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RESUMO

BONFIM, R. A. A. Mitigacdo dos efeitos da restricdo hidrica em plantas jovens de
maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims) por meio de aplica¢des de bioestimulante,
acido salicilico e nitroprussiato de sodio. Vitoria da Conquista — BA, UESB, 2022. 71 p.
(Dissertacdo: Mestrado em Agronomia; Area de Concentragio: Fitotecnia)®.

A deficiéncia hidrica limita o crescimento das mudas apds o transplante e pode ser crucial
para sua sobrevivéncia. A aplicacdo de elicitores tem sido utilizada para mitigar diversos
estresses abidticos em plantas. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com o
objetivo de investigar a capacidade de trés eliciadores em mitigar os efeitos do déficit
hidrico em plantas jovens de maracuja-amarelo. Foram estabelecidos dois regimes de
irrigacdo com base em 90 e 30% da capacidade do vaso. Foram avaliados 0s seguintes
elicitores: Stimulate®, um bioestimulante composto por auxinas, giberelinas e citocininas;
acido salicilico (ASL), um regulador de crescimento vegetal; e nitroprussiato de sodio
(SNP), um doador de NO, mais uma testemunha (somente aplicacdo de agua, sem
elicitores). Foram avaliados atributos biométricos, estado hidrico da planta, trocas gasosas,
teor de pigmentos fotossintéticos, amido, agucares redutores e substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e atividades da superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase
(GPX). O déficit hidrico afetou vérias caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas e
prejudicou atributos biométricos essenciais. No entanto, esses efeitos negativos foram
atenuados com a aplicacdo de elicitores e 0s processos inibitérios do crescimento foram
reprimidos. Os elicitores revelaram desempenhos variaveis como mitigadores do estresse
hidrico, dependendo das caracteristicas fisiologicas e bioquimicas. O SNP foi 0 mais eficaz
na prevencao da reducdo da condutancia estomatica e na manutencdo da assimilacdo de
CO2, enquanto o Stimulate® foi o mais eficaz na prevencdo da redugdo do teor de
pigmentos fotossintéticos. Os trés elicitores foram eficazes na inducdo da osmorregulacéo,
0 que ajuda a manter o turgor celular. Além disso, os elicitores atenuaram o estresse
oxidativo, seja aumentando as atividades de SOD e GPX, seja mantendo estavel ou
diminuindo o teor de TBARS, evitando a peroxidacdo lipidica. Com base nos resultados
obtidos neste estudo, conclui-se que a aplicacdo de elicitores € uma estratégia eficaz para
mitigar os efeitos do déficit hidrico em plantas jovens de maracuja-amarelo.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes; estresse abiético; osmorregulacdo; 6xido nitrico;
reguladores de crescimento.

! Orientador: Prof. Dr. Paulo Araquém Ramos Cairo, UESB e Coorientador: Prof. Dr. Fabio Pinto Gomes,
UESC.
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ABSTRACT

BONFIM, R. A. A. Mitigation of the effects of water restriction in young yellow
passion fruit plants (Passiflora edulis Sims) by applications of biostimulant, salicylic
acid and sodium nitroprusside. Vitéria da Conquista — BA, UESB, 2022. 71 p.
(Dissertation: Master Science in Agronomy; Area of Concentration: Crop Science)?.

Water deficit limits seedlings growth after transplanting and can be crucial for its survival.
The application of elicitors has been used to mitigate various plant abiotic stresses. We
carried out a greenhouse experiment with aim to investigate the ability of three elicitors to
mitigate the effects of water deficit in young yellow passion fruit plants. Two irrigation
regimes were established based on 90 and 30% of the pot capacity, respectively. The
following elicitors were evaluated: Stimulate®, a biostimulant composed of auxins,
gibberellins and cytokinins; salicylic acid (SA), a plant growth regulator; and sodium
nitroprusside (SNP), a NO donor, plus a control (water application only, without elicitors).
Biometric attributes, plant water status, gas exchange, content of photosynthetic pigments,
starch, reducing sugars and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and
superoxide dismutase (SOD) and guaiacol peroxidase (GPX) activities were assessed.
Water deficit affected various physiological and biochemical characteristics and was
detrimental to essential biometric attributes. However, these negative effects were
attenuated with the application of elicitors, and the growth inhibitory processes were
repressed. The elicitors revealed variable performances as water stress mitigators,
depending on the physiological and biochemical characteristics. SNP was the most
effective in preventing a reduction in stomatal conductance and maintaining CO:
assimilation, while Stimulate® was the most effective in preventing a reduction in
photosynthetic pigments content. The three elicitors were effective in inducing
osmoregulation, which helps to maintain cell turgor. Furthermore, the elicitors attenuated
oxidative stress, either by increasing SOD and GPX activities, either by maintaining stable
or decreasing TBARS content, preventing lipid peroxidation. Based on the results obtained
from this study, we conclude that the applications of elicitors are an effective strategy to
mitigate the effects of water deficit in young yellow passion fruit plants.

Keywords: Abiotic stress; antioxidant enzymes; growth regulators; nitric oxide;
osmoregulation.

2 Advisor: Prof. Dr. Paulo Aragquém Ramos Cairo, UESB and Coadvisor: Prof. Dr. Fabio Pinto Gomes,
UESC.
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1 INTRODUCAO

O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims) é um fruto consumido principalmente
in natura, mas também comercializado como compota, suco integral e polpa congelada. A
polpa é utilizada na producédo de doces, geleias, sucos, néctares, sorvetes, licores e outros
produtos (Petry et al., 2019). O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja amarelo,
cuja producéo alcancou 690.394 t em 2020. O estado da Bahia € o segundo maior produtor
no pais, com uma area de 17.414 ha destinada a colheita, e uma producdo de 197.160 t. No
entanto, o estado apresenta rendimento de 11,32 t ha?, que é inferior & média nacional
(14,87 t hal), sendo apenas 0 16° no pais (IBGE, 2020).

Nos Gltimos anos, a crescente demanda por maracuja amarelo tem levado a um
aumento nos investimentos em tecnologias de cultivo, seja para promover o crescimento
vegetativo ou para aumentar o rendimento de frutos. Em algumas regides, essas tecnologias
séo direcionadas principalmente para mitigar efeitos da baixa pluviosidade e distribuicéo
instavel de chuvas. Apos o plantio em local definitivo, a ocorréncia de estresse hidrico pode
restringir especialmente o crescimento inicial das mudas, tornando-se determinante para a
sua sobrevivéncia (Freire et al., 2014).

Na literatura, os principais efeitos da deficiéncia hidrica sobre as plantas ja estdo
bem documentados (L. et al., 2020; Misra et al., 2020; Patmi et al., 2020), e frequentemente
se reportam a inibicdo do crescimento em altura, diametro de caule e reducdo da cobertura
vegetal. Esses efeitos ocorrem, em parte, devido ao fechamento estomatico, que restringe as
trocas gasosas, reduzindo a taxa fotossintética. Contudo, também séo observadas alteracoes
nos teores de pigmentos fotossintéticos, carboidratos solGveis e de reserva, proteinas e
aminoéacidos, frequentemente associadas a osmorregulacdo. Além disso, o estresse hidrico
favorece a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem danificar o aparato
fotossintético e a integridade das membranas celulares (Yang et al., 2021).

Recentemente pesquisas tém destacado o emprego de compostos organicos e
inorgénicos para atenuar os efeitos da restricdo hidrica em plantas (Irani et al., 2021).
Também chamados de elicitores, esses compostos podem modular uma série de processo a
em niveis celulares e moleculares, desencadeando diversas respostas e estresses abioticos

(Ahmad et al., 2019). Os reguladores vegetais, que sdo substancias que atuam no
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metabolismo e promovem o crescimento e desenvolvimento vegetal, sdo uma alternativa
para mediar essas respostas.

Os bioestimulantes sdo produtos naturais ou sintéticos resultantes da mistura de dois
ou mais reguladores vegetais ou de outras substancias, como aminoacidos, nutrientes e
vitaminas. O Stimulate® ¢ um bioestimulante registrado no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento — MAPA, sob o n° 3601, constituido de ingredientes ativos que
ocorrem naturalmente na planta, tais como: cinetina, acido giberélico e acido 4-indol-3-
ilbutirico (Stoller, 2022). Estudos indicam que a aplicacio de Stimulate® melhora a
tolerdncia ao estresse hidrico em plantas de algoddo (Baldo et al., 2009) e tamarindo
(Dantas et al., 2012), e em eucalipto (Santos et al., 2019).

O ASL, por sua vez, € um hormonio vegetal que atua como molécula sinalizadora e
tem relacdo com varias funcGes bioquimicas e fisiologicas que contribuem para aumentar a
tolerancia a estresses bidticos e abioticos (Liu et al., 2022). Aplicagdes de ASL podem
influenciar o crescimento e desenvolvimento celular, seja por exercer controle estomatico
das trocas gasosas, seja porque promove ou ativa o sistema de defesa antioxidante (Silva et
al., 2017; Kaya, 2021).

Além dessas alternativas hormonais, alguns autores investigam também a eficacia
da utilizacdo de NO — uma pequena molécula gasosa considerada como radical livre, que
atua como mitigadora do estresse hidrico em plantas (Ghadakchiasl et al., 2017; Yadu et al.,
2017). Em plantas sob deficiéncia hidrica, o NO favorece as trocas gasosas foliares,
melhora a eficiéncia no uso da &gua, acumula osmoélitos compativeis, como agucares
sollveis e redutores, e ativa enzimas antioxidantes que atuam na degradacdo de ERO
(Fatma e Khan, 2014; Batista et al., 2018). Na literatura, ha relatos sobre a aplicacdo de
SNP, um doador de NO, como uma alternativa para mitigar o estresse hidrico em brdécolis,
tomate e lima (Munawar et al., 2019; Elkelish et al., 2021; Jafari e Shahsavar, 2022).
Contudo, informacdes sobre o desempenho de SNP ainda sdo escassas para muitas outras
especies de interesse agrondémico.

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicagédo de
Stimulate®, ASL e SNP sobre atributos biométricos, estado hidrico da planta, trocas
gasosas, constituintes quimicos e sistema de defesa antioxidante em plantas jovens de

maracuja amarelo submetidas a deficiéncia hidrica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultivo de maracujazeiro amarelo no Brasil: aspectos sdcio-econémicos, botanica

e manejo

O maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis Sims) é uma espécie pertencente a
familia Passifloraceae, nativa da America Central. Aproximadamente 750 espécies de
maracujazeiro estdo distribuidas em zonas tropicais e subtropicais, das quais 120 sdo
nativas do Brasil. Contudo, apenas 9,2% dessas espécies sdo destinadas aos cultivos
comerciais — dentre elas, o maracujazeiro amarelo (Petry et al., 2019).

A expansdo do cultivo de maracujazeiro amarelo no Brasil ocorreu por intermédio
de cafeicultores, em busca de uma alternativa para aumentar a sua renda. Com o tempo, 0s
pomares comerciais se intensificaram e, a partir dos anos 90, a cultura conquistou sua
valorizagdo no mercado, despertando o interesse de pesquisadores sobre o seu
melhoramento genético (Meletti, 2011).

