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RESUMO

O feijao-fava (P. lunatus L.) ocorre em todas as regifes com alta expressividade no Brasil, é a
segunda leguminosa mais importante em termos agroeconémicos do género Phaseolus, devido
a sua robustez com colheitas prolongadas durante periodos quentes e secos ao longo do ano,
ficando atras apenas do P. vulgaris (feijdo-comum). As plantas respondem a seca com o intuito
de se aclimatar a tais condices através de ajustes fisiologicos e bioquimicos para sobreviver a
situacOes estressantes. Nessa perspectiva, este estudo tem como objetivo, avaliar o efeito do
acido salicilico (AS) na aclimatacéo de trés genotipos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) em
condicdes de deéficit hidrico, quanto as respostas fisiologicas e bioguimicas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC), composto pelo esquema fatorial triplo: 3
(gendtipos de feijdo-fava) x 2 (niveis de AS, presenca 1,0 mM e auséncia) x 3 (condicdes de
disponibilidade hidrica), totalizando 18 tratamentos com 8 repeticdes por
tratamento. Verificou-se que 0s genotipos responderam de formas distintas aos tratamentos de
disponibilidade hidricae AS. O &cido salicilico atuou como elicitor, especialmente no genétipo
Orelha de V6, minimizando os efeitos do estresse hidrico, na maioria dos parametros
biométricos, fisioldgicos e bioquimicos avaliados. A anélise de componentes principais (PCA)
também demonstrou que as plantas que receberam AS, apresentaram maior aclimatacdo ao
déficit moderado. Portanto, a adogdo da aplicacdo de 1,0mM de AS, pode contribuir no cultivo
de Phaseolus lunatus em condicGes de restricdo hidrica.

Palavras-chave: Elicitagdo. Trocas gasosas. Enzimas antioxidantes. Osmorregulacdo. Regime
hidrico.



ABSTRACT

The fava bean (P. lunatus L.) occurs in all regions with high expressiveness in Brazil, it is the
second most important leguminous in terms of agroeconomic terms of the Phaseolus genus, due
to its robustness with prolonged harvests during hot and dry periods along the year, second only
to P. vulgaris (common bean). Plants respond to drought in order to acclimate to such conditions
through physiological and biochemical adjustments to survive stressful situations. In this
perspective, this study aims to evaluate the effect of salicylic acid (AS) on the acclimatization
of three genotypes of fava beans (Phaseolus lunatus L.) in conditions of water deficit, regarding
physiological and biochemical responses. The experimental design was completely randomized
(DIC), composed of the triple factorial scheme: 3 (genotypes of fava beans) x 2 (levels of AS,
1.0 mM presence and absence) x 3 (water availability conditions), totaling 18 treatments with
8 repetitions per treatment. It was found that the genotypes responded in different ways to the
treatments of water availability and AS. Salicylic acid acted as an elicitor, especially in the
‘Orelha de VO’ genotype, minimizing the effects of water stress in most of the biometric,
physiological and biochemical parameters evaluated. Principal component analysis (PCA) also
showed that plants that received AS showed greater acclimation to the moderate deficit.
Therefore, the adoption of the application of 1.0mM of AS, can contribute to the cultivation of
Phaseolus lunatus in conditions of water restriction.

Keywords: Elicitation. Gas exchange. Antioxidant enzymes. Osmoregulation. Water regime.
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1 INTRODUCAO GERAL

A espécie Phaseolus lunatus L. conhecida comumente no Brasil como feijdo, bonge,
mangal6-amargo, fava-belém, fava-terra, feijdo-espadinho, feijao-farinha, feijdo figado de
galinha, feijdo-fava ou simplesmente fava (CARMO et al., 2013), tem o cultivo predominante
na regido Nordeste do Brasil, correspondendo cerca de 90% da producéo nacional (IBGE,
2020). O feijdo-fava (P. lunatus L.) é a segunda leguminosa mais importante em termos
agrondmicos e econdmicos do género Phaseolus, devido a sua robustez com colheitas
prolongadas durante periodos quentes e secos ao longo do ano, ficando atrés apenas do feijao
comum (P. vulgaris L.) (BARREIRO NETO et al., 2015).

Atrelada a importancia socioeconémica do feijao-fava, esta o alto teor nutritivo, sendo
fonte de proteinas, carboidratos, ferro, célcio, fibra da dieta basica humana e com baixo
conteddo de gorduras. Além disso, possui propriedades funcionais de grande interesse,
reconhecida na area da salde, com o potencial na prevencdo de doencas cardiovasculares, e
devido a isso, destaca-se como uma alternativa na producdo de alimentos fisiologicamente
funcionais, com propriedades anti-hipertensivas (CHEL-GUERRERO et al., 2012; SEIDU et
al., 2015).

Apesar de ser considerada uma cultura ocorrente em ambientes aridos, pesquisas tém
mostrado que a ocorréncia de déficit hidrico, provoca efeitos fisioldgicos adversos no feijao-
fava, afetando o crescimento e consequentemente a produtividade das plantas, principalmente
nas fases de florescimento e enchimento de grdos (ZLATEV; LIDON, 2012; OLIVEIRA et al.,
2014).

Os efeitos fisioldégicos em decorréncia da restri¢cdo hidrica, afeta inimeras atividades
bioldgicas, como o teor de agua nas folhas, a absorcdo de nutrientes, fotossintese, teor de
clorofila, metabolismo celular e dano celular induzido pela oxidacdo (NADEEM et al., 2019).

Algumas espécies de plantas desenvolvem respostas adaptativas ao déficit hidrico com
0 intuito de uma aclimatacdo a essas condicdes, que resultam em ajustes fisioldgicos e
bioguimicos para sobreviver a certas condi¢cbes ambientais adversas, alterando seu crescimento
e produtividade (OSAKABE et al., 2014). Frente ao aumento da demanda por espécies e/ou
cultivares tolerantes a fatores abioticos ou bioticos, algumas substancias vém sendo avaliadas
quanto a eficiéncia na inducéo de tolerancia a determinado fator ambiental (KHAN et al., 2015).

Pesquisas recentes tém dado énfase em novas classes hormonais, como acido salicilico
(AS), explorado como potencial biorregulador para atenuacgdo do estresse em plantas, ativando

mecanismos de defesa em plantas submetidas a diferentes condigdes adversas, como € 0 caso



18

do estresse hidrico (ARIVALAGAN; SOMASUNDARAM, 2016). Nesse sentido, a utilizagdo
desse composto pode ser uma alternativa vidvel, uma vez que o acido salicilico tem como
vantagem o baixo custo, alto rendimento e facil aplicacdo (ANDRADE et al., 2016).
Entretanto, apesar de existirem estudos sobre a utilizacdo do AS como indutor de
tolerancia de plantas ao déficit hidrico, pesquisas voltadas ao P. lunatus ainda séo escassas.
Diante disso, sentiu-se a necessidade de realizar pesquisas para avaliar 0s mecanismos
fisioldgicos e bioquimicos como estratégias de mitigacao dos efeitos do estresse hidrico em P.
lunatus L., utilizando o AS para atenuar os sintomas intrinsecos a seca, avaliando genotipos
que se aclimatassem as condicdes de déficit hidrico. Os resultados obtidos poderdo colaborar
com a agricultura em &reas improdutivas do semiérido nordestino brasileiro. Portanto, a
presente pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos do AS como atenuador do déficit
hidrico em gendtipos de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), mediante as respostas fisiologicas

e bioquimicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Botanicos e Economicos do Phaseolus lunatus L.

A fava ou feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, tem origem na Mesoamérica e nos Andes (MARTINEZ-CASTILLO et al.,
2014). Os Estados Unidos se destacam por sua capacidade produtiva de P. lunatus (LONG et
al., 2014; USDA-NASS, 2016) e no Brasil, os estados Ceara, Pernambuco, Paraiba, Maranhéo,
Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe, Alagoas e Bahia seguindo em ordem decrescente, sdo 0s
maiores produtores, e juntos fazem do Nordeste, a maior regido produtora com 18.882,36
toneladas de gréos, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018).

Phaseolus lunatus L. é a segunda leguminosa de maior importancia socioeconémica do
género Phaseolus (CHACON-SANCHEZ, 2017; CAMACHO-PERES, 2018), especialmente
por seu papel na agricultura de subsisténcia nos ambientes tropicais Umidos da América e como
fonte de nutrientes para populacdes rurais na América do Sul e Africa (SILVA et al., 2015).

A familia Fabaceae possui 727 géneros e 19.325 espécies (FERNANDES; GARCIA,
2008) e no Brasil, essa familia ocorre em todas as regides com alta expressividade, estando
presentes no territorio nacional 222 géneros nativos, 2.807 espécies, 60 subespécies e 729
variedades (LIMA et al., 2015). Dentre as leguminosas cultivadas no mundo, as espécies do
género Phaseolus (P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus, P. accutifolius, P. polianthus) se
destacam por sua importancia econémica (SANTOS et al., 2009). Dentre esses géneros, o P.
lunatus se configura como uma fonte alimentar, em grdos secos ou verdes, apresentando alto
teor nutritivo, ficando atras apenas do P. vulgaris, devido ao consumo e a terra cultivada
(LOPEZ-ALCOCER et al., 2016).

O fato de a exploracdo do feijdo-fava ser relativamente mais baixa quando comparada
ao feijdo-comum, atribui-se que seja devido ao tempo de coccdo e/ou pelo sabor amargo
causado pelo acido cianidrico (HCN) presentes em alguns genotipos de P. lunatus, ou ainda por
uma questédo de tradigdo de consumo do feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) e o feijdo-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) (YELLAVILA et al., 2015). Entretanto, esta caracteristica do
amargo pode ser revertida com a realizacdo de praticas de eliminacdo do HCN, sendo possivel
mediante realizacdo de um ou dois pré-cozimentos, com total substituicdo da agua utilizada
(FARINDE et al., 2019).

