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RESUMO

COSTA, RAYSSA RIBEIRO DA. M.Sc., Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa Algodao,
Fevereiro de 2016. Atenuacdo de estresse hidrico em plantas de feijao-caupi tratadas com &cido
salicilico. Campina Grande, PB, 2016. Dissertacdo (Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Agrérias). Orientador: Prof. Dr. Alberto Soares de Melo, Coorientador: Prof. Dr. Janivan Fernandes
Suassuna.

O feijao-caupi € uma das leguminosas mais consumidas no Norte e Nordeste do Brasil, sendo um dos
principais componentes da dieta alimentar da populacéo. A severidade do deficit hidrico nas fases
criticas da cultura € um dos fatores que limitam a cultura, entretanto estudos relatam que os efeitos
do déficit hidrico na planta podem ser mitigados através da aplicacdo de eliciadores enddgenos como
o &cido salicilico (AS). Dessa forma, objetiva-se com este trabalho, avaliar gendtipos de feijdo-caupi
submetidos a estresse hidrico e aplicacBes de acido salicilico. A pesquisa constou de um fatorial de
2x2x5, sendo dois genotipos de feijdo-caupi (BRS Paraguacu e Pingo de Ouro-1-2), duas laminas de
irrigacdo (uma condizendo-se a umidade do solo préximo a capacidade de campo, entre 10 e 15 kPa,
e outra numa condicdo de estresse (entre 60 e 80kPa); e cinco concentracbes de acido salicilico (zero;
0,1; 0,5; 1,0; 2,0 mM) aplicadas 15 dias apds a semeadura em intervalos de trés dias, durante seis
dias. A combinacdo dos trés fatores resultou em 20 tratamentos, arranjados no delineamento
experimental inteiramente casualizado, com trés repeti¢fes e a parcela experimental composta de 3
vasos Uteis, contendo inicialmente 6 plantas. Foram realizadas avaliagdes de crescimento (altura da
planta, nimero de folhas e massa seca da parte aerea), avaliagdes fisiologicas (fotossintese,
condutancia estomatica, transpiracdo, potencial hidrico foliar e eficiéncia intrinseca no uso de agua),
bioquimicas (atividades da ascorbato peroxidade - APX, catalase - CAT, superdxido dismutase —
SOD e teor de prolina livre) e de produgdo (comprimento de vagens, peso das vagens, nimero de
gréos por vagem, diametro do grdo, peso de 100 sementes, teor de umidade e produtividade). A
aplicacdo de acido salicilico a 1,0 mM propiciou beneficios aos parametros fisiolégicos em ambos os
genotipos nas duas condicGes hidricas. A atividade das enzimas antioxidantes aumenta em condi¢oes
de déficit hidrico, porém sem resposta a aplicagéo foliar de &acido salicilico. O acimulo de prolina em

condicdes de deficit hidrico, mesmo nao sendo significativo, confere ao Pingo de Ouro-1-2 maior
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tolerancia ao déficit. Pingo de Ouro-1-2 obteve menor produtividade, porém uma maior tolerancia ao
déficit hidrico. A aplicagdo foliar do acido salicilico na fase vegetativa atenua o déficit hidrico
moderado em feijdo-caupi.

Palavras-chave: Fitorménio; Vigna unguiculata; estresse abiotico
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ABSTRACT

COSTA, RAYSSA RIBEIRO DA. M.Sc., State University of Paraiba / Cotton Embrapa, February
2016. Water stress mitigation in cowpea plants treated with salicylic acid. Campina Grande, PB,
2016. Dissertation (Graduate Program in Agrarian Sciences). Major professer 1: Dr. Alberto Soares
de Melo. Major professer 2: Dr. Janivan Fernandes Suassuna.

Cowpea is a one of the legume most consumed in the North and Northeast of Brazil, being a major
component of the population diet. In the critical stages, the severity of drought is one of the factors
that limit the plant growth. However studies have reported that effects of drought on the plant can be
mitigated through the application of endogenous elicitors such as salicylic acid (SA). Thus, the
objective of this work was to evaluate cowpea genotypes subjected to drought with salicylic acid
applications. The research consisted of a 2x2x5 factorial, two cowpea genotypes (BRS Paraguacu and
Pingo de Ouro 1-2), two irrigation levels (one befitting to soil moisture near field capacity, 10 and 15
kPa, and another in a condition of stress (60 to 80kPa) and five concentrations of salicylic acid (zero;
0.1; 0.5; 1.0; 2.0 mM) applied 15 days after sowing each three days during six days. The combination
of these factors resulted in 20 treatments, arranged in a completely randomized design with three
replications, and the experimental plot consisted of 3 working vessels initially containing 6 plants.
Growth evaluations ( plant height, leaf number, stem diameter and dry mass of shoots), physiological
assessments (photosynthesis, stomatal conductance, transpiration, leaf water potential and intrinsic
efficiency in water use), biochemical (activities of peroxidase ascorbate - APX, catalase - CAT,
superoxide dismutase - SOD and free proline content) and production (long pods, weight of pods,
number of grains per pod, grain diameter, 100 seed weight, moisture content and productivity) were
analyzed. The application of 1.0 mM SA provided benefits to physiological parameters in both
genotypes at both conditions. The activity of antioxidant enzymes increases in water drought
conditions, but no responded to foliar application of salicylic acid. Although not significant, the
proline accumulation in drought conditions increased the tolerance in Pingo Gold-1-2. Pingo de Ouro
1-2 had lower productivity, but increased tolerance to drought. In the vegetative phase, the foliar

application of salicylic acid attenuates water deficit in cowpea.
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1. INTRODUCAO

A produtividade agricola, em todo o mundo, esta sujeita a restricdes ambientais na forma
de estresses abidticos, que influenciam negativamente no crescimento e no desenvolvimento das
plantas, causando diminuicdo da produtividade e dos rendimentos médios superiores a 50% (WU
etal., 2011).

Em geral, o estresse por déficit hidrico induz a uma variedade de respostas em formas de
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares, em que a fotossintese é o
alvo fisioldgico priméario (CLAVEL et al., 2005). Compreender os efeitos negativos da seca sobre
0 metabolismo das plantas e os mecanismos de tolerancia a seca em diversas culturas,
particularmente aquelas adaptadas a condi¢Oes de seca, ird ajudar a melhorar seu desempenho
agrondmico (BEEBE et al., 2013).

Entre as culturas com potencial de cultivo em regides com limita¢6es hidricas destaca-se 0
feijdo-caupi (Vigna unguiculata), que € uma das leguminosas mais consumidas no Norte e
Nordeste do Brasil e, atualmente, seu consumo tem se expandido de forma mais intensa para as
regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil (FREIRE FILHO et al., 2011). Embora ndo seja avaliada
separadamente pelos 6rgéos oficiais de pesquisa (CONAB e IBGE), a producédo de feijao-caupi
corresponde a aproximadamente 18% do feijdo total produzido (CEPA/EPAGRI, 2011), sendo um
dos principais componentes da dieta alimentar da populacdo, além de ser também um importante
gerador de emprego e renda (RAMOS, 2011).

Entretanto, apesar de ser uma cultura bastante comum na regido Nordeste €, nesta area, que
sdo registrados os menores rendimentos da cultura. No estado do Rio Grande do Norte, por
exemplo, na safra 2013- 2014, a produtividade média foi de apenas 555 kg ha?, com uma
estimativa de apenas 353 kg ha* para a safra 2014-2015 (CONAB, 2015). Com isso, evidencia-se
que as condic¢bes de cultivo, baixo nivel tecnoldgico emprega dona agricultura familiar, e a
severidade do déficit hidrico nas fases criticas da cultura, sdo 0s principais responsaveis pela baixa
rentabilidade nacional da cultura (SABOYA et al., 2013). Nesse contexto, existe uma necessidade
crescente de identificar e desenvolver cultivares tolerantes a seca e de alta produtividade adaptadas
as diferentes condicGes agroclimaticas (FATOKUN et al., 2009; VALDEZ et al., 2012).



Para McCue et al. (2000), o estresse na planta pode ser mitigado por meio da aplicagédo de
eliciadores enddgenos ou exdgenos, 0s quais a partir de ataque de plantas ou patdgenos, medeiam
reacOes de defesa. Dentre os principais eliciadores destacam-se os &cidos organicos (salicilico,
ascorbico e citrico).

O acido salicilico (AS) esta presente na maioria das plantas (SHI et al., 2005) com inimeras
fungdes reguladoras no metabolismo vegetal (HAYAT et al., 2010; KANG et al., 2014). O acido
salicilico exerce, também, papel importante na regulacao de varios processos fisioldgicos na planta
(SHI et al., 2005), sendo que 0 acumulo de AS € um importante componente nos sinais de traducéo
das vias principais para a resisténcia sisttmica adquirida (SONG et al., 2004). Contudo, o
mecanismo exato de acdo do AS ndo é bem compreendido, principalmente, porque o mesmo pode
diferir de espécie para espécie, bem como pode variar de acordo com as condi¢es ambientais
(PAL et al., 2014).

O mecanismo de resposta das plantas ao estresse hidrico abrange muitos genes, processos
bioguimicos e moleculares, como: a detec¢do, percepcdo e transducdo de sinais, o controle
transcricional, a ativacdo de mecanismos de pronta resposta ao estresse, entre 0s quais a
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) por enzimas antioxidantes (como a
superoxido dismutase, a catalase e a ascorbato peroxidase) e a osmoprotecdo por solutos
compativeis e removedores de radicais livres (como a glutationa e a prolina) (LISAR et al., 2012).

A caracterizacdo do estresse abidtico tem se tornado um tema importante na selecdo de
gendtipos de plantas mais resistentes as condi¢des agroclimaticas adversas (BELKO et al., 2013).
Por sua vez, isso também deve ser realizado em geno6tipos de feijdo-caupi, por constituir um dos
principais componentes da dieta alimentar nas regides Nordeste e Norte do Brasil, no intuito de
melhorar nas investigacdes de genétipos mais adaptados as condicdes de déficit hidrico estacionais
e de alternativas para mitigar os efeitos deletérios a planta, garantindo a otimizacdo e a

sustentabilidade de seu cultivo.

1.1. Objetivo geral

Avaliar parametros agronémicos, fisiolégicos e bioquimicos de genétipos de feijao-caupi

sob restrigéo hidrica e aplicagdes de acido salicilico.



1.2. Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento e a producédo de gendtipos de feijao-caupi submetidos a aplicacéo
foliar de acido salicilico em condi¢es de estresse hidrico;

- Estudar as trocas gasosas e o potencial hidrico em genétipos de feijdo-caupi sob déficit
hidrico e aplicag&o foliar de acido salicilico;

- Determinar a atividade de enzimas antioxidantes (APX, CAT, SOD) em genotipos de
feijdo-caupi sob tratamento com acido salicilico e restricdo hidrica;

- Identificar o gendtipo de feijdo-caupi que seja mais tolerante a condigéo de déficit hidrico



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do feijdo-caupi

O feijdo-caupi pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papliononideae, tribo Phaseoleae
e género Vigna. Vigna é um grande género, que consiste em mais de 85 espécies, dividido em sete
subgéneros. O feijao-caupi faz parte do subgénero Ceratotropis e espécie unguiculata. Geralmente
possui porte ereto, mas também prostrado ou semi-prostrado e habito de crescimento determinado
ou indeterminado (PADULOSI, 1993). Também conhecido por feijdo-de-corda ou feijao
macassar, o feijdo-caupi, é uma leguminosa de vasta distribuicdo mundial, em especial, nas regides
tropicais, devido as caracteristicas edafoclimaticas semelhantes ao seu provavel local de origem,
a Africa (BRITO et al., 2009).

No Brasil, varios cultivares de feijdo-caupi tém sido desenvolvidos por meio de
melhoramento genético classico, visando, predominantemente, a incorporacdo de caracteres
agrondmicos desejaveis, tais como elevada produtividade, tolerancia ao déficit hidrico, plantas
apresentando arquitetura com porte semienramador e resisténcia as principais pragas (FREIRE
FILHO, 1988). E, para a identificacdo da variacdo genética por meio de caracteres, se faz
necessario o conhecimento do ciclo fenolégico da cultura (CAMPOS et al., 2000).

Campos et al. (2000) definiram o ciclo fenol6gico do feijao-caupi em duas fases: fase
vegetativa e fase reprodutiva. A fase vegetativa € dividida em: 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 encontra-se com os foliolos separados e completamente abertos;V5 -
A terceira folha trifoliolada encontra-se com os foliolos separados e completamente abertos; V6 —
Os primdrdios do ramo secundario surgem nas axilas das folhas unifolioladas, podendo também
ser observados nas axilas das primeiras folhas trifolioladas; V7 — A primeira folha do ramo
secundario encontra-se completamente aberta; V8 — A segunda folha do ramo secundério encontra-

se completamente aberta; V9 — A terceira folha do ramo secundario encontra-se completamente



aberta. J& a fase reprodutiva pode ser seccionada em: R1 — Surgem os primoérdios do primeiro
botéo floral no ramo principal; R2 — Antese da primeira flor, geralmente oriunda do primeiro bot&o
floral; R3 — Inicio da maturidade da primeira vagem, geralmente oriunda da primeira flor. Esse
estadio e caracterizado pelo inicio da mudanca de coloracdo das vagens devido ao inicio da
secagem das mesmas; R4 — Maturidade de 50% das vagens da planta; e R5 — Maturidade de 90%
das vagens da planta.

O ciclo do feijao-caupi, de acordo Paiva et al. (1972), pode ser classificado em: ciclo curto
(quando a maturidade € atingida até 60 dias apds o plantio) ; ciclo médio (quando a maturidade é
atingida entre 60 e 90 dias apds o plantio) ; e ciclo tardio (quando a maturidade é atingida apds 90
dias do plantio). Porém, Freire Filho et al. (2000) fizeram as seguintes alteracdes: ciclo super
precoce (quando a maturidade € atingida até 60 dias apds o plantio) ; ciclo precoce (quando a
maturidade ¢ atingida entre 61 e 70 dias apds o plantio) ; ciclo médio (quando a maturidade é
atingida entre 71 e 90 dias ap6s o plantio) e, por fim, ciclo tardio (quando a

maturidade ¢ atingida a partir de 91 dias ap6s o plantio).

