¢des, 0 aumento da transpiracdo e da permeabilidade do CO; no
mesdfilo foliar sdo intensificados (RIVAS et al. 2016). As plantas expostas ao déficit hidrico
alteram rotas de sinalizacdo, sintese e degradacdo de substancias, propiciando o aumento das
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de osmoprotetores (CARVALHO et al., 2019).

De forma natural, o combate das EROs por complexos enzimaticos € ativado, em que a
enzima superoxido dismutase (SOD) atua dismutando radicais superoxido em peroxido de
hidrogénio, o qual, por sua vez, é convertido a oxigénio e agua por peroxidases (MEWARD et
al. 2018). Para o feijdo-caupi, a restricdo hidrica foi responsavel pela reducdo da area foliar de
plantulas das cultivares BR14 Mulato e BR17 Gurguéia (BASTOS et al. 2012), do comprimento
de raizes (COLMAN et al., 2014) e das reducdes no potencial hidrico entre -1,15 e -0,85 MPa
(NASCIMENTO et al. 2011).

Como mecanismo de defesa da ‘BRS Guariba’, sob restricao hidrica induzida pelo PEG
6000, Araujo et al. (2018) verificaram o aumento de prolina superior a 50%. Ja para Dutra et al.

(2017), a restricdo hidrica ativou o mecanismo de defesa antioxidante e proporcionou



incrementos no teor da enzima superoxido dismutase de 87,42%, para o potencial osmotico de -
0,6 MPa.

Como meios alternativos de intensificar a protecdo vegetal as condi¢des adversas, nos
ultimos anos tem aumentado o uso de eliciadores exdgenos (MEWARD et al., 2018). Dentre as
diferentes substancias aplicadas de forma exdgena nos vegetais, destacam-se o acido salicilico
(AS), composto fendlico de origem natural das plantas, que atua em diversos processos
fundamentais para a vitalidade dos vegetais, e a metionina (MET), aminoécido produzido por
organismos vegetais e animais.

O efeito benéfico do AS ja foi demonstrando em diferentes culturas sob restri¢do hidrica.
A aplicacdo exdgena do AS proporcionou aumentos de 24,78% na altura de plantulas em feijao-
caupi (ARAUJO et al., 2018); aumento nos teores de CAT em brotos de gergelim (SILVA et al.,
2017) e incrementos nos pigmentos fotossintéticos na cultura do milho (MAZZUCHELLI et al.,
2014).

A metionina, primeiro aminoacido a ser formado para composicdo de enzimas e
proteinas, em baixas concentraces, limita a qualidade nutricional dos vegetais (SAINT-
MACARY et al., 2015). Sua aplicacdo exdgena intensifica a protecdo sobre estresses (HACHAN
et al., 2017) e auxilia no crescimento e desenvolvimento de alfafa (GOLAN et al., 2005) e em
feijdo-caupi (MEWARD et al., 2018).

Mediante o exposto, € de suma importancia a compreensao dos processos de tolerancia e
de adaptacdo de cultivares de feijdo-caupi ao déficit hidrico, associados a aplicacdo exdgena de
substancias eliciadoras. E indispensavel entender os processos fisioldgicos e bioquimicos
envolvidos nos danos causados por tal estresse, cujo entendimento € de extrema relevancia para a
agricultura (SILVA et al., 2014).

1.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicacdo foliar de acido salicilico e metionina em cultivares de feijdo-caupi

BRS Pajel e BRS Novaera, visando mitigar os efeitos deletérios da restri¢do hidrica.



1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o status hidrico e o aparato fotossintético de cultivares de feijao-caupi submetidos a
restricdo hidrica do solo, com e sem aplicacdo exdgena de acido salicilico e metionina;

b) Determinar os niveis de solutos compativeis (proteinas sollveis totais, carboidratos sollveis
totais e os niveis de prolina livre), concentracdo de peroxido de hidrogénio e quantificar a
atividade de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e catalase), em
folhas de cultivares de feijdo-caupi submetidas a restricdo hidrica do solo e com e sem a

aplicacdo exogena de &cido salicilico e metionina;

c) Identificar qual cultivar foi mais responsiva a aplicacdo de acido salicilico ou metionina sob

restricdo hidrica do solo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do feijdo-caupi e sua importancia socioeconémica

O feijdo-caupi € uma leguminosa de ciclo fotossintético C3, pertencente a familia
Fabaceae com grande importancia na alimentacdo humana. E cultivado por grandes, médios e
pequenos produtores devido a sua plasticidade sob restricdo hidrica (VALE et al. 2012,
PESSOA, et al., 2017; RIVAS et al. 2016). O cultivo é feito principalmente nas regides de clima
topical cujas temperaturas ideais para o cultivo variam entre 18 e 34 °C, porém as condi¢oes
climaticas promovem limitacGes no crescimento e desenvolvimento da cultura, a qual exige
melhorias no cultivo, a fim de aumentar sua produtividade (PESSOA et al., 2017).

O feijdo-caupi, durante seu ciclo de vida, possui duas etapas bem distintas: a fase
vegetativa e a reprodutiva. A fase vegetativa é subdividida em 10 fases e a reprodutiva em 5
subfases (Tabela 1).

Tabela 1. Fases e subfases do ciclo vegetativo e reprodutivo do feijdo-caupi (Vigna unguiculta
(L.) Walp) segundo a classificacdo de Moura et al. (2012).

Fases Subfases Caracteristicas

VO Semeadura.

V1 Os cotilédones encontram-se emergidos na superficie do solo;

V2 As folhas unifolioladas encontram-se completamente abertas, suas
duas margens estdo completamente separadas;

V3 A primeira folha trifoliolada encontra- se com os foliolos separados e
completamente abertos;

V4 A segunda folha trifoliolada encontrasse com os foliolos separados e
completamente abertos;

Vegetativa V5 A terceira folha trifoliolada encontra-se com os foliolos separados e

completamente abertos;

V6 Os primordios do ramo secundario surgem nas axilas das folhas
unifolioladas ou nas axilas das primeiras folhas trifolioladas;

V7 A primeira folha do ramo secundario encontra-se completamente
aberta;

V8 A segunda folha do ramo secundario encontra-se completamente
aberta;

V9 A terceira folha do ramo secundario encontra-se completamente




Tabela 1, Cont.;

aberta;
R1 Surgem os primardios do primeiro botéo floral no ramo principal;
R2 Antese da primeira flor, geralmente oriunda do primeiro botéo floral,
R3 Inicio da maturidade da primeira vagem, geralmente oriunda da

Reprodutiva primeira flor (inicio da mudanga de coloracdo das vagens — secagem);

R4 Maturidade de 50% das vagens da planta;
R5 Maturidade de 90% das vagens da planta;

Fonte: Moura et al. (2012).

Para Sadeghipour (2017) e Camara et al. (2018) o feijdo-caupi € moderadamente tolerante
ao deficit hidrico e ao estresse salino. Contudo, a sua area foliar tende a se reduzir em tais
condic¢des, como reportam Bastos et al. (2012), os quais, ao estudarem as cultivares BR14
Mulato e BR17 Gurguéia verificaram areas foliares variando de 3 a 3,4 cm, 47 dias apos a
semeadura, sob diferentes ldminas de irrigacdo. Adicionalmente, Colman et al. (2014) também
observaram em feijao-caupi redugdes na area foliar, raiz e comprimento total das plantulas, ao
utilizar diferentes potenciais osmaticos induzidos pelo PEG 6000, cujo potencial de -1,2 MPa foi
0 mais deletério as plantas.

Colman et al. (2014) e Medeiros et al. (2017) ressaltaram que a adaptacao as condi¢bes
de estiagem, baixos custos para produc¢do, o curto tempo necessario para conclusdo do ciclo e a
producdo em solos e ambientes com condi¢Ges adversas sdo relevantes para a economia. O
cultivo do feijdo-caupi é de extrema importancia por proporcionar empregabilidade, ofertar de
méao-de-obra no campo e gerar lucros para pequenos e médios produtores (CAMARA et al.,
2018). No entanto, a produtividade da cultura também é fortemente afetada pelo déficit hidrico.
Bezerra et al. (2003) constataram redugfes de 59% na producdo de grdos nos tratamentos com
déficit hidrico em todos os estadios fenoldgicos da cultura, comparados ao controle (100% da
capacidade de campo).

Apesar da adaptabilidade e da resisténcia apresentadas pelo feijao-caupi, a cultura tem
seus processos fisioldgicos afetados por estresses abioticos. Em pesquisas com feijdo-caupi e
déficit hidrico, Bastos et al. (2012) observaram reducdo no potencial hidrico (-1,3 MPa), ja
Nascimento et al. (2011) observaram reducdes entre -1,15 e -0,85 MPa. Todavia, Sousa et al.
(2015) reportaram que a disponibilidade hidrica no solo acima de 50% néo afeta o crescimento e

0 desenvolvimento do feijoeiro caupi.



2.2 Deficiéncia hidrica nos vegetais

As condicbes climaticas do semiarido ndo sdo favoraveis para 0 bom desenvolvimento
das culturas, as precipitacdes médias anuais séo inferiores & 800 mm, com temperaturas medias
anuais de 23° a 27° C, insolacio média de 2800h ano™, evaporacdo de 2.000 mm ano™ e
umidade relativa do ar média em torno de 50%, 0 que pode causar diferentes estresses abidticos
nas plantas (MOURA et al., 2007).

Um estresse pode ser caracterizado como um fator de origem interna ou externa e que
pode influenciar negativamente a fisiologia do vegetal. Pode-se associar estresse a resisténcia
natural ou adquirida por meio da plasticidade fenotipica ou uso de substancias atenuadoras de
estresses (silicio, acido salicilico, metionina, por exemplo), circunstancias pelas quais as plantas
conseguem responder as diferentes condi¢des e ambientes limitantes (TAIZ et al., 2017).

Dentre os estresses abidticos que mais afetam as plantas, a restricdo hidrica apresenta-se
como o fator deletério mais comum, principalmente no semiarido por causar perda na
produtividade e afetar o setor econdmico (PEREIRA et al., 2012; SILVA et al., 2014; FEITOSA
et al., 2016). Nesse sentido, Mofokeng e Mashingaidze (2019) relataram que apenas 16% das
areas cultiviveis do mundo sdo potencialmente ardveis, fator intensificado pela deficiéncia
hidrica, que pode tornar-se mais severa e consequentemente dobrar 0s danos causados ao meio
ambiente até o ano de 2050.

Segundo Nascimento et al. (2011), as faixas de potencial hidrico letais para as plantas
variam entre -1,4 e -6,0 MPa, todavia, para o feijao-caupi, os valores oscilam entre -1,4 e -2,5
MPa. Neste contexto, os indicadores de condicBes hidricas na planta estdo relacionados a
temperatura foliar e sua relacdo com a temperatura do ar, os quais, em situacdes de deficiéncia
hidrica, a temperatura da folha tende a ser maior do que a do ambiente (NASCIMENTO et al.,
2011).

Em outra pesquisa realizada por Feitosa et al. (2016), foi observado, com o aumento do
déficit hidrico em Sesamum indicum L., que os danos metabolicos se agravaram; estes dados
estdo de acordo com os trabalhos de Fioreze et al. (2011), que averiguaram diminuigéo
significativa do conteddo relativo de agua (CRA) em geno0tipos de soja sob condicBes de
estresse. Adicionalmente, Dutra et al. (2012) observaram que o déficit hidrico reduziu o CRA
(60%), o que ocasionou menor reducdo na area foliar, nimero de folhas, matéria seca do caule e

da raiz em feijao-caupi.



A restricdo hidrica também induz a producéo de moléculas osmoprotetoras. Santos, Lima
e Morgado (2010) observaram aumentos nos teores de carboidratos de 33,82%, 13,81%, 13,50%,
6,48% e 3,82% (comparados ao controle) para os genotipos de ciclo intermediarios TE 90-180-5F, TE 90-
169-4F, T-28 mediante irrigacdo de 271 mm. Aradjo et al. (2017) relataram aumentos nos niveis de
prolina nas cultivares BRS Potengi, BRS Aracé e BRS Itaim de feijdo-caupi, submetidos a
diferentes potenciais osmaticos induzidos por PEG 6000.

Por fim, constata-se que, dentre os fatores climaticos que assolam as plantas, a agua
destaca-se como fator primordial para um bom desenvolvimento das funcbes vitais. A
deficiéncia hidrica pode afetar quanti e qualitativamente as espécies. Neste sentido, discussoes
entre a reducdo do consumo de dgua potavel para fins agronémicos e a necessidade do seu uso
para 0 bom desenvolvimento e desempenho das plantas, tornam-se um dos maiores desafios da
humanidade (RAMOS et al., 2014).

2.3 Mecanismos de tolerancia a estresses abioticos

O desenvolvimento de diferentes culturas no campo geralmente esté associado a presenca
de estresses biodticos e abiodticos, como deficiéncia hidrica, presenca de parasitas, altas
intensidades luminosas, bem como altas temperaturas. A interacdo entre eles altera a anatomia e
a fisiologia das plantas, bem como a expressdo ou a repressdo de genes. Entretanto, apesar do
metabolismo alterado, as plantas conseguem desenvolver sistemas sensoriais que Ihes permitem
a adaptacdo em ambientes com condicOes adversas (SILVA et al., 2012; HOSSAIN et al., 2018).

A alteracdo metabdlica sob estresses moderados e severos induz as plantas ao processo de
aclimatacdo, o qual trata-se de uma alteracdo fenotipica devido as diferentes tensdes ambientais,
que envolvem processos moleculares, fisioldgicos e anatdomicos (WILLADINO E CAMARA,
2010). De acordo com Mozgova et al. (2019), a tolerancia e a resisténcia aos fatores adversos
podem ocorrer de forma natural ou através da inducdo de alteracfes epigenéticas. As alteracdes
na resisténcia e adaptacdo também ocorrem mediante a associacdo com microrganismos ou
aplicacdes exdgenas de substancias.