Diante disso, vale reforcar sua valorosa utilizagdo na alimentagcdo humana e animal

como uma importante fonte de proteinas, diminuindo inclusive a dependéncia quase exclusiva
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do feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.). Além do conteddo proteico, possui paladar
caracteristico, sendo mundialmente utilizado em pratos, nas mais diferentes culinérias e
recebendo varias denominacGes, em funcdo da regido cultivada ou forma de utilizacdo na
alimentacdo. Suas folhas podem ser utilizadas como adubo verde ou cultura de cobertura para
protecdo do solo (MORAES et al., 2017).

A espeécie P. lunatus é anual e predominantemente autbgama, com aproximadamente
10% de taxa de cruzamento natural (OLIVEIRA et al., 2014). E uma leguminosa que possui
variedades do tipo determinado (arbustivo) e indeterminado (trepador), possuindo ciclo tardio
e maturagdo desuniforme, devido a isso, existe a necessidade de realizagdo de vérias colheitas
durante o ciclo. Como o desenvolvimento vegetativo prossegue durante o ciclo, com a emissao
de novos nds e floracBes, as plantas de habito indeterminado, caraterizado pelo
desenvolvimento da gema terminal em um guia, possuem potencial produtivo maior que as
plantas que apresentam habito determinado, onde este Ultimo é caraterizado pelo
desenvolvimento total da gema apical em uma inflorescéncia (ANDRADE, 2018). Os seus
frutos sdo do tipo vagem, contendo de duas a quatro sementes, com ampla variabilidade em
tamanho, cor e forma (OLIVEIRA et al., 2015).

Em relagdo as condicOes edafoclimaticas, o feijdo-fava possui grande adaptacdo ao
semiarido, desenvolvendo-se satisfatoriamente principalmente na regido Nordeste
(OLIVEIRA et al., 2011). Essa cultura dispde de algumas particularidades agronémicas para
se desenvolver em ambientes com baixos indices pluviométricos (NETO et al., 2015). Diante
disso, Soares (2010), ressalta que a temperatura deve variar entre 24 e 30°C para uma 6tima
germinacdo, temperaturas inferiores a 13°C retarda o crescimento e temperaturas noturnas
elevadas, acelera a maturacao da planta e limita 0 nimero e o tamanho das sementes. Nessa
perspectiva, sob 0 ponto de vista de valor cultural e utilizagdo, a fava alicerca a seguranga
alimentar, especialmente nas comunidades rurais do semiérido, pelo fato de ser uma cultura
gue apresenta aspectos favoraveis para a adequacdo nutricional, econémica, social, cultural,
climatica e ecoldgica (NOBRE; BRANDAO JUNIOR, 2016). Esses aspectos consistem em
potencial para fornecimento de proteina a populacdo, diminuindo a dependéncia quase que
exclusiva dos feijoes dos grupos Phaseolus e Vigna, além da sua rusticidade, com colheitas
prolongadas e realizadas no periodo seco (GOMES et al., 2010).

Dessa forma, o cultivo do P. lunatus além de desempenhar importancia econémica,
caracteriza-se também como uma cultura que possibilita a fixagdo do homem no campo, uma

vez que seu cultivo se da basicamente em regime de sequeiro, sem ado¢do de tecnologias
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(OLIVEIRA et al., 2014), e consequentemente, apresenta baixo custo de produgéo, tornando-
se uma alternativa em pequenas propriedades rurais, sendo cultivado sobretudo pela agricultura
familiar (LOPES et al., 2010).

Apesar da consideravel producdo dessa espécie entre alguns estados nordestinos, 0s
6rgdos de pesquisa tém voltado pouca atencdo para esta cultura, o que acarreta um limitado
conhecimento em detrimento ao seu manejo, principalmente relacionado as condicGes

ambientais adversas, como o cultivo com limitagdo hidrica (FEITOSA et al., 2018).

2.2 Estresse hidrico x Respostas fisioldgicas e bioquimicas das plantas

Apesar do P. lunatus ser classificado como uma cultura que suporta periodos de
estiagem longos, estudos tém mostrado que os efeitos do déficit hidrico no feijao-fava
especialmente na fase de florescimento e enchimento de gréos, pode causar grandes reducdes
em termos de produtividade (OLIVEIRA et al., 2014).

De maneira geral, a &gua é de extrema importancia na producdo vegetal, sua falta ou
excesso podem afetar diretamente o desenvolvimento das plantas e por isso, a &gua € um fator
primordial que pode limitar ou maximizar a produtividade agricola dependendo da
disponibilidade (BRITO et al., 2015). Sendo assim, a resposta das plantas ao déficit hidrico é
bastante complexa, uma vez que afeta praticamente todos os aspectos de crescimento e
desenvolvimento, relacionados com modificacbes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas
(ANJUM et al., 2011). As plantas quando acometidas por déficit hidrico, respondem por meio
de ajustes fisiolégicos, metabdlicos e morfoldgicos para se adaptarem as condi¢Ges impostas,
onde o controle estomatico, a eficiéncia do uso da dgua (A/E) e o ajustamento osmotico, sdo
mecanismos de ajustes importantes na manutencao do turgor celular e crescimento das plantas
(HAWORTH et al., 2018).

As plantas sdo capazes de desenvolver algumas estratégias para auxiliar na tolerancia
contra o deficit hidrico, como perda das folhas e/ou diminuicao da rea foliar (CASTRO et al.,
2019), fechamento dos estbmatos que reduz a transpiracdo, mas acarreta uma reducdo na
disponibilidade de dioxido de carbono (CO32) nas folhas, inibindo a fixa¢do de carbono, com
consequente reducdo das taxas fotossintéticas (OSAKABE et al., 2014), perda das raizes
superficiais e proliferacdo das raizes profundas, além de ajustamento osmdtico para
manutencdo do turgor celular (AZMAT; MOIN, 2019). Segundo Huang et al. (2016), a reducéo
da fotossintese tem sido atribuida a reducao da atividade da Rubisco e pelos danos gerados sob

condicBes de estresse mais intenso nos cloroplastos.
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Outra resposta das plantas em condi¢cdes de limitagdo hidrica, sdo as alteragdes
bioquimicas, como o acimulo de solutos osmoticamente ativos, conhecido como ajuste
osmotico. Esse mecanismo busca aumentar a concentracdo de solutos nas células, favorecendo
a absorcdo de agua, bem como sua retencdo, preservando a turgescéncia celular e assim,
maximizar o aproveitamento de &gua (MARIJUAN; BOSCH, 2013).

Como uma estratégia de ajustamento osmotico as condigdes de limitada
disponibilidade hidrica, as plantas acumulam compostos orgéanicos, tais como a prolina e
compostos quaternarios de aménio, entre eles a glicina-betaina e os poli-hidroxilicos
(carboidratos e polidlcoois), dentre outros, que se acumulam no vactolo ou no citosol,
preservando a integridade das proteinas, enzimas e membranas celulares por curto periodo de
tempo (ASHRAF et al., 2011). Pandey e Shukla (2015), afirmam que o acumulo da prolina
pode promover nas plantas a capacidade de reparo contra danos toxicos, aumentando a
atividade antioxidante durante o estresse hidrico. Acumula-se nas células com funcgéo
osmoprotetora, 0 que previne a desnaturacdo de proteinas, preserva a estrutura de enzimas,
protege as membranas dos efeitos deletérios causados pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs). Além de exercer importantes papéis como um quelante de metal e como molécula de
sinalizag&o em situacdes estressantes (FAHRAMAND et al., 2014).

O metabolismo normal das plantas ndo é afetado negativamente pelo acimulo desses
solutos e as principais alteracdes serdo a pressdo osmética das células, garantindo a
continuidade dos processos fisioldgicos, porém de forma mais lenta (MARIJUAN; BOSCH,
2013).

Frente a0 aumento da demanda por espécies e/ou cultivares tolerantes a estresses
ambientais, algumas substancias vém sendo estudadas a fim de comprovar a eficiéncia como
indutores de aclimatacdo a determinado estresse na planta (KHAN et al., 2015). A aclimatagéo
ao déficit hidrico pode desencadear respostas envolvendo a expressdo de genes e a
modificacOes fisiologicas e bioquimicas das plantas, surgindo de dias até semanas, o que leva
a uma compensacdo homeostatica para os efeitos negativos iniciais do deficit hidrico na
fotossintese (OLIVEIRA; MARENCO, 2019). Resultante dessas alteragbes havera um
reequilibrio celular, além da protecdo funcional e estrutural das plantas, conferindo assim
maior tolerancia ou resisténcia aos estresses. Estes mecanismos, no entanto, irdo depender da
especie, tempo de exposicdo as condi¢cdes adversas, fatores edafoclimaticos, entre outros
(NASCIMENTO et al., 2011).
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O estresse é caracterizado como um desvio significativo das condi¢fes 6timas para o
desenvolvimento, provocando alteragdes em todos os niveis funcionais do organismo, que em
principio, podem ser reversiveis, mas podem tornar-se irreversiveis (AJITHKUMAR,;
PANNEERSELVAM, 2014).

2.3 Estresse oxidativo

O estresse por déficit hidrico é originado pela reduzida disponibilidade de d4gua no solo,
reduzindo a absorcdo de dgua pelas raizes e pela perda de agua através da transpiracao. Esses
processos sao motivados por fatores ambientais e por caracteristicas genéticas da propria
planta (DOMINGHETTI et al., 2016), podendo gerar estresse secundario, conhecido também
por estresse oxidativo. Este é caracterizado pelo acumulo excessivo de EROs nas células,
podendo ocasionar danos significativos a nivel celular das plantas (GIL; TUTEJA, 2010).
Nesse sentido, as EROs dizem respeito ao &tomo ou molécula que possui um ou mais elétrons
ndo pareados na sua Orbita externa (radical livre), o que lhe confere alta reatividade
(CHOUDHURY et al., 2017).

Uma das consequéncias relacionadas ao déficit hidrico é o desequilibrio do estado redox
intracelular, ocasionando a producdo excessiva de EROs, como os radicais livres superdxido
(O2*) e hidroxila (HO*®), e na forma molecular como o peréxido de hidrogénio (H202) e a
excitacdo do oxigénio molecular (*O;) (GIL; TUTEJA, 2010).