O maracujazeiro amarelo é uma trepadeira herbacea que alcanca de 5 a 10 metros de
altura, o que o torna exigente de um sistema de conducdo eficaz para se desenvolver
adequadamente durante o seu ciclo de vida, que varia de 3 a 6 anos, aproximadamente. As
suas folhas sdo lanceoladas e trilobadas, com a presenca de gavinhas (Jesus e Rosa, 2017;
Carlosama et al., 2020). Os seus frutos apresentam caracteristicas atrativas, como sabor e
qualidade nutricional, tanto para consumo da polpa in natura, como para producdo de
sucos, geleias, iogurtes, sorvetes e doces, entre outras iguarias (Cerqueira-Silva et al., 2014;
Petry et al., 2019).

Segundo o IBGE (2020), o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking mundial de
producdo de maracuja amarelo, com 690.364 t anuais de frutos produzidos em 6.530 ha de
area cultivada. A regido Nordeste € a maior produtora no pais, tendo os estados da Bahia e
do Ceara como os maiores produtores nacionais. Na Bahia, cerca de 57% da producéo estéo
concentrados nos municipios de Dom Basilio, Livramento de Nossa Senhora e Rio Real. A
cultura é considerada também como uma alternativa para a geracdo de empregos na

agricultura familiar, empregando cerca de trés a quatro trabalhadores por hectare
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implantado e oferecendo répido retorno econdémico aos fruticultores (Faleiro e Junqueira,
2016).

O maracujazeiro amarelo € uma espécie frutifera de clima tropical que se
desenvolve bem em ambientes com estacBes chuvosas e secas bem definidas, e em solos
arenosos, argilosos e ligeiramente &cidos. No Nordeste brasileiro, contudo, a escassez e a
irregularidade de chuvas restringem o seu desenvolvimento. Além disso, as suas raizes sao
frequentemente expostas a lencol freatico alto e praticas de irrigacdo inadequadas, ou ao
uso de agua salinas, que acarretam prejuizos a produtividade. Esses fatores concorrem para
uma intensa busca por tecnologias de cultivo, a fim de amenizar as limitagdes ambientais
(Ferrari et al., 2015).

2.2 Efeitos fisioldgicos do estresse hidrico

Em geral, a deficiéncia hidrica em plantas ocorre por quantidade insuficiente de
agua disponivel no solo ou por uma alta demanda evaporativa atmosférica. A medida que o
solo continua a secar e o potencial hidrico do solo a diminuir, hd cada vez menos agua
disponivel no solo para absorcdo pelas raizes. Isso resulta em uma tendéncia geral de
reducdo do potencial hidrico da planta ao longo do tempo. O estresse hidrico ocorre quando
h& um desequilibrio entre a oferta de agua, ligada ao potencial hidrico do solo, e a demanda
da planta, ligada as condicdes evaporativas da atmosfera (Giménez et al., 2013). O teor
relativo de agua, frequentemente usado como indicador da turgidez relativa de tecidos da
planta, também sofre decréscimos, como consequéncia do estresse hidrico (Ma et al.,
2015).

Caracteristicas morfoldgicas associadas ao crescimento, tais como altura de plantas,
didametro do caule, nimero de folhas e area foliar, sdo geralmente afetadas negativamente
pela deficiéncia hidrica. AlteracGes na pressao de turgor foliar, temperatura do dossel e
disponibilidade de fotoassimilados contribuem para que haja um menor crescimento em
altura e restricdo & expansdo do numero de folhas e da area foliar (Helaly et al., 2017;
Lozano-Montafa et al., 2021; Yang et al., 2021).

A deficiéncia hidrica leva a uma diminuicdo das condutancias estomaticas (Ding et

al., 2018) e mesofilicas (Flexas et al., 2012), contribuindo, assim, para reduzir a
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transpiracéo e a taxa de assimilagdo de CO., inibindo a atividade da Rubisco (Wang et al.,
2022). Estudos realizados por Gomes et al. (2012) e Garcia-Castro et al. (2017) corroboram
esses efeitos em maracujazeiros submetidos a periodos prolongados de seca. A diminuicéo
na taxa de assimilacéo de COg, por sua vez, leva a um acumulo de NADPH e a consequente
inibicdo da transferéncia de elétrons do centro de reacdo do fotossistema Il (PSII) para o
NADP™ (Gomes et al., 2012). A energia de excitacdo dos elétrons do PSII é, entdo, usada
para converter Oz a oxigénio singleto (*O2*), formando as ERO, que oxidam pigmentos
fotossintéticos, reduzem a absorcao da radiacdo luminosa (Sapeta et al., 2013; Biareh et al.,
2022; Muhammad et al., 2022) e promovem a peroxidac&o de lipidios de membrana (Killi
et al., 2020), levando ao extravasamento de eletrélitos.

Sob restricdo hidrica, pode ocorrer um decréscimo na concentracdo de clorofilas e
carotenoides, seja por inibicdo da atividade de enzimas, seja por reducdo na absorcdo de
nutrientes envolvidos na biossintese desses pigmentos (Farooq et al., 2009b). Estudos
realizados por Teixeira et al. (2023) corroboram esse efeito de redugdo na concentracéo de
clorofilas em maracujazeiros amarelos submetidos a deficiéncia hidrica.

Em espécies menos tolerantes, ou sob deficiéncia hidrica severa, decréscimos na
concentracéo de clorofila ocorrem em funcéo da desintegracdo das membranas, ocasionada
pelo estresse oxidativo (Younas et al., 2022). No entanto, dependendo da espécie vegetal, a
reducdo na absorcdo de energia luminosa, decorrente de menor concentracdo de clorofila
nas folhas, pode se constituir numa estratégia protetora contra o estresse oxidativo (Matos
et al.,, 2009). Por outro lado, o aumento na concentracdo de clorofilas possibilita a
manutenc¢do da capacidade fotossintética sob restricdo hidrica (Correia et al., 2014), e pode
estar relacionado a reducdo na expansdo foliar ou ao papel protetor exercido pelos
carotenoides (Mendes-Pinto et al., 2013; Correia et al., 2014).

Em organismos vivos, O> pode ser convertido em ERO, que sdo parcialmente
reduzidas a radicais como perdxido de hidrogénio (H202), superoxido (O27), oxigénio
singleto (*O2") e radical hidroxila (*OH), os quais sio produzidos em quase todos os
compartimentos subcelulares e possui caracteristicas fisico-quimicas distintas que podem
facilmente oxidar o DNA, proteinas, lipidios e outras moléculas sensiveis ao redox. O

impacto indiscriminado de niveis excessivos de ERO em constituintes celulares é
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geralmente referido como estresse oxidativo que, em condi¢des de deficiéncia hidrica, é
facilmente ativado (Kerchev e Breusegem, 2021; Phua et al., 2021).

A ativacdo do sistema de defesa antioxidante € um dos mecanismos de tolerancia
desenvolvidos pelas plantas em condicBes de deficiéncia hidrica. Alguns compostos
organicos sdo considerados antioxidantes, a exemplo dos carotenoides, que neutralizam o
efeito reativo e danoso de 0," sobre componentes celulares, especialmente os lipidios de
membrana, resultando em dissipacdo da energia excedente captada (Barbosa et al., 2014;
Cohen et al., 2021; Kerchev e Breusegen, 2021).

Por outro lado, o sistema de defesa contra as ERO também pode ser conduzido pela
atuacdo de enzimas antioxidantes presentes em diferentes compartimentos celulares,
conferindo um estado de homeostase redox ao sistema. As principais enzimas antioxidantes
sdo dismutase do superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), redutase da glutationa
(GR), peroxidases (POD), catalase (CAT) e peroxirredoxinas (Prx) (Taiz et al., 2017). As
concentragfes de ERO e atividade de enzimas antioxidantes tém sido associadas a
processos de sinalizacdo e defesa contra estresse hidrico (Barbosa et al., 2014). Aumentos
na atividade de enzimas antioxidantes tém sido relatados em estudos com frutiferas
submetidas a deficiéncia hidrica (Ismail et al., 2004; Anjum et al., 2012; Helaly et al.,
2017), resultando em melhor crescimento e rendimento.

Ajuste osmotico, osmoprotecdo e o sistema de defesa antioxidante estdo entre 0s
mecanismos fisioldgicos mais importantes para conferir tolerancia das plantas a seca. O
ajuste osmatico consiste na acumulacdo de solutos, que reduz o potencial hidrico celular
sob e stresse osmatico, preservando o teor relativo de agua (Yang et al., 2021). Esses
solutos podem ser ions ou moléculas osmoticamente ativas, incluindo aclcares sollveis,
alcoois de acgucares, prolina, compostos quaternarios de amoénio, como a glicina betaina,
acidos organicos e ions, como calcio e potassio, dentre outros (Zivcak et al., 2016). O
aumento nas concentracdes de acUcares redutores, decorrentes da hidrolise de amido,
contribui para proteger as células durante periodos de desidratacdo, diminuindo o0s
processos bioquimicos e atenuando os efeitos das ERO (Rosa et al., 2009; Sami et al.,
2016).

2.3 Hormaonios, reguladores de crescimento e a mitigagdo do estresse hidrico
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2.3.1 Auxinas

As auxinas sdo hormdnios vegetais que coordenam muitos dos principais processos
durante o crescimento e desenvolvimento vegetal, bem como respostas multiplas a
estimulos externos, incluindo estresses bioticos e abitticos (Blakeslee et al., 2019). A
auxina mais abundante, o &cido indol-3-acético (AlA), afeta quase todos 0s aspectos do
desenvolvimento da planta, incluindo a polaridade apical-basal (Frimlet al., 2003), a
formacdo de raizes (Benkovéet al., 2003), o alongamento do caule e respostas de
crescimento tropico.

Sob condicdes de estresse hidrico, aplicacbes de auxina promovem 0 crescimento
vegetativo, aumentando a altura de plantas, diametro do caule, area foliar e expansdo das
raizes (Marhavy et al., 2016; Pashang et al., 2021). Auxinas também aumentam a
condutancia estomatica, que favorece as trocas gasosas foliares e a assimilacdo de COg,
conforme relatos de estudos realizados com milho (Quan et al., 2004), algoddo (Habibi et
al., 2015) e trigo (Bagheri et al., 2019).

Sob estresse hidrico, as auxinas promovem um aumento na concentracdo de
pigmentos fotossintéticos, regulando os processos de oxidacdo-reducdo das células e a
oxidacdo dos pigmentos (Davani et al., 2016; Liu et al., 2016). Nesse caso, a mitigacao da
toxicidade das ERO ocorre tanto por ativacao de enzimas antioxidantes como pela remocao
de radicais livres. Sob estresses abidticos, aplicacdes de auxinas aumentaram a atividade de
enzimas antioxidantes e reduziram a peroxidacdo lipidica em trigo (Mohsenzadeh e
Zohrabi, 2018), cartamo (Pashang et al., 2021) e berinjela (Shahzad et al., 2022).

A auxina desempenha, ainda, um papel importante no aumento dos niveis dos
osmolitos compativeis durante o estresse hidrico, induzindo a expressdo de genes
envolvidos no processo de sintese e catabolismo de agucares, proteinas e aminoacidos. Em
trevo branco (Li et al., 2018), feijdo-fava (Rady et al., 2021) e beringela (Shahzad et al.,
2022) sob estresses abidticos, os niveis de acUcares sollveis e prolina aumentaram em

decorréncia de aplica¢Ges de auxina.

2.3.2 Giberelinas

20


javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423817307264?via%3Dihub#bib0215
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030442382100769X#bib0082
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030442382100769X#!