2.2. Importancia econdmica e social do feijao-caupi

O feijdo-caupi € uma cultura que apresenta baixa exigéncia de agua e nutrientes, quando
comparadas a outras leguminosas como o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) e a soja (Glicine
max L.) (COSTA et al., 2011). Estima-se que no ano de 2013 o feijoeiro ocupou uma area de
11,927 milhdes de hectares no mundo, com producédo de 36,225 milhdes de toneladas por ano e
produtividade de 521,91 kg ha!, sendo os paises da Nigéria, Niger, Tanzania, Mali e Myanmar os
principais produtores mundiais (FAO, 2015).

A producdo de feijdo-caupi no Brasil encontra-se principalmente nas regibes Norte e
Nordeste do Brasil, e essa producdo tem se expandido de forma mais intensa para as regides
Centro-Oeste e Sudeste (FREIRE FILHO et al., 2011). A producéo do feijdo-caupi corresponde 3,
aproximadamente, 18% do feijéo total produzido (CEPA/EPAGRI, 2011), sendo um dos principais
componentes da dieta alimentar da populacdo, além de ser também um importante gerador de
emprego e renda (RAMOS, 2011). Seu grdo é uma excelente fonte de proteinas, aminoacidos
essenciais, carboidratos, vitaminas e minerais, além de possuir quantidade significativa de fibras
dietéticas, baixa quantidade de gordura e ndo contem colesterol, com consumo per capita de,
aproximadamente, 16 kg ano™, equivalente a 43,83 g dia® (NEVES JUNIOR e XAVIER, 2010).

O feijdo-caupi apresenta uma alta adaptabilidade as condi¢bes edafocliméaticas do

Nordeste, entretanto, ainda possui estimativa de produtividade media baixa (FREIRE FILHO et



al., 2011; SABOYA etal., 2013), como por exemplo no Rio Grande do Norte, na safra 2013- 2014,
a produtividade média foi de apenas 555 kg ha!, com uma estimativa de apenas 353 kg ha* para
a safra 2014-2015 (CONAB, 2015). Essa baixa produtividade é consequéncia de diversos fatores,
como uso de sementes ndo melhoradas, cultivo em solos de baixa fertilidade, bem como,
ocorréncia de precipitacdes irregulares (NASCIMENTO et al., 2011; SABOYA et al., 2013),
sendo a deficiéncia hidrica o fator limitante responsavel pela reducéo da produtividade do feijao-
caupi (MUCHERQO et al., 2009).

2.3. Estresse hidrico nas plantas

O feijdo-caupi sofre reducdes no crescimento e na producdo em face do déficit hidrico
(MUCHERO et al., 2009). Portanto, existe uma necessidade crescente de identificar e desenvolver
cultivares tolerantes a seca e com alta produtividade adaptadas as variacGes agroclimaticas
(VALDEZ et al., 2012). O desenvolvimento de melhores cultivares dessa leguminosa € dificultado
pela falta de técnicas e critérios de selecdo para promover a adaptacéo e tolerancia a seca (BELKO
et al., 2013). CondicGes favoraveis podem ser alcancadas por meio de melhor adaptacdo das
culturas com o aumento da eficiéncia de uso da 4gua ou pelo aumento da oferta de 4gua a planta
por meio de melhoria do sistema radicular (FAROOQ et al., 2010).

Nos ultimos anos, as perdas devido ao déficit hidrico tém sido o principal desafio para a
producdo de grdos, sendo o fator ambiental mais limitante a produtividade das culturas em todo
mundo, especialmente nas regides semiaridas (FRITCHE-NETO e BOREM, 2011). Nesse
contexto, o entendimento do mecanismo de resposta vegetal a deficiéncia hidrica, durante as fases
criticas de cultivo, é de grande importancia e parte fundamental para a obtencéo de cultivares mais
tolerantes a seca (FURLAN et al., 2014).

2.3.1. Efeito do déficit hidrico no desenvolvimento da planta

A reducdo da turgidez é o mais precoce efeito biofisico significante do estresse hidrico, as
atividades dependentes da turgidez, como a expansao foliar e o alongamento das raizes, sdo as
mais sensiveis ao deficit hidrico (REIS et al, 1998).

A primeira e mais sensivel resposta ao déficit hidrico, é a diminuicdo da turgescéncia e,
associada a este evento estd & diminuicdo do processo de crescimento em extensdo da planta

(LARCHER, 2006). A inibicao desse crescimento em extensdo provoca uma diminuicdo da area



foliar total e, consequentemente, uma reducdo na taxa transpiratéria, levando um balanco hidrico
positivo para a planta.

Como resposta ao déficit hidrico, as plantas passam por mudangas fundamentais na relacéo
da célula com a agua e nos seus processos morfofisiologicos (CORDEIRO et al, 2009),
influenciando a sua capacidade de tolerar as condic6es adversas do meio. No entanto, ha restricdo
ao acumulo de biomassa, prejudicando tanto no crescimento inicial das plantas como nos estadios
mais tardios, limitando a dimenséo das folhas individuais, o nimero de folhas, por conseguinte a
area foliar total, nimero e taxas de crescimento dos ramos e o crescimento do caule (MORAES,
2011).

Como a expansdo foliar depende principalmente da expanséo celular, os principios que
fundamentam os dois processos sdo similares, ou seja, a inibicao da expanséo celular provoca uma
lentiddo da expanséo foliar no inicio do desenvolvimento de déficits hidricos. A area foliar menor
transpira menos, conservando, efetivamente, um suprimento de &gua limitado no solo por um
periodo mais longo. Portanto, a reducdo da area foliar pode ser considerada a primeira linha de
defesa contra a seca (ANJUM et al., 2011).

2.3.2. Efeito do déficit hidrico na fisiologia da planta

O déficit hidrico tem efeitos em diversos processos fisiologicos das plantas, como a
reducdo da transpiracdo e, consequentemente, o suprimento de CO: para a realizacdo da
fotossintese (ASHRAF e HARRIS, 2013). Outros processos também sao afetados, dentre eles a
producdo de &cido abscisico, abscisdo foliar e 0 ajustamento osmético. Com o déficit hidrico, a
atividade fotossintética diminui juntamente com a diminuicdo do volume celular e,
concomitantemente, a diminui¢do da turgescéncia (MORALIS et al., 2003).

Sob condicdes de déficit hidrico, ocorre reducdo da concentracdo intercelular de CO2, em
razdo do controle da abertura dos estdmatos. Assim, também ocorre a diminuicdo da condutancia
estomatica que € um componente de fundamental importancia na manutencao da turgescéncia em
resposta a decréscimos no potencial hidrico das plantas. Todavia, quando o estdmato se fecha para
proteger a planta da perda de agua, ele, simultaneamente, restringe a difusdo do CO; atmosférico
e, consequentemente, provoca queda na taxa fotossintética (DaMATTA, 2003).

A 4gua e 0 CO> sdo alguns dos fatores limitantes da fotossintese ressalvando-se que a maior
resisténcia difusiva dos estdmatos reduz a fotossintese, principalmente pela restricdo da conducgéo
gasosa da folha, de modo que a restricdo hidrica pode causar inibicdo na fotossintese devido a
limitacdo estomatica (KERBAUY, 2009). Em trabalho realizado por Silva (2015), verificou-se



que a maior producgdo de fotossintese ocorreu em condic¢des hidricas favoraveis, e isso poderia
estar ligado a quantidade consideravel de concentragdo interna de CO2, no momento em que as
plantas estavam com maior condutancia estomatica.

A reducdo na condutancia estomatica afeta uma série de interacdes planta-ambiente, uma
vez que os estOmatos sdo pontos de controle de vapor d’agua e balango de energia entre o vegetal
e 0 ambiente. Embora a reducéo na taxa de perda de 4gua possa representar uma vantagem imediata
para prevenir a desidratacdo do tecido, ela pode afetar diretamente o balanco de calor sensivel
sobre o vegetal, e ainda a absor¢cdo de CO: e consequentemente a taxa fotossintética
(GONCALVES, 2013). Ressalta-se que a reducao da condutancia estomética induz a reducéo da
transpiracdo e, por decorréncia, menor perda de agua, resultando em maior tolerancia das plantas
a estresses abidticos (DUTRA et al, 2015).

Comumente espera-se que plantas submetidas a um estresse apresentem caracteristicas
como baixas taxas de crescimento e de fotossintese, menor capacidade de assimilacdo de recursos
e de renovacgédo de constituicdo dos tecidos. Entretanto, esses fatores juntos determinam que as
plantas busquem em seu aparato fisioldgico e bioquimico mecanismo que Ihes confiram resisténcia

para se desenvolverem em ambientes extremos (ASHRAF e HARRIS, 2013).

2.3.3. Enzimas de protecéo ao estresse oxidativo

Sob condicdes de estresse ocorre a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas
células vegetais, especialmente o anion superdxido (O2e-), o radical hidroxil (OHe) e o perdxido
de hidrogénio (H202) (MAIA et al., 2012). O excesso de espécies reativas de oxigénio danificam
a estabilidade da membrana, afetam o metabolismo celular das plantas sob estresse hidrico,
podendo levar a morte celular (LISAR et al., 2012; BARBOSA et al., 2014). Todavia, as plantas
apresentam mecanismos de defesa contra as EROs representadas por enzimas antioxidantes que
incluem a superdxido dismutase, a catalase e o ascorbato peroxidase (MUNNE-BOSCH et al.,
2013). A quantidade de EROs e a atividade de enzimas antioxidantes tem sido associada ao
processo de sinalizacdo e defesa contra o estresse hidrico nas plantas, sendo assim um mecanismo
regulador de mudancas fisiologicas na planta em detrimento da redugcdo do potencial hidrico
celular (BARBOSA et al., 2014).

O radical superoxido produzido sob condi¢des de estresse € toxico, tendo uma meia-vida
de menos de um segundo e, geralmente, dismutado de forma rapida pela superoxido dismutase
(SOD) a H20., um produto relativamente estdvel que pode ser detoxificado por catalases e

peroxidases. Estas metaloenzimas constituem numa importante defesa primaria das células contra



os radicais superdxido gerados sob condicOes de estresse, assim, 0 aumento na atividade da SOD
é conhecido por conferir tolerancia ao estresse oxidativo (CARNEIRO et al., 2011).

A enzima catalase (CAT) é uma das principais enzimas na eliminacdo do peroxido de
hidrogénio (H20.), sendo capaz de converter aproximadamente 6 milhdes de H2O2 em H20 e O2
por minuto, muitos desses H>O> séo gerados nos peroxissomos (GILL e TUJELA, 2010). O
mecanismo de acdo da CAT consiste, possivelmente, em duas etapas onde primeiramente 0 H>O»
reage com o Fe do grupo heme da CAT, formando perdxido de ferro e a reagcdo pode, entdo, seguir
duas direces: caso a concentragdo do H>O> do meio for elevada, o perdxido de ferro reagiré outra
vez com outra molécula de H2O2, formando H20O e O,. Em contrapartida se a concentragéo de
H>O, for baixa, o peréxido de ferro podera ser reduzido por doadores de H* como o etanol e
ascorbato (PEREIRA, 2008).

A enzima ascorbato peroxidase (APX) esta envolvida no balanco de H.O2 em
cloroplastos (CARVALHO et al., 2014) e é uma importante enzima para as plantas pelo fato de
constituir a segunda linha de frente de detoxificacdo de EROs, em conjunto com a CAT
(MITTLER et al., 2004). Além de catalisar a oxidacdo do H203, as peroxidases estdo envolvidas
em varios processos fisioldgicos nas plantas, entres os quais, 0 metabolismo da auxina, a formacao
de suberina, defesa contra patdgenos, alongamento celular e defesa contra estresses bioticos e
abioticos (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Diversos estudos tem demonstrado a funcdo dos mecanismos antioxidantes enzimaticos
na protecdo contra o estresse oxidativo secundario induzido pelo déficit hidrico em diferentes
culturas como soja e milho (VASCONCELOS et al., 2009) e feijao sob deficiéncia hidrica
(SAGLAM et al., 2011) e estresse salino (MOHARRAMNEJAD e VALIZADEH, 2014), de
acordo com os autores o aumento da atividade de enzimas como SOD, CAT e APXs estdo

associadas com a manutencdo dos niveis de peroxidacao de lipidios sob condicdes de estresse.

2.3.4. Efeito do deficit hidrico na produtividade do feijoeiro

Pimentel et al. (2002) reportam que a deficiéncia hidrica em resposta as condi¢Ges
ambientais, considerada também a maior causadora de redugéo na produtividade das plantas, altera
0 crescimento e a fotossintese, em decorréncia da diminuicdo do teor relativo de 4gua, pressao de
turgor e potencial hidrico celular.

Segundo Aidar et al. (2002), o desenvolvimento do feijoeiro sob restricdo hidrica séo

acometidos de danos a produgéo, desde a queda de flores até o abortamento das vagens.
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Brito et al. (2015) ao avaliar, em ambiente protegido, dois métodos de manejo da
irrigacdo, baseados no potencial matricial da &gua no solo e no fator de deplecéo da dgua disponivel
e seus efeitos na produtividade de gréos do feijoeiro observaram reducdo no numero de vagens por
planta, no comprimento das vagens, no nimero de graos por vagem e no peso de 100 sementes em
feijoeiros sujeitos a deficiéncia hidrica, acarretando diretamente, decréscimos na produtividade de
gréos.

Conforme Bastos et al. (2011), o déficit hidrico reduziu em 20% o indice médio de area
foliar, 16% o indice médio de clorofila, 175% o nimero médio de vagens por planta e em 60% a
producdo de graos secos em gendtipos de feijao-caupi sob déficit hidrico em Teresina-Pl.

A reducdo na produtividade de graos é influenciada pela diminuicdo no teor de 4gua no
solo, que implica em menores valores de potencial de 4gua na folha, indice de area foliar e teor de
clorofila total. (BASTOS et al., 2012). De acordo com Taiz e Zeiger (2009), uma das explicacdes
para a reducdo da produtividade de grdos em decorréncia do déficit hidrico, é que, nesta condic¢éo,
a planta sofre reducdo da conduténcia e da transpiracdo foliar e, como consequéncia, ha um
aumento da temperatura foliar e reducdo na producdo de fotoassimilados, causando reducdo na

produtividade de graos.

2.3.5. Acumulo de prolina em decorréncia do déficit hidrico

A limitacdo de agua no solo pode causar estresse oxidativo nas plantas, a qual impede o
funcionamento natural da célula e dependendo da circunstancia, pode causar a morte do vegetal
(MENESES et al., 2006). Os estresses abidticos, dentre eles o déficit hidrico, induzem respostas
metabolicas e fisioldgicas, como o acimulo de solutos compativeis (BRAY et al., 2001). Dessa
forma, as plantas tentam manter seu potencial hidrico por meio da acumulacéo de osmoprotetores
e/ou solutos compativeis no interior da célula (TAIZ e ZEIGER, 2009).