As EROs podem agir causando danos ou como moléculas sinalizadoras que ativam
multiplas respostas de defesa (JOZWIAK; POLITYCKA, 2019). Nesse sentido, o estresse
oxidativo induzidos pelas EROs pode causar 0s seguintes danos: aos lipidios pode provocar
danos a cadeia e aumento da fluidez da membrana; em relacdo as proteinas, pode causar
modificacbes dos sitios especificos dos aminoacidos, fragmentacdo da cadeia peptidica,
agregacdo de produtos de reacdo, alteracBes nas cargas elétricas, inativacdo de enzimas,
aumento da suscetibilidade a proteolise e ao DNA, pode acarretar oxidacdo, fragmentacéo de
cadeia, remocgdo de nucleotideos, modificacbes de bases, ligagdes cruzadas entre proteinas
(SHARMA et al., 2012).

As EROs sdo produzidas em varios compartimentos celulares, e sdo controladas por um
sistema antioxidante que atua de forma coordenada e que pode ser classificado em sistema
antioxidante ndo enzimatico e enzimatico. O ciclo ascorbato-glutationa que inclui um grande

namero de compostos antioxidantes hidrofilicos, como o &cido ascorbico (ASA) e a glutationa
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(GSH), e ainda enzimas antioxidantes compreende parte do sistema antioxidante n&o
enzimético (MILLER et al., 2010).

Nesse sentido, 0s processos metabolicos que dependem do oxigénio, como a respiracao
aerobica, fotossintese e fotorrespiracdo, contribuem para a producdo de EROs, em
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos, respectivamente (BARBOSA et al., 2014), e sua
taxa varia de acordo com estado fisiologico da planta, vale ressaltar que em baixas
concentracdes, as EROs atuam como sinalizador intercelular, participando da regulacdo de
diversos processos fisioldgicos em resposta aos estimulos ambientais (BAXTER et al., 2014).

Porém, o excesso de EROs na célula pode resultar em danos nas estruturas celulares e
biomoléculas, como a peroxidacdo lipidica, desnaturacdo de proteinas e mutacdes no &cido
desoxirribonucleico (DNA) (REJEB et al., 2014). Nos cloroplastos, a formacdo de EROs esta
relacionada com eventos da fotossintese, enquanto que o fenbmeno de fotorrespiracdo nos
peroxissomos € outra forma de producéo de H2O>, ja em relagdo a produgdo de EROs em
mitocondrias de plantas, dados recentes sugerem que tais organelas podem ser fontes de EROs
sob condicdes de estresse especificas (FOYER; NOCTOR, 2003).

Esse acimulo de EROs leva a véarias consequéncias, tais como: oxidagdo de proteinas,
inibicdo enzimatica, dano ao DNA e ao acido ribonucleico (RNA), funcionamento inadequado
da fotossintese e necrose foliar (GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012; CAVATTE et
al., 2012). Diante disso, o processo de sinalizacdo e defesa contra o estresse hidrico tem sido
associado ao nivel de EROs e a atividade de enzimas antioxidantes, o que indica ser um
mecanismo regulador de mudancas fisioldgicas na planta a partir da reducdo do potencial
hidrico celular (BARBOSA et al., 2014). Dessa forma, acrescenta-se que o equilibrio da
atividade dessas enzimas nas células é fundamental para a determinacdo do nivel estacionério
de EROs (HASANUZZAMAN et al., 2012).

Para controlar e regular o teor de EROs resultante da exposicdo as condi¢des de
estresse (KIM et al., 2010), as plantas desenvolveram um sofisticado sistema de defesa
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico. Dentre as enzimas que compfe 0 sistema
antioxidante enzimatico estdo: Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato
peroxidase (APX). A superoxido dismutase (SOD), faz parte de uma familia de
metaloenzimas, é considerado o antioxidante enzimatico intracelular mais eficiente, como a
primeira linha de defesa contra a EROs, transformando o radical superdxido (O2°) em peroxido
de hidrogénio (H20.) e oxigénio, esta presente em todos 0s organismos aerobicos e em todos

0s compartimentos subcelulares propicios a oxidagédo (GIL; TUTEJA, 2010; XU et al., 2013).
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Outra enzima que participa em outra linha de defesa indispensavel para desintoxicacdo
da EROs durante condicdes estressantes é a Catalase (CAT), que possui enzimas capazes de
desmutar por minuto milhdes de moléculas de H.02 em H20 e O, por esta razdo, possui uma
das maiores taxas de rotatividade (YOU; CHAN, 2015). Maior atividade dessa enzima em
condigdes de estresse indica maior tolerancia a estresses (AKCAY et al., 2010).

A Ascorbato peroxidase (APX) é uma heme-proteina, da Classe | da superfamilia das
peroxidases, com distintas formas isoenzimaticas, diversamente reguladas (BARBOSA et al.,
2014). Possui alta afinidade com o H20>, por esse motivo, € uma das principais enzimas que
participam da eliminacéo rapida dessa molécula. A enzima utiliza o ascorbato como substrato
para a metabolizagdo do H20., removendo-0 mesmo em baixas concentragfes (GILL;
TUTEJA, 2010). Vale salientar que essas enzimas podem ser encontradas em diferentes
localizacBes subcelulares: as isoformas solUveis sdo encontradas no citosol, mitocéndria e
estroma do cloroplasto, enquanto aquelas ligadas a membrana sdo encontradas nos
peroxissomos, glioxissomos e tilacoides do cloroplasto (SHARMA et al., 2012).

Apesar do papel deletério que tem sido atribuido a grande parte das EROs, alguns
autores defendem o papel de sinalizador molecular das condi¢fes ambientais, em particular ao
H202 que tem papel essencial nos mecanismos de defesa do vegetal, além de atuar como
sinalizador no processo de inducdo de resisténcia (LEHMANN et al., 2015). Dessa forma,
alguns autores defendem que o acumulo de H2O, em tecidos especificos e em quantidades
apropriadas, beneficia as plantas mediando aclimatacéo e tolerancia cruzada a estresses bioticos
(CARVALHO et al., 2011; BARZANA et al., 2014). Contudo, cabe ressaltar que o acimulo
em excesso das EROs em geral, causam danos oxidativos nas estruturas celulares e prejuizos
ao metabolismo da planta inteira (ZHANG et al., 2019).

A mensuracdo de Malondialdeido (MDA), é utilizada para analisar o grau da
peroxidacao lipidica em plantas sob estresse (MAXWADA; EL-KADER, 2016), uma vez que
seu aumento pode indicar uma condicdo de estresse oxidativo, podendo afetar ou ndo variaveis
importantes na planta (ZENGIN, 2013). Segundo Anjum (2017), essa peroxidacao lipidica
(LPO) pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos resultante da a¢do dos
radicais livres sobre os lipideos insaturados das membranas celulares, gerando principalmente
radical alquila (L*), alcoxila (LO*®) e peroxila (LOO®), levando a destruigdo de sua estrutura,
faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos e, numa condicao extrema, a morte celular,
pois plantas com alta producdo de MDA sdo mais sensiveis, e por isso, podem sofrer mais

danos pelos efeitos da seca.
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Embora exista um crescente interesse em compreender oS processos envolvidos na
resposta ao estresse oxidativo, ainda ndo é possivel afirmar quais sdo os niveis criticos de EROs,
principalmente do H20», que levam a sinalizagdo ou dano oxidativo (MILLER et al., 2010),
pois a tolerancia ao déficit hidrico nas plantas, pode variar em maior ou menor grau,
dependendo do gendtipo, da duracdo e da severidade do estresse, da idade e do estadio de
desenvolvimento da planta (BANDURSKA et al., 2013). Partindo desse pressuposto, Cortés et
al. (2011), reforcam que a tolerancia a restricdo hidrica inclui tragos fisiolégicos complexos
que devem ser analisados em termos da variacdo da capacidade da planta de detectar mudancas

no ambiente e produzir respostas.

2.4 Acido salicilico x tolerancia a estresse

Os fitormonios ou hormdnios vegetais sdo substancias que atuam em diversas fases do
desenvolvimento e crescimento das plantas. Em pequenas concentra¢Ges, podem causar
mudancas sobre as caracteristicas morfoldgicas, fisiolgicas e moleculares, atuando também na
tolerancia das plantas contra estresses. No entanto, altas concentragdes, pode intensificar o
efeito dos estresses (AGOSTINI et al., 2013). Nesse sentindo, elicitores sdo compostos capazes
de ativar mecanismos de defesas nas plantas que, quando utilizadas em pequenas concentracdes
induzem ou aumentam a biossintese de enzimas que participam da formacéo de compostos de
defesa vegetal, isto é, atuam como indutores de tolerdncia (BAENAS et al., 2014).

Nesse sentido, reguladores de crescimento de plantas desempenham papéis importantes
em processos de desenvolvimento de plantas e redes de sinalizacdo envolvidos direta ou
indiretamente em uma ampla gama de respostas aos estresses biético e abidtico (ASGHER et
al., 2015). Alguns hormonios ja foram documentados como fundamentais para processos
relacionados com defesa em muitas espécies vegetais tais como o acido abscisico (ABA), o
acido salicilico (AS) e o etileno, estes podem agir isoladamente ou associados e controlar 0s
efeitos uns dos outros (SANTINO et al., 2013; LIU et al., 2019).

O é&cido salicilico (AS) € um hormonio vegetal, que esta relacionado a diversas funcdes
regulatorias no metabolismo das plantas, atuando tanto na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal, quanto na amplificacéo e sinalizacdo de protetores enzimaticos com
a capacidade de promover respostas adaptativas na planta (ASGHER et al., 2015). A biossintese
do AS pode ocorrer através de duas vias enzimaticas diferentes: pela via dos fenilpropanoides
e pela via do isocorismato (CASTILHO FILHO et al., 2017). Além disso, 0 AS pode agir de

modo isolado, associado ou controlar os efeitos de outros horménios (KHAN et al., 2012).
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O AS é capaz de reduzir os efeitos negativos de: i) estresses bidticos, como patdgenos
em maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis flavicarpa Degener) (SILVA et al., 2016), plantas
parasitas em girassol (Helianthus annuus L.) (YANG et al., 2016) e insetos em tomateiro
(Solanum lycopersicum) (RODRIGUEZ-ALVAREZ et al., 2015); ii) abi6ticos, como metais
pesados em feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) (WAEL et al., 2015), salinidade e déficit
hidrico em milho (Zea mays) (GUNES et al., 2007; LATIF et al., 2016), temperatura e radiacdo
UV-B em ervilha (Pisum sativum) (MARTEL; QADERI, 2016); e iii) xenobidticos, como a
utilizacdo de herbicidas na cultura do trigo (Triticum spp.) (DIAS et al., 2017).