As giberelinas, ou &cido giberélico, sdo um horménio vegetal encontrado em quase
todos os orgdos das plantas, incluindo raizes, folhas jovens, frutos e sementes em
germinacdo. A sua biossintese ocorre em trés compartimentos celulares — plastidios,
reticulo endoplasmatico e citosol — e em trés fases, tendo o geranil-difosfato como
precursor priméario (Hedden e Thomas, 2016). As giberelinas controlam varios processos
metabolicos associados ao crescimento e desenvolvimento, promovendo alongamento e
divisdo celula, que envolvem respostas adaptativas a estresses abidticos (Achard et al.,
2008; Colebrook et al., 2014; Khan et al., 2015).

Em plantas de milho (Akter et al., 2014), trigo (Coelho Filho et al., 2013) e tomate
(Gaion et al., 2018) sob estresse hidrico, aplicacdes de giberelinas promoveram o
crescimento vegetativo, aumentando altura de plantas, diametro de caule, expansdo de
raizes e acumulo de biomassa. As giberelinas atuam na regulagdo do potencial hidrico foliar
e do teor relativo de agua, ajudando a preservar o estado hidrico das plantas (Colebrook et
al., 2014), conforme atestam estudos sobre videira (Teszlak et al., 2013), feijoeiro (Abbasi
et al., 2019) e girassol (Jan et al., 2019) sob estresse hidrico. As trocas gasosas foliares
também sdo afetadas pelas giberelinas, devido ao seu estimulo a sintese de acido abscisico
(ABA), cujo acimulo promove o fechamento estomatico (Verma et al., 2016), como
mostram estudos realizados com arroz (Du et al., 2015), laranjeiras (Wang et al., 2016) e
tomate (Gaion et al., 2018) sob estresse hidrico.

A diminuicdo da eficiéncia fotoquimica em plantas sob estresse hidrico pode ser
amenizada por aplicacdes de giberelinas que atuam evitando a degradacao de cloroplastos e
a fotoinibicdo do PSII, auxiliando na manutencdo da integridade da membrana celular
(Verma et al., 2016). Sob estresse hidrico, as giberelinas ajudaram a preservar a eficiéncia
fotoquimica do PSII em Vicia faba (Rady et al., 2021) e as concentracfes de pigmentos
fotossintéticos em trigo (Moumita et al., 2019) e mudas de louro (Aktas et al., 2008).

A toxicidade das ERO pode ser mitigada pela atuacdo das giberelinas no aumento
da atividade de enzimas antioxidantes, evitando a peroxidagéo lipidica e o extravasamento
de eletrolitos (Moumita et al., 2019). Aumentos na atividade das enzimas antioxidantes
com aplicagdes de giberelinas foram observados em plantas de canola (Li et al., 2010),
cebola (Semida et al., 2019) e batata (Khalid e Aftab, 2020) sob estresses abidticos.

21



As giberelinas podem promover um aumento nos niveis de osmdlitos compativeis
por meio da regulacéo de diferentes genes que podem modular a capacidade osmotica com
0 acumulo de acucares soluveis, proteinas, prolina e glicina betaina (Singh et al., 2015),
como atestam estudos realizados com plantas de canola (Li et al., 2010), girassol (Jan et al.,
2019) e feijdo-fava (Rady et al., 2021) sob estresse hidrico.

2.3.3 Citocininas

Citocininas sdo um grupo de hormodnios vegetais sintetizados em tecidos
meristematicos jovens que desempenham fungbes que vdo desde a promocdo do
crescimento dos meristemas apicais, regulacdo do ciclo celular, mobilizacdo de nutrientes e
controle da senescéncia, até a formacdo dos nodulos em raizes de plantas fixadoras de
nitrogénio (Zwack e Rashotte, 2015). Além disso, as citocininas estdo envolvidas em
multiplas respostas a estresses bidticos e abidticos, tais como resisténcia a patdgenos e
tolerancias a seca e a salinidade (Nishiyama et al., 2011; Hwang et al., 2012).

Sob estresse hidrico, as citocininas promovem o crescimento através de estimulos a
divisdo celular, aumentando a altura de plantas, didmetro do caule e acimulo de biomassa
(Akter et al., 2014). Aplicacbes de citocininas em plantas de milho (Akter et al., 2014),
gergelim (Hussein et al., 2015) e trigo (Madhulika et al., 2019), sob estresse hidrico,
promoveram o crescimento da parte aérea e o acUmulo de massa seca das plantas. Em
plantas de soja (Fioreze et al., 2013) e trigo (Raza et al., 2020) sob estresse hidrico, o efeito
das citocininas sobre o potencial hidrico e o teor relativo de agua melhorou o seu estado
hidrico.

As citocininas também sdo conhecidas por atuarem na regulacdo do movimento
estomatico, por meio do balanco hormonal junto com o ABA, com reflexos nas trocas
gasosas foliares (Hussein et al., 2016). Em plantas de algodao (Kuppu et al., 2013), milho
(Mahrokh et al., 2019) e café (Acidri et al., 2020) sob estresses abioticos, aplicacdes de
citocininas promoveram melhorias nas trocas gasosas, proporcionando mais tolerancia.

AplicacGes exdgenas de citocininas podem promover aumento nas concentragdes de
clorofilas e carotenoides e maior distribuicdo de cloroplastos ao redor da celula (Heshmat et
al., 2014), como atestam estudos realizados com plantas de gergelim (Hussein et al., 2015)
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e trigo (Zaheer et al., 2019) sob estresse hidrico. Além disso, as citocininas atuam na
ativacdo de enzimas antioxidantes, atenuando a toxicidade causada por ERO durante o
estresse hidrico (Rashotte et al., 2014). Esse efeito tem sido comprovado em estudos com
plantas de tabaco (Lubovska et al., 2014), cevada (Vojta et al., 2016) e berinjela (Xiao et
al., 2017).

As citocinas desempenham, ainda, um importante papel no ajuste osmdtico das
células, promovendo aumento nos niveis dos osmélitos compativeis. Em plantas de tomate
sob estresse hidrico, Niakam e Ahmadi (2014) verificaram aumentos nos niveis de agucares

soluveis e prolina, em resposta a aplica¢cdes de citocininas, induzindo o ajuste osmatico.

2.3.4 Bioestimulantes — Stimulate®

Os bioestimulantes sdo produtos naturais ou sintéticos resultantes da mistura de dois
ou mais reguladores vegetais ou de outras substancias (aminoécidos, nutrientes e
vitaminas), e podem ser aplicados diretamente nas plantas ou em tratamento de sementes.
Atuam no metabolismo, promovendo o crescimento e desenvolvimento vegetal, e induzem
respostas de tolerancia a diversos estresses abidticos (Du Jardin, 2015).

O Stimulate® ¢ um bioestimulante vegetal comercial, fabricado pela Stoller do
Brasil Ltda, composto por trés reguladores vegetais: acido 4-indol-3-ilbutirico (0,005%),
que é convertido a AlA na célula vegetal; cinetina (0,009%); e &cido giberélico (0,005%)
(Stoller, 2022). Nos Gltimos anos, o uso do Stimulate® tem se intensificado na agricultura,
com reflexos positivos no crescimento da parte aérea e sistema radicular e na produtividade
das culturas (Dias et al., 2012). Estudos revelam que esse bioestimulante promove a
mitigacdo do estresse hidrico em plantas de algodao (Baldo et al., 2009), tamarindo (Dantas
et al., 2012) e eucalipto (Santos et al., 2019), favorecendo o crescimento vegetal, o estado

hidrico da planta e as trocas gasosas foliares.

2.3.5 ASL
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O ASL é um hormdnio de carater fendlico que atua como molécula sinalizadora e
exerce influéncia sobre o crescimento celular, respiracdo e fechamento estomaético,
conferindo tolerancia a estresses bioticos e abioticos (Gorni et al., 2017). A sua sintese
ocorre por duas vias distintas, a do isocorismato e a da fenilalanina amdnia-liase, sendo a
primeira via predominante na maioria das plantas cultivadas (Catinot et al., 2008; Wani et
al., 2017; Jahan et al., 2019).

Estudos demonstram que aplicagdes de ASL promovem a mitigacdo do estresse
hidrico em caracteristicas como altura das plantas, biomassa, area foliar e taxa de

crescimento relativo, além do aumento na razdo raiz / parte aérea (Elgamaal e Maswada

2013; Abd EI-Mageed et al., 2016; Maswada et al., 2018). Em plantas de trigo (Loutfy et
al., 2012), feijdo comum (Andrade et al., 2021) e milho (Shemi et al., 2021), a aplicagéo de
ASL favoreceu a manutencdo do potencial hidrico foliar e do teor relativo de &gua,
contribuindo para preservar o estado hidrico. O aumento da condutancia estomatica,
também promovido pelo ASL, favorece o influxo de CO> e a fotossintese liquida (Aires et
al., 2022).

O ASL também atua sobre os processos fotoquimicos e bioguimicos envolvidos na
maquinaria fotossintética, aumentando a eficiéncia quantica do PSII e o fluxo de elétrons
(Khoshbakht e Asgharei, 2015). Esses efeitos do ASL tém sido observados em plantas de
milho (Shao et al., 2018) e tomate (Lobato et al., 2021). Estudos também demonstram que
0 ASL promove aumento nas concentracBes de pigmentos fotossintéticos em plantas de
trigo (Loutfy et al., 2012) e grdo-de-bico (Vaishad e Talebi, 2015). Além disso, os efeitos
toxicos das ERO podem ser mitigados pelo ASL, que pode atuar tanto na ativacdo de
enzimas antioxidantes, reduzindo os niveis de O2 e H202, como na peroxidacéo lipidica,
conforme atestam estudos realizados em plantas de cevada (Fayez e Bazaid, 2014), canola
(Laetal., 2019) e tomate (Lobato et al., 2021).

O aumento nos niveis dos osmélitos compativeis, em condi¢des de estresse hidrico,
também tem sido associado a atuacdo de ASL na regulacdo de enzimas hidroliticas, que
promovem a sintese de acUcares sollveis e redutores, aminoacidos e prolina. Estudos
comprovaram esses efeitos em oliveiras (Shafiei et al., 2019) e plantas de trigo (Sedaghat et

al., 2020) sob condicdes de estresse hidrico.
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2.4 NO e a mitigagdo do estresse hidrico

Os primeiros estudos que abordaram os efeitos de NO sobre 0 metabolismo e alguns
processos fisiologicos tém origem em observacdes sobre a sua acdo exdgena, na condicao
de poluente atmosférico (Taylor, 1974; Anderson et al., 1979), e evoluiram a partir da
confirmacdo da sua sintese endégena em plantas, ha mais de 40 anos (Klepper, 1979).
Trata-se de uma molécula gasosa, pequena e reativa, que se difunde prontamente pelas
células e interage com diferentes compostos celulares, exercendo diversas fungdes na
fisiologia das plantas (Correa-Aragunde et al., 2015; Hasanuzzaman et al., 2018), com
efeitos sobre o seu crescimento e aclimatacdo a estresses (Leshem e Haramaty, 1996).

Desde os primeiros estudos sobre o NO, um dos maiores desafios tem sido
investigar a sua sintese enddgena em células vegetais. Estudos indicam que plantas
terrestres ndo possuem a enzima sintase do 6xido nitrico (NOS), diferentemente de outros
organismos vivos. Em contrapartida, vias redutivas de producdo de NO, a partir de
nitrato/nitrito, foram identificadas nos vegetais, mediadas principalmente pela redutase de
nitrato (RN) (Del Rio et al., 2003; Jeandroz et al., 2016; Kolbert et al., 2019).