Sob restricdo hidrica Andrade et al. (2020) constataram que aplicacdo de acido salicilico
e Bradyrhizobium, melhora o desenvolvimento do feijdo-caupi e ativa o complexo antioxidante
das enzimas APX, SOD e CAT. J& Fialho et al. (2019) ao aplicar acido acetilsalicilico em
sementes de Annona squamosa averiguaram aumento na porcentagem de germinagdo. Mendes et

al. (2018) relataram que o acido acetilsalicilico aumentou a emergéncia de sementes de



Handroanthusochraceus (Cham.) Mattos, cujos maiores percentuais de emergéncia foram
encontrados nos tratamentos com 100 mg do composto com irrigacdes diéria e alternada.
Algumas culturas sdo alvo de muitas pesquisas com aplicacdo exdgena de compostos a
fim de atenuar os efeitos do déficit hidrico e melhorar as relagdes edafoclimaticas. Para Umebese
e Bankole (2013), a aplicacdo exogena de AS (3 e 5 mM), em condicdes de déficit hidrico,
proporcionou aumento de 27% no potencial hidrico e 75% para area foliar de feijdo-caupi. Para
Noreem et al. (2017) a aplicacdo do AS em trigo, aumentou o teor de aminoécidos livres totais
em 17,28%, comparado ao tratamento sem a substancia, ja Gorni (2018), para mesma variavel,
registrou incrementos de mais de 130% e salienta que o AS auxilia as plantas na sintese de

proteinas e de compostos osmorregulatérios, como a prolina.

2.4 Antioxidantes enzimaticos

A exposicdo aos estresses ambientais aumenta a quantidade de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas plantas, as quais alteram a fisiologia e a morfologia vegetal. Dentre as
principais EROs destacam-se: os radicais superoxidos (*O;"), radicais hidroxila (*OH), oxigénio
singleto (*O,) e o perdxido de hidrogénio (H.0-). Tais substancias sdo produzidas naturalmente
nas mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos, as quais podem provocar um estresse oxidativo
associado ao déficit hidrico, estresses térmico e salino (NUNES-JUNIOR et al., 2017).

Para Barbosa et al. (2014), as plantas apresentam complexos antioxidantes de defesa
enzimaticos e ndo enzimaticos, que proporcionam a desintoxicacdo das células e amenizam os
danos fitotoxicos. Enzimas como a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR) atuam nessa defesa. A SOD ¢ a primeira enzima
atuante do complexo, responsavel pela dismutacdo do O*, formando o H,O,. A CAT e a APX
sdo responsaveis pela conversao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio e, a GR, retira 0s
H.0, de diversos compartimentos celulares (MEWARD, et al., 2018).

Jadoski et al. (2015) em pesquisa com feijdo, o aumento das enzimas catalase e
superoxido dismutase nas tensdes de dgua no solo de -30 e -40 kPa durante 7 dias, constituem a
primeira linha de defesa contra as EROS e suas alteragdes em atividades e quantidades
caracterizam-se como indicadores de mudanca do estado redox em plantas, sob condi¢des de
seca. Diferente do observado por Silva-Junio et al. (2018) sementes de Jatropha curcas L. em

trés estadios de maturacdo, os autores averiguaram reducGes para catalase, peroxidase de



guaiacol e ascorbato peroxidase reduziram nos trés estadios de maturacdo, com excecéo da SOD,
enzima que tem acdo aumentada no inicio e no fim do processo de maturacdo da semente.

Maia et al. (2012) também constataram altera¢cGes no complexo enzimatico antioxidantes
em plantas submetidas ao estresse salino; nessa pesquisa o NaCl foi responsavel por reduzir o
conteddo de APX e CAT em 10% na cultivar Pititba de feijdo-caupi. Contudo, Dutra et al.
(2017) ao proporcionarem diferentes potenciais osmaticos, induzidos pelo PEG 6000 as plantas
de feijdo-caupi (BRS Guariba) e aplicar o AS (1mM), observaram incrementos de 33,29% a (-0,4
MPa), 87,42% (-0,6 MPa); e 82,62% (-0,8 MPa) na enzima SOD, comparados ao controle.

2.5 Osmoprotetores

Como resposta dos organismos vegetais as condi¢cdes adversas impostas por estresses
abidticos, o acumulo de solutos compativeis € comumente discutido na literatura
(NASCIMENTO et al., 2015). Tais solutos podem apresentar-se como moléculas ou ions
atoxicos que se acumulam no citoplasma celular, estabilizando proteinas e outras estruturas que
garantem a manutencdo do turgor das células (NASCIMENTO-SILVA et al., 2009). O ajuste
osmotico é uma das estratégias desempenhadas pelos vegetais para amenizar os efeitos do déficit
hidrico. Tal mecanismo possibilita a sintese e 0 acimulo de solutos organicos no citosol celular,
que aumenta seu potencial turgescente (SOUZA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2016).

Em plantas de sorgo, Souza et al. (2013) observaram o ajustamento osmotico mediante o
aumento de carboidratos sollveis totais sob déficit hidrico. Ja para Aradjo et al. (2018),
incrementos de prolina (51,4%) foram constatados no potencial de -0,8 MPa, como mecanismo
de defesa da ‘BRS Guariba’ a restri¢do hidrica induzida pelo PEG 6000. Carlin e Santos (2009)
também observaram em cana-de-aglcar um acumulo de 26,4% nos teores de glicina betaina
equivalente a 2,35 pmol g com o aumento na restric&o hidrica.

Silveira et al. (2016) explicaram que o aumento de osmoprotetores ocorre pela acdo
estabilizadora das macromoléculas sob desidratacdo e consideram a glicina betaina um excelente
osmoprotetor. Por fim, Willadino e Camara (2010) explicam que os solutos compativeis,
presentes na osmorregulacdo, tém natureza quimica distinta e podem estar associados a
resisténcia aos estresses, aos simples sintomas dos distarbios metabdlicos das plantas e a

protecéo contra EROs.
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2.6 Acido salicilico

O acido salicilico (AS) € um composto de ocorréncia natural nas plantas, o qual pode ser
sintetizado através de duas rotas enzimaticas distintas, a rota da fenilalanina e a rota do
isicorismato. A rota da fenilalanina inicia-se através do fenilpropanoide pela acdo enzimatica da
fenilalanina aménia-liase, a qual converte-se em &cido trans-cinamico que formara o acido
benzoico e este, por sua vez, é convertido em AS pela enzima &cido benzdico-2-hidroxilase
(Duarte, 2018). Contudo, na rota do isicorismato, o0 corismato converte-se em isocorismato pela
isocorismato sintase e € transformado em AS pela atuacdo enzimatica da isocorismato piruvato
liase (FAVARO, 2017).

O AS ¢é um composto fendlico que apresenta funcdes de regulagdo no metabolismo
vegetal, atuando na promocdo de resisténcia e de adaptacido (SANCHEZ et al., 2010;
ANDRADE, 2018). Segundo Barros et al. (2010), o AS atua em sincronia com outros
fitormbnios como a citocinina, giberelina e acido jasmonico ; também esta envolvido na
codificacdo de enzimas como a superéxido dismutase e as peroxidases (BARROS et al., 2010;
LISBOA et al., 2017).

Para Lopes (2017), o AS apresenta funcdo de defesa contra déficit hidrico, alterando o
conteddo dos pigmentos fotossintetizantes, massa seca da parte aérea e radicular, além de
estimular o acimulo de osmoprotetores como glicina-betaina e prolina. Mediante a aplicacao do
AS (1 mM), Aradjo et al. (2018) constataram aumentos de 24,78% na altura de plantulas e
maiores terrores de clorofila (504,24 umol m) na ‘BRS Aracé’ de feijao-caupi.

Para Dutra et al. (2017), o AS desempenha um papel importante na modulacdo das
respostas contra o estresse hidrico. Os pesquisadores verificaram aumento da atividade
antioxidante em feijdo-caupi com embebicdo de sementes a 1 mM de AS. Nessas condicdes,
houve incremento celular de CAT, no potencial osmético -6,0 MPa para a BRS Itaim, cujos
aumentos foram de 2,42 e 3,01 vezes superiores aos tratamentos sem embebicdo e embebidos em
agua, respectivamente.

Silva et al. (2017) comprovaram um aumento nos brotos das plantulas de gergelim com
aplicacdo do AS, principalmente pelo aumento na atividade de catalase e superdxido dismutase
nos potenciais mais severos do estresse hidrico (-0,8 MPa), promovido pelo polietilenoglicol
6000. A inducéo da tolerancia a deficiéncia hidrica também foi observada por Mazzuchelli et al.

(2014) na cultura do milho, cujos autores observaram incrementos de pigmentos fotossintéticos.
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A busca pela compreensdo de como o AS atua em diversos estresses e diferentes culturas
tém crescido nos ultimos anos. A funcdo atenuadora desse elicitor foi comprovada em trigo
mediante 0 uso de herbicida (Flumioxazin) (Dias et al., 2017); angico vermelho associado a
irrigacdo alternada (Gastl-Filho et al.,2019); e feijdo-caupi associado a Bradyrhizobium e déficit
hidrico (Andrade et al., 2020).

2.7 Metionina

A metionina (MET) € um aminoacido fundamental para a sintese proteica e sua auséncia
inviabiliza o processo de transcricdo do mRNA. A expressdo da enzima cistationina gama-
sintase (CGS) é a principal responsavel pelo contetdo de (MET) nas plantas (ALI et al., 2018).
A MET também estd associada a producdo antifingica (pela presenca de enxofre), processos
celulares e rotas metabdlicas cujo seu principal produto é o S-adenosilmetionina, o qual atua
como doador do grupo metil, além dos processos de divisao da célula, sintese de membranas,
clorofilas, paredes celulares e etileno (SAINT-MACARY et al., 2015; HACHAN et al., 2017;
ALl etal., 2018).

A MET ¢ essencial a vida; é precursora da cisteina e pode ser sintetizada a partir de
carboidratos, nitrogénio organico ou inorganico, devido ao enxofre e as ligagdes dissulfeto que
estabilizam as membranas das proteinas (WILKE, 2014). Estresses ambientais induzem a
atuacdo do gene da S-adenosil-L-metionina sintase (SAMS), desencadeando a biossintese de S-
adenosil-L-metionina (SAM) que € um doador de metila a partir da metionina e do ATP (DING
et al., 2019). Quando metilado, 0 SAM ¢é imprescindivel para biomoléculas como proteinas,
esterois, lipidios, DNA e RNA, porque desempenha papel importante na regulacdo do
desenvolvimento das plantas (DING et al., 2019).

A funcdo mitigadora do aminoacido foi observada por Ali et al. (2018), em seu estudo
com lichia. A aplicacdo exogena de metionina reduziu o escurecimento do pericarpo dos frutos,
o contetido de malondialdeido, peroxido de hidrogénio, vazamento de eletrolitos, peroxidase e
atividades de polifenol oxidase com antocianinas de pericarpo, maiores teores de &cido
ascorbico, fendlicos totais, atividades de ascorbato peroxidase, catalase e enzimas superoxido
dismutase.

Ravanel et al. (1998) relataram a acdo benéfica do tratamento com MET em Arapdopsis
thaliana, com uso do aminoacido em concentracdo de 2 mM, estes pesuisadores observaram

maior regeneracdo do crescimento quando comparadas aos tratamentos com efeitos inibidores
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ocasionados por lisina e treonina. Para Merwad et al. (2018) a aplicacdo exdgena de metionina,
prolina e silicio em plantas de feijao-caupi com irrigacéo deficitaria, mostraram que, ao aplicar
metionina (4 mM), as plantas de feijdo-caupi tiveram crescimento e atributos de rendimento
aumentados, além da diminuicdo do contetdo relativo de 4gua, aumento no extravasamento de
eletrolitos e maior atividade da enzima catalase, em situacao de maior deficiéncia hidrica.

Por se tratar de um aminoacido com a presenca de enxofre, Ding et al. (2019) afirmaram
que a metionina é suscetivel a oxidacdo por espécies reativas de oxigénio. Dessa forma, faz-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas que visem a compreensdo da atuacdo da metionina
no metabolismo das plantas, quando aplicado de forma exdgena, pois 0 aumento do aminoacido
na alimentacdo humana e animal atenua efeitos deletérios a salde dos organismos, tornando-se

assim, um desafio para os pesquisadores na atualidade.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Localizacéo da area de pesquisa

O experimento foi conduzido na area experimental situada no Horto Florestal (extensdo
do complexo de pesquisa Trés Marias), pertencente a Universidade Estadual da Paraiba, no
periodo de agosto a dezembro de 2019. A preparacdo e a organizacdo dos materiais usados, bem
como as analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia de Plantas
Cultivadas (ECOLAB). Os lugares mencionados localizam-se no Bairro de Bodocongo,
Campina Grande-PB, Brasil (07° 13' 50" de latitude, 35° 52' 52" de longitude e 551 m de
altitude), cuja regido semiarida apresenta precipitacdo média anual inferior a 800 mm,
temperaturas médias anuais entre 23 e 27°C, evaporac¢do de 2.000 mm ano -1 e umidade relativa
do ar variando em torno de 50% (MOURA et al., 2007).

3.2 Fatores em Estudo

No experimento foram estudadas as cultivares BRS Pajel e BRS Novaera (Figura 1/
Tabela 1), ambas submetidas aos seguintes tratamentos experimentais: controle (referente a
100% da reposicao hidrica da evapotranspiracdo, sem aplicacdo de eliciador); estresse (referente
a 50% da reposicdo hidrica da evapotranspiracdo, sem aplicacdo de eliciador); estresse +
aplicacéo de 4cido salicilico - AS (0,015 mol L™); estresse + aplicacéo de metionina - MET (0,06
mol LY); estresse + AS (0,015 mol L) + MET (0,06 mol L™).
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Figura 1. Cultivares de feijdo-caupi BRS Novaera (A) e BRS Pajed (B). Campina Grande, PB,
2019.

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 2. Principais caracteristicas das cultivares BRS Pajell e BRS Novaera utilizadas no

experimento no periodo de outubro a dezembro de 2019. Campina Grande, 2020.