A funcdo primeira dos solutos compativeis é evitar a perda de agua, mantendo a
turgescéncia e o gradiente de absorcdo de agua pela célula (LISAR et al., 2012). Logo, 0 ajuste
osmotico é tido como uma das principais respostas das plantas ao estresse hidrico, o qual se
relaciona ao grau de tolerancia vegetal (RHEIN et al., 2011).

A prolina é um amino&cido que é mais largamente distribuido em organismos, de bactérias
a plantas, especialmente em seres expostos a estresses ambientais (RIZHSKY et al., 2004), sendo
considerado o soluto compativel mais estudado, devido a sua sensibilidade de resposta as
condigdes de estresse (VERBRUGGEN e HERMANS, 2008; ASHRAF et al., 2011). Esse
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aminoacido pode ser usado como regulador osmotico, protetor enzimatico, esqueleto carbdnico e
reserva de aminas e reinicio de crescimento quando o estresse acaba (HOAI et al., 2003).

O acimulo deste aminoacido pode ocorrer por duas vias paralelas nas plantas, uma
dependente do glutamato, e outra dependente da ornitina, por meio da via do acido glutamico. Pela
via dependente do glutamato, apds a formagdo do glutamato semi-aldeido, a molécula se
transforma em uma estrutura ciclica (Al- pirrolina-5-carboxilato sintetase), precursor da prolina.
A estrutura ciclica é formada pela reacdo intramolecular (ndo enzimatica) dos grupos amino e
aldeido do glutamato-semi-aldeido (KAVI KISHOR et al., 2005). Na via dos derivados acetilados
(dependente de ornitina), a presenca do grupo acetil ligado ao grupo 2-amino impede essa reacéo
interna e uma estrutura aberta, a ornitina, é formada e pode levar a formacdo da estrutura ciclica
da prolina, apds a perda do grupo amino por transaminacdo (SODEK, 2004).

Em muitos trabalhos, tem sido relatado o aumento dos teores de prolina livre na
caracterizacdo de cultivares tolerantes a seca (HONGBO et al., 2006). Na cultivar SP- 79-1011 de
cana-de-agucar, tolerante a deficiéncia hidrica, ocorreu acumulo de prolina livre conforme a
reducao dos niveis de agua no solo (BIDOIA et al., 2006).

Mesmo havendo diversos trabalhos sobre o acimulo de prolina em plantas sob diferentes
estresses, ndo se sabe certamente se esse acimulo sempre acontece (TROVATO et al., 2008).
Rhein (2008) estudando acumulo de prolina livre em cana de acucar submetidas aos estresses
hidrico e &cido no solo observou que o estresse hidrico moderado associado aos tratamentos de
acidez do solo ndo possibilitou o acimulo de prolina livre, concluindo que condi¢cbes moderadas
de disponibilidade hidrica e acidez do solo interferem na capacidade da planta em acumular prolina
livre, como um mecanismo de ajustamento osmético. Isto porque, como osmolito compativel, a
prolina se acumula na planta, principalmente, sob condicdes severas de estresse (MOLINARI,
2006).

2.4. Acido Salicilico como atenuador do estresse hidrico

O écido salicilico (AS) pertence ao grupo dos compostos fenélicos usualmente definidos
como substancias com um anel aromatico ligado a um grupo hidroxil ou ao seu derivado funcional,
¢ considerado uma molécula muito promissora, por representar um novo meio de induzir a
tolerancia contra estresses bidticos e abidticos em culturas com importancia socioeconémica
(KANG et al., 2014).

Existem duas rotas metabdlicas basicas que estdo envolvidas na sintese de compostos

fenolicos: a rota do acido chiquimico e a rota do &cido maldnico, sendo que a primeira participa
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na biossintese da maioria dos fendis vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2009). Essa rota gera aminoacidos
aromaticos como a fenilalanina, que por meio da eliminagdo de uma molécula de amdnia pela acéo
da enzima fenilalanina amonialiase (PAL) forma acido cinamico, o qual por sua vez pode ser
convertido em acido ortocumarico ou em acido benzoico, os quais podem formar acido salicilico
(ARTECA, 1995). Os compostos fendlicos sdo formados no metabolismo secundario dos vegetais
e possuem fungdes de defesa contra diversos tipos de estresse, agindo como agentes antioxidantes,
0S quais sdo compostos que podem retardar ou inibir a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas,
evitando o inicio ou propagacdo das reacdes em cadeia de oxidacdo. A atividade antioxidante de
compostos fenolicos é, principalmente, devido as suas propriedades de 6xido-reducdo, as quais
podem desempenhar importante papel na absorcdo e neutralizacdo de radicais livres, quelando o
oxigénio triplete e singlete ou decompondo peréxidos (ZHENG e WANG, 2001; DEGASPARI e
WASZCZYNSKY, 2004).

A aplicagdo exdgena de &cidos organicos, como o salicilico, ascdrbico e citrico, é utilizada
como forma de combate ao estresse, sendo que destes 0 primeiro pode agir como indutor de
proteinas de tolerancia ao estresse (McCUE et al., 2000). Além disso, o AS pode ser considerado
um hormdnio vegetal devido a sua implicacdo na regulacdo da planta, onde atua como um
composto sinalizador e amplificador de sinais, que induz a expressao de genes de resisténcia nas
plantas, bem como atua como indutor de outros diversos eventos fisioldgicos, a exemplo, da
fotossintese (AGOSTINI et al., 2013).

Os efeitos atribuidos ao AS, como agente mitigador do estresse hidrico, compreendem
desde os aumentos na capacidade antioxidante da planta e na estabilidade das membranas pelo
decréscimo no nivel de peroxidagdo de lipidios (AGARWAL et al., 2005), até aumentos na
capacidade fotossintética (KHAN et al., 2003) e no acimulo de biomassa (SINGH e USHA, 2003).

Horvath et al. (2007), avaliando a aplicacdo exdgena de AS em trigo, ja confirmava o que
Pal et al. 2014, trabalhando com genoétipos de arroz submetidos a aplicacdo de AS em diferentes
niveis de tolerancia a seca, relataram. Ambos afirmam que o efeito da aplicacdo exdgena de AS
em relacdo a aquisicdo de toleréncia ao estresse nas plantas nem sempre é obvio, pois tal efeito
depende de uma série de fatores, como a cultura, o estadio de desenvolvimento da planta, 0 modo
de aplicacédo, a concentracdo de AS utilizada, o seu nivel enddgeno na planta em questdo e o
balango oxidativo das células.

Neste sentido, a aplicacdo exdgena de AS tem sido testada ha algum tempo em diferentes
cultivos agricolas com a finalidade de investigar a capacidade deste em atenuar os efeitos adversos
causados pela deficiéncia hidrica, tendo em vista que a aplicacdo exdgena de AS, em baixas

concentragdes (103-10° M), exerce efeito determinante na inducdo de tolerancia, em plantas
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expostas ao estresse hidrico, como verificado em tomate (HAYAT et al. 2008), feijao
(SENARATNA et al., 2000), aveia (BANDURSKA e STROINSKI, 2005), girassol (HUSSAIN
et al., 2008) e em pepino (MARDANI et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacao da pesquisa

A pesquisa ocorreu em duas localidades, primeiramente o experimento foi conduzido no
Horto Florestal proximo a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB-Campus 1) em Campina
Grande-PB e, posteriormente, parte das analises foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia
de Plantas Cultivadas (ECOLAB), localizado no Complexo Integrado de Pesquisa Trés Marias,

pertencente a Universidade Estadual da Paraiba, Campus I, Campina Grande — PB.

3.2. Fatores em estudo e tratamentos

Estudou-se a combinacdo de trés fatores: dois genotipos (GEN) x duas condicGes hidricas
(EH) e cinco concentracdes de acido salicilico (AS), perfazendo um esquema fatorial 2x2x5. Os
dois genotipos de feijdo-caupi foram o Pingo de Ouro-1-2 e 0 BRS Paraguacu (Figura 1), tendo as
caracteristicas descritas na Tabela 1; as duas laminas de irrigacdo corresponderam a, conducao das
plantas com a umidade do solo préxima a capacidade de campo e outra a uma condicdo de estresse
e, por fim, cinco concentracdes diferentes de acido salicilico: zero; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 mM, aplicadas
a partir dos 15 dias apds a semeadura, via pulverizacdo foliar, em intervalos de trés dias, durante
seis dias.

A combinagdo de fatores resultou em 20 tratamentos, arranjados no delineamento
experimental inteiramente casualizado, com trés repeticdes e parcela experimental composta por
3 vasos, cada vaso contendo 6 plantas, sendo realizado desbastes na medida que foram sendo

realizadas as avaliacGes de crescimento no decorrer do experimento.
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Figura 1. Genotipos de feijao-caupi utilizados no experimento: BRS Paraguacu (A) e Pingo de

Ouro-1-2 (B). Campina Grande, 2016.

Tabela 1. Principais caracteristicas agrondmicas dos genotipos utilizadas na pesquisa. Campina
Grande, 2016.

Caracteristicas

Genotipos Porte Ciclo NDF CF P100S () CS
(dia)
BRS Paraguagu Prostrado  65-75 45-55 Branca 24-26* Branco
DAS
Pingo de Ouro-1-2 Semi- 55-65* 40-45 Roxa*  14-15* Marrom*
prostrado* DAS*

OBS.: DAS — dias apds semeadura; NDF- numero médio de dias para a floragéo; CF- cor da flor;
P100S- peso de 100 sementes; CS- cor da semente. *Caracteristicas constatadas no presente estudo

3.3. Instalagéo e conducdo do experimento

O experimento foi conduzido em vasos, sob condi¢cGes de campo, no periodo de abril a
junho de 2015, sendo distribuidos em uma érea de, aproximadamente, 500 m?. Primeiramente, a
area foi demarcada de modo que tivesse no total 20 linhas, cada linha com 9 vasos, totalizando

180 vasos. Foi utilizado um espacamento de 1 m entre linhas, e de 0,7 m entre vasos (Figura 2).
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Figura 2. Espacamento utilizado para arranjo dos vasos na area experimental. Campina
Grande, 2016.

Antes da semeadura, foi realizada uma triagem das sementes dos genotipos de feijao-caupi
BRS Paraguacu e Pingo de ouro-1-2 adquiridas no banco de germoplasma da Embrapa Meio-
Norte, com o0 objetivo de eliminar aquelas que continham danos fisicos, bioldgicos e/ou ma
formacdo. Apoés a triagem, as sementes foram pesadas e tratadas com fungicida na dosagem de
0,22 g 100 g* de sementes, ficando em repouso por 24 horas.

O solo utilizado no experimento foi analisado, e as caracteristicas fisico-quimicas estdo
dispostas na Tabela 2, posteriormente realizou-se a adubacdo de fundacdo, com a aplicacéo de
fosfato monoaménico (MAP), com fésforo na proporcdo de 20 kg ha?' de P.Os, conforme
recomendacdo de Melo et al. (2005). No dia 15 de abril de 2015, as sementes foram semeadas
manualmente, sendo distribuidas 6 sementes por vaso (Figura 3). Aos 20 dias ap6s a semeadura,
aplicou-se adubo foliar com micronutrientes necessarios para a cultura e, aos 30 dias ap6s o
semeio, realizou-se nova aplicacdo de MAP em cobertura. Realizaram-se tratos culturais de modo

a manter a cultura livre de plantas invasoras, doencas e pragas.
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas do solo usado para o preenchimento dos vasos.
Campina Grande, 2016.

Caracteristicas fisicas Caracteristicas quimicas
Granulométrica (%o)
Areia 87,75 Ca (mil/100g de solo) 2,23
Silte 5,45 Mg (meq/100g de solo) 0,66
Argila 6,80 Na (meq/100g de solo) 0,26
Classificacao textural Areia franca | K (meqg/100g de solo) 0,40
Densidade do solo (g/cm?) 1,53 S (meq/100g de solo) 3,55
Densidade de particulas (g/cm®) 2,52 H (meqg/100g de solo) 0,00
Porosidade (%) 39,26 Al (meq/100g de solo) 0,00
T (meg/100g de solo) 3,55
Carbonato de célcio qualitativo  Auséncia
Carbono organico % 0,29
Matéria organica 0,50
Nitrogénio 0,03
Fosforo assimilavel mg/100g 2,46
pH H20 (1:2,5) 7,01
Cond. Elétrica— mmhos/cm 0,11
(Suspenséo Solo-agua)

Fonte: Laboratorio de irrigacdo e salinidade — UFCG

Figura 3. Disposi¢do das sementes plantadas em vaso, totalizando 6 sementes por vaso.
Campina Grande, 2016.

A irrigacdo foi efetuada manualmente, sendo o volume mensurado por meio de oito
tensidmetros instalados na area experimental (Figura 4) em duas profundidades diferentes (20 cm
e 15 cm), dos oito, quatro eram para registrar o potencial de &gua no solo das plantas submetidas
ao estresse e quatro para registrar o potencial das plantas sob regime hidrico normal. Nas laminas
de irrigacdo manejada préximo a capacidade de campo, as leituras nos tensidmetros variaram entre
10 e 15 kPa, nas plantas em situacdo de déficit hidrico as mesmas variaram entre 60 e 80 kPa. A
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diferenciacdo das laminas de irrigacdo foram realizadas ap6s o inicio da aplicacdo do acido
salicilico, durante apenas a fase vegetativa.

O calculo da lamina de irrigacéo foi realizado com base na equacéo gerada pela curva de
retencdo de agua no solo (Y = 2,40 + 28,36 / x>° R2=0,9687) e leitura do tensiémetro, levando
em consideracéo o volume do vaso (0,122 dm?®) e a densidade do solo (1,53 g/cm?).

Para todas as andlises realizadas, considerou-se que a lamina de irrigagdo referente ao
déficit hidrico (CE) foi 62% do valor referente a 1dmina de irrigacdo proximo da capacidade de
campo (SE). Logo, os tratamentos condizentes ao CE sdo de déficit hidrico moderado, tendo como
base Gongalves et al. (2010).

Figura 4. Instalacdo dos tensibmetros na area experimental. Campina Grande, 2016.
3.4. Avaliacg0es realizadas
Para facilitar o entendimento dos periodos de avaliacdo, nomeou-se cada estadio (E) de

avaliacdo, correspondendo ao nimero de dias ap6s a emergéncia (DAE) que foram realizadas as
avaliacdes do experimento, conforme descrito na tabela 3.
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Tabela 3. Nomenclatura utilizada para expor os dias das avaliaces do experimento. Campina
Grande, 2016.