A enzima RN é considerada indispensavel no metabolismo de assimilacdo de N,
sendo responsavel pela reducdo de nitrato (NO3") a NO2". Por outro lado, ha evidéncias de
gue a RN (dependente de NADPH) também estd envolvida na reducdo de NO2" a NO
(Rockel et al., 2002). Entretanto, a afinidade entre RN e NO2 € baixa (Km ~100 uM) e, por
isso, a sintese de NO pode ser limitada pelas baixas concentracdes de NO2™ (geralmente da
ordem de uM) em tecidos vegetais (Planchet et al., 2005). Mesmo assim, ha relatos sobre a
participacdo de NO dependente de RN em diversos processos fisioldgicos, em plantas sob
estresses abidticos, tais como a regulacdo do movimento estomatico mediado pelo &cido
abscisico (ABA), ativacdo do metabolismo antioxidante e expansdo de tecidos radiculares
induzida por auxinas (Desikan et al., 2002; Kolbert et al., 2008; Sang et al., 2008).

Quando administrado em baixas concentragdes, 0 NO promove a expansao de raizes
priméarias (Fernandez-Marcos et al., 2011), crescimento vegetativo (Lozano-Juste e Ledn,
2011) e fotossintese (Beligni e Lamattina, 1999; Zhang et al., 2006). O NO é capaz de
regular as respostas multiplas das plantas a uma diversidade de estresses bioticos e

abioticos, e atenuar estresses oxidativos (Beligni e Lamattina, 1999; Crawford e Guo, 2005;
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Delledonne, 2005). Sob tais condices, a aplicagdo de NO pode promover o crescimento da
parte aérea (Kausar et al., 2013) e prevenir a reducdo da area foliar (Fatma e Khan, 2014) e
da expanséo radicular (Silveira et al., 2016).

A aplicacdo de NO favorece a manutencdo do estado hidrico da planta. Em
Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, Triticum aestivum e Crambe abyssinica sob
estresse hidrico, a aplicagdo de NO promoveu melhorias no potencial hidrico foliar e teor
relativo de agua (Boyarshinov e Asafova, 2011; Zimmer-Prados et al., 2014; Batista et al.,
2018).

O envolvimento do NO nas trocas gasosas foliares de plantas sob estresse hidrico
tem relagdo com as vias de sinalizacdo do ABA. O fechamento estomatico induzido por
ABA requer geracdo e acdo de NO. A aplicacdo de NO atenuou os efeitos do estresse
hidrico, devido a melhorias nas trocas gasosas, em plantas de Physalis angulata (Leite et
al., 2021). Segundo Fu et al. (2016) e Sousa et al. (2019), o NO, além de regular os
movimentos estomaticos, também esta envolvido na formacdo de células-guarda, o que
garante uma maior densidade estomatica em plantas sob estresse hidrico.

Decréscimos na taxa de fotossintese liquida, que sdo comuns em plantas sob
estresse hidrico, podem ser amenizados por aplicacbes de NO, seja por estimulo ao
transporte de elétrons no PSII, através da regulacdo de genes relacionados a cadeia de
transporte de elétrons (Prochazkova et al., 2013; Misra et al., 2014), seja por aumento na
atividade da RuBisCO (Fatma e Khan, 2014; Silveira et al., 2017). Além disso, aumentos
nas concentracdes de pigmentos fotossintéticos também tém sido observados em algumas
espécies (Ahmad et al., 2016; Munawar et al., 2019; Silveira et al., 2019). A manutencéo
das concentracOes desses pigmentos é atribuida ao papel de NO como inibidor da sintese de
ERO (Fan e Liu, 2012).

O NO desempenha, ainda, um papel importante como regulador do nivel e
toxicidade das ERO (Beligni e Lamattina, 1999), seja contribuindo para aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes, seja reagindo com radicais lipidicos que impedem a
peroxidacado lipidica mediada por radicais, evitando, assim, o extravasamento de eletrolitos
(Fan e Liu, 2012; Sandalio e Romero-Puertas, 2015). O NO pode reduzir os radicais livres
lipidicos, anions superoxidos (O2") e peroxido de hidrogénio (H202), quando atingem niveis
toxicos (Hu et al.,, 2016). Aumentos na atividade das enzimas antioxidantes foram
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observados em plantas de trigo (Garcia-Mata e Lamattina, 2001), arroz (Farooq et al.,
2009a), brocolis (Boogar et al., 2014), cartamo (Carthamus tinctorius) (Chavoushi et al.,
2019) e gramineas (Munawar et al., 2019) sob estresse hidrico. Os niveis de osmalitos
compativeis também podem aumentar em plantas sob estresses abidticos, como resposta a
aplicacdo de NO. Em Physalis angulata, Leite et al. (2019) observaram aumento nas
concentragOes de agucares sollveis e redutores.

Alguns doadores de NO podem ser fornecidos exogenamente as plantas. O SNP, um
sal cristalino de coloracdo vermelho acastanhado, estd entre os doadores de NO mais
empregados em experimentos, e consiste num complexo inorganico em que o ferro se
encontra no estado ferroso (Fe?*), ligado a cinco anions cianeto (CN") e um fon nitrosila
(NO"). A liberacdo de NO ocorre através de reacGes fotoquimicas, sendo a luz uma
condicdo necessaria. Essa liberacdo ocorre apos a reducdo do SNP, quando ocorre a perda
de cianeto (Harrison e Bates 1993; Feelisch, 1998). Aplicacbes de SNP tém mostrado
eficacia para atenuar os efeitos do estresse hidrico em plantas de trigo (Boyarshinov e
Asafova, 2011), girassol (Cechin et al., 2015) e soja (Sousa et al., 2019).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao da area experimental

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo, no campus da Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia (UESB) em Vitéria da Conquista — BA (14°53°08” sul, 40°48°02”
oeste, altitude 881 m), durante o periodo de 01 de fevereiro a 23 de marco de 2022. O
clima, conforme classificacdo de Koppen, é do tipo Tropical de Altitude (Cwa), com
precipitacdo média anual de 733,9 mm, concentrada nos meses de novembro a marco; e
temperatura média anual de 20,2 °C, cujas médias maxima e minima variam entre 26,4 °C e

16,1 °C, respectivamente.

3.2 Delineamento experimental
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O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, utilizando delineamento
inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 4x2, cujos fatores foram aplicacbes de
Stimulate® (0,5 mL L), ASL (2,5 mmol L) e SNP (100 pmol L), acrescidas de uma
testemunha (somente aplicacdo de dgua, sem os elicitores); e regimes de irrigacdo baseados

em 90 e 30% da capacidade de vaso, com cinco repeti¢des, sendo uma planta por vaso.

3.3 Obtencao das mudas e condic¢des experimentais

Foram utilizadas mudas de maracuja amarelo, com 50 dias de idade, produzidas em
viveiro comercial localizado no municipio de Livramento de Nossa Senhora, no sudoeste
da Bahia. As mudas foram selecionadas quanto a uniformidade de tamanho e transplantadas
em vasos plasticos com capacidade de 20 dm3, contendo areia passada em peneira de malha
5 mm, previamente tratada com lavagem exaustiva em agua corrente. No momento do
transplantio, realizou-se uma primeira adubacdo, utilizando uma solugdo nutritiva
(Hoagland e Arnon, 1952). A solucéo nutritiva foi fornecida, inicialmente, com forca iénica
de 25%, seguida de aumento gradual para 50% aos 15 dias ap0s o transplantio (DAT), de
modo a favorecer a adaptacdo de mudas ao novo substrato.

A umidade do substrato foi mantida, inicialmente, em 90% da capacidade de vaso,
por meio de irrigacOes diarias. A diferenciacdo entre os regimes de irrigacdo passou a
ocorrer aos 45 DAT, quando a irrigacdo em metade dos vasos foi alterada, reduzindo-se a
umidade do substrato a 30% da capacidade de vaso. A verificacdo da umidade do substrato
foi feita pelo método gravimétrico, conforme Souza et al. (2020).

As aplicacbes de Stimulate®, ASL e SNP foram feitas na forma de pulverizagoes,
utilizando um pulverizador manual, fornecendo-se (em média) solugdes de 30 mL planta™,
a cada sete dias. As pulverizacdes foram realizadas aos 31 e 38 DAT (anteriores a
implementacao dos regimes de irrigacéo) e aos 45, 52 e 57 DAT (a partir da implementacao
dos regimes de irrigagao).

3.4 Avaliacoes

3.4.1 Atributos biométricos
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No final do experimento, ocorrido aos 13 dias ap6s a implementacdo dos regimes de

irrigacao, foram feitas avaliacGes sobre 0s seguintes atributos biométricos:

Aumento relativo de altura (H) — A altura de plantas foi obtida pela medicéo desde o

colo, no nivel do solo, até a gema apical do fuste, utilizando-se uma régua graduada
posicionada paralelamente ao caule. Para a obtencdo de H, considerou-se a
diferenca na altura de plantas entre o final e o inicio da implementacéo dos regimes
de irrigacéo;

Diametro de caule (D) - utilizou-se um paquimetro digital, posicionado

perpendicularmente ao caule, a 1 cm acima do solo;

Area foliar total (AF) — baseou-se em medicdes de comprimento (C) e largura (L),

posteriormente utilizadas na seguinte formula: AF = 0,904 (C x L)% (Souto et al.,
2017);

Comprimento da raiz principal (CR) — utilizou-se uma régua graduada;

Volume da raiz — utilizou-se uma proveta de 1L contendo um volume de agua pré-

estabelecido;

Massa seca da raiz e da parte aérea (folhas + caule) — obtida ap6s secagem em

estufaa 70 °C + 5, até atingir massa constante.

3.4.2 Estado hidrico da planta

Potencial hidrico foliar, usando uma cémara de pressdo (Modelo 1000, PMS)

(Scholander et al., 1965). As medicdes foram realizadas as 5 h (pouco antes do
amanhecer), tomando-se uma folha da porcdo mediana da parte aérea, em cada
unidade experimental;

Teor relativo de agua, tomando-se seis discos retirados do limbo foliar das mesmas

folhas utilizadas nas avaliacGes de potencial hidrico foliar. Apos obter a massa de
matéria fresca (MF), os discos foliares foram imersos em agua por 24 horas, para
obtencdo da massa de matéria targida (MT), com posterior secagem em estufa a 65

°C, por 48 horas, para obtencdo da massa de matéria seca (MS). O teor relativo de
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agua foi determinado com base na seguinte formula: TRA = (MF — MS) / (MT —
MS) x 100 (Weatherley, 1950).

3.4.3 Trocas gasosas foliares

As taxas de assimilagéo de CO> (A) e transpiracdo (E), assim como a condutancia
estomatica (gs), foram obtidas usando um analisador de gases por infravermelho (Infrared
Gas Analyser) (IRGA LI-6400, LI-COR®, Nebrasca/USA). As folhas foram previamente
submetidas a irradiancia de 1000 mmol de fétons m? s, A concentracdo de CO; no ar,
fornecido ao analisador (ar referencial), foi de 375 umol mol™. As leituras foram realizadas
pela manhd, entre 8 e 10 h, em folhas completamente expandidas e fisiologicamente
maduras, localizadas na porcdo mediana da copa, em cada unidade experimental. A

eficiéncia intrinseca no uso da dgua (EiUA) foi mensurada pela férmula: EIUA = A/gs.