Principais caracteristicas das cultivares de feijao-caupi

Cultivares Porte Crescimento  Ciclo Tipo de gréo Ano de
(dias) lancamento
BRS Novaera Semi-ereto Indeterminado  65-70  Brancos, grandes 2000
e reniformes
BRS Pajeu Semi-prostado Indeterminado  70- 75 Mulato claro, bem 2009
formados

Fonte: Portal Embrapa, JANEIRO, 2020.

A pesquisa foi executada no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x5, com 5 repetigdes. As concentragdes de AS e MET foram determinadas a partir dos estudos
de Andrade et al. (2020) e Merwad et al. (2018), respectivamente. A combinacdo desses fatores
resultou em 50 unidades experimentais, cujas parcelas Uteis foram representadas por um vaso

contendo duas plantas (ap0s o desbaste).

3.3 Instalacdo e conducéo do experimento

O solo foi analisado (Tabela 3) e caracterizado como franco argilo-arenoso. Foi realizada

a correcdo com calcéario dolomitico e (3,59 em cada vaso contendo 2kg de solo), ficando em
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repouso por 30 dias. Quarenta e oito horas antes da instalacdo do experimento, as sementes
foram selecionadas e padronizadas, mediante eliminacdo daquelas que apresentavam danos
fisicos, biologicos deformacgBes. Apos a selecdo, as sementes foram pesadas e transferidas para
um rolo giratério para aplicacdo do fungicida Captan®, na dosagem de 0,11 g 100 g* de
sementes, o rolo foi mantido em rotacdo por 5 minutos. Em seguida, as sementes permaneceram
em repouso por 24 horas (BRASIL, 2009).

Antes da semeadura, o solo foi adicionado ao vaso com brita na base para facilitar a
drenagem, posteriormente, foi realizada a saturacdo desse solo com agua por um periodo de 48
horas, no intuito de deixa-lo na capacidade de campo do vaso no dia da semeadura (FEITOSA et
al. 2016).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado para o preenchimento dos vasos.
Campina Grande, PB, 2019.

Caracteristicas fisicas

Granulometria (g/kg) Ds CE

Areia Silte Argila Ct (g/cm’) Dp Pt (nmhos/cm)

659 101 240 Franco argilo 138 263 048 ;

arenosa
Caracteristicas quimicas
Ca®  Mg* Na* K* S H* Al MO pH
(cmolc/dm3 de solo) (9/kg)
2,38 1,66 0,23 14,14 - 5,69 5,69 20,38 4,8

Fonte: Setor de Ciéncia do Solo da Universidade Federal da Paraiba, 2019.

Os vasos tinham a capacidade de 3,6 litros e foram dispostos em 5 fileiras com 10 vasos
cada e distanciadas de 0,8 m entre linhas e 0,6 m entre os vasos (Figura 2 A). Externamente, 0s
vasos possuiam cor prata, a fim de refletirem a luz solar e evitar o aquecimento do substrato
(RODRIGUES, 2015). A semeadura foi realizada com a distribuig&o de cinco sementes por vaso,
equidistantes, com profundidade média de dois centimetros (Figura 2 B). 17 dias apos a
emergéncia, realizou-se o deshaste, deixando-se apenas 2 plantas por vaso para evitar a
competicdo intraespecifica (CAMARA et al., 2018).

Desde a semeadura até a imposicdo dos tratamentos com déficit hidrico, a reposicao
hidrica foi realizada diariamente, de forma manual, com o auxilio de Becker e regadores (Figura
3 A), no periodo das 7:00 as 8:00 horas da manha. A reposicao hidrica ocorreu de acordo com o
volume de agua evapotranspirada em cada vaso, onde realizou-se a irrigacdo com 100 e 50% do
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volume de agua evapotranspirada para o tratamento controle e demais tratamentos (estresse,

estresse + AS, estresse + MET e estresse + AS + MET), respectivamente.

Figura 2. Disposicdo dos vasos na area experimental em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) espacamento entre linhas (0,6 m) e vasos (0,8 m) (A); aberturas para semeadura com
profundidade de 2 centimetros (B), usados durante a conducdo do experimento. Campina
Grande, PB, 20109.

1

Fonte: Autor, 2019.

O controle da reposicédo hidrica foi realizado diariamente por meio da pesagem dos vasos
(Figura 3 B) e calculou-se a quantidade de agua a ser reposta a partir da diferenca entre o
armazenamento maximo — AM (saturacdo do solo com &gua e drenagem completa verificada
pela estabilizagdo do peso) e o armazenamento atual — AT, segundo Casaroli e Van Lier (2008),
através da formula:

| =AM - AT

Em que:
| —irrigacéio necesséria, L vaso™;
AM — capacidade de agua disponivel no vaso, L vaso™;

AT — armazenamento atual, L vaso™.
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No 26° dia ap0s a semeadura, realizou-se a aplicacdo de fertilizante foliar Agross, classe
A (Composicgéo: Boro (0,2%), célcio (1%), cobre (0,2%), Carbono organico- total (6%), enxofre
(0,8%), potassio-P, O, (8%), Magnésio (0,5%), Manganés (0,6%), Nitrogénio (5%), Potassio
K20 (5%), Zinco (1%)) + surfactante com o auxilio do pulverizador costal, com capacidade de 5
litros. Aos 30°, 47° e 52° dias ap0s a semeadura foi realizada a adubacdo de fundacdo com
DripSol MAP- Fosfato Monoamoénico (Solubilidade em agua: Nitrogénio (12%); P,0s(65%) e
K0 (0%)), via irrigagdo, com base na anélise do solo.

Figura 3. Irrigacdo manual diéria realizada com auxilio de Becker e regadores no periodo das 7
as 8 horas da manhd, durante todo o experimento (A). Pesagem diaria dos vasos referente a 100 e

50% da reposic¢édo hidrica do volume evapotranspirado (B).

Fonte: Autor, 2019.

Quando as plantas atingiram o final do estadio de desenvolvimento V8 (55 DAS) (Tabela
4), realizou-se a primeira aplicacdo das substancias eliciadoras, numa quantidade de 20 mL por
planta (na primeira aplicacdo haviam duas plantas no vaso, totalizando 40 mL por vaso), para
cada solucdo (AS e MET, de forma isolada e conjunta), até o ponto de escorrimento da solucéo,
direcionado as regides abaxial e adaxial das folhas.
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Aos 63 DAS (8 dias apds a aplicacdo dos tratamentos) quando as plantas encontravam-se
no estadio de desenvolvimento R1 (Tabela 4), uma planta por vaso foi analisada quanto a sua
altura (régua milimetrada), didmetro do caule (paquimetro digital) e sua parte aérea coletada
(corte realizado na base do caule) e transportadas em caixa térmica com gelo para posterior
analise do status hidrico, massa fresca e indicadores bioquimicos em laboratério, acondicionadas

em freezer -20 °C, para subsequente analises.

Tabela 4. Terminologia usada no experimento para expor o estadio de desenvolvimento das

plantas de feijao-caupi, durante a aplicacdo dos tratamentos. Campina Grande, PB, 2020.

Estadios de desenvolvimento Dias ap0s a semeadura
Final da fase V8 55 dias
Inicio da fase R1 63 dias

Fonte: Moura et al. (2012).

No décimo sexto dia apds aplicacdo dos tratamentos, realizou-se uma segunda coleta,
para serem analisadas as mesmas analises propostas para a primeira coleta, acrescentando-se as
analises de trocas gasosas (Fotossintese liquida, transpiragdo, condutancia estomatica e carbono

interno).

3.4 Variaveis de status hidrico e crescimento das plantas.

3.4.1 Potencial hidrico do peciolo

O potencial hidrico foliar do peciolo (¥w) das plantas foi avaliado através do uso de uma
camara de pressdo do tipo Scholander modelo 3005F01 da “Soil Moisture Corp” (Santa Barbara,
Califronia, EUA) e expressos na unidade MPa (Scholander et al., 1965). As anélises destrutivas
ocorreram no oitavo e décimo sexto dias (em apenas uma planta), apds a submissdo ao déficit
hidrico, no periodo da antemanhd, das 3:00 as 5:00 horas. Para esta andlise foram usados
peciolos com folhas totalmente expandidas, sem danos e situadas na regido mediana da planta
(FREITAS et al., 2017).
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3.4.2 Conteudo relativo de agua (CRA)

O CRA foi avaliado a partir de trés discos de folhas frescas. Os discos foram obtidos
através de cortes, auxiliados por um perfurador de cobre. Apds a retirada dos discos, a pesagem
foi realizada para obtencdo da massa fresca (MFD) e, em seguida, foram imersos em 10 mL de
agua destilada, por um periodo de 24 horas. ApOs 0 tempo previsto, os discos foram pesados
novamente, para obtencdo da massa turgida (MTD). Posteriormente, os discos foram submetidos
a uma temperatura de 80 °C, em uma estufa de circulacdo de ar for¢cada por mais 24 horas, para
afericdo da sua massa seca (MSD). Dessa forma, o CRA (%) foi calculado baseado na seguinte

equacao proposta por Smart e Bingham (1974):

CRA (%) = [(MFD — MSD)/(MTD — MSD) * 100]
Em que:
CRA (%) = conteudo relativo de agua em porcentagem.
MFD = massa fresca dos discos.
MTD = massa turgida dos discos.
MSD = massa seca dos discos.

3.4.3 Area foliar e determinacdo de massa fresca total

A aferigdo da &rea foliar (AF) ocorreu mediante a separacdo de todos os foliolos das folhas
presentes nas plantas coletadas, as quais foram dispostas no planimetro (LI-3100, USA) e
expressas em cm?® por planta. A determinacdo de massa fresca total (MFT) da parte aérea
ocorreu mediante a pesagem do material coletado (logo apds a coleta), em balanca analitica de

precisdo, com quatro casas decimais (ARAUJO, 2017).
3.5 Ajustamento osmético
3.5.1 Acucares Solaveis Totais (AST)
O extrato para afericdo de AST foi obtido a partir de 200 mg da massa fresca de folhas,

maceradas em 2 mL de etanol 80% (v/v). Apds a maceracdo, os tubos de centrifuga com

capacidade para 2mL, foram submetidos ao banho-maria (60 °C), por 30 minutos, e transferidos
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a centrifuga (2.000 forca g) para obtencdo e coleta do sobrenadante. Retirado o sobrenadante, ao
mesmo tudo, foram adicionados mais 2 mL de etanol (80%), para uma nova extracdo, seguido de
novo aquecimento em banho-maria e posterior transferéncia para a centrifuga. Os sobrenadantes
das duas lavagens foram misturados em tubos tipo Falcon e armazenados em dois tubos de
centrifuga, com capacidade para 2mL, totalizando 4 mL do extrato por amostra.

A concentracdo de AST foi realizada pelo método de “fenol-sulfarico” descrito por
Dubois et al. (1956). Para realizagdo do ensaio, aliquotas de 100 pL da amostra foram
adicionadas a tubos de ensaio, completados com 400 pL. de agua destilada (diluicdo de 5 vezes),
acrescido de 500 pL de Fenol (5%), com posterior agitacdo. Para iniciar a reacdo, foram
adicionados 2500 pL (2,5 mL) de &cido sulfurico concentrado (H,SO4). Logo apds, os tubos
foram agitados novamente para homogeneizagdo da reagdo. Posteriormente o0s tubos
permaneceram por 20 minutos em temperatura ambiente para posterior leitura, em
espectrofotdbmetro a 490 nm de absorbancia. A concentracdo de AST foi quantificada de acordo

com a curva padréo de glicose, com resultados expressos em mg AST g™* MF.
3.5.2 Prolina (PRO)

A concentracdo de prolina livre foi determinada pelo método colorimétrico, proposto por
Bates et al. (1973). Foram pesados 0,25 g de tecido foliar fresco e macerados em &cido
sulfossalicilico a 3% (5 mL), o qual foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. Posteriormente,
0 sobrenadante foi retirado e armazenado em tubos para centrifuga de 2 mL, para posterior
determinacédo da concentracdo de PRO. Na sequéncia, tubos de ensaio rosqueaveis foram usados
para adigdo da mistura: extrato + ninhidrina acida + acido acético glacial, na proporgédo 1:1:1
(volume total 3 mL). Apos a mistura das substéncias, os tubos foram submetidos ao banho-maria
por 1 h (100 °C), para o desenvolvimento da cor rosa/vermelha (dependendo da concentragéo de
prolina no extrato).

Em seguida, os mesmos tubos foram resfriados em banho de gelo para estabilizar a
reacdo e posteriormente foram adicionados 2 mL do reagente tolueno. Na sequéncia, 0s tubos
foram agitados em vértex por 20 segundos e mantidos em repouso por 10 minutos, até a
separagdo da solucdo em duas fazes (cromdforo e translicida). A leitura do sobrenadante ocorreu
em espectrofotébmetro (520 nm) e o tolueno puro foi usado como branco, para zerar o aparelho.
A concentracdo de prolina livre foi quantificada com base na curva padrdo de L- prolina e

expressa em pmol g de matéria fresca™.
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3.5.3 Aminoacidos Livres Totais (AALT)

A concentracdo de AALT foi determinada segundo o método descrito por Peoples et al.
(1989), com algumas modificacbes. O extrato para afericdo de AALT foi obtido a partir da
maceracdo de 250 mg de massa fresca de folhas das plantas, em 5 mL de &acido sulfosalicilico
(3%) e centrifugacdo a 2000 rpm, por um periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e
armazenado a -20 °C em freezer para posterior mensuracao.