Nomenclatura Dias ap06s emergéncia (DAE)
El 23 DAE
E2 32 DAE
E3 40 DAE
E4 53 DAE

3.4.1. Auvaliacdes fisioldgicas

A taxa fotossintética liquida por unidade de area foliar (A, pmol CO, m2s™), a condutancia
estomatica ao vapor d’agua (gs, mol H.0 m2 s?) e a taxa transpiratoria (E, mmolH20 m2 s?)
foram calculadas usando os valores das variacdes das concentracdes de CO2 e de vapor de H2O no
interior da cdmara, medidos pelo analisador de gas infravermelho (IRGA) modelo LCpro+Sistem
(EVANS e CAEMMERER, 2013), no periodo entre 8 e 12 h, em E1 e E3 (Tabela 3),
nas faces abaxial do foliolo central da terceira folha a partir do &pice totalmente expandido
(NOGUEIRA et al., 2001) sem sinais de herbivoria ou senescéncia.

O potencial hidrico da folha (¥f) foi determinado no primeiro estadio de desenvolvimento
E1l (Tabela 3), usando-se a bomba de pressdo de Scholander, sendo usada as mesmas folhas
escolhidas para as analises de trocas gasosas.

A partir dos dados de trocas gasosas, também foi avaliada a eficiéncia intrinseca do uso da
agua (EUAI), calculada pela razdo entre a fotossintese liquida (A) e a condutancia estomatica (gs)
(DOMICIANO, 2015).

3.4.2. Avaliagdes de crescimento

Foram realizadas avaliacdes de crescimento (altura da planta e nimero de folhas) em uma
planta util por vaso durante trés estadios de desenvolvimento: E1, E2 e E3 (Tabela 3).

A altura das plantas (cm) foi avaliada com auxilio de régua milimetrada medindo-a da base
do caule até a mais alta ramificacdo de ramos/folhas. O nimero de folhas foi avaliado contando-
se cada trifolio completamente desenvolvido, assim como o numero de nés foi verificado

contando-os em cada planta.
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Além das avaliagBes supracitadas, coletou-se, nos estadios E1 e E3 (Tabela 3), uma planta
por tratamento de cada repeti¢do, visando mensurar a &rea foliar através de um medidor de area
foliar modelo Li-Cor 3100. Determinou-se, também, a massa seca da parte aérea (folhas e caules)

das mesmas plantas coletadas para medicdo da area foliar.

3.4.3. Atividade das enzimas antioxidantes

Nos estadios E1 e E3 (Tabela 3) o foliolo central da terceira folha de cada tratamento foi
coletado para a quantificacdo das atividades das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX).

Na extracdo enzimética, 200 mg de material fresco (parte da folha da planta) foram
macerados, separadamente, em 2 mL de tampdo fosfato de potassio (concentracdo final 50 mM e
pH final 7) acrescido de &cido ascorbico (0,1 mM), acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (0,1
mM) e polivinilpirrolidona (PVP) (5%). Por conseguinte, os extratos foram centrifugados a 2000
X g e temperatura de 4 °C durante 15 minutos (DUTRA, 2015). O sobrenadante foi sorvido,
colocados em tubos tipo eppendorf e mantidos em refrigerador até 0 momento das analises.

Na determinacéo de proteinas soltveis foi utilizado o mesmo extrato (BRADFORD,1976)
que foi usado para determinar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX).

A determinagdo da atividade da superdxido dismutase (SOD) foi realizada com base na
capacidade de inibicdo da fotorreducdo do cloreto de nitrotetrazolio azul (NBT) pela enzima
presente no extrato (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971). Aliquotas de 40 pL do extrato
enzimatico foram transferidas a tubos de ensaio, protegidos da luz, contendo o0 meio de reacéo (1,5
mL) contendo tampédo fosfato de potassio (50 mM; pH 7,8) acrescido de EDTA (0,1 mM),
metionina (13 mM) e cloreto de nitrotetrazolio azul (NBT) (750 mM).

A reacdo foi iniciada pela adicdo de riboflavina (2 mM) e a concomitante transferéncia dos
tubos para uma caixa com iluminacéo fluorescente interna (35W) e temperatura ambiente, com
permanéncia de 15 minutos sob total vedagcdo. Em seguida, foram realizadas as leituras de
absorbancia a 560 nm no espectrofotdbmetro. Foram considerados como brancos da reagédo, 0s
tubos com extrato mantidos no escuro (os quais representam 0% da redugéo de NBT) (branco do
escuro) e os tubos sem o extrato mantidos sob iluminagédo (os quais representam 100% da reducéo
do NBT) (branco do claro). Uma unidade de SOD foi considerada como a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT em comparac¢do com o branco do claro,
sendo a atividade expressa em U mint mg de proteina. Salientando-se que as reaces foram

realizadas em triplicata.
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A atividade da catalase (CAT) é definida com base no consumo de peroxido de hidrogénio
(H202) pela enzima presente no extrato. A reagdo foi iniciada pela adi¢cdo do extrato enzimatico
(50 uL) a cubeta de quartzo contendo o meio de reacdo (2,95 mL) composto por tampdo fosfato
de potassio (100 mM, pH 7,5) e acrescido de perdxido de hidrogénio (20 mM). Em seguida, a
mistura foi levada ao espectrofotdmetro, no qual se monitorou o decréscimo da absorbancia a 240
nm, durante o periodo de 1 minuto, com leituras realizadas a cada 10 segundos. Ao final a atividade
da catalase foi expressa em pmol de H202 min™t mg de proteina™.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada mediante o método disposto
por Nakano e Asada (1981), modificado por Koshiba (1993), onde a presenga de APX no extrato
diminui a concentragdo do H202 do meio, através da redugdo do &cido ascérbico fornecido. Para
tal fim, 100 pL de extrato enzimético foram misturados ao meio de reacdo (2,7 mL) composto por
tampdo fosfato de potassio (50 mM e pH 6,0) acrescido de acido ascorbico (0,8 mM). A reacao foi
iniciada pela adi¢do de 200 uL de perdxido de hidrogénio (2 mM), onde pode-se observar o
decréscimo da leitura durante 1 minuto, com leituras realizadas a cada 10 segundos, & absorbancia
de 290 nm em espectrofotdmetro. A atividade final de APX foi expressa em nmol de ascorbato

min mg de proteina™.

3.4.4. Quantificacéo de prolina livre

A guantificacdo de prolina livre no material vegetal foi realizada pelo método colorimétrico
proposto por Bates et al. (1973) e modificado por Bezerra Neto e Barreto (2011). Para tanto 250
mg de material fresco foram triturados em &cido sulfossalicilico a 3% (5 mL) e centrifugado a
2000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi aspirado e utilizado nas determinaces.

O desenvolvimento da cor foi obtido através do aguecimento, em banho-maria regulado a
100 °C, dos tubos de ensaio devidamente vedados contendo o extrato, a ninhidrina acida e o &cido
acetico glacial, na proporcao 1:1:1 (volume total 3 mL), durante uma hora. Apds esse periodo 0s
tubos foram resfriados em banho de gelo, sendo posteriormente adicionado 2 mL de tolueno aos
mesmos, estes foram agitados vigorosamente por aproximadamente 15 segundos e deixados em
repouso por 10 minutos, para que houvesse a separagéo das fases.

Apos esse procedimento, o sobrenadante foi aspirado, alocado em cubeta de vidro e
transferido para espectrofotdbmetro onde se obteve a leitura da absorbancia no comprimento de
onda de 520 nm, utilizando o tolueno puro como branco. Em seguida, a concentracdo de prolina

livre foi quantificada com base na curva padrdo de L-prolina (0, 5, 10, 15, 20, 25,50 mg L?) e
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expressa em pmol g de matéria fresca. Para o calculo de prolina, utilizou-se a média da

absorbancia obtida na triplicata.

3.4.5. Avaliacdes de producao

Por ocasido da colheita, com 53 DAE (E4), mensurou-se 0 comprimento de vagens, 0 peso
das vagens, o0 numero de grdos por vagem, o diametro do gréo, o peso de 100 sementes, o teor de
umidade e a produtividade média dos graos.

O comprimento da vagem foi medido com o auxilio de uma régua milimetrada e o peso
obtido com auxilio de uma balanca analitica. Apds esse procedimento as vagens colhidas foram
colocadas para secar a temperatura ambiente.

Apds secagem, escolheu-se 15 vagens (mais representativas) de cada tratamento para a
contagem de gréos por vagem, ainda foram escolhidos 10 gréos por parcela, entre as vagens mais
representativas, para se medir o didmetro, com auxilio de um paquimetro digital. A partir dos
valores obtidos calculou-se a uma média tanto para 0 nimero de grdos por vagem quanto para o
diametro dos graos (mm).

Foram separadas 100 sementes por tratamento para obter o peso de 100 sementes (P100),
assim como também foram separadas 30 sementes por tratamento para determinacdo do teor de
umidade pelo método de secagem em estufa na temperatura de 105°C + 3°C por um periodo de 24
horas.

Avaliou-se a produtividade de grdos em gramas (g) por planta com o fator de corregéo
referente a 16% de umidade, baseado no teor de agua dos graos.

3.5. Analises estatisticas

Os dados das variaveis respostas foram submetidos a analise de variancia, pelo teste F (o
<0,05), as médias dos fatores qualitativos foram comparadas pelo teste de t (P<0,05) e os modelos
de regressdo, para o fator quantitativo, foram ajustados de acordo com o coeficiente de
determinacdo até 5% de significancia (STORK et al., 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdes fisiologicas

A condutancia estomaética (gs) de ambos os gendtipos foi significativamente diminuida em
condicdes de déficit hidrico, e o incremento na concentracdo de AS promoveu comportamento
quadratico em todas as situacdes (Figura 5A e 5B) na avaliacdo no estadio E1. Nas plantas do
genotipo Pingo de Ouro-1-2 submetidas ao déficit hidrico (CE), o pico na condutancia estomatica
foi de 0,069 pmol m? s, obtido na concentragdo de 1,04 mM de AS, resultando em um aumento
de 52,17% quando comparado ao tratamento sem AS. Nas plantas sem déficit hidrico (SE), o ponto
maximo foi 0,242 mol m? s, o qual foi apresentado na concentracio de 1,11 mM de AS, refletindo
em um aumento de 36,65% em relagdo aquelas sem AS. Nas plantas do genétipo BRS Paraguacu
submetidas ao déficit hidrico (CE), a condutancia estomatica maxima foi de 0,0883 pmol m? s,
obtido na concentracdo de 0,9 mM de AS, ja nas plantas desse genétipo que ndo receberam déficit
hidrico (SE), o ponto maximo foi de 0,2640 pmol m? s, o qual foi constatado na concentragao de
0,81 mM de AS, ressaltando que neste genotipo foi verificado um aumento de 31,81 e 13,52% nos
valores de condutancia estomética nas condi¢Oes de déficit hidrico e regime hidrico normal,
respectivamente.

De acordo com os resultados apontados acima, observa-se uma reducdo na condutancia
estomatica nos tratamentos sob déficit hidrico e, como a atividade estomatica é o principal meio
de trocas gasosas entre a planta e a atmosfera (SINGH e REDDY, 2011), o fechamento estomatico
e, consequentemente, a diminuigdo da conduténcia estomatica € um primeiro mecanismo de acao
contra o estabelecimento do déficit hidrico imposto, o que pode ter implicado na redugdo do
influxo de CO., como podera ser observado para a fotossintese liquida (A).

Entretanto, a aplicagéo exogena de AS ocasionou um aumento na condutancia estomatica,
resultado também relatado por Khan (2003), ao investigarem os efeitos da aplicacdo foliar de AS
sobre as taxas fotossintéticas e de crescimento na soja e no milho, corroborando a agdo benéfica

da aplicacdo de AS em diversas culturas.
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Figura 5. Condutancia estomatica no estadio de desenvolvimento E1 em genétipos de feijoeiro

Pingo de Ouro-1-2 (A) e BRS Paraguacu (B), em resposta a aplicacdo de acido salicilico, sob

condicdes cultivo com e sem déficit hidrico. Campina Grande, 2016.

A fotossintese no gendétipo Pingo de Ouro-1-2 foi significativamente diminuida em
condic@es de déficit hidrico. A aplicacdo do AS promoveu uma resposta quadratica em relacdo ao
aumento da concentracdo de AS (Figura 6A). Nas plantas submetidas ao déficit hidrico (CE), o
pico na fotossintese foi de 6,55 pmol de CO, m™s?, obtido na concentragdo de 1,13 mM de AS.
Nas plantas sem déficit hidrico (SE), o ponto méaximo foi 17,58 umol de CO, m?s™, o qual foi
observado na concentracdo de 1,14 mM de AS.

A fotossintese no genétipo BRS Paraguacu foi significativamente reduzida em condicgdes
de déficit hidrico, por outro lado, em condic¢Bes de umidade proxima a maxima retencdo ou sob
déficit hidrico, a aplicacdo do AS proporcionou uma resposta quadratica da fotossintese liquida
(Figura 6B). Nas plantas submetidas ao deficit hidrico (CE), a taxa de fotossintese maxima foi de
7,87 pmol de CO, m2s?, obtido na concentragdo de 0,9 mM de AS, ja nas plantas sem déficit
hidrico (SE), o ponto méximo foi 18,52 pumol de CO, m2s?, o qual foi apresentado na
concentracdo de 1,29 mM de AS.

Os dados do presente trabalho corroboram a afirmacdo de Oliveira et al. (2005), que
estudando a condutancia estomatica como indicador de estresse hidrico em feijoeiros, assevera
que, o déficit hidrico reduz a condutancia estomatica e aumenta a resisténcia difusiva ao vapor de
agua, mediante fechamento dos estdmatos, reduzindo a transpiracdo e, em consequéncia, 0
suprimento de CO; para a fotossintese, assim como observado neste trabalho, ja que houve

decremento no influxo de CO».
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Entretanto, assim como para a condutancia estomatica, o AS promoveu efeito positivo para
a fotossintese. Na concentracdo de = 1,0 mM de AS houve um aumento de 38,62% na taxa
fotossintética no genotipo Pingo de Ouro 1-2, e 22,23% no Genotipo BRS Paraguacu, ambos em

condicdes de déficit hidrico.
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Figura 6. Taxa de fotossintese ativa no estadio de desenvolvimento E1 em gendtipos de feijoeiro
Pingo de Ouro-1-2 (A) e BRS Paraguacu (B), em resposta a aplicacdo de acido salicilico, sob

condigdes cultivo com e sem déficit hidrico. Campina Grande, 2016.