Esse fitormonio regula varios processos, dentre os quais destacam-se o fechamento
estomatico, absorcao de nutrientes, sintese de clorofila e proteinas, desenvolvimento de frutos,
abscisdo foliar e inibicdo da sintese de etileno, da germinacdo de sementes e do crescimento de
plantas (SHARAFIZAD et al., 2013). Além disso, evidéncias indicam que o acido salicilico é
uma molécula natural sinalizadora para a ativacdo de defesas da planta, atuando na modificacao
do sistema antioxidante por estimular a acdo e producdo das enzimas superoxido dismutase,
catalase e peroxidase (SHARMA; BHARDWAJ, 2014). Estudos tém demonstrado que a
aplicacdo exogena de baixas concentracfes de AS, em tecidos vegetais, promove alteracGes
fisioldgicas, como acréscimo na estatura de plantas, na area foliar e no diametro do caule (DIAS
et al., 2019), incremento no teor de pigmentos fotossintetizantes (VICENTE; PLASENCIA,
2011), aumento da germinacao e do crescimento de plantulas (WANG et al., 2013), a producéo
de frutos, a absorcéo e transporte de agua e nutrientes (HAYAT et al., 2010). Nesse sentido, a
utilizacdo desse composto € uma técnica viavel, uma vez que o &cido salicilico tem como
vantagem o baixo custo, o alto rendimento e facil aplicacdo (ANDRADE et al., 2016).

Apesar de existirem estudos sobre a utilizacdo do acido salicilico como indutor de
tolerancia de plantas ao déficit hidrico, pesquisas voltadas ao feijao-fava ainda sdo escassas.
Portanto, torna-se necessario desenvolver pesquisas para avaliar os diferentes mecanismos
fisiol6gicos e bioquimicos em gendtipos de feijao-fava, como estratégias de mitigacdo dos
efeitos do estresse hidrico. Favorecendo o entendimento da acdo do acido salicilico na
atenuacdo dos sintomas do déficit hidrico, auxiliando na selecdo de genotipos tolerantes as
condicBes de déficit hidrico, onde os resultados obtidos poderdo colaborar com a agricultura

em areas improdutivas do semiarido nordestino brasileiro.
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RESUMO

O feijao-fava (P. lunatus L.) ocorre em todas as regides com alta expressividade no Brasil, é a
segunda leguminosa mais importante em termos agroeconémicos do género Phaseolus, devido
a sua robustez com colheitas prolongadas durante periodos quentes e secos ao longo do ano,
ficando atras apenas do P. vulgaris (feijdo-comum). As plantas respondem a seca com o intuito
de se aclimatar a tais condicGes através de ajustes fisiologicos e bioquimicos para sobreviver a
situacOes estressantes. Nessa perspectiva, este estudo tem como objetivo, avaliar o efeito do
acido salicilico (AS) na aclimatacdo de trés genotipos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) em
condicdes de déficit hidrico, quanto as respostas fisioldgicas e bioguimicas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC), composto pelo esquema fatorial triplo: 3
(gendtipos de feijdo-fava) x 2 (niveis de AS, presenca 1,0 mM e auséncia) x 3 (condicdes de
disponibilidade hidrica), totalizando 18 tratamentos com 8 repeticdes por
tratamento. Verificou-se que 0s genotipos responderam de formas distintas aos tratamentos de
disponibilidade hidricae AS. O &cido salicilico atuou como elicitor, especialmente no genétipo
Orelha de V6, minimizando os efeitos do estresse hidrico, na maioria dos parametros
biométricos, fisioldgicos e bioquimicos avaliados. A anélise de componentes principais (PCA)
também demonstrou que as plantas que receberam AS, apresentaram maior aclimatacdo ao
déficit moderado. Portanto, a adoc¢do da aplicacdo de 1,0mM de AS, pode contribuir no cultivo
de Phaseolus lunatus em condicGes de restricdo hidrica.

Palavras-chave: Elicitacdo; Trocas gasosas; Enzimas antioxidantes; Osmorregulacédo; Regime
hidrico.
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INTRODUCAO

O déficit hidrico € uma das causas de perda extensiva na producgéo agricola mundial,
sendo uma grave ameaca a agricultura sustentavel (COMAS et al., 2013) e principalmente a
pequenos produtores. A irregularidade de chuvas e 0 aumento da seca, sdo uns dos principais
efeitos das mudancas climaticas, sendo necessario a busca de solu¢bes que venham minimizar
esse aumento de mortalidade vegetal e reducédo de produtividade, a fim de garantir a seguranca
alimentar nesse cenario (VAN LEEUWEN; DESTRAC-IRVINE, 2017).

Por isso, compreender como as plantas utilizam a agua para a producao de biomassa e
fornecer estratégias que favorecam a aclimatacdo de espécies agricultaveis, tornou-se uma
questdo fundamental (ROSALES et al., 2012). E valido ressaltar que a suscetibilidade das
plantas ao estresse hidrico varia em dependéncia das espécies e 0s seus estadios de
desenvolvimento, do grau de estresse, bem como diferentes fatores de estresse associados e 0
tempo de resposta da planta a esses fatores (PEKSEN et al., 2014)

Sabe-se que, a aclimatacéo das plantas ao déficit hidrico é o resultado de eventos mutuos
na planta, como mudancas no crescimento, na taxa fotossintética, no potencial osmoético do
tecido e no sistema de defesa antioxidativo, que levam a mudancas adaptativas no
desenvolvimento das plantas, alterando o0s processos fisiolégicos e bioquimicos
(NAKASHIMA et al., 2014), visando favorecer a tolerancia da planta frente ao agente estressor.

Entender como espécies agricultaveis respondem ao déficit hidrico e buscar formas de
induzir maior tolerancia, se torna uma importante ferramenta que pode favorecer agdes para a
agricultura familiar sustentavel, além de fornecer subsidios para pesquisas com outras espécies
vegetais.

Por exemplo a espécie Phaseolus lunatus L. - Fabaceae (feijdo-fava) que faz parte do
grupo de leguminosas de grande importancia econémica e social no Brasil, especialmente na
Regido Nordeste, é citada como uma especie rustica, devido ao seu fécil cultivo, tolerancia a
ambientes mais secos e prolongadas colheitas durante a estacdo seca e com isso, tem se
estabelecido como uma importante fonte alternativa de alimento e renda para a populagéo
(OLIVEIRA et al., 2014).

Além disso, a maioria destes genotipos sdo caracterizados como sementes crioulas, que
de acordo com a Legislacéo Brasileira (Lei 10.711), sdo espécies de variedades de origem local
ou tradicional, comumente utilizadas e preservadas pela agricultura familiar, comunidades
indigenas, quilombolas e outros povos tradicionais, sendo selecionadas e adaptadas ao longo

dos anos para o tipo de regido designado por tais produtores (PETERSEN et al., 2013)
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Por ser amplamente cultivada em &reas com clima semiarido, como na Regido Nordeste
do Brasil, P. lunatus esté susceptivel a diversos eventos que lhe expdem a situacoes de déficit
hidrico, como solos rasos com baixa disponibilidade hidrica, altas temperaturas e alta
evapotranspiracdo, além de ser uma regido com chuvas irregulares (MORO et al., 2016).

O uso de substancias osmoprotetoras, reguladores de crescimento e moléculas de
sinalizacdo de estresse vém sendo utilizadas com sucesso para induzir a tolerncia a varios
estresses bioticos e abidticos (FAROOQ et al., 2010). Como por exemplo, o0 acido salicilico
(AS) - fitormonio eficaz em impulsionar respostas em situacdes adversas, capaz de ativar a
expressao do gene de defesa no vegetal (LI et al., 2019).

O AS possui inimeras funcdes benéficas como reguladoras no metabolismo das plantas,
atuando no crescimento, desenvolvimento, fotossintese, transpiracdo, captacdo de ions e
transporte no sistema da planta (KAWANO et al., 2013). Apesar de ja existir pesquisas
importantes sobre a utilizagéo do &cido salicilico como atenuador de estresse hidrico, estudos
focados no feijéo-fava ainda sédo pouco explorados. Diante disso, este trabalho tem como
pressupostos que, (1) os gendtipos de P. lunatus (feijao-fava) respondem de forma distinta
guando submetidos a diferentes niveis de disponibilidade hidrica e (I1) a aplicacdo do acido
salicilico tem efeitos positivos na aclimatacdo de genoétipos de feijdo-fava quanto ao déficit
hidrico.

Portanto, o presente trabalho avaliou o efeito do &cido salicilico nas respostas
fisioldgicas e bioguimicas em genotipos de P. lunatus, submetidos a diferentes condi¢des de

disponibilidade hidrica, com a finalidade de minimizar os sintomas do déficit hidrico.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizados trés genotipos de P. lunatus L. oriundos da colecdo de germoplasma
do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), sendo estes: Cara Larga — Ciclo: menos de 90
dias; Cearense — Ciclo: menos de 90 dias; e Orelha de Vo: Ciclo: 111 a 120 dias. Esses
genotipos apresentam habito de crescimento indeterminado e possuem caracteristicas
agrondmicas e comerciais satisfatdrias, escolhidas por serem as mais cultivadas na regido
Nordeste, possuindo maior resisténcia a pragas e doencas, além de produtivas na realidade
local. Todos os genotipos foram advindos de agricultores familiares rurais, sendo

caracterizados como sementes crioulas, repassadas geragéo apos geracéo.
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Foram utilizados vasos com capacidade para 5,5 L, onde foi adicionado substrato
composto por areia lavada, terra vegetal e fibra de coco, na propor¢do de 3:2:1,
respectivamente. Apos a introducdo do substrato supracitado nos vasos, as sementes dos 3
gendtipos foram semeadas, onde cada vaso recebeu 3 sementes do mesmo genotipo. Apos 15
dias da semeadura foi realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por vaso (unidade
experimental). O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), pertencente ao Departamento de Fitotecnia, situado sob as
coordenadas geograficas de 8°01°71°05° S, 34°94°48.09”’W, no periodo de agosto a
dezembro de 2019.