Aliquotas de 200 uL do extrato foram colocadas em tubos de ensaio, acrescidas de 300
uL de agua destilada. Em seguida, foram adicionados aos tubos 250 pL de solugdo de Tampé&o
Citrato (200 mM e pH 5,0) e 250 uL de reagente de ninhidrina (1,0 mL de KCN a 0,01 mol L™ e
0,5 g de ninhidrina em 59 mL de etilenoglicol monoetil éter puro). Os tubos de ensaio contendo a
reacdo foram hermeticamente fechados com borrachas e papel filme, agitados e levados ao
banho-maria a 100 °C, por 15 minutos. Logo apds, a reacdo da solucdo foi interrompida
imediatamente com banho de gelo, para posterior adi¢do de 1,5 mL de Etanol a 50% (v/v). Apds
nova agitacédo, os tubos permaneceram por 20 minutos em temperatura ambiente, para posterior
leitura em espectrofotbmetro a 570 nm de absorbancia. A concentracdo de AALT foi

quantificada de acordo com a curva padréo de glutamina e expressa em pmol AALT g™ MF.
3.5.4 Proteinas solaveis totais (PST)

Para extracdo de proteinas solGveis totais (PST) foram utilizados 200 mg da massa fresca
de folhas, seguindo os seguintes passos para extracdo: o material vegetal foi macerado com o
auxilio de gral e pistilo gelados, onde foram adicionados 3,0 mL de tampé&o fosfato de potéssio
(100 mM, pH 7,0 + EDTA 1 mM) e, em seguida, colocado em tubos do tipo eppendorf para
posterior centrifugacdo (5000 forca g), por um periodo de 10 minutos, em centrifuga refrigerada
(4 °C).

Por fim, o precipitado foi descartado e o sobrenadante armazenado em freezer (-20 °C)
para realizagdo das andlises no mesmo dia. Apos a extracdo, a concentracdo de PST foi
determinada segundo a metodologia de Bradford (1976), as aliquotas dos extratos proteicos
foram colocadas em cubeta de quartzo, acrescidas do reagente de Bradford. A proporgdo de
volume para a quantificacdo foi de 22,7 uL do extrato e 700 pL reagente de Bradford. Em

seguida, a solucdo foi agitada manualmente de forma delicada, para evitar a desnaturagdo das
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proteinas, e por fim realizada a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm de absorbancia, utilizando

a curva padrio de albumina como referéncia com os dados expressos em mg PST g™ MF.

3.6 Mecanismo antioxidante

Para o processo de obtencdo do extrato enzimatico, seguiu-se a mesma metodologia

adotada para extracdo de proteinas soluveis totais.

3.6.1 Perdxido de Hidrogénio

O extrato para afericdo do contetdo de peréxido de hidrogénio (H,O) foi obtida através
da maceracdo de 100 mg de material vegetal fresco em 2 mL &cido tricloroacético (TCA) 0,1%.
Apds a maceracdo, o conteddo extraido passou por centrifugacdo a 2000 rpm, por 10 minutos,
para obtencdo do sobrenadante. Ao obtermos o sobrenadante, a solucdo de leitura foi preparada
usando iodeto de potéssio (1 M) e tampéo fosfato pH 7,0. Em tubos de ensaio, adicionou-se:
1000 puL do extrato + 100 pL de iodeto de potassio + 900 puL do tampéo fosfato de potéssio (a
solucdo foi submetida a uma temperatura de 30 °C, por 10 minutos, em banho-maria).
Posteriormente, os tubos foram submetidos a temperatura ambiente, para posterior leitura. As
leituras foram realizadas a 390 nm de absorbancia, utilizando como referéncia a curva padrao de
H,O, umol mL™, cuja concentracdo de perdxido foi expressa em pmol H,0, g* MF
(VELIKOVA et al., 2000).

3.6.2 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada com base na
capacidade de inibi¢cdo da fotorredugdo do cloreto de nitrotetrazdlio azul (NBT), pela enzima
presente no extrato vegetal. Aliquotas de 50 pL do extrato enzimatico foram adicionados em
tubos de ensaio, protegidos da luz (tubos cobertos com material na cor preta), contendo o0 meio
de reacdo (1,5 mL), composto por tampéo fosfato de potassio (100 mM, pH 7) e acrescido de
EDTA (0,1 mM), metionina (13 mM), e NBT (75 uM). Em seguida, a reacdo foi iniciada pela
adicdo de riboflavina (7 uM).

Apo6s um periodo de 15 min, ocorreram as leituras do branco da reacdo (branco do

escuro) e posteriormente as mesmas solugdes foram transferidas para tubos transparentes, e
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alocados em uma caixa de reacdo vedada, com iluminacdo interna (35 watts) e temperatura
ambiente, por 15 minutos. Posteriormente, as leituras do branco do claro foram realizadas (0s
quais representam 100% da reducdo do NBT). Todas as leituras das solugOes foram realizadas
em espectrofotOmetro regulado em 560 nm de absorbancia, cuja atividade foi expressa em U
min mg™ de proteina (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).

3.6.3 Catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT foi quantificada de acordo com Kar e Mishra (1976), a qual é
definida com base no consumo de peroxido de hidrogénio (H,O;) pela enzima presente no
extrato. A reacdo teve inicio pela adicdo do extrato enzimatico (150 pL) na cubeta de quartzo,
contendo o meio de reacdo (2,95 mL), composto por tampao fosfato de potassio (50 mM com pH
7) e acrescido de perdxido de hidrogénio (20 mM). Ap6s uma leve agitacao, a solucéo foi levada
ao espectrofotdmetro, regulado em 240 nm, cujos decréscimos da absorbancia foram observados
durante 2 min e as leituras realizadas a cada 10 segundos. A equacdo de Lambert-Beer (A =
e.b.c), onde A = diminui¢do da absorbancia (média em triplicata); € = coeficiente de extin¢ao
molar (39,4 mol™ cm™); b = comprimento do caminho 6ptico (1 cm); ec = concentracdo da
enzima expressa em mol L%, foi usada. A atividade da CAT foi expressa em pmol de H,O, min™

mg™* de proteina.

3.6.4 Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da enzima APX foi calculada com base no consumo do
ascorbato, através do monitoramento do decréscimo da absorbéncia a 290 nm em cubeta de
quartzo. Foram misturados 100 pL de extrato enziméatico ao meio de reacdo (2,7 mL) composto
por tampdo fosfato de potassio (50 mM e pH 6,0) e acrescido de &cido ascorbico (0,8 mM). Em
seguida, a reacdo foi iniciada pela adicdo de 200 pL de peroxido de hidrogénio (2 mM), a qual
foi monitorada pelo decréscimo da absorbéncia, durante 1 min, com a realizagdo das leituras a
cada 10 segundos. A equacdo de Lambert-Beer (A = €.b.c), onde A = diminuic¢do da absorbancia
(média em triplicata); € = coeficiente de extingdo molar (2,8 mmol™ cm™); b = comprimento do
caminho 6ptico (1 cm):; ec = concentracdo da enzima expressa em mol L™, foi usada. A
atividade final de CAT foi expressa em nmol de ascorbato min™ mg™ de proteina (NAKANO e
ASADA, 1981).
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3.6.5 Fotossintese e trocas gasosas

As variaveis de trocas gasosas da planta, fotossintese liquida (umol CO, m™ s™),
transpiracdo (mmol H,O m™ s™), condutancia estomética (mmol H,0 m™ s) e concentracdo
interna de CO, (ppm) foram analisadas no dia da segunda coleta, 15 dias ap6s a submissdo das
plantas de feijdo-caupi aos diferentes tratamentos, na auséncia e presenca de deficit hidrico e dos
eliciadores, no periodo das 8:00 as 12:00 horas. As avaliacBes foram realizadas em folhas
completamente expandidas, na por¢do mediana da planta, com auxilio do analisador de gas
infravermelho - IRGA (Infra-red Gas Analyzer) - GFS 3000 FL.

3.7 Anélise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (P < 0,05), as condi¢fes de

cultivos foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) e as cultivares comparadas pelo teste

t-student (P < 0,05) por meio do programa computacional Sisvar 5.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Variaveis de status hidrico e crescimento das plantas

Foram avaliados os efeitos dos tratamentos em relacdo as variaveis de status hidrico e de
crescimento: potencial hidrico (Yw), contetdo relativo de dgua (CRA), area foliar (AF) e massa
fresca (MF).

4.1.1 Potencial hidrico e CRA

Quando avaliado o potencial hidrico em condi¢Ges de restricdo hidrica, observou-se
reducdo significativa apenas na cultivar BRS Novaera (94%), comparado ao tratamento controle,
apos 8 dias das aplicacbes foliares (DAS) (Figura 4 A). Nesse mesmo periodo, em condicgdo de
estresse, verificou-se que a cultivar BRS Pajel apresentou o maior potencial hidrico (-0,52
MPa), comparado a cultivar BRS Novaera (-0,74 MPa), ndo diferindo do seu controle (-0,47
MPa) (Figura 4 A). Ap6s 16DAS, houve reducdes (50%) no potencial hidrico na condigdo de
estresse, tanto para cultivar BRS Pajed, quanto para ‘BRS Novaera’, comparadas aos respectivos
controles (Figura 4 B).

O CRA reduziu em ambas cultivares, independente do periodo de submissdo ao déficit
hidrico (Figura 4 C e D). Apos 8 DAS, a maior reducdo no CRA foi observada na ‘BRS
Novaera’ (13,74%) (Figura 4 C). Apés 16 DAS a BRS Pajel apresentou redugdo de 20% no
CRA (Figura 4 D).
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Figura 4. Potencial hidrico do peciolo (¥w) (A e B) e conteudo relativo de 4gua (C e D) das cultivares de feijao-
caupi BRS Pajell e BRS Nova Era submetidas aos tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST +
AS), estresse + MET (ST + MET) e estresse + AS + MET (ST + AS + MET), ap6s 8 (A e C) e 16 (B e D) dias das
aplicacfes dos tratamentos. Letras mailsculas diferenciam as cultivares (t-student P < 0,05) e letras minUsculas
diferenciam os tratamentos ( Tukey P < 0,05). Campina Grande, PB, 2020.

Maiores valores de Ww verificados nos controles da BRS Pajel (-0,47 e -0,28) e BRS
Novaera (-0,38 e -0,28), nos periodos avaliados, respectivamente, refletem que as plantas com
maior disponibilidade hidrica no solo conseguiram se desenvolver bem e mantiveram a
turgescéncia celular. Nessas situacGes as plantas mantém os processos metabdlicos vitais,
diferente do que acontece quando sdo submetidas a situagcOes de estresse (VIEIRA et al., 2011).

Sob condigdes de déficit hidrico, distarbios fisiologicos, principalmente aqueles
relacionadas a reducdo do potencial hidrico foliar e do contetdo relativo de agua, levam ao
aumento da temperatura foliar, reducdes na conduténcia estomatica, area foliar, matéria seca

total, transpiragdo, concentragdes internas de CO, e danos aos processos fotossintéticos, os quais
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limitam o enchimento dos gréos e, consequentemente, o rendimento vegetal (ANDRADE et al.,
2020).

Quanto ao CRA, embora a sua manutencdo pelas plantas de feijao-caupi seja considerada
estratégia de tolerancia ao déficit hidrico, houve reducdo (11%) aos 16DAS, quando comparado
ao periodo de 8DAS. Esse resultado foi obtido, provavelmente porque o estadio de
desenvolvimento do feijoeiro estava proximo ao reprodutivo, o qual necessita de maior demanda
de &gua na producdo de fotoassimilados e enchimento de grdos (SOUSA, 2015) e pela maior
exposicao ao déficit hidrico.

Neste estudo, 0 CRA teve a funcao de indicar o estado de dgua nas plantas, o qual esteve
diretamente relacionado a captacdo de agua e as taxas transpiratorias, assim como descrito por
Sadeghipour (2017), pois seus valores acompanharam as alteracGes no potencial hidrico foliar.
Reducdes no CRA em vegetais sob restricdo hidrica no solo também foram averiguadas por
Fioreze et al. (2011) no gendtipo CD 217 de soja (40%), no inicio do periodo reprodutivo e por
Almeida-Silva et al. (2014) em cana-de-acucar (87,09%).

Reducdes do ¥Yw em diferentes variedades de feijdo-caupi sob déficit hidrico foram
observadas por Nascimento et al. (2011), cujos valores variaram entre -1,15 e -0,85 MPa. Os
pesquisadores ressaltaram que o Ww hidrico foliar pode ter variacdes conforme a cultivar,
estadio de desenvolvimento e das condicBes edafocliméaticas. Também é atribuido para esta
cultura valores letais de Yw em uma escala de -1,5 a -2,5 MPa (NASCIMENTO et al. 2011;
AYALA et al. 2013).

Sob déficit hidrico, a aplicacdo foliar de AS (1,5 mM) aumentou o potencial hidrico da
cultivar BRS Pajet1, ap6s 16DAS (68%), ¢ da ‘BRS Novaera’, apds 8 (32,14%) e 16 dias (110%)
(Figura 4 A e B). Aumentos de 5% e 7% tambem foram observados no CRA apos aplicagdo do
AS no cultivar BRS Pajeu, apos 8 dias, e no BRS Nova Era, apds 16 dias, respectivamente,
comparados as parcelas sem aplicacdo foliar de AS (Figura 4 C e D). Adicionalmente, 0s
aumentos no potencial hidrico em ambos os periodos avaliados, bem como o aumento do CRA
apos 16 dias de imposicao ao estresse, sugerem que a cultivar BRS Novaera foi mais responsiva
a aplicacdo do AS com comparada com a ‘BRS Pajeu’.

No entanto, apds 16DAS o AS proporcionou aumento no potencial hidrico nas cultivares
pesquisadas, supostamente devido & funcdo do eliciador ao favorecer a producdo de moléculas
gue atuam no ajustamento osmético das plantas (ANDRADE et al., 2020) e por ser antioxidante
ndo-enzimatico envolvido na ativacdo da defesa vegetal sob estresse (VIEIRA, 2011). A

manutencdo do status hidrico de feijdo-caupi foi observada por Dutra et al. (2017) nas cultivares
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‘BRS Guariba’, ‘BR 17 Gurguéia’, ‘BRS Aracé¢’, ‘BRS Marataod’, ‘BRS Itaim’ ¢ ‘BRS
Potengi’, estudando a aplicacdo do AS sobre os efeitos da restri¢do hidrica.