Com relacdo a taxa transpiratéria (E), observa-se que ambos 0s genotipos apresentaram
reducdo em condicgdes de déficit hidrico, ou seja, houve diferenca significativa na transpiracdo
entre as condicdes de regime hidrico. Além disso, houve diferenca significativa na transpiracéo
quando na comparacéo dos genotipos em condicdes de déficit, o que ndo ocorreu quando estiveram
em regime hidrico normal.

Na condicao de déficit hidrico, no genétipo Pingo de Ouro-1-2 notou-se taxa transpiratoria
2 vezes superior em relacdo ao BRS Paraguacu. As taxas variaram de 0,4760 a 0,9520 mmol de
H.0 ms?, representadas por BRS Paraguacu e Pingo de Ouro-1-2, respectivamente (Figura 7).
Comparando os regimes hidricos em cada gendtipo individualmente, pode-se observar que no
genotipo Pingo de Ouro-1-2 a redugdo na taxa transpiratoria foi menor do que a taxa observada no
gendtipo BRS Paraguacu, e isso acarretara uma menor perda de agua, conferindo ao gendtipo
Pingo de Ouro-1-2 uma maior toleréncia a condigdo de déficit hidrico.
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Figura 7. Transpiracdo de gendtipos de feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 e BRS Paraguacgu, sob
condicdes cultivo com e sem déficit hidrico. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca

significativa entre gendtipos, e letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre

condicGes de regime hidrico, pelo teste t (P<0,05). Campina Grande, 2016.

O potencial hidrico foliar (¥f) de ambos os gendtipos foi significativamente reduzido em
condicdes de déficit hidrico e a aplicacdo do AS promoveu uma resposta de comportamento
quadratico em relagdo as concentracGes (Figuras 8A e 8B). Nas plantas do genétipo Pingo de Ouro-
1-2 submetidas ao déficit hidrico (CE), o pico no potencial hidrico foi de -1,06 MPa na
concentracdo de 1,17 mM de AS. Nas plantas sem déficit hidrico (SE), o ponto maximo foi -0,89
MPa na concentracao de 0,88 mM de AS. Nas plantas do gendtipo BRS Paraguacu submetidas ao
déficit hidrico (CE), o potencial hidrico maximo foi de -1,11 MPa na concentra¢do de 0,98 mM
de AS. Nas plantas sem déficit hidrico (SE), o ponto méaximo foi -0,89 MPa na concentracao
estimada de 0,94 mM de AS.

A avaliacdo do status hidrico das plantas, quando submetidas ao déficit hidrico, demonstra
que ambos 0s genotipos avaliados sofreram reducGes significativas na fotossintese, na gs, na
transpiracéo foliar e no Wf. Sob condi¢des de campo, Ferreira et al. (1991) verificaram Wf de —1,2
e 1,3 MPa para os tratamentos sem déficit e com déficit hidrico na fase vegetativa,
respectivamente. No presente trabalho, pode-se observar que devido & aplicacdo do AS na
concentracdo de = 1,0 mM, as plantas submetidas ao déficit hidrico apresentaram menor reducéo
no potencial hidrico comparando tanto com a testemunha (sem AS) quanto com os resultados
apontados por Ferreira et al. (1991) que néo fora estudado aplicacdo do AS, confirmando entéo a

acao atenuadora do AS sob o déficit hidrico.
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Para Larcher (2006) quanto menor a quantidade de agua no solo mais negativo devera ser
o0 potencial de &gua na folha desenvolvido pelos vegetais, logo a redugédo do potencial hidrico fara
com que a planta acione mecanismos de defesa contra essa perda de agua, mecanismos como a
reducdo da condutancia estomatica, e por consequéncia da taxa fotossintética, assim como os dados
desta pesquisa corroboram.

Tais mecanismos de defesa podem ser prejudiciais ao pleno crescimento e
desenvolvimento da planta, mas permite garantir a sobrevivéncia, desde que o déficit hidrico ndo
seja altamente severo e prolongado (GONCALVES, 2013). Os valores médios de potencial hidrico
indicados para os diferentes grupos de planta dependem do tipo de solo e do tipo de vegetacéo,
podendo ser ainda menores devido a adaptacdo das plantas em relagdo a deficiéncia hidrica
(LARCHER, 2006). Segundo Boyer (1978), os valores aproximados de potenciais de agua letais
para o feijdo-comum e para o feijdo-caupi sdo de -1,5 a -2,5 MPa, respectivamente.

Para tanto, ressalta-se a importancia da aplicacdo exdgena do AS, tendo em vista que este
fitormdnio atuard aumentando a assimilacdo de carbono, a sintese de metabdlitos e capacidade
fotossintética da planta, além da manutencdo do potencial hidrico dos tecidos, resultando em sua
expansdo, visualizado pelo aumento da area foliar (FAROOQ et al., 2010). Logo, a aplicacgéo foliar
do AS servira como um mecanismo para auxiliar as plantas a tolerar situacdes de déficit hidrico,
como visto nos resultados deste trabalho onde o AS proporcionou atenuacdo dos efeitos do
estresse.
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Figura 8. Potencial hidrico da folha no estadio de desenvolvimento E1 em gendtipos de feijoeiro
Pingo de Ouro-1-2 (A) e BRS Paraguacu (B), em resposta a aplicagdo de acido salicilico, sob

condig@es cultivo com e sem déficit hidrico. Campina Grande, 2016.
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4.2. Avaliag0Oes de crescimento

O uso do AS alterou consideravelmente a altura de plantas de feijoeiro de ambos o0s
gendtipos nas duas condicdes de regime hidrico, constatando-se resposta quadratica nas trés
épocas de avaliacdo, em fungdo das concentragdes de AS.

A altura a altura da haste principal do gendtipo Pingo de Ouro-1-2 foi significativamente
diminuida em condicGes de deficit hidrico em todos os estadios vegetativos avaliados, mas, nas
duas situacdes de disponibilidade hidrica, a aplicacdo do AS promoveu uma resposta quadratica
em relacdo ao aumento das concentracGes de AS (Figura 9A, 9B e 9C). Aos 40 DAE (E3), as
plantas submetidas ao déficit hidrico (CE) apresentaram altura maxima de 17,12 cm na
concentracdo estimada de 1,08 mM de AS, com aumento de 6,3% em relacdo as plantas sem AS.
Nas plantas sem déficit hidrico (SE) a altura maxima estimada foi de 19,45 cm na concentragédo
de 1,07 mM de AS, resultando em um aumento de 12,3% quando comparado ao tratamento sem
AS.

Avaliando a altura da haste principal do BRS Paraguacu, observou-se, também, inibicéo
de crescimento nos tratamentos com a aplicacdo acima de = 1,0 mM de AS. Essa inibicgéo foi
menor no gen6tipo BRS Paraguacu, excetuando-se o tratamento sem déficit hidrico no estagio E2,
no qual se registrou comportamento crescente da altura de plantas com taxa de 0,454 cm por
incremento na concentracao de AS (Figura 9E). Em E3, nas plantas submetidas ao déficit hidrico
(CE), a altura mé&xima foi de 13,75 cm (aumento de 4,14%) na concentragdo de 1,02 mM de AS,
ja nas plantas sem estresse hidrico (SE), observou-se altura maxima de 16,24 cm, quando se
aplicou uma concentracdo de 1,15 mM de AS, que representou aumento de 10,28% em relagdo as
plantas sem AS (Figura 9F).

O déficit hidrico impede a expansdo celular, resultando em plantas com caracteristicas de
crescimento e rendimento reduzido (HUSSAIN et al., 2008). Como o AS atua na regulacdo de
varios processos fisioldgicos como, regulacdo das funcdes da clorofila, carotendides, fotossintese,
transpiracdo e condutancia estomatica (LIU et al., 2011), fazendo com que a planta mantenha a
turgescéncia celular, o que refletird diretamente na caracteristica de crescimento da planta.
Bideshki e Arvin (2010) relataram que a aplicagdo do AS melhorou as caracteristicas de
crescimento de plantas de alho (Allium sativum) sob condi¢des de déficit hidrico, corroborando o0s
dados deste trabalho ao observar melhora no crescimento das plantas submetidas a aplicacdo foliar
de AS até a concentracdo de aproximadamente 1,0 mM.
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Figura 9. Altura de planta dos gendtipos de feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 (A, B e C) e BRS
Paraguacu (D, E e F), em resposta a aplicacao de acido salicilico, nos estadios de desenvolvimento
El (A-D), E2 (B-E) e E3 (C-F) sob condigdes de cultivo com e sem déficit hidrico. Campina
Grande, 2016.
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A aplicacdo de AS ndo influenciou o nimero de folhas (NF) dos gendtipos de feijoeiro.
Notando-se contudo, efeito da interacdo entre os fatores, regime hidrico (EH) e genétipos (GE),
podendo-se observar nas Figuras 10D e 10E, que houve diferenca significativa no nimero de
folhas entre gendtipos e entre condicdes de regime hidrico em dois estadios de desenvolvimento.

A redugdo do nimero de folhas em plantas submetidas a restricdo hidrica esta atrelada a
diminuicdo da taxa transpiratéria, para que haja uma menor perda de &gua. Para tanto, observa-se
que ambos 0s genoOtipos apresentaram NF reduzido quando em condi¢bes de déficit hidrico.
(Figura 10D e 10E)

Devido a diferenca no tipo de crescimento dos gendtipos, estes apresentaram diferenca
significativa no NF dentro de cada condi¢do de regime hidrico. Dessa forma, o genotipo BRS
Paraguacu apresenta NF significativamente maior do que o Pingo de Ouro-1-2. Os valores médios
variaram de 4,2 a 8,2 folhas. A diferenca média de folhas entre as condi¢des de regime hidrico foi
de 1,4 (31,2%), e entre genotipo, a diferenca foi de 2,4 (38,98%) no ultimo estadio (Figura 10D e
10E).
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Figura 10. Namero de folhas (D, e E) de gendtipos de feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 e BRS
Paraguacu, nos estadios de desenvolvimento E1 (D) e E2 (E) sob condig¢des de cultivo com e sem
déficit hidrico. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre genotipos e letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre condi¢Bes de regime hidrico, pelo teste

t (P<0,05). Campina Grande, 2016.

Quanto a area foliar (AF), constatou-se resposta quadratica para o genotipo Pingo de Ouro-
1-2 nos diferentes estadios de avaliacdo (Figuras 11A e 11B) quando se aplicou o AS. Nas plantas
submetidas ao déficit hidrico, constatou-se area foliar, aos 32 dias apds emergéncia, de 237,63 cm?

guando se aplicou uma concentracao estimada de 0,82 mM de AS, representando um aumento de
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10,36% em relagdo as plantas ndo tratadas com AS. Nas plantas sem déficit hidrico, observou-se
uma area foliar maxima de 497,43 cm? ao se aplicar uma concentracéo estimada de 0,98 mM de
AS, resultando em um aumento de 34,26% quando comparado ao tratamento sem AS (Figura
11B).Em relacdo ao BRS Paraguacu (Figuras 11C e 11D), a area foliar maxima nas plantas
submetidas ao déficit hidrico, aos 32 dias apds emergéncia, foi de 305,50 cm? quando se aplicou
uma concentracdo estimada de 1,18 mM de AS, representando um aumento de 45,24%;ja nas
plantas sem déficit hidrico, a area foliar maxima foi de 571,88 cmz2 ao se aplicar uma concentracao
de 1,2 mM de AS, resultando um aumento de 31,87% em relacéo as plantas sem AS (Figura 11D).

A aplicagdo do AS aumentou consideravelmente a area foliar nas plantas sem déficit
hidrico e em menor proporcdo nas plantas submetidas ao déficit, observando-se, ainda, que nas
plantas sob déficit hidrico o AS conferiu maior aumento na area foliar no genotipo BRS Paraguacu.

Quanto a acdo benéfica do AS sobre o aumento da area foliar, é possivel relatar que este
horm6nio aumenta a assimilacdo de carbono, sintese de metabdlitos e manutengdo do potencial
hidrico dos tecidos (KHAN et al., 2003; SZEPSI et al., 2005; KARLIDAG et al., 2009; FAROOQ
et al., 2010), ampliando a capacidade fotossintética da planta, o que resulta em expansdo dos
tecidos, registrado pelo aumento dessa area. Tais efeitos poderdo ser constatados ao se avaliar as
trocas gasosas e o potencial hidrico foliar das plantas de feijoeiro.

Nos resultados do presente trabalho observou-se tanto a reducéo do crescimento das plantas
em decorréncia do déficit hidrico, bem como a reducdo da area foliar em ambos 0s genotipos,
podendo essa reducdo ser justificada de acordo com Anjum et al. (2011) pela supressdo da
expansao foliar, resultado da reducdo da condutancia estomatica e por consequéncia da taxa
fotossintética.

Goncalves (2013) em estudo para identificar linhagens de feijoeiros tolerante a seca, afirma
que a reducdo da area foliar nas plantas sob déficit hidrico é uma estratégia das plantas para
diminuir a transpiracdo e por consequéncia minimizar a perda de agua. Corroborando os dados
desse trabalho, onde pode-se observar essa reducdo na area foliar tanto quanto no nimero de
folhas, refletindo diretamente na reducao da taxa transpiratoria em ambos os gendtipos avaliados.

Dessa forma, pode-se constatar que a reducdo do nimero de folhas, a diminui¢do da area
foliar, a reducdo da condutancia estomética, onde a planta reduz as trocas gasosas, diminuindo por
consequéncia a taxa de transpiracdo, se tornam estrategias utilizadas pelas plantas para auxiliar na
tolerancia ao déficit hidrico.

Ressalta-se, ainda, que a reducao da turgidez é o mais precoce efeito biofisico significante
do estresse hidrico, as atividades dependentes da turgidez, como a expansdo foliar, sdo as mais

sensiveis ao déficit hidrico (REIS et al, 1998), e a esse respeito, pode-se constatar durante o
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experimento que as plantas submetidas ao déficit eram menos tdrgidas do que as que estavam sob
condigdes hidricas normais. Dessa forma, o que foi observado visualmente condiz com os
resultados obtidos na area foliar para ambos o0s genotipos. Embora, tenha-se observado reducéo
da area foliar de ambos os gendtipos em como em situacdo de déficit hidrico, as plantas do
genotipo Pingo de Ouro-1-2 tiveram maior reducdo no nimero de folhas, o que refletiu diretamente
para que 0 mesmo obtivesse menor area foliar, comparado com as plantas sob restri¢do hidrica do
gendtipo BRS Paraguacu.