Germinacéo e pre-condicionamento com acido salicilico x Disponibilidade hidrica

Aos 30° dias apds a germinacdo (DAG), foi realizada a aplicacdo do 1,0 mM de &cido
salicilico (AS) via aspersao foliar na parte adaxial e abaxial (até o ponto de gotejamento). Nove
dias apés a aplicagdo do AS, iniciou os tratamentos com diferentes tratamentos de
disponibilidade hidrica (Déficit Severo (DS)- 25%, Déficit Moderado (DM) - 50% e Controle
(C) - 75% da capacidade de pote).

Aos 30° dias apds a germinacdo (DAG), foi realizada a aplicacdo do 1,0 mM de &cido
salicilico (AS) via aspersao foliar na parte adaxial e abaxial (até o ponto de gotejamento). Nove
dias apés a aplicagdo do AS, iniciou os tratamentos com diferentes tratamentos de
disponibilidade hidrica (DS- 25%, DM- 50% e C- 75% da capacidade de pote). A capacidade
de pote (CP) foi adotada como o conteudo de agua retida pelo solo ap6s sofrer saturacdo e
consequente acdo da gravidade, até o cessamento da drenagem, de acordo com Souza et al.
(2000). Apds a obtencgdo do peso tdrgido e seco dos potes, calculos foram realizados mediante
regra de trés para precisar as quantidades de agua fixa para cada tratamento. A rega foi realizada
em dias alternados, onde foram coletados as médias da umidade do solo de seis plantas por
tratamento com auxilio do aparelho de umidade do solo (Hydrosense 1), sendo possivel dessa
forma, nos dias de rega, calcular quanto de agua faltava para obtencdo da quantidade exata que
as plantas necessitavam de acordo com 0s niveis estabelecidos em cada tratamento.

Ao0s 60 dias com os tratamentos com diferentes niveis de disponibilidade hidrica, foram
realizadas as analises biométricas e a coleta de material vegetal para a realizacdo das analises
bioquimicas a fim de avaliar a aclimatagdo dos genotipos previamente tratados com &cido
salicilico ao déficit hidrico. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC),

composto pelo esquema fatorial triplo: 3 genotipos de feijdo-fava x 2 pré-condicionamento com
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elicitor (0,0 e 1,0 mM de AS) x 3 condicdes de disponibilidade hidrica (Déficit severo: 25%,
Déficit moderado: 50% e Controle: 75% da capacidade de pote) totalizando 18 tratamentos com

8 repeticdes por tratamento, perfazendo 144 plantas no experimento.

Analises biométricas

A partir do estabelecimento dos tratamentos com diferentes percentuais de
disponibilidade hidrica foram realizadas as avaliagdes biométricas a cada 15 dias durante 60
dias. Sendo mensuradas a altura da planta (cm) com auxilio de fita métrica, do colo ao &pice da
planta (gema terminal), o didmetro do caule foi medido a 1 cm do solo com o auxilio de
paquimetro. Aos 60 dias foram coletados materiais para mensurar a massa seca da parte aérea
(MSPA) e da raiz (MSRA). As plantas foram tutoradas com varas de bambu medindo

aproximadamente 2 m.

Figura 1. Visualizacdo geral do experimento com plantas de 3 gen6tipos de Phaseolus lunatus L., (Cara larga,
Cearense e Orelha de V0) tratadas com o elicitor (acido saliciico: 0 e 1,0mM), submetidas a diferentes niveis de
disponibilidade hidrica (C:75%; DM:50% e DS:25%).

Medidas de trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas foram realizados (10h-14h) em folhas completamente
expandida no terco médio da planta, sem indicio de ataque de fitopatdgenos, a cada 30 dias,
durante os 60 dias do experimento. Foram mensuradas a condutancia estomatica (gs), taxa de
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transpiracdo (E) e taxa de fotossintese liquida (A), temperatura foliar (TF), utilizando um
analisador de gases a infravermelho (IRGA) LI 6400XT (LI-COR, USA). Mediante aos dados
de E e A, foi possivel calcular o uso eficiente da &gua (EUA) sendo calculada pela relacdo A/E.
E as leituras foram feitas em concentracdo de CO> e luminosidade do ambiente.

Além disso, o teor relativo de agua foliar (TRA) foi determinado de acordo com o
método proposto por Fidalgo et al. (2004). Para isto, coletas foram feitas nos horarios entre as
15h e 16h, no qual nove discos foliares de 10 mm de diametro de cinco plantas por tratamento
para a determinacdo da massa fresca (Mf) utilizando uma balanca analitica de precisdo. Os
discos foram colocados em placas de Petri e imersos em &gua destilada por 24 h, ap6s isso,
removeu-se superficialmente, dos discos foliares, 0 excesso de dgua com papel absorvente e
foram novamente pesados para a obtencdo da massa turgida (Mt). Em seguida foram
acondicionados em sacos de papel, levados a estufa de aeracdo forgcada por 48 h a 65°C para
determinar a massa seca (Ms). De posse dos dados da pesagem dos discos foliares frescos,
targidos e secos, 0 TRA foi estimado conforme a férmula:

Mf — Ms
Mt — Ms
Onde: Mf = Massa fresca; Ms = Massa seca e Mt = Massa tdrgida

TRA = x 100

Analises bioquimicas
Folhas inteiras e saudaveis, foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido aos 60

dias (final do periodo experimental) para realizacdo das seguintes analises bioquimicas:

Teores de proteinas solUveis totais (PST)

Foi macerado 0,2g de material vegetal em nitrogénio liquido (NL2) com adicao de 40mg
de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Esta mistura foi homogeneizada em 2 ml de tampao fosfato
de potéssio 100 mM (pH 7,5) acrescido com de, 3 mM de 1,4-ditiotreitol (DTT) e 1 mM de
acido etilenodiamina tetracético (EDTA). Posteriormente, o extrato resultante foi centrifugado
a 10.000 rpm a 4°C por 20 minutos, e o sobrenadante foi coletado para posterior leitura, de
acordo com a metodologia de Bradford, 1976. Este mesmo extrato foi utilizado para as analises

das enzimas, no comprimento de onda de 595 nm em espectofotémetro.

Carboidratos sollveis totais (CST)

Foi pesado 0,2 g de material vegetal, macerado, filtrado e transferido para um
erlenmeyer de 125 ml, em seguida adicionou-se 20 ml de etanol (80%). Foi pipetado para 0s
tubos de ensaio, separadamente, 0,2 ml dos extratos da amostra e solu¢des padréo de glucose,
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mantendo-se os tubos em banho de gelo. Adicionou-se a cada tubo de ensaio, 0,2 ml do
reagente antrona, fechando-os hermeticamente e agitando-o suavemente até homogeneizar.
Cautelosamente, os tubos de ensaio foram transferidos para um banho-maria regulado a 100°C
por 10 minutos, a fim de desenvolver coloracdo azul-esverdeada. Apos este tempo, levou-se
0s tubos novamente para o banho de gelo e aguardou-se por 5 minutos. Depois de resfriados,
transferiu-se o contetdo dos tubos para cubetas de 1,0 ml para assim iniciar a leitura no

comprimento de onda de 620 nm, de acordo com o protocolo de Bezerra Neto e Barreto (2011).

Prolina livre (PRO)
Foi pesado e macerado 0,1 g de massa fresca em N liquido até homogeneizacéo,

seguido da adicdo de 5 ml de &cido sulfossalicilico a 3%, depois filtrado em papel filtro N° 02.
A partir da obtencdo do extrato apds a filtragem, foram retirados 1 ml da amostra e transferidos
para tubo de ensaio, contendo 1,0 ml de &cido ninidrina, 1,0 ml de &cido acético glacial.
Posteriormente, os tubos foram tampados e colocados em banho-maria por 1 hora a 100°C e
transferidos, imediatamente, para banho de gelo durante 10 minutos. Apos esse procedimento,
foram acrescentados 2,0 ml de tolueno e os tubos foram agitados vigorosamente, por 20
segundos, para a separacdo das fases. O sobrenadante foi aspirado da fase aquosa, do qual
procederam as leituras em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 520 nm. A
concentracéo da prolina foi determinada usando-se a curva padrdo: 0, 5, 10, 20, 25e 30 mg L-
1. Foi quantificado com base na metodologia descrita por Bates et al. (1973), modificada por
Bezerra Neto e Barreto (2011).

Pigmentos Fotossintéticos

Macerou-se 0,1 g de folhas frescas em 12,5 ml de acetona a 80% (v/v) e 0 extrato obtido
foi filtrado em tela de nylon de malha fina. As leituras para a determinacéo do teor de clorofila
a, b e carotenoides foram realizadas em 645, 663 e 470 nm, respectivamente
(LICHTENTHALER,1987), essas foram realizadas com o auxilio do espectrofotometro UV-
VIS (220-2000UV, Biospectro, Curitiba, PR, Brasil). Foram determinados conforme

adaptacOes feitas por Bezerra Neto e Barreto (2011).
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Atividades das enzimas do sistema antioxidativo

Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

Utilizando o mesmo extrato feito para quantificacdo de PST e a reacdo foi composta por
uma solugdo contendo 1390 pl do tampdo fosfato de potéssio monobasico 100 mM (pH 7,0),
50 ul do extrato enzimético e 60 pl de perdxido de hidrogénio (0,5 M). As leituras foram feitas
a uma temperatura de 25°C em espectrofotdmetro a 240 nm (no tempo zero e aos 60 segundos).
A atividade enzimatica foi determinada e calculada usando um coeficiente de absorbéancia do
H20. durante 1 minuto e expressa em mmol H202 mg ~* proteina min 2. Esta anlise seguiu a

metodologia descrita por Berrs e Sizer (1952).