Acrescente-se que o AS é capaz de manter a absorcdo de agua e a turgidez celular em
niveis suficientes para que as plantas se mantenham vivas (COELHO et al., 2017). Em condic¢des
de déficit hidrico, o AS proporcionou aumento do Yw em feijdo-caupi de 27% em relacdo ao
controle em estudo de Umebese e Bankole (2013), e nas cultivares BRS Rouxinol e BRS
Marataod (ANDRADE et al., 2020). Para os pesquisadores e pelos resultados desta pesquisa, 0
uso exdgeno do AS em feijdo-caupi, sob deficiéncia hidrica, induz melhoria no uso da agua pelas
plantas, as quais ajustam as trocas gasosas € com isso 0s eventos osmoregulatdrios sdo ativados
em conjunto aos complexos enzimaticos de defesa antioxidantes.

A aplicacdo de metionina de forma isolada aumentou o potencial hidrico da cultivar BRS
Nova Era, ap6s 8 (72%) e 16 dias (61%) de submissdo aos tratamentos, comparados aos seus
respectivos tratamentos com estresse (ST) (Figura 4 A e B). Ja para o CRA, observou-se
aumentos nos valores médios de ambas cultivares, independente do periodo avaliado, mas
superior na BRS Nova Era, com aumentos de 17% e 11%, apds 8 e 16 dias, respectivamente,
comparados aos tratamentos ST (Figura 4 C e D). A aplicacdo conjunta de AS e MET néo
apresentou efeito significativo quando comparado as aplicacdes isoladas, independente da
cultivar e do tempo de aplicacéo.

Apesar das alteracbes no status hidrico (Figura 4) observadas neste estudo, as plantas
tiveram efeitos deletérios atenuados mediante a aplicacdo de substancias eliciadoras (AS e
MET), cujo AS é responsavel pela mitigacdo do déficit hidrico (MAZZUCHELLLI et al., 2014),
ja a MET atua doando grupos metila que sdo importantes na regulacdo do desenvolvimento das
plantas (DING et al., 2019).

4.1.2 Area foliar (AF) e Massa fresca (MF)

Houve reducdes da area foliar (AF) das cultivares de feijdo-caupi no déficit hidrico (ST),
quando comparado ao controle, ap6s 8 DAS (Figura 5 A). Verifica-se, no ST que a ‘BRS Pajel’
apresentou maior AF (98,91 cm? por planta) ao ser comparada a ‘BRS Novaera’ (79,55 cm? por
planta). Ao confrontar os sistemas de cultivos ap6s 16 DAS, foi observada a redugdo da AF,
tanto na ‘BRS Pajeu’ (40%), quanto na ‘BRS Novaera’ (48%) (Figura 5 B).
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Figura 5. Area foliar (A e B) e massa fresca (C e D) das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajeti e BRS Novaera
submetidas aos tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST + MET) e
estresse + AS + MET (ST + AS + MET), apés 8 (A e C) e 16 (B e D) dias das aplica¢des dos tratamentos. Letras
maiusculas diferenciam as cultivares (t-student P < 0,05) e letras minUsculas diferenciam os tratamentos (Tukey P <

0,05). Campina Grande, PB, 2020.

Assim como a AF, a biomassa fresca (MF) das cultivares foi reduzida sob déficit hidrico
(8 DAS) (Figura 5 C). Nesse periodo, no ST, a BRS Novaera (6,84 g de MF/planta) foi superior
a ‘BRS Pajel’ (5,89 g de MF). Apos 16 DAS a tendéncia de reducdo de MF no ST foi mantida,
sendo 30,44% na ‘BRS Pajet’ e 67% na ‘BRS Novaera’.

A reducéo observada da AF e da MF no déficit hidrico corroboram os potenciais hidricos
mais negativos (Figura 4 A e B). A reducdo de AF interfere diretamente na realizacdo da

fotossintese, e, de acordo com Lago et al. (2011), menores areas disponiveis para captacao de luz
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reduzem a quantidade de carbono interno, bem como, as taxas transpiratorias, aumentando a
condutancia estomatica das folhas e, consequentemente, a reducéo na expansao celular.

Bastos et al. (2012) afirmaram que a reducdo da AF € estratégia de sobrevivéncia do
feijdo-caupi por meio da diminuicdo da taxa de transpiragcdo. Para Padilha et al. (2016), a
reducdo de AF pode alterar a producdo e o transporte de fotoassimilados para as areas de
crescimento, como mecanismo de defesa. A reducdo da AF foi averiguada por outros
pesquisadores sob condicdo de déficit hidrico: Sousa e Lima (2012) em Phaseolus vulgaris L;
Almeida-Silva et al. (2015) em cana-de-acUcar; Pereira et al. (2016) em meloeiro e Souza et al.
(2016) em feijao-caupi.

Sousa et al. (2015) registraram que, valores de disponibilidade de agua no solo acima de
50% nas plantas de feijao-caupi ndo tém seus crescimento e producéo afetados, 0 que comprova
os melhores indices de AF e MF constatados nesta pesquisa (Figura 5). Para Andrade (2018), a
reducdo de AF sob restricdo hidrica, por conseguinte reduziu a biomassa fresca também. De
acordo com Padilha et al. (2016), essa sincronia de AF com MF tem relacdo com a quantidade de
agua disponivel e os niveis de fotoassimilados gerados, em que menores areas foliares implicam
em menor teor de carboidrato produzido.

Reducbes da MF da parte aérea sob déficit hidrico também foram observadas por Morales
et al. (2010) em tomateiro; Santos et al. (2012) em trigo; Oliveira et al. (2014) em Phaseolus
lunatus L. e Souza et al. (2016) na BRS Pujante de feijdo-caupi. Morales et al. (2010) reportaram
que aumentos na MF em plantas sem o déficit hidrico, sdo responsaveis por maiores taxas
transpiratdrias como reflexo da quantidade de &gua disponivel no solo. Diferentemente do
observado no estresse, este pode ocasionar abscisdo foliar, reducdo da AF e reducdo da
transpiragdo como mecanismos de defesa vegetal.

Aplicando o AS de forma isolada, observou-se que a substancia proporcionou
incrementos de AF (47%) e MF (21%), aos 8 DAS, para ‘BRS Novaera’ (Figuras 5 A e C).
Nesse mesmo periodo, a ‘BRS Pajel’ ndo diferiu do ST tanto para AF, quanto para MF.
Contudo, aos 16DAS néo foram observadas diferencas em relagdo ao ST sob a AF, sugerindo-se
que os efeitos benéficos do AS sob essa variavel foram similares aos de ocorréncia natural ou
néo teve efeito.

Para Mazzuchelli et al. (2014), por ser um horménio vegetal, o AS atua diretamente com
outros fitormonios na regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas. Os incrementos
de AF e MF observados apos aplicacdo do AS na ‘BRS Novaera’ aos 8 DAS séo atribuidos a

atuacdo desse composto em manter o status hidrico dos vegetais, bem como a sintese de
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metabolitos e expansdo dos tecidos (ANDRADE et al., 2020). O aumento da AF mediante a
aplicacdo de AS também foi observado por Nazar et al. (2015) em plantas de mostarda, Andrade
et al. (2020) em diferentes genotipos de feijao-caupi e Mazzuchelli et al. (2014) em mudas de
eucalipto, ao aplicar 300 mg L™ de AS.

Andrade et al. (2020), ao estudarem quatro cultivares de feijdo-caupi (‘BRS Marataod’,
‘BR 17 Gurguéia’, ‘BRS Aracé’ e ‘BRS Rouxinol’), observaram efeitos benéficos do AS ao
aplica-lo em plantas sob déficit hidrico, ressaltando comportamento de AF similar a reposicéo
hidrica na condicdo controle. Todavia, ao estudar diferentes laminas de irrigacdo em feijdo-
caupi, Bastos et al. (2012) constataram que menores laminas de irrigacdo estdo associadas a
menores indices de AF e que o aumento do suprimento de agua, consequentemente aumentou a
AF das cultivares BRS Paraguacu’ e BRS Guariba.

A resposta do AS no feijdo-caupi é dependente da cultivar ou genétipo, da concentragdo
da substancia aplicada de forma exdgena, bem como, sua interacdo com o ambiente. Senso
assim, em pesquisas relacionadas as condicdes de restricdo hidrica, ha registros da acédo benéfica
do AS, tais como as de Umebese e Bankole (2018) que verificam aumento de 75% para AF ao
aplicar 3 e 5 mM em feijdo-caupi, Gomes et al. (2018) em milho e Gorni (2018) em Achillea
millefolium L. Por outro lado Gastl-Filho et al. (2017) constataram efeito negativo do AS na
matéria fresca de pepino na concentracdo de 3,5 mM.

Aplicacdo isolada da metionina promoveu aumentos de 7% (8 DAS) e 48,4% (16 DAS)
na AF da cultivar ‘BRS Novaera’ (Figuras 5 A e B), seguindo a mesma tendéncia observada no
potencial hidrico e CRA (Figuras 4 B e D). Para MF, ndo se observou diferenca da aplicacéo
foliar de MET sob as cultivares BRS Pajell e BRS Novaera cultivadas no ST. Ap6s 16DAS a
mesma cultivar ndo diferiu, significativamente, do ST, nem teve seu valor médio da MF alterado
(Figura5 C e D).

A MET ex6gena (6 mM) foi responsavel por incrementos de AF e MF, nas cultivares
estudadas, apesar de ser um aminodcido limitante na cultura do feijdo-caupi (GONCALVES et
al., 2016). Sua atuacdo nos vegetais foi averiguada por Meward et al. (2018) que, usando 4 mM
da substancia constataram o efeito benéfico nos parametros de crescimento. J& Golan et al.
(2005), estudando alfafa transgénica observaram melhorias no desenvolvimento das plantas,
assim como o acumulo de zeina, 0 que demonstra que o aminoacido exdgeno em concentragdes

diferentes, atua de forma benéfica tanto em feijdo-caupi, quanto em outras culturas.
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4.2 Ajustamento osmético

4.2.1 Acucares Soluveis Totais (AST)

Houve aumentos de AST no ST em ‘BRS Pajel’ (66%) e em ‘BRS Novaera’ (41,4%) aos
8 e 16 DAS, respectivamente, comparados aos respectivos controles (Figuras 6 A e B). Esses
aumentos estdo associados & manutencdo do status hidrico no mesmo periodo e a acdo
osmorregulatéria, com retencdo de &gua para as células, devido ao seu baixo peso molecular
(GALDINO et al., 2018). Aumento de AST sob deficit hidrico, também foi averiguado por
Macédo et al. (2019) nos gendtipos BRS Seriddo e BRS 286 de algodoeiro, cujos autores
associam este aumento com a garantia de processos fotossintéticos e a adaptabilidade da cultura
as condigdes adversas.

Contudo, a alteracdo no conteido de AST nas culturas é relativa a cada espécie. Segundo
Santos et al. (2014), esses solutos podem apresentar-se em grandes quantidades, como
constatado na cultura do milho, sorgo e braquiaria sob déficit hidrico, equivalente a 86; 98 e 40%
de aumento em relagdo ao controle, respectivamente; ou reduzirem, como citam Paix&o et al.
(2014), que estudaram o girassol sob déficit hidrico e constataram redugdes de 23,2% ao décimo
primeiro dia e de 32% no décimo quinto dia de exposicao.

Para a aplicacdo isolada do AS (1,5 mM) os niveis de AST foram reduzidos na ‘BRS
Pajel” (16,2% e 22,25%) e aumentados na ‘BRS Novaera’ (26 e 11%) nos dois periodos
avaliados, respectivamente, em relacdo ao ST. O aumento na ‘BRS Novaera’ (26%) foi
consequéncia de maiores AF e MF no mesmo periodo (Figura 6), pois as plantas apresentaram
maiores areas para realizacdo da fotossintese, e por consequéncia maior producao de moléculas
orgénicas. Adicionalmente, tais aumentos auxiliaram na mitigacdo dos efeitos deletérios da
restri¢cdo hidrica no solo.

Incrementos de acucares proporcionados pelo AS tambem foram evidenciados por Gorni
(2018) em A. millefolium L. em condi¢bes de campo, cujos aumentos de AST foram superiores a
40%. Para Mo et al. (2008), a aplicacdo de AS (0,44 mM), aumentou o conteudo de AST em
pinha em 19,72% em relacdo ao tratamento sem AS. Segundo os autores o AS aumenta a

resposta antioxidantes das plantas, protegendo-as contra o efeito deletério das EROs.
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Figura 6. Aclcares sollveis totais das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajell e BRS Novaera submetidas aos
tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST + MET) e estresse + AS +
MET (ST + AS + MET), apds 8 (A) e 16 (B) dias das aplicagdes dos tratamentos. Letras mailsculas diferenciam as
cultivares (t-student P < 0,05) e letras minasculas diferenciam os tratamentos (Tukey P < 0,05). Campina Grande,
PB, 2020.

Para a aplicagdo isolada da metionina (6mM) aumentou em 20,5% e 11,24% o contetdo
de AST na ‘BRS Novaera’ nos dois periodos avaliados, respectivamente, auxiliando na
manutencdo do status hidrico, e no aumento do ¥Yw e do CRA comparados ao ST. Essa
constatacdo de deve a funcdo da MET de incorporar compostos de carbono nos organismos
vegetais (TAIZ et al., 2017), pelo auxilio da molécula ao melhor uso da agua (Figuras 4 A e B),
pelo acimulo de AST nos tecidos e pela doacdo de grupo metil para sintese do carbono,

composto fundamental para composicao de agtcares (MEWARD et al., 2018).