Observa-se, ainda, que a aplicacéo foliar de AS promoveu resposta favoravel a planta nas
duas condicGes hidricas, entretanto os resultados dessa pesquisa evidenciam que a concentragao
de AS tem sido um dos fatores limitantes para ambos os gendtipos de feijdo-caupi, visto que para
todas as variaveis em que o AS foi significativo, as plantas apresentaram deplecdo, tanto nas
variaveis de trocas gasosas quanto em varidveis de crescimento da planta, na concentracdo acima
de 1,0 mM. Ressalta-se que a acdo benéfica de um fitormdnio depende da época de aplicacao,
condicBes ambientais, idade dos tecidos e da receptividade das proteinas receptoras, da carga
genética da cultivar, bem como da concentracdo utilizada. E, uma possivel explicacdo para as
deplecbes verificadas nas plantas submetidas a concentracdo acima de 1,0 mM, é que o uso de
concentragdes elevadas de AS pode provocar agao inversa na fisiologia e metabolismo da planta,
inibindo a producgdo de fotoassimilados nas folhas, reduzindo severamente a expansdo da area
foliar e a altura da planta, e por consequéncia reducdo da condutancia estomatica e da taxa
fotossintética (ALMEIDA e VIEIRA, 2010).
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Figura 11. Area foliar de gendtipos de feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 e BRS Paraguacu, em resposta
a aplicacdo de é&cido salicilico, nos estadios de desenvolvimento E1 (A-C) e E2 (B-D) sob

condicdes de cultivo com e sem déficit hidrico. Campina Grande, 2016.

Para a variavel massa seca da parte aérea (MS) ndo se observou influéncia do AS.
Constatou-se reducdo quando as plantas foram submetidas a condicao de deficit hidrico em ambos
0s gendtipos, porém, ndo se verificou diferenca significativa entre os genotipos nas mesmas
condigdes (Figura 12B). Os resultados observados por Gongalves (2013) em estudo para
identificar linhagens de feijoeiros tolerantes a seca corroboram com os resultados observados nesse
trabalho, no qual se pode observar que o déficit hidrico ocasionou reducfes para massa seca da
folha, assim como para massa seca do caule.

No genotipo Pingo de Ouro-1-2 obteve-se reducdo de 51,15% na MS quando cultivado sob
condi¢cdes de deficit hidrico. J& no gendtipo BRS Paraguacgu, notou-se decréscimo menos
expressivo, porém significativo, na ordem de 50,11%, quando se compara as plantas com e sem

estresse. Mesmo observando que este comportamento tem como objetivo tolerar as condicGes
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desfavoraveis de déficit hidrico, reduces na massa seca sdo prejudiciais para a produtividade e

componentes de rendimento.
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Figura 12. Massa seca da parte aérea de genotipos de feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 e BRS
Paraguacu, sob condi¢cbes de cultivo com e sem déficit hidrico. Letras mailsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre gendtipos e minusculas diferenca significativa entre
condicGes de regime hidrico, pelo teste t (P<0,05). Campina Grande, 2016.

4.3. Atividade das enzimas antioxidantes

Constatou-se, nas plantas de feijoeiro, aumento na atividade da SOD quando em condi¢cfes
de déficit hidrico (Figuras 13A e 13B). Todavia, ndo foi verificada relacdo da diminuicdo da
atividade da SOD com o aumento das concentracbes de AS, nem quando comparada com a
auséncia do regulador de crescimento.

No gendtipo Pingo de Ouro-1-2, os valores médios da atividade da SOD variaram entre
0,69 UA gt MF mint, na concentragéo 0,5 de AS com déficit hidrico, e 0,34 UA g* MF min na
concentracdo de 1,5 mM de AS, sob regime hidrico normal. Em comparacdo entre as duas
condicdes hidricas de cultivo sem a aplicagédo de AS, a diferenca foi de aproximadamente 0,14 UA
gl MF mint, Em valores, a atividade foi de 0,54 e 0,40 UA g MF min, com e sem déficit
hidrico, respectivamente (Figura 13A).

No gendtipo BRS Paraguacu, os valores médios da atividade da SOD variaram entre 0,74,
na concentracdo de 1,5 mM de AS com déficit hidrico, e 0,39 UA g* MF min na concentrag&o
de 2,0 mM de AS, sob regime hidrico normal. Em comparacéo entre as duas condic¢des hidricas

de cultivo sem a aplicacdo de AS diferenca foi de aproximadamente 0,14 UA g* MF min. Em
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valores, a atividade foi de 0,64, e 0,50 UA g* MF min‘t, com e sem déficit hidrico, respectivamente
(Figura 13B).

Em nivel fisiologico, a aplicacdo exdgena de acido salicilico tem sido utilizada para
melhorar a atividade das enzimas antioxidantes (HAYAT et al., 2010; KANG et at., 2014), sendo
efetivo no aumento da SOD em plantas de tomate sob deficiéncia hidrica (HAYAT et al., 2008),
relato ndo confirmado no presente trabalho. Entretanto, para pardmetros fisiol6gicos e bioquimicos
sabe-se que a acdo benefica do AS vai depender de varios fatores, dentre os quais, a fase da planta
quando esta recebe 0 AS exdgeno, a receptividade das proteinas receptoras e os fatores ambientais
(PAL et al., 2014).

Entretanto, verifica-se que, mesmo a aplicacdo foliar de AS nédo tendo causado nenhum
efeito sobre as plantas, o0 excesso de radicais superdxidos produzidos devido a condicdo de déficit
hidrico foi compensado pelo acréscimo na atividade da SOD, produzindo o peroxido de hidrogénio
(H202) que, posteriormente, foi eliminado pela atividade da CAT, minimizando, assim, os efeitos

deletérios provocados pela geragdo EROs nas células.
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Figura 13. Atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD) em gendtipos de
feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 (A) e BRS Paraguagu (B) sob aplicacdo de &cido salicilico em

condicBes de cultivo com e sem déficit hidrico. As colunas representam os valores médios do

genotipo em cada tratamento e condigdo de cultivo. As barras verticais representam o erro-padréo

da media. Campina Grande, 2016.

A atividade da CAT foi superior nas plantas submetidas a condi¢des de déficit hidrico,

quando da comparagdo com plantas em condi¢bes de regime normal. Akcay et al. (2010),
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estudando a atividade da CAT em acessos de amendoim rasteiro e ereto, encontraram que a
atividade dessa enzima aumentou consideravelmente no acesso ereto quando submetido a um alto
nivel de estresse, como também observado por Pereira et al. (2012), ao avaliar mudancas
bioquimicas em gendtipos de amendoim submetidos a déficit hidrico moderado. Silva (2014)
avaliando componentes de producdo e fisiologicos em ecotipos de feijao-caupi sob reposicao
hidrica observou um aumento da atividade da CAT nas folhas a medida que déficit hidrico era
intensificado, corroborando os dados desta pesquisa no que se refere ao aumento da atividade desta
enzima nas plantas sob déficit.

A aplicacdo do AS promoveu diminuicdo da atividade da CAT, tanto na Pingo de Ouro-1-
2 (Figura 14A) quanto na BRS Paraguacu (Figura 14B), visto que nas plantas tratadas sem AS a
atividade foi superior em ambas as condicGes de regime hidrico.

No gendtipo Pingo de Ouro-1-2, os valores médios da atividade da CAT variaram entre 5,7
pumol de H202 min-t mg proteina-1, sem AS em condicdes de déficit hidrico, e 1,4 umol de H20-
min-t mg proteina-t na concentracdo de 1,5 mM de AS, sob regime hidrico normal. Em
comparacao entre as duas condicdes hidricas de cultivo sem a aplicacdo de AS, a diferenca foi de
aproximadamente 0,9 pmol de H.O> min-t mg proteina-t. Em valores, a atividade foi de 5,7 e 4,8
pumol de H202 min-1 mg proteina-t, com e sem déficit hidrico, respectivamente.

No gendtipo BRS Paraguagu, os valores medios da atividade da CAT variaram entre 5,4
pumol de H202 min-t mg proteina-! nas plantas sem AS com déficit hidrico, e 2,7 umol de H.O>
min-! mg proteina-! na concentracdo de 0,5 mM de AS, sob regime hidrico normal. Em
comparacao entre as duas condi¢des hidricas de cultivo sem a aplicacdo de AS, a diferenca foi de
aproximadamente 1,1 umol de H202 min-t mg proteina-t. Em valores, a atividade foi de 5,4, e 4,3

pmol de H202 min-1 mg proteina-t, com e sem déficit hidrico, respectivamente.
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Figura 14. Atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) em gendtipos de feijoeiro Pingo de
Ouro-1-2 (A) e BRS Paraguacu (B) sob aplicacdo de &cido salicilico em condi¢des de cultivo com
e sem déficit hidrico. As colunas representam os valores médios do gendtipo em cada tratamento
e condicdo de cultivo. As barras verticais representam o erro-padrdo da média. Campina Grande,

2016.

A atividade da APX também foi superior nas plantas submetidas a condi¢des de déficit
hidrico, quando da comparacdo com plantas em condicGes de regime normal. Aplicacdo do AS
promoveu diminuicdo da atividade da APX, tanto na Pingo de Ouro-1-2 (Figura 15A) quanto na
Paraguacu (Figura 15B), visto que nas plantas tratadas sem AS, a atividade foi superior em ambas
as condi¢des de regime hidrico. Carneiro et al. (2011), estudando a atividade antioxidante e
viabilidade de sementes de girassol apds estresse hidrico e salino, verificou aumento na atividade
da CAT e APX em condic@es de estresse, podendo ser justificado pela necessidade de remocéo do
H>0> produzido pela atividade da SOD e também pela possivel taxa de fotorrespiracdo ocorrida
nas plantas estressadas. Os resultados supracitados corroboram os da presente pesquisa, tanto que
observou-se aumento da atividade das trés enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX) em
condicGes de déficit hidrico.

No genoétipo Pingo de Ouro-1-2, os valores médios da atividade da APX variaram entre
12,4 umol de ascorbato min-t mg proteina-t, naquelas tratadas sem AS e com déficit hidrico, e
5,41 umol de ascorbato min-t mg proteina-! na concentracao de 2,0 mM de AS, sob regime hidrico
normal. Em comparacdo entre as duas condic¢des hidricas de cultivo sem a aplicagdo de AS, a
diferencga foi de aproximadamente 1,52 pumol de ascorbato min-t mg proteina-1. Em valores, a
atividade foi de 12,4 e 10,89 pmol de ascorbato min-t mg proteina-t, com e sem déficit hidrico,

respectivamente.
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No gendtipo BRS Paraguacgu, os valores médios da atividade da APX variaram entre 25,68
pmol de ascorbato min-! mg proteina-1, nas plantas sem AS com déficit hidrico, e 16,00 umol de
ascorbato min-t mg proteina-! na concentracéo de 0,5 mM de AS, sob regime hidrico normal. Em
comparacao entre as duas condicdes hidricas de cultivo sem a aplicacdo de AS, a diferenca foi de
aproximadamente 5,29 pmol de ascorbato min-t mg proteina-t. Em valores, a atividade foi de
25,68, e 20,39 umol de ascorbato min-t mg proteina-t, com e sem déficit hidrico, respectivamente.

A enzima APX é um componente central do ciclo da glutationa ascorbato com papel
essencial no controle intracelular do nivel de EROs (SHARMA et al., 2012). A APX tem maior
afinidade para H.O; do que a CAT, tendo em vista que utiliza duas moléculas de ascorbato para
reduzir o peroxido de hidrogénio a dgua. Tanto que foi verificada uma maior expressdo de APX
nas plantas de ambos os genoétipos submetidas as condicdes de déficit hidrico, o que de acordo
com Sharma et al. (2012) pode ser um importante mecanismo de controle da super geracdo de
EROs.

Vilelaetal. (2011), avaliando as alterac@es fisiologicas e bioquimicas de duas variedades
de cana-de-agUcar sob estresse hidrico, observaram que a variedade RB867515, considerada mais
resistente a seca, apresentou maior atividade da CAT e APX. Ressalte-se atividade crescente da
SOD com aumento do tempo de seca em relacdo a variedade RB855536, considerada mais sensivel
a seca, dados esse que também corroboram os dados desta pesquisa para os dois genotipos de
feijdo-caupi estudados.

Dutra (2015) avaliando a aplicacdo do AS como indutor de tolerancia ao déficit hidrico nas
fases de germinacdo e crescimento inicial em gendtipos de feijdo-caupi, observou que a atividade
antioxidante foi incrementada nas plantulas de feijao-caupi com a embebicao das sementes em AS,
entretanto no presente trabalho, a aplicacdo foliar do AS na fase vegetativa ndo promoveu efeito
significativo para a atividade de nenhuma das enzimas antioxidantes, como também observado por
Pal et al. (2014) avaliando a atividade das enzimas antioxidantes em arroz submetido a estresse
abiotico e aplicacao foliar de AS. Logo, verifica-se que o0 modo de acdo do AS ainda é mal
compreendido, podendo variar de acordo com a fase fenolégica em que € aplicado, idade dos
tecidos, receptividade das proteinas receptoras, bem como, de acordo com os fatores ambientais.

Logo, os resultados encontrados neste trabalho reforgcam a necessidade do aprofundamento
na pesquisa abordando a aplicacdo de AS em outras fases fenoldgicas, para averiguar sua a¢do na
cultura do feijdo-caupi, ndo apenas como um atenuador do déficit hidrico para as caracteristicas
morfofisioldgicas, mas também como um composto sinalizador e amplificador de sinais no aparato

bioquimico.
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Figura 15. Atividade da enzimas antioxidante ascorbato peroxidase (APX) em gendtipos de
feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 (A) e BRS Paraguacu (B) sob aplicacdo de &cido salicilico em
condigdes de cultivo com e sem déficit hidrico. As colunas representam os valores médios do
gendtipo em cada tratamento e condic¢do de cultivo. As barras verticais representam o erro-padréo

da média. Campina Grande, 2016.

4.4. Quantificacéo de prolina livre

Os teores de prolina tiveram reduzida variacdo em funcdo das concentracdes de AS. Em
ambos os gendtipos a diferenca foi apresentada apenas na concentracdo de 2,0 mM de AS, na qual
foi menor comparando com as demais concentracoes de AS (Figuras 16A e 16B). Os teores foram
de 0,54 e 0,44 pmol na Pingo de Ouro-1-2 em cultivo com e sem déficit hidrico, e na BRS
Paraguacu variam entre 0,51 e 0,48 umol nas respectivas condicdes.