Ascorbato Peroxidade (APX, EC 1.11.1.1)
A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Nakano e Asada (1981). O

meio de rea¢ao composto por 650 pl de tampdo fosfato de potassio 80 mM, pH 7,5, 100 pl de
ascorbato 5 mM, 100 ul de EDTA 1 M, 100 puL de H202 1 mM e 50 ul do extrato protéico. A
atividade da APX foi determinada pelo monitoramento da taxa de oxidac¢éo do ascorbato a 290

nm, a 30 °C, durante 60 segundos, em espectrofotdmetro.

Superodxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
A reacgéo foi composta pela adi¢do de 50 pl de amostra bruta, a uma solucdo contendo
13mM de metionina, 75uM de NBT (tetrazélio nitroazul), 100mM de EDTA e 2uM de

riboflavina em 3,0 ml de tampéo fosfato de potassio 5mM, pH7,8. Em camara fechada a reacéo
iniciou-se por meio da iluminacdo dos tubos, composta por lampadas fluorescentes, a 25°C.
Ap06s 5 minutos de incubacdo, a catélise foi determinada pela interrupcéo da luz. O composto
azul formado (formazan) pela fotorredugdo do NBT foi determinado pela leitura em
espectrofotdbmetro a 560nm. Os tubos considerados brancos receberam 0s mesmos reagentes,
mas foram mantidos cobertos com papel aluminio, evitando exposicdo a luz. Para célculo,
adotou-se a porcentagem de inibicdo obtida, 0 volume da amostra e a concentracao de proteina
na amostra (ug/ul). Foi determinada seguindo a metodologia de Giannopolitis e Ries (1977).

Malondialdeido (MDA)
Foram macerados 200 mg do material vegetal em 2 ml de &cido tricloroacético (TCA)

a 1% adicionando 20% de PVVPP para preparacao do extrato. Apos a completa homogeneizagéo

o material foi centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm. A partir desse material foi coletado
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250 pl de sobrenadante, sendo adicionado um 1 ml de solu¢do composta por TCA (acido
tricloroacético a 20%) e TBA (&cido tiobarbiturico a 0,5 %). A solucdo foi mantida em banho-
maria a 95°C por 30 minutos, passando por um resfriamento rapido por 10 minutos, em seguida
as amostras foram centrifugadas por mais 10 minutos a 10.000 rpm, a leitura deu-se em
espectrofotébmetro a 535 nm e o residuo a 600nm, conforme metodologia descrita por Heath e
Packer (1968).

Perdéxido de hidrogénio (H»05)

Foi determinado a partir do extrato preparado para 0 MDA. 0,2 g de folhas frescas foi
macerado e homogeneizado em 2 ml de tricloroacético acido (TCA-1%) com PVPP. Em
seguida o extrato foi transferido para microcubos e centrifugado a 10.000 rpm a 4°C por 5
minutos. Depois, transferiu-se 0 sobrenadante para outro microtubo (no gelo), sendo
adicionado 800 pl de lodeto de Potéssio e 200 pl de tampéo fosfato; passado este tempo, a
solugé@o permaneceu durante uma hora no gelo e no escuro. Posteriormente, e em seguida foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 390 nm. (ALEXIEVA et al., 2001).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica utilizando o software SISVAR,
as médias foram comparadas pelo Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade e as interacGes

confirmadas atraves da Analise de Componentes Principais (PCA), utilizando o Software R.

RESULTADOS

Andlises biométricas

Ao final do experimento, aos 60 dias, observou-se que o genotipo Orelha de Vo
apresentou maior altura no tratamento controle na auséncia de AS e no déficit moderado, o
maior crescimento em altura foi observado tanto na presenca, como na auséncia do &cido
salicilico (AS) e o genotipo Cearense também apresentou maiores alturas no tratamento de
déficit moderado na presenca do AS, quando comparados aos demais tratamentos (Figura 2).
Enquanto que nos tratamentos de déficit severo, nas concentragdes de 0 e 1,0mM, ndo houve

diferencas estatisticas entre os genotipos, apresentando menores valores (Figura 2A).
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Quanto a producdo da massa seca, tanto da parte aérea (MSPA), quanto radicular
(MSPR), foram observadas reducdes significativas a medida que foi diminuida a
disponibilidade hidrica (DS) demonstrando a sensibilidade nesse parametro em todos os
gendtipos, independente da presenca ou ndo do AS (Figuras 2B e 2C). Com relacdo a parte
aérea, o gendtipo Orelha de V6, quando submetido ao DM, apresentou valores semelhantes ao
encontrados nas plantas do controle (Figura 2B). Em contrapartida, a massa seca radicular do
gendtipo Cara Larga apresentou maiores valores, quando submetidas a DM sem adi¢do do AS,
comparado aos demais tratamentos, exceto aos tratamentos controle (Figura 2C). Ja a relagéo

raiz/parte aérea (R/PA) ndo foram constatadas diferencas significativas (Figura 2D).
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Figura 2. Dados biométricos dos genétipos Cara Larga, Cearense e Orelha de V6 de Phaseolus lunatus submetidos
a diferentes condigdes hidricas durante 60 dias, ap0s receber aplicacao do elicitor (acido salicilico — 0 e 1,0 mM):
(A) Altura; (B) Massa seca da parte aérea (MSPA); (C) Massa seca radicular e (D) Relagdo raiz parte aérea (R/PA).
Médias com letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos no nivel de 0,05 pelo teste Scott-Knott.

Analises de trocas gasosas

Com relacéo as leituras e mensuracdes dos parametros fisiologicos, foram observados
diferencas no comportamento dos genotipos ao final do experimento (Figura 3). Para a
fotossintese liquida (A), uso eficiente da agua (A/E) e teor relativo de dgua (TRA), ndo foram
constatadas diferencas estatisticas dos gendtipos perante os tratamentos impostos (Figura 3A,
3D e 3F). Quanto a condutancia estomatica (gs) e a transpiragéo (E), no tratamento controle, os
gendtipos Cara Larga e Cearense apresentaram maiores valores na auséncia e presenca do AS.

Ja nos tratamentos de DM, os genétipos Cara Larga e Orelha de V6 apresentaram um aumento



significativo, quando submetidas ao AS, comparando com a mesma disponibilidade hidrica na
auséncia do elicitor. No DM, o gendtipo Orelha de V6 apresentou menor temperatura foliar na

presenca do AS, em comparagdo com os demais tratamentos (Figura 3E).
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Figura 3. Avaliacdes fisioldgicas dos gendtipos Cara Larga, Cearense e Orelha de V6 de Phaseolus lunatus
submetidos a diferentes condic8es hidricas durante 60 dias, apds receber aplicacdo do elicitor (acido salicilico — 0
e 1,0mM): (A) fotossintese liquida (A); (B) Condutancia estomatica (gs); (C) Transpiracdo (E) e (D) Eficiéncia
do uso da agua (A/E); (E) Temperatura foliar e (F) Teor relativo de dgua (TRA). Médias com letras diferentes
indicam diferengas entre os tratamentos no nivel de 0,05 pelo teste Scott-Knott.

Teores de H202, MDA e atividade das enzimas antioxidativas

A concentracdo de perdxido de hidrogénio (H202) foi significativamente menor no
tratamento controle com e sem AS em todos 0s genotipos (Figura 4A). O DM, na presenca do
AS, apresentou um aumento significativo no gendtipo Cara Larga com relacdo aos demais
tratamentos. Ainda nesse tratamento, vale frisar que o gendétipo Cearense, teve diminuigédo

significativa da concentracdo de H202 em relacdo ao tratamento sem o AS. Esse mesmo perfil



46

do genotipo Cearense também foi observado nos tratamentos de DS, o qual a presencga do
elicitor apresentou influéncia significativa, diminuindo o H20., em comparagdo com as plantas
ndo pulverizadas com o AS (Figura 4A). Ja no genotipo Orelha de V0, foi possivel observar
que quando tratadas com o AS e submetidas a 25% de disponibilidade hidrica, a concentracao
de H202 aumentou quando comparadas as plantas deste genétipo e no mesmo tratamento, na

auséncia do elicitor.
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Figura 4. Avaliacao de peroxido de hidrogénio (H202), Malondealdeido (MDA\) e enzimas do estresse oxidativo:
Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato peroxidase (APX) nos genoétipos Cara Larga, Cearense
e Orelha de V0 de Phaseolus lunatus, submetidos a diferentes condicdes hidricas durante 60 dias, apos receber
aplicacdo do elicitor (&cido salicilico — 0 e 1,0mM): (A) Peroxido de Hidrogénio (H20>); (B) Malondialdeido
(MDA); (C) Superoxido Dismutase (SOD) e (D) Catalase (CAT) e (E) Ascorbato Peroxidase (APX). Médias com
letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos no nivel de 0,05 pelo teste Scott-Knott.

No que diz respeito a concentracdo de malondialdeido (MDA), houve reducdo
significativa nas plantas controle tratadas com 1,0mM de AS nos gendtipos Cara Larga e Orelha
de V0. Sob déficit moderado sem o AS, 0 genotipo Cearense apresentou menor concentracao

deste composto em comparagdo com o0s demais gendtipos. Por outro lado, a presenca do AS
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elevou a produgdo de MDA nesse gen6tipo, ndo diferindo dos demais, no tratamento DM. As
plantas do Genotipo Orelha de V@, submetidas a DS, tratadas com AS, apresentou diminuicdo
do MDA quando comparadas com as plantas desse tratamento sem elicitor (Figura 4B).