3.4.4 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

As concentracdes de pigmentos fotossintéticos foram obtidas tomando-se amostras
de discos foliares submetidos a imersdo em 4 mL de dimetilsulféxido (DMSOQ) saturado
com CaCOgz (Hiscox e Israelstam, 1979) por 12 h, em ambiente escuro, para extracdo de
clorofilas a e b e carotenoides. As concentracdes foram determinadas por meio de um
espectrofotdmetro, tendo como referéncia os comprimentos de onda 665, 649 e 480 nm
para as quantificacOes de clorofilas a e b e carotenoides, respectivamente (equacdes 1, 2 e

3). Os resultados foram expressos em ug cm™ (Wellburn, 1994).

Clorofila a = [(12,47 Aess — 3,62 Asag) x V] /(1000 x W) Q)
Clorofila b = [(25,06 Asas — 6,5 Ases) x V] / (1000 x W) (2
Carotenoides = [(1000 Asgo — 1,29 Cl a — 53,78 ClI b) / 220] /1000 x W (3)
Em que:

A = Absorbéancia no comprimento de onda indicado (nm)
V = Volume final do extrato clorofila— DMSO (mL)

W = Area do disco foliar (cm?)
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3.4.5 Quantificacdo de amido e agucares redutores

As concentracdes de amido foram obtidas a partir de amostras com 0,125 g de
folhas secas, previamente desengorduradas em hexano, acrescidas de 5 mL de H2SO4 (0,5
M), a 100 °C, por 1 hora. Apds esse procedimento, adicionou-se dgua completando o
volume para 250 mL. Em seguida, resfriou-se 1 mL dessa solucéo a 0 °C, adicionando-se 5
mL de solucdo de antrona (5 mM). A mistura foi entdo aquecida a 100 °C, por 11 minutos,
seguida de resfriamento a temperatura ambiente, para leitura em espectrofotémetro a 620
nm, conforme a Instrugdo Normativa n° 20 (Brasil, 1999).

As concentragdes de acUcares redutores (AR) foram obtidas a partir de extratos de
folhas completamente expandidas e fisiologicamente maduras, localizadas na porcao
mediana da copa. Para a obtencdo do extrato, foi utilizado, como extrator, 15 mL de
solucdo tampdo KH:PO4 0,1 M, adicionados a 200 mg de amostras foliares secas. O
volume total do extrator foi dividido em trés partes, submetidas a trés centrifugacdes de 45
minutos, a 2.500 g, para recolher o sobrenadante. Aliquotas de 0,8 mL do sobrenadante
foram adicionadas a um meio reacional contendo 0,5 mL de DNS e 0,4 mL de agua, sob
banho-maria a 100 °C, por 5 minutos. Ap6s o resfriamento a temperatura ambiente, foram
adicionados 3,5 mL de &gua, completando o volume para 5,0 mL. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a 540 nm, e os resultados foram expressos em mmol de
AR g massa seca (Miller, 1959).

3.4.6 Quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

As TBARS foram extraidas a partir de 200 mg de amostras liofilizadas de folhas
trituradas em &cido tricloroacético (TCA) a 0,1% e homogeneizadas em 2 mL de solucdo
aquosa de TCA a 0,1%. Os extratos obtidos foram centrifugados por 6 minutos a 10.000xg,
a 4 °C. Amostras do sobrenadante foram transferidas para tubos de reagdo, em mistura com
1,5 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) a 0,5% e TCA a 20%, sob banho-maria a 95 °C, por
30 minutos. Apds o resfriamento e centrifugacdo por 6 minutos a 10.000 g, realizou-se a
leitura em espectrofotdometro a 532 nm, para se quantificar a concentracdo de TBARS
(Heath e Paker, 1968).
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3.4.7 Atividade de enzimas antioxidantes

Para se avaliar a atividade da dismutase do superoxido (SOD; EC 1.15.1.1),
considerou-se uma unidade de atividade enzimética (UA) de SOD como a quantidade de
enzima necessaria para inibir a reducdo do nitro azul de tetrazolio (NBT) pela SOD contida
no extrato enzimatico de tecidos foliares. Aliquotas de 100 pL da extracdo enzimatica
foram transferidas para tubos de ensaios protegidos da luz, contendo tampao NaH2PO4 50
mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, L-metionina 13 mM e NBT 75 uM. A reacdo foi iniciada pela
adi¢do de 2 uM de riboflavina e a concomitante transferéncia dos tubos para uma camara
iluminada por uma lampada fluorescente circular de 30 W, por 15 minutos. Em seguida,
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 560 nm, e a atividade da SOD foi expressa em
unit mg* de proteina (Beauchamp e Fridovich, 1971).

Para se avaliar a atividade da peroxidase do guaiacol (GPX, EC 1.11.1.7), foram
utilizados 20 mg de amostras liofilizadas de tecidos foliares maceradas em nitrogénio
liquido, acrescidas de tampdo NaH2PO4 (50 mM, pH 6,0), com posterior ultrasonicacéo (8
pulsos de 10 segundos cada, amplitude de 70-80%, com 10 segundos de intervalo) em
processador ultrassénico (Ultrasonic Processor Gex 130, 130 W) em gelo, até o
rompimento dos tecidos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
15.000 g. Foram utilizadas microplacas com 96 pocos de 300 pL, contendo 140 uL de
tampéo de reacdo peroxidase 2x [guaiacol 40 M, H2O2 0,06% e NaH2PO4 (20 mM, pH
6,0)], 139 uL de tampdo NaH:POs4 (50 mM, pH 6,0) e 1 puL de extrato enzimatico,
previamente diluido. A variacdo da absorbancia a 470 nm foi monitorada durante 1 min de
reacao, a 25 °C, em espectrofotdmetro leitor de microplacas (VERSAmax). A atividade da
peroxidase do guaiacol foi expressa com o0 aumento do consumo de guaiacol, em umol min
1 mg* de proteina (Lin and Kao, 1999).

3.5 Analise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a homogeneidade, pelo teste de Cochran; e quanto
a distribuicdo normal dos residuos, pelo teste de Lilliefors. Dados que ndo apresentaram
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distribuicdo normal (EiUA) foram transformados, usando log(x). Todos os dados foram
submetidos a anélise de variancia e comparacGes multiplas de médias, pelo teste de Tukey

(p < 0,05), empregando-se o0 programa estatistico R.

4 RESULTADOS

4.1 Atributos biométricos

Os resultados mostram que houve interacdo significativa dos fatores em relagéo a H,
AF, VR, MSR e MSPA. Os demais atributos biométricos ndo foram influenciados pelos
fatores (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia e coeficiente de variagdo (CV) para aumento
relativo de altura de plantas (H), diametro de caule (D), area foliar (AF), comprimento de
raiz (CR) e volume de raiz (VR) em plantas jovens de maracuja amarelo, em funcéo de
aplicacdes de elicitores (E) e regimes de irrigacdo (RI)

Fontes de GL Quadrados médios

variagao H D AF CR VR
E 3 2426,4* 0,883™ 102961* 24,184"  44,58"
RI 1 668,3"™ 1,681™ 217652*  0,420™  376,69*
ExRI 3 8384,3* 0,998™ 441592* 11,756"  112,18*

Residuo 32 4099 0,418 20102 33,203 19,00

CV (%) 20,13 12,73 12,48 11,96 21,94

" ndo significativo, *significativo (p < 0,05), de acordo com o teste F.

Tabela 2. Resumo da analise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para massa seca
da raiz e da parte aérea (MSR e MSPA) em plantas jovens de maracuja amarelo, em funcéo
de aplicacdes de elicitores (E) e regimes de irrigacao (RI)

Fontes de variacéo GL Quadrados médios
MSR MSPA
E 3 0,61* 20,10*
RI 1 0,19™ 36,88*
ExRI 3 0,61* 18,71*
Residuo 32 0,17 1,72
CV (%) 12,73 13,35

" ndo significativo, *significativo (p < 0,05), de acordo com o teste F.
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Considerando-se as plantas sob irrigacdo 90%, os valores de H foram maiores nas
aplicagdes de elicitores do que na testemunha. Esse efeito foi mais acentuado com a
aplicacdo de Stimulate® do que com ASL e SNP. Sob irrigacio 30%, os valores de H
tiveram um decréscimo, independentemente da aplicacdo de elicitores. No entanto, sob
restricdo hidrica, os elicitores proporcionaram valores de H maiores do que na testemunha,
principalmente com a aplicagdo de Stimulate® e em menor intensidade, com ASL e SNP
(Figura 1).
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Figura 1. Aumento relativo de altura em plantas jovens de maracuja amarelo submetidas a
aplicacbes de Stimulate® (STML), acido salicilico (ASL) e nitroprussiato de sodio (SNP),
além da testemunha (T), em regimes de irrigacdo 90% e 30%. As barras em cada coluna
representam o erro padrdo das médias (n=5). Letras maiusculas comparam as aplicacdes de
elicitores em um mesmo regime de irrigacdo, e letras minusculas comparam os regimes de
irrigacdo em um mesmo elicitor, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Sob irrigacdo 90%, os valores de AF foram maiores na testemunha do que nos
tratamentos com aplicacdo de elicitores. Contudo, sob irrigacdo 30%, a AF da testemunha
foi menor que sob irrigagdo 90%. Por outro lado, ndo houve efeito inibitério da restrigdo
hidrica sobre AF nos tratamentos com aplicacdo de elicitores. Sob irrigacdo 30%, a
aplicacdo de SNP, inclusive, promoveu um aumento da AF, em comparacdo com a
irrigacdo 90%. A restrigdo hidrica resultou em valores mais baixos de VR na testemunha, e
esse efeito negativo também foi mitigado pelas aplicacbes de elicitores, notadamente o
ASL (Tabela 3).
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Em comparagdo com a irrigagcdo 90%, a MSR da testemunha tornou-se menor sob
irrigacdo 30%, porem a aplicagdo de elicitores contribuiu para prevenir esse decréscimo.
Entre os elicitores, sob restri¢cdo hidrica, ASL mostrou-se mais efetivo para manter a MSR,
seguido de SNP e Stimulate®. A MSPA também diminuiu sob irrigacio 30%, e a aplicagio
de elicitores contribuiu igualmente para prevenir esse decréscimo. Contudo, entre 0s
elicitores, sob restricdo hidrica, SNP foi mais efetivo para manter a MSPA do que
Stimulate® e ASL (Tabela 4).