Segundo Ashraf e Foolad (2007), o acumulo de prolina em muitas espécies de plantas sob
estresse tem sido correlacionado com a tolerancia do vegetal, e sua concentragdo é geralmente
maior em plantas tolerantes do que em plantas sensiveis ao estresse, 0 que corrobora os dados
observados neste trabalho, visto que no genotipo Pingo de Ouro-1-2 verificou-se um aumento do
teor de prolina livre nas plantas sob déficit hidrico, diferentemente do BRS Paraguacu, que pouco
se verificou variagdo nos teores em relagdo a essas condi¢des hidricas, ressaltando que esse
aumento no teor de prolina em Pingo de Ouro-1-2 em situagdes de déficit, conferiu-lhes uma maior
tolerancia ao déficit, visto que o acimulo desse aminoacido € um mecanismo de osmorregulagéo,

no intuito de proteger as estruturas celulares dos danos provocando durante o periodo de estresse.
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Figura 16. Contetdo de prolina livre (PROL) em gen6tipos de feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 (A) e
BRS Paraguacu (B) sob aplicacdo de acido salicilico em condic¢des de cultivo com e sem déficit
hidrico. As colunas representam os valores médios do genotipo em cada tratamento e condicao de

cultivo. As barras verticais representam o erro-padrdo da média. Campina Grande, 2016.

4.5. Avaliagdes de producao

Quantificou-se no gendtipo BRS Paraguacu, nimero de vagens (NV) significativamente
maior (22%) do que o Pingo de Ouro-1-2 (Figura 17A). Os valores médios em nimero de vagens
variaram de 14,03 a 18,13 vagens por planta, para os genétipos Pingo de Ouro-1-2 e BRS
Paraguacu, respectivamente. Silva (2011), ao estudar caracteristicas agrondmicas e qualidade de
sementes de diferentes genotipos de feijdo-caupi, observou que o genotipo BRS Paraguacu
apresentou maior nimero de vagens por planta comparando com as cultivares BRS Guariba e BRS
Potengi, com valor médio de 15,14 vagens por planta, de modo semelhante ao que se constatou no
presente trabalho.

O comprimento de vagem (CV) também foi significativamente maior (6,6%) no gendtipo
BRS Paraguacu quando comparado ao genotipo Pingo de Ouro-1-2 (Figura 17B). Os valores
variaram de 14,41 a 15,50 cm, os quais corresponderam aos genotipos Pingo de Ouro-1-2 e BRS
Paraguagu, respectivamente.

O comprimento da vagem das cultivares foi inferior ao padrdo comercial de 20 cm,
proposto por Silva e Oliveira (1993), assim como no trabalho realizado por Silva e Neves (2011),
nos quais se observou média do comprimento das vagens do genotipo BRS Paraguacgu, entre outras

cultivares, também abaixo de 20 cm. Souza (2013), avaliando os componentes de producdo de
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linhagens selecionadas de feijdo-caupi observou que o gendtipo Pingo de Ouro-1-2 também tinha
média menor que 20 cm para esse componente de produgo.

Em sistemas de producdo, vagens grandes sdo almejaveis para a colheita manual, para as
colheitas semimecanizadas e mecanizadas, vagens grandes e elevado nimero de gréos nao sao tao
importantes, visto que vagens menores com menor nimero de grdos e, consequentemente, mais
leves, sdo preferidas, pois permitem melhor sustentacdo, reduzindo a possibilidade de dobramento
e quebra do pedunculo. Por serem mais leves, as vagens ficam menos sujeitas a encostar ao chéo,

0 que reduz a possibilidade de ocorréncia de perdas por apodrecimento (SILVA e NEVES, 2011a).
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Figura 17. Numero de vagens (A) e comprimento de vagens (B) de genotipos de feijoeiro Pingo
de Ouro-1-2 e BRS Paraguacu. Letras minUsculas diferentes indicam diferenca significativa pelo
teste t (P<0,05). Campina Grande, 2016.

N&o houve influéncia do AS no peso de vagem (PV), entretanto, verificou-se diferenca
significativa entre os gendtipos e ndo significativa entre condi¢des de regime hidrico para esta
variavel (Figura 18).

Observa-se que ambos 0s genotipos ndo apresentaram PV reduzido quando em condicoes
de déficit hidrico, ou seja, ndo houve diferenca significativa no PV entre as condic¢des de regime
hidrico, isso pode ser justificado pelo déficit hidrico aplicado apenas durante a fase vegetativa.
Porém, houve diferenca significativa no PV quando na comparacéo dos genotipos. Dessa forma,
no genotipo Pingo de Ouro-1-2 verificou-se PV significativamente maior em relacdo & BRS
Paraguacu em ambas as condicGes. A diferenca foi de 0,33 g sob déficit hidrico, o que corresponde
a 6,2% do peso.
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Figura 18. Peso de vagens de genotipos de feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 e BRS Paraguacu, sob
condicdes de cultivo com e sem déficit hidrico. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre gendtipos e minuasculas diferenca significativa entre condi¢bes de regime
hidrico, pelo teste t (P<0,05). Campina Grande, 2016.

O uso do AS influenciou no nimero de grdos por vagem (NG) nas plantas de feijdo-caupi
de ambos os gendtipos, nas duas condi¢des de regime hidrico, no qual se constatou resposta
quadratica a esse fator no estadio reprodutivo.

O NG do gendtipo Pingo de Ouro-1-2 foi significativamente diminuido em condi¢des de
déficit hidrico e a aplicacdo do AS promoveu uma resposta quadratica em relacao as concentracdes
(Figura 19A). Nas plantas submetidas ao déficit hidrico (CE), o nimero méximo encontrado foi
de 8,36 gréos, obtido na concentragdo de 1,11 mM de AS, resultando em um aumento de 13,83%
quando comparado ao tratamento sem AS. Nas plantas sem estresse hidrico (SE), o ponto maximo
foi 10,92 gréos, o qual foi apresentado na concentracdo de 0,93 mM de AS, refletindo em aumento
de 24,60% em relagdo aquelas tratadas sem AS.

Além disso, a aplicacdo do AS promoveu uma resposta quadratica em condi¢des de deficit
hidrico e linear crescente em condi¢fes de regime hidrico normal (Figura 19B) para o0 gendtipo
BRS Paraguacu. Nas plantas submetidas ao déficit hidrico (CE), o nimero méximo encontrado foi
de 10,99 gréos, obtido na concentragédo de 0,97 mM de AS, no qual representou aumento de 19,1%
em relacdo aquelas tratadas sem AS. Nas plantas sem déficit hidrico (SE), a taxa de incremento no
namero de grdos foi de 1,56 para cada 0,5 mM de AS, apresentando= 12 grdos por vagem na
concentracdo de 2 mM.

O ndmero de gréos por vagem é uma variavel importante para a selecéo de cultivares, uma

vez que possui relagéo direta com a produtividade de grdos (DUTRA et al., 2015). Nesse contexto,
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a aplicacdo do AS na concentragdo adequada tem grande importancia para garantir uma maior
produtividade da cultura. Acrescente-se, ainda, que a aplicacdo do AS na concentracdo de = 1,0
mM promoveu um ganho para essa variavel de producao.

O diametro de gréos (DG) do genotipo Pingo de Ouro-1-2 foi significativamente diminuido
em condicdes de déficit hidrico, podendo ser justificado pelo fato de que o enchimento do grao
resulta da utilizacdo dos fotoassimilados estocados em partes vegetativas da planta e produzidos
através da fotossintese. Logo, como o déficit hidrico foi aplicado durante a fase vegetativa, a
producdo de graos é diretamente afetada, pois a menor massa vegetativa possui menor capacidade
fotossintética, resultando em aborto dos sacos embrionarios, distdrbios na meiose, aborto das
vagens novas durante a fase de florescimento, refletindo diretamente no rendimento. Entretanto, é
importante salientar que ndo é somente o tamanho do grdo que determina o sucesso de uma
cultivar, mas também outras caracteristicas, como a produtividade e a resisténcia da cultivar a
fatores bioticos e abioticos.

A aplicacdo do AS promoveu uma resposta quadratica com ponto minimo em relacao as
concentragdes de AS (Figura 19C), isso pode ter ocorrido devido a aplicacdo do AS ter sido apenas
no inicio da fase vegetativa, levando-se a constatar que o efeito benéfico da aplicagdo do AS é
pontual e ndo a longo prazo.

Nas plantas do gendtipo Pingo de ouro-1-2 submetidas ao déficit hidrico (CE), o DG
minimo encontrado foi de 5,41 mm, obtido na concentracdo de 0,93 mM de AS, resultando em
uma diminuicdo de 7,67% quando comparado ao tratamento sem AS. Nas plantas sem déficit
hidrico (SE), o ponto minimo foi 6,28 mm, o qual foi apresentado na concentracdo de 0,9 mM de
AS, representando uma diminuicdo de 1,87% em relacdo aquelas sem AS.

O DG do gendtipo BRS Paraguagu foi significativamente alterado em condi¢des de déficit
hidrico. A aplicacdo do AS promoveu uma resposta de comportamento quadratico com ponto de
minimo em condicBes de déficit hidrico e linear decrescente em condicBes de regime hidrico
normal (Figura 19D). Nas plantas submetidas ao déficit hidrico (CE), o diametro minimo
encontrado foi de 4,73 mm, obtido na concentracdo de 0,96 mM de AS. Nas plantas sem déficit
hidrico (SE), a taxa de decréscimo no diametro de gréos foi de 0,211 para cada 0,5 mM de AS,

apresentando =4,8 mm na concentragéo de 2 mM.
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Figura 19. Numero de grdos por vagem (A e C) e didmetro de grdos (B e D) de gendtipos de
feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 e BRS Paraguacu, em resposta a aplicacdo de acido salicilico, no
estadio de desenvolvimento E3, sob condicGes cultivo com e sem déficit hidrico. Campina Grande,
2016.

A utilizagdo do AS néo influenciou no peso de 100 sementes (P100), entretanto houve
interacdo entre os fatores regime hidrico (EH) e o gendtipo (GEN) (Figura 20A).

Observa-se que o déficit hidrico ndo afetou o P100 no genotipo BRS Paraguacu, ou seja,
ndo houve diferenca significativa no P100 entre as condi¢des de regime hidrico para este gendtipo.
A variacdo foi de 24,66 a 26,83 gramas, correspondentes a condi¢do de com ou sem déficit,
respectivamente. Porém, apresentou P100 significativamente menor quando comparado com o

gendtipo Pingo de Ouro-1-2.
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No genotipo Pingo de Ouro-1-2, o P100 foi reduzido em funcéo do déficit hidrico, apesar
de ser superior ao encontrado no gendtipo BRS Paraguacu. A diminuicédo foi de 1,65 % no P100,
quando cultivada nesta condicdo, tendo os valores oscilado entre 14,85 e 15,10 gramas.

Ao se comparar 0s genotipos estudados, verificou-se uma maior expressividade quanto ao
P100 em Pingo de Ouro-1-2, entretanto sofreu pequena reducdo para esta variavel quando
submetida ao déficit hidrico, o que ndo foi observado no genétipo BRS Paraguagu. Essa maior
expressao no P100 do gendtipo Pingo de Ouro-1-2, assim como a reducdo que teve quando
submetida ao déficit hidrico no P100 pode ser justificada pelas proprias caracteristica morfologicas
do grdo de cada genétipo, tendo em vista que o grdo do Pingo de Ouro-1-2 é consideravelmente

maior do que o gréo do BRS Paraguagu.
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Figura 20. Peso de 100 sementes de feijoeiro dos gendtipos Pingo de Ouro-1-2 e BRS Paraguacu,
sob condi¢6es de cultivo com e sem déficit hidrico. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre genétipos e minusculas diferenca significativa entre condi¢cdes de regime
hidrico, pelo teste t (P<0,05). Campina Grande, 2016.

O déficit hidrico afetou a produtividade média de grdos (PRD) de ambos os genotipos
(Figura 21). A PRD nas plantas sem déficit hidrico foi de 12,02 g por planta, enquanto sob déficit
hidrico foi de 9,71 g por planta. Essa perda de aproximadamente 20% na produtividade dos gréos
pode ser justificado pelas alteragfes que a planta, em situacdo de estresse, sofreu em processos
metabdlicos, dentre as quais, redugdo na expansdo celular, reducdo da &rea foliar e por
consequéncia da taxa fotossintética, da condutidncia estomatica, resultando no seu
comprometimento reprodutivo (CHAVES et al., 2002).

Sem déficit hidrico, notou-se uma variacao de 23,14% entre a menor (11,66 g por planta)

e a maior (15,17 g por planta) produtividade nos gendtipos. Os valores de PRD sob déficit hidrico
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variaram de 7,75 a 8,87 g por planta, correspondentes a uma diferenca de 12,63% entre o0s
genotipos.

Comparando a PRD entre os gendtipos, observou-se que o BRS Paraguacu apresentou
produtividade significativamente superior a Pingo de ouro-1-2, nas duas condi¢fes hidricas
(Figura 21). O BRS Paraguagu apresentou maior comprimento das vagens e maior nimero de
vagens o que refletiu diretamente na produtividade dos gréos.

Embora o gendtipo Pingo de Ouro-1-2 tenha tido menor produtividade, observa-se que o
mesmo apresentou maior tolerdncia ao déficit hidrico, visto que comparando-o0 nas condi¢cfes
hidricas, a perda na produtividade foi menor do que a perda conferida pelo gendtipo BRS
Paraguacu nas mesmas condices hidricas.

De acordo com os dados deste trabalho, pode-se observar que a aplicacdo do AS no inicio
da fase vegetativa conferiu um aumento tanto na taxa fotossintética quanto na condutancia
estomatica, bem como na altura da planta e na area foliar, entretanto ressalta-se a importancia de
novos estudos acerca da aplicacdo do AS como atenuado do estresse em outras fases fenoldgicas,
como por exemplo no inicio da fase reprodutiva, para verificar se a atuacdo do AS sobre o0s

parametros de producdo é mais efetiva.
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Figura 21. Produtividade de grdos de genotipos de feijoeiro Pingo de Ouro-1-2 e BRS Paraguacu,
sob condigGes de cultivo com e sem déficit hidrico. Letras maitsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre gendtipos e mindsculas diferenca significativa entre condi¢fes de regime
hidrico, pelo teste t (P<0,05). Campina Grande, 2016.
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4.6. Sintese dos resultados

Os dados da fotossintese (A), da condutancia estomatica (gs), da taxa transpiratéria (E) e
do potencial hidrico foliar (Wf) de ambos os genotipos estudados foram significativamente
reduzidos em condi¢des de déficit hidrico. A aplicacdo do AS promoveu uma resposta quadratica
na fotossintese, na condutancia estomatica e no potencial hidrico foliar em relagdo as
concentragOes de AS com pico em =1,0 mM.