Em relacdo as enzimas antioxidativas, a Superoxido Dismutase (SOD) ndo apresentou
diferengas significativas entre os tratamentos (Figura 4C). Quanto a Catalase (CAT), no
genotipo Orelha de V4, foi constatado maior atividade dessa enzima no tratamento controle
sem 0 AS, em relacdo aos demais tratamentos. Além disso, ndo houve diferencas estatisticas
nos tratamentos de DM e DS (Figura 4D). Com relacdo a Ascorbato Peroxidase (APX), o
genotipo Orelha de V6 destacou-se significativamente dos demais, com elevados valores no
tratamento controle sem o AS. Enquanto o gendtipo Cearense, 0 DM apresentou diminuicdo
significativa perante os demais tratamentos, independente da auséncia ou presenca do AS
(Figura 4E). Ja no DS o gendtipo Orelha de V06, apresentou diminuicdo da atividade de APX
nas plantas tratadas com o AS, quando comparadas com as plantas submetidas a 25% de agua
sem elicitor (Figura 4E).

Prolina, carboidratos sollveis totais, proteinas solUveis totais e clorofila total

A producéo de prolina nas plantas tratadas sem AS
no tratamento controle, foi menor no gen6tipo Orelha de V6, quando comparada com os outros
gendtipos no mesmo tratamento (Figura 5A). Quando submetidas ao AS, a concentracao de
prolina da Orelha de V6 apresentou um aumento, semelhantes ao genotipo Cearense. Em
contrapartida, o genotipo Cara Larga apresentou diminuicdo no controle com AS, quando
comparada as plantas controle sem elicitor. No DM sem o AS, maiores valores desta variavel
foram observados no genoétipo Cara Larga, quando comparados aos demais gendtipos. J& no
que diz respeito aos tratamentos de DS, foi possivel observar uma menor concentracéo do teor
de prolina no gendtipo Cearense (Figura 5A), quando ndo submetidas a AS. Quanto aos teores
de carboidratos (CST), no tratamento controle sem o AS, o genotipo Cara Larga apresentou
maiores concentragdes nesta variavel em comparagdo com os demais genotipos, igualando seus
valores no tratamento controle com a presenca do elicitor (Figura 5B). O geno6tipo Cara Larga
ainda apresentou valores de carboidratos superiores quando submetidas a DM, na auséncia e
presenca do AS, quando comparada aos demais genotipos. Ja no DS, o gendtipo Orelha de Vo,
apresentou menores concentragdes de CST, independente da aplicacdo ou ndo do AS (Figura
5B). Se tratando das proteinas solUveis totais (PST), no controle sem o AS, o gen6tipo Orelha

de V6 se destacou dos demais tratamentos, apresentando maior teor de PST. No DM, as plantas
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doo gendtipo Cara Larga apresentaram aumento, quando tratadas com o AS. Quanto aos

tratamentos do DS, todos os gendtipos demonstraram valores semelhantes, independente da

auséncia ou presenca do AS (Figura 5C). No que diz respeito aos teores de clorofila total e

carotenoides, ndo foi verificada diferencas estatisticas entre os gendétipos e tratamentos (Figura
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Anélise de Componentes Principais (PCA)

Mediante os resultados dos tratamentos hidricos impostos, no genédtipo Cara Larga a
ordenacdo envolvendo todas as variaveis representou 54,36% da variagdo total dos dados. Para
aPC1 (Dim 1), as variaveis mais representativas foram PST, Prolina, Chl a, Chl b, APX, Altura,
sendo correlacionados positivamente entre si no tratamento com AS e déficit moderado (DM),
porém tais varidveis demonstraram correlacdo negativa com a MSR, TRA, gs, E e A, agrupadas
no tratamento controle e sem o elicitor (Figura 6A e 6B). Os tratamentos do déficit severo
apresentaram o0 mesmo agrupamento, contudo ndo apresentaram diferencas entre a adi¢éo ou
ndo do &cido salicilico, ndo apresentando dessa forma, correlacdo com as variaveis de maior
significancia destacados na PCA (Figura 6A e 6B), tais resultados corroboram com o grafico
da Figura 6C, que mostra 0s respectivos agrupamentos, onde o grupo controle com AS, destaca-

se dos demais tratamentos.
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O gendtipo Cearense com 0s principais componentes expressos nos tratamentos hidricos,
com mais de 50% da variabilidade, demonstrando que as variaveis Chl b, CR, A/E, MDA e
altura, possuem correlacéo positiva agrupando-se no tratamento moderado com o AS (Figura
7A e 7B), porém relacionaram-se negativamente com as variaveis MSRA, A, gs e E, agrupados
nos tratamentos de déficit moderado sem o AS e controle com o AS (Figura 7A e 7B). Enquanto
no Cluster, verifica-se que os tratamentos com déficit severo (DS) com e sem AS se agrupam
entre si, enquanto que o tratamento moderado com AS, se destaca de forma isolada, quando

comparado aos demais (Figura 7C).
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No gendtipo Orelha de V0, a porcentagem da variabilidade dos dados foi maior que
50%. Dessa forma, os resultados perante os tratamentos hidricos mostram que 0s componentes
mais importantes na PC1 (Dim 1) foram MDA, A, gs, E, Altura, Chl b, APX e PST,
demonstrando correlagdes positivas entre si, agrupando-se no tratamento com AS e déficit
moderado, porém, tiveram correlacbes negativas com as variaveis MSPA, MSRA,
Comprimento da raiz, Chl a e Carotenoides, agrupados no tratamento controle sem o AS (Figura
8A e 8B). No cluster o tratamento controle com AS, apresentou comportamento isolado perante
os demais. Os tratamentos do déficit severo com AS e sem AS apresentaram proximidade

guanto ao agrupamento.
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DISCUSSAO

O cultivo do feijdo-fava é realizado tradicionalmente por pequenos agricultores, no qual
utilizam predominantemente variedades crioulas de crescimento indeterminado (CARMO et
al., 2015), caracteristicas estas intrinsecas aos trés genotipos utilizados neste estudo. Vale frisar
ainda, que 0 manejo de sementes crioulas retrata uma importante estratégia para os agricultores,
especialmente para aqueles que suas areas estdo localizadas em regido de clima instavel, a
exemplo da regido semiarida do Nordeste (LONDRES, 2014).

Dessa forma geral, sabe-se da grande importancia da agua para a producéo vegetal em
nivel mundial. Sendo assim, o déficit hidrico € um fator que limita o estabelecimento e o
crescimento das plantas, causando danos bioquimicos, fisiol6gicos, anatdmicos e morfoldgicos
(LANG et al., 2018). Mediante a isto, com base nos resultados, todos os genétipos sofreram
influéncia a medida que a restricdo hidrica foi intensificada, tendo o crescimento afetado, mais
precisamente no déficit severo, demonstrando sensibilidade nestas condi¢es. Contudo, nas
plantas do geno6tipo Cearense a presenca do acido salicilico (1,0mM) teve atuacdo positiva no
déficit moderado, apresentando incrementos significativos.

De posse de tais resultados, destaca-se que o acido salicilico participa de inimeras
funcdes reguladoras no metabolismo das plantas, sendo capaz de ativar mecanismos de resposta
e defesa a estresses ambientais, e de forma mais ampla, melhorias no crescimento e acimulo
de fitomassa seca na presenca do AS, pode ser explicado pela agdo conjunta do referido elicitor
com demais reguladores de crescimento, como auxinas, acido giberélico, citocininas, acido
jasmonico, dentre outros, o0 que induz uma maior tolerancia ao estresse hidrico (KANG et al.,
2014). Diante do exposto, cabe ressaltar que a eficacia do AS no crescimento vegetal depende
de alguns aspectos que devem ser levados em consideragéo, tais como a concentracao adequada,
a forma de aplicacdo e a espécie vegetal, além do tempo de exposi¢do ao estresse (EL-ESAWI
etal., 2017).

Em complemento, Carvalho et al. (2016), reiteram que a disponibilidade hidrica € um
fator determinante no crescimento e no acimulo de fitomassa, como foi cientificado no presente
estudo, em que todos os genotipos foram sensiveis ao déficit severo, sem qualquer interferéncia
do AS. Nao obstante, alguns trabalhos mostram a eficacia do AS (Lima et al. 2019), onde a
aplicacdo do AS em feijoeiro (P. vulgaris), incrementou a massa seca, como também o
comprimento de raiz e a germinagdo. O estudo de Agostini et al., (2013), trabalhando com

feijdo, também retratam incremento na massa seca com a aplicacdo de AS. Estes resultados
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puderam ser constatados nas plantas do genotipo Orelha de V6, que quando tratadas com
1,0mM de AS no déficit moderado, apresentaram incrementos significantes na MSPA.

Frente a isso, Marcos et al. (2018), salientam que em condicao de baixa disponibilidade
hidrica, a reducédo de crescimento da parte aérea esta associada ao aumento do sistema radicular
como estratégia para melhorar a absor¢do de &gua, pois as plantas investem nesse processo
alterando o padréo de alocagdo de carbono para permitir a formagdo de um sistema radicular
mais profundo. O mais comum dentre as modificacbes frente a escassez hidrica, é o
alongamento radicular em busca de obter mais agua, visto que a taxa de secagem é maior na
superficie do solo, além das inimeras alteracdes que a planta sofre, principalmente no
crescimento, que dependera da divisdo e expansdo celular, condicionada pela pressdo de
turgescéncia, processo pelo qual é afetado pelo déficit hidrico no solo ou até mesmo pelo
excesso de transpiracdo (ALSINA et al., 2010).

A vista disso, cabe evidenciar que em condicdes de limitac&o hidrica, as plantas poderéo
reduzir a condutancia estomatica (gs), que por consequéncia ira dificultar a fixacdo de carbono
essencial para o metabolismo fotossintético, prejudicando dessa forma o crescimento e
producdo de massa seca, 0 que comprova uma relacdo direta entre tais variaveis. Diversos
trabalhos comprovam reducdes nas medidas de trocas gasosas relacionados ao déficit hidrico
em varias culturas (PEREIRA FILHO et al., 2019; Y1 et al., 2016; COSTA et al., 2015;
FERNANDES et al., 2015; ROSALES et al., 2012). Sendo assim, a reduc¢éo da disponibilidade
hidrica no solo, causa reducGes na condutancia estomatica com implicacGes diretas na
transpiracdo, fotossintese e temperatura foliar, como observado em todos 0s gendtipos desse
estudo, podendo causar prejuizos e, na maioria das vezes, o colapso na producdo agricola em
caso de secas severas (TATAGIBA et al., 2015).