4.2.2 Prolina (PRO)

A prolina atuou no ajuste osmético da ‘BRS Pajeu’ aos 8DAS, e manteve o status hidrico
nessa etapa inicial de restricdo da agua no solo (Figura 4 A). Aumentos de 774,78% e 115,28%
foram averiguados para a varidvel na ‘BRS Novaera’, apos 8 e 16 DAS, respectivamente,

comparados ao controle (Figura 7 A e B). Esse aumento se deveu a reducdo no potencial hidrico
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e no CRA nos mesmos periodos, o qual comprova que, essas alteraces foram fundamentais para

emissdo dos sinais do estresse nas plantas, aumentando, assim, o contetdo de prolina.
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Figura 7. Prolina livre das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajeli ¢ BRS Novaera submetidas aos tratamentos
controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST + MET) e estresse + AS + MET (ST +
AS + MET), apds 8 (A) e 16 (B) dias das aplicagdes dos tratamentos. Letras maitsculas diferenciam as cultivares (t-

student P < 0,05) e letras minudsculas diferenciam os tratamentos (Tukey P < 0,05). Campina Grande, PB, 2020.

Aradjo et al. (2017) também verificaram aumentos de PRO nas cultivares de feijao-caupi
BRS Potengi, BRS Aracé e BRS Itaim, submetidos a diferentes potenciais osmoticos induzidos
por PEG 600 e aplicacdo de nitrato de potassio. Os pesquisadores reportaram que o acumulo
desse soluto se associa ao nivel do dano e que a PRO trata-se de um indicador tanto de déficit
hidrico quanto de estresse salino.

Altos indices de PRO também foram observados por Macédo et al., (2019) em diferentes
gendtipos de algodoeiro, sob irrigacao deficitaria, cujos aumentos chegaram a ser 5 vezes maior
do que o controle. Meward et al. (2018) também observaram aumentos de PRO em feijdo-caupi
em deficit hidrico, cuja explicacdo para 0 aumento corrobora resultados de Macédo et al. (2019).
Segundo os pesquisadores, o acuimulo de PRO permite maior absorcdo de agua do solo além da
protecao das células e a contribui¢do no estoque de carbono e nitrogénio para o vegetal.

A aplicacdo isolada do AS possibilitou reducbes nos teores de PRO nas cultivares

estudadas independente do periodo avaliado, com destaque para ‘BRS Novaera’ de 46% aos 8
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DAS e de 38% aos 16DAS, comparadas ao ST. Para essas reducdes é atribuida a funcédo
atenuadora do AS, pois sua aplicagdo melhorou o status hidrico das cultivares, porque reduziu a
acdo de moléculas sinalizadoras como a PRO.

A acdo do AS em relacdo ao aumento da PRO, pode varia de acordo com a cultura,
gendtipo e condigdes de cultivo, sendo assim, contrariamente ao observado nesse estudo, Aradjo
et al. (2018) e Umebese e Bankole (2013), observaram altas concentracbes de PRO, ap0s
aplicacdo exogena do AS, o que favoreceu a sobrevivéncia das plantas de feijdo-caupi com
pouca &gua. Para os autores tal essa constatagdo sugere uma resposta anti-estresse do composto e
aumentar os niveis de PRO.

Para a aplicacdo isolada da MET (6 mM) foi observada a reducdo nos niveis de PRO,
com destaque de 83,14% aos 8 DAS, na ‘BRS Novaera’ comparada ao ST (Figura 7 B). A
reducdo observada consolida a acéo elicitora da MET, que reduziu os indices de PRO a medida
que o status hidrico foi mantido (Figura 4).

Na presente pesquisa, a MET foi responsavel por atenuar os efeitos do déficit hidrico,
comprovados pelas reducfes observadas nos niveis de PRO e pela regulacdo do status hidrico da
planta, 0 que sugere a sua associa¢cdo ao aumento da concentracdo de proteinas, visto que a MET
pode ser usada para incrementar outros aminoacidos doando grupos metil ou incorporar-se a
proteinas (BEVENUTO, 2013).

Todavia, resultados distintos foram encontrados por Meward et al. (2018), que
observaram incrementos de PRO através da aplicacdo de MET (6 mM) em plantas de feijao-

caupi sob déficit hidrico.

4.2.3 Aminoacidos Livres Totais (AALT)

Em condicdes de restricdo hidrica (ST), o contetdo de AALT foi aumentado ap6s 8 DAS
em 68% (‘BRS Novaera’) e apds 16 DAS em 20% (‘BRS Pajel’) e 11% (‘BRS Novaera’), todos
comparados ao controle. Esses aumentos (Figura 8 B) estdo relacionados a sensibilidade das
plantas a restricdo hidrica do solo e a atuacdo dessa molécula na protecdo dos danos na cultura,
porgue no mesmo periodo, foram reduzidos o status hidrico (Figuras 4 B e D), area foliar (Figura
5 B) e massa fresca (Figura 5 D).

Morando et al. (2014) observaram aumentos de AALT sob déficit hidrico em soja. Os

autores reportam incrementos de 388,1% para essa variavel e explicam que os AALT séo
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responsaveis pelo aumento da capacidade de retencdo da &gua, por isso sdo consideradas
moléculas osmoprotetoras.
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Figura 8. Aminoacidos livres totais das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajel e BRS Novaera submetidas aos
tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST + MET) e estresse + AS +
MET (ST + AS + MET), apds 8 (A) e 16 (B) dias das aplicacBes dos tratamentos. Letras mailsculas diferenciam as

cultivares (t-student P < 0,05) e letras minGsculas diferenciam os tratamentos (Tukey P < 0,05). Campina Grande,
PB, 2020.

Para a aplicacdo isolada do AS foi observado sua atuagdo de forma distinta nas cultivares
estudadas. Na ‘BRS Pajet’’ o conteido de AALT foi aumentado aos 8 DAS (91%) e reduzido
(22%) aos 16DAS. No entanto, para a ‘BRS Novaera’, aos 8 DAS a redu¢ao foi 46%, e o apds
maior exposicao o estresse houve incremento de 12%. Mediante a esses resultados, atribui-se ao
aumento no nivel de AALT ‘BRS Novaera’ aos 16 DAS a atuacdo no ajuste osmético, ja que o
status hidrico das plantas foi regulado pelo elicitor, no mesmo periodo para essa cultivar.

Adicionalmente, o acimulo de AALT também pode estar relacionado a fase de
desenvolvimento das plantas (inicio da reproducdo), na qual as demandas energéticas séo
maiores, pois trata-se da fase mais critica, na qual sdo exigidas moléculas energéticas para o
enchimento de graos (SOUSA, 2015).

A aplicacdo de AS também foi eficaz no aumento de AALT em estudos como os de

(GORNI, 2018) em Achillea millefolium L., cujo autor registrou incrementos de mais de 130%,
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associando ao AS a funcdo de auxiliar as plantas na sintese de proteinas e de compostos
osmorregulatérios como a prolina, e Noreem et al. (2017) ao aplicar AS em trigo, constataram
incrementos de 17,28% para o AALT, comparado ao tratamento sem a substancia.

A aplicacdo isolada da MET (6 mM) aumentou o conteudo de AALT nas duas cultivares
nos dois periodos avaliados, 50% (‘BRS Pajet’) ap6s 8 DAS e 14% (‘BRS Novaera’) apos 16
DAS, em relacdo ao ST. A aplicacdo exdgena da MET contribuiu no aumento de AALT para
garantir o ajuste osmotico e auxiliar as plantas na manutencdo do status hidrico (Figura 4). No
entanto, a aplicacdo conjunta de AS e MET aumentou em 27% o contetdo de AALT comparado
ao ST, apenas aos 8DAS.

Segundo Gazola et al. (2017), a aplicacdo exdgena de aminoacidos auxilia na regulacéo
do nitrogénio absorvido pelas raizes, bem como, o respectivo acimulo de AALT nas folhas é um
mecanismo de defesa da planta, afim de realizar sua posterior translocacdo para os grdos. O
aumento de AALT sob déficit hidrico também foi averiguado em milheto por Galdino et al.
(2018) ; clone de café Conilon por Silva et al. (2010) ; e pinhdo manso por Silva et al. (2009), o
que demonstra a acdo da molécula em indicar o déficit hidrico nas plantas, assim como, atuar no

ajuste osmadtico.

4.2.4 Proteinas soluveis totais (PST)

Sob déficit hidrico (ST) o conteudo de PST foi reduzido aos 8 DAS nas cultivares ‘BRS
Pajeu’ (32,24%) ¢ ‘BRS Novaera’(6,62%) quando comparadas ao controle (Figura 9 A e B). As
reducdes observadas na ‘BRS Pajel’ sdo consequéncias da diminuicdo do status hidrico, da area
foliar e da massa fresca no mesmo periodo (Figura 5 A e C). A reducdo de PST foi mantida aos
16 DAS, em que as ‘BRS Pajet’ e ‘BRS Novaera’ apresentam reducdes de 34 e 36%,
respectivamente, na medida que o AALT foi aumentado (Figura 8 B), supostamente devido a
protedlise ocasionada pelo déficit hidrico.

A redugéo no contetdo de PST sob déficit hidrico também foi observada por Noreen et
al. (2017) em trigo, Souza et al. (2014) e Souza et al. (2015) na cultura do milho, cujos autores
mencionam que o déficit hidrico interfere no metabolismo vegetal, que altera 0 comportamento e
degradando proteinas em aminoacidos para auxiliar no processo de recuperagdo do estresse,
corroborando ao observado nessa pesquisa, cujo aumento de AALT esta associado ao aumento

de proteinas.
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Figura 9. Proteinas sollveis totais das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajell e BRS Novaera submetidas aos
tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST + MET) e estresse + AS +
MET (ST + AS + MET), ap6s 8 (A) e 16 (B) dias das aplica¢des dos tratamentos. Letras maitsculas diferenciam as

cultivares (t-student P < 0,05) e letras minGsculas diferenciam os tratamentos (Tukey P < 0,05). Campina Grande,
PB, 2020.

A aplicacéo isolada do AS (1,5 mM) comparada ao ST aumentou em 43 e 21% 0s niveis
de PST para ‘BRS Pajel’ e ‘BRS Novaera’, respectivamente, aos 8DAS, cujos aumentos
auxiliaram na manutencdo do CRA, conservando a turgidez celular (Figura 4 A). Diferente do
observado nesse periodo, apos 16 DAS, as cultivares reduziram o contetdo de PST em 43,66% e
21%, para ‘BRS Pajel’ e ‘BRS Novaera’, respectivamente, devido ao periodo maior exposicao
ao estresse. Em contrapartida. Aos 16 DAS na BRS Novaera o potencial hidrico aumentou e
atenuou o efeito nocivo da restricdo hidrica do solo para as plantas.

Aumentos nos niveis de proteinas mediante a aplicacdo do AS sob déficit hidrico também
foram averiguados por Vieira (2011) em feijoeiro; Conceicdo-Silva (2015) em gergelim; Noreem
et al. (2017) em trigo; Rocha (2018) em plantas Schinus terebinthifolius RADDI. e Cedrela
fissilis VELL,; e Kundu, Halder e Bhattacharjee (2018) em hortela. Apesar de estudarem culturas
diferentes, a explicacdo sobre a atuacdo do AS € similar, onde atribui-se @ molécula a fungdo na
regulagéo de sintese de proteinas tolerantes ao estresse, metabolismo de nitrogénio e sintese de
aminoacidos (NUNES et al., 2020).

Mediante a aplicacdo MET (6 mM) o contetdo de PST foi aumentado no periodo inicial
de exposicdo ao estresse (8 DAS) nas cultivares ‘BRS Pajel’ (58%) e ‘BRS Novaera’ (8%) ao

ser comparado ao ST (Figura 9 A), seguindo a mesma tendéncia observada para manutencéo do
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status hidrico (Figura 4 C). Apdés 16DAS a MET atuou de forma distinta nas cultivares,
reduzindo o conteddo de PST (16%) na ‘BRS Pajel’ e aumentando (8%) na ‘BRS Novaera’,
cujo aumento foi sincrono com o do CRA (Figura 4 D), provavelmente pelo maior acimulo de
agua nas plantas dessa cultivar.

Atribui-se aos aumentos observados a fungédo integradora da MET, a qual acumula-se na
forma de proteinas pelos vegetais (GIOVANELLI et al., 1984) e, de forma eficiente, favoreceu a
manutencdo da estrutura de proteinas, mesmo com restricdo no fornecimento de incrementos de
PST apenas aos 16 DAS, para ambas cultivares, com destaque ‘BRS Novaera’ (39%),

comparado ao ST.

4.3 Mecanismo antioxidante

Quanto as variaveis de protecdo antioxidante das plantas de feijao-caupi desse estudo,
avaliaram-se o conteddo peroxido de hidrogénio e das enzimas catalase, ascorbato peroxidase e
superoxido dismutase. Constatou-se que, assim como 0 ajustamento osmotico, o complexo de
defesa antioxidante das cultivares estudadas estava ativo, tanto na presenca quanto na auséncia
da aplicacdo dos eliciadores, mas essa resposta foi mais pronunciada apos a aplicacdo do AS e
MET, atraves das analises das enzimas SOD, APX e CAT.

4.3.1 Peroxido de hidrogénio (H,O,)

Sob restri¢do hidrica do solo (ST), o H,0O, foi aumentado em 65% aos 8 DAS apenas na
‘BRS Pajel’, comparados ao controle (Figura 10 A). Todavia aos 16 DAS ocorreu aumento tanto
na ‘BRS Pajet’ (46%), quanto na ‘BRS Novaera’ (51%) (Figura 10 B). Esse aumento observado
nos dois periodos de avaliacdo, se deveu a condi¢cdo em que as plantas estavam, pois o déficit
hidrico desencadeia outros tipos de estresse como o oxidativo, e, consequentemente o0 aumento
na producdo de EROs.

O aumento de H,O, comprovou que as plantas estavam sob estresse, ja que, € um
indicador de estresse oxidativo, e subproduto da degradacdo de EROs pela SOD (BARRETO,
2013). Para Moraes et al. (2015) as plantas produzem essas EROs em situagdes estressantes e
como consequéncia afetam lipidios, proteinas, acido nucleicos e carboidratos.