Quando as plantas estdo sob déficit hidrico, varios processos desencadeiam a reducdo da
taxa fotossintética, como o por exemplo o fechamento estomatico que impede a entrada de COo,
reduzindo a fixacdo de carbono da fase bioquimica da fotossintese; a turgescéncia da célula
diminui, reduzindo a é&rea foliar, influenciando na superficie de absorcdo de luz e
consequentemente na fase fotoquimica da fotossintese, ja que o féton € necessario para que haja o
transporte de elétrons de um complexo protéico para outro. Logo, verifica-se a partir dos resultados
dos dados de crescimento e fisiolgicos que houve tais efeitos supracitados nas condigdes de
déficit hidrico. Ressaltando o efeito benéfico do AS na concentracdo de =1,0 mM para alguns
desses parametros avaliados, evidenciando seu efeito atenuador do estresse.

As concentracBes acima de 1,0 mM ocasionaram efeito contrério, onde de acordo com a
literatura, uma das possiveis explicacdes é que o uso de concentracdes elevadas de AS pode
provocar acdo inversa na fisiologia e metabolismo da planta, inibindo a producdo de
fotoassimilados nas folhas, reduzindo severamente a expansdo da area foliar e a altura da planta,
e por consequéncia reducdo da taxa fotossintética e da condutancia estoméatica (ALMEIDA e
VIEIRA, 2010).

Para as variaveis de crescimento, os resultados mostram que tanto no genétipo Pingo de
Ouro-1-2 quanto no genétipo BRS Paraguacu a altura das plantas, o numero de folhas e a area
foliar nas plantas foram significativamente reduzidas em condicGes de estresse hidrico em todos
0s estagios vegetativos avaliados, corroborado pelos dados da massa seca da parte aérea (MS), ao
qual foi drasticamente reduzida quando submetido a condicdo de déficit hidrico em ambos os
gendtipos. A reducdo no crescimento da planta é resultado da deplecdo das trocas gasosas em
decorréncia do déficit hidrico. Ressalta-se, ainda, que o uso do AS aumentou consideravelmente
variaveis de crescimento, como a altura e a area foliar de plantas de feijoeiro de ambos genétipos
nas duas condic¢des de regime hidrico, havendo um incremento nessas varidveis apenas quando a
aplicacdo de AS foi até 1,0 mM, a partir desta concentragéo, o efeito foi contrario.

Quanto as variaveis (superdxido dismutase — SOD, catalase - CAT, ascorbato peroxidase -

APX e prolina - PROL) verifica-se que o AS e sua interacdo com a condi¢do de regime hidrico e
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genotipos ndo promoveram efeito para nenhuma delas. A atividade da SOD, CAT e APX foi
superior nas plantas submetidas a condic¢Ges de déficit hidrico, quando da comparagdo com plantas
em condicdes de regime normal. Os teores de prolina tiveram reduzida variacdo em relacdo as
concentracdes de AS. Podendo ser justificado pelo fato de que o mecanismo exato do modo de
acdo do &cido salicilico ainda é mal compreendido, podendo variar de acordo com época de
aplicacdo, idade dos tecidos e da receptividade das proteinas receptoras, da severidade do estresse
acometido bem como depender dos fatores ambientais (PAL et al., 2014). Entretanto, em Pingo de
Ouro-1-2 verificou-se um aumento do teor de prolina livre nas plantas sob déficit hidrico, conferiu-
Ihes uma maior tolerancia ao déficit, visto que o acimulo desse aminoacido € um mecanismo de
osmorregulacdo, no intuito de proteger as estruturas celulares dos danos provocando durante o
periodo de estresse

Como o déficit hidrico foi aplicado durante a fase vegetativa, a producdo de grdos é
diretamente afetada, pois a menor massa vegetativa possui menor capacidade fotossintética,
resultando em aborto dos sacos embrionarios, distirbios na meiose, aborto das vagens novas
durante a fase de florescimento, refletindo diretamente no rendimento.

No peso de 100 sementes (P100), ndo houve influéncia com a utilizacdo do AS. Ao se
comparar 0s genotipos estudados, verificou-se uma maior expressividade quanto ao P100 em
Pingo de Ouro-1-2, entretanto sofreu pequena reducdo para esta varidvel quando submetida ao
déficit hidrico, o que ndo foi observado no gendtipo BRS Paraguacu. Essa maior expressdo no
P100 do gendtipo Pingo de Ouro-1-2, assim como a reducdo que teve quando submetida ao déficit
hidrico no P100 pode ser justificada pelas préprias caracteristica morfolégicas do grdo de cada
genotipo, tendo em vista que o grdo do Pingo de Ouro-1-2 ¢é consideravelmente maior do que o
grdo do BRS Paraguagu.

Comparando a PRD entre os gendtipos, BRS Paraguacu apresentou produtividade
significativamente superior a Pingo de ouro-1-2, nas duas condicdes hidricas. O BRS Paraguacu
apresentou maior comprimento das vagens e maior nimero de vagens o que refletiu diretamente
na produtividade dos gréos.

Embora o gendtipo Pingo de Ouro-1-2 tenha tido menor produtividade, observa-se que 0
mesmo apresentou maior tolerancia ao déficit hidrico, visto que comparando-o nas condi¢des
hidricas, a perda na produtividade foi menor do que a perda conferida pelo genotipo BRS

Paraguacu nas mesmas condicdes hidricas.
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5. CONCLUSOES

A aplicacdo foliar de AS na fase vegetativa na concentracdo de 1,0 mM propicia beneficios
em parametros fisioldgicos nas plantas de feijdo-caupi.

A atividade das enzimas antioxidantes aumenta nos gendtipos de feijoeiro sob déficit
hidrico, porém sem beneficios da aplicacdo foliar de AS.

O acumulo de prolina em condi¢cbes de déficit hidrico, mesmo sem ser significativo,
confere ao Pingo de Ouro-1-2 maior tolerancia ao estresse, comparado ao BRS Paraguacu.

O gendtipo Pingo de Ouro-1-2 teve menor produtividade comparado ao BRS Paraguacu,
entretanto apresenta maior tolerancia ao deficit hidrico.

A aplicacdo do &cido salicilico na fase vegetativa atenua o déficit hidrico moderado em

feijao-caupi.
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Tabela 4. Quadrado médio para as variaveis: fotossintese (A), condutancia estomatica (gs),

eficiéncia de uso da dgua (EUAI), relacdo Ci/Ca (Ci/Ca), transpiracdo (E) e potencial hidrico foliar

(Pr) em plantas de feijoeiro (gendtipos) sob duas condigdes de regime hidrico em diferentes

concentragdes de acido salicilico, nos dias 23, 32, 40 ap6s a emergéncia (DAE). Campina Grande,

2016.
Quadrado médio (E1 - 23 DAE)
FV GL A Gs EUAI Ci/Ca E Pt
EH 1 1525,50"  0,3755™ 29022,18™  0,1602™ 13,301 0,22817"
GE 1 60,160  0,00871" 23,405 0,01547 1,413 0,09283™
AS 4 9,494 0,00241 459,699 0,00419 0,225 0,8117"
EH'GE 1 4,234 0,00147 24,475 0,00010 1,335" 0,00384"
EH"AS 4 0,3688" 0,00104" 415,733 0,00319 0,394 0,03937"
GE"AS 4 7,805 0,00127 968,805 0,01024 0,258 0,01947"
EH'GE'AS 4 20,167" 0,00603°  1033,065 0,00968 0,257 0,00448"
Residuo 38 6,403 0,00187 755,048 0,01173 0,372 0,01139
C.V (%) - 22,80 31,61 27,77 24,37 27,08 9,83
Quadrado médio (E3 - 40DAE)
EH 1 489,97 0,05922™ 91,782 0,1988" 5,759
GE 1 41,300™ 0,00392™ 600,52 0,1394 0,930™
AS 4 2,349 0,00053 265,372 0,0138 0,0533
EH'GE 1 11,970 0,00165 175,196 0,0992 0,7593
EH"AS 4 3,060 0,00025 574,636 0,0218 0,0539
GE"AS 4 1,163 0,00013 1090,92 0,0345 0,0447
EH'GE'AS 4 2,200 0,00032 145,774 0,0283 0,0300
Residuo 38 4,064 0,00047 626,276 0,0418 0,5090
C.V (%) - 27,69 31,98 23,57 40,63 22,01
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FV= fator de varidncia, GL= grau de liberdade, EH= estresse hidrico, GE=gendtipo, C.V=
coeficiente de variacgdo, **, * - Significativo a 1 e 5% respectivamente; ns — Nao significativo pelo
teste F a 5% de probabilidade.
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TABELA (AVALIACOES DE CRESCIMENTO)

Tabela 5. Quadrado médio para as variaveis: altura da planta (AP), nimero de folhas (NF) e area
foliar (AF) em plantas de feijoeiro (gendtipos) sob duas condic¢Ges de regime hidrico em diferentes
concentragdes de &cido salicilico, nos dias 23, 32, 40 ap6s a emergéncia (DAE). Campina Grande,
2016.

FV GL AP NF AF
EH 1 25,013" 27,0957  105442,0"
GE 1 306,456™  6,895™ 5926,6

AS 4 0,829" 0,153 1976,48
EH'GE 1 0,426 1,788" 1579,42
EH"AS 4 0,319 0,258 2693,7
GE'AS 4 0,784 0,228 3423,2
EH'GE'AS 4 0,720 0,329 8968,56""
Residuo 38 0,234 0,257 2133,99
C.V (%) - 3,66 12,16 25,23

EH 1 38,240 41,666

GE 1 212,515™ 80,180

AS 4 0,313 0,561

EH'GE 1 0,511 12,403

EH"AS 4 1,270™ 0,212

GE'AS 4 0,503" 0,385

EH'GE'AS 4 0,872™ 0,723

Residuo 38 0,134 0,734

C.V (%) - 2,50 14,72

EH 1 55,296 13,5377 6958475
GE 1 134,400 75,488  77352.2™
AS 4 0,626 0,641 22542,9™
EH'GE 1 0,486 0,580 18381,6
EH"AS 4 3,207™ 0,546 13369,2
GE'AS 4 1,601 0,419 10694,1
EH'GE'AS 4 1,788™ 0,123 8910,5

Residuo 38 0,246 0,642 5189,6
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C.V (%) - 3,09 14,58 20,91
FV= fator de variancia, GL= grau de liberdade, EH= estresse hidrico, GE=gendtipo, C.V=

coeficiente de variacdo, **, * - Significativo a 1 e 5% respectivamente; ns — Nd&o significativo pelo
teste F a 5% de probabilidade.



68

TABELA (ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES E PROLINA)

Tabela 6. Quadrado médio para as variaveis: catalase (CAT), ascorbatoperoxidase (APX),
superdxido dismutase (SOD) e prolina (PROL) em plantas de feijoeiro (genoétipos) sob duas
condigdes de regime hidrico em diferentes niveis de &cido salicilico aos 40 dias ap6s a emergéncia
(DAE). Campina Grande, 2016.

Quadrado médio (E1)

FV GL CAT APX SOD PROL
EH 1 3,43711 99,69925 0,05268 320,14891"
GEN 1 6,24012 4569,225™  0,00004 1889,35277"
AS 4 10,71585  382,1318 0,01207 37,61965
EH"GEN 1 0,21920 462,64876  0,00194 2,26053
EH"AS 4 0,92879" 69,03527 0,01379 47,04208
GEN"AS 4 9,81814 91,69923 0,00643 42,65256
EHGEN"AS 4 13,16311  31,20268 0,02296 41,98924
Residuo 38 8,93781 241,9596 0,01610 52,12909
C.V (%) - 48,05 64,99 27,49 45,58
Quadrado médio (E3)
FV GL CAT APX SOD PROL
EH 1 2,46678" 73,46208"  1,254" 0,62163"
GEN 1 3,12588" 4380,069°  0,0063 0,06683
AS 4 2,95179 368,0227 0,0251 0,07631
EH"GEN 1 7,98883 403,8219 0,0893 0,00050
EH"AS 4 3,89594 65,40933 0,1002 0,06533
GENAS 4 1,85207 80,92161 0,0627 0,14767
EH"GEN"AS 4 2,15938 21,49214 0,0232 0,07231
Residuo 38 6,63473 244,4011 0,0501 0,14523

C.V (%) - 71,72 64,82 41,2 23,69
FV= fator de variancia, GL= grau de liberdade, EH= estresse hidrico, GE=gendtipo, C.V=

coeficiente de variacdo, **, * - Significativo a 1 e 5% respectivamente; ns — N&o significativo pelo
teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Quadrado meédios para as variaveis: numero de vagens (NV), comprimento de vagem

(CV), peso fresco da vagem (PV), peso de 100 sementes (P100), nimero de graos (NG), didametro

de grdos (DG), massa seca da parte aérea (MS) e produtividade de grdos (PRD) em plantas de

feijoeiro (gendtipos) sob duas condicdes de regime hidrico em diferentes niveis de acido salicilico,
a partir do 52° dia. Campina Grande, 2016.

Quadrado médio (52 DAE)

FV GL NV. CV PV P1I00 NG DG MS  PRD

EH 1 252,17 425 1,672 13,92° 142" 0517 49,8” 2689030,37"
GEN 1 504" 17,77 542" 1739,1™ 17,6 30,6 042  434402,71"
AS 4 177 295 1,348 753"  1,60™ 0,077 3,21 11000579
EH'GE 1 0150 497" 0,017 219" 393" 0,03 001" 18389571
EH"AS 4 30,17 054 1,295 2,16 1,327 0,21 2,36™ 16451,24
GE"AS 4 362 1,32 1,437 145" 2,80 0,127 0,33  8427,88
EH'GE'AS 4 427 158 1,495 0,99 9,617 0,26™ 1,19 993567
Residuo 38 761 120 0,817 2,33 0,16 0,008 057 883567
C.V (%) - 1715 7,33 21,06 7,51 450 567 2833 28,05

FV= fator de variancia, GL= grau de liberdade, EH= estresse hidrico, GE=gendtipo, C.V=

coeficiente de variacdo, **, * - Significativo a 1 e 5% respectivamente; ns — Ndo significativo pelo
teste F a 5% de probabilidade.