Tabela 3. Diametro (D), area foliar (AF), comprimento de raiz (CR) e volume de raiz (VR)
em plantas jovens de maracuja amarelo submetidas a aplicagdes de Stimulate® (STML),
acido salicilico (ASL) e nitroprussiato de sédio (SNP), além da testemunha (T), em regimes
de irrigacéo 90% e 30%

Tratamentos Atributos biométricos
D (mm) AF (cm?) CR (cm) VR (cm?®)

Irrigagéo T 5,61£0,1 Aa 1433,7+45,9 Aa 49,5422 Aa 28,5+2,4 Aa
90% STML 5,0+0,1Aa  10831+643Ba 495+29Aa  18,6+0,9 Ba
ASL 5,1+0,3 Aa 1181,9+60,1 Ba  47,2+2,6 Aa 23,2+1,8 ABa
SNP 5,5+0,1 Aa 1139,9+49.0Bb  46,0+2,1 Aa  21,4+2,1 Aba
Irrigacéo T 4,4+0,2 Aa 706,3+70,4 Cb 51,3+2,0 Aa 12,4+1,7 Bb
30% STML 5,1+0,3 Aa 1032,4+53,4Ba  46,7+28 Aa  15,0+1,6 Aba
ASL  45+0,1 Aa 1092,1+101,9Ba  47,4+18 Aa 20,0+1,3 Aa
SNP 5,5+0,3 Aa 1417,8+40,9 Aa 47,743, 7 Aa 19,8429 Aba

Letras maiusculas comparam as aplicacdes de elicitores em um mesmo regime de
irrigacdo, e letras mindsculas comparam os regimes de irrigacdo em um mesmo elicitor

(n=5), pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 4. Massa seca da raiz e da parte aérea (MSR e MSPA) em plantas jovens de
maracuja amarelo submetidas a aplicages de Stimulate® (STML), 4cido salicilico (ASL) e
nitroprussiato de sodio (SNP), além da testemunha (T), em regimes de irrigacdo 90% e 30%

Tratamentos Atributos biométricos
MSR (g) MSPA (g)
Irrigacéo T 3,0+£0,2 Aa 12,9+0,3 Aa
90% STML 2,4+0,1 Aa 8,9+0,2 Ba
ASL 2,8+0,3 Aa 9,3+0,8 Ba
SNP 2,6+£0,3 Aa 11,9+0,9 Aa
Irrigacéo T 2,2+0,1 Bb 6,8+0,5 Bb
30% STML 2,2+0,2 Ba 8,4+0,6 Ba
ASL 3,0+0,1 Aa 8,5+0,3 Ba
SNP 2,8+0,1 Aba 11,6+0,7 Aa

Letras mailsculas comparam as aplicacGes de elicitores em um mesmo regime de
irrigacdo, e letras minusculas comparam os regimes de irrigacdo em um mesmo elicitor
(n=5), pelo teste de Tukey (p <0,05).

4.2 Estado hidrico da planta

Os resultados mostram que houve interagdo significativa entre os fatores, em
relacdo a Ww e TRA (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da analise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) do potencial
hidrico foliar (Ww) e teor relativo de dgua (TRA) em plantas jovens de maracuja amarelo,
em funcéo da aplicacdo de elicitores (E) e regimes de irrigacédo (RI)

Fontes de variacdo GL Quadrados médios
Yw TRA
E 3 0,21* 16,7
RI 1 7,31* 78,8*
ExRI 3 0,18* 101,2*
Residuo 32 0,06 16
CV (%) 15,41 4,41

" ndo significativo, *significativo (p < 0,05), de acordo com o teste F.

Comparado com a irrigacdo 90%, os valores de W foram menores sob irrigagéo
30%, independentemente da aplicagdo dos elicitores. Contudo, esse decréscimo foi
atenuado com as aplicacdes de Stimulate® e SNP (Figura 2A). Em relagdo ao TRA, sob
irrigacdo 30%, verificou-se um decréscimo dos valores também na testemunha, porém os

seus niveis ndao foram alterados nos tratamentos com aplicacao dos elicitores (Figura 2B).
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Figura 2. Potencial hidrico foliar (¥w) [A] e teor relativo de &gua (TRA) [B] em plantas
jovens de maracuja amarelo submetidas a aplicacbes de Stimulate® (STML), &cido
salicilico (ASL) e nitroprussiato de sédio (SNP), além da testemunha (T), em regimes de
irrigacdo 90% e 30%. As barras em cada coluna representam o erro padrdo das meédias
(n=5). Letras mailsculas comparam as aplicacdes de elicitores em um mesmo regime de
irrigacdo, e letras mindsculas comparam os regimes de irrigacdo em um mesmo elicitor,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.3 Trocas gasosas foliares

Os resultados mostram que houve influéncia isolada de cada fator sobre gs, e
interacdo significativa entre os fatores em relacdo a A, E e EiUA (Tabela 6). Embora nao
tenha ocorrido interagdo significativa dos fatores em relagéo a gs, houve influéncia de cada
fator, quando analisados individualmente. Os valores de gs foram bastante reduzidos sob
irrigacdo 30% (Figura 3A), enquanto o tratamento com a aplicacdo de SNP proporcionou
valores de gs mais altos do que nos demais elicitores e testemunha, os quais nao diferiram

entre si (Figura 3B).
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Tabela 6. Resumo da andlise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) da condutancia
estomatica (gs), assimilacdo de CO- (A), transpiragdo (E) e eficiéncia intrinseca do uso da
agua (EiUA) em plantas jovens de maracuja amarelo, em funcéo da aplicacéo de elicitores
(E) e regimes de irrigacéo (RI)

Fontes de variacdo GL Quadrados médios
Js A E EiUA
E 3 0,0088* 9,52* 3,38* 0,48*
RI 1 0,0957* 185,45* 12,18* 0,08
ExRI 3 0,0025" 13,61* 1,40* 1,29*
Residuo 24 0,0015 2,02 0,19 0,01
CV (%) 59,28 36,03 33,58 7,12

" ndo significativo, *significativo (p < 0,05), de acordo com o teste F.
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Figura 3. Condutancia estomaética (gs) em plantas jovens de maracuja amarelo, em funcao
dos regimes de irrigacdo 90% e 30% [A] e das aplicacbes de Stimulate® (STML), acido
salicilico (ASL) e nitroprussiato de sodio (SNP), além da testemunha (T) [B]. As barras em
cada coluna representam o erro padrdo das médias (n=5). Médias seguidas de letras iguais
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Sob irrigacdo 30%, os valores de A e E sofreram acentuados decréscimos na
testemunha e nos tratamentos com aplicacdes de Stimulate® e ASL. Essa reducdo em A e E,
entretanto, ndo ocorreu com a aplicacdo de SNP (Figuras 4A e 4B). A restri¢do hidrica
tambeém causou um decréscimo em EiUA, embora ndo acentuado, na testemunha e nos
tratamentos com aplicagdes de Stimulate® e ASL. A aplicacio de SNP, contudo, reverteu

esse efeito, aumentando a EiUA (Figura 4C).
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Figura 4. Assimilagdo de CO2 (A) [A], transpiracdo (E) [B] e eficiéncia intrinseca do uso
da &gua (EiUA) [C] em plantas jovens de maracuja amarelo submetidas a aplicacBes de
Stimulate® (STML), acido salicilico (ASL) e nitroprussiato de sodio (SNP), além da
testemunha (T), em regimes de irrigacdo 90% e 30%. As barras em cada coluna
representam o erro padrdo das médias (n=5). Letras mailsculas comparam as aplicacfes de
elicitores em um mesmo regime de irrigagdo, e letras mindsculas comparam os regimes de
irrigacdo em um mesmo elicitor, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.4 Concentracgdes de pigmentos fotossintéticos, amido e acucares redutores

Os resultados mostram que houve interacédo significativa entre os fatores em relagéo
a todas as caracteristicas bioquimicas analisadas (Tabela 7).
Sob irrigagdo 30%, verificou-se um decréscimo nas concentracfes de pigmentos

fotossintéticos na testemunha. Em relacdo a clorofila total, esse decréscimo ocorreu
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também com a aplicacdo de ASL, mas ndo ocorreu com as aplicagdes de Stimulate® e SNP
(Figura 5A). Quanto aos carotenoides, houve um decréscimo com a aplicacdo de SNP,
enquanto as concentracdes foram mantidas com aplicacdes de Stimulate® e ASL (Figura
5B).

Sob irrigacdo 30%, a concentragdo de amido foi menor, tanto na testemunha como
nos tratamentos com aplicacdo dos elicitores (Figura 6A). Por outro lado, houve um
aumento na concentracdo de AR, mas somente em resposta a aplicacao dos elicitores, sendo

que esse efeito foi relativamente maior com Stimulate® e SNP (Figura 6B).

Tabela 7. Resumo da anélise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para as
concentracdes de clorofila total (CLO), carotenoides (CAR), amido e acUcares redutores
(AR) em plantas jovens de maracuja amarelo, em funcdo da aplicacdo de elicitores (E) e
regimes de irrigacdo (RI)

Fontes de variagdo GL Quadrados médios
CLO CAR Amido AR
E 3 903,60* 25,67* 0,037* 0,0045*
RI 1 293,76* 7,76%* 0,189* 0,0129*
ExRI 3 113,48* 6,80* 0,007* 0,0020*
Residuo 24 9,41* 1,26 0,001 0,0003
CV (%) 7,1 10,25 4,68 9,5
" ndo significativo, *significativo (p < 0,05), de acordo com o teste F.
Olrrigacdo 90% O Irrigacdo 30% O Irrigagdo 90% O lrrigacdo 30%
7 Aaéf Aa 16 1
T 50 - ] ] E Aaha
€ Bb Ba e a
g’ 40 - Ba = L Ea g 12 4 AE& AEaé Ba
5 Cb g B N
§ 30 N 'g 8 n
S 20 A o
o o
ust i 3+ 4 7
8 10 O
0 T ! ! 0 T T T 1
T STML  ASL  SNP T STML ASL  SNP

Figura 5. Concentragbes de clorofila total [A] e carotenoides [B] em plantas jovens de
maracuja amarelo submetidas a aplicages de Stimulate® (STML), 4cido salicilico (ASL) e
nitroprussiato de sodio (SNP), além da testemunha (T), em regimes de irrigacdo 90% e
30%. As barras em cada coluna representam o erro padrdo das médias (n=5). Letras
maidsculas comparam as aplica¢fes de elicitores em um mesmo regime de irrigacéo, e
letras mindsculas comparam os regimes de irrigacdo em um mesmo elicitor, pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
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Figura 6. Concentracdes de amido [A] e acucares redutores (AR) [B] em folhas de plantas
jovens de maracuja amarelo submetidas a aplicacbes de Stimulate® (STML), &cido
salicilico (ASL) e nitroprussiato de sodio (SNP), além da testemunha (T), e regimes de
irrigacdo 90% e 30%. As barras em cada coluna representam o erro padrdo das médias
(n=5). Letras mailsculas comparam as aplicacdes de elicitores em um mesmo regime de
irrigacdo, e letras minasculas comparam os regimes de irrigacdo em um mesmo elicitor,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.5 TBARS e enzimas antioxidantes

Os resultados mostram que houve interacdo significativa entre os fatores em relacédo

a concentracdo de TBARS e a atividade das enzimas antioxidantes (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo da anélise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), atividade das enzimas dismutase do superéxido
(SOD) e peroxidase do guaiacol (GPX) em plantas jovens de maracuja amarelo, em funcgéo
da aplicacdo de elicitores (E) e regimes de irrigacao (RI)

Fontes de variagdo ~ GL Quadrados médios
TBARS SOD GPX
E 3 99,45* 0,083* 0,052*
RI 1 39,38"™ 0,075* 0,509*
ExRI 3 467,29* 0,243* 0,052*
Residuo 32 25,56 0,011 0,003
CV (%) 6,27 11,17 14,52