A aplicacdo isolada do AS auxiliou as plantas a aumentarem em 15% (‘BRS Pajeu’) e
38% (‘BRS Novaera’) o contetido de H,O, no periodo inicial (8 DAS) de estresse (Figura 10 A).
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No entanto, apds maior exposicdo a restricdo hidrica no solo (16 DAS), as cultivares ‘BRS

Pajel’ e ‘BRS Novaera’ reduziram o conteddo de H,O, em 26 e 28%, nessa ordem, comparando
ao ST (Figura 10 B).
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Figura 10. Concentracbes de peroxido de hidrogénio (H,0,) das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajeli e BRS
Novaera submetidas aos tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST +
MET) e estresse + AS + MET (ST + AS + MET), ap6s 8 (A) e 16 (B) dias das aplica¢des dos tratamentos. Letras

maiusculas diferenciam as cultivares (t-student P < 0,05) e letras minUsculas diferenciam os tratamentos (Tukey P <
0,05). Campina Grande, PB, 2020.

O aumento averiguado aos 8 DAS ¢ atribuido a funcéo sinalizadora do AS, confirmando
0 aumento no status hidrico das plantas no mesmo periodo (Figura 4 A). Todavia, a reducao
observada aos 16 DAS é explicada pela funcdo do AS de induzir a formagdo de moléculas
antioxidantes e osmorreguladoras, que forneceram protecédo a curto e longo prazo para as plantas
(ROCHA, 2018). Reducdes de H,O, também foram observadas em cevada por Ananieva,
Alexieva e Popova (2002) com a aplicacdo de 0,5 mmol L™ de AS. Acrescenta-se que, as
reducbes de H,O, proporcionada pelo AS, induziram a reducdo da peroxidagdo lipidica e
vazamento de eletrolitos.

A aplicacdo isolada da MET comparada ao ST, apresentou resultados semelhantes a
aplicacdo do AS (Figura 10 A). Os aumentos observados na ‘BRS Pajéu’ (23%) e ‘BRS
Novaera’ (42%) aos 8 DAS indicaram a sinalizacdo do déficit hidrico proporcionada pela
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molécula elicitora. Aos 8 DAS além do aumento do H,O,, a MET também foi eficiente para
manutencdo do status hidrico (Figura 4 C) e do aumento na atividade de CAT (Figura 13A).
ApO6s a maior exposicdo ao estresse (16 DAS) a ‘BRS Pajeu’ (Figura 10 B) se destaca
pela maior redugédo (30%), provavelmente pela ativacdo eficiente dos complexos antioxidante
para atenuar os efeitos toxicos das EROs. A reducdo no conteudo de H,O, também foi observada
por Ali et al. (2018) ao aplicarem metionina na concentracdo de 5% no fruto da lichia; e

aumentos em condicgéo de estresse sem aplicacéo de atenuadores foram observados por Liu et al.

(2012) em macieiras.

4.3.2 Superoxido dismutase (SOD)

Sob restricdo hidrica do solo (ST) aos 8 DAS, a atividade de SOD foi aumentado em
136% e 118% para ‘BRS Pajel’ e ‘BRS Novaera’, respectivamente, comparados aos Sseus
tratamentos controles. Para o periodo de maior exposicdo ao estresse (16 DAS), apesar de ndo
diferir do controle (P < 0,05), a ‘BRS Pajel’ teve seu valor médio aumentado em 36%,

diferentemente do observado na ‘BRS Novaera’, que teve teores de SOD reduzido em 45%

(Figura 11 B).
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Figura 11. Atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD) das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajell e BRS
Novaera submetidas aos tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST +
MET) e estresse + AS + MET (ST + AS + MET), apo6s 8 (A) e 16 (B) dias das aplicagdes dos tratamentos. Letras

maiusculas diferenciam as cultivares (t-student P < 0,05) e letras minUsculas diferenciam os tratamentos (Tukey P <

0,05). Campina Grande, PB, 2020.
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As oscilacbes na atividade de SOD ¢é resultado da remocdo dos ions superoxidos,
confirmado pelo aumento de H,O, nos mesmos periodos. ReducBes nos teores de SOD sob
deficiéncia hidrica, também foram observadas por Sousa (2019) em feijdo-caupi, cuja reducao
foi de 18% (8,9 U min™ mg™ proteina) em relacdo ao controle. No entanto, alternancia dos
valores de SOD em funcdo da CAT também foi observado por Aradjo et al. (2017) em feijédo-
caupi (BRS Itaim) e Moraes et al. (2015) em mamona sob déficit hidrico.

Para Moraes et al. (2015) a SOD confere tolerancia aos danos nas células oriundos dos
radicais de oxigénio. Por funcionarem como barreira enzimatica antioxidante, as SODs, também
pertencem ao grupo das metaloenzimas, localizam-se principalmente nos compartimentos
subcelulares, nos quais ocorre a maior producdo de EROS e sua acdo torna-se mais eficaz
(SOUSA, 2019).

Sob restri¢do hidrica do solo, a aplicacdo do AS aumentou o conteldo de SOD nos dois
periodos avaliados para a ‘BRS Novaera’, com exce¢do da ‘BRS Pajed’ aos 8 DAS, que
apresentou reducdo de 73% (Figura 11 A), mas em contrapartida aumentou a atividade de
proteinas. Nesse mesmo periodo a cultivar BRS Novaera aumentou cerca de 45%, j& ap0s a
maior exposicdo (16 DAS) os aumentos foram de 51% e 57% para ‘BRS Pajel’ e ‘BRS
Novaera’, respectivamente, todos comparados ao ST. Esses aumentos foram respostas dos danos
causados pela deficiéncia hidrica (Figura 11 B). A reducdo observada aos 8 DAS esta associada
ao melhor uso da agua (Figura 4 C) e, a consequente reducdo dos ions superoxido produzidos em
tais condigoes.

O AS ainda possui funcdes desconhecidas e sua atuacdo varia de acordo com o genotipo,
quantidade aplicada e tipo de estresse. Dessa forma, reducdes na SOD com aplicacdo do AS
foram observadas por Andrade et al. (2020) na mesma cultura, enquanto Dutra et al. (2017)
verificaram aumentos no conteddo de SOD (82,62%) nas mesmas circunstancias e associaram a
esse aumento da enzima a redugdo do estresse oxidativo, gerado pela restricdo hidrica, o qual é
critico para a manutencgéo da sobrevivéncia das plantas mediante a limitagdo de agua.

A aplicagéo foliar da MET (6 mM) intensificou a atuagdo da SOD na diminuicdo dos
efeitos do estresse oxidativo. Registraram-se aumentos de 220% para ‘BRS Novaera’ aos (8
DAS) e 20% para a ‘BRS Pajel’ (16 DAS), comparados ao ST (Figura 11 A e B). Todavia, 0
aumento observado para ‘BRS Pajel’ se deveu a reducdo no conteudo de proteinas, associado ao
aumento de AALT e & manutencdo do CRA nessa cultivar.

Em estudo de Meward et al. (2018) tambeém foram constatados aumentos no contetudo de

SOD no feijao Vigna, afirmando que o aminoacido MET, ao ser aplicado de forma exdgena, é
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responsavel por favorecer mudancas positivas nos aspectos fisiologicos e bioquimicos da cultura.
A SOD ¢ uma das primeiras enzimas a atuar no metabolismo antioxidante sendo responsavel
pela dismutagdo dos radicais ani6nicos superdxidos, a qual tranforma-os em moléculas menos
toxicas para as plantas, o H,O,, 0 que possibilita a atuacdo de enzimas secundérias de
neutralizacdo como a CAT e a APX (PEREIRA et al., 2012; BARBOSA et al., 2014).

4.3.3 Ascorbato peroxidase (APX)

Os teores de APX sob restricdo hidrica do solo (ST) aos 8 DAS reduziu-se em 24,5% na
‘BRS Pajel’ e aumentou 93% na ‘BRS Novaera’, quando foram comparadas ao controle (Figura
12 A). Contudo, ap6s maior exposi¢do ao estresse os indices de APX reduziram-se em 18% e
37%, para ‘BRS Pajel’ e ‘BRS Novaera’, respectivamente (Figura 12 B). O aumento verificado
na ‘BRS Novaera’ (8 DAS) foram acompanhados pelas oscilagdes no contetdo H,O, no mesmo
periodo (Figura 10 A). As reducdes de APX (16 DAS) estdo associadas ao aumento na
concentracdo de H,O, para ST no mesmo periodo, se deveu a sua prote6lise, consequéncia da
reducdo no status hidrico das plantas mediante a exposi¢do do déficit hidrico (Figura 9 B).
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Figura 12. Atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX) das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajel e BRS
Novaera submetidas aos tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST +
MET) e estresse + AS + MET (ST + AS + MET), apo6s 8 (A) e 16 (B) dias das aplicagdes dos tratamentos. Letras
maiusculas diferenciam as cultivares (t-student P < 0,05) e letras minUsculas diferenciam os tratamentos (Tukey P <
0,05). Campina Grande, PB, 2020.
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Para Maia et al. (2015), tal reducdo é equivalente as oscilagbes das concentracdes de
EROs no vegetal, oriundas do estresse ou resultado do metabolismo natural da planta. Os autores
destacam ainda que a APX, apesar de ter maior afinidade com o H,O,, tem menor velocidade de
reacdo do que a CAT. Sousa (2019) observou reducéo de 22% no contelldo de APX no estresse
também em Feijdo Vigna e associa tal observacdo a inducao de tolerancia ao déficit hidrico pela
cultura.

Maia et al. (2012) observaram que o teor de APX também é reduzido mediante estresse
salino em feijdo-caupi, com variacdo de 10% (cultivar Pérola) até 50% (cultivar Pitilba) de
reducdo, comparados ao controle. Essas afirmacGes corroboram aos resultados observados na
‘BRS Novaera’ para o ST (8 DAS). Contudo, Pereira et al. (2016) observaram aumento de 35%
nos teores de APX e de PST em meloeiro, sob condi¢des de déficit hidrico.

A aplicacdo foliar do AS (1,5 mM) aos 8 DAS incrementou o teor de APX em 11% e
34% para ‘BRS Pajel’ e ‘BRS Novaera’, respectivamente, comparado ao ST (Figura 12 A).
Seguindo a mesma tendéncia, aos 16 DAS, o atenuador aumentou o conteudo de APX em 78%
(‘BRS Pajéu’) e 670% (‘BRS Novaera’), comparado ao ST (Figura 12 B). Tais averiguacoes
comprovam que o AS colaborou para o aumento de APX, e, esta por sua vez atenuou 0s efeitos
causados pelas EROs nas cultivares estudadas. Sendo assim, o aumento de APX na ‘BRS Pajet’
e ‘BRS Novaera’ objetivaram a reducdo das moléculas toxicas presente nas células decorrentes
do estresse oxidativo, como 0 H,O, (Figura 10 B).

Incrementos no conteddo de APX, mediante aplicacdo de AS, também foi averiguado por
Wang et al. (2013) em milho e Dutra et al. (2017) na ‘BR 17 Gurguéia’ ap6s aplicacdo de AS 1
mM no potencial -0,8 MPa. Para os pesquisadores, a melhoria na tolerancia ao déficit hidrico,
proporcionada pelo AS, pode estar relacionada a sua capacidade de regular a expressdo de genes
responsaveis pela codificacdo de enzimas como APX, CAT e SOD, atuantes no complexo
antioxidante.

A aplicagdo foliar da MET (6 mM) nédo contribuiu para o aumento de APX no periodo
inicial do estresse (8 DAS) comparados ao ST. Entretanto, aos 16 DAS verificaram-se aumentos
de 570% apenas para a ‘BRS Novaera’, comparado ao ST (Figura 12 B). Esse aumento ocorreu
em detrimento da reducdo de H,O,, no mesmo periodo, devido a funcdo de quebra dessa
molécula desempenhada pela APX, que atua em varios compartimentos celulares como
peroxissomos, mitocondrias, cloroplastos e citosol (GERSZBERG e HNATUSZKO-KONKA,
2017).
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A aplicacdo conjunta de AS e MET (1,5 mM e 6 mM, respectivamente) aumentou a
atividade de APX em 222%, para a ‘BRS Novaera’, aos 16 DAS, comparado ao ST, cujo
acréscimo pode estar relacionado a diminuicéo do estresse oxidativo, oriundo do déficit hidrico
(ALl et al., 2018). O aumento de APX, observado principalmente apds a aplicacdo de AS deve-
se a funcdo do mesmo de manter o estado redox das células, e 0 aumento do contetdo interno de
enzimas antioxidantes. Acrescenta-se ainda que, de acordo com Mazuchelli et al. (2014), o efeito
atenuante do AS pode induzir uma via respiratdria alternativa, a qual reduz a incidéncia de
EROS.

4.3.4 Catalase (CAT)

O contetdo de CAT (8 DAS) sob restricdo hidrica do solo (ST) teve o aumento de
20,63% e 66,15% nos seus valores médios para ‘BRS Pajeu’ e ‘BRS Novaera’, respectivamente,
ao serem comparados ao controle (Figura 13 A). No entanto, aos 16 DAS a enzima teve seus
valores médios reduzidos em 26% na ‘BRS Novaera’ (Figura 13 B), e em ‘BRS Pajel’ ndo
foram constatadas diferencas (P < 0,05) quando comparada ao controle. Essa redugdo no ST,
provavelmente foi consequéncia da proteolise ocasionada pelo déficit hidrico no mesmo periodo
(Figura 9 B).
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Figura 13. Atividade da enzima Catalase (CAT) das cultivares de feijdo-caupi BRS Pajel e BRS Novaera
submetidas aos tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST + AS), estresse + MET (ST + MET) e
estresse + AS + MET (ST + AS + MET), ap6s 8 (A) e 16 (B) dias das aplicacfes dos tratamentos. Letras mailsculas
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diferenciam as cultivares (t-student P < 0,05) e letras mindsculas diferenciam os tratamentos (Tukey P < 0,05).
Campina Grande, PB, 2020.