No estudo de Batista et al. (2019), utilizando AS, reiteram o fato de que em condicdes
normais a A ndo possui dependéncia exclusiva da clorofila, mas depende também de outros
fatores como a atividade da Rubisco e atividades PEP, gs e absorcéo de carbono, no qual o AS
contribuiu no aumento dessas variaveis. Apesar de que neste trabalho nao foi cientificado essa
constatacdo, a fotossintese liquida ndo apresentou diferencgas significativas entre os tratamentos.
E segundo Tan et al. (2017), a fotossintese liquida € altamente influenciada pelos efeitos
indiretos da alta temperatura, bem como pelo elevado déficit de pressdo de vapor e
consequentes decréscimos na condutancia estomatica.

Vaérios estudos relacionam a diminuigdo da fotossintese ao fechamento estomatico e
aumento da resisténcia a difusdo de CO2 (FLEXAS et al., 2012; PEREZ-MARTIN et al., 2014).
Acerca disso, sobre os pigmentos fotossintéticos Ashraf e Harris (2013), afirmam que a
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habilidade de manter niveis apropriados de clorofila sob condi¢cdes desfavoraveis,
possivelmente esteja correlacionada a toleréncia e eficiéncia fotossintética, e tais feedbacks
podem ter ligacdo com a atividade de enzimas que participam da biossintese de clorofila, ou
ainda, mecanismos que reduzem a degradacdo desses pigmentos, dificultando dessa forma, a
reducdo dos niveis de clorofila em condi¢des de estresse. Quanto aos carotenoides, que s&o
caracterizados como pigmentos acessorios, atuam essencialmente na prote¢cdo do mecanismo
fotossintético, no qual em maiores concentracdes, indicam genotipos aclimatados em condigdes
de déficit hidrico (SILVA et al., 2014). Em complemento, nessas condi¢des, em que 0 estresse
oxidativo pode ocorrer, carotenoides também cooperam no sistema de defesa antioxidante ndo
enzimatico diminuindo a formagao das EROs (LIU et al., 2015).

E quanto a transpiracdo (E) e a condutancia estomatica (gs), conforme foi observado, 0s
gendtipos Cara Larga e Orelha de V6 apresentaram um aumento significativo, quando tratadas
no DM, com direta influéncia do AS. Diante disso, a compreensdo sobre como plantas em
diferentes ambientes regulam a transpiracdo, pode auxiliar em informagdes sobre a tolerancia
dessas espécies no que diz respeito a instabilidade climatica (BOURNE; HAIGH;
ELLSWORTH, 2015). Além disso, a fim de garantir o fornecimento de 4gua por mais tempo
aos seus tecidos, as plantas reduzem a sua area de transpiracdo, diminuindo a sua expansao
celular e consequentemente sua area foliar, perdendo biomassa e reduzindo o crescimento da
parte aérea (ANJUM et al., 2011).

E cabivel enfatizar ainda, que o fechamento estomatico reduz as taxas transpiratorias,
causando aumento da temperatura foliar, se a temperatura estiver acima do ideal para a planta,
afetara diretamente os fotossistemas, bem como a assimilacdo de carbono (SHUKLA et al.,
2018), conforme observado no gend6tipo Orelha de V6, que apresentou aumento significativo
da TF no DS, independentemente da auséncia ou presenca do AS.

Posto isto, vale destacar que o uso de AS em concentracdes apropriadas pode elevar a
capacidade fotossintética e, todavia, a resposta da planta a este horménio depende das condicGes
ambientais, da espécie, variedade, época de aplicacdo, concentracdo e forma de uso
(NIVEDITHADEVI et al., 2012).

Uma das consequéncias do déficit hidrico é o desequilibrio do estado redox intracelular,
que ocasiona a producdo em excesso de EROs, dentre as quais destaca-se 0 H.O2 (MONTEIRO
et al. 2011). Vale enfatizar, que as EROs séo capazes de atravessar membranas e se difundirem
entre 0s compartimentos, e quando em excesso, provocam danos as membranas através da
peroxidacao lipidica (TIAN et al., 2016). Estudos como o de Silva et al. (2017), tém atribuido
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o uso do AS como mitigador do estresse hidrico, por ser capaz de minimizar os efeitos deletérios
nas plantas em condicdes estressantes.

Neste enfoque, Batista et al. (2019), constatou que o AS foi responsavel por diminuir a
superproducdo de H>O2 em plantas com estresse, no presente trabalho este resultado foi
observado no genotipo Cearense tratadas com AS no DM. Por outro lado, sabendo que o H20>
atua na sinalizacdo do estresse, a presenca do AS auxiliou também nesta resposta, constatando-
se aumento do H»O> nos genotipos Cara Larga e Orelha de Vo, no DM e no DS,
respectivamente. Sendo assim, apesar disso, 0 genotipo Orelha de V6 demonstrou maior
aclimatagdo no DS na presenga do AS, diminuindo significativamente a producdo do
malondialdeido (MDA), impedindo danos & membranas celulares. E segundo Torun (2019), o
AS aplicado de forma exdgena € capaz de regular as enzimas de defesa antioxidantes para
desintoxicar as espécies reativas de oxigénio. Nessa vertente, é importante frisar que os danos
oxidativos aos lipideos das membranas sdo caracterizados pela producdo de MDA, um
composto que é um produto da peroxidacdo lipidica, que atua como indicador de estresse
(DONG et al., 2019).

Nesta acepcdo, para enfrentar a superproducdo das EROs, como meio de escape contra
os danos oxidativos, as plantas possuem um sofisticado mecanismo enziméatico e néo
enzimatico de defesa antioxidante, e dentre os sistemas enzimaticos, destacam-se: a SOD, a
CAT e APX (ACOSTA et al., 2017). A SOD ¢é classificada como sendo a primeira linha de
defesa no combate as formas reativas de oxigénio (GILL et al., 2015). Sendo assim, a SOD
catalisa a dismutagdo de O." para H2O> e O2 em todos os compartimentos subcelulares como
cloroplastos, mitocdndrias, nlcleos, peroxissomos, citoplasma e apoplastos (GILL; TUTEJA,
2010).

Ainda se tratando de enzimas antioxidantes, Pereira et al. (2012), reforcam que a partir
do momento que o nivel de H>O2 é elevado, inicia-se a acdo de enzimas secundarias de
detoxificacdo, tais como, CAT e APX. Nesse sentido, Carneiro et al. (2011), ressaltam que a
maior atividade da CAT e APX em condicdes de estresse pode ser justificada pela necessidade
de eliminacdo do H.O> produzido pela atividade da SOD e também pela possivel taxa de
fotorrespiracdo. A alta atividade da CAT é atribuida as plantas que estdo sob condi¢des adversas
de forma geral, uma vez que se caracteriza como meio alternativo para a converséo de EROs,
como o H>O2, em &gua e oxigénio molecular, evitando assim, danos as estruturas celulares que
estdo sob restricdo hidrica (DUBEY, 2010).

Por conseguinte, os carboidratos sdo outro grupo importante de moléculas em resposta

ao deficit hidrico, contribuindo para o ajuste osmético e tolerancia das plantas a dessecagéo
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(VELAZQUEZ-MARQUEZ et al., 2015). Desse modo, os carboidratos quando acumulados,
além de atuarem como osmorreguladores, participam da diminuicdo do potencial hidrico (¥w),
acarretando no aumento da capacidade de absorcdo de dgua das plantas, e como consequéncia,
os efeitos deletérios do déficit hidrico no teor relativo de dgua do vegetal sdo atenuados,
podendo atuar também na geracéo e eliminacdo de EROs (ALBUQUERQUE et al., 2013).
Outro osmorregulador de grande relevancia é a prolina, que possui fungdes protetoras
de carater especificos na adaptacdo do vegetal perante o déficit hidrico (YANG et al., 2015).
Além do mais, possui influéncia direta no processo de ajuste osmotico, contribuindo também
para a estabilizacdo das EROs (BHASKARA et al., 2015). Portanto, a prolina é um dos
osmoprotetores mais relevantes, possuindo importancia indispensavel para o ajuste e tolerancia
de plantas a estresses abioticos (SHARMA et al., 2011). Nesse contexto, Ullah et al. (2017),
reiteram que o acréscimo no teor de prolina em condi¢des de déficit hidrico, pode estar
diretamente associada ao mecanismo de regulacdo osmotica, que ira atribuir a planta, a
capacidade de retirar agua do solo, afim de proteger principalmente a integridade celular.
Nesse caso, estudos apontam que o AS aumenta o teor de prolina, favorece o aumento
do sistema de defesa antioxidante em algumas culturas, revelando o possivel papel regulador
deste elicitor em niveis transcricionais e/ou traducionais (GHASEMZADEH; JAAFAR, 2013).
Foi cientificado na presente pesquisa, que 0 AS contribbuiu para o aumento de prolina em todos
0s gendtipos, essencialmente no DS na presenca do AS. Os resultados indicam ainda, que a
aplicacdo de AS pode atuar no acimulo de carboidratos solUveis e prolina, o que pode indicar
gue o ajuste osmotico causado pelo AS pode atenuar/evitar o estresse oxidativo e melhorar os

parametros fotossintéticos conforme foi observado.
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CONCLUSOES

Verificou-se que os genotipos responderam de formas distintas aos tratamentos de
disponibilidade hidrica e ao tratamento de AS. Constatou-se a eficacia do AS no gendtipo
Orelha de V6 em pardmetros biometricos, fisioldgicos e bioquimicos.

O &cido salicilico atuou como elicitor, minimizando os efeitos do estresse hidrico
especialmente no gendtipo Orelha de VO, que sobressaiu na maioria das variaveis analisadas. E

a analise de PCA mostrou que o AS teve maior influéncia no déficit moderado.
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