" ndo significativo, *significativo (p < 0,05), de acordo com o teste F.
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Sob irrigagdo 30%, a concentracdo de TBARS aumentou na testemunha. Esse
aumento ndo ocorreu com a aplicacdo de SNP, e foi revertido com as aplicagdes de
Stimulate® e ASL (Figura 7). Em relagdo & SOD, verificou-se uma reducéo da sua atividade
na testemunha, porém a aplicacdo dos elicitores promoveu uma reversdo desse efeito,
proporcionando um aumento da atividade enzimaética, principalmente com a aplicacdo de
ASL (Figura 8A). Quanto a GPX, a atividade enzimética ndo foi afetada pelos regimes de
irrigacdo, mas teve um aumento com a aplicacdo dos elicitores, de forma mais acentuada
com a aplicacdo de SNP (151%), seguido de Stimulate® (118%) e ASL (101%) (Figura
8B).
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Figura 7. Concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em folhas
de plantas jovens de maracuja amarelo submetidas a aplicacdes de Stimulate® (STML),
acido salicilico (ASL) e nitroprussiato de sodio (SNP), além da testemunha (T), em regimes
de irrigacdo 90% e 30%. As barras em cada coluna representam o erro padrdo das médias
(n=5). Letras maiusculas comparam as aplicac6es de elicitores em um mesmo regime de
irrigacdo, e letras minGsculas comparam os regimes de irrigacdo em um mesmo elicitor,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 8. Atividade das enzimas dismutase do superoxido (SOD) [A] e peroxidase do
guaiacol (GPX) [B] em folhas de plantas jovens de maracuja amarelo submetidas a
aplicacbes de Stimulate® (STML), acido salicilico (ASL) e nitroprussiato de sodio (SNP),
além da testemunha (T), em regimes de irrigacdo 90% e 30%. As barras em cada coluna
representam o erro padrdo das médias (n=5). Letras mailsculas comparam as aplicacfes de
elicitores em um mesmo regime de irrigacédo, e letras mindsculas comparam os regimes de
irrigacdo em um mesmo elicitor, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

5 DISCUSSAO

Os estudos para melhorar a toleréncia do maracuja-amarelo a deficiéncia hidrica sdo
geralmente focados no aumento da produtividade. No entanto, este estudo esta focado no
déficit hidrico ocasional apds o transplante de mudas, visto que isso pode limitar o
crescimento inicial de plantas jovens e até mesmo tornar-se crucial para sua sobrevivéncia.
Estudos anteriores relataram que a aplicacdo de elicitores melhora a tolerancia de algumas
espécies ao déficit hidrico, tornando-se uma alternativa promissora para 0 manejo de
culturas em condicBes edafoclimaticas desfavoraveis (Antoniou et al., 2020; Leite et al.,
2021). No entanto, o potencial para mitigar o estresse hidrico pode variar com os elicitores,
dependendo de como eles influenciam as caracteristicas morfofisioldgicas e bioguimicas.
Os achados deste estudo merecem destaque, seja porque os elicitores se mostraram eficazes
em melhorar a tolerancia das plantas ao deficit hidrico, seja porque esclarecem como e em
que medida cada elicitor influencia caracteristicas relacionadas ao crescimento.

Primeiramente, deve-se ressaltar que o maracuja-amarelo é uma espécie de

fecundacdo cruzada, com alto indice de autoincompatibilidade, o que resulta em identidade
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genética baixa e grande variabilidade de plantas em viveiros e pomares (Meletti et al.,
2003). Assim, é comum maracujas-amarelos de uma mesma idade apresentarem padréo de
altura indefinido. Portanto, ao avaliar os atributos biométricos neste estudo, mediu-se néo
apenas a altura da planta, mas o aumento relativo da altura da planta (H). O déficit hidrico
reduziu H, independentemente das aplicacdes de elicitores (Figura 1). Em geral, o
alongamento e a divisdo celular s&o inibidos pelo déficit hidrico, refletindo negativamente
no H (Yang et al., 2021). No entanto, a diminuic¢do de H foi atenuada com a aplicacdo de
elicitores. A maior H foi obtida com a aplicacio do Stimulate®, independentemente do
regime de irrigacdo. Esse efeito é provavelmente atribuido aos reguladores de crescimento,
que promovem o alongamento e a divisdo celular (Kumari, 2017; Hong et al., 2018). O
efeito da ASL, por sua vez, pode ter sido associado a osmorregulacdo, corroborando
estudos anteriores com milho (Tayyab et al., 2020) e feijao (Mohi-Ud-Din et al., 2021)
expostos ao déficit hidrico.

Em relacdo aos demais atributos biométricos (Tabela 3), nas plantas sob irrigacéo
90%, AF diminuiu na testemunha, mas manteve-se estavel com as aplicacGes dos elicitores.
Novamente, assume-se que o efeito da aplicacdo do Stimulate® esta relacionado aos
reguladores de crescimento, que promovem a expansdo dos tecidos vegetais (Gaion et al.,
2018; Pashang et al., 2021). O efeito da aplicacdo de ASL, por sua vez, é consistente com
estudos anteriores sobre Cucurbita pepo L. (Abd EI-Mageed et al., 2016). Quanto a
aplicacdo de SNP, seu efeito provavelmente é atribuido a capacidade do NO de promover o
alongamento e diviséo celular (Neill et al., 2003) ou de prevenir a senescéncia foliar por
meio de sua acgdo na transducédo de sinal de hormdnios envolvidos nesse processo (Jafari e
Shahsavar, 2022). As aplicacdes de elicitores causaram efeito semelhante na diminui¢do do
VR (Tabela 3), provavelmente como resultado da formacédo de raizes adventicias, induzida
por auxinas (Shi et al., 2014; Li et al., 2018), ASL (Yang et al., 2018), ou NO (Fernandez-
Marcos et al., 2011). Os elicitores preveniram diminuigdes em MSR e MSPA em plantas
sob irrigacdo 30% (Tabela 4). Em geral, diminui¢cdes na biomassa da raiz e da parte aérea
estdo relacionadas a uma reducdo na taxa fotossintética (Misra et al., 2020). O efeito do
SNP pode estar associado tanto & manutencdo da taxa fotossintética (Figura 5) quanto ao
papel do NO no aumento da expressdo de genes responsivos ao estresse (Farouk e Al-
Ghamdi, 2021). Quanto ao ASL, seu efeito esta de acordo com estudos anteriores sobre
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aumento de biomassa e mudangas nos teores de amido em raizes e folhas, evitando
reducdes em MSR e MSPA em trigo sob déficit hidrico (Sharma et al., 2017). O efeito do
Stimulate®, por sua vez, provavelmente esta relacionado as citocininas (Zhang e Ervin,
2004) e giberelinas (Moumita et al., 2019), consideradas eficazes em promover o acumulo
de biomassa em plantas expostas ao déficit hidrico.

O déficit hidrico diminuiu o Ww, independente da aplicacdo dos elicitores (Figura
2A). J4 o TRA diminuiu na testemunha, mas manteve-se estdvel com as aplicacdes dos
elicitores (Figura 2B). Diminui¢des em Ww € TRA tém sido geralmente observadas em
plantas de maracuja-roxo expostas ao deficit hidrico (Garcia-Castro et al., 2017). Neste
estudo, os resultados sugerem que houve osmorregulacdo induzida pela aplicacdo de
elicitores, notadamente ASL, visto que TRA permaneceu estavel, apesar da redugido de Pw.
A osmorregulacdo resulta do acumulo de osmolitos compativeis, que reduzem o Yw
mantendo o turgor celular (Yang et al., 2021), mitigando os efeitos do déficit hidrico no
crescimento das plantas. A osmorregulacao induzida pela aplicagdo de ASL geralmente esta
associada a regulacdo de enzimas hidroliticas, que produzem osmolitos compativeis, como
acucares sollveis e redutores, aminoacidos e prolina (Shafiei et al., 2019; Sedaghat et al.,
2020).

Os resultados mostram que o déficit hidrico reduziu significativamente a gs,
limitando as trocas gasosas (Figura 3A). E amplamente conhecido que o déficit hidrico do
solo pode limitar a abertura estomatica e comprometer as trocas gasosas, reduzindo A e E
(Zhou et al., 2014; Martins et al., 2016). No entanto, estudos anteriores relataram que o NO
esta envolvido em vias de sinalizacdo que promovem tanto o fechamento estomatico (Sun
et al., 2017) quanto a abertura (Silveira et al., 2016) em condic¢des de déficit hidrico. Por
outro lado, embora 0 NO esteja geralmente associado apenas ao controle do fechamento e
abertura dos estdbmatos, o NO também pode interferir no padrdo de distribuicdo dos
estdmatos na epiderme da folha. Estdbmatos localizados na face adaxial estdo expostos a
maior radiacdo solar e maiores diferencas no gradiente de pressao de vapor, condi¢Ges que
maximizam a perda de dgua e levam ao fechamento estoméatico. Em contraste, um aumento
na distribuicdo estomatica na face abaxial causado pelo NO pode atenuar a perda de agua,

permitindo que gs permaneca estavel (Sousa et al., 2019).
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Neste estudo, gs com a aplicagdo de SNP foi maior do que na testemunha ou com as
aplicacdes dos outros elicitores, independentemente dos regimes de irrigacdo (Figura 3B).
Esta descoberta sugere que a aplicacdo de SNP é capaz de prevenir uma reducdo em gs, e
isso foi crucial para A e E permanecerem estaveis em plantas sob irrigacdo 30% (Figura
4A). Essa hipotese é corroborada pela reducéo significativa observada em A e E nas plantas
sob irrigagdo 30%, tanto na testemunha quanto com as aplicacbes dos demais elicitores
(Figura 4B), concomitantemente com a diminuicdo de gs. Altos niveis de NO também
podem atuar regulando a sinalizacdo do &cido abscisico nas células-guarda por meio da S-
nitrosacdo das proteinas OST1 — uma modificagdo redox que consiste na ligacao reversivel
do NO ao grupo tiol de um residuo de cisteina em uma proteina alvo, capaz de causar uma
mudanca conformacional nas proteinas, alterando sua atividade ou funcdo (Astier et al.,
2012; Pissolato et al., 2020). Assim, 0 NO pode favorecer a abertura estomatica e manter a
assimilacdo de CO2 mesmo em condicdes de déficit hidrico (Wang et al., 2015; Casaretto et
al., 2020). Além disso, 0 NO pode aumentar a atividade da rubisco em condi¢des de
estresse, como observado em cana-de-agUcar exposta a seca (Silveira et al., 2017).

Nas plantas sob irrigacdo 30%, A foi maior com as aplicacdes de elicitores em
relacdo a testemunha. Este aumento foi mais significativo com SNP (1755%) do que com
Stimulate® (78%) e ASL (48%). O notavel aumento de A com a aplicagdo do SNP, alias, foi
relativamente muito maior que o aumento de Qs causado por este mesmo elicitor.
Provavelmente, é por isso que o SNP foi o Unico elicitor que causou um aumento no EiUA
nas plantas sob irrigacdo 30% em comparacdo com as plantas sob irrigacdo 90% (Figura
4C).