A CAT atuou degradando a molécula de H,O, (8DAS) na ‘BRS Novaera’, em que 0s
niveis desse ion toxico foram controlados (Figura 10 A). Para Meward et al. (2018) a atuacdo da
CAT na remocdo de H,0O, é mais eficiente principalmente nos estagios iniciais do estresse, 0 que
justifica 0 aumento da sua atividade na etapa inicial do estresse. Para a reducdo observada na sua
atividade, principalmente aos 16 DAS, pode estar relacionada a localizagdo do H,0O, produzido,
visto que a CAT atua removendo EROs produzidas pelos peroxissomos, oriundos da oxidacdo de
purinas, acidos graxos e da fotorrespiracdo (ANDRADE, 2018).

Adicionalmente, a CAT é responsavel por converter muitas moléculas de H,O, por
minuto, e € ativa em concentracfes extremamente altas do peréxido (DUTRA, 2015), o que
justifica 0 aumento da sua atividade na cultivar ‘BRS Pajel’, aos 8 DAS, quando os niveis de
H.O, no tratamento ST alcancaram os maiores valores para esta condi¢cdo no presente estudo
(13,36 mmol H,0, g* MF). Reducdo na atividade da CAT sob deficiéncia hidrica também foi
observada em feijdo-caupi por Araujo et al. (2017), ao pesquisarem déficit hidrico induzido por
PEG 6000.

A aplicacdo isolada do AS (1,5 mM) aos 8 DAS incrementou o contetdo de CAT nas
cultivares em 53% e 15% para ‘BRS Pajel’ e ‘BRS Novaera’, respectivamente, comparados a
100% da reposic¢do hidrica no solo (Figura 13 A). Todavia, aos 16 DAS, as reducBes ocorreram
tanto na ‘BRS Pajel’” (41%) quanto na ‘BRS Novaera’ (40%) (Figura 13 B), associado ao
declinio de PST, decorrente da protedlise (Figura 9 B). Acrescenta-se também que 0s danos
oxidativos supostamente foram reduzidos aos 16 DAS pela acdo do AS, ndo sendo necessaria
forte atuacdo da CAT, visto que, as enzimas SOD (Figura 11 B), APX (Figura 12 B) tiveram
seus teores aumentados apos a aplicacdo do eliciador, nesse mesmo periodo.

Dutra et al. (2017) confirmam a presente pesquisa quando estudaram cultivares de feijao-
caupi associadas ao déficit hidrico e a aplicagdo de AS, e também, constataram redugdo de CAT
nas cultivares BR 17 Gurguéia e BRS Marataod, quando foram submetidas ao potencial hidrico
mais negativo (-0,8 MPa). Em contrapartida, estudos recentes tém demonstrado o aumento de
CAT impulsionado pelo AS em condicdes de restricdo hidrica, como demonstrado por Andrade
et al. (2020) na cultivar BRS Aracé de feijao-caupi, assim como, observado no presente estudo 8

DAS, principalmente na ‘BRS Pajel’. Contudo, esta molécula atua de forma distinta, mediante
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influéncia de varios fatores (DUTRA, 2015), pois ja foi constatado que o AS pode induzir
adaptacdo, resisténcia e aumento da capacidade antioxidante de plantas submetidas ao déficit
hidrico (MAZZUCHELLI et al., 2014)

A aplicacdo foliar da MET (6 mM) aumentou o conteudo de CAT na ‘BRS Pajel’ (70%)
e na ‘BRS Novaera’ (39%) comparados ao ST, no entanto, ap0s maior exposi¢do ao estresse o
aumento averiguado foi de 16,35%, e, ocorreu apenas para ‘BRS Pajet’ (Figura 13 B).
Melhorias proporcionadas pela MET em feijdo-caupi também foram observadas por Meward et
al. (2018), e, dentre as funcdes da MET citadas pelos autores, se destacam as doacOes de grupos
metil para formacdo de enzimas e proteinas, bem como, o metabolismo de carbono, o que
justifica os incrementos de AST (Figura 7 A e B), que contribuem para o aporte energético do
vegetal em condicOes de estresse oxidativo.

Para a aplicagdo conjunta das substancias (AS e MET), constatou-se aumentos de 46 e
23% para ‘BRS Pajet’ e ‘BRS Novaera’ (8 DAS), respectivamente (Figura 13 A), e de 19% para
‘BRS Novaera’, 16 DAS (Figura 13 B). De acordo com Moraes et al. (2015), a atividade da CAT
esta relacionada a estresses de origem bidtica e abi6ticas. A resposta eficaz de CAT em situacoes
de restricdo hidrica tem sido demonstrada por autores como Pereira et al. (2012), em amendoim e
Moraes et al. (2015) em mamona, cuja eficacia da CAT é atribuida pelos autores citados a sua
capacidade de neutralizar o H,O; antes de ser difundido pela célula.

Sousa (2019) constatou reducdo de 25% em plantas sob déficit hidrico e aumento da
enzima conforme a restri¢cdo hidrica foi aumentando. Contudo, em plantas C3 como o feijdo-
caupi, a CAT é mais abundante nos peroxissomos e atua na remoc¢do do o H,O, oriundo da

fotorrespiracao.

4.4 Fotossintese e trocas gasosas

Mediante a deficiéncia hidrica no solo (ST), todas variaveis de trocas gasosas foram
reduzidas na ‘BRS Pajeu’, fotossintese e transpiracdo (47%), condutancia estomatica (59%) e
carbono interno (37%) (Figura 14). Para a ‘BRS Novaera’ constatou-se aumento de 66% para o
carbono interno (Figura 14 D), enquanto as demais variaveis (fotossintese, transpiracdo e
condutancia estomatica, respectivamente) reduziram-se em 47%, 29% e 42% (Figura 14 A, B e
C), respectivamente, quando comparadas ao tratamento com 100% da reposicao hidrica no solo.

O aumento significativo na taxa fotossintética na condicdo controle (Figura 14 A) esta

relacionado ao adequado aporte hidrico, representado pelo status hidrico (Figura 4 B e D),
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maiores indices de AF e MF (Figura 5 B e D), reducdo na degradacao proteica (Figura 9 B) e
auséncia de estresse oxidativo (Figura 10 B), pois o tratamento controle apresenta condicdes
favoréveis para a realizacdo da fotossintese.

Sob a restricdo hidrica (ST) a condutancia estomatica também foi afetada, através
fechamento dos estdmatos, para atenuar a perda de agua. Como consequéncia do fechamento
estomatico, as cultivares de feijao-caupi reduziram suas taxas fotossintéticas (Figura 14 A) para
manutencdo de uma melhor relacdo edafoclimatica, assim como, contribuir no ajuste osmotico,

pelo acimulo de AST (Figura 6 A e B), PRO (Figura7 A e B) e AALT (Figura 8 A e B), como
foi averiguado.
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Figura 14. Fotossintese (A), transpiracdo (B), condutancia estomética (C) e carbono interno (D) das cultivares de
feijdo-caupi BRS Pajell e BRS Novaera submetidas aos tratamentos controle (Crtl), estresse (ST), estresse + AS (ST
+ AS), estresse + MET (ST + MET) e estresse + AS + MET (ST + AS + MET), ap6s 16 dias das aplicagdes dos
tratamentos. Letras maiusculas diferenciam as cultivares (t-student P < 0,05) e letras minudsculas diferenciam os
tratamentos (Tukey P < 0,05). Campina Grande, PB, 2020.
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Freitas et al. (2017) citam reduc6es na fotossintese observadas ap0s 5 dias de suspensédo
da irrigacdo, nesta mesma cultura. Taxas fotossintéticas reduzidas também foram observadas em
pinhdo manso, por Padilha et al. (2016), no nivel mais critico de déficit hidrico (20% da
capacidade de campo), e maiores taxas em 60 e 80% da capacidade de campo, 0 que explica a
relacdo direta da fotossintese com a disponibilidade de agua para a planta.

Padilha et al. (2016), estudando pinhdo manso, realizaram observacdes semelhantes as
dessa pesquisa, e notaram menor e maior gs na condigédo 20% e 80% da capacidade de campo,
respectivamente. Santos e Silva et al. (2010) e Nascimento et al. (2011) reportam que, em
feijoeiro a condutancia estomatica diminui a medida em que a capacidade difusiva ao vapor €
aumentada. No entanto, Freitas et al. (2017) também observaram reducdes da gs (valores abaixo
de 0,60 mol m?s™) e discutiram que a reducdo nessa variavel é bem caracteristica da regi&o
Nordeste, devido aos longos periodos sem chuvas e altas temperaturas.

No presente estudo, nota-se uma sincronia do Ww (16 DAS) com a gs, foi observado
que, quando o potencial € mais negativo a gs diminui, resposta semelhante aquela encontrada por
Nascimento et al. (2011). Esses autores relataram em feijdo-caupi que, menores valores de gs
estavam relacionados & menores valores de Ww e afirmam que essa espécie é capaz de fechar
seus estbmatos nos primeiros sinais de déficit hidrico.

A baixa disponibilidade de ci observada na presente pesquisa (Figura 14 D), segundo
Morales et al. (2015) é devido ao fechamento estomatico como consequéncia da baixa
disponibilidade hidrica no solo. Melo et al. (2018) afirmaram que, a quantidade de carbono
interno estd intrinsecamente relacionada com a taxa fotossintética e, pesquisando o
comportamento do feijdo-caupi, sob déficit hidrico, observaram que a quantidade de agua
disponivel é proporcional as taxas de ci e A.

Nascimento et al. (2011) também observaram reducdes (72%) nos valores de ci nos
gendtipos de feijao-caupi ‘Epace-10’, ‘Tracuateua-192’, ‘Santo Inacio’ e ‘Capela’ e, associam 0
ocorrido ao fechamento estomético e a consequente reducdo na fotossintese. Também nota-se
que, mediante a reducdo de A, a concentracdo de ci aumenta, semelhante ao observado por Melo
et al. (2018) com a cultivar BRS Pujante de feijdo-caupi.

A aplicagdo foliar do AS (1,5 mM) sob restrigdo hidrica do solo (ST), proporcionou
reducdes nos valores médios da fotossintese na ‘BRS Pajeu’ (7,3%) e ‘BRS Novaera’ (24%), nos
valores médios da fotossintese (Figura 14 A). Seguindo a mesma tendéncia, as cultivares BRS
Pajeu e BRS Novaera tiveram a transpiracdo reduzida em 30% e 41%, respectivamente (Figura

14 B), assim como a condutancia estomatica 16 e 34,17%, respectivamente (Figura 14 C). Para o
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conteddo de carbono interno, as reduces ocorreram apenas na ‘BRS Pajel’, ja para a ‘BRS
Novaera’ ndo houve diferencas (P < 0,05) (Figura 14 D).

As reducbes observadas nas variaveis com a aplicagdo do AS, demonstram a funcdo da
molécula na regulacdo dos processos bioquimicos e fisiologicos das plantas (FAVARO, 2017).
Tais reducdes associam-se a manutencdo do status hidrico (Figura 4), bem como a reducéo da
area foliar (Figura 5 B), a fim de manter a turgescéncia celular das plantas e suportar os efeitos
deletérios do déficit hidrico, principalmente na remocao de EROs.

O efeito atenuador do AS para parametros fotossintéticos foi averiguado por Ananieva,
Alexieva e Popova (2002), em cevada, ao aplicarem 500 pmol L™, por Wang et al. (2010) em
videira, no qual o AS auxiliou a recuperacdo da fotossintese apos estresse térmico, e por Favaro
(2017) em cultivares de morangueiro, em que o AS proporcionou maior eficiéncia fotossintética
e inducdo de resisténcia.

Para a aplicacdo foliar de MET (6 mM), sob déficit hidrico, quando observados os
valores médios, foram averiguados incrementos para a fotossintese (5,53%), a transpiracédo
(6,36%), e a condutancia estomatica (6,03%) na ‘BRS Pajéu’. Para a ‘BRS Novaera’, foram
observadas reducbes para as mesmas variaveis de 17,68; 28,57 e 24,05%, respectivamente,
qguando comparadas ao ST (Figura 14).

Quanto a aplicacdo conjunta de AS e MET notou-se aumento apenas para a ‘BRS
Novaera’, na variavel ci (28,24%), quando comparada ao ST (Figura 14 B). Apesar da origem
desse carbono ndo ser elucidada nessa pesquisa, supfe-se que 0 mesmo esta relacionado aos
esqueletos de carbono dos aminoacidos, pois os estdbmatos das plantas estavam fechados, afim de
reduzir a perda de agua pela transpiracdo. Sendo assim, comprova-se que, a ‘BRS Nova Era’
para essa variavel, foi a mais responsiva ao tratamento AS+MET.

Pouco se sabe sobre os efeitos da MET nos parametros fotossintéticos em feijao-caupi
sob condigdes de restri¢cdo hidrica, todavia, nesta pesquisa, a aplicacdo exdgena do aminoacido
foi responsavel por aumentar o conteldo de proteinas, melhorar o status hidrico, aumentar as
taxas de fotossintese, transpiracdo, condutancia estomatica e contetdo de carbono interno, na
‘BRS Pajéu’(16 DAS). Sugere-se entdo, que o aminoacido auxilia a fotossintese, mediante a

indugdo para o ajustamento osmoético e a atenuagdo dos danos causados pelas EROs.
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5 CONCLUSOES

O é&cido salicilico e a metionina atenuaram os danos do déficit hidrico, e mantiveram o
status hidrico das cultivares, assim como, atuaram na regulacdo dos processos fotossintéticos,
reduzindo a perda de agua pela transpiracao.

O 4acido salicilico e a metionina contribuiram no ajustamento osmético, bem como, na
protecdo antioxidante das cultivares BRS Pajell e BRS Novaera, respectivamente, alterando os
teores de prolina, aminoacidos e agucares sollveis totais.

Apbs aplicacdo do acido salicilico e da metionina, a acao antioxidante de APX, CAT e
SOD também foram intensificadas, o que aumentou a resisténcia contra os danos oxidativos
proporcionados pelas EROs.

A cultivar BRS Novaera teve destaque em relagdo a ‘BRS Pajet’, cuja cultivar expressou
aumento nos teores de proteinas, aminoacidos livres totais, sob déficit hidrico e a aplicacao foliar

de acido salicilico e metionina, o0 que promoveu a osmoprotecdo das plantas.
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