Nas plantas sob irrigacdo 30%, o teor de clorofila total diminuiu na testemunha
(Figura 5A), como geralmente ocorre em plantas expostas ao déficit hidrico. Essa
diminuicdo afeta as reacdes fotoquimicas, reduzindo a taxa de fotossintese (Chen et al.,
2016; Hussain et al., 2019). Apesar disso, o teor de clorofila total manteve-se estavel com
as aplicacdes de Stimulate® e SNP. O efeito atenuante do Stimulate® é provavelmente
atribuido aos horménios em sua composi¢do, que contribuem para prevenir danos aos
cloroplastos expostos a condices de estresse hidrico (Heshmat et al., 2014; Liu et al.,
2016; Verma et al., 2016). As auxinas atuam tanto na prevencdo de processos oxidativos

celulares em pigmentos e proteinas fotossintéticas, quanto na inativacdo de enzimas
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cataliticas (Pashang et al., 2021). As giberelinas atuam na manutencdo da integridade das
membranas dos cloroplastos em plantas expostas ao déficit hidrico (Mahindre et al., 2018;
Mbandlwa et al., 2019). As citocininas atuam estimulando o sistema de defesa antioxidante,
impedindo a degradacao da clorofila (Sarafraz-Ardakani et al., 2014; Raza et al., 2020). Em
relacdo aos efeitos dos SNPs, estudos indicam que o NO aumenta a sintese de complexos
proteicos em cloroplastos e mitocondrias (Simontacchi et al., 2015). A manutengéo do teor
de clorofila tem sido atribuida ao papel do NO na inibicdo da sintese de ERO (Yang et al.,
2012). al., 2014), brécolis (Munawar et al., 2019) e trigo (Hameed et al., 2021).

O conteudo de carotendides nas plantas sob irrigacdo 30% também diminuiu na
testemunha (Figura 5B), mas permaneceu estavel com as aplicagdes de Stimulate® e ASL, e
teve uma diminuicdo atenuada com a aplicacdo de SNP. Quando o conteddo de
carotenoides permanece estavel ou é apenas ligeiramente diminuido, melhora a tolerancia
da planta ao déficit hidrico, pois os carotendides ajudam a dissipar o excesso de luz,
atenuando o efeito reativo e danoso do 'O2* e evitando danos ao aparato fotossintético
(Dinakar et al., 2012; Barbosa et al., 2014). O efeito do Stimulate® é provavelmente
atribuido ao papel das auxinas na regulacdo de alguns genes envolvidos na biossintese de
carotendides (Li et al., 2017), e ao papel das giberelinas, que estdo envolvidas na
codificacdo de genes relacionados a biossintese de geranil pirofosfato, um precursor de
carotendides (Miri et al., 2021). Aumentos no conteudo de carotenoides desencadeados por
esses hormonios foram relatados em estudos sobre Arabidopsis transgénica (Kang et al.,
2018) e Vigna unguiculata (Miri et al., 2021). Por outro lado, a aplicagdo de ASL pode ter
inibido a atividade de enzimas que degradam carotendides (Lobato et al., 2021). Aumentos
no conteudo de carotendides foram observados em soja (Razmi et al., 2017), trigo (Azmat
et al., 2020) e milho (Naz et al., 2021) tratados com ASL e expostos ao déficit hidrico.

O teor de amido diminuiu nas plantas sob irrigado 30% independentemente das
aplicagdes de elicitores (Figura 6A). Em parte, isso provavelmenumbete é atribuido a
limitacOes na absorcéo e assimilagdo de CO que geralmente ocorrem em plantas expostas
ao déficit hidrico, levando a uma diminuigdo na sintese de carboidratos (Yang et al., 2021).
Por outro lado, essa diminuigdo no teor de amido também pode ser resultado de uma maior
hidrolise, uma vez que houve um aumento no teor de AR com as aplicacdes de elicitores

em plantas sob irrigagdo 30% (Figura 6B). O acumulo de osmolitos compativeis é
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considerado uma estratégia importante nas plantas para evitar os efeitos toxicos de varios
estresses. Neste estudo, 0 aumento do teor de AR com a aplicacdo de elicitores em plantas
sob irrigacdo 30% ocorreu concomitantemente com a diminui¢do de W e manutencdo de
TRA (Figura 2A e 2B), sugerindo osmorregulagdo induzida por Stimulate®, ASL e SNP. A
osmorregulacdo ajuda a manter o turgor celular, melhorando a capacidade das plantas de
absorver a umidade do solo (Umebese e Bankole, 2013). O papel desses elicitores na
osmorregulacdo tem sido frequentemente associado a genes que controlam a sintese de
enzimas que hidrolisam o amido, produzindo AR. A osmorregulacao induzida por elicitores
foi relatada em estudos sobre a aplicacdo de auxinas, giberelinas e citocininas em Vicia
faba (Rady et al., 2021), citocininas em arroz (Din et al., 2015), ASL em trigo (Loutfy et
al., 2012) e milho (Naz et al., 2021), e SNP em algoddo (Shallan et al., 2012).

Os resultados revelaram que na testemunha das plantas sob irrigacdo 30% houve
aumento de TBARS, que representam Varios produtos de dano produzidos pelo estresse
oxidativo (Figura 7). Os ensaios de TBARS quantificam o conteudo de malondialdeido
(MDA), resultante da peroxidacao de &cidos graxos insaturados em fosfolipidios no tecido
foliar. Quando as plantas sdo expostas ao déficit hidrico, as propriedades fisicas da
membrana celular so alteradas e a taxa de danos & membrana tende a aumentar, permitindo
0 vazamento de eletrolitos (Punia et al., 2021; Zhang et al., 2021). Dado que o dano a
membrana celular é causado pelo MDA, o aumento de TBARS neste estudo sugere
aumento da peroxidacdo lipidica, o que pode resultar em morte celular.

No entanto, TBARS em plantas sob irrigacdo 30% manteve-se estdvel com a
aplicacdo de SNP e diminuiu com as aplicagdes de Stimulate® e ASL, melhorando a
tolerancia da planta ao estresse oxidativo. O efeito do Stimulate® provavelmente estéa ligado
a influéncia dos horménios na mitigacdo do estresse oxidativo. Estudos realizados por
Sergiev et al. (2019) com Pisum sativum L. sob déficit hidrico mostraram que a aplicacédo
de auxinas reduz o teor de MDA, atenuando lesbes na membrana celular. Além disso,
outros estudos relatam que giberelinas e citocininas atenuam a lesdo da membrana celular
por ativacdo do sistema de defesa antioxidante em trigo (Moumita et al., 2019; Abdel-Latef
et al., 2021) e favas (Rady et al., 2019). expostos ao déficit hidrico. Neste estudo, os
resultados sugerem que o efeito do Stimulate® provavelmente estava ligado a ativacéo do

sistema de defesa antioxidante. Em parte, o conteido de carotenoides, antioxidantes nao
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enzimaticos, manteve-se estavel com a aplicagdo do Stimulate®, evitando assim a formagéo
de ERO (Latowski et al., 2011). Além disso, Stimulate® aumentou as atividades de SOD e
GPX, enzimas antioxidantes abrangentes que eliminam o excesso de ERO, protegendo a
planta do dano oxidativo (Figuras 8A e 8B). Esses resultados sdo consistentes com o efeito
dos hormdnios no aumento da atividade de enzimas antioxidantes em berinjela (Xiao et al.,
2017), trigo (Mohsenzadeh e Zohrabi, 2018) e batata (Khalid e Aftab, 2020) expostos a
estresses abioticos.

A aplicacdo de ASL também reduziu TBARS em plantas sob irrigacdo 30% (Figura
7), 0 que é consistente com estudos anteriores sobre a reducdo do teor de MDA pela
aplicacdo de ASL em milho exposto ao déficit hidrico (Tayyab et al., 2020). Neste estudo,
ASL melhorou o sistema antioxidante, prevenindo a diminuicdo do contetdo de
carotendides e aumentando as atividades de SOD e GPX (Figura 8). Esses resultados
corroboram estudos anteriores sobre o papel do ASL no aumento da atividade de enzimas
antioxidantes em Rosmarinus officinalis L. (EI-Esawi et al., 2017), Solanum lycopersicum
L. (Lobato et al., 2021), Phaseolus vugaris L. (Mohi-Ud-Din et al., 2021) e Vicia faba L.
(Dawood et al., 2022).

Pode-se supor que a aplicagdo de SNP atenuou parcialmente o estresse oxidativo,
uma vez que o teor de TBARS permaneceu estavel nas plantas sob irrigacdo 30% (Figura
7). Estudos anteriores relataram uma diminuicdo na peroxidacdo lipidica e no contetdo de
ERO induzida por NO exdgeno, melhorando a tolerancia das plantas ao déficit hidrico (Fan
e Liu, 2012; Grol3 et al., 2013; Rezayian et al., 2022). De acordo com Demiral et al. (2014)
e Santisree et al. (2015), o NO pode atuar como um terminador de cadeia, interagindo com
os radicais alcoxila e peroxila dos lipidios de membrana para prevenir a peroxidacédo
lipidica. No entanto, neste estudo, os resultados sugerem que a aplicacdo de SNP em
plantas sob irrigacdo 30% ndo foi eficaz na prevencdo da formacdo de ERO por
mecanismos de dissipacdo de excesso de energia, uma vez que o teor de carotenoides foi
reduzido. Por outro lado, o SNP aumentou as atividades de SOD e GPX (Figs. 8A e 8B), 0
que é consistente com estudos anteriores sobre algoddo (Shallan et al., 2012) e tomate
(Hayat et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

Este estudo revelou pela primeira vez que as plantas jovens de maracuja-amarelo
sdo sensiveis ao déficit hidrico, visto que uma eventual restricdo no abastecimento de agua
logo ap6s o transplante das mudas afetou negativamente seus atributos biométricos
essenciais, inibindo o crescimento da planta. Os danos resultaram, em parte, da reducéo do
turgor celular e diminuicdo da condutancia estomatica, o que restringiu a assimilacdo de
CO.. A taxa de fotossintese também pode ter sido afetada, pois os teores de pigmentos
fotossintéticos foram reduzidos. O teor de amido e agUcares redutores foi alterado, mas isso
ndo ajudou na osmorregulacdo. Houve estresse oxidativo, pois as enzimas SOD e GPX
foram ineficazes para prevenir a peroxidacao lipidica.

Por outro lado, elicitores como Stimulate®, ASL e SNP foram eficazes em melhorar
a tolerancia de plantas jovens ao déficit hidrico. Os efeitos do déficit hidrico sobre os
atributos biométricos foram atenuados com as aplicac6es dos elicitores, evitando a inibi¢éo
do crescimento vegetal. No entanto, o potencial de cada eliciador como mitigador do
estresse hidrico variou com as caracteristicas morfofisiologicas e bioquimicas, e ocorreu em
intensidades variaveis. O SNP foi o mais eficaz na prevencdo da reducdo da condutancia
estomética e na manutencdo da assimilacio de CO2, enquanto o Stimulate® foi o mais
eficaz na prevencdo da reducdo do teor de pigmentos fotossintéticos. Os trés elicitores
foram eficazes na indugédo da osmorregulacéo, auxiliando na manutencédo do turgor celular.
Além disso, os elicitores atenuaram o estresse oxidativo, seja aumentando as atividades de
SOD e GPX, seja mantendo estdvel ou diminuindo o teor de TBARS, evitando a
peroxidacdo lipidica. Com base nos resultados obtidos neste estudo, concluimos que a
aplicacdo de eliciadores é uma estratégia eficaz para mitigar os efeitos do déficit hidrico em
plantas jovens de maracuja-amarelo. Novos estudos também podem ajudar a elucidar o
papel desses elicitores na mitigacdo do estresse hidrico. Ensaios de campo também podem
validar a aplicacdo préatica desses eliciadores, antes que esse recurso possa ser aplicado com

sucesso como pratica agricola.
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